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1.0ZET

Sicanlarda Methotrexate Kaynakh Testis Hasarina Karsi E Vitamininin Kisa

Siireli Koruyucu Etkileri

Bu c¢alismada siganlarda Metotreksat (MTX) kaynakli testis hasarina karsi E

vitamininin kisa siireli koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

Calismada 32 adet eriskin erkek Spraque dawley tipi sigan kullanildi. Her grupta
8 adet sigan bulunacak sekilde dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresi (5 giin)
boyunca intraperitonal (i.p.) serum fizyolojik verildi. MTX grubuna sadece ¢alismanin
ilk giinii 20 mg/kg i.p. olarak uygulandi. E vitamini grubuna 5 giin boyunca 100 mg/kg
1.p olarak uygulandi. Tedavi (MTX+E vitamini) grunbundaki siganlara ise ¢aligmanin
ilk glinii 20 mg/kg i.p. MTX uygulandi ve daha sonra ilk giinde dahil olmak tizere 5 giin
boyunca 100 mg/kg i.p. olarak E vitamini uygulandi. Deney siiresinin bitiminde tiim
hayvanlar sakrifiye edilerek testisleri alindi. Testis doku 6rnekleri 151k mikroskobunda
histopatolojik olarak degerlendirildi. Testisteki apopitozisi degerlendirmek igin TUNEL
teknigi kullanildi. Testis doku Orneklerinin bir kismi ise enzimatik parcalama yontemi

ile slispansiyon haline getirildikten sonra akim sitometrik incelenmesi yapildi.

Histopatolojik degerlendirmeler sonucunda, kontrol grubu siganlarinin testis
yapist normal olarak izlendi. MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin liimenlerinde
immatiir germinal hiicreler, bazal kompartimaninda acilma ve germinal epitelde yer yer
vakuolizasyon izlendi. Ayni1 grubun morfometrik dl¢iimlerinde, seminifer tiibiil cap1 ve
germinal epitel kalinliginin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gézlemlendi. MTX+E Vitamini grubundaki apoptoz indeksi ise MTX grubuna
gore anlaml olarak azaldig1 gozlendi. MTX+E Vitamini grubunda testis histolojisinde
MTX’in olusturdugu bozukluklarin onemli Olclide diizeldigi belirlendi. E vitamini
grubundaki tiibiiller normal yapida izlendi. Akim sitometrik bulgularimizin da bu

sonuclar1 destekledigini belirledik.

Elde ettigimiz bulgularimiz MTXin testiste yapisal bozukluklar olusturdugunu; E
vitamininin koruyucu etkisiyle, MTX’ in testiste olusturdugu bu hasar1 diizelttigini

gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Akim sitometri, E vitamini, Metotreksat, Sican, Testis



2. SUMMARY

Short-Term Protective Effects of Vitamin E Against Methotrexate-Induced

Testis Damage in Rats

The aim of this study was to investigate short-term protective effects of vitamin E

against MTX induced testis damage in rats.

In this experiment, thirty two male rats were used. They were divided into four
groups of eight rats. Rats of control group were injected intraperitoneally (i.p.) with
physiological saline for five days. Just for the first day of the experiment, 20 mg/kg of
MTX was injected i.p. to the rats of MTX group. For five days, the rats of vitamin E
were dosed by i.p. with 100 mg/kg of vitamin E. The rats of treatment group
(MTX+vitamin E) were injected with 20 mg/kg of MTX on the first day of the study
and for five days (incluiding the first day) they were dosed by i.p. with 100 mg/kg of
vitamin E. All animals were sacrificed and their testicles extracted at the end of the
experimental period. Testicular tissue samples were evaluated histopathologically under
light microscope. The TUNEL technique was used to determine apoptosis. A portion of
the testicular tissue were suspended by means of enzymatic digestion and this solution

was used for flow cytometric analysis.

Histopathologically, the structures of the testicular tissue in control group was
observed normally. Testicular tissue in the MTX group exhibited dehiscense in some
parts of basal membrane of seminiferous tubules, immature germinal cells in the lumen
of the seminiferous tubules and places vacuolization in the germinal epithelium. The
diameter of seminiferous tubules and thickness of germinal epithelium were both
smaller than in the control group. The apoptotic index in the MTX+Vitamin E group
showed significantly decreased when compared to the MTX group. In the
MTX+Vitamin E group, methotrexate-induced testis damage was significantly reduced.
The structures of the seminiferous tubules was observed normally in the vitamin E

group. Flow cytometric data were supported by other data.
In summary, vitamin E reduces significantly the MTX-induced testicular damage.

Key Words: Flow cytometry, Methotrexate, Rats, Testis, Vitamin E



3. GIRIS ve AMAC

Metotreksat (MTX) folik asit analogudur ve yaygmn olarak kullanilan
kemoterapoétik bir ajandir (1, 2). Sitotoksik etkisi, dogrudan kanser hiicreleri igin segici
olmadigindan proliferasyon hizi yiiksek dokular1 da etkiler (1). Losemi lenfomalari
basta olmak iizere meme kanseri, osteosarkom, bas ve boyun kanserleri, akciger kanseri,
tiroepitelyal kanserler gibi solid organ tiimorlerinin tedavisinde kullanilir (3). MTX
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini ve hiicre boliinmesi i¢in gerekli olan
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe eder (4). Bu islevi DHF"' 1 tetrahidrofolata
(THF) gevirerek yapar ve hem piirin hem de pirimidin sentezi azalir (2, 5). MTX piirin
ve pirimidin metabolizmasin1 ve DNA sentezini de iceren bir¢ok metabolik yolu etkiler.

Boylece MTX' in hem tedavi edici etkisi hemde toksik etkileri meydana gelir (4).

MTX' in karaciger, bobrek, ince barsak, kemik iligi, akciger gibi organlar
tizerinde Onemli toksik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (6). Farelerde yapilan
calismada germ hiicrelerinde de MTX' e bagli toksisitenin meydana geldigi belirtilmistir
(7). Bu yan etkilerin ¢ogununda reaktif oksijen radikallerinin (ROS) meydana getirdigi
oksidatif stres sonucu olustugu bilinmektedir (8, 9, 10).

E vitamini yagda ¢Ozilinebilen, non-enzimatik, antioksidan olarak bilinen, viicut
icin en Onemli vitaminlerden biridir (11). Biyolojik membranlar i¢inde yer alan E
vitamini, oksidatif stresi inhibe eden dogal bir antioksidan olarak bildirilmistir (12).
Antioksidan etkisi dogrudan serbest radikalleri tutarak gerceklesir (13). E vitamini
hiicre zarinin yapi biitiinliiglinii korur ve iireme fonksiyonlarini destekler. Oksidatif
strese bagli lireme sistemi hasarini, oksidatif hasarin yol actigi anormal testis

morfolojisini ve testis degisikliklerini engelledigi belirtilmistir (14).

Bu c¢aligmanin amaci, MTX uygulandiktan sonra kisa stireli verilen (5 giin) E
vitamininin testisler lizerinde herhangi bir antiapoptotik veya antioksidatif etkisinin olup
olmadigimin arastirilmasidir. Yapilan aragtirmalar dogrultusunda kaynaklarda, MTX
kaynakl1 hasar olusumuna kars1 kisa siireli verilen E vitaminin testisler {izerinde olumlu
bir etkisinin olup olmadigina dair bir bilgiye rastlanmadigindan yapacagimiz ¢alismanin
bu boslugu dolduracagi ve E vitamininin antioksidan 6zelligi de diisiintilerek olumlu

sonug alinacag diisiiniilmektedir.



4. GENEL BILGILER

Erkek genital organlar1 i¢ genital organlar1 ve dis genital organlari olmak tiizere
ikiye ayrilir. Dis genital organlar1 penis ve skrotum olusturur. I¢ genital organlari ise
testis, epididimis, duktus deferens, vezikula seminalis, prostat ve bulboiiretral bezler

olusturur (15).
4.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun kromozal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen sperm tiiriine
bagli olarak fertilizasyonla belirlenir. Gonadlarin erkek ve disilige farklanmalari, yani

gonadal cinsiyet, yedinci haftada olur ve XX, XY kompleksine baglidir.
Gonadlar ti¢ yerden koken alarak gelisirler:

1- Posterior karin duvarini déseyen sélom epiteli (mezotelyum)
2- S6lom epiteli altindaki mezensim

3- Ilkel cinsiyet hiicreleri (primordial germ hiicreleri) (16).

Gonadlar (testis ve over) bir ¢ift uzunlamasina gonadal sirt seklinde belirirler.
Insan embriyosunda primordial gonadin mezensimal kismi, embriyonun 10-12. dorsal
segmentleri arasinda gelisir. Primordial germ hiicreleri epiblasttan kdken alir ve primitif
¢izgi boyunca go¢ ederler. Gelisimin {iclincli haftasinda ise allantoise yakin bir yerde
yolk kesesinin duvarinda endoderm hiicrelerinin arasinda ortaya c¢ikarlar. Germ
hiicreleri, dordiincii haftada ameboid hareket ederek son bagirsagin mezenterinin dorsali
boyunca ilerleyerek besinci haftanin baginda primitif gonadlara ulasirlar. Altinci haftada
ise genital sirtlara ulasmis olurlar ve boylece farklilagmamis olan fotal gonadlar

gebeligin altinci haftasinda ortaya ¢ikmis olurlar (17, 18).

