TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HIiSTOLOJI ve EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

SICANLARDA METHOTREXATE KAYNAKLI
TESTIS HASARINA KARSI MELATONININ
ANTIAPOPTOTIK VE ANTIOKSIDAN
ETKILERI

Zehra TOPAL
YUKSEK LiSANS TEZI
Prof. Dr. Engin YENILMEZ

TRABZON - 2012
Ithaf



Bu yiiksek lisans tezimi tiim egitim hayatim boyunca beni destekleyen ve maddi, manevi hi¢cbir

fedakarliktan kaginmayan aileme ve ¢ok sevgili dedem Adil TOPAL’ a ithaf ediyorum.



ONAY
Bu tez Yiiksek Lisans Tezi Standartlarina Uygun Bulunmustur
Prof. Dr. Engin YENILMEZ

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani

Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Yiksek Lisans 0Ogrencisi Zehra TOPAL’mn hazirladigt “Sicanlarda Methotrexate
Kaynakl1 Testis Hasarina Karsi Melatoninin Antiapoptotik ve Antioksidan Etkileri” baslikli
tez KTU Lisansiistii Egitim - Ogretim ve Smav Y&netmeliginin ilgili maddeleri uyarinca
kapsam ve bilimsel kalite yoniinden degerlendirilerek Yiiksek Lisans/Doktora Tezi olarak

kabul edilmistir.

Danisman Prof. Dr. Engin YENILMEZ

Yiiksek Lisans Smavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Engin YENILMEZ

Dog. Dr. Esin YULUG

Dog. Dr. Ahmet ALVER

Tarih:20/06/2012

Bu tez KTU Saglk Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun ..../.../.... tarih ve ... sayil

karariyla onaylanmustir.

Prof. Dr. Ahmet KALKAN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Muidiirti



ICINDEKILER

Sayfa
I¢c Kapak Sayfasi
KABUL ve ONAY
BEYAN
ithaf
TESEKKUR
TABLOLAR DIZINT ......ocoooviiiiiiicss e vi
SEKILLER DIZINT ......coooiiiiiiiiceeeeeeeeeeee ettt vii
SIMGELER, KISALTMALAR ve FORMULLER DiZiNi ..........c.ccoooovvviiien vii
Lo OZET ..ot 1
2. SUMMARY ittt e e e e e e et e e e e e e e e e raeeaaaeean 2
3.GIRIS VE AIMAGC ...ttt 3
4. GENEL BILGILER .........c.ooiiiiiiiiiisec st 4
4.1. InsanTeStiSiNIN ANATOMIST ........cvevveeeeiceeieecee et 4
4.2. Insan Testisinin EMDIiYOIOJiSi .........ccvvcveveeeieeieeeeecee e 4
4.3. TeSHIS HISTOIOJIST ..vvevveiiiiiciie ettt et ere s 5
4.3.1. Testisin Genel YapISI .........cccocoiiiiiiiiiiii e 5
4.3.2. Seminifer TUDTIIET ... 6
4.3.2.1. Lamina Propriya (Siirlayic1 Doku = Peritiibiiler Bag Dokusu).................. 6
4.3.2.2. Seminifer TUbil EPITeli .........cooviiiiiii 6

4.3.2.3. SEITOI HUICT@ST . .cooeveeeeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeereeeennnas 6



4.3.2.4. SPErMATOZOONIAT ..ottt 7

4.3.3. SPEIMATOGEINEZ.......iveiieetiiiee ittt r e bbb n e 8
S 0 1= 0 4] 1Y/ T =1 1= SRS 10
4.3.5. Leydig HUCTeleri..........cccooiuiiiiiiiiiie e 12
O = 3 14 V{0 (o] L] SRS 13
4.4.1. Kan-TeStS BANIYEIT ...ccuccveiiiieieeie ettt 13
4.5, MEEOTIEKSAL .......vevieieiiiteee e 13
4.6. MEIATONIN ..o sb e 15
4.6.1. Melatonin Salgilanmasinin Diizenlenmesi ................cccccooiiiiiininiciicien, 15
4.6.2. Melatoninin BiyoKIMYaSI............cccooiiiiiiiiiiiiiciese e 15
4.6.3. Melatoninin FarmakoKinetigi ..............c.ccoooviiiiiiiiiiicccc e 16
4.6.3.1. ENAOJen MEIatONIN .....ccoiiiiiieieiesese e 16
4.6.4. Antiproliferatif OZelliZi ...............cccccoovevierierieeieeee e, 16
4.6.5. Antioksidan OZzellifi.................cc.cccevevriviiiiiieiiieie e, 16
4.6.6. Diger OZeIlKICL ..............cc.ccocoooivevireieiiieieeee e 17
4.6.7. ANtIKANSEr ETKIIEIT ....ovoiiiiie e 17
4.7. Serbest RAAIKAIEK .........cooiiiiiiie s 17
4.7.1. Serbest Radikal Kaynaklary ..., 17
4.7.1.1. HIdroJen PerokSIT .........ccocoiiiiiiiiiieieie e 17
4.7.1.2. Siiperoksit Anyon Radikali ..............ccccooiiiiiiiiii 17
4.7.2. Serbest Radikal Hasarina Bagh Hastaliklar..........................cccon, 18

4.8. Lipid Peroksidasyon (LPO) ... 18



4.9. Lipid Peroksidasyon Uriinleri.................ccocoooovevrueieiiiereciese e, 19

4.9.1. Malondialdenit ...........cccoviiiiiiie 19
4.10. Antioksidan Savunma SIStEMIEri.........cccovviiiiiiiiiii i 19
4.10.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri ..o, 20
4.10.1.1. Siiperoksit DiSmMUtaz .............cccoooviiiiiiiii i 20
4.10.1.2. Glutatyon PeroKSIidaz ...........ccccviieieeiii i 20
4.10.1.3. KALAIAZ .......cooiiiiiiic e 20
4.11. Protein OKSIAASYONU ......cciiiiiiiiieiiesie sttt 20
4.11.1. Protein Fragmentasyonu ve Karbonil Tiirevlerinin Olusumu ................... 21
5. GEREC Ve YONTEM ....ooiiiiiiiiiieeeeeeee ettt nes st 22
5.1. Deneysel Calisma ASAMASI .............ccceiiiiiiiiiiiiii e 22
5.1.1 Deney Hayvanlarinin Bakimi, Barinmasi ve Temini .................cccooiiinnn, 22
5.1.2 Caliysmada Kullanilan Gruplar ve Deneyin Uygulanmasi...................cccoceene. 23
5.2. Histolojik ISlemler ..............c..cccooooviviiiiiiviiiisiecece e, 25
5.2.1 Kan ve Doku Numunelerinin Elde EAiIIMESi..........ccoccoviviiiiiiciiice, 25
5.2.2. DOKU TaKibi ..c.cvciiiiiiiiiiiicc 26
5.2.3 Kesitlerin AIINMAST ............cccooiiiiiiiiii e 26
5.2.4 Kesitlerin Hematoksilen-Eozin Boyanmast .............c.ccccooveniinenciicncncene. 27
5.3. Immiinohistokimyasal Islemler ve Analizler ...............cccccococeverrierrrernnnnnnn, 28

5.3.1. TUNEL(Terminal deoxynucleotidy transferase (TdT) deoxyuridine triphospate

nick end labeling assay) BOYama ..........cccoccveiiiiiieiiii e 28

5.4. Biyokimyasal Islemler ve ANalizIer ..................cccccocovvvovnieviceericeese e 28

5.4.1. Bradford MetodU .....coooeeeeieeeeeeeee e, 28



5.4.2. IMIDA TAYINT evvvveeeevereeeeeeeeeseeeesseeseesseseesesssesssessesssesase e aesses e s eee e eeeses e 29

5.4.2.1. Dokuda MDA Tayini (Manuel) .........cccooiiiiiiiniieeceeee e 29
5.4.2.2. Plazmada MDA Tayini (Manuel) ..........ccccooveiiiiieiieie e 30
5.4.3. SOD TaYINI.utitiitiiiiiiiiiiiieeeeie ettt bbbttt b bbb 31
5.4.3.1. DOKUAA SOD TaYINI .ccvveiiiieiiieiie ettt sre e 31
5.4.3.2. Plazmada SOD TaYiNi ...ccccceiieiieiieiieeie et sre e 33
D44, CAT TAYINT ettt sttt e et b bbb ens 35
5.4.4.1. DOKUAA CAT TaYINI...cciiiiiiiiiiiiieiiisieseeee et 35
5.4.4.2. Plazmada CAT TaYINI ..cceiiiiiiiiiiiieeeee e 36
5.4.5. GP-X TAYINT vttt bbbttt bbb 36
5.4.5.1. DOKUAA GP-X TAYINI ..uviiiiiiiiiiiiieiisiesieee e 36
5.4.5.2. Plazmada GP-X TaYINT ...c.cceiiiiiiiiiiiieeeieee s 36
5.4.6. Protein Karbonil TaYiNi......ccooiiiiiiiiieee s 37
5.4.6.1. Dokuda Protein Karbonil Tayini .........cccccovveviiieiieiecie e 37
5.5. Verilerin Istatiksel ANANZI.................c..ccccovveveueiiceieece s 37
6. BULGULAR ...ttt ettt ere e 38
6.1. HiStOIOJIK BUIQUIAT ..........ccviiiiiccece e 38
6.2. immiinohistokimyasal BUIGUIAL .................cccooceoiveieiirieeiiieie e, 42
6.3. Biyokimyasal BUlQUIAK ... 45
T. TARTISMA Ve SONUCQ .....oooiiiiiiiiiiee et r e e e e 47
8. SONUCKLAR ..o e et e e e st e e e e st e e e e asteeeeasntreeaeanns 50

9. KAYNAKLAR ...ttt ettt b e bbb 51



10. ETiK KURUL ONAYI

11. OZGECMIS .................



BEYAN

Bu tez ¢alismasinin KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzu standartlarina
uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara baglh kalinarak gercgeklestirilmis
Ozgiin bir bilimsel arastirma eseri oldugunu, tezde yer alan ve bu tez calismasiyla elde
edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklarin kaynaklar listesinde
yer aldigini, tezin g¢alisilmasi ve yazimi asamalarda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranigimin olmadigini beyan ederim.

25.05.12

Zehra TOPAL



TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogrenimim boyunca hi¢gbir zaman destegini benden esirgemeyen
saygideger Danisman Hocam ve Anabilim Dali Baskanimiz Prof. Dr. Engin YENILMEZ’e ve
boliimiimiiziin Degerli Hocalar1 Prof. Dr. Ersan ODACI ve Dog. Dr. Esin YULUGa,
dostluklariyla yasamimin her dakikasinda yanimda olacak olan ve tezimin her agamasinda
yardim eden dostlarim yiiksek lisans 6grencileri Sibel TUREDI ve Hatice HANCI ve Akin
BODUR’a, tezimin biyokimyasal ve istatistiksel analizlerinin ortaya ¢ikmasinda yardim eden
Dog. Dr. Ahmet ALVER’e, Ars. Gor. Cemil KAHRAMAN’a, Ars. Gor. Diler US’a, degerli
bilgilerini paylasan Dog. Dr. Sinan CANPOLAT’a, KTU Tip Fak. Cerrahi Arastirma Merkezi
calisanlarina, tezimi 2010.114.001.10 kod numarasiyla destekleyen KTU Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’ne ve en Onemlisi beni bugiine kadar sonsuz sevgisiyle

biiyiliten annem, babam ve dedeme tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiik. Lis. Ogr. Zehra TOPAL



Vi
TABLOLAR DiziNi

Tablo Sayfa
Tablo 1. Calismada kullanilan gruplar ve gruplara uygulanan tedaviler tablosu.......... 24
Tablo 2. Histolojik degerlendirmeler tablOSU ..........c.cccvevieiiiiieii e 44
Tablo 3. Testis dokusundaki biyokimyasal degerlendirmeler tablosu .............c..cc........ 45
Tablo 4. Kan plazmasindaki biyokimyasal degerlendirmeler tablosu ...........cc.cccuee.. 46

vii



RESIMLER DiZiNi

Resim Sayfa

Resim 1. Siganlarin bakimi ve barinmasi ait TeSim .........ccceevveeiiieiieiieeiee e 23
Resim 2. Testislerin ¢1kariliSina @it TESIM ........ceevveiireeiiieeiie et 26
Resim 3. Kontrol Grubu. Mikrotografi X400 H.E reSMi..........cccccevvviieiiienieiie e 38
Resim 4. MTX Grubu. Mikrotografi X400 H.E reSmi .........ccoceiiiiiiniiiiiencne s 39
Resim 5. MTX+Mel Grubu. Mikrotografi X400 H.E reSmi ........cc.ccoovviiineniniininns 40
Resim 6. Etanol Grubu. Mikrotografi X400 H.E reSmMi.........cccceveiiiinininininieieen, 41
Resim 7. Mel Grubu. Mikrotografi X400 H.E reSMi .......c.cccovieiiiinenininisieeeeees 42
Resim 8. MTX Mikrotografi x400, DAB Boyama H.E reSmi...........cccccoovniiciininnnnns 43
Resim 9. MTX+Mel Mikrotografi x400, DAB boyama H.E reSmi.........ccccceevereninnnnne 44

viii



Kisaltmalar

Al
BOS
BSA
CAMP
CAT
DNA
EDTA
GSH
GSH-Px
GSSG
KTU
LPO
MDA
Mel
MTX
NBT
NADPH
Px
PUFA
ROS
SOD
TBA

TdT

KISALTMA, SIMGE ve FORMULLER DiZiNi

Apoptotik Indeks

Beyin omurilik s1visi

Bovin Serum Albumin
Siklik adenozin monofosfat
Katalaz

Deoksiriboniikleik asit

Etilen diamin tetra asetik asit
Glutatyon

Glutatyon peroksidaz
Glutatyonun disiilfidleri
Karadeniz Teknik Universitesi
Lipid peroksidasyon
Malondialdehid

