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1.0ZET

Linoleik Asit’in Sicanlarda Metotreksat Kaynaklh Testis Hasarma Karsi
Antioksidan ve Antiapoptotik Etkisi

Bu calisma Metotreksat (MTX)’in indiikledigi si¢an testisinde Linoleik asit

(LA)’in etkilerini arastirmak amaciyla yapildu.

Arastirmada agirliklart 250-300 g arasinda degisen 12 haftalik 24 adet Sprague
Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Yirmi dort adet erkek sican kontrol, MTX, MTX +
LA ve LA olarak dort gruba ayrildi. Deneyin ilk giinii MTX ve MTX+LA gruplarina tek
doz MTX (30 mg/kg, ip) verildi. 7 giin boyunca MTX+LA ve LA gruplarina gavaj
yoluyla LA (100 mg/kg) verildi. 7. giin sonunda deneklerin karin boslugu anestezi
altinda acildi; her iki testis ve epididimisleri ¢ikarildi, kan alindi ve kansizlastirma
yontemiyle 6tanazi yapildi. Alinan sag testisler histolojik incelemeler i¢in kullanildi, sol
testisler ve alman kan Ornekleri biyokimyasal incelemeler i¢in kullanildi. Cikarilan
epididimisteki spermlerin motilite ve vitalite degerlendirmeleri yapildi; semene dokiilen

epitel hiicre sayilar1 belirlendi.

MTX grubunda kontrol grubuna gore seminifer tubiil capi, epitel kalinligi,
Johnsen skoru, sperm motilitesi ve sperm vitalitesinin distiigii, fakat germ hiicrelerinde
apoptotik indeks (Al)’in arttig1 belirlendi. MTX+LA grubunda MTX grubuna gore tubiil
cap1, epitel kalinligi, Johnsen skorunda artis ve Al’te diisiis belirlendi. LA grubunda
kontrol grubuna gore epitel kalinligi ve Johnsen skorunun distiigii tespit edildi. LA
grubunda diger gruplara gore seminifer tubiil limenine dokiilen immatiir germ hiicre

sayisinin diistiigli gorildii.

Bu ¢alisma, MTX’in testis lizerinde hasara yol a¢tigini, LA’nin bu dejeneratif

etkileri belli dlgiide diizelttigini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Immiinohistokimya, linoleik asit, mikroskopi, seminifer tubiil,

vitalite



2. SUMMARY

Antioxidant and Antiapoptotic Effect of Lineoic Acid Against Methotrexate-

Induced Testicular Damage in Rats

The aim of this study is to investigate effects of linoleic acid on methotrexate-

induced rat testis.

250-300 g bw. 12 weeks old 24 male Sprague Dawley rats were used in the
study. Rats were divided into four groups as control, methotrexate (MTX), methotrexate
+ linoleic acid (MTX+LA), linoleic acid (LA). The first day of experiment, single dose
methotrexate (30 mg/kg) injected intraperitoneally to rats of MTX and MTX+LA group.
LA (100 mg/kg) was given to MTX+LA and LA groups rats by gavage during seven
days. At the end of the experiment the abdominal cavity of each rat was opened under
anesthesia, their both testes and epididymis were taken out, blood collected and its were
euthanized. Each right testis was used for histological examination; left testis and blood
samples were used for biochemical examination. Motility and vitality of spermatozoa

were evaluated in epididymal seminal fluid.

Seminiferous tubule diameter, its epithelium height, Johnsen score, sperm
motility and vitality decreased but apoptotic index (Al) of germ cells increased in MTX
group according to the control. The tubule diameter, epithelium height, Johnsen score
increased and Al decreased in MTX+LA group according to MTX group. Also,
epithelium height, Jhonsen score decreased LA group according to the control.
Seminiferous tubule number that immature germ cells fell into its lumen decreased in

LA grup according to the other groups.

As a results of the study MTX destroyed testis and LA partially improved that

degenerative changes.

Key words: Immunohistochemistry, linoleic acid, microscopy, seminiferous tubule,

vitality



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, normal hiicre gelismesinin denetimini kaybederek hiicrelerin kontrolsiiz
sekilde ¢ogalmasi olarak tanimlanir. Bu anormal hiicre ¢ogalmasiyla birlikte tiimdrler
(neoplazmalar) olusur. Kanser hiicresel diizeyde bir genetik diizensizlik olarak ifade
edilmektedir. Kanser, olusan dokudaki hiicre tipine bagli olarak losemiler, lenfomalar,
sarkomalar ve karsinomalar olmak iizere dort gruba ayrilir. Karsinomalar, kanser
tiplerinin %85’ini olustururlar ve bezler, meme, deri ve iirogenital dokulardan kdken
alirlar (1). Giiniimiiziin en Onemli hastaliklarindan biri olan kanserin tedavisinde
kemoterapoétik ilaglar yaygin olarak kullanilmaktadir. Kemoterapi, 6zellikle ¢ogalan
hiicrelere yonelik segici oldiirlicii etkileri bulunan, dogal veya sentetik kimyasal,
biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi yontemidir. Kemoterapdtik ajanlar, en
fazla hiicrelerin proliferatif sathasinda etki gosterirler. Bu durum, daha ¢ok kan
hiicreleri, gastrointestinal sistemdeki hiicreler, kil folikiilleri ve spermler gibi hizli
boliinebilen hiicreler iizerinde yan etkiler olusmasina sebep olmaktadirlar (2, 3).

Kemoterapotikler coklu organ sistemlerinde akut toksik yan etkiler olusturmaktadir (4).

Bir folik asit antagonisti olan Metotreksat (MTX) uzun yillardir kemoterapotik
ilag olarak kullanilmaktadir (5). MTX’in tedavi edici Ozellikleri olmasina ragmen,
infertilite gibi yan etkileri de bulunmaktadir. Tek doz MTX, testislerde oksidatif stres
olusturur ve infertiliteye neden olabilir (6). MTX oogenez, spermatogenez ve
dogurganlik tizerine zararl etkiler gostermektedir (7). MTX uygulamasinin ardindan
testislerde seminifer tubiillerde hasar, sperm sayisinda azalma, sperm DNA hasari ile

kalic1 azoospermi ve infertilite yan etki olarak goriilmektedir (8).

Linoleik asit (LA), esansiyel yag asidi ¢esidi olup viicuda hazir olarak
alinmaktadir (9). Mevcut ¢aligmalarda esansiyel yag asitlerinden yoksun beslenildiginde
tireme bozukluklar1 goriilmiis, ancak diyete esansiyel yag asitlerinin ilavesiyle birlikte
bu sorunun ortadan kalktigi belirlenmistir (10). Esansiyel yag asitleri saglikli hiicre
membraninin sekillenmesi, beyin ve sinir sistemi fonksiyonlarini uygun sekilde
yiriitebilmesi ve eikosanoid denilen hormon benzeri maddelerin iretimi igin
gereklidirler (11). Linoleik asidin de i¢inde bulundugu 6 grubu yag asitlerinin, cilt
sagligini, esnek ve pirilizsiz cilt olusumunu saglayarak deriyi yaralanma ve

enfeksiyonlara karsi korudugu bilinmektedir (12).



Infertilite (kisirlik), iireme yeteneginin istek dis1 azalmasi ya da kaybolmasi
olayidir. Bu olay fiziksel, psikososyal, sosyoekonomik ve cevresel faktorler nedeniyle
meydana gelmektedir (13). Infertilite evli ¢iftlerin %15’ini etkilemekle birlikte bu
oranin yarist erkege bagl infertiliteden kaynaklanmaktadir. Kemoterapi goren evli
ciftlerde kemoterapinin tamamlanmasinin ardindan infertilite orani %15-30’lara
ulagsmaktadir. Kemoterapdtikler kanserli olmayan normal dokularda ve hiicrelerde farkli
seviyelerde yan etki gostererek erkek infertilitesi hatta sterilitesine neden olurlar.
Kemoterap6tik ajanlar iireme sistemindeki yan etkileri nedeniyle erkeklerin fertilitesi
cinsel yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Buna yonelik kanserli erkekler
ile deney hayvanlari lizerinde yapilan pek ¢ok ¢alismaya gore, 6zellikle geng erkeklerin
fertilite problemi gelecekte ciddi bir sorun olusturacaktir. Bu sorunu asmaya yonelik
cesitli hormonal ve antioksidan uygulamalar ile sperma, germ hiicreleri ve testis
dokusunun dondurularak saklanmasi yoluyla deney hayvanlarinda olumlu sonuglar elde
edilmistir (3).

Literatiirde MTX’in testis toksisitesine karst LA’nin etkisini gdsteren herhangi
bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu calisma, MTX kaynakli testis hasarina karst LA’ nin

morfolojik ve fonksiyonel etkilerinin olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla yapildi.



4. GENEL BILGILER

Erkek tlireme sistemi; testisler, genital bosaltim kanallari, aksesuar cinsiyet
bezleri (vezikiila seminalisler, prostat, bulboiiretral bezler) ve penisten olusur.
Testislerin spermatogenez (spermin liretimi) ve steroidogenez (androjenlerin iiretimi)
olmak tizere iki temel gorevi vardir. Testisler, scrotum igerisine yerleserek sperm
tiretimi i¢in gerekli olan diisik viicut 1sisina sahip olurlar. Burada iretilen
spermatozoonlar, epididimise iletilir ve burada depolanir. Spermatozoonlar,
epididimisten duktus deferense geger ve buradan penil iiretraya iletilerek disar1 atilir
(14, 15).

4.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun genetik agidan cinsiyeti X kromozomuna sahip ovum ile X veya Y
kromozomuna sahip spermin birlesmesiyle (fertilizasyonla) belirlenir. Morfolojik olarak
yedinci haftaya kadar ortaya ¢ikmayan disi veya erkek ozellikleri degisim donemine
girerek bazilari otozomal ve birden ¢ok eseysel genlerin etkisiyle farklilasma siirecine
girerler. Genital gelisimin pasif olarak gecirildigi erkek ve disi 6zelliklerin benzer
olarak sizlendigi gelisimin bu baslangi¢ periyodu “seksiiel gelisimin farklanmamis

safhas1” olarak tanimlanmaktadir (16-18).

Testisler embriyonik donemin erken gelisim doneminde, karin boslugunun arka

duvarinda retroperitoneal bolgede gelisirler (14, 19, 20).

Gelisimleri 5. haftada baslayan gonadlar (testisler ve ovaryumlar), abdomenin
posterior duvarmdaki mezotel (mezodermal epitel), altindaki mezensim (embriyonik
bag dokusu) ve primordial germ hiicrelerinden olusur. Mezonefrozun medialinde
epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla gonadal kabarti
belirir. Primer seks kordonlar1 olarak adlandirilan parmak seklindeki epiteliyal
kordonlar, mezensim igerisine dogru go¢ eder. Farklilasmamis gonad, dista korteks ve
icte medulla halini alir. Eger embriyo disi kromozom yapisina (XX) sahipse korteks
overe farklilagir, medullas1 geriler. Embriyo erkek kromozom yapisina (XY) sahip ise

medulla testise doniisiir, korteks bir takim kalintilar1 diginda gerileyerek dejenere olur
(17, 18).



Epiblasttan koken alan primordial germ hiicreleri olduk¢a biiyiik ve yuvarlak
yapidadir. Primitif ¢izgiden go¢ eden primordial germ hiicreleri, tigiincii haftada yolk
kesesinin (vitelliis kesesi) allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina
yerlesir. Dordiincii  haftada primordial germ hiicreleri, ameboid hareketlerle
sonbagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerler. Embriyonun katlanmalari sirasinda,
vitellus kesesinin dorsal pargasi igerisinde konumlanir. 5. haftanin baginda primordial
germ hiicreleri gonadal kabartilara dogru ilerler. 6. haftada genital sirtta mezensim

igerisine yerleserek primer seks kordonlariyla birlesir (16, 17).

Cinsiyetin belirlenmesi fertilizasyonla baslamakta olup erkek fenotipinin
gelisimi Y kromozomunun kisa kolu iizerinde cinsiyet belirleyici bolgeye yerlesmis 223
aminoasit (aa) diizenine sahip olan SRY geninin testis belirleyici faktorii (TDF)
aktiflestirmesiyle baslamaktadir. TDF, primer seks kordonlarindan testikiiler
farklilagsmay1 saglamaktadir. TDF nin aktiflesmesiyle ilkel cinsiyet kordonlari1 ¢ogalarak
medullanin igerisine dogru ilerler ve testisin medullar kordonlarini olusturur. Bu
kordonlar, bezin hilusuna dogru ilerleyip birbirleriyle anostomoz yaparak rete testisi
olusturur. Gelisimin 12. haftasinda testikiiler kordonlar, kalin fibr6z bir bag dokusuna
sahip olan tunika albuginea ile yiizey epitelinden ayrilir. 16. haftada testis kordonlari at
nali seklini alarak ug¢ noktalari birlesir ve tubiili rektileri olusturur. Bu asamada testis
kordonlari, bezin ylizey epitelinden gelisen Sertoli hiicreleri ile primitif germ
hiicrelerinden olugmaktadir (16-18, 21).

Testis kordonlarinin farklilagmaya baslamasiyla birlikte bunlarin arasinda
bulunan interstisiyel Leydig hiicreleri gelismeye baslar. 8. haftada Leydig hiicreleri,
testosteron ve androstenedion gibi androjenik hormonlari salgilayarak dis genitaller ve
mezonefrik kanallarin erkeksi karaktere farklanmasini saglar. Testosteron iiretimi insan
koryonik gonadotropin (hCG) hormonu tarafindan uyarilir. hCG hormonu 8-12 haftalik
stirecte en yiiksek seviyesine ulagir (16-18).

Fotal testislerin Sertoli hiicrelerinden 8. haftadan itibaren glikoprotein yapida
olan antimiillerian hormon (AMH) salinmaya baglar. AMH, Miiller kanallarinin
gelisimini Onlerken, erkek lireme sisteminin normal sekilde seyretmesini saglar. AMH
serum seviyesi erkeklerde iki yasina kadar yiiksek olup puberteye kadar yavaslar ve

sonrasinda hizla diiser (17, 22).



Fotal testisin testis kordonlarinda Sertoli hiicreleri ¢ogunlugu olusturmaktadir.
Gelisimin ilerlemesiyle testisin ylizey epiteli diizlesir ve yetigkin testisin yiizeyini
kaplayan mezoteli meydana getirir. Testis kordonlar1 puberteye kadar solid yapida olup
bu evreden sonra liimenleri acgilarak seminifer tubiillere doniisiir. Kanalize olan
seminifer tubiiller rete testislerle birleserek duktuli efferenteslere girer. Duktuli

efferentesler, rete testislerle birlikte ileride duktus deferensle birlesir (16, 17).