Embriyonal gelisimin 7. haftasiyla birlikte embriyo, erkeklik ya da disilik
yoniinde gelismeye baslar. Genetik olarak ilkel germ hiicrelerinin cinsiyet
kromozomlar1 XY ise farklanmamis gonad testis yoniinde gelisir. Y kromozomunun
cinsiyet belirleyici bdlgesinde bulunan testis belirleyici geni (SRY) farklanmamis
gonadin testis olarak gelismesini saglayan testis belirleyici faktorii (TDF) kodlar.
TDF’nin etkisi altinda primer seks kordonlari seminifer tiibiillere farklilasir. Yine

TDF’nin etkisi ile primer seks kordonlar1 medullanin derinlerine dogru ilerlemesine ve



testis veya medullar kordonlarmm bigimlenmesine sebep olur. Testis kordonlari
gonadlarin hilusuna dogru ag seklinde birbirleri ile anastomoz yaparak, rete testis
tibiillerinin  olusumunu saglar. Primer seks kordonlarinin yiizey epiteli ile olan
baglantisi tunica albuginea denilen kalin fibroz kapsiiliin araya girmesi ile son bulur.
Tunica albuginea 12. haftada gelismis olur (18, 19, 20, 21). Genisleyen testis asamali
olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan mesorsiyum ile asili
hale geger. Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tibuli rekti ve rete testise
farklanirlar (20).

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan
mezensimden ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik
hormonlari—testosteron ve andosteron- salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik
duktuslarin ve dig genitallerin maskulin olarak farklanmasini indiiklerler. Testosteron
iiretimini insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu stimiile eder, hormonun miktar1
8-12 haftalik periyodda en yiiksek degerine ulagmistir. Seminifer tiibiiller, puberteye
kadar solid halde kalirlar, puberteden itibaren limen gelisir (20). Seminifer tiibiiller
kanalize olur olmaz rete testis tiibiilleri ile biraraya gelir ve kanalize olan diger genital
kanallara agilir. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur. Bunlar; testisin yiizey
epitelinden gelisen destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri ve primordial germ
hiicrelerinden farklanan spermatogoniumlardir (18, 19, 20). Testisler ve skrotum dahil

erkek dig genital yapilar ise 10- 15. haftalar arasinda olusur (18, 22).
4.2. Testis Anatomisi

Testisler erkekte temel lireme organi olup, testis torbasi (skrotum) iginde yer
alirlar. Skrotum icinde yer alan herbir testis tunika albuginea olarak adlandirilan kalin
bir kapsiil ile sarihidir. Oval sekilde (herbiri 2.5%x3x5 c¢cm boyutlarinda, 10-15 gr
agirliginda) cift olan testisler, erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlar ile erkek
seks hormonlar1 olan androjenleri iiretir (23). Testislerin dis ve i¢ iki yiizii (facies
medialis, facies lateralis), 6n ve arka iki kenar1 (margo anterior, margo posterior), iist ve

alt olmak {izere iki ucu (extremitas superior, extremitas inferior) vardir (24, 25).

Testis tunika vajinalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa ile sarilmistir. Bu ii¢

tabaka testis kapsiilii olarak isimlendirilir.



Intrauterin hayatta karin boslugunda yer alan testisler, dogumdan hemen 6nce
kanalis inguinalisten gecerek skrotuma iner. Bu gecis sirasinda karin boslugunda
kendisini saran periton kesesini de beraberinde tasir. Dogumdan sonra bu kese periton
bosluguyla iligkisini keserek tunika vajinalis adin1 alir. Tunika vajinalisin skrotumun i¢
yiizlinii doseyen parietal yapragi (periorsium) ile testisin iizerini drten visseral yapragi
(epiorsium) arasinda ¢ok az miktarda ser6z sivi bulunur (24, 26). Testise gelen ve
testisten ¢ikan damar ve sinirler de testisin skrotuma inisi sirasinda onu takip ederler.
Bu olusumlar bir araya gelerek funikulus spermatikus denen bir kordon olusturur.

Funikulus spermatikus testisin skrotumda asilt durmasini saglayan yapidir (26, 27).

Testisin 6n kenari, her iki yiizli ve uglar1 diiz ve konveks olup, visseral periton
(epiorsium) ile kaplidir. Arka kenarmin sadece lateral kismi peritonla oOrtiiliidiir.
Peritonsuz olan medial boliimiine epididimis tutunur ve buradan damar-sinirleri ve

kanallar1 geger (15).

Tunika albuginea, testisi saran mavimsi beyaz renkli, siki yapili fibréz bir
tabakadir. Bu tabakayir arka kenari hari¢ olmak tiizere epiorsium Orter. Peritonun
bulunmadig1 arka kenara epididimis tutunur ve buradan testisin damarlar1 girip ¢ikar.
Tunika albuginea, arka kenarda testisin i¢ine dogru kalin ve vertikal yarim bir bolme
seklinde uzant1 gonderir. Bu bélmeye mediastinum testis denilir (28, 29). Mediastinum
testisin 6n ve yan kisimlarindan ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir. Tunika
albugineanin i¢ yiizeyine tutunan bu uzantilar testisi lobiillere ayirir. Her lobiil i¢inde de
tubuli seminiferi kontorti denen kanalciklar bulunur. Spermiumlar bu kanalciklarin
duvarlarinda gelismelerini tamamlar. Seminifer tiibiillerin baslangi¢ kismi kivrintili, son
kismi ise diizdiir. Tubuli rekti denilen bu diiz kisimlar mediastinum testisin fibroz
dokusuna sokulur. Burada kanallarin anastomozu sonucu rete testis denilen ag olusur.
Rete testisi yapan kanalciklar mediastinum testisin iist ucunda duktuli efferentes denilen
kanallarla devam ederler. Duktuli efferentes ise tunika albugineay1 delerek testislerden

epididimise geger (15).

Tunika vaskulosa, tunika albugineanin i¢ yiizeyinde bulunan damar ag
tabakasidir. Tunika albugineanin i¢ yiiziinii ve testis i¢indeki tiim lobiillerin yiizlerini
orter (25). Testisler aortanin dali olan arteria testikularisten beslenirler. Herbir testisin

arka tarafindan ¢ikan kiiciik venler birleserek pleksus pampiniformis denilen vendz ag1



yaparlar. Bu vendz agdan Once iki sonra bir vena testikularis olusur. Sag vena
testikularis vena cava inferiora, sol vena testikularis ise vena renalis sinistraya agilir

(26).
4.3. Testis Histolojisi

Testislerin iki yonli gorevleri hormon ve spermatozoon {iretiminin saglanmasidir
(22). Testisler hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlu bilesik tiibiiler bezlerdir (28).
Spermium ve testis sivisi ekzokrin salgisini, testosteron ise endokrin salgisini olusturur.
Bu sebeple de testisler hem tireme hem de hormon salinimi gérevlerini yapar (29, 30).
Testislerin i¢inde asilit pozisyonda durdugu deri ve fibromiiskiiler bir yap1 olan skrotum
yag dokusuna sahip olmadigindan, damardan ve ter bezinden zengin oldugundan dolay1

testis 1s1sinin karin iginden daha diisiik olmasini saglar (22, 31).

Testisin 151k mikroskopik incelenmesinde, testisin en dista kalin siki bag
dokusundan olusan tunika albuginea ile ¢evrildigi goriiliir. Kapsiiliin i¢ kismi tunika
vaskuloza, kan damarlarini igeren gevsek bag dokusundan olusur. Tunika albuginea
testisin arka yiizeyinde kalinlagarak mediastium testisi olusturur. Buradan bezin igine
dogru fibroz uzantilar yaparak testiste yaklagik 250 adet testikiiler piramidal bolmeleri
olusturur. Her bélmede 1-4 olmak iizere her testiste yaklasik 250-1000 adet seminifer
tiibiil yer alir. Seminifer tiibiiller arasini da interstisyel (ara) alan olusturur. Her tiibiil bu
piramidal bdlme i¢inde kivrimlar olusturur. Bu tiibiillerin ucu diiz bir parca olarak
devam ederek tiibiiliis rektus adini alir. Bunlar da birleserek rete testisi olusturur.
Tibiiller arasindaki interstisyel alanda kapillerler (kan ve lenf damarlar1), sinirler,
Leydig hiicreleri (interstisyel hiic.) ve makrofajlar bulunur. Leydig hiicreleri

androjenleri salgilar (22).
4.3.1. Seminifer Tiibiiller

Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde iretilir. Her testiste yaklasik 250-1000
seminifer tiibiil bulunur. Her tiibiil 0.2 mm ¢apta, 30-70 cm uzunluktadir. Bir testisteki
tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 m' dir. Tibiiller kivrimlidir ve baglangicta kor
ucludur. Sonlanirken liimen daralir ve diiz tiibiiller ya da tubuli rekti olarak anilan kisa
segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin rete testis denilen,

epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar. Anastomoz



yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina
baglanmistir (22, 31).