Melatonin

Methotrexate

Nitroblue tetrazolium
Nikotinamid dintiklotid fosfat
Peroksidaz

Coklu doymamais yag asitleri
Reaktif oksijen siiptirticiiler
Stiperoksit dismutaz
Tiyobarbitiirik asit

Terminal deoxynucleotidy transferase



TUNEL

HCI
HO,:
H20;
H3;PO,
H,SO4
O,

02’
OH’
KH,PO,
NADPH
Na,COs3
Na;HPO,4.2H,0

L

pm

Terminal deoxynucleotidy transferase deoxyuridine triphospate nick

end labeling assay
Hidroklorik asit
Hidroperoksil

Hidrojen peroksit

Fosforik asit

Silfirik asit

Oksijen

Stiperoksit

Hidroksil radikali

Potasyum dihidrojen fosfat
Nikotinamid diniiklotid fosfat
Sodyum karbonat

Disodyum hidrojenfosfat dihidrat
Litre

Mikrometre

Mikrolitre



OZET

Sicanlarda Methotrexate Kaynakh Testis Hasarina Kars1 Melatoninin Antiapoptotik ve
Antioksidan Etkileri

Bu calisma, methotrexate (MTX)’in olusturdugu testis hasarina karst melatoninin
koruyucu etkisini arastirmak amaciyla yapildi.Arastirma i¢in 30 adet, 16 haftalik erkek sigan
kullanildi. Siganlar her biri 6 sicandan olusan 5 gruba ayrildi. Kontrol grubu siganlara
herhangi bir islem uygulanmadi. Kontrol grubudisindaki gruplara, maddeler intraperitoneal
(i.p.) olarak enjekte edildi. MTX grubuna birinci giin tek doz MTX (20mg/kg),sonraki 4 giin
boyunca da serum fizyolojik verildi. MTX+Melatonin, Melatonin (Mel) ve Etanol gruplarina
5 giin boyunca her giin ayni saatte madde verildi. MTX+Mel grubuna birinci giin tek doz
MTX (20mg/kg) ve ilk giinden itibaren melatonin (10mg/kg) uygulandi. Mel
grubunamelatonin (10mg/kg) verildi. Etanol grubuna melatoninin ¢6ziilmesinde kullanilan
%b5 etanol igeren serum fizyolojik (v/v) verildi. 5. giin sonunda tiim si¢anlar anestezi altinda

o6ldiriildi; alinan testisler 151k mikroskopik ve biyokimyasal olarak degerlendirildi.

Kontrol grubu sig¢anlarintestis yapisi normal olarak izlendi ve MDA seviyesi diisiik
bulundu. MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin limenlerinde immatiir germinal hiicreler,
bazal kompartimaninda Sertoli hiicreleri ile spermatogoniumlar arasinda agilma ve germinal
epitelde yer yer vakuolizasyon izendi. MTX grubunaait testis ve kan biyokimyasal analizinde,
malondialdehid (MDA)’inoldukga arttig1 belirlendi. Etanol grubunda testis histolojisi MTX
grubuna benzer bulgular tagiyordu ve MDA seviyesi yiiksekti. MTX+Mel grubundaki apoptoz
indeksi ise MTX ve Etanol gruplarina goére anlamli olarak azalmigtt. MTX+Mel grubunda
testis histolojisi ve biyokimyasinda MTX’in olusturdugu bozukluklarin onemli Olciide
diizeldigi belirlendi. Mel grubundaki tiibiiller normal yapida izlendi ve MDA seviyesi diisiik

bulundu.

Bulgularrmiz MTX’in testiste oksidatif etkiile testiste yapisal bozukluklar
olusturdugunu; melatoninin antioksidan etkiyle, MTX’in testiste olusturdugu bu oksidatif

hasar diizelttigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Testis, Methotrexate, Melatonin, Malondialdehid, Mikroskopi



SUMMARY

Antiapoptotic and Antioxidant Effects of Melatonin Against Methotrexate-induced
Testicular Damage In Rats

The aim of this study was to investigate protective effectsof melatonin against

methotrexate (MTX)- induced testicular damage.

Sixteen week old 30 rats were divided into fivegroups. Each group was included 6 rats.
Control group rats were not done any application. Another groups were injected solutions by
intraperitoneally. Methotrexate group wasadministered single dose of MTX (20 mg/kg body
weight). Methotrexate+Melatonin group wasadministered a single dose MTXon the first day
and melatonin (10 mg/kg body weight) for five days. Melatonin group was administered
melatonin for five days. Rat testes of Control group were observed in normal structure. There
were a lot of immature germ cells in the lumen, widening between Sertoli cell and
spermatogonia at basal compartment and a few vacuolization at adluminal compartment in
seminiferous tubules of MTX Group. Malondialdehyde (MDA) in MTX Group was increased
considerably. Testis histology in Ethanol group was similar to MTX group and MDA level
was high. MTX and ethanol, the apoptosis index was significantly decreased in MTX + Mel
group groups. INMTX+Melatonin group, testis histology was observed normal appearence
and MDA level was significantly decreased, compared with MTX Group. Testis structure of

Melatonin group was normal and MDA level was low.

The results indicate that MTX have done oxidative damage and melatonin has

protective effect against MTX in rat testis.

Keywords: Testis, Methotrexate, Melatonin, Malondialdehyde, Microscopy



3. GIRIS ve AMAC

Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ¢ogu ilacin, ¢oklu organ sistemlerinde toksik yan
etkiler trettigi bilinmektedir (1). MTX’in indiikledigi testis toksisitesi de bazi ¢aligmalarda
tanimlanmistir. MTX uygulanmasi, MDA nin artmasiyla lipid peroksidasyonunun artmasina
neden olmustur (2,3).Lipid peroksidasyon, serbest radikal oksijenler tarafindan hiicre
membrani hasarina, yikimina énemli bir neden olusturur ve MTX doku hasarmi bir faktordiir.
MTX in tek doz uygulanasi karaciger ve bobreklerde toksik etkiye ve oksidatif hasara neden

olmustur(3). MTX uygulanan sicanlarda CAT aktivitesinde azalma meydana gelmistir (2).

Melatonin;hidroksil (4,5) ve peroksil radikalleri (6), tekli oksijen (7) ve nitrik oksit (8)
iceren reaktif oksijen tiirlerine kars1 (ROS) giiglii bir siipiiriiciidiir. Mel vitamin A ve E’den iki
kat daha etkili bir lipofilik antioksidan oldugu belirtilmistir (6).Mel sirkadiyen ritim, kan
basinci, donemsel lireme ve bagisiklik olmak {izere ¢esitli viicut fonksiyonlart diizenlemede

onemli bir role sahiptir (2).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda endojen kaynakli Mel uygulanmasinda oksidatif hasara
kars1 etkili bir koruma saglamistir (7).Mel MTX’in indiikledigi oksidatif stresi, nétrofil
infiltrasyonunu ve bobrek hasarmi diizeltmistir MTX’in indiikledigi MDA artisin1 Mel
azaltmistir(2). Mel MTX’in olusturdugu oksidatif toksik etkileri tersine doniistiirebilme
yetenegine sahiptir (3).

Bu calisma, metotreksat (MTX)’in olusturdugu testis hasarmma karst melatoninin

koruyucu etkisini arastirmak amaciyla gerceklestirildi.



4. GENEL BILGILER
4.1. insan Testisinin Anatomisi

Testisler erkekte iireme organi olup, testis torbasi (skrotum) iginde yer alirlar. Oval
sekilde, yanlardan basik, kii¢lik bir kus yumurtasi biiyiikliigiinde (herbiri yaklasik 2,5x3x5 cm
boyutlarinda, 10-15 gr agirhi@inda) c¢ift organ olan testisler erkek tireme hiicreleri olan
spermatozoonlar ile erkek seks hormonlar1 olan androjenleri iiretirler. Erken fotal donemde,
karin boslugunda bobreklere yakin olarak yer alan testisler, fotus gelistikce asagiya dogru
hareket ederek dogumdan hemen 6nce inguinal kanal araciligiyla skrotuma inerler. Testislerin

normal fonksiyonularini yapabilmeleri i¢in, karin boslugundan skrotuma inmeleri zorunludur.

Skrotum i¢inde yer alan herbir testis, tunika albuginea olarak adlandirilan kalin bir
kapsiil ile sarilidir. Bu kapsiil, arka kenarindan testisin i¢ine girerek mediastinum testisi
olusturur. Mediastinum testis, testise girip ¢ikan damarlar ile rete testise ait kanalciklari
icerdigi gibi gonderdigi bélmelerle de testisi 250-300 lobcuga boler. Her bir lopgukta 3-4 tane
olmak iizere tiim testiste 1000 kadar seminifer kanalcik (seminifer tiibiil) bulunur. Testisin
temel parankim yapisini olusturan seminifer kanalciklar spermatozoonlarin iiretildigi

yerlerdir.

Seminifer tiibiiller, mediastinum testise uzanarak burada birbirleriyle agizlagsmalar
olustururlar. Mediastinum testisdeki bu kanalcik ag1 rete testis olarak adlandirilir. Rete testise
ulasan spermatozoonlar, buradan ¢ikan 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimin kanal

sistemine ulagtirilir.

Testisler abdominal aortadan ¢ikan a. testicularis ile kanlandirilir. Testislerin vendz kani

sagda v. cava inferior’a, solda v. renalis’e dokiiliir. Testisler otonom sinirlerle innerve edilir

(9).
4.2. Insan Testisinin Embriyolojisi

Testis gelisiminin ilk safhalar1 5. haftada ortaya cikar. Mezonefrozun medialinde,
mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitel ve altindaki mezensimin proliferasyonu ile
mezonefrozun medialinde bir kabariklik gonadal (genital) kabarti olarak adlandirilirlar.
Parmak seklindeki epitelial kordonlar -primer seks kordonlari- altindaki mezensim igerisine
dogru kisa siirede biiylirler. Bu asamada gonadal kabartilar heniliz farklanmamustir.

Farklanmamis gonad dista yer alan bir korteks ve icte yer alan bir medulladan olugsmaktadir



(10). Seks kromozomu kompleksinde bir Y kromozomu tasiyan embriyoda, testisler
genellikle gelismektedir. Testislerin gelisimi koordineli bir seri genin indiiksiyonu ile olusur
(11). Y kromozomunun kisa kolu lzerindeki testis belirleyici faktorler icin SRY geni,
farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu gdérmektedir (12).
Testis belirleyici faktor (TDF), primer seks kordonlarini uyararak, onlarin farklanmamis
gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden olur, kordonlar burada dallanarak
birbirleriyle anastomozlar yaparlar ve boylece rete testis olusur. Seks kordonlarinin -seminifer
(testikiiler) kordonlarin- kalin bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra, ylizey
epiteli ile baglantilar1 kaybolur. Tunika albuginea’ nin gelisimi, fotusta testikiiler gelisim igin
oldukg¢a karakteristiktir. Genisleyen testis agamal1 olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir
ve kendi mezenteri olan mezorsium ile asili hale gecer. Seminifer kordonlar seminifer

tiibiillere, tubuli rekti ve rete testis’ e farklanirlar (10).
4.3. Testis Histolojisi
4.3.1. Testisin Genel Yapisi

Erkek iireme sistemi, iki adet testis, kanal sistemi (duktuli eferentes, duktus
epididimis, duktus deferens ve duktus ejakulatorius) ve onlara bagli yardimei bezleri (seminal
vezikiil, prostat ve bulbouretral bezleri -Cowper bezleri) igerir (13). Testis, tunika albuginea
ad1 verilen kalin fibréz kapsiille ¢evrili tubuler bir bezdir. Testislerin spermatozoa ve
hormonlar1 tiretmek Ttzereiki esas gorevi vardir. Testislerin bu iki gorevi birbirleriyle
iligkilidir. Seminifer tiibiillerde spermatogenez ve Leydig hiicrelerinde androjen biyosentezi
gerceklesir (14).  Tunika albuginea’nin i¢ yiizii, kan damari igceren gevsek bag dokusu
yapisindadir, buna tunika vaskulosa testis denir. Gevsek bag dokuya benzer karakterdeki bu
doku, seminifer tiibiiller arasindaki tiim acikliklar1 doldurarak bu tabakayi iceriye dogru
genisletir. Burasi fibroblast, makrofaj, mast hiicresi ve perivaskiiler mezengimal hiicreler
igerir. Ayrica kiimeler halinde epiteloid interstisyel hiicreler yada Leydig hiicreleri ad1 verilen

hiicreleri tasir.

Her testis, spermatik kord ad1 verilen uzun bir vaskiiler pedikiiliin sonunda asil1 durur;
duktus deferens testisin bosaltim kanalini olusturur; kan damarlar1 ve sinirler testise bu
taraftan ulasir. Epididimis, testisi arka taraftan sikica destekleyen, ekskretuar kanal sisteminin

kivrimli ag bi¢cimindeki kismini olusturan bir organdir.