Testisler gelisimin yaklasik 26. haftasinda skrotuma dogru go¢ ederler.
Spermatik kordonlara asili halde olan testisler, skrotuma inisleri sirasinda peritondan
koken alan serdz bir kese ile birlikte siirtiklenir. Tunica vajinalis olarak adlandirilan bu
kese testisin 6n ve yan boliimlerinden tunica albugineayi kusatir; dista pariyetal yaprak

ve igte viseral yapraktan olugmaktadir (15, 19, 20).
4.2. Testis Anatomisi

Testisler erkekte temel iireme organidir. Bu yapilar, funiculus spermaticusa asili
sekilde skrotum igerisinde bulunur. Funiculus spermaticus, Vasa epigastricae
inferiores’in dis yaninda Anulus inguinalis superficialisten ¢ikar ve testisin arka
kenarinda scrotum igerisinde son bulur. Tiip seklindeki Funiculus spermaticus; kan ve
lenf damarlari, sinirler ve ductus deferensi bulundurmaktadir. Skrotum ise deriden
olusan bir kesedir ve iki tabakasi vardir: Yogun pigmentli deri ve diiz kas liflerinin
bulundugu Tunica dartos. Tunica dartos yag tabakasi bulundurmamakla birlikte 1s1

kaybinin diizenlenmesini saglar (23-25).

Testisler; bir cifttir, ovoid ve beyazimsi yapidadir. Testislerin her biri 4-5 cm
uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde 3 cm kalinliginda ve 10-15 g agirligindadir. Scrotum
igerisinde kan stazindan dolayi sol testis sag testise gore yaklasik 1 cm daha distalde yer

alir (23, 26).

Her bir testis parenkimi 3 tabakali ortii ile kusatilmistir. En dista testisin
posterior kismi hari¢ diger kisimlar1 6rten epiorchium bulunur. Bunun altinda testisin
tiim ylizeyini saran kalin fibroz tabakaya sahip beyaz renkte Tunica albuginea yer alir.
Ic kisimda ise testis parenkimine bitisik bag dokusu ve kan damarlarindan olusan
Tunica vasculosa bulunmaktadir. Tunica albuginea testisin arka kenar1 boyunca
kalinlasarak mediastinum testisi olusturur ve testis parenkimi igine dogru uzanir. Testis

parenkimine ulasan kan damarlari, lenf damarlari ve genital bosaltim kanallar



mediastinum testis icerisinden gegmektedir. Dallanan mediastinum testis, parenkimi
yaklagik 250 lobiile bolmektedir. Birbiriyle iliskili olan bu lobiiller igerisinde 1-4 adet
seminifer tubiil bulunmaktadir (14, 23).

4.3. Testis Histolojisi

Testisi distan Tunica albuginea adi verilen siki bag dokusu sarar. Tunica
albuginea tabakasi, testisin arka kisminda kalinlagarak mediastinum testisi olusturur. Bu
yapi testisin i¢ine dogru fibroz uzantilar vererek testisi ¢ogunlukla birbiriyle iligkili olan
yaklasik 250 adet testikiiler lobiile ayirir. Her lobiil, 1-4 adet seminifer tubiil ve bu
tubiillerin arasinda bulunan tunica vaskiiloza tabakasindan olusan interstisyel bag
dokusundan olusmaktadir (Resim 1). Burada interstisyel alan hiicreleri testikiiler
androjenleri, seminifer tubiiller spermatozoonlar olarak adlandirilan erkek tireme
hiicrelerini tiretir (15, 19, 20).

Seminifer tubiiller, ¢cok uzun yapida olup lobiill icerisinde kendi fiizerine
katlanarak kivrimlar olusturur. Bu yapilar, karmasik halde ¢ok katli bir epitel ile
cevrelenerek sarilmaktadir ve bas kisimlar1 kor ugludur. Bunlar mediastinuma ilerlerken
limenleri daralir ve diiz tubiilleri olustururlar (tubiili rekti). Tubiili rektiler; dar kanalli,
kisa segmentler olup epiteli izoprizmatik veya alcak prizmatik epiteldir ve
spermatogenik hiicreler igermez. Bu tubiiller mediastinum igerisinde anastomozlasmis
olan rete testise baglanirlar. Rete testis, genis liimenli olup epiteli tek katli yassi, algak
izoprizmatik veya algak prizmatik epitel tasir. Rete testis u¢ kismina dogru genisleyerek
yaklagik 10-20 adet duktuli efferentes ile birlesir. Duktuli efferentes, diiz tubiiller
bulundurur ve epididimisin bas kismina dogru olduk¢a kivrimli bir yapiya donisiir.
Bunlar uzun yiiksek prizmatik hiicre gruplart ile algak izoprizmatik hiicre gruplar
seklinde epitele sahiptir. Tasidigi bu hiicre gruplart nedeniyle liimenleri oldukga
diizensizdir. Duktuli efferentes, testis ile epididimis arasindaki baglantiyr saglamaktadir
(15, 19).

Testislerin seminifer tubiillerinde iiretilen spermatozoonlar, genital kanallarin ve
yardimct bezlerin salgilarma eklenerek diiz kaslarin kasilmasiyla ilerler. Olusan bu

semen penis araciligiyla disi iireme sistemine iletilir (27).



4.3.1. interstisyel Doku

Testislerde seminifer tubiillerin arasini olusturan interstisyel alan; bag dokusu,
sinirler, kan ve lenf damarlar1 ve pencereli kapilerler bulundurmaktadir. Buradaki bag
dokusu fibroblastlar, mast hiicreleri, makrofajlar, puberteye kadar pasif halde bulunan
kiimelesmis sekildeki Leydig (interstisyel) hiicrelerini icerir (Resim 1). Interstisyel alan
yapilanmasi, tiirler arasinda cesitlilik gdstermektedir. insandaki ekstraseliiler maddede
bol miktarda gevsek bag dokusu bulunmaktadir. Domuz, at ve keseli sigan gibi diger

tirlerde de interstisyel alanda bol miktarda Leydig hiicreleri yer alir (19, 20).

Leydig hiicrelerinin temel fonksiyonu, androjenleri {reterek ikincil seks
karakterlerini ortaya cikarmaktir. Uretilen hormonlar sayesinde embriyonik geligim,
cinsel olgunlagsma ve ilireme fonksiyonu yiiriitiiliir. Leydig hiicrelerinin sayilari ve
islevsellikleri hormonlarla yonetilir. Gebelikte plasentada {iretilen gonadotropik
hormonun anne kanindan fetiise gecisiyle fetal testikiiler interstisyel hiicreler uyarilir ve
androjenlerin iiretimi baslar. Embriyonik donemde androjenlerin etkisiyle erkek genital
organlarinin farklilasmasi yaklasik olarak 4. ayda tamamlanir ve testosteron iiretimi
giderek diiser. Hipofizden salgilanan luteinlestirici hormon (LH) sayesinde Leydig
hiicreleri, puberteye kadar inaktif periyoda girer. Leydig hiicreleri pubertede
gonadotropik stimiilasyonun etkisiyle tekrar aktiflesir ve aktiflikleri yasam boyu devam
eder (14, 15).

Leydig hiicreleri; yuvarlak ya da poligonal sekilli merkezi bir niikleus, graniilsiiz
endoplazmik retikulum (aER) ve bol miktarda kiigiik lipid damlaciklari bulunduran
eozinofilik hiicredir. Yapilarinda lipofuskin pigmenti, ¢ubuk sekilli Reinke kristalleri ve
tubiilovezikiiler kristaller bulunur. Intersitisyel doku iginde, Leydig hiicreleri cesitli
miktarlarda kiimelesirler ve bu hiicreler arasira kan damarlariyla iligkilidir; hiicreler 14—
20 um boyutundadir. Leydig hiicreleri Sitoplazmalarindaki Reinke Kristalleri ise 3X20
um boyutundadir. Testosteron iiretimi hiicrenin diiz endoplazmik retikulumunda ve

mitokondrilerinde enzimler tarafindan gergeklesmektedir (14, 15, 20).
4.3.2. Seminifer Tubiiller

Testisin interstisyel bag dokusu arasina yerlesmis olan seminifer tubiillerin her
biri yaklagik 50 cm uzunlugunda ve 150 — 250 pum capindadir. Seminifer tubiiller;

tunika propria olarak adlandirilan fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina



ve karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden meydana gelmektedir. Peritubiiler
doku olarak da bilinen tunika propria, seminifer tubiilleri en distan ¢evreleyen birkag
fibroblast katmanindan olusmaktadir. En icte bazal laminaya bitisik bulunan tabaka diiz
kas 6zelligi gosteren yassilasmis miyoid hiicreler ve kollajen fibrillerden olusmaktadir.
Insanda bu tabaka 3-5 sira seklinde miyoid hiicre icermektedir. Bu miyoid hiicrelerin
ritmik kasilmalar1 ile spermatozoanin ve testikiiler sivinin seminifer tubiillerden

bosaltim kanali sistemine gegisi saglanir (15, 19).
4.3.3. Seminifer Epitel

Seminifer epitel ¢ok katli, karmasik bir yapida olup iki temel hiicre ¢esidini
icermektedir. Biri destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleridir. Diger hiicre ¢esidi ise

spermatogenik seri hiicreleridir ve bu hiicreler spermatogenez ile spermatozoonlari

tiretmekle gorevlidir (Resim 1, sekil 1) (19).

R B e A ) e LY N W e e e S | ﬂ

Resim 1. Seminifer tubiillerin H&E boyama ile gosterimi (X400). Yildiz seminifer
tubiilun limenini, ¢ift uglu ok seminifer epiteli, tiggen interstisyel alani, tek
yonlii ok ise Leydig hiicrelerini géstermektedir.
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4.3.3.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, taban1 seminifer epitelin bazal laminasi {izerine oturan apikal
uclar siklikla seminifer tubiiliin liimenine ulasan ¢ok sayida yan uzantilara sahip uzun,
prizmatik, replike olmayan, hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin sinirlar1 ¢ok sayida yan
uzantiya sahip oldugundan 151tk mikroskobu incelemelerinde net olarak belirlenemez.
Sertoli hiicreleri destek hiicreleri olarak anilir. Spermatogenik seri hiicreleri, mayozdan
sonra Sertoli hiicrelerinin yilizeyine tutunur. Sertoli hiicreleri yapisinda iyi gelismis bir
gER, yaygin bir aER, aniiler lamel dizileri, bol miktarda kiire bi¢giminde uzun
mitokondri, iyi gelismis Golgi aygitt ve degisken miktarda mikrotubiiller, lizozomlar,
lipit damlaciklari, vezikiiller, glikojen graniilleri ve filamentler bulundurur. Niikleusu 7—
9 nm’lik bir filament kilifi ile sarilarak diger organellerden ayrilmaktadir. Niikleusun
sekli ve yerlesimi ¢cok degisken olmakla birlikte genellikle oval ya da ti¢ggen sekillidir,
niikleusta bir veya daha fazla derin i¢e katlantilar bulunabilir. Niikleus Okromatik
yapiya sahiptir. Sertoli hiicre niikleusu, bazi tiirlerde karyozom denilen ve kendine has
ic pargali yapida, RNA ve DNA igeren cisimcik cifti tarafindan yan taraftan kusatilan
bir niikleolus igerir. Insandaki bazal sitoplazmada, 1025 nm uzunlugunda ve 1 nm
genigliginde inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Bottcher kristalloidleri) bulunmaktadir.
Bunlar, ince fuziform kristalloiddir ve rutin histolojik preperatlarda goriilebilir (14, 19).

Seminifer epitel iizerinde bulunan Sertoli hiicreleri yan yana gelecek sekilde
konumlanabilir. Bu durumda Sertoli hiicresi — Sertoli hiicresi (Sertoli-Sertoli) baglanti
kompleksini olusturur. Bu kompleks, 6zellesmis sitoplazma ve yapisal olarak essiz
membran icermektedir. Komplekslerin bir boliimiinde 50’den fazla kaynasma cizgisi
bulunan siki baglanti olan zonula okludens belirgindir. Sertoli-Sertoli baglanti
kompleksi seminifer epiteli bazal ve luminal boliimlere ayirmaktadir. Spermatogenik
seri hiicreleri bu boliimler arasina yerlesmis durumdadir. Spermatogoniumlar ve erken
primer spermatositler, seminifer epitelin bazalinde bulunur. B tipi spermatogoniumlarin
mitozuyla {iiretilen erken spermatositler, bazal bolimden luminal bdliime hareket
halinde bulunur. Daha olgun spermatositler ve spermatidler luminal kisima yerlesmistir.
Bu sekilde spermatogenik hiicrelerin farklilagmas1 sirasinda mayoz evresi ve

spermiyogenez luminal boliimde gerg¢eklesmektedir (14).

Sertoli-Sertoli baglantt kompleksi seminifer epitelde kan—testis bariyerini de

olusturmaktadir. Sertoli hiicrelerinin testosteron ve androjen baglayici protein (ABP)
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olan ekzokrin salgilar1, seminifer tubiillerin liimenlerinde bol miktarda bulunmaktadir.
Bu farklilagmakta olan spermatogenik hiicrelere bir mikro g¢evre olusturmaktadir.
Testikiiler kapilerler pencereli tiptedir ve biiyliik molekiillerin gegisine izin verir.
Seminifer epitelin bazaline yerlesmis olan spermatogonium hiicreleri, kandaki
maddelere kolay bir sekilde ulasabilmektedir. Bunun yaninda Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglanti noktalar1 sayesinde, biiylik molekiillerin Sertoli hiicreleri arasina
gecisi engellenir. Bu sayede spermatogenezin ileri safhalarindaki germ hiicrelerinin bu
maddelerle iliskisi engellenmis olur. Boylece testikiiler lenf ve kan plazmasinin igerigi
ile seminifer tubiiller ve bosaltim kanallarindaki sivinin igerigi birbirinden belirgin
sekilde farkli tutulur. Kan-testis bariyeri sayesinde plazma proteinleri, dolasimdaki
antikorlar ve spesifik sperm antikorlari, liimende bulunan genetik olarak farklilik
gosteren haploid yapidaki germ hiicreleri (sekonder spermatositler, spermatidler ve
spermler) ile spesifik sperm antijenlerini birbirinden ayirir. Boylelikle spermatogenik

hiicreler immiin sistemden korunmaktadir (14, 19).

Sertoli hiicrelerinin bu 06zelliklerinin yaninda bir¢ok gorevi bulunmaktadir.

Bunlar:

1. Gelismekte olan spermatogenik seri hiicrelerine desteklik yapmak, korumak ve
beslenmelerini saglamak.

2. Gelismekte olan spermatidlerin fazlalik sitoplazmasini artik cisimcik seklinde
fagosite etmek.

3. Spermiyasyon olay1 ile olgun spermin seminifer tubiillerin liimenine atilmasini
saglamak.

4. Spermin beslenme ve naklinde gerekli olan testikiiler siviy1 salgilamak.

5. Androjen baglayict protein (ABP), inhibin hormonu ve anti-Miillerian

hormonunu tiretmek (15, 19).
4.3.3.2. Spermatogenez

Puberteye kadar inaktif olarak bulunan testisler, puberteye girmeden once
salinan gonadotropik hormonlarin etkisiyle aktif hale gelirler ve bu aktiflikleri hayat
boyu devam eder. Spermatogenez, puberteye girilmesiyle spermatogonyumlardan
spermlerin olusum siirecini tanimlamaktadir (Sekil 1 ve 2). Spermatogenez olay1 ii¢

fazda incelenmektedir: Spermatogonyal faz, spermatosit fazi ve spermatid fazi.
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Spermatogonyal fazda, kok hiicreler mitoz boliinmeler gegirerek kendi yerlerini
alacak olan hiicreler ile primer spermatositlere doniisecek olan spermatogonyum
populasyonunu meydana getirirler. Insan spermatogonyumlari, rutin histolojik
preparatlarda niikleuslarin goriinlisii bakimindan ii¢ tip olarak gruplandirilmaktadir
(Sekil 1).

