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1. OZET
Sicanlarda Metotreksat Kaynakh Testis Hasaria Karsi Beta Glukan’in EtKisi

Bu ¢alismada, kemoterapotik bir ajan olan Metotreksat ile giiglii bir antioksidan
ve immunmodiilator oldugu bilinen beta glukanin sigan testisinde olusturdugu histolojik

degisikliklerin arastirilmasi amaclandi.

Calismada 24 adet Sprague Dawley erkek sican Kontrol, Metotreksat (MTX),
Beta Glukan (BG) ve Metotreksat + Beta Glukan (MTX+BG) grubu olmak {izere 4
gruba ayrildi. Bu arastirmada deneyin birinci giinii tek doz Metotreksat (intraperitonal,
30mg/kg) MTX grubuna ve MTX+ BG grubuna uygulandi. Deney siiresince (5 giin)
gavaj yoluyla beta glukan (50mg/kg) BG ve MTX+BG grubuna her giin ayni saatte
olmak iizere uygulandi. Kontrol grubuna deney siiresince gavaj yoluyla serum fizyolojik
verildi. Deney siiresinin sonunda (5 giin) denekler anestezi altindayken, Karin bosluguna
girilerek testis dokusu ¢ikarildi ve kansizlagtirma yontemiyle otanazi yapildi. Testis
doku ornekleri 151k mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirildi. Testisteki
apoptozisi degerlendirmek i¢in TUNEL teknigi kullanildi.

Histopatolojik degerlendirme sonucunda kontrol ve BG grubundaki siganlarin
testis yapisiin normal goriinimlii oldugu izlendi. MTX grubunda intertiibiiler alanda
0dem, seminifer tiibiil limeninde germinal epitel hiicreleri, seminifer tiibiil epitelinde
yer yer acilma ve vakuoller izlendi. MTX+BG grubunda ise bu hasarin belirgin
derecede azaldigi izlendi. MTX grubunun morfometrik dlglimlerinde, seminifer tiibiil
capt ve germinal epitel kalinliginin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
gozlemlendi. MTX+BG grubundaki, germinal epitel kalinliginin MTX grubuna gore
anlaml derecede arttig1 gozlemlendi. Apoptotik indeks gruplar arasinda en fazla MTX
grubunda bulundu. MTX+BG grubundaki apoptotik indeksin ise MTX grubuna gore

anlamli derecede azaldig1 gozlendi.

Bulgularimiz bize MTX’ in testisde hasar olusturdugunu ve bu hasari Beta

glukan’ 1n 6nleyebilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Testis, Beta glukan, Metotreksat, Apoptoz, Sican



2. SUMMARY

The Effect of Beta Glucan Against Methotrexate — Induced

Testicular Damage in Rats

The aim of this study was to investigate histologic testicular changes of rats
induced Methotrexate which is an chemotherapeutic agent and beta glucan which is

known as a strong antioxidant a immunomodulator.

In this study, 24 Sprague Dawley male rats were divided into 4 groups as Control,
Methotrexate, Beta glucan (BG), Methotrexate + Beta glucan (MTX+BG). In the first
day of experiment, a single dose of Methotrexate (30 mg/kg) was intraperitoneally
administered to groups MTX and MTX+BG. Beta glucan (50mg/kg) was administered
by gavage to groups BG and MTX+BG every days at the same times for 5 days. At the
end of the experiment (after 5 days), the testes of the animals were removed and
animals were euthanized. Testicular tissue samples were evaluated histopathologically

under light microscope. The TUNEL technique was used to determine apoptosis.

Histopathologically, testicular tissue in the control and BG groups were observed
normal. In MTX group testicular tissue exhibited edema in the intertubular space,
germinal epithelial cells in the lumen and dehiscence in some parts and vacuoles of the
basal membrane of seminiferous tubules. The number of immature germ cells in the
lumen and vacuolization in MTX+BG group were lower when compare to MTX group.
The diameter of seminiferous tubules and thickness of germinal epithelium were found
decreased in the MTX group. MTX+BG group’s thickness of germinal epithelium were
increased than in the MTX group. Apoptotic index was found significantly higher in the

MTX group. The apoptotik index of MTX+BG group were significantly decreased.

These findings show that MTX causes testes damage and BG can prevent this

damage.

Key Words: Testis, Beta glucan, Methotrexate, Apoptosis, Rat



3. GIRIS ve AMAC

Kanser diinyada en 6nemli insan saglig1 problemlerinden birisidir. Diinya Saglik
Orgiitii’ niin (DSO) 2001 kayitlarina gore diinyada her y1l 10 milyon kisiye kanser tanis
konulmakta ve 6 milyon kisi de kanserden 6lmektedir (1). Kanser veya tiimoér normal
bir hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde cogalarak, giderek biiyliyen anormal hiicreler

topluluguna doniismesidir (2).

Kanserli hiicreleri 6ldiirmek ya da yok etmek igin ¢esitli kombinasyonlar halinde
Kimyasallar kullanilarak gerceklestirilen tedaviye kemoterapi denir (3). Kanserin ilagla
tedavi edilme fikri ilk kez 1941’ de Huggins tarafindan ortaya atilmisg ve dstrojenlerin
prostat kanserini hafifletmesinin ve nitrojen mustrad (azotlu hardal)’ in insan lenfoma
ve losemilerinde antitiimor aktviteye sahip oldugunun gosterilmesi, kanser
kemoterapisinin baslamasina yol agmustir (4). Kanser tedavisi igin kullanilan ilaglar
hiicre proliferasyon mekanizmasini inhibe ettiklerinden hem timér hiicrelerine hem de
proliferasyon gosteren normal hiicrelere toksik etki gosterebilmektedir (1). Kanser
kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglarin ¢oklu organ sistemlerinde akut toksik yan etkiler
olusturdugu iyi bilinmektedir (5). ilk kez 1948’ de gocuklarin 18semilerini tedavi etmek
amaciyla tedaviye sokulan Metotreksat (MTX) uzun yillardir antikanser ilaci olarak
16semi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun tiimdrleri, akciger kanseri, meme kanseri,
mesane kanseri, testis timorii ve diger bazi kanser tiplerinde kemoterapotik ajan olarak
kullanildig1 gibi psoriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit (RA) gibi baz1
inflamatuvar hastaliklarda da yaygin sekilde kullanilmaktadir (6, 7, 8, 9).
Kemoterapétik kullanimi sirasinda gastrointestinal, hematolojik ve sinir sistemi iizerine
toksisitesi belirlenmistir. Bunlara ek olarak, MTX oogenez, spermatogenez ve
dogurganlik {izerine de zararh etkilere sahiptir (10). Yapilan calismalarda MTX' e baglh
organ hasarinin oksidatif stres sonucu olabilecegi bilinmektedir (11). Bu oksidatif stres
ise testis ve germ hiicreleri yapisinda hasara yol ag¢maktadir (12, 13). MTX
uygulamasindan sonra testislerde sperm sayisinda azalma, sperm DNA hasar1 ve
seminifer tiibiillerde hasar meydana geldigi bildirilmis ve erkeklerde kalic1 azoospermi

ve infertilite kemoterapdtiklerin yan etkileri olarak belirlenmistir (14).

Beta glukan (BG); maya, bakteri, mantar ve ayrica yulaf, arpa gibi tahillarin hiicre

duvarlarinin baglica yapisal bileseni olan glikoz zincirlerinden olusan karbonhidrattir



(15). Bagisiklik sistemine yararli etkilerinin bulunmasi, toksik etkisinin olmamasi ve
olumsuz etkisinin bulunmamasi sebebiyle beta glukan molekiilii iizerinde yapilan
arastirmalar son zamanlarda yogunlasmistir (16). Son on yilda beta glukanin; timor
gelisimini inhibe ettigi ayn1 zamanda konak¢inin viral, bakteriyel, fungal ve parazitik
enfeksiyonlara kars1 direncini artirdigi bildirilmistir. Bunun yani sira sitokin tiretimini
tetiklemesi, makrofaj aktivasyonu, lipid distiriicii 6zelligi, radyasyona kars1t koruyucu
etkisi, yara iyilesmesini hizlandirict ve hematopoetik etkileri de bu caligmalarda
belirtilmistir (11). Yapilan ¢alismalar, glukanlarin serbest radikal siipiiriicii aktiviteye
sahip olduklarmi géstermistir (11, 17). Bunlara ek olarak, beta glukan; kemoterapi ve
radyoterapi alan kanser hastalarinda, kemoterapoétiklerin ve radyasyonun meydana

getirdigi yan etkileri engellemek i¢in verilmektedir (18).

Tim bu bilgiler 1s181inda, bu ¢alismada, kemoterapide kullanilan Metotreksatin
sigan testislerinde meydana getirdigi hiicresel hasar1 ve bir antioksidanin bu hasar1 ne
yonde ve ne derece etkiledigini arastirmak ve bu alanda yapilan ¢aligmalara katkida
bulunmak amaciyla; birgok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilan Metotreksat
ile antioksidan Ozelligi bilinen beta glukanin sigan testislerinde meydana getirdigi

histolojik degisikler aragtirilmigtir.



4. GENEL BILGILER

Erkek tlireme sistemi, lireme hiicrelerini (spermatozoon) yaratan bir ¢ift temel
tireme organi testisler, bosaltim yollar1, bu yollara agilan bezler, penis ve skrotumdan
olusur (19).

Erkek genital organlari dis ve i¢ olmak {izere iki kisima ayrilir. Dis genital
organlar1; skrotum ve penis, i¢ genital organlari; testis, epididimis, ductus deferens,

vesicula seminalis, ductus ejaculatorius, gl. bulbouretralis ve prostata’dir (20).
4.1. Testis Anatomisi

Erkekte lireme organi olan testisler, sagda ve solda olmak iizere bir ¢ift halinde
skrotum denen deri bir torba iginde bulunurlar. Her bir testis oval bi¢imde olup,
yanlardan basiktir ve insanda yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2.5 cm eninde ve 20-30 gr
agirhigindadirlar. Biiytikliikleri yaklasik olarak ayni olsa da sola gore sag testis % 10
kadar daha agirdir. Genellikle sol testis saga gore 1 cm daha asagidadir. Sicakliklar
viicut sicakligindan 3-4 °C daha diisiiktiir. Testislerin i¢ ve dis iki yiizii (facies medialis,
facies lateralis), 6n ve arka iki kenar1 (margo anterior, margo posterior), iist ve alt olmak

tizere iki ucu (extremitas superior, extremitas inferior) vardir (21, 22).

Testisler fotal hayatta karm boslugu icinde, fascia transversalis ile periton
arasinda gelisir, ancak dogumdan Once canalis inguinalis’ten gecerek skrotum igine
iner. Karin 6n duvarindan skrotuma dogru giderken karin 6n duvari tabakalarini da
birlikte stiriikledigi icin testislerin dis tarafinda, karin 6n duvari tabakalarmna da
uzantilar1 olan tabakalar yer alir (21). Dogumdan sonra bu kese periton bosluguyla
iligskisini keserek tunika vaginalis adin1 alir. Tunika vaginalisin skrotumun i¢ yiiziinii
doseyen periorsium (parietal yapragi) ile testisin tizerini Orten epiorsium (visseral
yaprag1) arasinda ¢ok az miktarda ser6z sivi bulunur (23, 24). Visseral yapragi, sadece
testisin O6n kenarmi ve iki yiizlinii orterken, arka kenarin medial ve lateral taraflarinda
ise kendi Ustline kivrilarak parietal yapragi ile devam eder. Rete testisi yapan
kanalciklar mediastinum testisin {ist ucunda duktuli efferentes denilen kanallarla devam
ederler. Duktuli efferentes ise tunika albugineay1 delerek testislerden epididimise gecer
(24). 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 asili durmasini saglayan
yapidir (23, 25).