4.3.2. Seminifer Tiibiiller
4.3.2.1 Lamina Propriya (Simirlayict Doku = Peritiibiiler Bag Dokusu)

Seminifer tiibiiller, interstisyumun birincil bag dokusu elementlerinden tiireyen
adventisyal hiicrelerin olusturdugu bir yada c¢ok tabakayla sarilidir. Bu sinir dokunun
organizasyonu tiirden tiire farklilik gosterir. Kemirgenlerle yapilan yaygin laboratuvar
deneylerinde, tek tabakali yassilasmis poligonal hiicreler, bir kenardan diger kenara epitel
tabakasiyla tiibiilii ¢evreler. Peritiibliler dokunun hiicresel yapilarini, kasilabilen diiz kas
ozelligindeki hiicreler olusturur. Bu hiicrelere dogrudan diiz kas hiicresi denilmez; ciinkii
diizensiz sekillidirler ve epitele benzer organizasyonu vardir; bu yiizden bu hiicrelere myoid
hiicreler veya peritiibiiler kasilabilir hiicreler denir. Bu hiicrelerin seminifer tiibiillerin
kasilmalardan sorumlu oldugu bildirilmektedir. Bu kasilmalar dogal olarak olusur; ¢linkii bu

tabakanin kenarinda sinir goriilmez.
4.3.2.2. Seminifer Tiibiil Epiteli

Yetigkinlerde, kompleks tabakali epitelle c¢evrili seminifer tiibiiller, iki biiyiik
kategorideki hiicreden olusur; destekleyici hiicreler ve spermatogenik hiicreler. Destekleyici
hiicreler tek tipdedirler ve bunlar Sertoli hiicreleridir. Spermatogenik hiicreler ise bazi
morfolojik degisiklikler igerir: spermatogoniumlar, primer spermatositler, sekonder
spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar. Bu germ hiicreleri birbirini izleyen evrelerde

stirekli bir degisim stirecindedirler (13).
4.3.2.3. Sertoli Hiicresi

Seminifer tiibiillerin omurgas1 Sertoli hiicreleri tarafindan sekillenir ve bu hiicreler
seminifer tiibiiliin bazal membrani iizerine oturur (14). Komsu Sertoli hiicreleri, bazal kismin
yakininda, komsu Sertoli hiicreleriyle 06zellesmis baglayici kompleksler araciligi ile
birbirlerine baglanirlar (15). Sertoli hiicresinin ii¢ boyutlu sekli alisilmamis karmasikliktadir.
Yapist temel olarak siitun seklinde diisiiniilebilir. Bazal lamina {izerine oturur ve kalin epitelin
arasindan gegerek serbest ylizeye ulasir. Erken evredeki germ hiicreleri (spermatogonyumlar)
bazal laminanin iistiine otururken, daha gelismis evredeki hiicreler birbirini izleyen daha
yukar1 epitel kisminda bulunur. Hiicreler arasindaki dinamik iliski seminifer tiibiillerin

epitelini, diger epiteller arasinda dzel ve tek yapar. Insanda Sertoli hiicrelerine 6zgii Charcot-



Bottcher kristalleribulunur. Bunlar incecik, 10-25 um uzunlugunda fuziform yapilardir ve

bazen 151k mikroskobunda da goriilebilirler.

Sertoli hiicreleri germ hiicrelerinin gelisimi i¢in mekanik desteklik ve koruma saglar,
beslenmelerini gergeklestirir. Bunlar olgun spermatozoonlarin saliverilmesinde aktif rol
oynarlar. Sertoli hiicreleri sicakliga, iyonlastiric1 radyasyon ve cesitli toksik ajanlara direng

gosterirler; hassas spermatogenik hiicreleri imha ederler.
4.3.2.4. Spermatozoonlar

Aktif olarak hareket eder. Olgun spermatozoon serbest yiizebilen bir bas ihtiva eder. Bir
babanin ¢ocuklarina tiim genetik Ozelliklerini transfer eden bir ¢ekirdek igerir. Hareketini
saglayankuyruk (flagellum) fertilizasyon sirasinda spermin transferini ve ovumun dis

oOrtiisiine penetrasyonunu saglar.

Insan sperm basi Onden goriiniisinde ana hatlariyla ovaldir ve kenardan
goriindiigiinde pyriformdur; alt kisma ve tepeye dogru gittik¢e incelir. Bas 4 - 5 um
uzunlugunda ve 2.5- 3.5 pum genisligindedir. Basin biiyiik kismini ¢ekirdek olusturur ve
yumurtaya transferde genomunu zarar gormekten korur. Cekirdek onden akrozomal keple
kaplidir; bu organel fertilizasyon sirasinda spermin penetrasyonunda onemli rol oynayan
enzimler icerir. Memeli sperm basi boyutunda c¢ok farkliliklar vardir ve sekli tiirden tiire

degisir.

Sperm kuyrugu yaklasik 55 pm uzunlugundadir ve u¢ kismimn ¢apt 1 pm - 0.1 pm
arasinda degisir. Isik mikroskopunda 4 segmenti taninabilir. Proksimalden distale dogru,
boyun, orta parca, esas par¢a ve son par¢a kisimlarindan olusur. Bu segmentlerin i¢ yapisinda
onemli degisiklikler vardir. Rutin preparatlarda agikca goriilmeyebilir, fakat 6zel sitolojik

tekniklerle veya elektron mikroskop ile gosterilebilir.

4.3.3. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan spermatozoona doniismede ardarda gelen
olaylarin tiimiidiir. Ug temel faza ayrilir. Ilki spermatositogenezdir, bircok spermatogonyum
(Tip A), mitotik boliinmeyle hizla ¢ogalir ve baz1 spermatogonyumlart olusturur ve her biri

bir oncekinden farklanir. Son béliinen spermatogonyum (Tip B) preleptoten spermatosite



doniisiir. ikinci faz mayoz fazidir. Bu boliinmede spermatositler, iki olgunlasma béliinmesi
gecirir, kromozom sayis1 bu fazda yariya iner ve spermatid kiimeleri iiretilir. Ugiincii faza ise
spermiyogenez denir. Spermatidler bir takim sitolojik  degisiklikler  gecirerek

spermatozoonlara doniisiir.

Tip A spermatogonyumunkiiresel veya elipsoid c¢ekirdeginde kromatin grantilleri 1yi
secilir; bir veya iki diizensiz sekilli niikleolus niikleer zarfin i¢ yiizeyine baghdir. Sitoplazma
homojendir ve soluk boyanir. Bu tip baz1 spermatogonyumlarin, niikleoplazmasi koyudur ve
biiyiiktiir; niikleer vakuolleri soluk boyanir. Bu hiicreler insan ve maymundaki koyu Tip A
spermatogonyum olarak belirlenir, digerlerinden daha soluk niikleoplazma ve g¢ekirdek
vakuolii olmayisiyla ayirt edilir. Tip Bspermatogonyumlar ¢esitli boyutta kromatin graniilleri
iceren kiiresel ¢ekirdege sahiptir ve graniillerin ¢ogu niikleer zar boyunca dagilmistir. Tek
cekirdek¢ik merkezde yerlesiktir ve graniilli kromatinle birlesir. Sitoplazma Tip A
spermatogonyumun sitoplazmasindan farkli degildir. Tip B spermatogonyumlar bdliinerek

primer spermtositlere doniisiir.

Viicut hiicrelerinde kromozomlar ¢iftler halindedir. Bu hiicreler kromozom sayilarina
gore diploid olarak adlandirilir. Gametler sadece bir kromozom igerdigi zaman bunlarin her
birine haploiddenir. Fertilizasyonda haploid kromozomlu spermatozoon ve yumurta hiicreleri
birleserek diploid kromozomlu zigotun olusturulmasi saglanir. Niikleer materyalin boliinerek
haploid gametlerin olusumuna mayoz adi verilir. Mayoz spermatogenezde spermatositler

olusur.

Primer spermatositler boyut ve sitolojik olarak ilk basta benzerdirler. Fakat germinal
epitelin bazal laminasindan uzaklasip, ¢ok sitoplazma biriktirirler ve belirgin bir sekilde
biiyiirler. Bunlarin kromatini mayozun leptoten evresinde iplik benzeri ince kromozomlarla
karakteristiktir. Homolog kromozomlar interfaz boyunca kendilerini ikiye Katlarlar.
Sinaptonemal komplekslerin olusumu zigotenevresinde olusur. Bu evredeki eslesmis
kromozomlar, daha kalin olmalar1 ve derin boyanmalar1 nedeniyle, leptoten evresine gore
daha belirgin olarak goriiliirler. Kromozomlar eslestiginde sekilleri bivalent veya
tetradyapidadir; daha sonra spirallesir ve daha kisalirlar. Pakiten evresinde kromozom
iplikleri olduk¢a belirginlesirler. Bu evrede duplike kromozomlar sentromerlerinden
yapismistir. Bunlar diyadlar veya kardes kromatidlerolarak adlandirilirlar. Her pakiten

elementi dort kromatin icerir. Bu evrede caprazlasma (crossing over) olusur, kromatidlerin



uygun bolgelerinde kromozom degisimleri gergeklesir. Diploten evresinde sinaptonemal
kompleksler kaybolur.

Mayotik profazin bu evresi olduk¢a uzar, yaklasik 22 giine yayilir. Bunun sonucunda,
profazin farkli evrelerindeki bircok spermatosit seminifer tiibiilden gecen kesitlerde

gorilebilir.

Profazin sonunda, ¢ekirdek zar1 kaybolur. Tetradlar veya bivalentler, metafaz
evresinde ekvatoryal diizlemde dizilirler. Anafaz 1 de homolog ciftlerden herbiri
sentromerlerinden zit kutuplara cekilir ve diyadlar kromatidlere ayrilir. Mitozun aksine
duplike kromozomlar ekvatoryal diizlemde siralanir ve sentromerler boliintir. Her bir
kromozom zit kutuplara kopyasini gonderir. Mayozda ayrilan kromozomlar hem annenin hem
de babanin kromozomlarindan farklidir. Ciinkii ¢aprazlagsma sirasinda degisim meydana gelir.
Anafaz I ve Telofaz I cabucak tamamlanir; spermatositlerin orijinal kromozomlarinin sayisal
yarist taginmaktadir. Sekonder spermatositlerin kromozomlarithizli bir sekilde duplike
oldukar1 i¢in bunlar seminifer tubullerdeki kesitlerde nadir olarak goriiliirler. Sekonder
spermatositler 2. mayoz boliinme fazini ¢gabuk tamamlarlar; kisa bir profaz II’yi metafaz 11
takip eder ve kromozomlar ekvatoryal diizlemde bir hizaya girerler. Anafaz Il,anafaz I’den
farklidir. Sentromerler mitozdaki gibi boliinilirler ve kardes kromatidlerin zit kutuplara
gitmesini saglarlar. Telofaz II nin tamamlanmasiyla, haploid yapida kromozomlara sahip olan

spermatidler olusur.

Insan spermatogonyumunda 46 kromozom bulunur. 22 ¢ift otozomal ve bir ¢ift cinsiyet
kromzomu (XX veya XY)vardir. Farkli otozom ¢iftleri boyutunda degisiklikler
gozlenir.Bunlar kinetokorlarda yerlesir ve otozomlarin iki {iyesi morfolojik olarak taninir.
Cinsiyet kromozomlar1 kadinlarda (XX) identiktir; fakat erkeklerde (XY) farkli boyutlardadir.
Kromozomlar spermatogenezin ilk maturasyon boliinmesinde her bivalent XY c¢ifti igerir,
bunlar iki bilesenine ayrilir. Sekonder spermatositler birinci olgunlagma bdliinmesi ile olusur
(22 tek otozom ve bir tane X veya bir tane Y kromozomu). Kadinlarin tirettigi yumurtalarin
hepsi aynidir (22 otozom ve bir tane X kromozomu). X kromozomu igeren spermatositle disi
yumurta hiicresinin (ovum) birlesim sonucu kadin olusumu gergeklesir. Cilinkii fertilizasyon
sonucunda olusan zigot 44 + XX icerir (kadin) Y kromozomu tagiyan spermatositle ovumun

birlesmesisonucu erkek olusumu saglanir, ¢iinkii zigot 44 + XY igerir.



Elektron mikroskobu ile yapilan calismalar, erkek esey hiicrelerinin boliinmesinin
diger somatik hiicrelerin boliinmesinden farkli oldugunu gostermistir. Cekirdek boliinmesini
(karyokinez) takiben hiicre govdesi bdliinmesi (sitokinez) tamamlanir; kardes hiicreler
birbirlerine protoplazmik kéopriilerle baghdir. Burada ig ipliklerinin artiklari goriiliir. Ig
iplikleri kopriileri somatik hiicrelerin mitozunda gecici olarak olusur. Fakat seminifer epitelde
kalicidir ve kardes hiicreler arasinda iletisimi saglarlar. Bunlar spermatidlerden
spermatozoonlara doniisiimde ge¢ evrelere kadar kalirlar. Olagan gorliniisde her
spermatogonyum boliiniir, her kardes hiicre primer spermatosite gelisir. Bu da boliinerek iki
sekonder spermatositi olusturur ve sekonder spermatositlerde boliinerek dort tane spermatidi
olustururlar. Erken spermatogonyal bdliinme sitokinezle tamamlanir. Spermatogonyumlar
kiimeler halinde primer spermatositleri olustururlar; bu iiretim sonucu ¢ift sayida sekonder
spermatosit olusur. Sekonder spermatositlerin bdliinmesiyle ¢ok sayida spermatid olusur.
Boylece tek bir spermatogonyumdan olusan yavru germ hiicreleri kiimelerinin protoplazmik
baglilig1 farklanma boyunca kalir. Bu, seminifer tiibiiliin herhangi bir alaninda, ¢ok sayidaki
esey hiicresinin gelisiminin senkronizasyonunu saglar. Spermatozoonlar epitelden liimene

serbest olarak salinirlar.
4.3.4. Spermiyogenez

Spermiyogenezterimi spermatidlerin ardisik bir sekilde spermatozoonlara doniigmesi
olarak tanimlanir. Kiiciik kiiresel veya poligonal spermatidlerin her biri sekonder
spermatositlerin boliinmesi sonucu olusurlar. Bunlarin 5 - 6 pm c¢apinda soluk boyanan
granillii kromatin iceren ¢ekirdegi vardir. Sitoplazmada kiiciik bir Golgi aygiti goriiliir.
Spermatozoonlarin spesifik bileseninin degisiminin ilk isareti bir veya daha fazla graniillii

Golgi aygitinin varhigidir.