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmagik bir germinal (seminifer) epitelden olusur. Germinal epitel, sperm iiretimini
saglayan spermatojenik  hiicreler ile gelismekte olan sperm  hiicrelerinin
beslenmelerinden sorumlu olup, boliinme yetenekleri bulunmayan destek yani Sertoli

hiicrelerinden olusur (17, 22, 32).
4.3.2. Seminifer Epitel

Epitel iki tip hiicreden meydana gelmektedir; Sertoli ya da destek hiicreleri ile
spermatogenik seriyi olusturan hiicreler. Spermatagonik seri hiicreleri, bazal lamina ve
tibiil limeni arasini dolduracak 4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler
birka¢ boliinmeden sonra farklilasir ve spermatozoonlar1 olustururlar. Spermatozoon

tiretimi, spermatogenez olarak adlandirilir (22).
4.3.3. Sertoli ve Leydig Hiicreleri

Seminifer tiibiillerde bulunan bir diger hiicre de Sertoli hiicreleridir. Sertoli
hiicreleri spermotogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis piramidal
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlari bazal laminaya tutunur, apikal uglari ise
siklikla seminifer tibiilin liimenine dogru uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli
hiicresinin smirlar1 belirsiz olarak goriiliir, bunun sebebi ise spermatogenik seri
hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida lateral uzantilardir. Elektron mikroskobu ile yapilan
caligmalarda hiicrelerin bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar kaba
endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri ile
lizozom igerdigi bildirilmistir. Siklikla iicgen big¢iminde olan uzamis nukleusta ¢ok
sayida kivrilmalar, belirgin bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin goriiliir. Sertoli
hiicreleri birbirlerine spermatogonyumlar seviyesinde siki baglantilarla baglanmiglardir.
Bu spermatogonyumlar, i¢ine kanda bulunan metaryallerin serbestce girebildigi bazal
kompartmanda yerlesirler. Spermatogenez sirasinda spermatogonyum serisi, bu
baglantilardan bir yolunu bulup gegerek adluminal kompartmana ¢ikarlar. Burada
spermatogenezin daha ileri safhalar1, kandan gelen tirtinlerden bir kan-testis bariyeri ile

korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar ile olusturulur.



Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral kenarlarindaki
derin girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin flagellar kuyruklar gelistikge bunlar
Sertoli hiicrelerinin apikal uglarindan ¢ikan piskiiller seklindeki ¢ikintilar halinde
goriiliirler. Sertoli hiicreleri sik1 baglantilar (gap junction) denilen birlesmelerle de iliski
kurar ve bu yolla hiicrelerin iyonik ve Kimyasal aligverisi saglanir. Sertoli hiicrelerinin

baslica en az dort onemli fonksiyonu vardir:

e (Gelismekte olan spermatozoonlarin  desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmelerinin diizenlenmesi

e Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde atilir. Bu sitoplazmik parcaciklar Sertoli hiicrelerindeki
lizozomlar tarafindan fagosite edilir ve sindirilir.

e Sekresyon: Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir siv1 salgilarlar. Androjen
baglayici protein (ABP) sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan folikiil uyarici
hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda gergeklestirilir. Bu protein,
seminifer tiibiil icinde spermatogenez icin gerekli olan testosteronun
yogunlagmasii saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu Ostradiyol haline
cevirebilirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez
ve salinmasini 6nleyen inhibin ad1 verilen bir peptid salgilar.

e Anti-Miillerian Hormon iiretimi: Bu hormon embriyonik gelisme sirasinda
erkek fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan bir
glikoproteindir. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallardan koken alan

yapilarin gelismesini saglar.

Sertoli hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda {ireme periyodu siiresince
boliinmezler. Bunlar 6zellikle enfeksiyon, kotii beslenme, X-151m1 151nmim1 gibi olumsuz
kosullara kars1 olduk¢a dayaniklidirlar ve bu zararli etkiler karsisinda spermatogenik
seri hiicrelerine gore ¢ok daha direnclidirler. Memelilerde spermatozoonlarin salinimi
muhtemelen hiicresel hareketlerin bir sonucudur. Bu hareket Sertoli hiicresinin

apeksinde bulunan mikrotiibiiller ve mikrofilamentler ile saglanir.

Testisin seminifer tibiilleri arasindaki interstisyel dokuda bag dokusu, sinirler,

kan ve lenfatik damarlar bulunmaktadir. Testikiiler kapillerler pencerelidir ve kan



proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce ge¢mesine miisaade ederler. Interstisyel
alandaki lenf damarlarinin olusturdugu yogun sebeke, bu organda alinan interstisyel sivi
ile lenf sivisinin birlesimindeki benzerligi agiklamaktadir. Bag dokusu cesitli tipte
hiicreler igerir. Bunlar arasinda fibroblast, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, Mast
hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Puberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale gelir,
bu yuvarlak ya da poligonal sekilli olan ve merkezi bir nukleusu ve kiigiik lipid
damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Steroid
salgilayan hiicre ozelliklerini gosteren bu hiicreler, testisin interstisyel ya da Leydig
hiicreleridir. Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu iretirler. Testosteron sentezi mitokondri ve diiz endoplazmik
retikulumda bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre organelleri arasi igbirligine bir

ornek olusturur.

Leydig hiicrelerinin hem aktiviteleri hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara
bagldir. Insanda hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon maternal
kandan fetusa geger ve androjenik hormonlari iireten bol miktardaki fetal testikiiler
interstisyel hiicreleri uyarir. Hormonlarin bulunmasi embriyonik farklilagmada erkek
genital organlarinin gelismesi icin gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreleri
hamileligin 18. haftasina kadar tamamen farklilasmis olarak kalirlar; bundan sonra
testesteron sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte gerilerler. Daha sonra gebelik
boyunca ve hipofizden sonra salinan liiteinize edici hormon (LH) uyarimi altinda
testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 prepubertal doneme kadar
dinlenmede kalirlar (22, 33).

4.3.4. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hiicreler diizenli olarak boliinen hiicrelerdir. Bu boéliinmeler
sonunda olgun spermlere farklilagirlar. Seminifer tiibiili doseyen spermatogenik
hiicreler, dort-sekiz katli tabaka iceren ¢ok katli epiteli olusturlar. Bu hiicreler bazalden
limene dogru; spermatogonyumlar, spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar
olarak dizilirler (Resim 1) (34, 35, 36).
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Resim 1. Seminifer Tiibiilin Genel Histolojik Yapis1. Interstisyel Alan (%), Leydig
Hiicresi (== ), Spermatogonyum («===) Spermatozoonlar (A) (H&E, X400).

4.3.5. Spermatogenez

Insan viicudundaki hiicresel farklanma olaylarindan biri, spermatogoniumdan
olgun spermiumun gelistigi silire¢ olan spermatogenezdir. Spermatogenez, testiste

seminifer tiibiillerde meydana gelir.
4.3.5.1. Spermatogonial Faz (Spermatositogenez)

Seminifer tiibiill bazal membrani iizerinde oturan spermatogoniumlar, kiigiik
diploid germ hiicreleridir, puberteye kadar boliinmezler. Pubertede spermatositogenez
baslar, spermatogoniumlar mitoz bdliinme ile cogalarak, yerlerine yeni gelecek
spermatogoniumlart  ve en nihayetinde primer spermatositleri  olusturur.
Spermatogoniumlar 3 tipe ayrilir. Birincisi koyu tip A spermatogoniumlardir. Bunlar
koyu bazofilik boyanan, oval heterokromatik niikleuslara sahip, kiiglik hiicrelerdir.
Seminifer epitelin kok ya da rezerv hiicreleri olarak degerlendirilirler. Diizensiz
araliklarla boliinerek, hem koyu tip A spermatogoniumlari, hem de agik tip A hiicreleri
meydana getirirler. Ikincisi acik tip A spermatogoniumlardir. Okromatik niikleuslarinin
soluk goriintiileri disinda, koyu tip A hiicrelerle ayn1 6zelliklere sahiptirler. Bunlar
testosteron etkisiyle mitoz boliinmeyle cogalirlar ve yeni agik tip A hiicreleri ve tip B

hiicreleri meydana getirirler. Ugiinciisii ise tip B spermatogoniumlardir. Oval yerine
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yuvarlak olan niikleuslar1 disinda acik tip A spermatogoniumlara benzerler. Mitozla

boliinerek primer spermatositleri meydana getirirler.
4.3.5.2. Spermatosit Faz1 (Mayoz)

Her bir primer spermatosit mayoz baslamadan énce DNA' larin1 replike ederler,
diploid kromozoma ve 4n miktarda DNA' ya sahip olur. Art arda gelen iki mayoz
boliinme, hem kromozom sayisinda, hem de DNA miktarinda azalma ile sonuglanir.
Birinci mayoz boliinme sonunda, 2n miktarinda DNA' ya ve haploid kromozom sayisina
sahip iki adet sekonder spermatosit olusur. ikinci mayoz béliinme ile her bir sekonder
spermatositten haploid (n) miktarda DNA' ya ve ayni miktarda kromozoma sahip iki
adet spermatid olusur. Dolayisiyla, iki mayoz sonunda, dort adet haploid spermatid

meydana gelir.

Oldukga kisa siire yasayan sekonder spermatositler, seminifer epitelde kolayca
izlenemez. Primer spermatositin yarist biiyiikliigiindeki bu hiicreler, 2n miktarda DNA'
ya sahiptir, kromozomlarini replike etmeden hemen ikinci mayoz boliinmeye girer. Her
bir sekonder spermatosit, her biri iki kromatide sahip 22 otozomal kromozomla, bir adet
X veya Y kromozomuna sahiptir. Ikinci mayoz bélinme tamamlandiginda, niikleer
membranlar yeniden olusur; bir sekonder spermatositten, her biri 22 adet tek zincirli

kromozoma ve n DNA miktarina sahip iki haploid spermatid meydana gelir.
4.3.5.3. Spermiyogenez

Spermatidler, hiicreler aras1 sitoplazmik kopriilerle birbirlerine baghdirlar.
Haploid spermatidler, olgun spermiumu meydana getirecek olan ve spermiyogenez
olarak adlandirilan bir farklanma siirecine girerler. Yogun bir yeniden yapilanma siireci

olan spermiyogenez dort donemden olusur.