Testis tunika albuginea denilen fibroz bir tabaka ile sarilmistir. Bu tabaka
elastikiyeti ve genisleme 6zelligi bulunmayip fibroblastlar ve kollajenen yogun bir
yapidadir. Bu tabakanin i¢ kismini 6rten nispeten gevsek bag dokusu yapisinda Tunika
vaskulosa adi verilen bir tabaka yer alir. Tunika albuginea, arka kenarda testisin igine
dogru kalin ve vertikal yarim bir bdlme seklinde uzanti gonderir. Bu bolmeye
mediastinum testis denilmektedir (22, 24). Mediastinum testisin on ve yan
kisimlarindan ¢ikan uzantilarina ise septula testis adi verilir. Tunika albugineanin ig
ylizeyine tutunan bu uzantilar testisi lobiillere ayirmakta ve her lobiil icinde de tubuli
seminiferi kontorti denen kanalciklar bulunmaktadir. Spermiumlar bu kanalciklarin
duvarlarinda gelismelerini tamamlar. Seminifer tiibiillerin baslangi¢ kismi kivrintili, son
kismu ise diizdiir. Seminifer tiibiiller rete testise acilirlar. Tunika albugenia’ nin {izerinde

Tunika vaginalis yer alir (24).

Testisler aortanin dali olan arteria testikularisten beslenirler. Herbir testisin arka
tarafindan kiiciik venler ¢ikar ve bu venler birleserek pleksus pampiniformis denilen
vendz ag1 olustururlar. Bu vendz agdan 6nce iki sonra bir vena testikularis olusur. Sag
vena testikularis vena cava inferiora, sol vena testikularis ise vena renalis sinistraya
acilir (23).

4.2. Testis Embriyolojisi

Kromozomal ve genetik cinsiyet fertilizasyon ile saglanmaktadir. X
kromozomuna sahip ovumun X veya Y kromozomu tasiyan sperm ile dollenmesine
baglidir. Gelismekte olan gonadlar XX veya XY kromozom kompleksine sahip olurlar.
Yedinci haftadan Once gonadlarin goriiniimii her iki cinste de birbirine benzer,
dolayisiyla farklanmamis gonadlar olarak adlandirilirlar. Erkek fenotipinin gelisimi igin
Y kromozomu gereklidir fakat bu kromozomun yalnizca kisa kolu seks tayini ig¢in
onemlidir. Testis belirleyici faktor (TDF) igin gerekli olan SRY (Sex-Determining
Region of the Y Chromosom) geninin, Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesinde
yerlestigi saptanmistir. Y kromozomu, farklanmamis gonadin medullas: tizerinde testis
belirleyici etkiye sahiptir. Y kromozomu tarafindan diizenlenen, TDF, testikiiler

farklilasmay1 saglar; bu faktoriin etkisi altinda, primer seks kordonlari seminifer



tiibtillere farklilagirlar. Y kromozomunun yoklugu over gelisimiyle sonuglanir. Sonug
olarak seks kromozomunun tipi farklilagmamis gonadin hangi yonde gelisecegini

belirlemektedir.
Gonadlar {i¢ embriyonel kaynaktan kdken alir:

e Mezotelyum (posterior abdominal duvari déseyen mezodermal epitel)
e Mezensim (mezotelyum altindaki embriyonik bag dokusu)

e Primordiyal germ hiicreleri (Sekil 1) (26, 27).

Amnivon kesesi

Bas Kuyruk

Umblikal kord

Allantovis

Primordial germ
hiicreleri

Vitellus kesesi

Sekil 1. Yolk kesesi duvarinda olusan primordiyal germ hiicrelerinin konumunu
gosteren liglincii haftanin sonunda bir embriyo (28).

Doérdiincli  haftanin baglarinda, allantois kokii kenarindaki yolk kesesinin
endodermal hiicreleri arasinda biiyiik ve kiiresel olarak pirimitif seks hiicreleri goriiniir
hale gelir. Besinci haftada mezonefrozun venteromedial kesimindeki mezoderm
kalinlasmaya baglar. Altinda kalan mezensimin degisime ugramasiyla genital kabarti
olusur. Bu esnada yolk kesesinin arka duvarindaki primordiyal germ hiicreleri dorsal
mezenter boyunca genital kabartinin i¢ine go¢ ederler. Embriyo, katlanirken yolk

kesesinin dorsal kismi da embriyonun i¢ine katilir. Altinci haftada genital kabartidan



uzanan parmaksi epitelyal kordlar alttaki mezensim igine dogru biiyiiyerek primordiyal
germ hiicreleri ile birlesirler. Bu safhaya kadar gonadlar morfolojik olarak

farklilasmamustir (indiferansiye) ve dista korteks, igte medulla kismi vardir (26, 27).

Y kromozomunun kisa kolu {lizerindeki testis belirleyici faktorler i¢in SRY geni,
farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu iistlenmektedir.
Testis belirleyici faktor (TDF), primer seks kordonlarini uyararak, onlarin farklanmamis
gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden olur, kordonlar burada dallanarak
birbirleriyle anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis olusur. Seks kordonlarmin kalin
bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra, yiizey epiteli ile olan
baglantilar1 kaybolur. Yogun tunika albuginea gelisimi fetiiste testikiiler gelisim igin
oldukca karakteristiktir. Genisleyen testis asamali olarak dejenere olan mezonefrozdan
ayrilir ve kendi mezenteri olan mesorsiyum ile asili hale gecer. Seminifer kordonlar,

seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanir (26).

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan
mezensimden ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri, testosteron ve
andosteron salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik duktuslarin ve dis

genitallerin maskulin olarak farklanmasini indiiklerler.

Tunika albugineanin 12. haftada gelismesi, karakteristik olup testisin gelistiginin
onemli bir gostergesidir. Testis kordonlar1 16. haftada at nali bi¢imini alirlar ve ug
noktalar1 birleserek tubuli rektileri yaparlar. Testis kordonlar1 bu evrede, primitif

cinsiyet hiicreleri ve sdlom epitelinden koken alan Sertoli hiicrelerini igerirler (27).

Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar, puberteden itibaren liimen
gelisir ve seminifer tliblil adini1 alirlar. Seminifer tiibiiller bir kere kanalize olduktan
sonra, rete testis tiibiillerine katilir ve daha sonra duktuli efferenteslere girerler. Efferent
duktuslar mezonefrik sistemin geri kalan bosaltim tiibiilleridir. Bu kanallar, rete testis
ile mezonefrik veya Wolff kanallarindan olusan duktus deferens arasinda bir baglanti

islevi gortirler (28).

Fotal testisde, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢ogunluktadir. Daha sonraki

gelisme sirasinda, testisin ylizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis yiizeyindeki

mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuslari olusturan 15-20 adet mezonefrik



tiibiiller ile devam eder. Bu duktuslar, duktus epididimisi olusturan mezonefrik duktus

ile baglanirlar (26).
4.3. Testis Histolojisi

Tesitisler erkeklige farklanmada gonadlardan meydana gelen bir ¢ift organdir
(19). Testisler skrotum denilen deri ve fibromiiskiiler kesemsi yapi iginde asili
durumdadir ve skrotum testisin 1sisinin ayarlanmasinda 6nemli rol oynar. Yapisal
ozellikleri, yani deri altindan yag dokusu olmayisi, damardan ve ter bezinden zengin
olusu ile bu islevine uygundur (29). Testisler, skrotum iginde spermatik kord ile asili
dururlar ve birbirlerinden septum skroti ile ayrilirlar. Her biri tunika vaginalis denilen
ve peritondan koken almis seroz bir kese tasir. Tunika vaginalis, dis parietal ve testisin
anterior ve lateral yiizlerinde tunika albugineay1 orten, i¢ visseral yapraklardan

olusmustur (27).

Testisler birlesik tiibiiler, ekzokrin ve endokrin karisik bezlerdir (19). Testisleri
saran tunika albugineanin, testisin arka yiiziinde kalinlasarak olusturdugu mediastinum
testis, testis i¢ine dogru fibroz uzantilar (septum) yaparak testikiiler lobiiller denilen
yaklagik 250 piramidal bolme olustururlar. Bu uzantilar tam degildir ve boélmeler
cogunlukla birbirleriyle iligkilidir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4
seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve
interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) icerir. Seminifer tiibiiller erkek {ireme hiicreleri
olan spermatozoonlar1 lretirken testisin ekzokrin salgisini, interstisyel hiicreler de

testikiiler androjenleri salgilayarak testisin endokrin salgisini yaparlar (30).
4.3.1. Seminifer Tiibiiller

Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde iiretilir. Her testiste yaklagik 250-1000
seminifer tiibiil bulunur. Her bir seminifer tiibiil yaklasik 150-250 um ¢apinda ve 30-50
cm uzunlukta olup, karmasik yapida ¢ok katli bir epitelyum ile ddselidir. Kivrimh
tiibiiller bir sebeke olustururlar. Bu sebekedeki her tiibiil baslangigta kor ugludur ve
dallara ayrilir. Her bir tiibiil sonlanirken liimeni daralir ve diiz tiibiiller ya da tubuli rekti
adiyla bilinen kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibillerin

rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini



saglar. Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete testis, 10-20 duktuli efferents ile

epididimisin bas kismin1 baglamustir (30, 31).

Seminifer tiibiiller bir fibr6z bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran tunika
propria birkac¢ fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik olarak
bulunan en igteki katman diiz kas ozellikleri gosteren yassilagsmis myoid hiicrelerden
olusur. Seminifer tiibiillerin arasindaki bogslugun biiylik bir boliimiinii interstisyel
(Leydig) hiicreler doldurur. Bu alanda Leydig hiicreleri disinda, kiigiik kan damarlari,
makrofajlar ve lenfatikler de bulunmaktadir (19, 30).

4.3.1.1. Seminifer Tiibiil Epiteli

Seminifer tiibiiliin ¢ok siral1 epiteli baslica iki tip hiicreden meydana gelmektedir.
Bunlar Sertoli hiicresi adi verilen besleyici ve destek hiicreleri ile germinal veya

spermatogenik seriyi olusturan hiicrelerdir (19).
4.3.2. Sertoli Hiicresi

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicrelere nazaran sayica az ve
seyrektirler. Spermatogenik hiicreler arasinda dagilmislardir. Uzun hiicrelerdir. Bazal
taraflar1 ile bazal laminaya otururlar, apikal uglar1 ile liimene kadar uzanirlar. Hiicre
cevreleri diizensiz ve belirsizdir (19). Pubertaya kadar dominant hiicre tipi olup
puberteden sonra seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10’ unu olusturur.
Ileri yastaki erkeklerde germinal epitel hiicrelerinin sayis1 azaldigi zaman Sertoli
hiicreleri tekrar seminifer epitelin ana bileseni olmaya baglar (32). Isik mikroskobunda,
spermatogenik seri hiicrelerini g¢evreleyen ¢ok sayida yan uzanti nedeniyle, Sertoli
hiicresi smirlart 1yi belirlenemez. Sitoplazma saydam, nukleus uzun, hiicrenin uzun
eksenine paralel konumlu, kromatince fakirdir (29). Elektron mikroskobu ile yapilan
calismalarda, bu hiicrelerin ¢ok sayida diiz endoplazmik retikulumu (SER), az graniillii
endoplazmik retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri ile
lizozomlar, mikrofibriller ve mikrotiibiiller ve lipid inkliizyonlar i¢erdigi gosterilmistir
(29, 30). Organelleri arasinda lizozomlarin ¢ok olusu fagositik aktivitesine isarettir (29).
Ayrica bu hiicrelerin bazal kisimlarinda kristal yapi niteliginde inkliizyonlarin varlig

dikkat ceker. Bunlar Charcot-Bottcher kristalleri olup, filamentdz yapida gozlenir.
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Siklikla tiggen big¢iminde olan uzamis niikleusunda c¢ok sayida girintiler, belirgin
niikleolus ve az miktarda heterokromatin bulunur (29, 30). Olgun testiste boliinme
gostermeyen Sertoli hiicreleri 1s1, radyasyon, toksik madde, enfeksiyon gibi etkenlere
kars1 olduk¢a dayaniklidir (29). Spermatogenik hiicreler harap olsa bile, Sertoli
hiicreleri canliliklarini kolay kolay kaybetmezler (19, 29).

Sertoli hiicreleri germ hiicrelerini besler ve onlara desteklik eder. Seminifer tiibiil
duvarinda bazal laminadan liimene kadar uzanan sitoplazmalar1 boyunca, yakin iliskide
bulundugu germinal hiicrelere hem destek olur hem de bazal laminayla iligkisi olmayan
ve damarlardan uzak olan bu germinal hiicrelere peritiibiiler kapillerlerinden alinan

besleyici maddeleri ulastirir (19).