Olgunlasma stirecinde Golgi bolgesinden ayrilan bazi graniiller biiyiik, tek bir vakuolde
biitiinlesir. Bu akrozomal graniil membranla ¢evrili akrozomal vezikiil veya vakuol icerir. Bu
niikleer zarfin i¢ yiizeyine yapisiktir. Akrozomal vezikiiliin yiizeyiyle Golgi aparati sikica
birlesik olarak devam eder ve kiigiik vezikiiller ile akrozomal vezikiille birleserek onun

genislemesine yardimei olurlar.

Spermiyogenez dort fazda incelenir. Proakrozomal graniiller niikleer zarfa yapisik

oldugu faz Golgi fazidir. Ikinci fazda (kep fazinda) membranla siirlandirilmis akrozomal



vezikiil niikleer zarla yapisma alanini artirir. Kalin bir katlanti olusturur, ¢ekirdegin karsi

kutbuna uzanir ve en sonunda bas kepini yar1 kiiresel membranla kaplar.

Ucgiincii ya da spermiyogenezin akrozomal fazinda, akrozomal maddelerin yeniden
dagitimi yapilir, ¢ekirdek zar1 yogunlasir ve spermatid uzar. Akrozomun genisligi ¢ekirdegin
on kutbuna kadar uzanir. Fakat spermiyogenez fazi sirasinda katlanmis membran igeren bag
kepi asamali olarak kalin bir tabaka halinde uzanir. Akrozom ve bas kepi akrozomal kep
olarak birliktedir. Olusum formu kep benzeri yapisiyla tanimlanir ve membranla
siirlandirilmistir; karbonhidratlar ve hidrolitik enzimlerce zengindir. Farkl: tiirlerde boyut ve
sekil bakimindan farklilik gosterir; fakat giliniimiizde spermler tiim memelilerde aymi

iceriklidir. Spermatid ¢ekirdegi bu periyodda uzayarak diizlesir.

Dordiincii  fazda veya spermiyogenezin olgunlasma fazinda primat spermi
akrozomunda basit kiiclik degisiklikler gozlenir; fakat bazi tiirlerde daha fazla degisim izlenir

ve agamali olarak tiire 6zgii sekil goriiliir.

Spermiasyon: Kuyrugun farklilagsmasinin tamamlanmasiyla spermatozoonlarin fazla
sitoplazmasi ayrilir ve ¢ekirdeksiz zarla sinirlandirilmisartik cisimcikler epitelde kalir; kiigiik
graniiller ve yag damlaciklar1 iceren dejenere artik organeller spermatozoonlarin olusumunda

kullanilmazlar.

4.3.5. Leydig Hiicreleri

Testislerde endokrin yapidaki Leydig hiicreleri, kivrintili seminifer tiibiiller arasindaki
koseli alanlar arasinda yerlesmislerdir. Tiibiiller arasindaki kan damarlar1 peritubuler pleksus
yapisindadir. Dokulararast alanin bilesimi tiirden tiire ¢ok degisiklik gosterir. Insandaki
ekstravaskiiler interstisyel doku, ekstraseliiler sividan olduk¢a zengin gevsek bag dokusu
yapisindadir. Burada kiiciik kiimeler halindeki Leydig hiicrelerine ek olarak, az sayida
fibroblast, makrofaj, mast hiicreleri ve nispeten az farklanmis mezensimal kokenli hiicreler

bulunur. Bunlar gonadotropik uyariya cevap verirler.

Baz1 tiirlerde, ozelliklede at, domuz ve keseli sicanlarda Leydig hiicreleri oldukca
fazladir.Bunlar cogu zaman tubuller aras1 boslugu doldururlar. Leydig hiicreleri bazen degisik
boyutlarda kiimeler olustururlar. Bazende kan damarlartyla sikica birlesiktirler. Genellikle

diizensiz ve ¢ok ylizlidiirler; 14 - 20 um capinda, sikica paketlenmislerdir. Fakat periferde



kiimeler halinde uzunveya ig seklinde olabilirler. Biiyiik kiiresel, ¢ekirdekler ¢evrede dizili
kiiciik miktarlarda heterokromatin, bir veya iki belirgin c¢ekirdekcik igerir. ki cekirdekli
olanlar1 yaygindir (13).

Leydig hiicreleri genis, ¢ok yiizlii epitel benzeri hiicrelerdir. Sitoplazma bolca diiz
endoplazmik retikulumla doludur. Golgi kompleksi 1iyi gelismistir. Sitoplazma lipid
vakuolleri, Reinke kristalleri, mikrotiibiiller ve primer lizozomlar icerir (16). Insanda ii¢ nesil
Leydig hiicresi vardir (17). ilki fotal nesildir; bunlar erkek iireme alanindaki farklanma
sirasinda  gonadotropinlerden bagimsiz androjen fiiretirler. Ikinci popiilasyon perinatal
periyodda sadece kisa siireli gonadotropin bagimlidir. Dogumdan sonra, interstisyel doku
gerekli olan Leydig hiicrelerinden fakirlesir.Ugiincii nesilin kurulusu olan puberteye kadar

goriilmez.Ugiincii nesil Leydig hiicreleri interstisyumda kiimeler olustururlar (14).

Ayrica, bunlar myoid hiicrelerle ¢evrili seminifer tiibiillerin sinirlayici dokusunda da

bulunabilir. Boylece olasi Leydig hiicresi/Sertoli hiicresi etkilesimi ger¢eklesir (18).
4.4. Testis Fizyolojisi
4.4.1. Kan-Testis Bariyeri

Seminifer tiibiillerin duvarlari, 6ncli germ hiicreleri ve tilibiilin bazal laminasindan
liimene kadar uzanan biiyiik, karmasik, glikojen iceren Sertoli hiicreleriile ortiiliidiir. Komsu
Sertoli hiicreleri arasinda, bazal lamina yakimindaki siki baglantilar, kan-testis engelini
olusturur. Bu engel, bir¢ok biiyiikk molekiiliin interstisyel dokudan ve tiibiiliin bazal lamina
yakinindaki kismindan (bazal kompartman), tiibiiliin liimen; yakinindaki bdliimiine (liimenalti
kompartman) ve liimene gecisi engeller. Ancak steroidler bu engeli kolayca asar. Bazi
proteinlerin, Sertoli hiicrelerinden Leydig hiicrelerine veya tersi yonde parakrin tarzda
gectigine dair bulgular vardir. Ayrica, olgunlasmakta olan germ hiicrelerinin de liimene dogru
hareket ederken bu engeli gecmeleri gerekir. Bu germ hiicresi gecisi sirasinda, bu hiicrenin
yukarisindaki siki baglantilar, engel agilmadan sirayla acilir. Germ hiicresi gectikten sonra

altindaki yeni sik1 baglantilar yeniden olusur.

Seminifer tliblil liimenindeki sivi, plazmadan tamamen farklidir. Cok az miktarda
protein ve glikojen icerir. Fakat androjenler, dstrojenler, K™, inositol, glutamik asit ve aspartik
asit bakimmdan zengindir. Stvinin bu igeriginin korunmasi, olasilikla kan-testis engeline

baghdir. Engel ayn1 zamanda, germ hiicrelerini kandan gelen zararli maddelerden korur.



Germ hiicre boliinmesi ve olgunlasmasi ile ilgili antijenik {rilinlerinin dolasima gecip
otoimmiin bir yanit olusturmalarmi engeller; sivinin tiibiil limenine dogru hareketini

kolaylastiran osmotik bir farklanma olugmasina yardim edebilir (19).
4.5. Methotrexate

Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglarin ¢oklu organ sistemlerinde akut toksik yan
etkiler tirettigi iyi bilinmektedir. Cogunlukla etkilenen organlar kemik iligi, mide ve bagirsaga
ait alanlar, mukozal membranlar ve kil folikiilii gibi kendiliginden yenilenen hiicre

populasyonlari igeren organlardir (20).

Methotrexate (4-amino-4-deoxy-10-N-methylpteroylglutamic acid; MTX) g¢ogunlukla
akut lenfoblastik 16semi, osteosarkoma, koryokarsinoma, lenfoma, goglis kanseri, mesane
kanseri, bas ve boyun kanseri gibi neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (21).
Ayrica MTX, romatoid artrid, psoriasis, graft versus host hastaligi gibi tlimor icermeyen
hastaliklarda da diisiik dozda kullanilmaktadir (22). MTX in toksisitesi nefrotik, hematolojik
ve merkezi sinir sistemi gibi ¢esitli organlarda da bildirilmistir (23, 24).Buna ragmen gonad
hasar1 daha yaygin gozlemlenmistir. Antikanser ajanlarin potansiyel yan etkileri zit
etkilerinden daha az arastirilmistir; ¢linkii hayati tehlikesi olmayan semptomlar gonadlarin

hasarindan daha onceliklidir(25).

Baz1 hipotezler, MTX etkilerinin oksidatif stresle iligkili oldugunu o6nermektedirler.
(26,27,28). Birgok calisma MTX uygulanan insan ve hayvanlarda ROS’un uyardigi doku
hasarinin dogurganligin patofizyolojisinde onemli bir role sahip oldugunu gostermektedir;
muhtemelen ROS iiretimi DNA’yla iliskili baz1 enzimlerin engellenmesini artirir (29, 3,30).
MTX glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitelerini azaltmaktadir (27, 29,). Bu durum MTX'in oksidatif hasar olusturdugunu

gostermektedir.

Testis membraninda bulunan doymamis omega 3 yag asitleri ROS’un hedefi haline
gelmekte, bu da organ1 oksidatif strese daha duyarli hale getirmektedir (31). Tek doz MTX’in
uygulanmasi, testislerde oksidatif stresin artmasimna neden olmustur (21). MTX oksidatif
stresle veya dogrudan toksik etkiyle testikiiler toksisiteyi indiiklemistir (32). Oksidatif stres de

testis ve lireme hiicrelerinin yapisinda hasara onciiliik etmektedir (33, 34).



Testiste cesitli antioksidan mekanizmalar vardir. Bunlar zararli etkiye sahip ROS’lar
notralize ederler. Buna ragmen MTX, antioksidan mekanizmalarin etkisini kaybettirir ve
proenflamatuar sitokin sistemindeki degisim serbest radikal formasyonunun olusumunun
artmasina neden olur; bu da fagositik hiicrelerin aktivasyonuna yol acar (27, 30). MTX
enflamatuar cevap sistemini akvite ederek prositokin iiretiminin artmasina neden olur (30,

35). Proenflamatuar sitokinler ve ROS uyaran sitokinler, lipid peroksidasyonunu artirabilirler
(36).

MTX’in olusturdugu testis toksisitesi, infertiliteye neden olan dnemli bir yan etkidir
(21). Antikanser ilaglarina hiicresel ve molekiiler bakimdan maruz kalan spermatogenez
evresindeki hayvanlarda, gonadlarin hasar gordiigii gesitli ¢alismalarda belirtilmistir (2, 25,
37). MTX’e maruz kalan erkeklerde, hiicresel-kromozomal degisim ve oligozoospermi
olugmustur (38).Ayrica MTX oogenez ve spermatogenezi bozarak fertiliteye neden olmustur
(20, 39).MTX kaynakli toksisite bircok faktoriin etkisiyle olusur; bunlar dozaj programi, uzun

stireli tedavi, genetik ve molekiiler apoptotik faktorlerin varligidir (40).
4.6. Melatonin

Amfibi epifizinde, bir indol olan N-asetil-5-metoksitriptamin bulunur. Melanoforlari
etkileyerek iribag derisinin rengini a¢tigindan bu indole, Melatonin (Mel) adi1 verilmistir.
Memeli epifiz dokusunda da melatonin ve bunun serotoninden N-asetilleme ve O-metilleme
ile sentezinden sorumlu enzimler bulunur. Memelilerde diger bazi1 dokularda da bir kisim
Mel’in sentezi s6z konusudur. Mel epifizin parenkim hiicreleri tarafindan sentez edilir ve kan

ile beyin-omurilik sivisina salinir (41).
4.6.1. Melatonin Salgilanmasinin Diizenlenmesi

Insan ve bugiine kadar incelenen diger tiirlerde, Mel sentez ve salinimi, giiniin
karanlik evresinde artar, aydinlik saatlerinde diisiik bir diizeyde stirdiiriiliir. Salgilanmadaki bu
dikkat cekici ditirnal degiskenlik, epifizi innerve eden postganliyonik sempatik sinirlerden
(nervi conarii) salinan noradrenalinle saglanir. Noradrenalin, B-adrenerjik almaclar araciligi
ile, epifiz hiicrelerindeki siklik adenozin monofosfat (cAMP) miktarini artirir. cAMP artisi ise

N-asetiltransferaz etkinligini ve sonucta Mel sentez ve salinimini artirir.