Sekil 1. Seminifer tubiil epiteli (Ross ve ark.) (14)

1. Tip A koyu (Ad) spermatogonyumlar: Kromatini ince graniillii, yogun bazofilik
ve oval niikleusludurlar. Bunlarin seminifer epitelin kok hiicreleri olabilecegi
tizerinde durulmaktadir. Bu gruptakiler diizensiz periyotlarda boliinerek kok
hiicre olarak kalan bir ¢ift Ad spermatogonyumu olusturabildigi gibi bir ¢ift Ap
spermatogonyumu da olusturabilir.

2. Tip A acik (Ap) spermatogonyumlar: Kromatini ince graniillii agik renkte
boyanan oval niikleuslu, spermi ftiretmek igin farklilasma siirecine giren
hiicrelerdir ve bu hiicreler pes pese birden fazla mitotik boliinme gecirerek

sayilarimi artirirlar. Bu siiregte mitotik olarak olusan hiicreler birbirlerine
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sitoplazmik kopriiler ile baglanmaktadir ve mayotik boliinmede de ayni sekilde
devam eder. Spermatid maturasyonunun son evresine kadar devam eden bu yap1
sayesinde ayni hiicreden koken alan hiicre serisi, inci dizisi gibi gézlenmektedir.
3. Tip B spermatogonyumlar ise genel olarak niiklear zarf boyunca ve merkezi bir
niikkleolusun etrafinda genis kiimeler olusturan yogunlagmis kromatine sahip
yuvarlak nukleusludur. Tip B spermatogonyumlar, spermatogonyal fazin son

asamasini olusturmaktadir.

Tip B spermatogonyumlarin mitoz boliinmesiyle primer spermatositler olusur.
Bu agamada primer spermatositler mayoz boliinme gegirerek kromozom sayisi ve DNA
miktart yariya iner. Ancak primer spermatositler, meydana geldikten kisa bir siire sonra,
mayoz boliinmeye baslamadan 6nce DNA replikasyonu gerceklestirerek DNA’larini iki
katina c¢ikarir. Bu sayede mayoz Oncesi primer spermatositler normal miktarda
kromozom (2n) sayisina ve ¢ift DNA (4d) yapisina sahip olur. DNA’da her kromozom,
iki kardes kromatid igerdiginden dolayt DNA 4d seklinde olmaktadir. Mayoz I gegiren
primer spermatositlerden sekonder spermatositler olusmaktadir. Burada mayozun profaz
evresi insan primer spermatositlerinde uzun stirmektedir. Yaklasik 22 giin kadar siiren
profaz evresinde, kromatin yogunlasarak kromozomlar goriiniir hale gelir. Tiir igi
cesitliligi saglayan crossing-over olayr da mayoz I’de goriilmektedir. Kromozom sayisi
(n) olan ve diploid DNA’ya sahip olan sekonder spermatosit mayoz II gegirerek n

kromozomlu haploid DNA (d)’ya sahip olan spermatidleri olusturur.

Spermatidler, farklilagmaya baglayarak spermiyogenez (spermatid fazi) evresine
girer. Spermatid fazinda yogun farklilasma siirecine giren spermatidlerden olgun
spermler olugmaktadir. Bu asamadan itibaren dollenme olayr gerceklesene kadar
herhangi bir bdliinme olmamaktadir. Spermatid fazi; Golgi fazi, kep fazi, akrozom fazi

ve olgunlasma (maturasyon) fazi olmak iizere dort asamada incelenmektedir:

Golgi fazi, spermatidin Golgi kompleksinde periyodik asit-Schiff (PAS) pozitif
graniillerinin kiimelesmesi ¢ok belirgin sekilde goriiliir. Bu proakrozomal graniiller,
iceriginde bol miktarda glikoprotein bulundurur. Kiimelesen graniiller bir araya gelerek
bir membranla kusatilir ve akrozomal vezikiilii olustururlar. Akrozomal folikiil, niiklear
zarfa yakin konumludur. Giderek icerigi artip genisleyen vezikiiliin konumu spermin 6n

kutbunu olusturur. Sentriyoller ise jukstaniiklear kistmdan spermatidin arka kutbuna gog
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ederler. Olgun sentriyoller, burada plazma mebranina dik ag1 olacak sekilde yerlesirler.
Sentriyol, sperm kuyrugunun aksonemini olusturacak olan dokuz periferik mikrotubiil

ciftinin ve iki merkezi mikrotubiiliin pargalarinin toplanmasini baslatir.

Kep fazinda, akrozomal vezikiil niikleusun 6n yarisin1 kusatir. Olusan bu yap1
akrozomal kep olarak anilmaktadir. Bu asamada altta kalan niiklear zarf pargasi,

porlarin1 kaybeder ve kalinlagir. Niiklear igerik ise giderek yogunlasir.

Akrozom fazinda, spermatid yeniden konumlanmaktadir. Bu siiregte spermatidin
bas kismu Sertoli hiicresinin igerisine iyice gdmiilerek bazal laminaya dogru ilerlerken
gelismekte olan flagellum ise seminifer tubiilin limenine dogru ilerlemektedir.
Spermatidin yogunlasan niikleusu yassilasarak uzar. Nukleus ve onu c¢evreleyen
akrozom plazma membraninin 6n kismina yakin bir sekilde yerlesirken sitoplazma
posterior kisma dogru akmaktadir. Sitoplazmik mikrotubiiller, akrozomun arka
kenarinda spermatidin arka kutbuna dogru silindirik kilif seklinde manseti olusturur. Bu
asamada sentriyoller, niikleusun arka yiizeyine ilerler ve burada immatiir sentriyoller
niikleustaki s1g bir oluga tutunur. Sentriyoller, modifikasyona ugrayarak spermin boyun
bolgesi olarak adlandirilan baglanti pargasini olustururlar. Nukleusa tutunan dokuz kalin
fibril, dis yogun lif olarak kuyruk boyunca uzar ve nukleusla flagellum arasindaki
baglantiy1 saglar. Spermin orta parcasinda ise biiyiiyen flagellumu kusatacak olan
plazma membran1 posterior kisma ilerler. Bu sekilde manset kaybolur ve
mitokondriyonlar sitoplazmanin kalan kismindan go¢ ederek boyun bélgesindeki kaba
fibrillerin etrafinda ve boyun bdlgesinin hemen posterior uzantisinda siki, helikse
benzer bir kilif olustururlar. Orta parcanin distal kisminda uzunlamasina iki siitiindan ve
cok sayida baglanti kusagindan olusan fibroz kilif, esas par¢anin dokuz longitudinal
lifini ¢evreleyerek flagellumun hemen hemen sonuna kadar ulasir. Kuyrugun, fibroz

kilifin, distalinde kalan kisa segment son parca olarak tanimlanmaktadir.

Olgunlagma fazinda flagelyum etrafinda bulunan fazla sitoplazma azaltilir ve
olgun (matiir) spermatozoon olusur. Rezidiiel cisimcik seklinde de ifade edilen bu fazla
sitoplazma artig1 Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Gelismekte olan gametler
arasinda bulunan interseliiler kopriiler fazla sitoplazmada kalmaktadir. Interseliiler

kopriilerden ayrilmis olan spermatidler ise Sertoli hiicrelerinden salinirlar.
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Bu asamalardan sonra spermiyogenezin sonunda, 6zellesmis Sertoli - spermatid
baglanti kompleksi dagilarak uzamis olan spermatidler Sertoli hiicrelerinden seminifer

tubiiliin limenine dogru ilerler. Bu evre spermiasyon olarak adlandirilmaktadir (14).

4.3.4. Spermatozoon Yapisi

Olgun insan spermi yaklasik 60 pum uzunlugundadir. Olgun sperm, bas ve
kuyruk olmak iizere iki birimden olugsmaktadir. Bunlar birbirine bir baglant1 parcastyla

tutunmaktadir. Spermin bas ve kuyruk boliimlerini bir plazma membrani kusatmaktadir.

Sekil 2. Spermatogenik seri hiicreleri (Ross ve ark.) (14)
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Spermin bas kismi1 yass1 ve sivri olup 4.5 um uzunlugunda, 3 um genisliginde ve
1 um kalinligindadir. Bas kismi1 yassilasmis ¢ekirdek ve bunun anterior yarisini saran
akrozomdan olusmaktadir. Akrozom kismi1 hyaliironidaz, néraminidaz, asit fotfataz ve
proteaz gibi hidrolitik enzimler igerir. Spermin yumurtaya degmesiyle birlikte bu
akrozomal enzimler salinir ve akrozom reaksiyonu baslamis olur. Bu sayede spermin
penetrasyonu sonrasinda gerceklesecek olan fertilizasyon kolaylastirilir ve ovuma baska

spermlerin girmesi 6nlenir.

Boyun olarak da adlandirilan baglant1 pargasi, dar bir parca olup bir ¢ift sentriol
bulundurmaktadir. Distal sentriol, sperm kuyrugunun merkezi pargasi olan aksoneme

kaynaklik yapmaktadir. Baglanti pargasi ayrica kaba liflerin baslangicini igerir.

Spermin kuyruk kismi; orta parca, esas parca ve son parca olmak iizere ii¢

kisimdan olusur:

Orta parca, yaklasik 7 um uzunlugundadir ve mitokondriyonlar icermektedir. Bu
mitokondriler kuyrugun hareketi i¢in gerekli olan enerjiyi saglayarak spermin hareketini
saglar. Mitokondriler, 9+2 dizilimli mikrotbiiler aksonem ile dig yogun lifleri sarmal

sekilde kusatmaktadir.

Esas parc¢a, yaklasik 40 um uzunlugunda olup kuyrugun en uzun pargasidir. Bu
yap1 yedi dig yogun life sarili merkezi bir aksonem ile bir fibroz kiliftan olugmaktadir.
Bu fibroz kilif, esit uzakliktaki uzamina kolonlardan ¢ikan dairesel iskeletten olusur.
Esas parg¢ada bulunan bu fibréz kilif ve dis yogun lifler keratin igermektedir. Keratin,
spermin One hareketi esnasinda mikrotubiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir protein

iskeleti olusturmaktadir.

Son par¢a, olgun spermde yaklasik 5 um olup kuyrugun ¢ok kisa parcasidir. Dis
yogun lifler ve fibroz kilif erken sonlandigindan bu parca sadece aksonemden
olugsmaktadir (14, 28).

4.4. Epididimis

Epididimis, testisin posterio-medialinde bulunan borucuklardan olusmus
spermlere depo gorevi goren virgiil seklindeki organdir. Ductus epididymis kivrimh

borulardan olusmaktadir. Bu organ, bas (caput epididymidis), orta (corpus
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epididymidis) ve kuyruk (cauda epididymidis) olmak iizere ii¢ kisimdan olusur: Bas

kismina duktuli efferentes baglanir ve bu kisim sperm toplulugu icermez (29).

Duktus epididimis, yaklasik 4-6 m uzunlugunda olup tek ve olduk¢a kivrimli bir
kanaldir. Bag dokusu ve kan damarlariyla kusatilmistir. Epididimisten alinan enine
kesitte kivrimli tubiiller goriiliir. Bu tubiillerin i¢ ve dis ylizeylerinin sinirlar1 diiz olup
tubiiller, bag dokusu ve diiz kas hiicreleriyle ortiilmiistiir. Yalanci ¢ok katli olan tubiil
epiteli; uzun, hareketsiz, stereosilyali yiiksek prizmatik esas hiicreler ile kiiglik bazal
hiicreler bulundurur. Stereosilyumlar dallanma gosteren uzun mikrovilluslardir. Bazi

tubiillerin liimeninde olgun spermatozoonlar goriilmektedir (15, 19)

Spermler, efferent kanallardaki hareketli silyumlar sayesinde seminifer
tubiillerden epididimise taginir. Silyumsuz izoprizmatik hiicreler, seminifer tubiillerde
Sertoli hiicrelerinden iiretilen testikiiler stvinin bir kismini geri emer. Epididimiste ise
stereosilyumlu esas hiicreler, spermlerin gegisi sirasinda testikiiler siviyr emer. Ayrica
esas hiicreler, seminifer tubiillerde uzaklastirilamayan artik cisimleri ve bozulan sperm
hiicrelerini fagosite eder. Ek olarak spermlerin disi iireme yollarinda depolanmasina
kadar kapasitasyonunu baskilayan bir glikoprotein salgilar. Bazal hiicrelerin gorevi ise
bilinmemektedir. Epididimis kanallar1 spermin biriktirilmesi, depolanmas1 ve
olgunlastirilmasinda goérev alir. Spermler burada hareketlilik ve yumurtayr dolleme

yetenegi kazanir (15).
4.5. Metotreksat

Metotreksat (C20H22NgOs), 6zellikle neoplazmlarda kullanilmakta olan bir folik
asit antimetabolitidir (Sekil 3). Antimetabolitler; proteinler, DNA, RNA ve diger temel
hiicre bilesenlerinin sentez zincirinin farkli asamalarinda substrat veya koenzim olarak
gorev alan cesitli dogal metabolitlerin analoglaridir. Folik asit antimetabolitleri, ilk defa
1948 yilinda Farber ve ark. tarafindan kanser terapisinde kullanilmigtir. MTX ilk kez
Sidney Farber tarafindan, akut lenfoblastik 16semili (ALL) ¢ocuklarda gecici remisyon
icin uygulanmistir. Bugiine kadar klinikte bir¢ok folat analogu kullanilmasina karsin

MTX bu analoglarin en yaygin kullanilanidir (30-32).
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Sekil 3. MTX’in kimyasal yapisi

Folik asit, dihidrofolat rediiktaz enzimiyle dihidrofolat (DHF) ve tetrahidrofolata
indirgenmektedir. Indirgenen bu folatlar, homosisteinin metionine déniisiimii sirasinda,
histidin metabolizmasinda, DNA sentezinde gerekli olan timidilat ve piirin sentezinde
gorev almaktadirlar. MTX, dihidrofolat rediiktaza (DHFR) antimetabolit olarak baglanir
ve onu inaktive eder. Bu sekilde homosisteinin metionine, glisinin serine doniisiim
mekanizmasi ile timidilat ve inosilik asit sentezi bozulur ve sonug¢ olarak protein
sentezinde hasar olusur. MTX’in yaptigi bu etkiden dolayr timor hiicrelerinin ve

romatolojik hastaliklarda etkinligi olan inflamatuar hiicrelerin etkinligi bozulur.