Farklilagmasini bitiren spermatozoonlarin liimene verilmesinde SER membranlari,
mikrotiibiiller ve mikrofilamentler rol oynar. Filamentlerde aktin bulunusu bu hiicrelerin

kasilma yetenegi oldugunu gosterir (33).

Sertoli hiicreleri, Spermiogenesis sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde atilir. Bu sitoplazmik pargaciklar Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar
tarafindan fagosite edilir ve sindirilir (30). Bu kalinti cisimciklerin (residual body)

fagositozu ile lipid inkliizyonlarinin olustuguna dair goriisler vardir (33).

Seminifer tiibiillere siirekli bosalan salgi sperm ilerleyisini kolaylastirir. Androjen
baglayict protein iiretimi Sertoli hiicreleri tarafindan folikiil uyarict hormon (FSH) ve
testosteron kontrolii altinda gergeklestirilir ve seminifer tiibiil iginde spermatogenesis
icin gerekli olan testosteronun yogunlastirilmasini saglar. Bu hiicreler ayn1 zamanda, 6n
hipofiz bezinden FSH sentezini ve salinmasii 6nleyen inhibin denilen bir peptid
salgilar. Streoid olmayan faktor- inhibin- peptid yapisindadir ve spermatogenesise
girecek spermatogonyumlarin sayisint ayarlayan bir faktordiir. Cinsiyet hiicrelerinin
seminifer tiibiillerden salinmadigi durumlarda, inhibin, Sertoli hiicrelerinde devamli
salgilanir ve hipofiz bezini etkileyerek FSH iiretimini baskilar. Streoid olmayan anti —
Miillerian hormon glikoprotein yapisindadir. Embriyonal donemde erkek fotiislerde

Miiller kanalinin gerilemesini mezonefroz kanalinin gelismesini etkiler (29, 33).

Ayrica Sertoli hiicrelerinin biitiin germinal epitel hiicreleri siralarin1 kapsayacak

sekilde, hem bazal kompartimanda hem de luminar kompartimanda yer almig olmasi ve
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yanyana bulunan Sertoli hiicreleri arasinda da lateral ylizleri ile tutunma
komplekslerinin bulunmasi ile seminifer tiibiil i¢inde senkronize spermatogenesis
saglanmis olur. Boylece Sertoli hiicrelerinin tiibiil duvarinda biitlinliik saglamasi, ayni

zamanda kan-testis bariyerinde Sertoli hiicrelerinin 6nemini gosterir (33).

Kan Testis Bariyeri: fizyolojik ve morfolojik ¢aligmalarda Sertoli - Sertoli
baglanti komplekslerinin kan testis bariyer yoreleri oldugu saptanmistir. Seminifer tiibiil
ve genital bosaltma yollarindan toplanan testis sivisinin, iyon, amino asit, karbonhidrat
ve protein igerigi bakimindan kan plazmasi ve testis lenfinden belirgin farkliliklar
gosterdigi, pek ¢ok serum proteinleri ve immunglobulinlerden yoksun oldugu dikkat
cekmistir. Sertoli - Sertoli arasindaki baglanti komplekslerinin kan-testis bariyeri olarak
islev gordiigii belirlenmistir. Kan testis bariyerinin immiinolojik anlamda ¢ok dnemli bir
islevi vardir. Soyleki, spermiumlar ve spermatogenik hiicrelerin sahip olduklari
molekiiller, bu hiicrelere o6zgiindiirler ve immun sistem tarafindan yabanci olarak
taninirlar.  Ciinkli  spermatogenesis immunkompetansin gelismesinden ¢ok sonra
pubertede olaylanir. Bu nedenle farklilasan spermatogenik hiicreler yabanci olarak
tanmurlar ve immun cevabi harekete gecirerek cins hiicrelerinin mahvolmasina neden
olan immunglobulinleri olustururlar. Ancak kan-testis bariyeri, immun sistem ile cins
hiicreleri arasindaki her tiir etkilesimi ortadan kaldirarak, immunglobulinlerin seminifer
tiibiiller i¢cine ge¢cmesini ve yiiksek diizeylerde, sperm antikorlarina sahip hastalarda
fertilite bozuklugunu onler. Boylece kan-testis bariyeri, seminifer epiteli otoimmiin

reaksiyonlara kars1 korur (27, 30).
4.3.3. Spermatogenik Hiicreler (Germinal Hiicreler= Germ Hiicreleri)

Germ hiicreleri, Seminifer tiibiillerin bazal laminasi ile limeni arasinda 4-8 kath
olan, siirekli tireme ve olgunlasma gosteren siralar halindedir. Geng hiicreler bazalde
otururlar. Olgunlasan ve farklanan hiicreleri ise limene dogru itilirler (19). Bu hiicreler
bazalden limene dogru; Spermatogonyum, Primer spermatosit, Sekonder spermatosit,
Spermatid (olgunlasmamis ve olgun) ve Spermatozoon (spermium) olarak siralanirlar
(Resim 1). Tibiil limeni iginde bu hiicre tiplerinin yer aldig1 olaylar; spermatogenesis

ve spermiogenesis diye birbirini izleyen iki seride toplanir.
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Resim 1. Seminifer Tibiilin Genel Histolojik Yapisi (%). Seminifer tubdller arasi

Interstisyel alan (w==), sertoli hiicresi (4==m), spermatogonyum (t),
spermatozoonlar (+ ) (H&E, X400).

Spermatogenesis, ana germ hiicresi spermatogonyumdan ireme ve biiyiime
periyodlarini izleyen mayoz bolinmeleri sonunda doért haploid kromozomlu spermatid
olusumuna kadar gergeklesen olaylar1 kapsamaktadir. Olusan spermatidin hareketli bir
spermatozoona (spermium) farklilagmasi ise spermiogenesis olarak isimlendirilmektedir
(30, 33).

4.3.3.1. Spermatogonyum (Gonosit)

Primer cinsel hiicreler, erkeklige farklanmada spermatogonyumlar: olustururlar.
Bunlar seminifer tiibiillerin periferinde bulunurlar. Yani bazal laminaya yakin ilk sirada
otururlar. Bunlar mitoz ile ¢ogalarak birbirlerine benzer hiicreleri meydana getirirler.
Spermatonyumlar yuvarlak hiicrelerdir. Cekirdekleri var olup gevsek kromatine
sahiptirler. Bazen nukleolus belirgindir (19). Spermatogonyumlar bazal kompartmanda

bazal membran ile direkt iliskide olan yaklasik 12 pm ¢apinda diploid spermatogenik
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hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer alir ve bu

nedenle kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar (30).

Puberte baslayana kadar, spermatogenik hiicrelerden sadece spermatogonyumlar
bulunur. Pubertede hormonal etki ile spermatogonyumlar mitozla ¢ogalarak diger tip
hiicreleri olusturur. Spermatogonyum kendisinden gelisen hiicre tiplerine gore daha
kiiciiktiir. Cekirdegin biiyiikligii, bi¢imi, kromatin dagilimi ve histokimyasal

ozelliklerine gore iki tipe ayrilir ve her ¢ekirdek 46 kromozomludur (29).

Tip A spermatogonyumlar, c¢ekirdegi oval olup mitozla ¢ogalinca yaris1 Tip A
olarak kalir, yaris1 biiyiiyerek Tip B’ ye doniisiir. Yani Tip A’lar spermatogonyumlarin
kaynagi durumundadir. A tipi dogurucu ana hiicrelerdir (stem cell) devamli mitoz ile

cogalarak yeni spermatagonyumlar: yaparlar (19).

Tip B spermatogonyumlar, ana spermatogonyumlardan daha biiyiik hiicrelerdir.
Cekirdegi c¢ok daha yuvarlaktir ve koyu boyanirlar. Tip B’ler biiyiiyerek primer
spermatositlere doniisiirler ve limene dogru itilirler. Primer spermatosit bazal
laminadan uzaklasir, hacmi artar. Primer spermatositler bir veya iki sira halinde
dizilirler (19, 29).

4.3.3.2. Primer spermatosit

Seminifer epitelin orta kisminda bulunan, kiire ya da oval bigimli, hacmi en biiyiik
hiicrelerdir. Primer spermatositler bir veya iki sira halinde dizilirler. Olusur olusmaz
birinci mayotik boliinmenin profaz evresine girerler. Profaz evresi ¢ok uzun siirdiigii

i¢in en ¢ok sayida goriilen hiicrelerdir ve 46 kromozom tasirlar (19, 29).
4.3.3.3. Sekonder spermatosit

Primer spermatositin mayotik boliinmesi sonucu olusan iki yavru hiicre sekonder
spermatosit adim alir. 22+X veya 22+Y kromozomlu kii¢iik hiicrelerdir. Kromozomlar
uzunlamasina ortalarindan yariklanmig haldedir. Yani kromatidlerine ayrilirlar. Heniiz
tam rediiksiyon meydana gelmemistir. ki yavru hiicre higbir zaman tam olarak
birbirlerinden ayrilamazlar, tam bir sitokinez ger¢eklesmez. Sekonder spermatositler
birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglidir. Bunlar hemen ikinci bir mayoz

boliinmesine baslarlar. Kisa bir siirede ikinci mayoz bdliinmeyi gegirdiklerinden
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kesitlerde goriilmeleri zordur. Béliinmesiyle tam manasiyla haploid sayida kromozomlu

spermatidler olusur (19, 29).
4.3.3.4. Spermatid

Spermatidler meydana gelirken tam bir rediiksiyon boliinmesi olmus diploid olan
kromozom sayis1 haploid hale gelmistir. Bir spermatogonyumdan bdylece 4 adet
spermatid meydana gelmistir. Spermatidler, sekonder spermatositlere oranla daha kiigiik
ve yuvarlak veya poligonaldirlar. Liimene dogru gruplar halinde uzanirlar. Hiicre
organellerinin tiimiine sahip olup c¢ekirdekleri ufaktir. Kromatin ag1 siktir ve boyali
preparatlarda koyu goziikiirler. Spermatidler artik boliinmezler ve 23 adet kromozom
tasiyan hiicrelerdir. Sekil degistirerek spermatozoon (spermiumlar1) meydana getirirler.

Bu olaya spermiogenesis denir (19).
4.3.3.5. Spermatozoon (Spermium)

Spermiogenesis, bir farklanma olay1 olup spermatidler bu safhanin sonunda olgun
erkek hiicrelerine spermium ya da spermatozoonlara doniisiirler. Bu doniisme olayinda
spermatidte meydana gelen baslica degisiklikler sunlardir: Akrozom olusmasi, kuyruk
gelismesi, ¢ekirdek sekil ve biiylikliigiiniin degismesiyle birlikte kromatin yogunlagmasi

ve artik spermatid sitoplazmasinin atilmasi.

Geng spermatidler, yuvarlak cekirdekli ve ¢ok koseli (poligonal) ya da yuvarlak
hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda ¢ekirdek bitisiginde iyi gelismis bir Golgi kompleksi,
¢ok sayida mitokondriler, bir ¢ift sentriol ve diizensiz sekilli bazofilik kromatid cismi
bulunur. Spermiogenesis sirasinda bu organellerin her birinde géze ¢arpar degisiklikler

meydana gelir.

Akrozom olusmasi: Spermiogenesisde ilk degisiklik spermatidin Golgi
kompleksinde goriiliir. PAS pozitif proakrozom graniilleri, Golgi kompleksi yoresinde
dikkati ceker. Sonra bu graniiller biiyiik bir vezikiil i¢inde toplanarak akrozom
vezikiiliinii olustururlar. Akrozom vezikiilii spermatid ¢ekirdeginin 6n kutbuna hareket
eder ve cekirdek zarina yapisir. Akrozomun bu yapisma ydresi ilerki spermium
¢ekirdeginin u¢ kismini olusturur. Akrozom vezikiili zari, ¢ekirdek dis zarina yapistigi
bolgede, c¢ekirdegin yarisin1 ya da 2/3’ ni saracak bi¢imde yayilir ve c¢ekirdegin 6n

kismin1 tamamen kaplayan bir katlanti, baslik olusturur. Cekirdegin 6n kutbunda
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yerlesik olan akrozom graniilii de baglik icinde yayilir ve ikisi birlikte akrozomu

meydana getirirler.