Dolagimdaki Mel, karacigerde hizla 6-hidroksilasyon ve bunu izleyen konjugasyonla
metabolize edilir ve Mel’in %90’dan fazlasi, idrarda, 6-hidroksi konjiigatlar ve 6-

siilfatoksimelatonin seklinde bulunur (41).
4.6.2. Melatoninin Biyokimyasi

Endojen Mel sirkadiyen ritimde agikc¢a goriiliir. Mel triptofan aminoasidinden iiretilen
birincil noktlirnaldir ve gece-giindiiz dongiisiine maruz kalarak kontrol edilir, uykudan
bagimsizdir (42). Ayrica epifizdeki iiretimin yami sira, bir miktar Mel de retina (43), kemik
iligi (44), sindirim sisteminde {iiretilir ve safraya verilir (45). Barsaklarda orantili olarak epifiz

bezinden daha fazla Mel liretimi meydana gelir (46).

Mel salimimui kisiden kisiye farklilik gosterir. Yiiksek salinim goriilen hastalarda gece
vakti salinmminin pik degere ulastigi seviye 54-75 pg/ml civarindadir; diisiik salinim

yapanlarin gece vakti pik yaptig1 Mel seviyesi ise 18-40 pg/ml civarindadir (47).
4.6.3. Melatoninin Farmakokinetigi
4.6.3.1. Endojen Melatonin

Epifiz tarafindan sentezlenen endojen Mel kan dolasimi i¢inde kolayca yayilir ve diger
viicut sivilari, beyin-omurilik sivist (BOS) (48), tiikiiriik () da Mel igerir.Safra ve beyin
omurilik sivist (BOS)’ndaki Mel seviyeleri bazi zamanlarda serumdan daha yiiksek goriiliir
(48,50). Kan dolasiminda bulunan Mel’in % 50-75’1 plazmada bulunan proteinler, albiimin,

alfa;-asid glikoproteinlere bagli olarak geri doniisebilir (51).
4.6.4. Antiproliferatif Ozelligi

Mel, insan gogiis kanseri hiicre serisi MCF-7"de (52) yapilan calismalarda kanseri

engellemede dogrudan etki gostermistir.

Mel’in mitotik hiicre boliinmesini metafaz evresinde engelledigi (53), kanserli
hiicrelerin farklanmasina yardim ettigi, hiicre yiizeyindeki adhezyon molekiillerini ve
hiicreleraras1 haberlesmeyi azaltarak bazi kanser tiirlerinde metastatik aktiviteyi azalttigi

bildirilmistir. Mel baz1 kanser tiirlerinde apoptozu dogrudan indiiklemektedir (54).



4.6.5. Antioksidan Ozelligi

Melatonin;hidroksil (4,5) ve peroksil radikalleri (6), tekli oksijen (7) ve nitrik oksit (8)
iceren reaktif oksijen tiirlerine kars1 (ROS) giiglii bir siipiiriiciidiir. ROS’lara kars1 siipiirticii
Ozelligine ek olarak Mel, SOD, CAT ve GSH-Px antioksidan enzimlerini uyarir (55, 56,
57).Melin vivo LPO’yu azaltmada Vitamin C ve E’den daha etkilidir (58, 59).

4.6.6. Diger Ozellikleri

Calismalar Mel’in anti-enflamatuar ve 6zelliklerinin, proenflamatuar sitokinlerle diisiik
diizeyde diizenlendigini (60); nitrik oksit ve metilendioksiyafetamin iiretimini engelledigini

gostermistir (61).
4.6.7. Antikanser Etkileri

Goglis kanserleri (62), kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (63), metastatik bobrek
hiicresi karsinomu (64), hepatosit karsinomu (65), beyindeki metastatik solid tiimdrleri igeren
cesitli kanser tiplerinin giinliik 10-50 mg/kg dozunda Mel’e karst duyarli oldugu

gosterilmistir.
4.7. Serbest Radikaller
4.7.1. Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest radikaller hidroksil, stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerde en Onemli serbest radikaller,

oksijenden kaynaklanan radikallerdir (66).
4.7.1.1. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit(H,O;) radikali siiperoksit dismutaz veya oksijenin dogrudan
rediiksiyonu sonucu olugur. Olusumundan sonra ya dogrudan oksidatif hasara neden olur ya
da siiperoksit radikalinde oldugu gibi, asir1 reaktif serbest radikallerin olusum reaksiyonlarina
katilir. En 6nemli 6zelligi Haber-Weiss reaksiyonuna katilarak gii¢lii hidroksil radikallerinin

olusumuna neden olmasidir (67, 68).

Hidrojen peroksitin etkisi, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleri ile azaltilir (69).

Bununla birlikte yavas reaksiyon verir ve bundan dolayr da biyolojik molekiillere verdigi



hasar artar. Dogrudan DNA yapisin1 bozabilir ya da proteinlerin tiyol gruplarini okside
edebilir (67, 68).

4.7.1.2. Siiperoksit Anyon Radikali

Stiperoksit anyonucanli organizmada ekzojen ya da endojen kaynakli olarak meydana
gelir. Ozellikle mitokondrilerde ve endoplazmik retikulumlardaki elektron transport

zincirinden elektron sizmasi ve ardindan oksijenle reaksiyona girmesi ile meydana gelir (70).

Stiperoksitler 6mrii milisaniyelerle siirli olan zayif oksidan, giiclii rediiktanlardir (71).
Dogal oksijen, siiperoksit grubuna bazi demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-indirgenme
enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarma yol
acan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan SOD aracilig1 ile hidrojen peroksit (H,O; ) ve
oksijene ¢evrilir. Siiperoksit grubundan daha zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan CAT,
peroksidaz (Px) ve GSH-Px gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iriinlere
doniistiiriilerek etkisiz kilinir. Dietilditiyokarbamat gibi SOD’un etkinligini engelleyen
maddeler, siliperoksit gruplarinin zararsiz hale getirilmesini sinirlandirirken, lipid
peroksidasyonunu  hizlandirirlar.  Ayrica CAT’in  etkinligini engelleyen maddeler
(aminotriazol gibi herbisitler) de etkin oksijen gruplarina veya bu gruplari olusturan

maddelere duyarlilig1 artirirlar (72).
4.7.2. Serbest Radikal Hasarina Bagh Hastahklar

Normalde serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar1 siirece organizmanin
yabanci maddelere ve infeksiyoz ajanlara karsi savunmasinda énemli molekiillerdir. Ancak
serbest radikaller belirli bir diizeyin lizerine ¢iktiklar1 zaman ve antioksidanlar yetersiz kalinca
hiicrenin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asit ve yararli enzimlerini
bozarak zararl etkilere neden olurlar. Bu serbest radikaller birgok hastaligin etmenidirler (73,
74, 75).

4.8. Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Lipid peroksidasyonu (LPO) serbest radikaller tarafindan indiiklenen en onemli
oksidasyon reaksiyonudur. LPO, membran lipidlerinin oksidatif hasarla bozulmasi olayidir.
LPO, serbest radikaller tarafindan baslatilir ve membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) oksidasyonuna neden olur (76). Hiicre fonksiyonlari agisindan, hiicre

membranlarinin biitiinliigii ve akiskanligi gok onemlidir. Okaryotlarda bu akiskanlik membran



lipidleri i¢ine sokulan PUFA sayesinde olmaktadir. LPO’nun baglamasi i¢in, PUFA’larin yan
zincirindeki bir metilen karbonundan bir hidrojen atomu ¢ekmeye yetecek reaktivitesi olan
herhangi bir kimyasal yeterlidir (77). Biitiin PUFA’lar temel bir yapiya sahiptir. Komsu ¢ifte
baglar, karbon-alilik hidrojenbaglarin1 zayiflatir. Iki cifte bag arasindaki karbon atomlarina
bagl alilik hidrojenler, serbest radikaller tarafindan ¢ikarilmaya karsi kismen aktif halde
bulunurlar. Bu sekilde olusan lipid radikalleri, reaksiyon zincirinin baginda molekiiler oksijen
ile reaksiyona girerler ve boylece PUFA’larin yapist bozulmus olur. Olusan bu reaksiyon

dizisi, LPO’dur (76).
4.9. Lipid Peroksidasyon Uriinleri
4.9.1. Malondialdehit

LPO’nun en énemli iiriinii MDA’dir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon
aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu
ozelligi sebebiyle, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1

mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢cin genotoksik ve karsinojeniktir (78, 79, 80).
4.10. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine kars1 hiicreleri koruyan
maddelerdir. Bunlar Vitamin C, E, A, beta—karoten, metallotionin, poliaminler, melatonin,
nikotinamid diniikleotid fosfat (NADPH), adenozin, koenzim Q-10, iirat, ubikuinol,
polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler, sistein, homosistein, taurin, metionin, s-adenozil-L-
metionin, resveratrol, nitroksidler, glutatyon (GSH), GSH-Px, CAT, SOD, tioredoksin
rediiktaz, nitrikoksid sentaz, hem oksijenaz—L ve eozinofil’dir (72).Antioksidanlar, serbest
radikallerin hidrojen atomunu PUFA’larin yerine antioksidanlardan almasina izin verir.
Boylece serbest radikal zincir reaksiyonlarini kirarak reaktif olmayan antioksidan radikalinin

olugsmasini saglarlar (76).



4.10.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri
4.10.1.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD, tiim aerobik dokularda bulunan serbest radikal reaksiyonlara karsi hiicreyi
koruyan 6nemli bir intraseliiler proteindir (66).SOD, biri Cu-Zn merkezli ve sitozolik, digeri
Mn merkezli ve mitokondrial olmak {izere iki enzimden olusur. Bakirli bir enzim olan SOD,
son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubunu H,O; ve oksijene ¢evirir

(72).
4.10.1.2. Glutatyon Peroksidaz

Memeli hiicreleri, toksik kimyasallar ve seliiler metabolizmanin yaratti§i oksidatif
tirtinlerden, en 6nemli endojen sistem olan GSH redoks dongiisii ile korunur (81). GSH in
vivo olarak karacigerde glutamilsistein ve glisinlerden, GSH sentetaz enzimi ile iiretilir. Total
glutatyondaki GSH tiiketimi %20-30 seviyesine inerse hiicrenin savunma mekanizmasi darbe

alir ve hiicre hasara ugrar (82).

GSH-Px ekzojen ve endojen oksitleyici ajanlardan hiicreleri koruyarak H,O;’ ye karsi
bir savunma sistemi olusturur (76). Endojen oksidatif stres Okaryotlarda ve ozellikle
mitokondride aerobik metabolizma sonucu olusur. Solunum zincirinde oksijenin indirgenmesi
sirasinda toksik oksijen ara iirtinleri olusur. Mitokondriyal oksijen tiiketiminin yaklagik %2-
5’1 H,O; iiretimi ile sonuglanir. Uretilen bu H,0, ise GSH-redoks déngiisii ile GSH tarafindan
indirgenir (83). H,0, indirgenmezse ¢ok reaktif hidroksil radikallerinin ve dolayisi ile
proteinler, DNA, RNA ve membran yapisina zarar verir; yapty1 bozup lipid hidroperoksitlerin

olusmasina neden olur (84).
4.10.1.3. Katalaz (CAT)

CAT, aerobik hiicrelerin ¢ogundaperoksizomlar, mitokondrilerde ve sitozolde gibi diger
subseliiler organellerde bulunan bir enzimdir. Bu enzim GSH-Px gibi hiicre i¢i H,0;

konsantrasyonunu azaltir (85).



4.11. Protein Oksidasyonu

Reaktif oksijen tlirevleri tarafindan proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bircok

bozukluk ve hastaliklarin ciddi bir sekilde ilerlemesine yol acar(86).
4.11.1. Protein Fragmentasyonu ve Karbonil Tiirevlerinin Olusumu

Protein oksidasyonu temel olarak hidroksil radikali (OH") ile baslar. Oksidasyon
siirecinde O; ile birlikte, siiperoksit anyon radikali ve siiperoksit radikalinin protonlanmis
formu olan hidroperoksil (HO;:)’ in varligi da gereklidir. Bu reaktif oksijen tiirevleri
aminoasitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna

ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein fragmentasyonuna neden olur (87, 88).

Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin,
lizin, sistein ve glisin gibi ¢ok sayida aminoasit bakiyesinde ve proteinlerin peptid
omurgasinda olusan oksidatif hasara bagli olarak protein karbonil {iriinleri meydana gelir (89,

90).



5. GEREC ve YONTEMLER
5.1. Deneysel Calisma Asamasi
5.1.1 Deney Hayvanlarimin Bakimi, Barinmasi ve Temini

Calismamiz Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan 2011/21 sayisiyla onay almistir. Tez g¢aligmasi siiresince
kullanilan deney hayvanlari, kimyasal malzemeler, ara¢ ve geregler KTU Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2010.114.001.10 kod nolu proje ile desteklenmistir.

Calismada kullanilan 16 haftalik 30 adet Spraque Dawley cinsi erkek si¢anlarin
bakimi,beslenmesi ve barmmasi KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde sican
takip odalarinda yapilmistir. KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde bulunan
veteriner ve teknikerlerden deney hayvanlariin bakimi ve fiziki kosullarin optimum diizeyde
olmasi i¢in destek alinmigtir. Siganlarin bulundugu oda 22+2 °C olacak sekilde termometre ile
ayarlanmistir. Sirkadiyen ritminin devami i¢in odada bulunan isiklar 12 saat acik 12 saat
kapali tutulmustur. Sigcanlarin beslenmesinde standart sican yemi ve musluk suyu

kullanilmistir.

Calisma siiresince si¢anlarin barindirilmasinda standart Tip Il sican kafesleri
kullanildi. Her kafeste hayvanlarin kullanabilecegi yeterlilikte yem ve su kafes iizerinde

hayvanlarin kolaylikla ulasabilecegi bolmelere yerlestirildi (Resim 1).