1. Golgi Dénemi: Bu asamada, spermatidin graniillii endoplazmik retikulumunda
hidrolitik enzimler olusur, bunlar Golgi komplekslerinde modifiye olur ve kiigiik pre-
akrozomal graniiller olarak paketlenir. Glikoproteinden zengin olan bu graniiller
birbirleriyle birleserek akrozomal vezikiilii olusturur. Niikleus membrani ile iligkili olan
bu vezikiiliin yerlesimi, gelisen spermiumun 6n kutbunu belirler. Ayn1 zamanda bu
asamada, sentrioller jukstaniikleer bolgeden, akrozom vezikiiliiniin zit kutbuna, yani

spermatidin posterior kutbuna go¢ ederler. Sentriollerin biri, sperm kuyrugunun
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aksonemini olusturan dokuz periferik ve iki santral (9+2) mikrotiibiil olusumunu
baslatirken, digeri niikleus ile kuyrugu birlestiren baglanti pargasint meydana getirir.

Sentriollerin bu gogii, baska bir hiicre tipinde goriilmez.

2. Cep (Kep-sapka) Donemi: Bu asamada boyutu biiyiiyen akrozomal vezikiil,
niikleusun 6n yarisinin lizerine dogru akrozom adini alir. Akrozom, altindaki niikleer
membranla kismen iliskilidir, bu bdlgedeki membran normalde var olan niikleer

porlarii kaybeder ve kalinlasir.

3. Akrozom Doénemi: Nukleusun kromatini yogunlasir, niikleus yassilasir ve
spesifik seklini alir. Niikleus ve iizerindeki akrozom, iistteki plazma membraninin
hemen altina dogru hareket ederken, sitoplazma posterior tarafa dogru yer degistirir.
Mitokondriler sitoplazmanin arka kismina dogru hareket ederek, heliks seklinde
fibrilleri sarar. Spermium hareketi igin gercken enerjinin saglanmasinda mitokondriler
anahtar rol oynar. Bu bolge spermium kuyrugunun orta parcasidir. Orta parganin
distalinde iki longitudinal piramit ve ¢ok sayida baglanti biriminden olusan fibroz bir
kilif, esas par¢anin dokuz longitudinal fibrilini sarar ve hemen hemen kuyrugun sonuna
kadar uzanarak esas parcayr olusturur. Fibroz kilifin distalinde kalan kisa kuyruk

pargasi ise son parc¢a adin1 alir.

4. Olgunlasma Doénemi: Bu asama fazla sitoplazmay1 azaltmaya yonelik bir
islemdir. Sertoli hiicreleri fazla sitoplazmay: fagosite eder. Hiicreler arasi kopriiler, bu
fagosite edilen artik cisimlerde kalirlar. Dolayisiyla spermatidler artik birbirlerine bagli
degildirler. Farklilasma islemi sona eren spermiumun tiibiil liimenine salinmasi iglemine

spermiasyon ad1 verilir.
4.3.6. Seminifer Epitel Siklusu

Farklilasan spermatogenik hiicreler, seminifer epitel i¢inde rastgele dagilmazlar,
belli hiicre tipleri bir arada bulunurlar. Bu gruplasmalar, hiicreler arasindaki kopriiler
nedeni ile olusur. Biitiin farklilasma asamalari, seminifer tiibiilde belirli bir zamanda
meydana gelir (37). Insan ve siganlarda spermatogenez siireci ¢ok benzer olmasina
karsin bazi1 fakliliklar icermektedir. Erkek sicanlarda testislerin skrotuma inmesiyle
beraber ilk sperm tiretimi yaklasik 45. giinde baglar ancak optimum iiretim 75 giinde

gerceklesir (38). Insanda spermatogenezin alt1 asamada gergeklestigi ve yaklasik 74 giin
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stirdligli goriliirken siganlarda spermatogenez siireci yaklasik olarak 53 giin siirer (37,
39). Siganlarda her bir tiibiiliin uzunlugu boyunca farkli asamalar bir diizen igerisinde
art arda izlenebilir. Ancak insanlarda tiibiil duvar1 boyunca her bir bolge farkli
asamalarda olabilir, yani alinacak enine bir kesitte ayn tiibiil i¢cinde degisik asamalara
rastlamak miimkiindiir (37). insanlarda her spermatogenez siklusu 12-16 giin alirken,
sicanlarda ise spermatogenez 15. giinde baslamasina ragmen sperm iiretimi 45 giinde

baslar ve her siklus yaklasik olarak 12 giin siirer (37, 40, 41).
4.4. Apoptoz

Onemli morfogenetik islemlerden biri olan, viicut islevleri ve saglik igin en az
hiicre ¢ogalmasi1 kadar énemli olan programli hiicre dliimiine apoptoz denir (22, 42).
Apoptoz hiicrenin hayat ¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini,
organizmada hasar gormiis veya organizma i¢in tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok
edilmesinde ve hiicre DNA' sinda meydana gelen mutasyonlar kanser hiicrelerinin
olusumuna neden olabilecegi i¢in bu hasarli hiicrelerin programli olarak dldiiriilmesinde
gorev alir (42). Apoptoz ilk defa, gelisen embriyoda kesfedilmistir. Embriyonun
sekillenmesi (morfogenez) ig¢in programli hiicre 6liimii temel bir olaydir (22). Apoptoz

olay1 embriyonik agsamada kalmayip ergin asamasinda da devam etmektedir (42).

Apoptozda, hiicre ve g¢ekirdegi, hacmini kiigiilterek yogunlasmaya baslar, hiicre
biiziiliir, hiicre yiizeyinde kabarciklar olusur ve DNA' da kopmalar meydana gelir (22,
42). Memelilerde T ve B lenfositlerde apoptoz olay1 goriilmektedir. Programli hiicre
Olimii kanser, AIDS, immiin hastaliklar ve merkezi sinir sisteminin dejeneratif

hastaliklarinda rol oynayabilir.

Apoptotik hiicreler genellikle mononiikleer fagositik sistem hiicrelerince fagosite
edilirler (42). Apoptoz sirasinda sitoplazmik biiyiik vezikiiller (kabarciklar) olusur ve
bunlar hiicre yiizeyinden ayrilirlar. Bu ayrilmis parcalar plazma zar ile g¢evrilidir;
boylece tiim hiicre kalintilari, baslica makrofajlar tarafindan kolayca yutulurlar ya da
fagosite edilirler. Bununla birlikte, apoptotik parcalar makrofajda yangi olayini

baslatacak molekiiller tiretilmesine neden olmazlar (22).

Apoptoz mekanizmalarinda meydana gelen sapmalarin kanser olusumuna yol

actig1 yapilan bilimsel ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Apoptoz ayn1 zamanda kanserli,
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enfekte olmus ve yaslanmig hiicrelerin viicuttan atilmasini saglayan ve saglikli bir

yasam i¢in gerekli olan bir islemdir (42).

Apoptoz mekanizmalart hakkinda belirli bir genetik kontrol altinda gergeklesen

programli hiicre 6liimii ile ilgili olarak birkag mekanizma agiklanmistir.

1. Kaspazlar aracili1 ile hiicre 6liimii
2. Oliim sinyalleri aracilig1 ile hiicre 6liimii
3. Kaspaz aktivitesi olmadan hiicre 6liimii

4. Apoptozda gorev yapan diger proteinler (43).
4.4.1. Germ Hiicrelerinde Apoptoz

Spermatogenezde birgok tiirde ortak olan bir Ozellik, germ hiicrelerinin
cogunlugunun farkli gelisim asamalarinda, apoptoz yoluyla O6limidiir. Germ
hiicrelerinin yasamasi ya da olmesi, son derece kompleks bir sinyal agi tarafindan
belirlenir. Bcl-2 ailesinde yer alan proteinler, germ hiicresi homeostazisi i¢in yasamsal
olan bir sinyal yolunu olusturur. Bu ailenin baz iiyeleri (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 ve
A1) hiicrenin yagsamasi yoniinde sinyal iletirken, diger bazi iiyeleri (Bax, Bak ve Bim)
ise ters uyariy1 yapar. Apoptoz, germ hiicrelerinin sayisinin ve Sertoli hiicreleri ile
aralarindaki oranin belirlenmesinde ¢ok onemli bir faktordiir. Hiicrelerin ne kadarinin
apoptoz yoluyla Oliime gittikleri tam olarak belli degildir. Herhangi bir asamada
gelisimlerini tamamlayamayan veya hasar goren germ hiicreleri de selektif olarak
apoptozla yok edilir. Radyasyon, toksik maddeler, gonodotropin salgilatici hormon

(GnRH) antogonisti ile yapilan tedaviler, 1s1 ve stres apoptozu hizlandirabilir (37).
4.5. Metotreksat
4.5.1. Etki Mekanizmasi

[k olarak 1948 yilinda ¢ocuklarda akut 16semi tedavisinde kullanilan Metotreksat
(MTX), bir folik asit antagonistidir (44). Hiicre bdliinmesini inhibe etmesi nedeni ile
kanser tedavisinde uzun zamandan beri kullanilan kemoterapétik bir ilagtir (45). MTX,
40 yil1 askin siiredir 16semiler, solid tiimdrler, psoriasis, sarkoidoz, inflamatuar bagirsak
hastaliklar1, vaskulit, romatoid artrit ve diger bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de

kullanilir. S fazindaki hiicreleri etkileyen MTX dihidrofolat analogudur. MTX geri
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doniisiimsiiz olarak, hiicre replikasyonunda anahtar enzim olan dihidrofolat rediiktazi
inhibe eder. Buna bagli olarak piirin ve pirimidin yapiminda gerekli tetrahidrofolat
sentezi inhibe olur. Apoptozla sonuglanan DNA defektleri, piirin ve pirimidin sentezinin

inhibe edilmesi ile olusur (46, 47, 48). MTX' in kimyasal yapis1 asagidaki gibidir:

N N
HaN
F [ j COzM
: O H (CHjy)
N N/ CHa g N gl
CH,- N C—N- CH-COzH
NH,

Sekil 1. Metotreksat' in Kimyasal Yapisi (2).
4.5.2. Yan Etkileri ve Toksititesi

Sitotoksik ilaglar yalniz kanser hiicelerine karsi degil, malign ve saglikli biitiin
hizli béliinen hiicreleri de etkilerler. Bu nedenle de yaygin toksik etkiler igerirler (49).
MTX toksisitesinin mekanizmasi hala tam anlasilamamistir. Ancak bazi yan etkiler;
plrin, pirimidin, poliamin ve folik asid gibi metabolik yollarin bozukluklari ile
dogrudan iliskilendirilmistir. Kremer ve ark. ilk kez romatoid artritli karaciger
biyopsisinde MTX poliglutamatlarinin birikmesine, folik asid eksikliginin eslik ettigini
gostermistir (50).