Akrozom, sekil ve biytklik yoniinden tim memeliler arasinda farkliliklar
gosterir. Hyaluronidaz, akrozin, asit fosfataz, proteaz, ndraminidaz, B- N -
asetilglukozaminidaz ve aril siilfataz gibi hidrolitik enzimlerden zengindir. Bu enzimler,

dollenmede spermiumun sekonder oositin ¢evresindeki engelleri agmasinda dnemlidir.

Kuyruk gelismesi: Spermatid seminifer tiibiil tabanina dogru yonelir ve aksonem
liimene dogru uzanir. Cekirdek de uzayip yogunlasir. Ayni zamanda sentriyollerden biri
geliserek kamgiyr meydana getirir. Mitokondriler de kamg¢inin proksimal kismi
etrafinda toplanarak orta parca denilen kalinlasmis bolgeyi meydana getirir. Bu bolge

spermatozoon hareketinin enerji kaynagini olusturur (27).

Artik spermatid sitoplazmasimin atilmasi: Sitoplazmanin bir kismi1 kuyruk
ucuna dogru kayarak flagellumu kusatir, geri kalan1 da rezidiiel cisim seklinde disari
atirlir. Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Farklilanma ilerledik¢e sitoplazma
fazlas1 atilmakta, sadece ¢ekirdegi, orta parcay1 ve flagellumu saran ince tabaka halinde
sitoplazma geride kalmaktadir. Sertoli hiicrelerinin lizozomlardan zengin olmasi atilan

sitoplazmanin sindirilmesini saglamaktadir (27, 29).

Nukleus degisimi ile birlikte kromatin yogunlasmasi: Nukleus kromatini
yogunlagmaya ve yassilagmaya baglayarak badem seklini alir. Hiicre membranina dogru
yer degistirir. Nukleus akrozom ve cevresindeki az miktardaki sitoplazmayla birlikte
spermiumun bas kismini yapar. Akrozomal kepin arka kenarinda nukleus ¢evresindeki
mikrotubuller silindirik bir band olusturur. Bu band nukleusun uzun bi¢im almasi ve
yassilagsmasinda rol oynar. Olgun spermatidlerde kuyruklar tiibiil limenine dogru
uzanir. Sertoli hiicreleri tarafindan liimene serbest birakilan olgun hiicrelere
spermatozoon (spermium) denir. Bu sirada morfolojik olarak matiir ama fonksiyon
olarak immatiirdiirler. Hareketsizdir ve ovumu dolleme yetenegi siirhdir.
Olgunlagmanin son adimi olan kapasitasyon ejakiilasyondan sonra kadin organizmasi
icinde fertilizasyondan az zaman 6nce spermdeki enzimatik degisikliktir. Farkli tiirlere
ait spermatozoonlar farklilik gosterse de esasta ayni ana yapilar yer alir. Spermatozoon
silindirik bi¢imli, total uzunlugu 55-65 pm olan hareketli hiicrelerdir (29). Hareketlerini

ancak epididimiste kazanirlar. Hareket hizlar1 dakikada ortalama olarak boylariin 70-
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80 katidir (19). Ergin spermium bas ve kuyruk olarak iki ana kisimdan olusur. Bas
kuyruga bir baglanti pargasi olan boyun ile baglanmistir. Kuyruk kisminda, esas parga,
orta parca ve son par¢a halinde dort segment gozlenir. Bas babadan ogula gegen tiim

ozellikleri tasir. Kuyruk, spermiuma hareketlilik saglar (27).

Insanda, bas uzun ekseni boyunca 7 um olan yassilasmis bir armut seklini andirir.
Niikleus hemen hemen bas bolgesini doldurur. Basin 6n yarist akrozomdan farklanan
bir baslik ile ortiiliidiir. Bunun en u¢ kismu delici ucu tegkil eder. Bunun hyalauronidaz
enzimini tasidig1 tespit edilmistir. Sekonder oositi ¢eviren Corona radiata hiicrelerini

erittigi ve fertilizasyonu kolaylastirmaktadir (19).

Kuyruk 55 um uzunluktadir. Spermiumun aksonemini olusturan bir ¢ift santral 9
cift perifer mikrotubiiliis diizeni (9+2) kuyrugun 6z kismin1 meydana getirir ve dnemli
bir degisme gostermeksizin, boyundan baglayip kuyrugun son u¢ kismina kadar uzanir.
Spermium kuyrugunun en 6nemli 6zelligi aksonemin 9 adet kalin koyu dis fibrillerle
cevrili olmasidir (9+9+2). Aksonem kuyruga harektlilik, kalin koyu dis fibrilller ise
diklik saglayan yapiladir (27).

4.3.4. Seminifer Epitelyum Siklusu

Seminifer epitelyum siklusu (dongiisii), epitelyumda belli bir hiicre evresinin
ardisik iki goriiniimii arasinda olusan maturasyon degisiklikleri dizisidir (34). insanda
bir spermatogonyumdan olgun bir spermiumun meydana gelmesine kadar gegen zaman
64 giindiir ve birbirini izleyen 16 giinliik dort siklusta gergeklesir. Spermatogenesis tiim
seminifer tiibiillerde ayni1 anda olaylanmaz. Yerine dalgalanma seklinde olaylanir. Bazi
tiibiillerde serbest spermiumlara rastlandigi halde digerlerinde sadece spermatidleri
gozlemek miimkiindiir. Spermatogenesis puberteden baslaylp ileri yaslara kadar
kesintisiz devam eder. Ileriki yaslarda spermatogenesiste tamamen kesilme olmamakla

birlikte yalnizca azalma gozlenmektedir (27).
4.3.5. Interstisyel Alan ve Leydig Hiicreleri

Testiste seminifer tiibiillerin arasini dolduran interstisyum bag dokusundaki
kapillerleri pencereli tiptedirler. Fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve
indeferensiye mezensimal hiicreler bulunmaktadir. Ayrica sinirler, kan ve lenf damarlar

da bulunur. Puberteden sonra Leydig hiicresi goriilmeye baslar (29). Leydig hiicreleri
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seminifer tiibiillerin arasin1 dolduran interstistyel bag dokusu i¢inde kan kapillerleri
etrafinda tek tek ya da gruplar halinde bulunur. Sekilleri yuvarlak ya da koseli olup
merkezde yerlesik bir ya da iki cekirdekleri bulunur. Lipid damarlarindan zengin,
asidofilik bir sitoplazmaya sahiptirler. Iyi gelismis bir Golgi kompleksi, fazla sayida
mitokondriler, yasin ilerlemesi ile artan lipofuksin pigmenti ve yalnizca insan Leydig
hiicrelerine 6zgii olan Reinke kristalleri igerirler. Elektron mikroskobunda goriilebilen
en belirgin 6zelligi ise diger steroid hormon salgilayan hiicrelerde gorildiigli gibi
sitoplazmalarinda ¢ok iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik retikulumun bulunmasidir.
Ayrica baglanti kompleskleri, pek ¢ok mikrovilluslar1 ve daginik graniillii endoplazma

retikulum sisternalari, peroksizom ve lizozomlar igerirler (27).

Leydig hiicreleri erkeklik hormonu testosteronu sentezler ve salgilar. Testistin
endokrin fonksiyonu, Leydig hiicre topluluguna baglidir. Testosteronun hemen hemen
tiimii testislerde, bobrek {istii bezinden ise %5’ den azi iiretilir. Insanda tiim Leydig
hiicreleri glinde 7 mg testosteron salgilarlar. Gebelik doneminde plasenta gonadotropik
hormonu ya da luteinlestirici hormon anne karnindan fétuse gecerek ¢ok sayida Leydig
hiicrelerini uyarir ve testosteronun salgilanmasini saglar. Gebelik doneminde,
testosteronun varligr embriyoda erkek genital sisteminin farklanmasi i¢in gereklidir.
Gebeligin 4-5 ayina kadar Leydig hiicreleri tam gelismistir. Daha sonra dejenerasyona
ugrarlar, dolayisiyla testosteron diizeyi de giderek diiser. Dogumda bu uyart1 kalkar ve
sonrasinda Leydig hiicrelerinde atrofi artar. Ancak pubertede hipofiz hormonlarinin
(Luteinlestirici hormon, LH) uyarmasiyla Leydig hiicreleri goriilmeye baslamaktadir.

Leydig hiicreleri insanda testis dokusu hacminin %12’sini olustururlar (29, 30).

Leydig hiicrelerinden salgilanan testosteron kan ve lenf kapillerleri ya da
peritubuler doku sivisi yolu ile seminifer tiibiillere gecer. Testis iginde testosteronun
lokal diizeyi, dolanimdaki diizeyden 200 kat fazla olmas1 gereklidir. Ciinki
spermatogenesisin seminifer tiibiillerde olaylanabilmesi ig¢in testosteron seminifer
tibiillerde yiiksek diizeyde konsantre olmahdir. Testosteron, Spermatogenesisin
stirdiiriilmesi ve erkekte sekonder cinsiyet karakterlerinin gelisimi i¢in gereklidir (29,
30, 33).
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4.4. Apoptozis

Organizma stirekli bir denge halinde bulunmaktadir. Bu dengenin korunmasi i¢in
yeni hiicreler sentezlenirken, var olan eski hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile ortadan
kaldirilmaktadir. Hiicre 6liimiiniin iki tipi vardir, bunlar apopitozis ve nekrozdur (35,
36). Her ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen hiicre 6liimii meydana gelir (37).
Nekroz; hipoksi, asirt 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre disindan gelen g¢esitli
fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hiicre olimiidiir. Apoptozis,
organizmanin ihtiya¢ duymadigi, hasarli hiicrelerin zararsiz bir bi¢imde ortadan
kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimii olarak
tanimlanabilir. Apoptozis hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve
birbirini takip eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile

sona erer. Bu asamalar;

e Apoptozun baglatilmasi,
e Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,

e Hiicrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklerin olugsmasi,
e Fagositoz, olarak 6zetlenebilir.

Hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyaller proteazlari aktive eder. Aktive olan
proteazlar hedef proteinleri yikarak hiicre i¢i degisikliklere neden olur ve hiicre
parcalanarak apoptotik cisimlere ayrilir. Apoptotik cisimler fagositoz yoluyla yok
edilirler. Hipoksi, 1s1, antikanser ilaglar, radyasyon, gamma ve ultraviyole 1sinlar gibi
hiicrelerin maruz kaldigi etkenler dis apoptozise neden olabilirler. Bu etkenler DNA

hasar1 olusturarak apoptozis meydana getirirler.

Apoptozisde en oOnemli degisiklikler cekirdekte izlenir. Kromatin ¢ekirdek
membranina yakin kisimlarda yogunlasarak, degisik sekil ve biiyiikliiklerde c¢oker.
Elektron mikroskop ile bakildiginda kromatinin yogun graniiler yarim ay, hilal veya
yiiziik seklinde ¢ekirdek membraninin i¢ yiizlinde yerlestigi izlenir. Cekirdek de hiicre
gibi biiziisiir. Bazen membranla saril1 olarak birkac pargaya ayrilabilir. Niikleer porlar

kromatinin membrana komsu olmadig1 bolgelerde yogunlasirlar.
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Apoptozis hematoksilen eozinle boyanmis kesitlerde 1s1k mikroskopik seviyede de
izlenebilir. Hiicreler koyu eozinofilik sitoplazmali, bir veya birkac parcali piknotik
cekirdekli olarak goriiliir (Sekil 1). Cekirdek, kromatinin ¢ekirdek membranin i¢ yiiziine

yerlesmesi nedeniyle hilal veya yarimay seklinde izlenebilir (38).

Sekil 2. Sican testislerinde apoptotik hiicrelerin hilal seklindeki c¢ekirdekleri (ince ok),
koyu eozinofilik sitoplazmali apoptotik hiicreler (kalin ok) (38).