Resim 1. Siganlarin bakimi ve barinmasina ait resim

5.1.2 Caliymada Kullanilan Gruplar ve Deneyin Uygulanmasi

Deneyde kullanilan 30 sigcan her grupta 6 hayvan olacak sekilde 5 ayr1 gruba ayrildi.
Hayvanlar yas ve agirliklarina gore gruplara homojen sekilde dagitildi (Tablol).



Gruplar Gruplarin Ozellikleri ve Uygulanan Tedaviler

| Herhangi bir tedavi uygulanmayan kontrol grubu sicanlar

I [lk giin tek doz verilen MTX grubu siganlar

Il 5 glin boyunca melatonin verilen Mel grubu si¢anlar

\Y; Ik giin tek doz MTX uygulanan ve ilk giinden itibaren 5 giin boyunca
melatonin uygulanan MTX+ Mel grubu si¢anlar

\Y 5 giin boyunca %5 etanol iceren serum fizyolojik uygulanan Etanol grubu
si¢anlar

Tablo 1. Calismada kullanilan gruplar ve gruplara uygulanan tedaviler tablosu

Calismamizda 5 giinliik deney asamasini takiben 5.giinlin sonunda deney hayvanlarinin
sakrifiye edilmesiyle deney kismi tamamlandi. Birinci giinde biitiin hayvanlar yas ve
agirliklarina gore 5 ayri gruba ayrildi. Sicanlarin kafesleri her giin temizlendi, besin ve su
thtiyaglari karsilandi.

Birinci giin sicanlar agirliklarina gére 5 ayr1 gruba homojen sekilde ayrildi. Kontrol
grubuna 5 giin boyunca herhangi bir islem uygulanmadi. MTX (KOCAK FARMA, Uskiidar,
Istanbul) grubuna tek doz MTX (20mg/kg) periton ici (i.p.) uygulandi,sonraki 4 giin boyunca
da serum fizyolojik verildi. Mel grubuna 5 giin boyunca melatonin (10mg/kg) periton igine
(i.p.) uygulandi. MTX + Mel grubuna ilk giin tek doz MTX ve 5 giin boyunca melatonin i.p.
olarak uygulandi. Biitliin enjeksiyonlar her giin ayni saatte (10: 00-11:00 aras1 ) uygulandu.
Toz haldeki melatonin (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA ) 10 mg’lik pargalar halinde
tartildi, karanlik ortamda ve -20 °C’de saklandi. 10 mg melatonin 100ul etanolde
vortekslenerek ¢oziildii, ¢ozelti lizeri 2ml’ye serum fizyolojikle tamamlanarak igerisindeki

etanol %5 seviyesine indirildi.



5.2. Histolojik Islemler
5.2.1 Kan ve Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

5. gilinliik deney sonunda biitiin siganlar ketamin (50 mg/kg) ve ksilazinin (xylazine,
5mg/kg) i.p. olarak uygulanmasindan sonra yaklagik 10 dk.uyutuldu. Karin boslugundan
girilerek sag testis ¢ikarildi ve abdominal aortadan girilerek kan alind1 (Resim2). Daha sonra
abdominal aorta makasla kesilerek kansizlagtirma yontemi uygulandi vesiganlar sakrifiye
edildi. Elde edilen testisler boyuna ikiye boliindii. Her siganda ayni testis bolgesi olmak
lizeretestisin bir yarist histolojik degerlendirmeler i¢in Bouin fiksatifine konuldu. Testisin
diger yaris1 biyokimyasal analizler i¢in ependorf tiiplerine konuldu ve -20°C’deki sogutucuda
muhafaza edildi. Alinan kanlar kan tiipiine konuldu ve santrifiij edilerek plazma kismi -
20°C’de saklandi. Biyokimyasal analizler igin alian tiim doku ve kan numuneleri KTU Tip

Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki sogutucularda muhafaza edildi.

Calismanin deney asamasi, kan ve dokularm elde edilmesi islemlerinin tiimii KTU
Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde 6zel olarak hazirlanmig hayvan takip ve cerrahi

miidahale odalarinda gerceklestirildi.

Resim 2. Testislerin ¢ikarilisina ait resim. a) Karin boslugunun agilmasi, b) Testisin karin
boslugundan ¢ikarilisi, ¢) Cikarilan testisin goriintiisii, d) Yag ve epididimisden ayrilmis

testis.



5.2.2. Doku Takibi

Dokularin takip, kesit alma ve boyanma islemlerinin tiimii KTU Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Bouin fiksatifine

aliman testisler 18 saat 1s1ik almayan kuru ortamda, oda sicakliginda saklandiktan sonra

sirasiyla sudan uzaklastirma, seffaflastirma ve parafinden gegirilme islemlerinden sonra blok

haline getirildi.

Bouin soliisyonu:

75ml ... Pikrik asit
25ml ..o Formaldehid
Sml ... Glasiyel asetik asit eklenerek hazirlandi.

Doku takibi asamasinda asagidaki islemler uygulandi:
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Dokular eritilmis parafin icerisinde 58 °C’de etiivde 3 kez 15 dakika bekletildi ve

sonrasinda tekrar etiiv i¢erisinde 2 saat bekletildi.

8. Dokular oda sicakliginda bloklandi.

5.2.3 Kesitlerin Alinmasi

Kesitler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarindaki

Leica marka RM 2255 mikrotom ile alindi. Dokuya kadar 20um’

lik kesitler alinarak, dokunun

parafini atildi. Dokuya ulasildiginda 5 pm’lik kesitler alindi. Kesitler Benmari igindeki sicak

su iizerine alinarak kirisikliklarin agilmasi saglandi ve lam tizerine yerlestirildi.



5.2.4 Kesitlerin Hematoksilen-Eozinle (H.E.) Boyanmasi

Tiim dokulardan kesitlerin alinmasi tamamlandiktan sonra boyama islemine baslandi.
Boyama sirasinda H.E. boyalar1 kullanildi. Tiim kesitlerin parafini 58°C’lik etiivde iyice

eritildi ve sirasiyla asagidaki islemler uygulandi :

1) KSHEN o 5 dakika
2) KSHEN .o 5 dakika
3) %100 THK @IKOL .ovvvveveriiieieieie e 5 dakika
4) %96’ 11K AIKOL ...vveviiiiiiiie s 5 dakika
5) %T70°1K AlKOL ©ovveeieiiiiiiesicciesee s 5 dakika
B) DISHIE SU ..o 2-3 dakika
7) HematoKSHEN .....c.ocviiiiiiiicee s 35 saniye
8) MUSIUK SUYU ...oviiiiciececee et 5 dakika
9) Asitalkol ......ccocoviiie 1 kez batirilip ¢ikartildi
10) DISLHE SU wvveveeieciesieecie et 1 dakika
11) AMONYAKIL SU ..oviiiiiiiiiiiieiieieie e 10 saniye
12) DISHIE SU .o 1 dakika
) I =10 74| o OSSOSO SR 30 saniye
LAY DISHHE SU wvvevieiecie ettt 1 dakika
15) % TO’TK QIKOL uvveeveeiieeiiecie et 5 dakika
16) % 96 11K AIKOL ...vvvevveiiriieieieeie e 5 dakika
17) %100°TUK @IKOL .vvevvviieieieieee e 5 dakika
LB) KSHEBN et 5 dakika
L) KSIHEN o 5 dakika

20) Entellan ile kapatma.



5.3. Immiinohistokimyasal Islemler ve Analizler

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

Kesitler Roche marka In Situ Cell Death Detection Kit, POD kitinin protokoliine uygun
olarak boyandi. TUNEL metoduyla DAB ve hematoksilenle boyanan dokularda apoptoza
ugrayan hiicrelerin kahverengi ile boyananlar1 TUNEL (+) ve apoptotik, mor renkte
boyananlar ise nonapoptotik ve TUNEL (-) hiicreler olarak degerlendirildi. X40’lik
biiylitmede TUNEL (+) ve TUNEL (-) hiicreler sayildi ve TUNEL (+) / Toplam hiicre sayis1
= Apoptotik Indeks (AI) olarak degerlendirildi ve her sigan testisinden enine kesilmis en az 10
tiibiilde germinal hiicreler sayildi. Seminifer tiibiildeki germinal epitel kalinlig, tiibiiliin ¢ap1
ve liimene dékiilmiis immatiir germinal hiicre iceren tiibiil sayisin1 hesaplamak i¢in K.T.U Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD Stereoloji Laboratuvarindaki Analysis Research
programindan yararlanildi. Ayrica her siganin seminifer tiibliliindeki germinal epitel kalinligi,
tiibiil ¢ap1 ve liimene dokiilmiis immatiir germinal hiicre iceren tiibiillerin sayisini belirlemek

icinde her kesitten en az 10 tiibiil sayildi.

5.4. Biyokimyasal islemler ve Analizler

5.4.1. Bradford Metodu

Bradford metodu uygulanmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar1 asagida verilmistir:

%20’lik HCI ¢ozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 27.03 ml %37’lik HCl‘den alind1 ve
son hacim saf su ile 50 mI’ye tamamlandi. Kullanilan cam malzemelerdeki olabilecek protein

kalintilarin1 uzaklagtirmak i¢in yikama ¢ozeltisi olarak kullanildi.

Bradford Reaktifi:25 mg Coomassie Brillant Blue G-250 12,5 ml %95’lik etanolde
¢ozildiikten sonra tizerine 25 ml %85°lik H3PO4 eklendi. Son hacim 250 ml’ye tamamlandi.

Standart cozeltiler:Standart ¢ozeltiler Bovin Serum Albumin (BSA)’dan hazirlandi. 25
mg BSA bir miktar suda ¢6ziildiikten sonra son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlandi. Olusan

2,5 mg/ml’lik ¢ozeltiden 1; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1mg/ml’lik ¢ozeltiler hazirlandi.
Bradford Reaktifi 100 pl

Homojenat (10 kat seyreltildi) 10 ul



Plate karistiricida 10 sn karistirildi.

600 nm’de spektrofotometrik okuma yapildi.

5.4.2. MDA Tayini

5.4.2.1. Dokuda MDA Tayini (Manuel)

Bu islem i¢in gerekli ¢ozeltiler su sekilde hazirlandi:

Doku homojenizasyon tamponu: % 1,15 lik KCI ¢ozeltisine % 0,05 lik (bir litre i¢in
500 pl olacak sekilde) Triton X.100 konarak hazirlandi.

1. %1°1ik H3PO4

2. TBA: 0,67 g TBA tartilip, 50 ml suda manyetik bar yardimiyla karistirilarak {izerine 50 ml

asetik asit ilave edildi.

3. MDA standartlari: MDA Standartlar1 tetrametoksipropan dan 0,01 M HCI asitle 50°C de 1

saat inkibe edilerek hidrolize elde edildi.

4. Stok MDA 10 nmol/mlP’den 10nm/ml, 5 nm/ml, 2,5, 1,25, 0,625, 0,3125 ¢ozeltileri
hazirlandi ve standartlar ¢ift calisildi. Standartlara TBA’li ve  %1’lik H3PO4 lii ve

sonrasindaki uygulamalar yapildu.
Dokuda manuel MDA tayini i¢in asagidaki islemler uygulandi.
1. 50mg (0,05g) doku tartildi.

2. Tiplerin iizerine 2 ml tampon koyuldu(Doku homojenizasyon tamponu onceden soguk

olarak hazirlandr).

3. 0,05 g olarak tartilan dokular homojenizasyon i¢in uygun tiiplere koyuldu.

4. Homojenizasyon da buz tizerinde yapildi.

5. 3000rpm de 10 dk santrifiij edildi.

6. Santrifiij islemi sonunda iistte kalan siipernatanlardan 500 ul alinip, baska tiiplere koyuldu.

7. Bu tiiplerin tizerine 3 ml %1°lik H3PO,4 ve 1 ml TBA koyuldu.



8. 100°C de 45 dk etiivde inkiibasyona birakildu.

9. Tiipler 4000rpm’de 10dk santrifiijlendi.

10. Elisa pleytlerine 300 ul pipetlenir ve 532 nm’de absorbans okundu.
5.4.2.2. Plazmada MDA Tayini (Manuel)

Plazmada MDA tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler asagidadir:

0,084N H3S04:570 ul H2SO4(%98’lik)saf su ile 250 mL'ye tamamlandi.
%10’luk fosfotungustik asit: 0,5 g tartip 4,5 ml deiyonize suda ¢oziildii.

TBA: 0,67g TBA tartilip, 50 ml suda manyetik bar yardimiyla karistirilarak {izerine 50 ml

asetik asit ilave edildi.
Plazma MDA seviyesi 6l¢iimii Yagi yontemiyle asagidaki gibi 6l¢iildii (108).

1. 150 pl plazma fiizerine 1,2 ml H,SO4 ve 150 pl fosfotungustik asit ilave edilip, hafif

vortekslendi.

2. 4000rpm’de 10 dk santrifiij edildi.Ust faz atild1.

3. Coken kisimlara 2 ml deiyonize su ilave edilip tekrar vortekslenip, ¢oziildii.
0,5 ml TBA ilave edildi.

4. 1saat 100°C de inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon sonucunda tiipler tekrar 4000rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

6. 532 nm de absorbans okundu.

5.4.3. SOD Tayini

5.4.3.1. Dokuda SOD Tayini

Homojenizasyon Asamasi

Homojenizasyon tamponu: Tris —HCI 50 mM pH: 7,4 ( Litrede 500 pL olacak sekilde

Triton X-100 olmali) tampon soguk olmali. Bu tampon homojenizasyonda, numunelerin



dilisyonu gerekli ise dilisyonda ve ayrica SOD standartlarini hazirlamada kullanildi.