MTX’in biyoyararlanimi yaklasik %60 civarindadir. Plazma yarilanma Omrii
yaklasik 6 saattir. Diger antifolat ilaglarla birlikte alindiginda folat yetmezligine neden
olmaktadir (33).

MTX; 16semi, lenfoma, meme kanseri, bas ve boyun kanseri gibi pek ¢ok kanser
tiri ve romatizmal hastaliklarda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica intratekal olarak

tiimoriin leptomeningeal yayilimini 6nlemek i¢in de kullanilmaktadir (34, 35).

Tedavide MTX kullanim1 dokularda apoptoz artisina neden olmaktadir. MTX
uygulamasinin 6 saat sonrasinda sigan ince barsaginda apoptoz en yliksek seviyeye

ulagmistir (36).

MTX kullaniminda; bulanti, kusma, transaminazlarda yilikselme, somatit, kemik
iligi depresyonu, agiz ve bagirsak mukozasinda iilserasyon, akcigerlerde infiltrasyon
gibi yan etkiler goriilmektedir (37, 38). MTX’in teratojenik oldugu, bu nedenle
dogurganlik ¢agindaki kadinlarin MTX alirken hamile kalmamasi ve gebelik oncesi en
az bir ovariyal siklus déoneminde MTX kullaniminin kesilmesi gerektigi bildirilmistir

(39). Ayrica MTX, testis toksisitesi olusturarak infertiliteye neden olmaktadir (6). MTX
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kullanan erkeklerde, oligozoospermi ve hiicresel-kromozomal degisim goézlenmistir
(40).

4.6. Yag Asitleri

Yag asitleri, hidrokarbon zincirli monokarboksilik asitler olup R-COOH kapali
formiiliyle ifade edilirler. Yag asitlerinin karbon atomlari, karboksil ucundan
baslanarak numaralandirilmakta olup 2 nolu karbon atomu o, 3 no’lu karbon atomu [3
ve zincirin sonundaki metil karbonu ise o sembolleri ile ifade edilmektedir. Yag asitleri,
radikal (R) grubunun tek veya ¢ift bag igermesine gore farkli sekilde kategorize
edilmektedir. Eger yag asitlerinin R grubu tek bag iceriyorsa doymus yag asidi, bir veya
daha fazla sayida karbon-karbon ¢ift bagi bulunduruyor ise doymamis yag asidi
denilmektedir. Doymamis yag asitleri, icerdikleri ¢ift bagin bagli oldugu karbon
atomuna gore isimlendirilmektedir (Sekil 4). Yapilan calismalarda c¢esitli hiicre ve
dokularda 100’den fazla sayida farkli yag asidi izole edilmistir. Bu yag asitleri zincir
uzunlugu, doymamis baglarin sayr ve yeri gibi Ozelliklerinden dolay1 cesitlilik
gostermektedir (9). Yag asitlerinin fiziksel, kimyasal ve beslenmedeki gorevleri;
molekiildeki karbon atomu sayisi, doymusluk derecesi, karbon atomlar arasindaki ¢ift
bag sayisi ve karbon atomuna bagli hidrojenlerin konumu ile analiz edilmektedir (12,

41).

0
3 2 17
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Sekil 4. Yag asitlerinin konfigilirasyonu

Yag asitlerinin fiziksel 6zellikleri incelendiginde oda sicakliginda doymus yag
asitleri kat1 iken doymamis yag asitleri siv1 6zelliktedir. Karbon atomu 10’a kadar olan
biitlin doymamus yag asitleri oda sicakliginda sivi ve ugucu yapida olup suda erimezler.
Daha uzun karbon zinciri bulunduran yag asitleri ise oda sicakliginda katidir. Yapisi
12:0 ve daha uzun zincirli yag asitleri viicut sicakliginda katidir. Ancak yapist 18:2 olan
i¢c adet doymamis yag asidi 0°C’de s1v1 halde bulunur. Yag asitlerinin bu 6zellikleri zar

lipitlerine de yansimaktadir. Zarlar belirli bir sicakligin iistiinde siv1 kristal yapidadir.
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Zarin yapisindaki lipitler, doymus yag asitleri iceriyorsa zarin sivi kristale doniisiim
sicaklig1 yiiksektir. Ancak zarda bulunan lipitler, doymamis yag asitleri igeriyorsa zarin
sivit kristale dontlisim sicakligi daha diisiik olmaktadir. Bu duruma bagli olarak
adaptasyondan oOtiirii sicak bolgelerde yasayan canlilarin zar lipitlerinde daha fazla
doymus yag asitleri bulunurken soguk bélgelerde yasayan canlilarin zar lipitlerinde
daha fazla miktarda doymamis yag asitleri bulunmaktadir (42-45).

Doymus yag asitleri, hidrokarbon zincirlerinde c¢ift bagi bulunmayan ve
dallanmamis yapidaki yag asitleridir. Bu yag asitlerinin omurgasinda her bir tekli bag
tam donme serbestisine sahip oldugundan hidrokarbon zinciri sonsuz sayida
konformasyona sahip olabilmektedir (9). Doymus yag asitleri; kisa, orta ve uzun zincirli
gruplar halinde tanimlanmaktadirlar. Soyle ki: 2-6 karbona sahip olanlar kisa, §8-12
karbonlular orta ve bundan daha fazla karbon atomuna sahip olanlar ise uzun zincirli
olarak belirtilmektedir. Doymus yag asitlerinin en basitini asetik asit olusturmaktadir ve
yapisinda iki karbon atomu bulundurur (46). Yag asitlerinin viicuda aliniminda ayni
miktarda kalori saglanmasina ragmen doymus yag asitleri tiiketildiginde viicutta yag
birikimi ve kilo alim1 olmaktadir (42). Doymus yag asitlerinin tiiketilmesinin kanin yag
oranint ve LDL kolesterol diizeyini yiikselttigi, kalp damar hastaliklarina risk

olusturdugu, diyabete egilimi artirdig1 belirtilmektedir (47).

Doymamis yag asitleri hidrokarbon zincirleri iizerinde bir veya daha fazla
miktarda cift bag icermektedirler. Bu yag asitleri yapisinda iki veya daha fazla miktarda
cift bag bulunduruyorsa bu ¢ift baglar mutlaka ii¢ karbon arayla konumlanmiglardir
(48). Doymamis yag asitlerinin cis ve trans formlar1 mevcuttur. Bu yag asitlerinde
donme serbestisi olmayan cift bagda; cis formunda ise 30°’lik biikiilme, trans formunda
ise doymus yag asitlerindekine benzer yap1 gozlenmektedir. Cis formlari, trans
formlarina gore daha az kararli yapida olup biri digerine baz1 katalizorlerle
doniisebilmektedir. Doymamis yag asitlerinde bulunan bu konfigiirasyonlar, 6zellikle
membranlarda biyolojik 6neme sahiptir (9). Doymamis yag asitleri ¢ift bag sayisina
gore de gruplandirilmaktadir. Eger bunlar bir adet ¢ift baga sahip ise tekli doymamis
yag asitleri (TDYA), birden fazla cift bag igeriyor ise ¢oklu doymamis yag asitleri
(CDYA) olarak adlandirilir (49). Coklu doymamis yag asitlerinin baslica olanlari:
Linoleik asit (LA), a-linolenik asit (a-LN), Arasidonik asit (AA), Eikosapentaenoik asit
(EPA), Dokosahekzaenoik asit (DHA) sekilde verilir (50, 51).
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4.7. Esansiyel Yag Asitleri

Esansiyel yag asitleri, memeli organizmasi tarafindan sentezlenemeyip disaridan
viicuda hazir olarak alinan yag asitleridir. Memeli enzim sistemlerinde yag asidi
zincirlerinin 9 nolu karbon atomlarinda ¢ift bag olusturacak enzimler bulunmamaktadir.
Bu yiizden bu canlilar, doymus yag asitleri ile TDYA’y1 sentezleyebilirken esansiyel
yag asitlerini sentezleyememektedir. Esansiyel yag asitleri; linoleik asit (18:2 cis-A°,
A'?) ve o-linoleik asit (18:3 cis-A% A, A®)tir (9). Bunlar, F vitamini olarak da
anilmaktadir. Doymamis yag asitleri ¢ogunlukla w3 ve w6 formunda bulunurlar (52).
Memelilerdeki doymamis yag asitleri; palmitoleat, oleat, linoleat veya linolenattan

tiretilmektedir (9).

1928’de Evans ve Burr’un yaptig1 bir calismaya gore A ve D vitaminlerinin
disardan eklendigi, aritilmis lipitsiz diyetle beslenen si¢anlarda gelismenin geriledigi ve
tireme bozukluklar1 olustugu gozlenmistir. Sonrasinda yapilan ¢alismada ise diyete
linoleik, o-linolenik, ve aragidonik asit ilave edilmesiyle bu sorunun giderildigi
saptanmistir. Bu eksikligin tanisal nitelikleri arasinda deride kepeklenme, kuyrukta
nekroz ve idrar yolu lezyonlari goriilmiistiir; ancak oldiiriicii nitelikte olmadig

belirlenmistir (10).

Bilim adamlar1, Eskimolarin saglig1 lizerine Grondland’da ilk defa bir ¢alisma
yapmislar ve bu ¢alismada ®3’iin farkina varmislardir. Eskimolarin, geleneksel gidalari
yiiksek oranlarda yag icermesine ragmen kalp hastaligi, romatizmal kireclenme, astim
ve endiistriyel iilkelerde yaygin olan pek cok hastaliga direngli olduklar1 anlagilmistir
(53, 54). Bunun nedeni olarak da Eskimolarin, doymus yag asitlerini igeren bitkisel
yaglar ile karasal memelilerin yaglarini tilkketmek yerine doymamis yag asitlerini iceren
baliketleri ve deniz memelilerinin yaglarin1i  yaygin olarak tiiketmelerinden

kaynaklandigi belirtilmektedir (55).

Viicutta w3 ve w6 yag asitleri degerlerinin belirli oranda bulunmas1 gerekir.
Ideal beslenmede alinmasi gereken n-6/n-3 oran1 5:1 ile 10:1 arasinda olmalidir (56).
Diyet uzmanlarina gore giinliik alinmasi gereken kalori miktar1 doymus yaglarda
%1°den az olmasi, yaglarda %30’dan fazla olmamasi gerektigi onerilmistir. ingiliz

beslenme vakfina gore diyetlerdeki kalorinin %6’s1 w6 yag asitleri, %1,5’u ise ®3 yag
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asitleri tarafindan karsilanmasi gerekmektedir. Bu aciklamaya gore giinliik alinmasi

oOnerilen degerler tablo 1°de verilmistir (53, 54, 57).

Linoleik asit ve a-linolenik asit, viicutta diger baz1 yag asitlerine doniisebilirler.
Linoleik asit; gamma-linoleik asit, dihonogamma-linoleik asit ve arasidonik asit gibi
birgok w6 yag asitlerini olusturabilir. a-linolenik asit ise eikosapentaeonik asit (EPA) ve

dokosahexaenoik asit (DHA) gibi ®3 yag asitlerini sentezleyebilir (58-60).

Tablo 1. Giinliik alinmasi gereken yag asidi miktarlar1 (Eritsland ve ark.) (57)

Miktar ()
Yag Asidi
Erkek Kadin
Linoleik Asit 17.0 13.0
a-Linolenik Asit 3.0 2.0
EPA ve DHA 1.4 1.1

Esansiyel yag asitlerinin migren tiiri bas agrilari, baz1 kanser tiirleri, eklem
romatizmasi, yetiskinlerde seker hastaligi, yiiksek kolesterol, yiiksek tansiyon, kalp
damar hastaliklar1 ve bazi alerjiler gibi hastaliklara karst koruyucu etkileri
bulunmaktadir (61, 62). Ayrica bu yag asitleri 6zellikle ¢ocuklarda bedensel ve ruhsal
gelisim agisindan Onemli bir yere sahiptir (63). EPA’dan yoksun diyetle
beslenilmesinde; kepek, ekzema, catlak tirnaklar, mat ve kirilgan saclar gibi deri

problemleri de olusabilmektedir (64).
4.8. Linoleik Asit

Linoleik asit (18:2), esansiyel yag asidi olup ilk ¢ift bag1 metil grubuna en yakin
altinci karbonunda yer aldigindan w6 grubunda yer almaktadir (50). Kimyasal formiilii
C18H3202 seklindedir (Sekil 6) (65). Erime noktas1 -5°C’dir (9). Viicuda alinan linoleik
asit y-linoleik asit (18:3, A%%12) ve arasidonik asite (18:4, A>81114) sekil 5°de oldugu
gibi dontistiiriilebilmektedir (66).

-6 yag asitlerinin cilt saghigini korudugu, esnek ve piirlizsiiz cilt olusumuna
katk1 yaptig1, bu sayede deriyi yaralanmalara ve enfeksiyonlara kars1 korudugu, viicut

sicakligini ve su kaybini diizenledigi belirtilmektedir (12).
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Sekil 5. Yag asiti doniisiimii

Viicuda hazir olarak alinan LA’nin birgok bitkisel {iirlinde bol miktarda
bulundugu saptanmigtir. Yapilan ¢alismalarda, cevizdeki esansiyel yag asidi igeriginin
onemli miktarda oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ceviz yaginin yaklasik %50-70’ini ¢oklu
doymamig yag asitlerinin olusturdugu, sert kabuklu meyveler igerisinde %60 oranla en
yiiksek degerde LA igerdigi belirtilmektedir (67, 68). Yemeklik yaglar ve yagh
tohumlar {izerine yapilan bir calismaya gore, Giimiishane ve Sebinkarahisar
yorelerinden toplanan ceviz tiirlerinin LA bakimindan ¢ok zengin oldugu belirlenmistir.
Yine bu c¢alismada; ticari aygigeginin %70 oraninda, dogal ayciceginin %90 oraninda
LA igerdigi, susam tohumundaki %70 yag iceriginin yaklasik %60’ LA oldugu;
kabak cekirdegi, hashas tohumu yagmm ve musir yagimm LA bakimindan zengin
oldugu; balik yaginin ise hemen her ¢esit yag asidine sahip oldugu ve en zengin 3 yag
asidi serisi igerdigi, arasidonik, dokosanoik ve diger uzun zincirli doymus ve doymamis

yag asitlerinin bol miktarda bulundugu belirtilmektedir (69).