Apoptozisin saptanmasinda cesitli yontemler kullanilmaktadir. Apoptotik hiicre
morfolojisini belirlemek i¢in 1s1k, faz kontrast, elektron, floresan, lazerli konfokal
mikroskoplar1 kullanilirken; DNA kiriklarinin belirlenmesinde Anneksin-V, TUNEL,

jel elektroforezi, M-30, Kaspaz-3, Akim sitometri, ELISA ve DNA mikroarray gibi
cesitli yontemler kullanilmaktadir (39).

4.5. Metotreksat

Metotreksat (MTX) ya da ametopterin folik asit antimetabolit (antifolik)
gurubunun baslica antikanser ilacidir. Ik kez 1948’ de cocuklarin 1dsemilerini tedavi

etmek amaciyla kullanilmustir (2).
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Sekil 3. Metotreksat’ in Kimyasal Yapisi (2, 4).

Metotreksat kimyasal olarak folik asidin 4-amino N'°—metil analogudur. Folik asit
ise deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezinde Onemli olan tetrahidrofolat (THF)
onculidiir (40). Hiicrede dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimine oldukc¢a fazla afinite
gosterir. DHFR enzimi hiicre metabolizmasinda folik asidin tetrahidrofolat sekline

doniigsmesinin ikinci basamaginda rol almaktadir (2, 4).

Folat dihidrofolat
Folik Asit — dihidrofolik asit ——— tetrahidrofolat
rediiktaz Rediiktaz

Sekil 4. Folik Asit Mekanizmasi (2, 4).

MTX, dihidrofolat1 (DHF) tetrahidrofolata (THF) ¢eviren dihidrofolat rediiktaz
(DHFR) enzimini baskilar (2, 4). Tetrahidrofolat piirin ve pirimidin sentezinin 6nemli
bir pargasi olan timidilatin {iretiminde etkendir (41). Piirin ve pirimidin niikleotidleri
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) sentezinde rol oynarlar. Bu
inhibisyon, timidilat ve purin niikleotidlerinin (adenin ve guanin) biosentezinin
durmasina yol agar (42). Bu nedenle MTX, THF eksikligine yol agarak piirin, pirimidin
metabolizmas1 ve DNA sentezini igeren pek ¢ok metabolik yolu etkiler. Bu metabolik
yollar {izerinde yaptig1 degisiklikler ile MTX’ in tedavi edici etkileri yaninda toksik
etkileri de ortaya ¢ikmaktadir (2, 4).

Metotreksat faz bagimli bir sitostatiktir. S fazindaki hiicrelere daha fazla etkir.

Hiicrenin S fazina girmesini engellerler. Boylece sitotoksik etkilerini azaltirlar. RNA ve
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protein sentezini yukaridaki mekanizmayla inhibe ettiginden dolay1 hiicrelerin 6zellikle

G fazindan S fazina gegisini engellerken kendi etkisini de kisitlamaktadir (2, 4).

Yaymlanan birgok c¢alismada gastrointestinal, renal, hepatik ve kemik 1iligi
toksisitesi olusturmasi bu ilagin kullanimini simirlamaktadir. MTX kaynakli toksisite
dozaj programi ve tedavinin siiresi, hastaligin tipi, hastanin risk faktorleri, genetik ve
molekiiler apoptotik faktorlerin varligi gibi birgok faktoriin etkilesimi sonucu

goriilmektedir (11, 43).

Kemoterapdtik kullanimi ¢oklu organ sistemlerinde akut toksik etkilere yol agtig
bilinmektedir (14). MTX’ in mide-bagirsak, karaciger, bobrek ve kemik iligi

toksisiteleri en sik goriilen yan etkilerindendir (11).

Erkeklerde kalici azospermi ve infertilite kemoterapotik ilaglarin yan etkileri
olarak ortaya c¢ikmustir. Yapilan c¢alismalarda MTX verilmesinden sonra testisde
seminifer tiibiillerde hasar, sperm sayilarinda azalma ve sperm DNA hasar1 bildirilmistir

(11).

Metotreksat oral yolla (30 mg / m?) alindiginda iyi oranda absorbe oldugu halde,
artan dozlarda bu oran azalmaktadir. Cocuklarin akut lenfositer l6semilerinin
niikslerinde absorbsiyonunun bozuldugu bildirilmistir. Metotreksat 3 yar1 dmiirlidiir (5
dakika, 2-3 saat, 8-10 saat) ve son ikisi bobrek yetmezligi durumunda ya da retansiyonu
(tutulmasi) durumunda uzar. Eliminasyonun bu son doneminde, bobrek hasari yiiziinden
meydana gelecek uzama, ilacin kemik iligi, gastrointestinal epitel ve cilt lizerindeki
toksik etkilerinin artmasina neden olur. MTX" in plevral ya da peritoneal kavite gibi
viicut bosluklarina dagilimi yavastir. Ancak, asit ya da plevral efiizyon gibi nedenlerle
meydana gelecek genislemelerde, bu bolgeler ilag deposu gibi davranip ilacin yavas
salinimina neden olurlar. Bu nedenle plazma konsantrasyonundaki artig devam eder ve
daha ciddi toksisite bulgulari gelisebilir. Plazma-BOS konsantrasyon oranina gore
MTX in Santral Sinir Sistemine (SSS) gecisi diisiiktiir. Kanser hiicreleri membranindan
gecisi  kolaylastirmak diislincesiyle metotreksatin yiliksek dozlarda uygulanmasi
onerilmektedir. Hiicre iginde ilacin konsantrasyonunun artmasi, DHFR artisindan ya da
metotreksata DHFR’ 1n afinitesinin azalmasindan kaynaklanan direnci de yenecegi
belirtilmektedir. Metotreksatin bu yiiksek dozlari hiicrede poliglutamatlarin olusumunu

ve dolayisiyla ilacin etki siliresini artirmaktadir. Ancak bu yiiksek dozlarin etkinligi
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konvansiyonel (normal) dozlarla karsilastirildiginda o6nemli bir farklilik ortaya
¢ikmamaktadir. Yiiksek doz tedavisine 5- formil-tetra folik asit (I6kovorin) eklenmesi
yararli olmaktadir. Ayrica metotreksatin yiiksek dozlarinin uygulanmasinda timidin ve

1-asparaginazla hiicre siklusu bloku yapilmasi da denenmistir (44).
4.5.1. Metotreksatin Endikasyonlari

Onkolojide  yiiksek  dozda  (3-10g/m%giin)  kullanilan  metotreksat;
koryokarsinomlar, 16semiler, lenfomalar, osteosarkomlar, meme kanseri, bas ve boyun
kanseri, ovaryum ve mesane kanserlerinde; diger antineoplastiklerle kombine edilerek
de kullanilmaktadir. Onkolojide uygulanan dozlarin 100-1000 kez daha azaldig1 diistik
dozda uygulanan metotreksat ise; antiinflamatuvar ve hiicre boliinmelerini inhibe edici
etkileri nedeniyle psdriyazis, romatoid poliartritler, testis kanseri, sindirim kanalinin,
karacigerin bazi inflamatuar hastaliklar1 ve bazi siddetli astimlarda kullanilabilmektedir

(2, 4, 44).
45.2. Metotreksatin Yan Etkileri

MTX’ in yan etkileri fazla ve siddetlidir. MTX kullanimi sirasinda gelisebilecek

yan etkiler sunlardir:

e Kemik iligi depresyonu sonucu lokopeni, trombositopeni, agraniilositoz
goriilebilmektedir.

e Sindirim mukozalarinda inflamasyon olusturmasiyla bulanti, kusma, anoreksi,
karim agris1 olusabilir.

e Enfeksiyonlara kars1 duyarlilik artabilmektedir.

e Teratojen etki: metotreksat kullaniminda gebelik baslica kontreksiyondur.

e Spermazoonlarda degisme ve oligospermi

e Uzun siireli oral tedaviler siroz ve vena porta fibrozuna neden olabilir.

e Radyoterapi ile birlikte, intraketal yolla uygulandiginda, bas agrisi, ates ve
ensede sertlik gibi belirtilerle karakteristik kimyasal bir araknoidit tablosu
ortaya ¢ikar.

e Uygulamadan 2-3 hafta sonra motor paralizi, kraniyal sinirlerin paralizi,

konviilsiyonlar ve koma goriilebilir (SSS ile ilgili yan etkiler, radyoterapi ile
siddetlenebilir) (2, 4).
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4.6. Beta Glukan

Beta glukanlar, dogada mantarlarda, bitkilerde ve bazi mikroorganizmalarda
bulunan polisakkarit polimerleridir. Farkli etki seviyelerine sahip, degisik tipte beta
glukanlar bulunmaktadir. Mantarlarin hiicre duvar1 glukanlari, yapisal olarak 1, 3
glukopiranozil baglarindan olusanlar ve 1, 6 baglarla dallanma yapanlar olmak tizere iki
farkli igeriktedirler (45) (Sekil 4). Beta glukanlar, molekiil agirliklarindan ve 1, 6
baglarinin derecesinden etkilenen giiglii immiin stimiilatordiirler (46). Beta glukanlarin
baglant1 tipindeki ve dallanmasindaki degisikliklerin yani sira molekiiler agirligi, ii¢
boyutlu yapisi, dallanma derecesi, polimer yiikii ve ¢oziinme yapisindaki farkliliklar da
onemlidir. Bu ozelliklerin hepsi beta glukanlarin immiin destekleyici 6zelliklerini
etkilemektedir. Fungusdan elde edilen beta glukanlarin molekiler agirhigr fazla
olanlarin dogrudan l16kositleri aktive ettigi, diisiik molekiil agirlikli olanlarin ise

sitokinezle uyarildiginda bagisikliktan sorumlu hiicreleri destekledigi gortiilmiistiir (47).

Short B-(1—3)-linked Branch

e

CHOH B.(1—6)-Branch point
HO~, CH,0H HO
HO
0
HO
HOH,C

HOH,C HOH Cc

0 HO

< [3-(1a3)-llnked Backbone =~ —m—— >

Sekil 5. Beta Glukanin Yapisi (48).

Polimerik karbohidratlarin, in vitro ve in vivo uygulamalarda inflamatuar yanitlari
azalttigi rapor edilmistir. Onceki raporlar beta glukanlar gibi bazi karbohidratlar
polimerlerinin serbest radikal siipiiriicii etkinligine sahip oldugunu géstermektedir (17).
Beta glukanlarin immiin sistem iizerine yararl etkileri bilinmektedir ve herhangi bir yan
etkileri veya toksisitesi bulunmadigi gézlenmistir (11, 16). Uzun siiredir immiin sistemi

uyarmak ve kanserle miicade i¢in polisakkaritler kullanilmaktadir ancak son zamanlarda
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bu yondeki calismalar hizlanmistir. Bu polisakkaritlerin i¢cinde ekmek mayasindan
(Saccharomyces cerevisia) elde edilen beta glukan polimerleri en ¢ok calisilanlaridir
(11, 16).

Sekil 6. Ekmek Mayasi (Saccharomyces cerevisia) Hiicre Duvarinin Yapisi (48).

Beta glukanlarin bakteri, viral, fungal ve parazitlere karst savunma yaptig1 timor
gelisimini engelledigi, radyasyona karsi korucu etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu
polisakkarit bilesiklerinin monositlerde, 16kositlerde ve makrofajlarda bulunan o6zel
glukan reseptorlerine baglanmasiyla sitokinlerin serbest birakilmasi, nitrik oksit
olusumu, arakidonik asit metabolitlerinin serbest birakilmasi ve hematopoezin
uyarilmasi gibi birgok immiin cevabi uyarir (11, 16). Son yillarda glukanlarin faydali
etkileri immiin fonksiyonlarma, antioksidan etkilerine ve diger nonspesifik etkilerine
baglanmaktadir (49).

Beta glukanlarin temel immiino-farmokolojik aktiviteleri; konak¢inin viral,
bakteriyel fungal ve parazitik enfeksiyonlara karst direncini artirmasi, antitiimor etkisi
ve karsinogenezden korunma, zararh 1sinlarin etkilerinden korunma ve immiin sistemi
giiclendirme, retikiiloendotelyal sistemin fagositik ve proliferatif aktivitesinin
artirtlmasini kapsamaktadir. Biitiin glukanlar immiin sistemi destekleme anlaminda ayni1
degildir. Bu nedenle yulaftan, arpadan, g¢esitli mantarlardan ve alglerden elde edilen

glukanlar ekmek mayasindan izole edilen beta glukan kadar kuvvetli degildir (50).