Homojenizasyondan sonra ayni giin i¢inde SOD c¢alisildi.
Ksantin ¢ozeltisi: 40 ml

EDTA ¢ozeltisi: 20 ml

NBT c¢ozeltisi: 20 ml (1siktan korunmali ve karisima en son pipetleme yapmadan hemen Once
eklendi.)

Na,CO3:12 mi

%0,1 Bovin Serum Albiimin: 6 ml

Asagidaki islemler sirastyla uygulandi.

1. 50 mg doku alind1 ve alinan dokular kaydedildi.
2. 2 ml soguk tampona koyuldu.

3. Sogukta homojenize edildi.

4.3000 rpm 10 dk santrifiij edildi.

5. Siipernatanin bir kismi ile SOD tayini yapildi.
Homojenize dokuda SOD 6l¢timii

1. 1 ml Siipernatan alindi1 ve 500 ul Etanol-Kloroform karisimi (3:2 oraninda) ilave edildi.
2. Vortekslendi.

3. Sogukta 10 000 g de 30 dk santrifiij edildi.

4. Siipernatan alinir homojenizasyon tamponu ile diliie edildi. (Diliisyon orani, birkag

numunenin rengi (absorbansi) kor ile standart 10 arasinda kalacak sekilde tespit edildi.)
5. Diliie siipernatan kullanildi.
Sod Olgiimiinde Kullanilacak Céozeltiler

1. 0,3 mM Ksantin



2.0,6 mM EDTA

3. 150 uM NBT (¢ok taze olmalr)

4. 400 mM Na,COs;

5. %0,1 Bovin Serum Alblimin

6. 2,3 M amonyum siilfat ( stok ksantin oksidaz enzimini diliie etmek i¢in kullanildi).

7. 0,8 mM bakir kloriir (¢alisma sonunda spektrofotometrik 6lgiimden hemen 6nce reaksiyonu

durdurmak i¢in kullanildi).
8. 167 u/L ksantin oksidaz (diliisyon gerekli ise soguk amonyum siilfat ile diliie edildi).
9.0,125- 0,25- 05-1-2-3 -4- 5-6-7- 8- 9 -10 tnite /ml lik SOD standartlar.

Yukardaki c¢ozeltilerin ilk 5 tanesi ile asagida verilen oranlarda bir karisim (SOD reaksiyon

karigimi) elde edildi ve bu karisim kullanildi.
Cam Tiipte Calisma adimlart:

Stipernatan alindi, homojenizasyon tamponu ile diliie edildi. (Diliisyon orani, birkag

numunenin rengi (absorbansi) kor ile standart 10 arasinda kalacak sekilde tespit edildi.)
1. Diliie stipernatan kullanildi.

2. 0,25 ml kor, standart, diliie siipernatan (cam tiipe) alindu.

3. 994,9 ml SOD karigimi + 255,1 ml NBT ilave edildi.

4. 0,025 ml (25 puL) 167 u/L karanlikta ksantin oksidaz ilave edildi.

5. 15-20 dk 25 °C de karanlikta inkiibe edildi (su banyosunda) ve inkiibasyon esnasinda renk
degisimini kontrol edildi. Ayrica inhibisyonu durdurmadan once (bakir kloriir ekleyerek)
standartin birkac tanesi ile okuma yaparak inhibisyonun %30-65 aralifinda olup olmadigi

kontrol edilmesi Onerilir.
6. 0,5 ml bakir kloriir( 0,8 mM) ilave edildi.

7. Bu pipetlemeler kiivette okumak i¢in yaklasik 2 mI’lik bir numunemiz olmaktadir.



8. Kiivette ya da eliza pleytine numuneler aktarilarak okundu.
9. 560 nm de okundu.

5.4.3.2. Plazmada SOD Tayini

SOD aktivitesinin tayini, Sun ve Oberley’i metoduna gore yapildi (109).
Sod Ol¢iimiinde Kullanilacak Cozeltiler

1)0,1 M pH: 7,5 potasyum fosfat tamponu

2) 0,3 mM ksantin

3)0,6 MM EDTA

4) 150 uM NBT

5) 400 mM Na,CO3

6) %0,1 Bovin Serum Alblimin

7) 2,3 M soguk amonyum siilfat

8) 0,8 mM bakir kloriir

9) 167 u/L ksantin oksidaz

10)0,125- 0,25- 05- 1- 2- 3 - 4- 5- 6- 7- 8 9 - 10 tinite /ml lik SOD

standartlari.

Yukardaki cozeltilerin ilk 5 tanesi ile asagida verilen oranlarda bir karisim (SOD

reaksiyon karigimi) elde edildi ve bu karigim kullanilir.

Yaklasik 100 ml saf suya asagidaki 4 kimyasal ilave edilir. Ve son hacim 156 ml ye

tamamlandi.
Ksantin ¢ozeltisi: 40 ml
EDTAG¢6zeltisi: 20 ml

NBT¢ozeltisi: 20 ml



Na,C0O3:12 ml

%0,1 Bovin Serum Albiimin: 6 ml

Cam Tiipte Calisma Adimlari:

0,5 ml serum standart alindi.

0,4 ml etanol kloroform karisimi (5: 3 oraninda) ilave edildi.
1) 1 dk. Vortekslendi.

2) 18 000 g de 60 dk santrifiij edildi (+4 derecede).

3) 0,25 ml kor, standart, diliie stipernatan alindi (cam tiipe).

4) 994,9 ml SOD karigim1 + 255,1 ml NBT ilave edildi, (1,25 mISOD kimyasal karigimi ilave
edildi (ttiim karistm NBT dahil )).

5) 0,025 ml (25 mikrolitre) 167 u/L karanlikta ksantin oksidaz ilave edildi.

6) 15-20 dk 25°C de karanlikta inkiibe et (su banyosunda) inkiibasyon esnasinda renk
degisimini kontrol edildi. Ayrica inhibisyonu durdurmadan 6nce (bakir kloriir eklemek)
standartin birkac tanesi ile okuma yaparak inhibisyonun %30-65 aralifinda olup olmadigi

kontrol edilmesi onerilir.

7) 0,5 ml bakir kloriir( 0,8 mM) ilave edildi.

Bu pipetlemerle kiivette okumak i¢in yaklasik 2 ml lik bir numunemiz olmaktadir.
1) Kiivette yada eliza pleytine numuneler aktarilarak okundu.

2) Eliza pleyti 560 nm deokundu.

Sonuglarin hesaplanmast:

% inhibisyon asagidaki formiile gore yapildi.

%inhibisyon =(( kor abs-numune abs)/kor abs)X100



5.4.4. CAT Tayini
5.4.4.1. Dokuda CAT Tayini

SOD tayininde kullanilan homojenat kullanildi. CAT aktivitesinin tayininde Aebi’nin metodu

kullanildi (110).
Kullanilan Cozeltiler:

1. Fosfat tamponu (pH=7,0; 50 mM): 6,81 g KH,PO, deiyonize suda ¢oziilerek son hacmi 1
L’ye tamamlandi. 8,9 g Na;HPO,.2H,O deiyonize suda c¢oziilerek son hacmi 1 L’ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda karigtirildi ve gerektiginde asit veya baz

ilavesi yapilarak pH=7,0 ‘ye ayarlandu.

2. Hidrojen Peroksit: 240 ul %30’luk H,0,’den alinarak son hacim fosfat tamponu ile 50 ml

’ye tamamlandi (giinliik hazirlandz).
Deneyin yapilist:

Doku homojenatlar1 fosfat tamponu ile 3 kat seyreltilerek Ol¢iim yapilacak numuneler

olusturuldu.
Fosfat Tamponu 750 ul (Kor, ml)----- (Numune, ml)
Numune 1500 pl (Kor, ml) 1500 pl  (Numune, ml)
HO, e (Kor, ml) 750 ul (Numune, ml)

H20, eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 sn siireyle her 10
sn’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diisiisler izlendi.Absorbanslardaki
diisiisiin 0,015 ile 0,100 arasinda olmasina dikkat edildi. Eger bu aralikta diisiis olmazsa

H20, nin konsantrasyonu yeniden ayarlanmalidir.

Katalaz aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi. 10 sn’lik

aralik i¢in asagidaki formiile gore hesaplamalar yapildi.



k= (2,3/10) x log(A1/A2) s-*

A1= Baglangi¢c Absorbansi A2=10 s sonraki absorbans

Yukaridaki formiile gére bulunan k degeri seyreltme faktorii ile ¢arpildi. Ardindan testis

dokularinda mg protein basina katalaz aktivitesi hesaplandi (k/mg protein).

5.4.4.2. Plazmada CAT Tayini

Dokuda uygulanan islemler ve ¢6zeltiler kullanildi ve numuneler 20 kat seyreltildi.
5.4.5. GP-x Tayini

5.4.5.1. Dokuda GP-x Tayini

SOD tayininde kullanilan homojenat kullanildi. Cayman marka katolog no= 703102 numarali

kitin protokoliine uygun olarak yapilmaistir.

5.4.5.2. Plazmada GP-x Tayini

Cayman marka katolog no= 703102 numaral kitin protokoliine uygun olarak yapilmistir.
5.4.6. Protein Karbonil Tayini

5.4.6.1. Dokuda Protein Karbonil Tayini

pH’s1 6.7 olan ImM EDTA igeren sodyum tamponunda doku homojenati hazirlandi. Cayman

marka katolog no= 10005020 numaral1 kitin protokoliine uygun olarak yapilmistir.
5.5. Verilerin Istatiksel Analizi

Istatistiksel analiz yapilirken gruplar arasi karsilastirma sonuglari iginMann-Whitney U
testi, grup i¢i dagilim sonuglar1 Kruskall Wallis testiyle elde edildi. Hata kat sayis1 0,05’den
kiigiik olan degerler (p<0,05) anlaml1 kabul edildi.



6. BULGULAR
6.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu siganlarda, seminifer tiibiiller i¢indeki germinal hiicrelerin normal

dongiide seyrettigi, interstisyel alan dokusunun biitiinliigiinii korudugu gozlendi (Resim3).

Resim 3.Kontrol Grubu. Mikrofotografi X400. H.E resmi

MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin liimenine daha fazla sayida immatiir germinal
hiicrelerin dokiildiigii, Sertoli hiicreleri ile spermatogoniumlar arasinda agilmalar ve germinal
epitelde yer yer vakuolizasyon oldugu goriildii (Resim 4). MTX+Mel grubundaki seminifer
tiibiillerde Sertoli hiicresi ve spermatogonyum arasindaki agilmalarin ve vakuolizasyonun
belirgin derecede azaldigi, spermatogenik hiicrelerin yapisinin korundugu izlendi (Resim 5).
Etanol grubunda, MTX grubuna gére daha az miktarda Sertoli hiicresiyle spermatogonyum
arasinda acilma, seminifer tiibiillerin liimenine dokiilenimmatiir germinal hiicreler ve

germinal epitelde vakuolizasyon goriildii (Resim 6). Melatonin grubundaki seminifer tiibiiller



kontrol grubuna benzer sekilde spermatogenik hiicre dongiisiiniin normal bigimde seyrettigi

ve tlibiil yapist biitiinliigiiniin korundugu izlendi (Resim 7).

Resim4.MTX Grubu. Mikrofotografi X400. H.E resmi

.= Vakuolizasyon *= Liimene dokiilmiis olan olgunlagsmamis germinal hiicreler

A - sertoli hiicresiyle spermatogonium arasinda acgilma



Resim 5.MTX+Mel Grubu. Mikrotografi X400. H.E resmi



Resim 6.Etanol Grubu. Mikrofotografi X400. H.E resmi



Resim 7. Mel Grubu. Mikrotografi X400. H.E resmi

6.2. immiinohistokimyasal Bulgular

TUNEL metoduyla DAB ve hematoksilenle boyanan dokularda apoptoza ugrayan
hiicrelerin kahverengiye, canli hiicrelerin ise mor renge boyandigi goézlendi. X40’lik
bliylitmede sayilan Al, germinal epitel kalinligi, tiibiil cap1 ve liimene dokiilmiis immatiir
germinal hiicre igeren tiibiiller sayild: ve istatistiksel analizler yapildi. istatistiksel analizler
sonucu seminifer tiibiil ¢aplari, Al, germinal epitel kalinlig1 ve limenine immatiir germinal
hiicre dokiilen seminifer tiiblil sayisinin grup i¢i dagilimlar istatistiksel olarak anlaml
(p<0,05) bulundu. MTX grubundakontrol grubuna goére seminifer tiibiil ¢aplar1 ve germinal
epitel kalinlig1 anlamli olarak azalmis, apoptoz indeksi ve liimenine immatiir germinal hiicre
dokiilen seminifer tiibiil sayis1 anlamli olarak artmigti. MTX+Mel grubunda Al ve liimenine
immatlir germinal hiicre dokiilen seminifer tiibiil sayist MTX ve Etanol gruplarina gore

anlamli sekilde azalmis, germinal epitel kalinlig1 ise anlamli sekilde artmisti.