Sekil 6. Linoleik asidin kimyasal yapis1
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4.9. Apoptoz

Apoptoz, Vogt tarafindan 1842 yilinda hiicrelerin normal gelisim siiregleri
sirasinda gergeklesen 6liim sekli olarak tanimlanmustir. Apoptoz terimi ilk kez Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmistir. Apoptoz terimi kelime anlami
olarak yaprak dokiimiine benzetilerek Yunancada apo (ayr1) ve ptozis (diisen)
fizyolojik veya fizyolojik olmayan nedenlerden dolayi, komsu hiicrelerden ayrilarak bir
takim degisikliklerden sonra yok olmasi olarak tanimlanmaktadir (70, 71). Bu olay
genetik yap1 gibi hiicrenin kendine 6zgii 6zellikleriyle, bliylime faktorleri ve sitokinler
gibi ¢evresel faktorlerin etkisi altindadir (72). Hiicreler kendi istekleri dogrultusunda
oliime karar verdikleri diislintildiiglinden apoptoz programlanmis hiicre 6liimii olarak

tamimlanmaktadir (73).

Apoptoz ilk kez gelisen embriyoda kesfedilmistir. Bu olay embriyonun
morfogenezi igin temel olusturmaktadir. ileriki yillarda arastirmacilar normal eriskin
dokularinda apoptozin yaygin olarak gergeklestigini belirlemislerdir (19). Organizmanin
bazi dokularinda ve hiicrelerinde apoptoz siirekli sekilde ve yasam boyu devam
etmektedir. Bu sekilde dokularda apoptoz ve mitoz aktifliklerini siirdiirerek doku

homeostazisini ger¢eklestirmektedirler (74).

Apoptoz  sitoplazmik organellerde fazla degisiklik olmadan, plazma
membranlarinda tomurcuklanma, hiicre hacminde azalma, kromatin yogunlasmasi,

nukleusun pargalanmasi seklinde devam eden 6liim seklidir (73).

Apoptotik  hiicrelerin  morfolojilerindeki  degisiklikleri belirlemede 151k
mikroskobu, elektron mikroskobu ve flow sitometriden yararlanilmaktadir (70).
Apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde en sik kullanilan teknikler TUNEL yontemi gibi
DNA hasarinin belirlenmesi seklinde olmaktadir (73).

Apoptoz genlerin kontroliinde gerceklesmektedir. Memeli hiicrelerinin apoptoza
girmesinde hiicre siklusunda Gi fazindan S fazina gegerken p53 geninin kritik bir rolii
vardir. p53 genindeki bir mutasyon sonucunda hasara ugrayan hiicrelerin elimine olmasi
gerekirken Oliimsiizlesirler ve bu sekilde kanserlesme meydana gelir. Germ
hiicrelerindeki p53 geni mutasyonu Li-Fraumeni sendromuna neden olmaktadir. Li-

Fraumeni sendromu kalitsal kanser sendromu olarak onem arz etmektedir ve bu
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sendromda yumusak doku sarkomlari, meme kanserleri, beyin tlimorleri, [0semiler ve

diger kanser tiirleri gériilmektedir (1).

Apoptozun mekanizmasi su sekilde meydana gelmektedir: Hiicre yogunlugu
artarak hiicre zarinin diizgiin yapis1 bozulur. Endoplazmik retikulum genisleyerek hiicre
zariyla birlesir. Sitozolde organeller normal yapilarini koruyarak bir araya toplanirlar.
Mikrovilluslar kaybolur, hiicreler arasi desmozom baglantilar1 kopar ve bu sekilde
hiicreler birbirinden ayrilir. Niikleus kiigiilerek niiklear kromatin yogunlasir. Bu sayede
nukleus membraninda kep seklinde goriintii olusur ve niikleus zar1 dalgali bir goriiniim
alir. Bu siirecte niikleus zar1 porlari da kaybolarak niikleus zari pargalanir. Hiicre igi
Ca*? konsantrasyonu artar ve bu artisla birlikte hiicre ici endoniikleaz aktivitesi artar.
Endoniikleazin aktivitesi nedeniyle DNA 180-200 baz ¢ifti veya katlar1 seklinde
niikleozomal bolgelerden kirilarak, DNA kiriklar1 olusur. Bu asama jel elektroforezinde
merdiven seklinde bant goriintiisii olusturur. Sonrasinda hiicre zarinda hiicre igerigi
hiicrenin disina s1izmaksizin tomurcuklanma meydana gelir. Hiicre, igerisinde organeller
ve kromatin pargaciklar1 bulunan apoptotik cisimciklere pargalanir. Apoptotik
cisimcikler, yiizey belirleyicileri yardimiyla, komsu epitel hiicreleri ve makrofajlarin
tomurcuklanmasiyla fagosite edilir ve lizozomlar tarafindan sindirilir (72). Nekrozdaki
hiicre parcalanmasiin aksine apoptozda apoptotik cisimciklerin olusmasindan dolay1

bu ¢evreyi kirletmeyen ‘temiz hiicre 6liimii’ olarak da tanimlanmaktadir (73).
4.10. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron ¢ifti
bulunduran atom veya molekiillerdir (75). Bunlar kararsiz, kisa dmiirlii, molekiil agirlig
diisiik ve ¢ok etkin molekiillerdir (76). Diger molekiiller ile ¢ok kolay elektron alisverisi
yapan bu molekiiller, oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) seklinde de
adlandirilmaktadir (77). Serbest radikaller endojen veya ekzojen kaynakli olabilirler.
Ekzojen kaynaklar olarak bazi kimyasallar, cesitli ila¢ toksisiteleri, iyonize ve
ultraviyole radyasyon, hava kirliligi olusturan fitokimyasallar, sigara dumani,
solventler, antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular belirtilmekte olup toksikolojik
acidan onem arz etmektedirler (76). Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi

hiicreleri olan notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmast ig¢in
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gereklidirler. Ancak bu serbest radikallerin fazla tiretimi doku hasar1 ve hiicre dliimiine

neden olmaktadir.

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icerisinde olmaktadir ve bu olay oksidatif denge olarak tanimlanmaktadir.
Oksidatif denge korundugu miiddetce organizmada serbest radikallerden dolayr bir
sorun olugsmamaktadir. Ancak radikallerin olusum hizinda artma veya ortadan
kaldirilma hizinda bir yavaslama oldugunda oksidatif denge bozulmaktadir. Oksidatif

stres olarak tanimlanan bu durum doku hasarina neden olmaktadir (78).

Biyolojik sistemlerdeki en oOnemli serbest radikaller oksijen kaynakli
radikallerdir (76). Bunlar serbest oksijen radikalleri (SOR) veya daha genel ismiyle
reaktif oksijen tiirleri (ROS) seklinde adlandirilirlar (79).

4.10.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Canli sistemlerinde oksijenin indirgenmesiyle serbest radikaller ortaya
cikmaktadir. Oksijen canlilarda dort elektron alarak suya indirgendigi gibi basamak
basamak tek degerli indirgenme de gerceklesebilmektedir. Bu sekilde, biyolojik
sistemlerde meydana gelen en 6nemli serbest oksijen gruplari siiperoksit radikali (O27),
hidrojen peroksit (H20), hidroksil radikali (OH-) ve singlet oksijendir (:02) (79).

Siiperoksit radikali (O2’), aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesiyle meydana gelir. Bunlar elektronca zengin ortam olan ig
mitokondri zarinda ve ksantin oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak olusturulur.
Fagositik kan hiicreleri (monosit, notrofil, makrofaj ve eozinofil gibi) tarafindan siirekli
sentezlenmektedirler. Buna ragmen dokularda fazla miktarda oksidatif hasara neden
olmazlar. Nedeni ise bunlarin dokularda bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile
hidrojen peroksite (H202) doniismeleridir. Bu radikallerin asil zarar mekanizmalari,
hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi olmalarindan

kaynaklanmaktadir (80-82).

Hidrojen Peroksit (H202), molekiiler oksijenin iki elektron almasiyla olusur.
Canli sistemlerde hiicrelerde bulunan iirat oksidaz, glikoz oksidaz ve D-aminoasit
oksidaz gibi pek¢ok enzim iki elektronunu oksijene vererek H.O: olusabildigi gibi
stiperoksit radikalinin dismutasyonuyla birlikte H>O> meydana gelebilmektedir. Bu

serbest radikal degildir, ancak serberst radikal olusumuna kaynak olusturmaktadir.
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Ortaklanmamis bir elekton bulundurmadigindan oksidan 6zelligi ¢ok zayiftir. Buna
ragmen Fe ve Cu gibi gecis metalleri varliginda siiperoksit ile reaksiyona girerek, en

reaktif ve en toksik serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturur (80, 83).

Hidroksil radikalleri (OH"), gecis metalleri varliginda Fenton reaksiyonu ve
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten meydana gelmektedir. Son derece
reaktif olup yarilanma 6mrii oldukg¢a kisadir ve en giiglii SOR’dir. Olustugu yerde
tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak yeni radikaller

olusturur ve bu sekilde hiicrede hasar olusturur (80).

Singlet oksijen, serbest radikal reaksiyonlarini baglatir ve serbest radikal
reaksiyonlart sonucu olusmaktadir. Eslesmemis elektronu olmadigi i¢in radikal 6zellikte
degildir (84). Bunlar hiicre zarlarmin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki
doymamus asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan yag gibi gesitli lipid peroksidasyon tirtinlerini meydana getirirler
(76).

4.10.2. Serbest Radikallerin Etkileri

SOR’un organizmadaki artis1 sonucunda hiicre membranlarinda hasar, hiicre i¢i
proteinlerin yapt ve fonksiyonlarinda bozulma, DNA baz dizilimlerinde degisimler,
kopmalar, kardes kromatit degismelerinde artigla yapisal hasar olusturarak hiicre
zedelenmesine neden olmaktadir (80, 85). Radikaller hiicre membranlarinda lipit
peroksidasyonuyla (LPO) etki gosterirler (75). LPO, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
radikallerle oksidasyonuyla baslayip otokatalitik zincir reaksiyonlariyla devam eden
stirectir. Bu reaksiyonlar sonucunda toksik olan aldehitler olusarak organizmada hasar
olusmaktadir. Olusan aldehitlerden en iyi bilineni malondialdehit (MDA)’dir (86). LPO
ile olusan MDA’nin, nadiren de olsa DNA mutasyonu olusturdugu, kanser ve bazi

genetik hastaliklara sebebiyet verdigi diistiniilmektedir (87).
4.11. Antioksidan Savunma Sistemleri

SOR’larin olusumunu ve bunlarin olusturdugu hasar1 O6nlemek icin viicut
tarafindan olusturulan bazi savunma mekanizmalar1 ‘antioksidan savunma sistemleri’
olarak tanimlanmaktadir. Antioksidan molekiiller; endojen veya eksojen kaynakli

olabilirler. Bu sistem sayesinde oksidan molekiillerin olusturdugu hasar hiicre i¢i ve
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hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirilir. Esas antioksidan savunmayi, hiicre igi

serbest radikal toplayict enzimler olusturmaktadir (78).
4.11.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlarin en 6nemlileri enzimatik yapida olup bunlar;
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir. Bu
enzimler yapilarinda bakir, cinko, manganez ve selenyum gibi iz elementleri

bulundurduklarindan metaloenzim olarak tanimlanirlar (77, 78).

SOD, siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiini
katalizleyen enzimdir (88). Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur (89).
Insan hiicrelerinde SOD’un iki izoenzimi bulunur: sitozolde bakir ve ¢inko iyonu iceren

SOD ve manganez iyonu igeren mitokondrial SOD (77).

CAT, hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalar. Bu enzim dort tane hem grubu
bulunduran hemoproteindir. Oksijenli solunum yapan sitokrom sistemi igeren tim
hiicrelerde bulunur. Peroksizomlar, endoplazmik retikulum ve sitozolde bulunmaktadir
(84).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Deneysel Calisma Asamasi

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 17.12.2013 tarihinde 4 nolu karar ile onay
alindi. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun onaymin ardindan KTU Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine (BAP) basvuruda bulunulmus ve BAP

Koordinasyon Birimi’nin ID: 122 proje kodlu izni ile ¢alismaya baslanmstir.
5.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini, Bakimi ve Barinmasi

Calismada 24 adet, 12 haftalik, 250-300 g arasinda Spraque Dawley erkek
sicanlar kullamldi. Siganlarin temini, bakimi ve barmmasi KTU Cerrahi Arastirma
Merkezi’nde yapildi. Bu sayede hayvanlarin ¢evreye uyum problemi ve ¢evre stresi gibi
olumsuz durumlardan etkilenmesi engellendi. Siganlar 7 giin boyunca KTU Cerrahi
Arastirma Merkezinde sican takip odalarinda takip edildi. Deney siiresince ortamin
sicaklig1 22 + 2°C, nem orani ortalama %50 + 5, 1s1k ayari sirkadiyen ritime uygun olan
12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Calisma boyunca hayvanlar,
standart Tip III sigan kafeslerinde barindirildi. Siganlarin tiiketecegi yem ve su,
kolaylikla ulasabilecekleri sekilde kafesin {ist kismina yerlestirildi. Sicanlarin

beslenmesinde standart yem ve su olarak ¢esme suyu verildi (Resim 2).
5.1.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Uygulama

Calismada kullanilan 24 adet yetiskin Spraque Dawley sigan, her grupta 6
hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. 1. grup kontrol grubu olup bu gruba herhangi bir
islem uygulanmadi. 2. grup (MTX grubu) sadece 1. giin 30 mg/kg seklinde tek doz
MTX (Kogak Farma, Tiirkiye, parti no: 1903502) intraperitoneal (ip) olarak uygulandi.
3. grup (MTX + LA grubu) 1. giin tek doz 30 mg/kg MTX 1i.p olarak verilerek 1. glinden
itibaren 7 gilin boyunca 100 mg/kg LA (Alfa Aesar, Germany, LOT: 10190989) gavaj
yoluyla uygulandi. 4. grup (LA grubu) 1. giinden itibaren 7 giin siiresince 100 mg/kg
LA gavaj yoluyla uygulandi (Tablo 2).
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Resim 2. Siganlarin bakimi ve barmmasi

Tablo 2. Deney Gruplart ve Uygulamalart (n=6)

UARMNRARRARL

“\\"‘W“ L\

f‘l.

Gruplar Uygulama Uygulama Yontemi
MTX LA
1. Kontrol - -
2. (MTX) Ik giin 30 mg/kg (ip) -
3. (MTX + LA) Ik giin 30 mg/kg (ip) 7 giin 100 mg/kg (gavaj)
4, (LA) - 7 giin 100 mg/kg (gavaj)
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Deney siiresi boyunca deneklerin viicut agirliklart belirli araliklarla olgiildii.
Deney boyunca uygulamalar diizenli olarak her giin 9.30 — 10.30 saatleri arasinda
yapildi (Resim 3). 7. giiniin sonunda deneklere anestezi altinda gerekli islemler

yapildiktan sonra eksanguinasyon (kansizlastirma) yoluyla 6tanazi yapildi.