Beta glukan immiinostimiilant oldugu kadar, immiin sistemin potent bir
diizenleyicisi olarak da aktivite gosterir. Beta glukanin immiinostimiilator aktiviteleri,

kanser hiicre biiylimesi ve metastazin bozulmasiyla, bakteriyel infeksiyonun
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indirgenmesi ve dnlenmesiyle sonuglanabilir. Beta glukanin immiin sistem aktiviteleri,
onun helikal konformasyonuna baghdir ve molekiiler biyiikligi de biyolojik
aktivitelerini artirmak i¢in gereklidir. Beta glukanin biyolojik aktiviteleri doku tamirine

ve dokunun yeniden olugmasina yardim etmek ve inflamasyonu modiile etmektir (51).
4.6.1. Beta Glukanin Biyolojik Aktiviteleri

Beta glukanin en Onemli biyolojik aktivitesi, immiin sistemi diizenleme
yetenegidir. Ciinkii diger etkileri de bu aktivitesine baghdir. Beta glukanin
immiinoregiilator aktivitesi immiin sistem kontroliinde veya makrofaj fagositozunu
ayarlamada rol oynayan sitokinlerin makrofajlardan salinimimi uyarma ya da engelleme
yetenegiyle iliskilidir. Beta glukanin diger 6nemli biyolojik aktivitelerinden biri de onun
kanser hiicre biiyiimesi ve timor gelisimi lizerindeki etkisidir ki bu aktivitesini immiin
sistemi uyarabilme yetenegi sayesinde yapar (51). Beta glukanin diger bir 6nemli
biyolojik aktivitesi ise bakteriyel infeksiyonu onlemeye yardim etme yetenegidir. Beta
glukanlarin antitimor aktivitesini yiikseltmesi kadar ¢esitli viral, bakteriyal, protozoon
ve fungal hastaliklara kars1 direnci arttirdigl da gosterilmistir Beta glukan ayrica viicut

sagligini destekleyen birkag ek biyolojik aktiviteye sahiptir (52).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Deney Asamasi
5.1.1. Etik Kurul Onayi, Deney Hayvanlarinin Temini, Bakimi ve Barinmasi

Calismamiz Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2013/60 protokol numarasiyla onay almustir.
Tez galigmasi igin gerekli olan deney hayvanlarinin temini ve saf malzeme alimi1 KTU
BAP (Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birim) tarafindan

BAPO02-Hizli Destek Programi kapsaminda 11940 kod nolu proje ile desteklenmistir.

Calismada 12 haftalik 250-300 gr agirliginda 24 adet Spraque Dawley erkek sigan
kullanildi. Siganlarin bakimi, beslenmesi ve barmmasi KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Arastirma Merkezi sigan takip odalarinda yapildi. Deney siiresince (5 giin)
laboratuvarin sicaklig1 ortalama 22 + 2°C, nisbi nem ortalama %50+5 olarak ayarland.
Sirkadiyen ritminin devami i¢in odada bulunan 1siklar 12 saat agik 12 saat kapali

tutuldu. Sicanlarin beslenmesinde standart sican yemi ve musluk suyu kullanildi.

Calisma stiresince sicanlarin barindirilmasinda standart Tip III sican kafesleri
kullanildi. Her kafeste yeterli miktarda yem ve su kafes iizerinde hayvanlarin kolaylikla

ulasabilecegi bolmelere yerlestirildi (Resim 2A, B).

Resim 2. Siganlarin Bakimi ve Barinmasinda Kullanilan Tip III Kafesler (A, B).
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5.1.2. Calismada Kullanilan Gruplar ve Deneyin Uygulanmasi

Deneyde kullanilan 24 adet sigan dort grupta altisar hayvan olacak sekilde ayrildi.
Denekler agirliklarina gore gruplara homojen sekilde dagitildi (Tablo 1).

1. Grup: Kontrol Grubu

Deney siiresince yani 5 giin boyunca 6 adet sigan standart yem ile beslendi. Beta
glukan uygulanan si¢anlarla es zamanli olarak 5 giin boyunca kontrol grubuna serum

fizyolojik gavaj yoluyla verildi. Baska bir uygulama yapilmadi.
2. Grup: MTX Grubu

Deneyin ilk gilinii (0.giin) tek doz olarak 6 adet sicana 30 mg/kg Metotreksat
intraperitonal (i.p) olarak uygulandi (14). Deney bitimine kadar yani 5 giin boyunca

siganlara baska bir uygulama yapilmadi.
3. Grup: Beta Glukan Grubu (BG Grubu)

Deney siiresince (5 giin) 6 adet sicana Beta Glukan (50 mg/kg) 2 ml % 0.9’ luk
NaCl ¢ozeltisinde (SF) siispansiyon haline getirilip gavaj yoluyla uygulandi (Resim 3
A, B) (11, 15, 16).

4. Grup: MTX+Beta Glukan Grubu (MTX+BG Grubu)

Deneyin ilk giinii (0. giin) tek doz MTX (30mg/kg) intraperitonal olarak ve ilk
giinden (0. gilinden) itibaren 5 giin boyunca BG (50mg/kg ) 2 ml % 0.9 luk NaCl
¢ozeltisinde (SF) siispansiyon haline getirilerek ve gavaj yolu ile 6 adet sicana

uygulanmustir (Resim 3 A, B).

Deneklere uygulanan Beta glukan Mustafa Nevzat Drug Company’den temin

edilmis olup Metotreksat ise Kogak Farma’ dan alinmustir.

Biitiin uygulamalar her giin ayni1 saatte (10:00-11:00 aras1 ) yapildi. Besinci giiniin

sonunda denekler sakrifiye edilerek doku numuneleri alindi.
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Resim 3. Siganlara Gavaj Yoluyla Beta Glukanin Verilmesi (A, B).

Tablo 1. Calismada Kullanilan Gruplar ve Gruplara Yapilan Uygulamalar

Gruplar Uygulama

Kontrol Grubu (n:6) Deney siiresince (5 giin) gavaj yoluyla serum fizyolojik

BG Grubu (n:6) Deney siiresince (5 giin) gavaj yoluyla beta glukan (50mg/kg)

MTX Grubu (n:6) Tek doz i.p 30 mg/kg metotreksat

MTX + BG Grubu (n:6) "(l"eéc d(;i 1§) MTX (30mg/kg)+ Deney siiresince (5 giin) gavaj yoluyla BG
50mg/kg

5.2. Histolojik Islemler
5.2.1. Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

Besinci gilinilin sonunda biitiin si¢anlar ketamin (50 mg/kg) ve ksilazinin (xylazine,
Smg/kg) 1.p olarak uygulanmasindan sonra yaklasik on dakika uyutuldu. Karin
boslugundan girilerek sag testis ¢ikarildi (Resim 4 A, B). Daha sonra abdominal aorta
makasla kesilerek kansizlastirma yontemiyle deneklere otanazi yapildi. Sag testis
cikarilarak hassas terazide tartildi. Elde edilen testis her biri boyuna ikiye boliindii. Her
siganda ayni testis bolgesi olmak lizere sag testisin bir yarisi histolojik degerlendirmeler

i¢in Bouin fiksatifine alindi.
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Calismanin deney asamasi1 ve dokularin elde edilmesi islemlerinin tiimii KTU Tip

Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’ nde 6zel olarak hazirlanmis hayvan takip ve

cerrahi miidahale odalarinda gergeklestirildi.

Resim 4. Testis Cikarilig1 (A). Testisin Makroskopik Goriintiisii (B).

5.2.2. Bouin Fiksatifinin Hazirlanmisi

Bouin fiksatifini hazirlamak i¢in 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 (53).

Bouin fiksatifine alinan testisler 18 saat 1s1tk almayan kuru ortam ve oda
sicakliginda saklanip sirasiyla sudan wuzaklastirma, seffaflastirma ve parafinden

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

% 70’ lik alkol 1 giin

% 90’ lik alkol 1 giin

% 96’ lik alkol 1 giin

% 100’ liik alkol 1 giin

% 100’ liik alkol 1 saat

Ksilen5 dakika (3 kez)

Dokular eritilmis parafin icerisinde 6nce 58 °C’ lik etiivde ii¢ kez 15 dakika,

N o g &~ w D oe

sonrasinda ise 2 saat bekletildi.
8. Dokular oda sicakliginda bloklandi.
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5.2.3. Kesitlerin Alinmasi

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

ve lam tizerine yerlestirildi.
5.2.4. Kesitlerin Hematoksilen ve Eozin (H.E.) ile Boyanmasi

Tim dokulardan kesitlerin alinmasi1 tamamlandiktan sonra boyama islemine
baslandi. Boyama sirasinda H.E. boyalar1 kullanildi. Tiim kesitlerin parafini 60 °C’ lik

etlivde iyice eritildi ve sirasiyla agagidaki islemler uygulandi:

Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
%100’1iik alkol 5 dakika
%9611k alkol 5 dakika
%70’lik alkol 5 dakika
Distile su 2-3 dakika
Hematoksilen 35 saniye
Musluk suyu 5 dakika
Asit alkol 1 kez batirilip ¢ikartildi

. Distile su 1 dakika

. Amonyakl1 su 10 saniye

. Distile su 1 dakika

. Eozin 30 saniye

. Distile su 1 dakika

. % 70’lik alkol 5 dakika

. % 96’11k alkol 5 dakika

. %100’lik alkol 5 dakika

. Ksilen 5 dakika

. Ksilen 5 dakika

. Entellan ile kapatma.

© 0o N o g B~ w DN PE
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Hazirlanan preparatlarda seminifer tiibiil capi, germinal epitel kalinligi ve
liimende olgunlagsmamis germinal hiicrelerin goriildiigii tiibiil sayis1 Olympus DP 71
(Japan) kameral1 151k mikroskopunda (IM) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging
Solution, Germany) programi kullanilarak hesaplandi. Seminifer tiibtildeki
spermatogenetik hiicreler ve interstisyel alan yine aymi mikroskopla incelendi ve

resimler dijital ortama aktarildi.

Testis seminifer tiibiiliinde hasar degerlendirmesi i¢in Johnsen skorlama sistemi

kullanildi (54, 55).
Johnsen skorlama sistemi (54)

10 : Germinal epitel ¢ok sirali, cok sayida spermatazoa var

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

: Spermatozoa yok, ¢ok 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

R NN W R~ 01O N 0O ©

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

Testisteki apoptozu degerlendirmek i¢in TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay) teknigi kullanilarak
seminifer tiibiill germinal hiicrelerinde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi. Nekroz
alanlart bulunmayan, homojen boyanmis kahverengi nukleuslu TUNEL pozitif (+)
hiicreler apoptotik hiicre olarak degerlendirildi. Her testiste en az 10 seminifer tiibiilde
TUNEL (+) hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayisi bakilip apoptotik yiizde (A= TUNEL
(+) hiicre say1s1 / toplam hiicre sayist x 100) hesaplandi (56).
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5.3.1. TUNEL Boyama

TUNEL teknigi i¢in In situ cell death detection kit, POD kiti kullanildi. Lam

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

islemlerden gegirildi.

© © N o gk~ DR

e e =
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13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

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

%95 etanol 2x5 dk

%70 etanol 2x5dk

Distile su ile yikandi.

Oda 1s1sinda 20 pg/ml Proteinase K 15 dk
PBS (Phosphate Buffer Solution)’ de yikandi.
%3 H,0,’ de 15 dk

Distile su ile yikand.

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

karisimi ile dokular kaplandi, 37 °C’ lik etiivde 1,5 saat nemli ortamda
tutuldu.

PBS’ de yikandi.

100 p converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde kaplandi ve 37 °C” lik
etiivde inkiibe edildi.

PBS’de 3x5 yikand.

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

Distile suda 1x2 kez yikandi.