Metotreksat tedavisi esnasinda ortaya g¢ikan toksik etkinin siddeti degiskenlik
gostermektedir.  Bulanti, kusma, alopesi, dermatit, interstisyel pndémoni,
transaminazlarda ylikselme ve stomatit gibi istenmeyen etkilerin 6zellikle dozla iliskili
oldugu bildirilmistir (51-55). MTX' in uzun siire kullanimlar1 ile hepatotoksisite,
nefrotoksisite, pulmoner infiltrasyon ve fibrozise yol a¢tig1 goriilmektedir (56). MTX’in
hepatotoksisite ve nefrotoksisite ile ilgili mekanizmasi konusunda en ¢ok deginilen

konu oksidatif stres (glutatyon seviyelerinin azalmasi) olmustur (8).

Ureme sistemi hasari ile ilgili oligospermi ve menstruel bozukluklar, oogenez ve
spermatogenezde defektler, diisiikk ve teratojenite gibi yan etkileri bildirilmistir (4, 55).
Kemoterapi sonucu artan serbest radikaller testis dokusunda hasara neden olup,
spermatogenezi olumsuz etkilemektedir (57). Modi ve arkadaslarinin yapms oldugu bir

calisgmada MTX' in insan gonadlarinda apoptoza neden oldugu bildirilmistir (58). MTX'
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in testikiiler toksisiteye etkisi dogrudan olabildigi gibi oksidatif stresle de indiiklenebilir
(59).

4.6. E Vitamini

E vitamini yagda eriyen, tokoferol ve tokrienol tiirevlerini kapsayan, zincir kirici
antioksidan etkili bir vitamindir (60). E vitamininin ilk izole edilme tarihi 1936
yilindadir (61). E vitamininin aktif olan biyolojik sekline tokoferol denir ve 8 adet dogal
olarak bulunan tokoferol vardir. Bunlarin igerisinde en yaygin olan1 a-tokoferoldiir (60).
Alfa tokoferol antioksidanlardan biridir ve reaktif oksijen partikiillerinin meydana
getirdigi hasarlar1 6nlemek icin viicut tarafindan gelistirilen antioksidan savunma

sistemlerinde gorev alir (62, 63). E vitamininin kimyasal yapist asagidaki gibidir:

CH,
HO ?H, (IZH, /CH,
H,—CH,—CH,—CH—H,—CH,—CH,—CH—CH,—CH,—CH,—CH
H,C/ g CH, \CH,

CH,

Sekil 2. E Vitamininin Molekiiler Yapisi

Alfa-tokoferol oksijeni baglayarak olusabilecek hasarlarin Oniine gecer. Serbest
oksijen radikallerinin etkisiyle meydana gelen lipid peroksidasyonunun nétralize
edilmesinde E vitamini en etkili rolii oynar (64). Kanseri 6nleyici etkisinin yaninda,
DNA sentezinde rolii oldugu ve bagisiklik sistemi iizerinde etkili oldugu saptanmistir

(65).

Alfa-tokoferol anne siitiinde olduk¢a fazladir. Ozellikle doymamus bitkisel
yaglarda, yesil sebze ve meyvelerde, findik, ceviz ve bademde zengin olarak

bulunmaktadir (76).

Ince bagirsaklarin iist kismindan emilen E vitamini, lenf igerisinde silomikronlarla

tasinir (65). En ¢ok yag dokusunda olmak iizere tiim dokularda depolanir (67).

Gilnliik E vitamini ihtiyacinin 10-12 mg oldugu ve ¢esitli hastaliklarda 50-100
mg' dan 4000 mg' a kadar olan dozlarin tedavilerde kullanildig1 bilinmektedir (64). E

vitamini yetersizliginde si¢anlarda karaciger nekrozuna ve bagisiklik sisteminin 6nemli
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derecede etkilenmesine sebep oldugu bilinmektedir. E vitamininin ¢ogu enfeksiyona

kars1 direnci arttirdigr bilinmektedir (65).
4.7. Akim Sitometri

Doksanli yillarin tip diinyasina kazandirdigi, tibbin vazgegilmez bir parcasi haline
gelen lazer teknolojisi tedavinin yaninda, diagnoz ve prognoz alanlarinda da

hizmetimize girdi.

Akim sitometri, tek bir hiicrenin birgok 6zelliklerinin ayni anda 6lgiimiine izin
veren bir teknolojidir. Bu dlgiimler hareket eden bir sivi akiminda (sanayide 500-4000
hiicre hizla) yapilir. Floresan mikroskobuna gore ¢ok daha hizli, hassas ve kalitatif cok
parametreli analizler elde edilmesini saglar. Genel olarak "Modern bir akim sitometri
birka¢ dalga boyu iizerinde reaksiyonlari analiz edebilme kabiliyetine sahip bir

spektrum analizoriidiir." denilebilir.
Akim sitometri bir hiicre hakkinda su tiir bilgileri verebilir:

1. Relatif biiytiklik
2. Relatif graniilarite

3. Relatif floresan yogunlugu.

Hiicrelerin kabiliyetine gore optik-elektronik baglama sistemi kullanan akim

sitometri hiicrenin merceklenen lazer 1s181n1n etkilesimini kaydeder:

1. Diisen 15181n yansitmasi

2. Floresan yayma

Hiicrenin 15181 yaymasi hiicre ebadi, i¢ yapisi ve piiriizliiliigi ile yakindan ilgilidir.
Floresan yogunlugu ise hedef antijenin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Daha fazla

floresan daha fazla hiicre demektir.

Modern akim sitometrilerde 151k kaynagi lazer 1511, akiskanlar hiicre 6zelliklerini
bozmayan izotonik sivilar, optik elemanlar yansitict ve alici dedektorler, bilgi islem
merkezi ise bilgisayarlardir. Lazer 1sinmin akiskan sivi ile kesistigi yer olan akis
kamerast 6zel quartz' dan yapilmistir. Elektronik 6lgmenin ana temeli lazer 15181 ile

etkilesime giren hiicreden ortaya c¢ikan uyarilardir. Biitiin uyarilar lazer 1sinindan gegen
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bir partikiiliin saniye saniye hikayesidir. Uyarinin yiiksekligi lazer 1simnina engel olan
hiicreden elde edilen maksimum sinyaldir. Bu sinyaller analogdan bilgisayarin

kullanabilecegi bir sekile yani dijitale gevirilir.

Kanserli hiicre tanisinda, AIDS hastalarinin kaninda CD4 lenfosit seviyesinin
izlenmesinde, DNA analizinde, hiicre yiizey markerlar1 analizinde akim sitometri

kullanilir (68).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Deneysel Calisma Plam
5.1.1. Etik Kurul Onay1 ve Deney Hayvanlarinin Temini

Calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi (KTU), Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi ve ¢aligmaya bu siirecten sonra baslandi (Tarih:
18.12.2013, Sayi: 700). Calismada kullanilan siganlar KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Arastirma Merkezi’ nden saglandi. Calismada, 200-250 gr agirliginda Spraque dawley
cinsi 32 adet erigkin erkek sigan kullanildi. Calisma siiresince siganlarin bakimi,
beslenmesi, barmmmas1 ve deney siiresince takibi igin KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Aragtirma Merkezi’ nde bulunan odalar kullanildi. Calismada kullanilan siganlarin
tamami Cerrahi Aragtirma Merkezi’ nden saglandigi i¢in, deney sirasinda sigcanlarda

cevresel degisikliklerden kaynaklanan stres veya uyum problemi yaganmadi.
5.1.2. Sicanlarin Calisma Siiresince Bakimi ve Laboratuvar Sartlar

Sicanlar calisma siiresince, her zamanki beslenme ve barinma kosullarinda
bulundular. Deney siiresi boyunca laboratuvardaki sicaklik ortalama 22 + 2 °C, nisbi
nem ortalama %350 + 5 olarak tutuldu. Sicanlarin bulundugu ortama 12 saat aydinlik 12
saat karanlik olacak sekilde aydinlatma kosullar1 saglandi. Sicanlara igme suyu olarak,
cerahi arastirma merkezinde normal sartlarda da kullanilan ¢esme suyu verildi ve
standart sigan yemi ile beslendi, herhangi ilave bir besin kullanilmadi. Calisma

sliresince siganlarin barinmasinda standart Tip III kafesler kullanildi (Resim 2).