Resim 3. Siganlara gavaj yoluyla linoleik asidin verilmesi

5.2. Histolojik Islemler

Calismanin deney asamasi, kan ve doku Orneklerinin alinmasi KTU Cerrahi
Arastirma Merkezinde bulunan hayvan takip ve cerrahi miidahale odalarinda
gerceklestirildi. Deney siirecinin sonunda deneklere i.p olarak 50 mg/kg ketamin ve 5
mg/kg ksilazin verilerek anestezi yapildi. Anestezi isleminin ardindan deri ve parmak
kistirma yontemiyle anestezi derinligi belirlendi. Gerekli siirenin ardindan deneklerden

orneklerin alinmasi islemine gegildi (Resim 4).
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5.2.1. Kan ve Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

Anestezi altindaki deneklerin karin boslugu agildiktan sonra, dnce sag testis ve
epididimisleri ¢ikarildi (Resim 4). Cikarilan testis bilateral olarak trimlendikten sonra
her bir testisin ayni yaris1 kasetlenerek histolojik islemler i¢in Bouin soliisyonuna, diger
yarisi biyokimyasal incelemeler icin ependorf tiiplerine konuldu. Iginde testis dokusu
bulunan ependorf tiipleri biyokimyasal ¢alisma siirecine kadar -20°C’de muhafaza
edildi. Cikarilan epididimis &rnegi sperm sayimi ig¢in onceden hazirlanmig olan petri
icine alind1 ve 37°C’lik etiive yerlestirildi (Resim 5). Ardindan biyokimyasal analiz i¢in
abdominal aortadan girilerek 2 cc kan 6rnegi alindi ve kanlar biyokimya tiiplerine
konuldu. Cerrahi islemin ardindan alinan kanlar santrifiijlenerek biyokimsayal olarak
calisilmak iizere -20°C’de muhafa edildi. Biyokimyasal analiz i¢in alinan kan ve doku
ornekleri KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD’de bulunan sogutuculara
yerlestirildi. Orneklerin alinmasindan sonra kansizlastirma yoluyla deneklere tanazi

yapild.

Resim 4. Testis ve epididimisin ¢ikarilmasi
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5.2.2. Semen Analizi

Semen 6rneginde sperm sayimi ve motilite degerlendirmesi i¢in Makler Sperm
Sayim Kamaras1 (Sefi-Medical Instrument, Haifa, Israel) kullanildi (Resim 6-A, B).
Degerlendirmeler i¢in deneklerden alinan epididimis, hizli bir sekilde Tris tampon
soliisyonu (pH: 7,5) bulunan petri igerisinde pargalara ayrilarak 37°C’lik etiivde 30 dk

bekletildi ve bu sayede spermlerin sivi1 igerisinde ylizmesi saglandi (Resim 5-A, B).

Resim 5. Etiiv igerisinde epididimis igeren petriler (A) ve semen analizi i¢in
petri i¢ine konulmus epididimis pargalari (B)
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Motilite degerlendirmesi i¢in bir damla semen (5 pL) kameranin merkezine
damlatilarak iizerine kapak cami kapatildi. Dort adet kuvartz bacak sayesinde
spermlerin, 10 um derinlikte ylizmeleri saglandi. Bir hat {izerinde 10X biiyiitme altinda,
10 karede motil ve non-motil spermler sayildi ve 10° ile carpilarak mililitredeki
(x10%/mL) sperm sayisi belirlendi. Motil sperm sayismin toplam sperm sayisina orani
hesaplanarak motilite yiizdesi (%) belirlendi. Normal sperm konsantrasyonu
(>20x10%/ml) dikkate alimarak degerlendirildi (90).

Vitalite degerlendirmesi i¢in hazirlanan semen 6rneginden lam iizerine bir damla
damlatildi, iizerine insiilin enjektorii yardimiyla bir damla %1°lik Eozin-Y eklenerek
karistirildi ve lamel ile kapatilarak degerlendirme yapildi. Her bir 6rnekte 100 sperm

canlilik agisindan degerlendirildi (Resim 7).

Resim 6. Makler Sperm Sayim Kamarasi ile analiz (A) ve Makler Sperm Sayim
Kamerasi (B)

Epididimal sivida 5 farkli alanda 20°’lik objektifle dokiintii epitel hiicre sayimi
yapilarak total epitel sayis1 belirlendi.
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Resim 7. Canli ve 6li spermatozoon goriintiileri (Eozin-Y, X1000) (Ok basi: Canli
spermatozoon, Yildiz: Olii spermatozoon)

5.2.3. Doku Takibi

Histolojik ve immiinohistokimyasal calismalar icin alinan orneklerin doku
takibi, kesit alimi, boyanmasi ve bu islemler igin gerekli olan soliisyonlarin
hazirlanmasi KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Testis dokular1 dnceden hazirlanmis olan ii¢ giinliik

Bouin soliisyonu i¢inde; kuru, 151k almayan ortamda, oda sicakliginda bekletildi.
Bouin soliisyonunun hazirlanist:

-75 mL pikrik asit

-75 mL formaldehit

-5 mL glasiyel asetik asit
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Bouin soliisyonunda fikse edilen dokular, ti¢lincii giiniin ardindan doku takip
islemine alindi. Doku takip isleminin ardindan dokular, parafine gomiilerek doku

bloklar: hazirland.

Doku takibi asagidaki sekilde yapildi:

1) %70’1ik alkol 1 giin

2)  %90’1ik alkol 1 giin

3) %96°lik alkol 1 gilin

4) %1001k alkol 1 giin

5) %100’lik alkol 1 saat

6) Az ksilen, parafin 5 dakika
7) Ksilen 5 dakika
8) Ksilen 5 dakika
9) 58°C’lik etiivde parafin 15 dakika
10) 58°C’lik etiivde parafin 15 dakika
11) 58°C’lik etiivde parafin 15 dakika
12) 58°C’lik etiivde parafin 2 saat

5.2.4. Kesitlerin Alinmasi

Kesitlerin alinmast KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda bulunan LEICA RM 2255 model mikrotom araciligiyla saglands. Tlk
olarak doku blogundan 20 pum’lik kesitler alinarak trimlendi ve dokuya ulagilmasi
saglandi. Dokuya tam olarak ulasilmasinin ardindan 5 pm’lik kesitler alind1 ve kesitler
Benmarideki 45°C’lik su igerisine konuldu. Benmaride bekletilerek kirisikligi agilan

dokular, dikkatlice lam tizerine alindi.
5.2.5. Kesitlerin Hematoksilen — Eozin (H&E) Tle Boyanmasi

Dokulardan kesitlerin alinmasinin ardindan, kesitler H&E boyasi ile boyandi.
Kesitlerin 58°C’lik etiivde parafini iyice eritildikten sonra asagida belirtildigi gibi
boyama islemine geg¢ildi.

1) Ksilen, 5 dakika

2) Ksilen, 5 dakika
3) %100’liik alkol, 5 dakika
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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) Asit— Alkol 1 kez batirip ¢ikarma
10) Distile su 1 dakika

11) Amonyakli su 10 saniye
12) Distile su 1 dakika

13) Eozin 30 saniye

14) Distile su 1 dakika

15) %70’lik alkol 5 dakika
16) %96’lik alkol 5 dakika
17) %100’lik alkol 5 dakika
18) Ksilen 5 dakika

19) Ksilen 5 dakika

20) Entellan ile kapatma

5.2.6. Histolojik Olgiimler

Hazirlanan preparatlar KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Stereoloji laboratuvarinda bulunan Olympus DP 71 (Japan) kamerali 1s1k
mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan) incelendi. Seminifer tubiillerdeki
spermatogenik hiicreler ve interstisyel alanlar goriintiilenerek fotograflar ¢ekildi ve
dijital ortama kaydedildi. Seminifer tubiil ¢ap1 ve germinal epitel kalinligi Analysis 5
Research (Olympus Soft Imaging Solution, Germany) programi kullanilarak 6lgiildii ve
gerekli hesaplamalar yapildi. Seminifer tubiil ¢api, germinal epitel kalinlig1 ve limenine
immatiir germinal hiicre dokiilen seminifer tubiil sayisinin hesaplanmasinda, enine
kesilmis en az 100 tubiil degerlendirildi. Liimenine immatiir germinal hiicre dokiilen
seminifer tubiil sayis1 hesaplanirken, seminifer tubiil limeninde en az bir germinal

hiicrenin bulundugu seminifer tubiil (+) olarak belirlendi.
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5.2.7. Johnsen Skorlama

Fotograflar1 ¢ekilen seminifer tubiillerde hasar degerlendirmesi yapildi. Bunun
icin Johnsen skorlama yontemi (91, 92) uygulandi. Johnsen skorlama yontemi su

sekildedir:

[EEN
e

Germinal epitel ¢ok sirali, ¢ok sayida spermatozoa var

Germinal epitel disorganize ve liimene dogru yi1gilma, spermatozoa var
Germinal epitel ¢ok 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 hiicresi olarak sadece spermatogonia var

Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

Seminifer tubiil i¢inde hi¢ hiicre yok

5.3. Immiinohistokimyasal Islemler

Apoptozu belirlemek igin testis dokusunda TUNEL metodu uygulandi.
Uygulamada cekirdekleri kahverengi ile boyanan hiicreler apoptoza ugrayan hiicrelerdir
ve TUNEL (+) olarak adlandirilirlar; mor renkte boyananlar ise nonapoptotik
hiicrelerdir ve TUNEL (-) olarak adlandirilirlar. Her sigan testis dokusunda X40’lik
biiylitmede 10 tubiil incelenerek TUNEL (+) ve TUNEL (-) hiicreler sayildi ve
apoptotik indeks (Al) belirlendi. Apoptotik indeks (Al) = TUNEL (+) hiicre sayis1 /
toplam hiicre sayis1 X 100 seklinde hesaplandi (93). Immiinohistokimyasal islemlerin
olgiimii KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Stereoloji
laboratuvarindaki Olympus DP 71 (Olympus, Tokyo, Japan) kamerali 1s1k
mikroskobunda (Olympus, BX51, Tokyo, Japan) incelenerek Analysis 5 Research
programi (Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster, Germany) ile yapildi.

5.3.1. TUNEL Boyama

TUNEL [Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) deoxyuridine triphospate
(dUTP) nick end labeling] teknigi igin In situ cell death detection kit, POD (Roche,
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Mannheim, Germany) kiti kullanildi. Boyama igin testis dokusuna asagidaki islemler

sirayla uygulandi.

1) Oda 1sisinda ksilende inkiibasyon, 3X5 dakika

2) %100 etanol, 2X5 dakika

3) %95 etanol, 2X5 dakika

4) %70 etanol, 2X5 dakika

5) Distile su ile yikama

6) Oda 1sisinda 20 ug/mL proteinase K, 15 dakika

7) PBS (phosphate buffer solution)’de yikama

8) %3 H20., 15 dakika

9) Distile su ile yitkama

10) PBS’de yikama, 2X5 dakika

11) Oda sisinda Large Volume Ultra V block, 10 dakika

12) Insitu cell death detection kit enzim (TdT) ve label (dUTP) soliisyonlarinin
karistmindan 50 pl ile her bir doku kaplandi. 37°C’lik etiivde nemli ortamda
tutuldu, 1.5 saat

13) PBS’de yikama

14) 100 pl converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde damlatildi ve 37°’lik
etlivde inkiibe edildi

15) PBS’de yikama, 3x5 dakika

16) 100 ul DAP ile karanlikta oda 1sisinda bekleme, 5 dakika

17) Distile suda yikama, 1x2 kez

18) Hematoksilen ile boyama, 15 saniye

19) Cesme suyuyla yikama

20) %70 etanol, 2x5 dakika

21) %095 etanol, 2x5 dakika

22) %100 etanol, 2x5 dakika

23) Ksilen, 2x5 dakika

24) Kurutulup kapatildi.
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5.4. Biyokimyasal Incelemeler
5.4.1. Serum MDA Seviyesi

Serum MDA 6l¢iimii Yagi (94) yontemiyle yapildi. Lipid peroksidasyon {iriinii
MDA ile tiyobarbitlirik asit arasindaki reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk
spektrofotometrik olarak o6l¢iildii. TBA ile reaksiyona girerek ayni rengi veren suda
¢Ozlinir maddeleri uzaklastirmak igin serum lipitleri proteinle birlikte fosfotungustik

asit/siilflirik asit sistemiyle ¢oktiirtildii.
Kullanilan Cozeltiler

0.042 M Siilfiirik Asit: 570 pL % 98’lik HoSO4 bir miktar su igeren balon jojeye

pipetlenip hacim 250 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk Fosfotungustik Asit: 0.5 g H3(W3010)4.H20 4.5 mL deiyonize suda
¢Ozildi.

% 0.67’lik Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Cozeltisi: 0.67 g TBA % 50’lik 100 mL

asetik asit ¢ozeltisinde 1sitilarak ¢oziildi (glinliik hazirlandi).

Standart Cozeltiler: 0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 50, 80 nmol [(1,1,3,3-
tetrametoksipropan (TMP)] /mL: 164.7 pL TMP 0.01 M HCI ile 100 mL’ye
tamamland1 ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu 10 mM’lik stok ¢dzeltiden 10 pL
alimip 10 mL’ye deiyonize suyla tamamlanarak hazirlanan 10 uM’lik standarttan seri

diliisyonlar yaparak standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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Tablo 3. Serum MDA seviyesi 6l¢timii

Reaktifler Numune (mL)
Serum 0.3
H2SO04 2.4
Fosfotungustik asit 0.3
Hafifce vortekslenerek 5 dakika beklendi. 4000 rpm ‘de 10 dakika santrifiijlendi.
Ust faz atild1.
Deiyonize su 4.0

Cokelek vortekslenerek ¢oziildii.
TBA c¢ozeltisi 1.0
1 saat kaynar su banyosunda tutuldu ve sogutuldu.

n-biitanol 3.0

Tablo 3’de ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler yapildi. Sonuglar MDA igin

hazirlanan Sekil 7°deki standart grafiginden yararlanilarak hesaplandi.

2,5 -
y = 0,0247x + 0,0416

2 R>=0,9998
c

AN

™

95

[%2)

C

©

2

g1

o}

<

0,5

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Standart MDA Konsantrasyonu (nmol/mL)

Sekil 7. Serumda standart MDA Grafigi
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5.4.2. Doku MDA Olg¢iimii

MDA 6lgiimii Mihara ve Uchiyama yontemi (95) modifiye edilerek yapildi. Bu
metodun esasi, MDA’ nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu

molekiiliin renginin 532 nm’deki absorbansinin 6lglilmesi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler

Doku Homojenizasyon Cozeltisi: 1.15 g KCI hassas terazide tartildi 1 L saf suda
¢ozildi. Olusan ¢ozelti % 0.05 Triton X-100 igerebilmesi i¢in 500 uL Triton X-100

eklendi.

% 1’lik H3PO4 Cozeltisi: Bir miktar saf su lizerine 2.94 mL % 85’lik H3POg4

alind1 ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Cozeltisi: 0.67 g TBA tartildi, 50 mL saf su ve 50

mL asetik asit ilave edilerek magnetik bar yardimiyla karistirilip ¢oziildii.

Standart Cozeltiler: 200, 100, 80, 50, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 ve 0

nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirland.

Yaklasik 20-30 mg doku 1 mL soguk homojenizasyon ¢dzeltisi icinde homojenize

edildi. Homojenatlar 3 000 rpm’de 10 dk santrifiijlendikten sonra siipernatan alindi.