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

%70 etanol 2x5dk

%95 etanol 2x5 dk

%100 etanol 2x5 dk

Ksilen 2x5 dk

Kurutulup entellan ile kapatildi.
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5.4. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences
13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanilarak yapildi. Her bir gruba ait
sayisal veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak verildi ve Kruskal Wallis varyans
analizi (post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi) ile karsilastirild

ve karsilagtirmalarda p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Viicut ve Testis Agirhgina Ait Bulgular
6.1.1. Deney Gruplarimin Viicut Agirhklarma Ait Ortalama ve Standart Sapmalar

Deney gruplarina ait siganlarin viicut agirliklarinin karsilastirilmas: Tablo 2” de
verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu deney oncesi viicut agirliklari ile deney
sonrast viicut agirliklart gruplar kendi iglerinde karsilastirildiginda MTX Grubu ve
MTX+BG gruplarinin viicut agirliklar istatistiksel olarak anlamli sekilde dismiistiir
(Paired T Testi, iki es arasindaki farkin 6nemlilik testi, p<0.05). Kontrol grubu ve BG
gruplarinin  deney Oncesi ile deney sonrasi viicut agirliklar1 kendi iclerinde
karsilagtirildiginda, Kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur

(p<0.001). BG grubundaki artis ise istatistiksel agidan anlamli degildir (p=0.852).

Tablo 2. Deney Gruplarmin Deney Oncesi ve Deney Sonrasi Viicut Agirhiklarma Ait
Ortalama ve Standart Sapmalar

Gruplar Deney Oncesi Viicut Agirhig (gr) Deney Sonrasi Viicut Agirhg (gr)
Kontrol Grubu 282.50*+16.65 301.33*+12.35

BG Grubu 297.50+21.38 298.16+18.17

MTX Grubu 289.16**+36.38 270.33**+39.50

MTX +BG Grubu 285.00***+33.91 245.16***+35.44

*: Kontrol grubunun deney oncesi ve sonrast viicut agirliklart karsilastirildiginda anlamli sekilde
artmugtir (p<0.001).

** MTX grubunun deney Oncesi ve sonrast viicut agirliklart karsilagtirildiginda anlamli sekilde
diigmiistiir.
***: MTX+BG grubunun deney 6ncesi ve sonrasi viicut agirliklar: karsilastirildiginda anlamli sekilde
diismiistiir.

6.1.2. Deney Gruplarimmn Testis Agirhiklarina Ait Ortalama ve Standart Sapmalar

Deney gruplarina ait sicanlarin testis agirliklarinin karsilastirilmast Tablo 3’ de
verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda Kontrol, BG, MTX ve MTX + BG
gruplariin testis agirliklar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmad: (One Way
ANOVA, p= 0.996).
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Tablo 3. Deney Gruplariin Testis Agirligina Ait Ortalama ve Standart Sapmalar

Gruplar Testis Agirhgi (gr)
Kontrol Grubu 1.40+0.15
BG Grubu 1.40+0.14
MTX Grubu 1.40+0.15
MTX + BG Grubu 1.41+£0.11

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 Sl¢lim
sonuglart Tablo 4’ de verilmistir. Hesaplanan istatistiksel sonuglarda MTX grubu diger
gruplarla karsilastirildiginda seminifer tiibiil capinda bir azalma meydana geldigi
gozlendi. MTX grubunda kontrol gurubuna gore bir azalma goriilmiistiir ama bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildir (Tukey HSD, p<0.05). Bu azalma sadece MTX ve
BG gurubu arasinda istatistiksel a¢idan anlamlidir. MTX+BG grubunda MTX grubuna
gore seminifer tiibiil ¢apinda bir artis goriildii ama bu artis istatistiksel agidan anlaml
degildi (p=0,052). Kontrol grubu ile BG grubu kiyaslandiginda seminifer tiibiil ¢apinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Germinal epitel kalinlig1 agisindan
MTX grubu diger gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede bir
azalma meydana geldigi goriildii. MTX+BG grubundaki germinal epitel kalinligit MTX
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artma goriildii (Tukey
HSD, p<0.05).

Tablo 4. Deney Gruplarma Ait Morfometrik Olgiimlerin Ortalama ve Standart Sapma

Degerleri
Gruplar Seminifer Tiibiil Cap1 (um) Germinal Epitel Kalinhig1 (um)
Kontrol Grubu 255.81 +6.71 80.26 +1.95
BG Grubu 262.43 £12.40 72.12 +£3.40
MTX Grubu 242.04*+10.03 54.89**+4.52
MTX +BG Grubu 258.06 +9.92 64.88***+4.82

*: MTX grubundaki degerler, BG grubuna gore istatistiksel agidan anlamli derecede azalmistir.
**. MTX grubudaki germinal epitel kalinligi, diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli bir derecede
azalmustir.
**%. MTX+BG grubudaki germinal epitel kalinligi, MTX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede artmistir.
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6.2.2. Johnsen Skorlama Sonuglar:

Deney gruplarindaki testis hasar degerlendirmesi Johnsen skorlama sistemi ile
belirlendi. Sonuglar Tablo 5’ de verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore
MTX grubunun diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu
gozlendi (Tukey HSD, p<0.05). MTX grubundaki testis hasar1 diger gruplara gore
anlamli derecede artmistir. MTX grubu ile MTX+BG grubu hasar yoniinden
kiyaslandiginda, MTX+BG grubunda istatistiksel agidan anlamli bir diisiis gorildi
(Tukey HSD, p<0.05). Bu sonuglar MTX grubundaki testis hasarinin diger gruplara
gore arttigini; MTX ile birlikte BG uygulanan sicanlarda ise testis hasarinin MTX

grubuna gore azaldigin1 gostermektedir.

Tablo 5. Deney Gruplarma Ait Johnsen Skorlama Sistemi Degerlendirme Sonuglari

Gruplar Johnsen Skorlama Sonuglari
Kontrol Grubu 8.91+0.23

BG Grubu 8.70 £0.52

MTX Grubu 6.05* £0.57

MTX + BG Grubu 8.38**+0.38

*: MTX grubundaki testis hasar1 diger gruplara gore anlamli derecede artmustir.
**: MTX+BG grubundaki testis hasart MTX grubuna goére anlamli bir sekilde azalmistir.

6.3. Histopatolojik Degerlendirmeler

Testis dokusu histapatolojik olarak incelendiginde kontrol grubuna ait kesitlerde,
normal morfolojik yapr gézlenmistir. Seminifer tiibiillerdeki spermatogenik hiicreler
olan spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatidler
diizenli dizilmistir. Bir¢ok seminifer tiibiilin limeninde c¢ok sayida spermatozoa
goriilmiistiir. Sertoli hiicreleri normal gériiniimdeydi ve interstisyel alan dokusunun
biitlinliigiinii korudugu gozlendi. Degerlendirme sonucunda herhangi bir patolojik

bulguya rastlanmadi (Resim 5A).

BG grubundaki seminifer tiibiiller kontrol grubuna benzer sekilde oldugu
spermatogenik hiicre dongiisiiniin normal bi¢imde seyrettigi ve tliblil yapisi
biitiinliiglinlin korundugu goriildii. Degerlendirme sonucu herhangi bir patolojik

bulguya rastlanmadi (Resim 5B).
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MTX grubuna ait testis Kkesitlerinde, seminifer tiibiillerin liimeninine
olgunlasmamigs germinal epitel hiicrelerin dokiildiigii, Seminifer tiibiil ve germinal epitel
hiicrelerinde diizensizlikler goriildii. Seminifer tiibiil epitelinde ve bazal membraninda

yer yer agilmalar ve vakuoller gozlendi. interstisyel alanda 6dem izlendi. (Resim 6).

MTX+BG grubundaki seminifer tiibiillerde Sertoli hiicresi ve spermatogonyum
arasindaki agilmalarin, vakuolizasyonun ve interstisyel alanda 6demin belirgin derecede
azaldig1, seminifer tiibiillerin limeninde birka¢ germinal epitel hiicrelerin disinda
spermatogenik hiicrelerin yapisinin korundugu izlendi ve herhangi bir patolojiye

rastlanmadi (Resim 7).

Resim 5. Kontrol Grubuna (A) ve BG Grubuna (B) Ait Testis Dokusu. Kontrol
Grubuna ve BG Grubuna ait normal yapidaki testis dokusunda seminifer

tibiiller (%), spermatazoonlar (+) ve aralarindaki interstisyel doku (1),
leydig hiicreleri () goriilmektedir (H&E, X400).
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Resim 6. MTX Grubuna Ait Testis Dokusu. MTX Grubunda seminifer tiibiilde

vakuoller (l ) ve bazal membranda vakuoller (e===), liimene dokiilen
olgunlagsmamig germ hiicreleri (====) dikkat ¢cekmektedir (H&E, X400).

Resim 7. MTX+ BG Grubuna Ait Testis Dokusu. MTX+ BG Grubu limeninde
spermatazoon yogunlugu (+), limende az sayida olgunlagsmamis germ

hiicreleri (w==p-) ve interstisyel doku (l) goriilmektedir (H&E, X400).
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6.4. Tunel Bulgular:

Deney gruplarina ait testis dokularinin TUNEL teknigi ile degerlendirilen
apoptotik indeks (Al) Tablo 6 ve Resim 8- 11’ de verilmistir. Al degerlendirmesine
gore; Al’in MTX grubunda kontrol grubuna ve BG grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml olgiide arttigi goriildi. MTX +BG grubuna ait AI'in MTX grubuna gore

istatistiksel agidan anlamli derecede azaldig: izlendi.

Tablo.6. Deney Gruplarina Ait Al Degerlendirme Sonuglari

Gruplar Apoptotik indeks (%)

Kontrol Grubu 3.67 +0.64

BG Grubu 4.65+0.50

MTX Grubu 16.76*+1.87

MTX + BG Grubu 10.91**+0.59

*: MTX grubundaki AI’in kontrol grubuna ve BG grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6lglide
arttmstir (p<0.05).

**:MTX +BG grubuna ait AI’in MTX grubuna gore istatistiksel agidan anlamli derecede azalmistir
(p<0.05).

Resim 8. Kontrol Grubuna ait testis dokusunda gézlenen TUNEL (+) hiicreler ()
goriilmektedir (TUNEL, X400).
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Resim 9. BG Grubuna ait testis dokusunda gozlenen TUNEL (+) hiicreler ()
goriilmektedir (TUNEL, X400).

Resim 10. MTX Grubuna ait testis dokusunda gozlenen TUNEL (+) hiicreler (smm)
goriilmektedir (TUNEL, X400).
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Resim 11. MTX + BG Grubuna ait testis dokusunda gozlenen TUNEL (+) hiicreler
(em==) goriilmektedir (TUNEL, X400).
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7. TARTISMA ve SONUCLAR

MTX baz1 kanser tiirlerinde bir kemoterapik ajan olarak, 16semi, lenfoma,
osteosarkom, bag ve boyun tiimorleri, akciger kanseri, meme kanseri, mesane kanseri,
testis timori ve diger bazi1 kanser tiplerinde kullanildigi gibi psoriasis, dermatomiyozit,
sarkoidoz ve romatoid artrit (RA) gibi bazi inflamatuvar hastaliklarda da yaygin sekilde
kullanilan bir folik asit antagonistidir (8, 9). Metotreksat dihidrofolat rediiktaz (DHFR)
enziminin aktif noktasina siki bir sekilde baglanarak enzimi inhibe eder (57, 58).
Tetrahidrofolat sentezinin inhibisyonu timidilat ve piirin nukleotidlerinin (adenin ve
guanin) biyosentezinin durmasina yol agar. Bu da hiicre ¢ogalmasi igin gerekli olan
DNA ve RNA sentezini inhibe eder. Bu metabolik yollar iizerinde yaptig1 degisiklikler
nedeniyle MTX’ in tedavi edici etkileri yaninda toksik etkileride ortaya ¢ikmaktadir
(40). MTX’ in kisa ve uzun donem kullanimlarina bagl olarak pek ¢ok yan etkilerinin

oldugu yapilmis deneysel hayvan ¢aligmalarinda saptanmistir.