Resim 2. A ve B, Deney Hayvanlarinin Barinmasinda Kullanilan Tip III Kafesler.
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5.1.3. Calisma Gruplar

Calisma dort gruptan olusturuldu ve her bir grupta esit sayida olacak sekilde
sicanlar rastgele olarak gruplara ayrildi. Gruplarin 6zellikleri ve caligma sirasinda

gruplardaki siganlara uygulanan islemler Tablo 1’ de verilmistir.

1. Grup: Kontrol grubu sicanlar (n=8): Bu gruptaki siganlara deney siiresi (5
giin) boyunca intraperitonal (i. p.) olarak serum fizyolojik verilip ¢alisma siiresince

kendi kafeslerinde serbestce beslenmeleri saglandi.

2. Grup: MTX grubu si¢anlar (n=8): Bu gruptaki sicanlara sadece deneyin ilk
giinii 20 mg/kg MTX i.p. olarak uyguland.

3. Grup: E vitamini grubu sicanlar (n=8): Bu gruptaki siganlara 5 giin boyunca
100 mg/kg E vitamini i.p. olarak verildi.

4. Grup: MTX+E vitamini grubu sicanlar (n=8): Bu gruptaki si¢anlara
calismanin ilk giinii 20 mg/kg MTX 1i.p. olarak uygulandi ve deney siiresince ilk glinde
dahil olmak iizere 100 mg/kg E vitamini i.p. olarak uygulandu.

Tablo 1. Calisma Gruplar ve Ozellikler

Gruplar Uygulama gz;fslf
1. Grup (Kontrol Grubu) 5 giin boyunca sadece serum fizyolojik verildi. 8
2. Grup (MTX Grubu) Sadece galismanin ilk giinii 20 mg/kg MTX i.p. uygulandi. 8
3. Grup (E Vitamini Grubu) 5 giin boyunca 100 mg/kg E vitamini i.p. verildi. 8
4. Grup (MTX+E Vitamini Sadece c¢alismanin ilk giinii 20 mg/kg MTX (i.p.) ve 5
Grubu) giin boyunca 100 mg/kg E vitamini(i.p.) uygulandi 8

Calismanin deney asamasi ve dokularin elde edilmesi iglemlerinin tiimii KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde Ozel olarak hazirlanmis hayvan takip ve
cerrahi miidahale odalarinda gergeklestirildi. Uygulamalar her giin ayni saatler arasinda
(saat 11.00-12.00 arasinda) yapildi. Deney siiresinin bitiminde (5 giin sonunda) siganlar

kansizlastirma yontemi ile sakrifiye edildi.
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5.1.4. Testis Dokularmmin Elde Edilmesi

Tim siganlar deney siiresinin bitiminde (5 giin sonunda) anestezi altindayken
kansizlastirma yontemi ile sakrifiye edilerek steril sartlar altinda testisler ¢ikarildi
(Resim 3). Trimlenerek etrafindaki dokularindan iyice temizlenen testisler hassas
terazide tartildi. Veriler alindiktan sonra, sag testisler vertikal olarak ikiye boliindii ve

testislerin yarisi histolojik incelemeler i¢in Bouin soliisyonu tespitine alindi.

Resim 3. Testislerin Cikarilmasi (A). Testisin Makroskopik Gortiniimii (B).

5.1.5. Bouin Fiksatifinin Hazirlamis1

Bouin fiksatifini hazirlamak icin 6nce doymus pikrik asit ¢ozeltisi (75 mL)
formaldehit (%37, 75 mL) ile iyice karistirildi, sonra iizerine yavasca glasiyal asetik asit

(5 mL) eklenerek tekrar karistirildi (69).

Bouin fiksatifine alinan testisler 18 saat 151k almayan kuru ortam ve oda
sicakliginda saklanip sirasiyla sudan uzaklagtirma, seffaflastirma ve parafinden

gecirilme islemlerinden sonra blok haline getirildi.
Doku takibi asamasinda asagidaki islemler uygulandi:

1. % 70 lik alkol 1 giin
2. % 90’lik alkol 1 glin
3. % 96’lik alkol 1 giin
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. % 100’liik alkol 1 glin
. % 100’1k alkol 1 saat
. Ksilen 5 dakika (3 kez)

N O Wn B

. Dokular eritilmis parafin icerisinde dnce 58 °C’ lik etiivde ii¢ kez 15 dakika,
sonrasinda ise 2 saat bekletildi.

8. Dokular oda sicakliginda bloklandi.
5.1.6. Kesitlerin Alinmasi

Kesitler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarindaki mevcut mikrotom ile alindi. Dokuya kadar 20pum’ lik kesitler alinarak
dokunun parafini atildi. Dokuya ulasildiginda 5 um’ lik kesitler alindi. Kesitler benmari
icindeki 45 °C’ lik sicak su iizerine koyularak kirigikliklarin agilmasi saglandi ve lam

lizerine yerlestirildi.
5.1.7. Kesitlerin Hematoksilen ve Eozin (H.E) ile Boyanmasi

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

etlivde iyice eritildi ve sirasiyla asagidaki igslemler uygulandi:

1. Ksilen 5 dakika
2. Ksilen 5 dakika
3. %100’liik alkol 5 dakika
4. %96’lik alkol 5 dakika
5. %70’lik alkol 5 dakika
6. Distile su 2-3 dakika
7. Hematoksilen 35 saniye
8. Musluk suyu 5 dakika
9. Asitalkol 1 kez batirilip ¢ikartildi
10. Distile su 1 dakika
11. Amonyakli su 10 saniye
12. Distile su 1 dakika
13. Eozin 30 saniye
14. Distile su 1 dakika
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15. % 70’lik alkol 5 dakika

16. % 96’11k alkol 5 dakika
17. %100’ lik alkol 5 dakika
18. Ksilen 5 dakika
19. Ksilen 5 dakika

20. Entellan ile kapatma.

Hazirlanan preparatlarda seminifer tiiblil ¢api, germinal epitel kalinligi ve
liimende olgunlagsmamis germinal hiicrelerin goriildiigi tiibiil sayist Olympus DP 71
(Japan) kamerali 151k mikroskopunda (IM) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging
Solution, Germany) programi kullanilarak hesaplandi. Seminifer tiibiildeki
spermatogenetik hiicreler ve interstisyel alan Olympus BX51 (Japan) fotomikroskoplu

IM’de incelendi ve resimler dijital ortama aktarildi.

Testis seminifer tiibiiliinde hasar degerlendirmesi i¢in Johnsen skorlama sistemi

kullanild1 (70, 71).
Johnsen skorlama sistemi (70)

10 : Germinal epitel ¢ok sirali, ¢ok sayida spermatozoa var

: Germinal epitelyum disorganize ve limene dogru yi1gilma, spermatozoa var
: Germinal epitel ¢ok sirali ancak liimende 10'dan az spermatozoa var

: Spermatozoa yok, ¢cok sayida spermatid var

: Spermatozoa yok, spermatid 10'dan az

: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var

: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5'den az

: Germ hiicre olarak sadece spermatogonia var

: Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

N W s 01O N O ©

: Seminifer tiibiil i¢inde hig¢ hiicre yok
5.2. Immiinohistokimyasal islemler ve Analizler

Testisteki apoptozu degerlendirmek i¢cin TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay) teknigi kullanilarak
seminifer tiibiil germinal hiicrelerinde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi. Nekroz

alanlar1 bulunmayan, homojen boyanmis kahverengi nukleuslu TUNEL (+) hiicreler
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apoptotik hiicre olarak degerlendirildi. Her testiste en az 10 seminifer tiibiillde TUNEL

(+) hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayis1 bakilip Apoptotik yiizde (Al= TUNEL (+) hiicre

sayis1 / toplam hiicre sayis1 x 100) hesaplandi (72).

5.2.1. TUNEL Boyama

TUNEL teknigi icin In situ cell death detection kit, POD kiti kullanildi. Lam

tizerine alinan 5 W’ luk kesitler 1 saat 60 °C’ lik etiivde bekletildikten sonra asagidaki

islemlerden gegirildi.

© 0o N o g bk~ w D

[ S R
N B O

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Oda 1s1sinda 3x5 dk ksilende inkiibe edildi.
%100 etanol 2x5 dk

%95 etanol 2x5 dk

%70 etanol 2x5dk

Distile su ile yikanir.

Oda 1s1s1nda 20 pg/ml Proteinase K 15 dk
PBS (Phosphate Buffer Solution)’de yikanir.
%3 H20,’de 15 dk

Distile su ile yikanir.

. PBS’de 2x5 dk
. Oda 1s1sinda Large Volume UV (Ultraviyole 151n) block 10 dk
.75 pg Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 ul TdT/dUTP

karisimi ile dokular kaplanir, 37 °C’lik etiivde 1,5 saat nemli ortamda tutulur.
PBS’de yikanir.

100 p converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde kaplanir ve 37 °C’lik
etlivde inkiibe edilir.

PBS’de 3x5 yikanur.

100 ul DAP ile 5 dk karanlikta oda 1sisinda beklenir.

Distile suda 1x2 kez yikanir.

Hematoksilen ile 15 sn boyanir ve ¢esme suyu ile yikanir.