Tablo 4. MDA 6l¢limii i¢in reaksiyon karigimi ve yapilan uygulamalar

Cozelti Hacim (mL)
Numune (Kor, Standart, Siipernatan) 0.5

%1 H3PO4 Cozeltisi 3.0
TBA Cozeltisi 1

Vortekslendi.
100 °C’de 45 dakika inkiibasyona birakildi. Sogutuldu.
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

532 nm’de absorbansi dl¢iildii.
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MDA o6l¢iimii i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 4’e gore pipetlendi.
Numune sonuglari standart grafigi kullanilarak hesap edildi ve MDA sonuglari nmol/mg

protein olarak verildi. MDA standart grafigi Sekil 8’da gésterilmistir.

0,6 -

o
(]
1

y =0,017x
R?=0,9983

o o
w H
I I

Absorbans (532 nm)
o
N

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Standart MDA Konsantrasyonu (nmol/mL)

Sekil 8. Dokuda standart MDA Grafigi

5.4.3. CAT Aktivitesi

Serum ve doku Orneklerindeki CAT aktivitesi dl¢limii, temel prensibi amonyum
molibdatin hidrojen peroksitle olusturdugu sar1 renkli kompleksin 405 nm’de

absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanan Goth metoduna gore yapildi (96).
Kullanilan Cozeltiler
Homojenizasyon Tamponu:

60 mM Sodyum Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7.0): 5.37 g KH2PO4 ve 3.65 g
NaxHPO4.2H20 yaklasik 750 mL saf suda ¢o6ziildii, pH 7.0’a ayarland1 ve hacmi 1 L’ye

tamamlandi.

32.4 mM Amonyum Molibdat Cozeltisi: 1.89 g amonyum molibdat 50 mL saf

suda ¢ozildi.
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65 mMM H20:2 Cozeltisi: 280 pL % 35’lik H,O, 50 mL fosfat tamponunda

¢oziildi. HoO2 ¢ozeltisi taze hazirlandi.

Yaklasik 50-60 mg doku buz akiisii ilizerinde kesilip tartildi. Buz banyosunda
bekleyen 2 mL soguk homojenizasyon tamponuna (500 pL/L triton x 100, 50 mM Tris
—HCI igeren pH: 7.4) konuldu. Dokular soguk ortamda 10 saniye (sn) siire ile
homojenizatdrle homojenize edildi. Homojenat 4 °C’de, 3 000 rpm’de, 10 dakika (dk)
santrifiij edildi. Siipernatan elde edilen siipernatan SOD ve CAT 6l¢iimiinde kullanildi.

Tablo 5. CAT aktivitesi 6l¢iimii ve yapilan islemler

Cozeltiler Numune Kor 1 Kor 2
Numune (serum, siipernatan) 20 uL

Tampon 20 uL 120 uLL
H202’1i tampon 100 uL 100 uL

37 °C’de 1 dakika bekletildi.
Amonyum Molibdat Cozeltisi 100 uL 100 puL 100 puL

405 nm’de absorbanslar1 okundu.

Tablo 5°de ifade edilen islemler yapildi. Olgiilen absorbans degerleri asagidaki

denklemde yerine konularak katalaz aktivitesi hesaplandi.

271

U ) _ (A korl — A numune)

Katal ktivit <— =
iz ARVt \ L) T T kor1i—Akor2)

5.4.4. SOD Aktivitesi

Serum ve doku orneklerindeki SOD aktivitesi Olglimii, Sun ve Oberley (97)
metoduna gore yapildi. Bu metod, ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu
stiperoksit radikallerinin nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek olusturdugu mavi-
mor rengin 560 nm’de verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina
dayanir SOD’un ortamdaki siiperoksit radikallerini uzaklastirmasi sonucu optik

dansitede meydana gelen azalmadan vyararlanilarak SOD tarafindan katalizlenen
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reaksiyonun % inhibisyonu hesaplandi. % 50 inhibisyona karsi gelen SOD miktar1 bir

enzim Unitesi olarak alindu.
Kullanilan Cozeltiler
Etanol: Kloroform Karisimi (5:3): 50 mL etanol 30 mL kloroformla karistirildi.
0.3 mmol/L Ksantin Cozeltisi: 3.65 mg ksantin 80 mL deiyonize suda ¢oziildii.
0.6 mmol/L EDTA Cézeltisi: 8.93 mg EDTA 40 mL deiyonize suda ¢oziildii.

150 nLL NBT Cozeltisi: 4.9 mg NBT 40 mL deiyonize suda ¢6ziildi. NBT giinliik

taze hazirlandu.
400 mM Na2COs Cozeltisi: 1.01 g NaCO3 24 mL deiyonize suda ¢oziildii.
1 g/L BSA: 12 mL deiyonize suda 12 mg BSA ¢6ziildii.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.3 U/mL’lik orijinal siseden 101 pL alinip

2 mL’ye amonyum siilfatla tamamlandi. Ksantin oksidaz giinliik hazirlandi.

0.8 mmol/L CuClz Cozeltisi: 5.37 g CuClz 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.

Glinlik taze hazirlandi.

2 mol/L Amonyum Siilfat: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda

¢Ozildi.

SOD Standartlar:: 10, 8, 4, 3, 2, 1, 0.5 U/mL’lik SOD standartlar1 ve kor

hazirlandi.

Reaksiyon karisimi: 80 tiip i¢in; 80 mL 0,3 mM ksantin ¢ozeltisi, 40 mL 0,6 mM
EDTA ¢ozeltisi, 40 mL 150 uM NBT ¢ozeltisi, 24 mL 400 mM Na,CO3 ¢ozeltisi, 12
mL 1g/L BSA karistirildi. Reaksiyon karisimi hazirlanirken hacimler hesaplanip biitiin
maddeler ayni kapta karistirildi. Yukarida ifade edilen konsantrasyon ifadeleri son
konsantrasyonlardir. Ksantinin kolay ¢ézlinmesi i¢in bunlarin ayni ortamda olmasi

gerekir.

250 pL seruma 250 pL etanol:kloroform (5:3) karisimi eklenip vortekslendi.
18000 x g’de 4 °C’de bir saat santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan SOD aktivitesi

Olgtimiinde kullanildi.
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Doku 6rnekleri ise CAT o6l¢timiinde ifade edildigi gibi yaklasik 50-60 mg doku
olacak sekilde buz akiisii iizerinde kesilip tartildi. Buz banyosunda bekleyen 2 mL
soguk homojenizasyon tamponuna konulup homojenize edildi. Homojenat 4 °C’de,
3.000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanin 800 pL’sine 400 pL
etanol:kloroform (5:3) karisimi eklenip vortekslendi. 18 000 x g’de 4 °C’de bir saat
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan SOD aktivitesi 6l¢iimiinde kullanildi.

Tablo 6. SOD aktivitesi 6l¢timii

Cozeltiler Hacim (mL)
Reaksiyon karisimi 1.225
Numune (Serum, Stipernatan, Kor, Standart) 0.25
Ksantin oksidaz 0.025

25 °C’da 20 dakika inkiibasyona birakildi (karanlikta).
Bakar kloriir 0.5

560 nm’de absorbans olgiildii.

Tablo 6°de ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler yapildi ve 560 nm de
absorbanslar ol¢iildii. Hesaplamalar % inhibisyon olarak hesaplandi. Sekil 9A’daki
standart grafigi SOD aktivitesinin logaritmasi alinarak Sekil 9B’deki lineer standart
grafigine doniistiiriildii. Bu grafikten yararlanilarak % inhibisyonlar SOD aktivitesine

doniistiirildii.

R (A kor — A numune)
% inhibisyon = Ao x100
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Sekil 9. Numunelerin SOD aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilan logaritmik ve lineer
olarak degistirilmis standart grafikler (A, B)

5.4.5. Protein Tayini

Protein tayinleri Novagen firmasina ait BCA Protein Assay Kiti ile yapildi. BCA

Protein Tayini biiiret reaksiyonu dayanmaktadir. Alkali ortamda proteinlerle Cu*?’nin
Cu™e indirgenmektedir ve olusan Cu'' BCA (bisinkoninik asit) ile selat
olusturmaktadir. Olusan mor renkli kompleks 562 nm’de maksimum absorbans

vermektedir.
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Kullanilan cozeltiler

Standart BSA c¢ozeltisi: 1000, 500, 250, 125, 25 ve 0 ng/mL’lik BSA ¢ozeltileri

saf su ile hazirlandi.

Reaksiyon karisimi: BCA c¢ozeltisi ve % 4’liikk Bakir siilfat ¢ozeltisi 1:50

oraninda karistirilarak hazirlandi.

Tablo 7. Protein tayini

Cozelti Hacim (pL)
Numune (serum, siipernatan, standart) 25
Reaksiyon karigimi 200

37 %C’de 30 dakika inkiibe edildi ve 562 nm’de absorbansi oliildil.

Tablo 7°deki pipetlemeler ve islemler yapildi. Sekil 10°daki standart grafiginden

yararlanilarak konsantrasyonlar hesaplandi.
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Sekil 10. Standart BSA protein tayin grafigi
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5.5. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Her bir gruba ait degerler aritmetik ortalama ve standart sapma (X + SD) olarak
ifade edildi. Denek sayis1 her bir grupta (n=6) az oldugu i¢in non-parametrik testler
uygulandi. Bagimsiz gruplarin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis testi kullanildi.
Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler icin Mann-Whitney U testi uygulandi. p<0.05

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

Deney gruplarina ait siganlarin ilk agirliklari, son agirliklar ve testis agirliklar:
Olctilerek istatistik degerlendirmesi yapilmis, ortalama ve standart sapma degerleri tablo

8’de verilmistir.

Buna gore deney Oncesi viicut agirliklarina, deney sonrasi viicut agirliklarina ve
testis agirliklarina Kruskal Wallis testi uygulanmistir. Deney oncesi viicut agirliklarinda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gortilmemistir (p>0.05). Deney
sonrast viicut agirliklarinda ve testis agirhiklarinda anlamli  Slglide farkliliklar

bulunmustur (p<0.05).

Tablo 8. Deney Gruplarinin Deney Oncesi Viicut Agirliklari, Deney Sonrasi Viicut
Agirliklart ve Testis Agirliklarina Ait Ortalama ve Standart Sapmalar

Gruplar  Deney Oncesi Deney Sonrasi Testis Agirhg (g)
Viicut Agirhg (g) Viicut Agirhg (g)

Kontrol 273£12.29 280+12.01 1.86+0.10

MTX 272.67+£11.70 233.17+10.81° 1.26+0.08?

MTX+LA  272.50+12.35 236.50+13.422 1.31+0.13?

LA 273.3318.14 277.838.15"¢ 1.56+0.15%0¢

2Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
® MTX grubuna gére anlaml1 derecede farklilik vardir (p<0.05).
*MTX+LA grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir(p<0.05).

Deney sonras1 viicut agirliklarinda kontrol grubuna gére MTX, MTX+LA ve LA
gruplarinda azalma g6zlenmistir. Bu azalma MTX ve MTX+LA gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bulunurken, LA grubunda anlamlilik goriilmemistir (sirastyla; p<0.05,
p<0.05, p>0.05). MTX grubuna gore deney sonrasi viicut agirligi, MTX+LA ve LA
gruplarinda artmistir. Bu artis MTX+LA grubunda istatistiksel olarak anlamli degilken
LA grubunda anlamli goriilmiistiir (sirasiyla p>0.05, p<0.05). MTX+LA grubuna gore

deney sonrasi viicut agirligi LA grubunda anlamli olarak artma goriilmiistiir (p<0.05).

Testis agirliklart kontrol grubuna gére MTX, MTX+LA ve LA gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (p<<0.05). MTX grubuna gére MTX+LA ve
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LA gruplarinda testis agirligi artmistir. Bu artis MTX+LA grubunda anlamli degilken
LA grubunda anlamli bulunmustur (sirasiyla: p>0.05, p<0.05). MTX+LA grubuna gore
LA grubunda anlamli olarak artig goriilmiistiir (p<<0.05).

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

Deney gruplarina ait testis dokusunda seminifer tubiil ¢api, epitel kalinligr ve limenine
immatiir hiicre dokiilen seminifer tubiil sayis1 6l¢lim sonuglari tablo 9°da verilmistir.

Verilerin istatistik degerlendirmelerine gore, sonuglar asagidaki gibi belirlenmistir.

Seminifer tubiil ¢capinda kontrol grubuna gére MTX ve MTX+LA gruplarinda
azalma goriildii. Bu azalma kontrol grubuna goére MTX grubunda anlamli bulunurken
MTX+LA grubunda anlamli bulunmadi (sirasiyla; p<0.05, p>0.05). Seminifer tubiil
capinda Kontrol grubuna gore LA grubunda anlamli olmayan bir artma goriildii
(p>0.05). MTX grubuna goére seminifer tubiil gapt MTX+LA ve LA gruplarinda anlaml
bir artis gostermistir (p<0.05). MTX+LA grubuna gore seminifer tubiil ¢api LA
grubunda anlamli olarak artmustir (p<0.05).

Epitel kalinliginda kontrol grubuna gore MTX, MTX+LA ve LA gruplarinda
anlamli bir sekilde azalma gorildii (p<0.05). MTX grubuna gore epitel kalinlig
MTX+LA ve LA gruplarinda anlamli olarak artmistir (p<0.05). MTX+LA grubuna gore
epitel kalinlig1 LA grubunda anlamli bir artma belirlendi (p<0.05).

Liimenine immatiir hiicre dokiilen seminifer tubiil sayis1 kontrol grubuna gore
MTX grubunda artma, LA grubunda azalma, MTX+LA grubunda hemen hemen esit
bulundu. Kontrol grubuna gére MTX ve MTX+LA gruplarindaki bu degisimler anlamli
bulunmazken LA grubundaki azalma anlamli olarak belirlendi (sirasiyla p>0.05,
p>0.05, p<0.05). MTX grubuna gore liimenine immatiir hiicre dokiilen seminifer tubiil
say1st MTX+LA ve LA gruplarinda azalma goriildii. MTX grubuna gore olan bu azalma
MTX+LA grubunda anlamli degilken LA grubunda anlamli bulunmustur (sirasiyla
p>0.05, p<0.05). MTX+LA grubuna gére LA grubunda liimenine immatiir hiicre

dokiilen seminifer tubiil sayis1 anlamli olarak azalmistir (p<0.05).
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Tablo 9. Seminifer tubiil capi, epitel kalinligi ve liimenine immatiir hiicre dokiilen
seminifer tubiil sayisina ait bulgular (X+SD)

Gruplar Seminifer Epitel Liimenine Immatiir Hiicre
Tubiil Cap1 (um)  Kahnlig (um) ls)f;isill‘z'&))semi“ifer Tubil

Kontrol 248.17+19.85 82.68+7.71 30.5+6.09

MTX 222.93+7.822 50.4243.16% 35.66+7.42

MTX+LA  238.57+10.86° 68.20+3.58%P 30.33+4.88

LA 259.01+4.91b¢ 75.60+5.043b¢ 17.33+4.36%P¢

2Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
PMTX grubuna gére anlamh derecede farklilik vardir (p<0.05).
CMTX+LA grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).