Son birkag yil iginde arastirmacilarin ilgileri, organizmanin savunma
mekanizmalarini uyaran ve dogal olarak olusan maddelere karsi artmigtir. Bu maddeler
arasinda, biyolojik tepki modifiye ediciler olarak bilinen glukanlar vardir. Yapilan
calismalar, beta glukanlarin temel immunofarmakolojik aktivitelerinin, konak¢inin
viral, bakteriyel, fungal ve parazitik enfeksiyonlarina karsi direncinin arttirilmasi,
antitimor  etki,  karsinojenezden  korunma, immun sistemi  gii¢lendirme,
retikiiloendotelyal sistemin fagositik ve proliferatif aktivitesinin arttirilmasi seklinde
oldugunu gostermektedir. Bazi mantar glukanlari, 6rnegin Lentinan ve Schizophyllan,
Japonya' da kanser tedavisi i¢in klinik olarak kullaniimaktadir (59). Sener ve arkadaslari
(2006) ile Tsiapali ve arkadaslar1 (2001)' nin yapmis olduklar1 ¢alismada, glukanlarin
serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip olduklarin1 gostermislerdir. Bunlara ek olarak,
beta glukan; kemoterapi ve radyoterapi alan kanser hastalarinda, kemoterapétiklerin ve
radyasyonun meydana getirdigi yan etkileri engellemek icin verilmektedir (18). Ayrica
beta glukanin daha dnceden yapilan ¢alismalarda tiimor hiicre ¢ogalmasini 6nleme (60,
61), makrofaj aktivasyonunu artirma (46), sitokin sentezini artirma (62, 63), nitrik oksit
ve arasidonik asit sentezini artirma (64, 65) ve antioksidan (66, 67) ozellikleri

saptanmustir. Oral olarak verildiginde sepsis, ciltde olusan basing iilseri, iskemi veya
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asetominofen ve metotreksat gibi ilaglarla gelisen oksidatif stresten koruyuculugu

calismalarda gézlenmistir (68, 69).

Biz ¢alismamizda, giiglii bir antioksidan oldugu bilinen Beta glukanlarin MTX” in
kullanimina bagl olarak olusan hasarlar1 azaltmada bir faydasinin olup olmadigini

arastirmay1 ve yapilan ¢aligmalara katkida bulunmay1 amagladik.

Bu ¢alismada; siganlara bir¢cok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
antineoplastik ajan olan MTX ile birlikte antioksidan etkisi bilinen beta glukan
verilmistir. Biz siganlara MTX’ i Yulug ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya benzer
sekilde, doku toksisitesi olusturacak dozda intraperitoneal yolla tek seferde 30 mg/kg
dozdan uyguladik (14). Calismamizda siganlara antioksidan madde olarak beta glukanin
50 mg/kg’lik dozu kullanilmistir(11, 15, 16).

Padmanabhan ve arkadaslar1 (2008)’ nin yaptigi ¢alismada, MTX ile tedavi edilen
sicanlarda, kontrol grubuna gore ortalama viicut agirliginin disiik oldugu bulunmustur
(70). Calismamizda yapilan ¢aligmaya benzer sekilde, sicanlarin deney Oncesi viicut
agirliklart ile deney sonrasi viicut agirliklar1 (gruplar kendi iginde) karsilastirildiginda
MTX ve MTX+BG grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik oldugu
bulunmustur. MTX uygulanan si¢anlarda viicut agirliklariin diyare gelisimi sonucunda

azaldig1 diisiiniilmektedir.

Armagan ve arkadaslar1 (2008)’ nin yaptiklar1 bir caligmada ise testis agirhiginda
goriilen azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlendi (71). Bizim yaptigimiz
calismada bu c¢alismaya benzer sekilde deney gruplarmin testis agirliklari

karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi.

Sener ve arkadaslar1 (2006)’ nin yaptig1 bir ¢alismada, MTX tedavisi uygulanan
sicanlarin ileal, karaciger ve bobrek dokularinda hasar goriilmiis ancak beta glukan ile
tedavi edilen MTX grubunda ise bu hasarin azaldigi bulunmustur (11). Vardi ve
arkadaslar1 (2009)’ nin bulgularina gore sigan testislerinde MTX’ in seminifer
tiibiillerde atrofiye, germinal hiicrelerin dokiilmesine ve apoptozise yol actig
gozlenmistir (72). Yapilan bir diger ¢alismada MTX’ in; seminifer tiibiil epitel boyunda
kisalma, interstisyel alanda O6dem, spermatogonyum sayisinda azalma goriildiigi

belirtilmistir(73). Yulug ve arkadaslar1 tarafindan yapilan baska bir ¢alismada MTX
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grubunda, seminifer tiibiillerin liimeninde spermatozoon kaybi ve olgunlasmamis
germinal hiicreleri gozlenmistir (14). Shrestha ve arkadaslar1 (2007)’nin  bir
calismasinda ise i.p. olarak uygulanan MTX’ in siganlardaki seminifer tiibiil ¢aplarinda
azalmaya ve Leydig hiicre morfolojisinde bozulmalara neden oldugu séylenmistir (74).
Saxena ve arkadaslariin (2004) sican testisi iizerinde yaptiklar1 bir c¢alismada;
uygulanan MTX’ in; anlamli derecede seminifer tiibiil ¢capinda azalma ve interstisyel
alan c¢apinda artis oldugu goriilmiis. Biiytkliikleri degismis primer ve sekonder
spermatositler ile spermatidler, sekilleri ovalden yuvarlaga degisen ve vakuolizasyon
goriilen spermatositler, Sertoli ve Leydig hiicresi boyutlarinda 6énemli derecede azalma
ve bazal membranda yer yer incelme ve diizensizlik goriildiigii belirtilmistir (75). Bizim
calismamizda 151k mikroskobunda yapilan morfolojik degerlendirmelerde bu
calismalara paralel olarak, MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin liimenininde
olgunlagsmamis germinal epitel hiicrelerin dokiildiigli, Seminifer tiibiil ve germinal epitel
hiicrelerinde diizensizlikler goriildii. Seminifer tiibiil epitelinde ve bazal membraninda
yer yer agimalar ve vakuoller gozlendi. Interstisyel alanda 6dem goriilmiistiir.
MTX+BG grubundaki seminifer tilibiillerde Sertoli hiicresi ve spermatogonyum
arasindaki acilmalarin, vakuolizasyonun ve interstisyel alanda 6demin belirgin derecede
azaldig1, seminifer tiibiillerin liimeninde birka¢ germinal epitel hiicrelerin disinda
spermatogenik hiicrelerin yapisinin korundugu izlendi ve herhangi bir patolojiye
rastlanmadi. Kontrol ve BG grubu testis yapinsinda herhangi bir degisiklige

rastlanmamistir ve bu kesitlerde normal morfolojik yap1 gézlenmistir.

Morfolojik incelemelerin yani sira morfometrik 6lgiimlerle sican testislerindeki
hasar1 belirlemek i¢in seminifer tiibiil c¢apt ve germinal epitel kalinhig
degerlendirilmistir. Hesaplanan seminifer tiibiil ¢aplarinda, MTX grubunda seminifer
tiibiil ¢apinin diger gruplara gore bir azalma oldugu goriilmiistir. Kontrol grubu ile
MTX grubundaki azalma kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu
azalma MTX grubunda BG grubuna gore istatistiksel a¢idan onemli derecededir. Bu
azalmanin spermatogenezisi olumsuz etkileyecegi diisliniilmektedir. MTX+BG
grubunda ise MTX grubuna goére seminifer tiibiil ¢apinda bir artig gortildii ama bu artig
istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p=0,052). Fakat p degerinin smira yakin olmasi
sebebiyle denek sayisinin arttirilarak calismalarin tekrarlanmasi bu farkin anlamli

cikabilecegi diigiindiirmektedir. Kontrol ile BG grubu kiyaslandiginda seminifer tiibiil

45



capinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Germinal epitel kalinlig1 agisindan MTX grubu
diger gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli derecede bir azalma
meydana geldigi goriildii. MTX+ BG grubunda ise MTX grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak germinal epitel kalinliginda anlamli derecede bir artis goriildii.

Biz caligmamizda deney gruplarina ait testis dokularindaki apoptozu TUNEL
teknigi ile degerlendirdik. Bu degerlendirme sonucunda, MTX grubunda Apoptotik
Indeks (AI)’ in kontrol grubu ve BG grubuna gore istatistiksel olarak anlamli &lgiide
arttig1 goriildii. MTX +BG grubuna ait AI” in ise MTX grubuna gore istatistiksel agidan
anlamli derecede azaldigi izlendi. Vardi ve arkadaglar1 (2010)° nin apoptozu
degerlendirdikleri ¢alismada, MTX grubunda seminifer tiibiil epitelinde kaspaz-3 ile
boyanmis germ hiicrelerinin sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur

ve bizim ¢alismamiz da bu ¢alismayi destekler niteliktedir (72).

Tim bu veriler ve caligmamizda elde ettigimiz bulgulara gore; MTX’ in
testislerde histopatolojik bir hasar olusturdugu ve bir antioksidan olan beta glukanin bu
hasar1 azalttigin1 soyleyebiliriz. Bu ¢alismanin sonuglariin desteklenebilmesi icin bu
maddelerin farkli kombinasyonlar1 uygulanarak, farkli siirelerde yeni ¢alismalarin
yapilmasi gerekmekte ve daha kesin sonuglara ulasabilmek i¢in farkli dozlarda, daha

fazla sayida denekle calisilmasi onerilmektedir.
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9. ETiK KURUL ONAYI

T.C. KARADENIZ KARADENIZ

TEKNIiK UNIiVERSITESI  TECHNICAL UNIVERSITY
HAYVAN DENEYLERI ANIMAL CARE AND ETHICS
YEREL ETiK KURUL COMMITTE

BASKANLIGI

KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL BASKANLIGI
HAYVAN DENEYLERI ETiK KURUL ONAY BELGESI

Cahsmasmmm Ad1  : “Siganlarda Metotreksat Kaynakli Testis Hasarina Kars1 Beta
Glukan’in Etkisi”

Cahsmacilar s Prof.Dr.Yavuz TEKELIOGLU, Yiik.Lis.Ogr.Fidan KOC,
Doktora Ogr.Sibel TUREDI

Anabilim Dah : Histoloji ve Embriyoloji ABD.

EtkKurul |  EtkKuul | EtkKurul |  EtikKurul
Dosya No Toplant1 Tarihi Toplant1 No Karar No

2013/ 60 19.11.2013 2013/17

Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu, Tip Fakiiltesi Dekanlig
Toplant: Salonu’nda Prof.Dr.Yavuz OZORAN’in baskanhginda; “Siganlarda Metotreksat
Kaynakli Testis Hasarina Karsi Beta Glukan’in Etkisi” bashgim tagiyan tez galigmasinin,
Karadeniz Teknik Universitesi’nde yiiriitiilmesinin miimkiin olduguna; ¢aligmacilarin bu
calismay: yiiriitiilebilecek kalifikasyonda olduklarina; aragtirmanin dosyada belirtilen haliyle
tibbi etik agidan uygun olduguna; Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Uyelerinin oy birligi ile
karar verilmistir. (19.11.2013) P

‘/f

Prof. Dr. Yavuff OZORAN
Hayvan Deneyleri Yerfgl Etik Kurul Bagkan
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10. OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER

T.C. Kimlik/Pasaport No

Soyadi, Adi : KOC, Fidan

Uyrugu :TC

Dogum tarihi ve yeri : 27/09/1987 — Trabzon

Medeni hali : Bekar

Telefon 10462 3777730

Faks 1 -

E-Posta : fidan.koc@hotmail.com

Yazigma adresi : KTU Histoloji - Embriyoloji Anabilim
Dali

EGITIiM BILGILERI

Derece Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili

Yiiksek Lisans KTU Histoloji - Embriyoloji 2015
Anabilim Dali

Lisans KTU Fatih Egitim Fakiiltesi 2011
Biyoloji Ogretmenligi
KTU Fen Fakiiltesi Biyoloji 2014
Bolimii

Lise Akgaabat Lisesi 2004

AKADEMIK/MESLEKi DENEYIMIi

Gorevi Kurum Siire (Y1l -Y1l)

YABANCI DiL : Ingilizce

UZMANLIK ALANI

YAYINLAR/BILDIRILER

ODULLER/ TESVIKLER/ BURSLAR

HOBILER
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