Resim 8. MTX Mikrotografi X400, DAB boyama resmi



Resim 9. MTX+Mel GrubuMikrotografi X400, DAB boyama resmi

Tablo 2. Histolojik degerlendirmeler tablosu

Gruplar Liimenine Immatiir Al (%) Tiibiil Cap1 Germinal  Epitel
Germinal Hiicre Ddkiilen (um) Kalinligt (um)
Tubiil Sayisi (%)

Kontrol 5,13 +0,31 2,1567 +0,65 273,54 +7,97 93,2740 +5,32

MTX 59,8333"+3,25 52,2667°+7,18  248,94°+18,47  51,1383% +3,80

Mel 6,4517  +0,27 2,8000 +0,14 262,05 +13,87 89,2367 +3,78

MTX+Mel  30,3183%%+1,95 36,6500°°+1,18 269,48 16,87  87,2067%'+6,89

Etanol 43,1500 43,76 43,5167 2,89 268,90£15,58 67,5400 547

a=MTX grubu degerleri Kontrol grubuna gore anlaml bir sekilde azalmistir. (p< 0,05)

b =MTX grubundaki degerler Kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde artmistir. (p< 0,05)

¢ = MTX+Mel grubundaki degerler MTX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmustir.(p< 0,05)
d = MTX+Mel grubundaki degerler MTX grubuna gore anlamli bir sekilde artmustir. (p< 0,05)
e =MTX+Mel grubundaki degerler Etanol grubuna gére anlamli bir sekilde azalmistir.(p<0,05)
f=MTX+Mel grubundaki degerler Etanol grubuna gore anlamli bir sekilde artmustir.(p< 0,05)



6.3. Biyokimyasal Bulgular

Testis dokusu iizerinde yapilan biyokimyasal analizlerin Mann-Whitney U testine gore
degerlerndirilmesi sonucu; MTX grubunun MDA ve GP-x degerleri kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde arttigi, SOD ve CAT degerlerinin ise anlamli bir sekilde azaldig1 tespit
edildi. MTX ve MTX+Mel arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmalarda protein karbonilin
MTX grubunda anlamli bir sekilde arttig1 diger parametrelerin ise anlamsiz oldugu gorildi.
Kruskal Wallis testine gore dokuda incelenen parametreler agisindan her grup icindeki

dagilim1 anlamli oldugu goriildii.

Kan plazmasinda bakilan biyokimyasal parametrelerde ise MTX grubundaki GSH-Px
degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli olarak artis bulundu. MTX+Mel grubundaki GSH-
Px degerleri MTX grubuna goére anlamli bir sekilde artti.Etanol grubunda ise GSH-PX
degerleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmisti. Kruskall Wallis testine gore

plazma GSH-Px degerlerinin grup i¢indeki dagilimlari anlamlr idi.

Tablo 3. Testis dokusundaki biyokimyasal degerlendirmeler tablosu

Gruplar MDA SOD CAT GSH-Px Protein Karbonil
(nmol/g doku) (tinite/gr (k/g protein) ( EU/g protein) (nmol/mg
protein) protein)
Kontrol 192497 £197,7 0,041 £0,03 30,77 13,2 299,88 +195,34 572,78 +131,23
MTX 2810,31%4566,5 2,078°+0,06 83807 +1,75 1709,704699,38 671,57 +306,04
MTX+Mel 221481 +696,8 1,400 +1,80 13,60 +8,70  1204,75 789,26 327,06 °+148.55
Mel 2086,63 +413,5 0,413 +0,27 2091 +£6,81 344,70 £105,96 484,74 +150,18
Etanol 2476,68 +464,2 2,593 +0,61 15,43 £543 1371,76 +607,36 293,29 +79,32

a= MTX grubundaki degerler Kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir. (p< 0,05)
b= MTX grubundaki degerler Kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir. (p< 0,05)
c= MTX+Mel grubundaki degerler MTX grubuna gére anlamli bir sekilde azalmustir. (p< 0,05)



Tablo 4. Kan plazmasindaki biyokimyasal degerlendirmeler tablosu

Gruplar MDA SOD CAT (k) GSH-Px

(nmol/ml) (tinite/g (EU/mI)
protein)

Kontrol 2,084+0,086 1,268+0,198 0,0157+0,0088 48,614+7,096

MTX 2,274+0,582  1,070+0,564 0,0117+,0056 10,722%+5,002

MTX + Mel  2,148+0,190  0,756+0,569 0,0215+0,0178 32,497%13,1 18

Mel 2,022+0,048  1,020+0,779 0,0115+0,00750  20,259+6,04

Etanol 2,220+0,265 1,128+0,490 0,0156+0,01019 5,119%2,298

a=MTX

grubundaki degerler Kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmustir.  (p< 0,05)

b= MTX+Mel grubundaki degerler MTX grubuna gore anlamli bir sekilde artmustir. (p< 0,05)
¢ = MTX+Mel grubundaki degerler MTX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir.(p<0,05)
d = Etanol grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmustir.(p< 0,05)



7. TARTISMA ve SONUC

Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ¢ogu ilacin, ¢oklu organ sistemlerinde toksik yan
etkiler irettigi bilinmektedir (1). Sisplatin ve adriamisin gibi antitiimér ilaglarin erkek
sicanlara uygulanmasi, esey hiicrelerininddkiilmesi ve dejenerasyonuna, seminifer tiibiil
capinda ve esey hiicre kalinliginda azalmaya neden olmaktadir (25). Bu yilizden erkek esey
hiicrelerinin tiremesi, kendiliginden yenilenebilen kdk hiicrelerin devamlilifina ve bu kok

hiicrelerin spermatogenetik hiicrelere farklanmasina baglidir (25).

Testisin germinal epitelinin sitotoksik ilaglarin hasarina karst duyarli oldugu
bildirilmektedir (25,33).MTX bir folik asit antogonistidir ve uzun yillardir antikanser ilact
olarak kullanilmaktadir (35).

Russel ve Russel kemoterapi ilaglarinin testis hiicresel icerigini dnemli derecede
degistirdigini. Primer ve sekonder spermatositlerde normal DNA sentezi i¢in gerekli olan
enzimi (dihidrofolat rediiktaz), dolayisiyla germinal hiicrelerin DNA’larinin replike
edilmesini engellediklerini bildirmislerdir (91). DNA caprazlagmasinin engellenmesi, protein
sentezi ve S fazindaki hiicre dongiisiiniin 6nlenmesine, hiicreden hiicreye etkilesimin ve hiicre

farklilagsmasinin engellenmesine neden olmaktadir (92).

Bu calismada MTX verilen grupta kontrol grubuna gore seminifer tiibiil ¢apinin ve
germinal epitel kalinliginin anlamh sekilde azaldig: belirlendi. MTX grubundaki germinal
epitelde,daha fazla miktarda spermatogonyumlar ile Sertoli hiicreleri arasinda acilmalar,
germinal epitelde vakuolizasyonve liimenine immatiir germinal hiicrelerin dokildigi
seminifer tiibiil izlendi. Seminifer tiibiil llimenine immatiir germinal hiicrelerin dokiildiigi
tiibiil sayisinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttifi, germinal epitel kalinliginin
azaldig1 belirlendi. Bu grupta germinal epiteldeki hiicre kayiplarinin arttig1 tespit edildi. Bu

bulgular germinal epitelde 6nemli derecede hasar olustugunu gostermektedir.

Prahalathan ve ark. (1) ile Amin ve ark. (93) antikanser ilaglarin esey hiicrelerinde
apoptoza neden oldugunu bildirmislerdir. Apoptoz, antikanser ilaglarin spermatogenetik

hiicrelerde olusturdugu hasarin 6nemli bir belirtecidir (93).

Calismamizda MTX’in germ hiicreleri DNA’sina verdigi zarar1 ve sitotoksisitesini

belirlemek amaciyla TUNEL metoduyla apoptoz belirlendi. Elde ettigimiz veriler, MTX



grubundaki AI'nin diger gruplara gore anlamli olarak arttigini gostermistir. MTX germinal

hiicrelerin DNA’sina zarar vererek sitotoksisiteye neden olmaktadir (1, 93).

Bunun aksine, MTX+Mel grubundaki Al ise MTX ve Etanol gruplarina gére anlaml
olarak azalmisti. Bu da bize Mel’in, MTX’in olusturdugu apoptotik etkiyi hafiflettigini
gostermektedir. MTX’in testiste olusturdugu toksik etkiler daha Onceki c¢alismalarda da

tanimlanmustir (2, 3).

Birgok arastirici oksidatif stresin olusturdugu testis hasarmi belirlemek amaciyla
oksidatif stresin bir indikatorii olan MDA seviyesini Ol¢gmiislerdir (94). MDA seviyeleri,
LPO’nun artmasindan dolay1 serbest radikal iiretilmesinde Onemli bir belirtecdir (95).
MTX’in uygulandig1 bireylerde kan, karaciger, testis ve bobrek MDA seviyelerini arttigi
cesitli galigmalarda gosterilmistir (21, 30).

Armagan ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada tek doz MTX uygulamasi sonucu, testislerde
oksidatif stresin arttigin1  belirlemislerdir(21).Oksidatif streserkek iireme hiicrelerinin

yapisinda hasara yol agmaktadir (33, 34).

Bu calismada LPO’nun indikatorii olan MDA’y1 Olgerek oksidatif stresi belirledik.
MTX grubunda MDA degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi; dolayisiyla
MTX’in LPO’yu artirarak oksidatif stres olusturdugunu saptadik.

Baz1 spesifik enzimler oksidatif streste iireme kabiliyetinin siirdiiriilebilmesinde énemli
role sahiptirler ve oksidatif strese kars1 koruyucu 6zellik tasirlar (116). Bu enzimler SOD,
GSH-Px, glutatyon rediiktaz ve CAT igerirler. Serbest radikalleri veya reaktif oksijenleri
radikal olmayan ara maddelere doniistiiriirler (21). SOD ve GSH-Px erkek iireme organlarinda
zararli ROS’lan siipirmede Onemli enzimlerdir (96). Biiyiik farklilik gosteren cesitli
ksenobiyotikler, testislerde oksidatif stresi indiikleyerek antioksidan mekanizmalari
durdururlar (97).

Melatonin, beyin epifizi tarafindan salinan bas indolamin kaynagidir, etkili bir

antioksidan olarak gosterilir ve serbest radikal tutucusudur (98, 99, 100).

Bu hormon yiiksek lipofilitesi ve kii¢iikk boyutu nedeniyle biyolojik membranlardan
kolayca gecer, boylece hiicrenin tim kompartmalarina ulasir. Melatoninin DNA, yaglar ve

proteinlere kars1 olan koruyucu etkisi,yapisal biitiinliigiin korunmasini saglar (101, 102, 103).



Melatonin; hidroksil (4, 5) ve peroksil radikalleri (6), tekli oksijen (7.) ve nitrik oksit (8)
iceren ROS’lara kars1 giiglii bir siipiiriictidiir. Diger antioksidanlara benzer sekilde, melatonin

de SOD, CAT ve GSH-Px antoksidan enzimlerini uyarmaktadir (55, 56, 57).

Melatoninin diger ¢ogu antioksidanlar disinda iki onemli diizenleyici 6zelligi vardir.
Bunlardan birincisi, tek elektron oksidasyonu yapan cogu serbest radikal siipiiriiciilerinden
farkli olarak iki elektron oksidasyonu olusturmasidir. ikincisi ise hem lipid hemde sulu
ortamda kolayca ¢oziinebilmesi ve kan-testis bariyerinden kolayca gegerek germinal epiteli
korumasidir (97).

Calismamizda MTX grubunun GSH-Px degerleri hem testis doku 6rneklerinde hem de
kan plazmasinda artmistir. Bu sonu¢ enzimatik antioksidan savunma sisteminin devreye

girerek MTX’ e kars1 bir savunma hatt1 olusturdugunu gostermektedir.

MTX + Mel grubunda MTX’ e gore GSH-Px degerlerinin testiste anlamli olarak
degismemesine ragmen, protein karbonil seviyesinin hem testiste hem de kan plazmasinda
anlaml bir sekilde azalmis olmasi, melatoninin MTX’ in meydana getirdigi LPO etkisini
azalttigim1 ortaya koymaktadir. Bu LPO degerlerinin azalmasi da melatoninin antioksidan

etkiyle germinal epitelde diizelmeyi sagladiginigdstermektedir.

Melatoninin ¢oziilmesinde kullandigimiz etanoliin hem histolojik hem de biyokimyasal
bulgulart MTX grubuyla benzer olarak bulundu. Etanoliin MDA seviyelerini kontrol grubuna

gore anlamli olarak artirmasi testiste oksidatif hasara neden oldugunu gostermektedir.



8. SONUCLAR
Bu c¢aligmanin sonuglar1 agagidaki gibi siralanabilir:
A) Sadece MTX verilen grupta:

1. Kontrol grubuna gore germinal epitelde spermatogonyumlar ile Sertoli hiicreleri arasinda

acilma,
2. Vakuolizasyon,
3. Seminifer tiibiil liimenine immatiir germ hiicreleri dokiilmesinde AI’de artis,

4. Doku MDA, LPO ve GSH-Px seviyelerinde artis,

5. Epitel kalinliginda, kontrol grubuna goére doku CAT ve SOD seviyelerinde azalma

belirlendi.
B) MTX+Mel verilen grupta:

1. MTX grubuna gore seminifer tiibiil liimenine immatiir germ hiicreleri dokiilmesinde, AI’ de

azalma

2. Doku MDA ve LPO’ da azalma goriildii.

C. Etanol grubunda

1. Kontrol grubuna gére kan GSH-Px seviyelerinde azalma,
2. MTX+Mel grubuna gore Al artis

3. MTX+Mel grubuna gore germinal epitelde azalma izlendi.

Bulgularimiz MTX’in testiste oksidatif hasar olusturarak yapisal bozukluklara neden
oldugunu; melatoninin antioksidan etkiyle, MTX’in testiste olusturdugu bu oksidatif hasari

diizelttigini gostermektedir.
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