%70 etanol 2x5dk

%95 etanol 2x5 dk

%100 etanol 2x5 dk

Ksilen 2x5 dk
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23. Kurutulup entellan ile kapatilir.
5.3. Akim Sitometrik Analiz

Parafin bloklardan elde edilen doku 6rnekleri mekanik ve enzimatik pargalama
yontemi kullanilarak PBS tamponu ile siispansiyon haline getirildikten sonra akim
sitometrik incelemesi yapilmigtir. Coultur Epics Elite Akim Sitometri cihazinda
Multicycle AV Hiicre Analiz Programi ile her bir 6rnekten en az 5 000 hiicre sayilarak

veriler elde edildi.
5.4. istatiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social Sciences
version 13.1, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi ve Microsoft“Excel (for windows
XP) kullanildi. Her bir gruba ait sayisal veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak
verildi ve Kruskal Wallis varyans analizi ile Kkarsilastirildi. Tim sonuglarin

karsilagtiritlmasinda p<0.05 olasilik degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Testis Agirhiklarina ait Bulgular

Deney gruplarina ait si¢anlarin testis agirliklarinin karsilastirilmas: Tablo 2° de
verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda tiim gruplarin (Kontrol, MTX, E
Vitamini, MTX+E Vitamini Gruplar1) testis agirliklar1 arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi (One Way ANOVA, p=0.63).

Tablo 2. Deney Gruplarinin Testis Agirligina Ait Ortalama ve Standart Sapmalar

Gruplar Testis Agirhiklar: (gr)*
Kontrol Grubu (n:8) 1.3125 £0.1246
MTX Grubu (n:8) 1.2625 £0.1598
E Vitamini Grubu (n:8) 1.2250 +0.1388
MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 1.3000 + 0.1603

*: Tum gruplar i¢in testis agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi
(p=0.63).

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

Deney gruplarina ait seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalinligina ait 6lgiim
sonuglar1 Tablo 3’ te verilmistir. Germinal epitel kalinligindan elde edilen istatistiksel
sonuglara gore; kontrol grubundan elde edilen sonuglar E vitamini grubu hari¢ diger
tim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmaktadir. E vitamini grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Tukey HSD,
p=0.615). MTX grubu ile MTX+E Vitamini gruplarindan elde edilen sonuglar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tukey HSD, p= 0.143). MTX
grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma olmustur (Tukey HSD,

p<0.001)

Seminifer tiibiil ¢apindan elde edilen istatistiksel sonuglara gére; MTX grubundan
elde edilen sonuglar diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmaktadir. Kontrol grubu ile hem E vitamini grubu hem de MTX+E Vitamini
gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tamhane, E vitamini

grubu i¢in p=0.996, MTX+E Vitamini grubu i¢in p=0.377). MTX+E vitamini
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grubundan elde edilen sonuglar MTX grubuna gore anlamli sekilde artmaktadir

(Tamhane Testi, p<0.05).

Tablo 3. Deney Gruplarma Ait Morfometrik Olgiimlerin Ortalama ve Standart Sapma

Degerleri
Gruplar Seminifer Tiibiil Cap1 (nm) Germinal Epitel Kalinhigi (um)
Kontrol Grubu (n:8) 271.81+2.79 82.31+£2.72
MTX Grubu (n:8) 242.03* +10.45 64.33* +5.51
E Vitamini Grubu (n:8) 271.15+2.00 79.45+3.39
MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 264.79 +9.37 69.49%*% £ 6.11
a: lzgl;é(ogsgubundaki degerler diger tim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmustir

b MTX+E Vitamini grubundaki degerler MTX grubuna gére anlamli derecede artmustir (p<<0.05).
*: MTX grubundaki degerler kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmigtir

(p<0.001).
**: MTX grubu ile MTX+E Vitamini grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

6.3. Johnsen Skorlama Sonuclari

Deney gruplarinin testis hasar degerlendirmesi Johnsen Skorlama Sistemi ile
belirlendi. Sonuclar Tablo 4’ te verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore
tim gruplar icinde en yiiksek sonu¢ kontrol grubundan elde edilmistir. Kontrol
grubunun sonuglart MTX ve MTX+E vitamini gruplarindan istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha yiiksektir (Her ikisi i¢in p<0.001, Tamhane Testi). Kontrol grubu ile E
vitamini grubu arasindaki fark anlamli bulunmamistir. MTX+E vitamini grubu MTX
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.05, Tamhane
Testi).

Tablo 4. Calisma Gruplarina Ait Johnsen Skorlama Sistemi Degerlendirme Sonuglari

(p<0.05).
Gruplar Jhonsen Skorlama Sonuglari
Kontrol Grubu (n:8) 9.22+0.18
MTX Grubu (n:8) 7.42 *+0.46
E Vitamini Grubu (n:8) 9.07+0.18
MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 8.30 **+ (.26

*: MTX grubunda ki hasar diger tiim gruplara goére anlamli derecede artt1 (p<0.05).
** MTX+E Vitamini grubunun hasart MTX grubuna gore anlamli sekilde azalmistir (p<0.05).
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6.4. Akim Sitometrik Degerlendirme

Tiim gruplarda akim sitometrik analizle hiicre siklusuna ait Go/G1, S, G,/M faz
degerlerine % cinsinden bakildi. MTX grubundan elde edilen sonuglara gore S ve Go/M
faz degerlerinin kontrol grubuna gore arttig1 izlendi. MTX+ E vitamini grubundan elde
edilen sonuglar MTX grubu ile kiyaslandiginda ise S ve G»/M faz degerlerinde azalma

izlendi.

Tablo 5. Calisma Gruplarina Ait Akim Sitometrik Degerlendirme Sonuglari

Faz Degerleri (%)
Gruplar
Gy/G; Faza S Faz G,/M Fazi
Kontrol Grubu (n:8) 98.5 0.8 0.7
MTX Grubu (n:8) 93.4 35 3.1*
E Vitamini Grubu (n:8) 98.4 0.9 0.7
MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 96.8 1.8 1.4 **

*: MTX grubuna ait yiizde cinsinden S ve G,/M faz degerlerinin kontrol grubuna gore arttigi izlendi.

**. MTX+E vitamini grubuna ait yiizde cinsinden S ve G,/M faz degerlerinin MTX grubuna goére
azaldigi izlendi.

6.5. Histopatolojik Degerlendirmeler

Testis dokusunu histopatolojik olarak inceledigimizde; kontrol grubu si¢anlarda,
seminifer tiibiiller icindeki spermatogenik seriye ait germinal hiicrelerin normal
dongiide seyrettigi, interstisyel alan dokusunun biitiinliigiinii korudugu ve Leydig
hiicreleri normal gozlendi (Resim 4). MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin liimenine
fazla sayida immatiir germinal hiicrelerin dokiildiigii, bazal membranda agilmalar,
intertiibiiler alanda 6dem ve germinal epitelde yer yer vakuolizasyon oldugu gozlendi
(Resim 5). MTX+E vitamini grubundaki seminifer tiibiillerde Sertoli hiicresi ve
spermatogonyum arasindaki agilmalarin ve vakuolizasyonun belirgin derecede azaldig,
spermatogenik hiicrelerin yapisinin ve germinal epitelin biitlinliigiiniin korundugu
izlendi (Resim 5). E vitamini grubundaki seminifer tiibiiller kontrol grubuna benzer
sekilde spermatogenik hiicre dongiisiiniin normal bi¢imde seyrettigi, tiibiil yapist
biitiinliigliniin korundugu ve intertiibiiler alan biitiinliigliniin yine korundugu izlendi

(Resim 4).
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Resim 4. Kontrol (A) ve E Vitamini (B) Gruplarina Ait Testis Dokulari. Kontrol
Grubuna Ait Normal Yapidaki Testis Dokusunda Seminifer Tibiiller (%) ve
Aralarindaki Interstisyel Doku ( A ) Gériilmektedir (H&E, X400).

Resim 5. MTX (A) ve MTX+E (B) Vitamini Gruplarina Ait Testis Dokulari. Seminifer
Tiibiilde Vakuoller (%) ve Liimene Dokiilen Olgunlasmamis Germ Hiicreleri
(=) Dikkat Cekmektedir (H&E, X400).

Deney gruplar testis dokularinda TUNEL teknigi ile degerlendirilen Al Tablo 5,
Resim 6, 7, 8 ve 9’ da verildi ve bu degerlendirmeye gore; elde edilen sonuglara gore

tiim gruplar i¢inde en yiiksek Al (%) degeri MTX grubundan, en diisiik Al degeri ise
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kontrol grubundan elde edilmistir. Kontrol grubu ile MTX ve MTZ+E Vitamini gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde fark vardir. MTX grubuna gére MTX+E
Vitamini grubunun Al degerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig goriilmiistiir
(Tamhane Testi, p<0.001).

Tablo 6. Calisma Gruplarma Ait Apoptotik Indeks Degerlendirme Sonuglari

Gruplar Apopitotik indeks (%)
Kontrol Grubu (n:8) 2.01+0.29
MTX Grubu (n:8) 16.92* +1.97
E Vitamini Grubu (n:8) 3.09+0.32
MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 9.89 **+ 1.01

*: MTX grubundan elde edilen deger diger gruplara gére anlamli derecede artmustir (p<<0.05).

**: MTX+E Vitamini grubundan elde edilen deger MTX grubuna goére anlamli derecede azalmistir
(p<0.001).

Resim 6. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusunda Go6zlenen TUNEL (+) Hiicreler (A)
(TUNEL, X400).
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Resim 7. E Vitamini Grubuna Ait Testis Dokusunda Gozlenen TUNEL (+) Hiicreler
(A) (TUNEL, X400).

Resim 8. MTX Grubuna Ait Testis Dokusunda Gozlenen TUNEL (+) Hiicreler (A)
(TUNEL, X400).
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Resim 9. MTX+ E Vitamini Grubuna Ait Testis Dokusunda Gozlenen TUNEL (+)
Hiicreler (A) (TUNEL, X400).
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7. TARTISMA ve SONUC

Folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX), kanser tedavileri icin yiiksek, bazi
otoimmiin hastaliklar i¢in ise diisiik dozlarda kullanilan antimetabolit ve kemoterapotik
bir ajandir (73, 74). Kan ve solid organ malignensilerinde, dermatolojik ve romatolojik

hastaliklarda, ektopik gebelik sonlandirilmasinda yaygin bir sekilde kullanilir (73).

MTX, germ hiicreleri toksisitesi de dahil olmak {izere ¢esitli yan etkilere sahiptir
(75). Bu yan etkileri arasinda hepatotoksisite, 16kopeni, trombositopeni, megaloblastik
anemi, pansitopeni, akut pndomoni, yavas ilerleyen pulmoner fibrozis, malignensi
gelisimi (Ozellikle lenfoma), immiinosiipresyona bagli infeksiyonlar, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve teratojenite bulunmaktadir (76). MTX" in gastrointestinal, hematolojik ve
sinir sistemi lizerine toksisitesi daha dnce belirlenmistir. Bunlara ek olarak, oogenez,

spermatogenez ve dogurganlik {izerine de zararli etkilere sahiptir (59).

MTX, yiiksek dozlarda timidilat sentetazi inhibe eder ve en karakterize toksik
etkisi DNA sentezini engellemesidir (77, 78). Diisiik konsantrasyonlarda bile oksidatif
stresi ve kaspaz-3 seviyelerini arttirdigi igin apoptoz indiiksiyonunu tetikledigi
belirtilmistir (74). Kemoterapdtik maddelerin p53 geni aktive mekanizmasini etkiledigi
ve apoptozu indiikledigi ayrica bilinmektedir (79). MTX kaynakli organ toksisitesinin
oksidatif stres sonucu olustugu diisiiniilmektedir ve tek bir doz MTX uygulamasinin

sigan testisinde oksidatif stres olusumuna neden oldugu belirtilmistir (59).

Antioksidanlar hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu hasara karsi
koruyucu mekanizmalardir ve serbest radikalleri temizleyerek DNA ile etkilesimini
onlerler (80, 81). E vitamini yagda ¢oziinebilen, biyolojik membranlar i¢inde yer alan,
oksidatif stresi inhibe eden, membranlarda siiperoksit ve lipit peroksitlerin aktvitelerini
azaltan dogal bir antioksidandir (11-13, 82). Yapilan c¢alismalarda E vitamininin sperm
hiicrelerini lipit peroksidasyonundan ve oksidatif stresten koruyan bir antioksidan
oldugu bildirilmistir (83).

Spermatogenik hiicreler, ozellikle spermatositler toksik ajanlara karsi ¢ok
duyarlidir. Beslenme bozukluklari, sistemik hastaliklar, yaygim ya da lokal

infeksiyonlar, genetik bozukluklar, antimetabolitler ve kemoterapotik ilaglar
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spermatogenezi etkileyen faktorler arasinda sayilabilir. Bu ajanlar sperm {iretimini

azaltirlar, kromozomal ve morfolojik anomalilere yol agabilirler (37).

Bizde bu c¢alismamizda MTX uygulandiktan sonra kisa siireli (5 giin) verilen E
vitamininin testisler iizerinde herhangi bir koruyucu etkisinin olup olmadiginin

arastirilmasini amacladik.

Calismamizda tiim gruplarin testis agirliklar1 karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.63). Bu y6niiyle bulgularimiz Padmanabhan ve
arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismay1 destekledigi goriilmektedir (7). Bu sonuglar
gosterdi ki MTX uygulanan sicanlarin testis dokularinda anlamli derecede bir agirlik

azalmasi olusmadi.

Calismamizda eriskin erkek si¢anlara uygulanan MTX' in testis seminifer
tiibiillerinde bazi hasarlar olusturdugu gozlenmistir. Isik mikroskobu diizeyinde
yaptigimiz degerlendirmeler sonucunda seminifer tiibiil liimeninde immatiir germinal
epitel hiicreleri, seminifer tiibiil germinal epitelinin biitiinliigliniin korunamadigi, yine
germinal epitelde yer yer vakuoller ve agilmalar meydana geldigi izlendi. Bu hasarlarin
spermatogenezin kalitesinin diismesine ve buna bagli olarak spermatozoonlarin
olusumunun etkilenmesine neden olabilecegi goriisiindeyiz. Shrestha ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada MTX kullanimina bagli olarak seminifer tiibiil ¢apinda
azalma, intertisicl alanda bosluk artisi, Leydig hiicreleri morfolojisinde bozulma
gozlediklerini belirtmislerdir (14). Yine Padmanabhan ve arkadaglarinin fareler iizerinde
yaptigt calismada MTX' in sperm sayisint 6nemli Ol¢lide azalttigi, sperm bas
anomalilerini arttirdigi ve germ hiicrelerinde MTX' e bagli toksisitenin meydana
geldigini tespit etmislerdir (7). Nitekim bu bulgularimiz Shretha ve arkadaglarinin,
Padmanabhan ve arkadaslarinin yani sira Nouri ve arkadaslarinin yapmis olduklari
caligmalar1 destekler niteliktedir (84, 85). MTX+E vitamini grubunun 1s1k mikroskobu
diizeyinde yaptigimiz degerlendirmesi sonucunda ise MTX grubuna gore
vakuolizasyonun belirgin derecede azaldigi ve seminifer tiibiillerin limeninde birkag
germinal epitel hiicrelerin disinda spermatogenik hiicrelerin yapisinin korundugu
izlendi. E vitamini ile ilgili olarak Shirpoor ve arkadaslari Etanol uygulamasinin
olusturdugu toksisiteye karsi E vitamini takviyesinin testisteki yapisal degisiklikleri

tyilestirdigi, oksidatif stres belirte¢lerini ve gonadotropin hormonu diizeylerini
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tyilestirdigini bulmuslardir. Bulgularimiz Shirpoor ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismay1 bu yoniiyle destekler niteliktedir (86).

Barbisan ve arkadaglar1 yaptiklart calismada MTX kullaniminin apoptozu
tetikledigi sonucunu ortaya koymuslardir (74). Calismamizda apopitozu degerlendirmek
icin TUNEL metodunu kullandik. Elde edilen sonuglara gore MTX grubundaki
spermatogenik hiicrelerin Al sonuglarinin kontrol grubuna gore anlamli derecede
arttigin1 ve MTX+ E vitamini grubunun Al sonuglarinin ise MTX grubuna gore anlamli
derecede azaldigin1 gozlemledik. Bulgularimiz dogrultusunda MTX' in apopitozu
indiikleyici etkisi oldugunu ve calismamizin bu yoniiyle Barbisan ve arkadaslarinin
caligmasini destekler nitelikte oldugunu gozlemledik. TUNEL (+) hiicre tutulumunun
MTX+E vitamini grubunda MTX grubuna gore anlamli derecede azaldigini tespit ettik.
Bu sonug bize E vitaminin, MTX' in apoptozu indiikledigi bu toksisitesine kars1 tedavi

edici etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

Akim sitometri, proliferatif aktivite ve DNA igerigi hakkinda hizl, giivenilir ve
cok sayida hiicre sayarak objektif bilgi edinebilecegimiz bir yontemdir. Calismamizda
tim gruplar igin, hiicre siklusuna ait Go/Gy, S ve Go/M faz degerlerine akim sitometrik
analizle % cinsinden bakildi. Kontrol ve E vitamini gruplar1 arasinda proliferasyon
indeksi agisindan fark saptanmadi. MTX grubunun S ve G,/M faz degerlerinde kontrol
ve E vitamini gruplarina gore bir artis oldugu izlendi. MTX+E vitamini grubu ile MTX
grubu kiyaslandiginda hem proliferasyon indeksinde hem de S ve G,/M faz degerlerinde
azalma oldugu gozlemlendi. Bu bulgular bize MTX' in tek basina mitotik proliferatif
aktiviteyi arttirdigini, E vitamininin ise bu aktiviteye karsi iyilestirici etkisi oldugunu

distindiirmektedir.

Calismamizda MTX' in uygulandig1 erkek sigan testis dokusundaki etkisinin
morfometrik degerlendirmesi amaciyla seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalinlig1
o6l¢iildii. Bulgularimiza gére MTX uygulanmasi sonucu MTX grubunun seminifer tiibiil
capt ve germinal epitel kalinliginin kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldigi
goriildii. MTX+E vitamini grubu seminifer tiibiil ¢capinin MTX grubuna gore anlamli
sekilde arttig1 izlendi. Germinal epitel kalinligi bakimindan ise MTX grubuna goére
MTX+E vitamini grubunda bir artis oldugu fakat bu artigin istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmedigi gozlemlendi (p=0.143). Bu bulgular dogrultusunda E vitamini
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eklenmesi hem seminifer tiibiil ¢apin1 hem de germinal epitel kalinligini arttirmigtir.
Fakat bu artig germinal epitel kalinlig i¢in anlamli kabul edilmemistir. Denek sayisinin

arttirilmasiyla yapilacak yeni ¢calismalarda bu farkin anlamli ¢ikabilecegi diisiiniilebilir.

Sonug olarak, tedavi amagli kullanilan MTX testis dokusunda histopatolojik
hasara yol agmaktadir ve kisa siireli (5 giin) uygulanan E vitamini takviyesinin bu hasari
Onleyebildigi gozlenmistir. Farkli c¢alismalarda E vitamini dozu arttirilabilir ve

uygulanma siiresi de uzatilabilirse daha olumlu sonuglar alinabilecegi diisiintilebilir.
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