6.2.2. Johnsen Skorlama Sonuc¢lari

Deney gruplarina ait testis dokusunda hasar degerlendirmesi icin Johnsen
skorlamast yapilarak istatistik degerlendirmesi yapilmistir. Istatistik

degerlendirmelerine ait ortalama ve standart sapma degerleri tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Testis dokusunda seminifer tubiillerde Johnsen skoru ve apoptotik indeks

degerleri
Gruplar Johnsen Skoru Apoptotik indeks (AI)
Kontrol 9.60+0.08 2.76+1.31
MTX 4.15+0.532 19.41+2.48%
MTX+LA 7.86+0.5720 3.86+1.18"
LA 9.15+0.322bc 2.92+0.89"

2Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
PMTX grubuna gére anlamh derecede farklilik vardir (p<0.05).
CMTX+LA grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).

Johnsen skoru kontrol grubuna gére MTX, MTX+LA ve LA gruplarinda anlaml
olarak azalmistir (p<0.05). MTX grubuna gore Johnsen skoru MTX+LA ve LA
gruplarinda anlamli olarak artmistir (p<0.05). MTX+LA grubuna gore LA grubunda

Johnsen skoru anlamli olarak artmistir (p<0.05).
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6.3. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda seminifer tubiillerde tubiil capi, epitel kalinligi, Sertoli
hiicreleri ve miyoid hiicreler normal yapida izlendi. Spermatogoniumlar, spermatositler

ve spermatidler diizgiin sirali gozlendi. Interstisyel alanda Leydig hiicrelerinin normal

goriiniimli olarak yapisini korudugu goriildii (Resim 8).

) N T S £y

Resim 8. Kontrol grubuna ait testis dokusu (H&E X400)

MTX  grubunda  seminifer  tubiil epitelinde agilmalar  goriildi.
Spermatogoniyumlarda  atrofi  gdzlenirken  spermatositler, spermatidler ve
spermatozoonlar diizgiin yapida gozlendi. Seminifer tubiil liimenine dékiilen immatiir
hiicre sayisinda bir miktar artis tespit edildi. Interstisiyal alanda hemoraji ve Leydig

hiicrelerinde atrofi belirlendi (Resim 9).
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Resim 9. MTX grubuna ait testis dokusu (H&E X400). Yildiz isareti seminifer epitelde
acilmayi, kalin ok isareti seminifer tubiil limenine dokiilen immatiir hiicre
sayisini, ince ok isareti atrofik hiicreyi gdstermektedir.

MTX+LA grubunda spermatogoniyumlar normal yapida gozlendi. Epiteliyal
hiicreler arasinda yer yer az sayida agilmalar goriildii. Seminifer tubiil liimenine dokiilen
immatiir hiicrelerde, MTX grubuna gére, azalma belirlendi. Interstisyel alanda hemoraji

bulgularina rastlanmadi (Resim 10).
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Resim 10. MTX+LA grubunda testis dokusu (H&E X400). Tek yonlii ok seminifer
tubiil epitelinde agilmay1 gostermektedir.

LA grubunda seminifer tubiil ve interstisyel alan diizgiin yapida gozlendi.

Seminifer epitelde agilma ve Leydig hiicreleri ile spermatogoniyumlarda atrofi, MTX

grubuna gore, azalmigtir (Resim 11).

56



N\ -

Resim 11. LA grubuna ait testis dokusu (H&E X400). Testis normal yapida izlendi.

6.4. Semen Analizine Ait Bulgular

Deney gruplarina ait epididimal semen analizinde sperm sayisi, sperm motilitesi,
sperm vitalitesi, epididimiste seminal siviya dokiillen immatiir hiicre Sayist ve

istatistiksel degerlendirme sonuglari tablo 11°de verilmistir.

Sperm sayis1 kontrol grubuna gore MTX, MTX+LA ve LA gruplarinda
azalmistir. Kontrol grubuna gore bu azalma MTX+LA grubunda anlamli bulunurken
MTX ve LA gruplarinda anlamli bulunmamistir (sirastyla p<0.05, p>0.05, p>0.05).
MTX grubuna gore MTX+LA grubunda sperm sayisinda anlamli azalma goriiliirken,
LA grubunda ise sperm sayisinin ayni oldugu belirlendi (sirasiyla p<0.05, p>0.05).
MTX+LA grubuna gore LA grubu sperm sayisinda anlamli olarak artma gortldii
(p<0.05).
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Tablo 11. Semen analizine ait ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar  Sperm Sayis1 Sperm Sperm Epididimal Siviya
(x109) Motilitesi Vitalitesi (%) Déokiilen Epitel
(%) Hiicre Sayisi
Kontrol 35.246.72 56.80+5.08 57.66+2.33 99.16+16.55
MTX 34.33+5.85 45.46+6.272 46+6.69° 08+42.88
MTX+LA 20+5.33%P 48.02+2.15? 43+10.172 70.66+19.012
LA 34.33+8.89°  60.46+5.67"¢ 54.66+2.73"¢  118.16+19.21°

@ Kontrol grubuna goére anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
®MTX grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
*MTX+LA grubuna gére anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).

Resim 12. Kontrol grubunun seminal sivis1 (Eozin-Y, X200)

Sperm motilitesinde kontrol grubuna gore MTX ve MTX+LA gruplarinda
anlaml1 azalma, LA grubunda ise anlamli olmayan bir artma goriildii (sirasiyla p<0.05,
p<0.05, p>0.05). MTX+LA ve LA gruplarinda, MTX grubuna gore, sperm motilitesinde
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artma goriildii. MTX grubuna goére olan bu artis MTX+LA grubunda anlamli degilken
LA grubunda anlaml olarak belirlendi (sirastyla p>0.05, p<0.05). MTX+LA grubuna

gore LA grubunda sperm motilitesi anlamli olarak artmistir (p<<0.05).

Sperm vitalitesi kontrol grubuna gére MTX, MTX+LA ve LA gruplarinda
azalmistir. Kontrol grubuna gore olan bu azalma MTX ve MTX+LA gruplarinda
anlamli bulunurken, LA grubunda anlamli bulunmamistir (sirastyla p<0.05, p<0.05,
p>0.05). Sperm vitalitesinde MTX grubuna gére MTX+LA grubunda anlamli olmayan
bir azalma, LA grubunda ise anlamli olan bir artma belirlendi (sirasiyla p>0.05,

p<0.05). MTX+LA grubuna gore LA grubunda sperm vitalitesi anlamli olarak artig
gosterdi (p<0.05) (Resim 12-15).

Resim 13. MTX grubunda spermatozoon goriintiileri (Eozin-Y, X200)

Epididimiste seminal siviya dokiilen epitel hiicre sayisinda kontrol grubuna gore

MTX ve MTX+LA gruplarinda azalma belirlenmistir. Kontrol grubuna gore olan bu
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azalma MTX grubuna gore anlamli degilken, MTX+LA grubunda anlamli bulundu
(swrasiyla p>0.05, p<0.05). Kontrol grubuna goére LA grubunda, epididimis seminal
stvisina  dokiilen epitel hiicre sayis1 artis gostermis, ancak bu artis anlamli
bulunmamugtir (p>0.05). Epididimis seminal sivisina dokiilen epitel hiicre sayisinda
MTX grubuna gére MTX+LA grubunda azalma, LA grubunda artma belirlendi. MTX
grubuna gore olan bu degisimler anlamli degildi (p>0.05). Epididimis seminal sivisina
dokiilen epitel hiicre sayist MTX+LA grubuna gore LA grubunda anlamli olarak artis
gostermistir (p<0.05) (Resim 12-15).

Resim 14. MTX+LA grubunda spermatozoon goriintiileri (Eozin-Y, X200)
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Resim 15. LA grubunda spermatozoon goriintiileri (Eozin-Y, X200)

6.5. TUNEL Sonuglar:

Deney gruplarma ait testis dokusunda TUNEL teknigiyle degerlendirilen Al

sonugclar1 tablo 10’da verilmistir.

Al’in kontrol grubuna gore, MTX, MTX+LA ve LA gruplarinda arttig1 goriildii;
bu artis MTX grubunda anlamli bulunurken, MTX+LA ve LA gruplarinda anlaml
bulunmadi (sirastyla p<0.05, p>0.05, p>0.05) (Resim 16-19).
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Resim 16. Kontrol grubu testis dokusunda apoptotik hiicreler (DAB, X400). Tek yonli
ok apoptotik hiicreyi gostermektedir.

MTX grubuna gore Al, MTX+LA ve LA gruplarinda anlamli olarak azalmistir
(p<0.05).
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Resim 17. MTX grubu testis dokusunda apoptotik hiicreler (DAB, X400). Tek yonlii ok
apoptotik hiicreyi gostermektedir.

e .

MTX+LA grubuna gore LA grubunda AI’i azalmig, ancak bu azamla anlaml
bulunmamustir (p>0.05).
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yonlii ok apoptotik hiicreyi gostermektedir.
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Resim 19. LA grubu testis dokusunda apoptotik hiicreler (DAB, X400). Tek yonlii ok
apoptotik hiicreyi gostermektedir.

6.6. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Deney gruplarina ait testis dokusu ve kan serumunda MDA, CAT ve SOD
degerleri olgiilmiis ve sonuglar istatistiksel a¢idan degerlendirilmistir (Tablo 12, tablo

13).

Testis dokusunda MDA seviyesinde, kontrol grubuna goére, MTX ve LA
gruplarinda anlamli bulunmayan bir artma goriilirken, MTX+LA grubunda degisme
olmadig1 goriildii (p>0.05). MTX grubuna gore testis dokusundaki MDA seviyesinde
MTX+LA grubunda azalma, LA grubunda artma goriildi. MTX grubuna gére MDA
seviyesi degisimleri anlamli bulunmadi (p>0.05). Testis dokusu MDA seviyesinde

MTX+LA grubuna gore, LA grubunda anlamli olmayan artig goriildii (p>0.05).

Testis dokusu CAT aktivitesinde, kontrol grubuna gére MTX ve MTX+LA
gruplarinda azalma goriildii. Kontrol grubuna gore olan bu azalma MTX grubunda

anlamli degilken, MTX+LA grubunda anlamli bulundu (sirasiyla p>0.05, p<0.05).
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Kontrol grubuna gore LA grubunda testis dokusu CAT aktivitesinde artma goriilmiis, bu
artma anlamli bulunmamistir (p>0.05). Testis dokusu CAT aktivitesinde MTX grubuna
gore MTX+LA grubunda anlamli olmayan azalma, LA grubunda ise anlamli bir artma
goriildii (sirasiyla p>0.05, p<0.05). MTX+LA grubunda, LA grubuna gore, testis
dokusu CAT aktivitesinde anlamli bir artma goriildii (p<0.05).

Testis dokusu SOD aktivitesi kontrol grubuna gére MTX ve LA gruplarinda
azalmig, MTX+LA grubunda artmistir. Ancak gruplar arasindaki bu degisimlerde
anlamli bir fark olusmamistir (p>0.05). MTX grubuna gore testis dokusundaki SOD
aktivitesi MTX+LA ve LA gruplarinda artmistir; bu artis anlamli bulunmamigtir
(p>0.05). MTX+LA grubuna gore LA grubu testis dokusundaki SOD aktivitesinde

azalma goriildii, ancak bu azalma anlamli bulunmadi (p>0.05).

Tablo 12. Testis dokusunda biyokimyasal degerlerin aritmetik ortalama ve standart
sapma sonuglari

Gruplar MDA (nmol/mg)  CAT (U/mg) SOD (U/mg)
Kontrol 0.32+0.10 31.06£7.73 9.21+1.21
MTX 0.34+0.09 24.6515.26 7.62+2.48
MTX+LA 0.32+0.06 17.69+8.10% 10.24+2.42
LA 0.36+0.05 33.58+4.930¢ 8.82+2.10

2Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
®MTX grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
*MTX+LA grubuna gore anlaml1 derecede farklilik vardir (p<0.05).

Kan serumundaki MDA, CAT ve SOD 6l¢iim sonuglari tablo 13°de verilmistir.
Bu sonuglara gore; kan serumunda MDA seviyesi, kontrol grubuna gore, MTX,
MTX+LA ve LA gruplarinda artmistir. Bu artig istatistiksel olarak MTX ve LA
gruplarinda anlamli degilken, MTX+LA grubunda anlamli bulundu (sirasiyla p>0.05,
p>0.05, p<0.05). MTX grubuna gore, serum MDA seviyesinde MTX+LA ve LA
gruplarinda anlamli olmayan bir azalma belirlendi (p>0.05). MTX+LA grubuna gore,

LA grubu serum MDA seviyesinde anlamli olmayan bir azalma goriildii (p>0.05).

Kan serumu CAT aktivitesinde, kontrol grubuna gére, MTX, MTX+LA ve LA
gruplarinda anlamli olmayan sekilde artis goriildi (p>0.05). Kan serumu CAT
aktivitesinin, MTX grubuna gore, MTX+LA grubunda istatistiksel olarak anlamli
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olmayan sekilde arttigi, LA grubunda azaldigi goriildi (p>0.05). Kan serumunda CAT
aktivitesi MTX+LA grubuna gore LA grubunda azalma gosterdi; bu azalma istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05).

Kan serumu SOD aktivitesinin, kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli
olmayan sekilde MTX ve MTX+LA gruplarinda azaldigi, LA gruplarinda arttig
goriildi (p>0.05). Kan serumu SOD aktivitesinin, MTX grubuna gére, MTX+LA ve LA
gruplarinda arttigr goriildii; bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi
(p>0.05). Kan serumu SOD aktivitesinin, MTX+LA grubuna gore, LA grubunda
anlamli olmayan sekilde arttig1 goriildii (p>0.05).

Tablo 13. Kan serumunda biyokimyasal degerlerin aritmetik ortalama ve standart
sapma sonuglari

Gruplar MDA (nmol/mL) CAT (U/mL) SOD (U/mL)
Kontrol 8.641+2.71 67.18+25.31 11.24+2.44
MTX 14.4615.50 87.67+24.54 9.09+3.63
MTX+LA 14.37+3.922 107.80+35.22 10.67+6.53
LA 9.62+3.90 71.69+21.82 11.60+4.20

@Kontrol grubuna gore anlaml derecede farklilik vardir. (p<0.05)
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7. TARTISMA ve SONUC

Giintimiizde giderek artan kanser hastaliginin tedavisinde pek ¢ok antineoplastik
ilaglar kullanilmaktadir. Bunlarin i¢inde yaygin olarak kullanilanlardan biri de MTX tir
(3, 98). Kanser tedavisinde kullanilan MTX, romatoit artrit hastaliginin son asamasinda
da siklikla kullanilmaktadir. Antineoplastik ve antiromatizmal olarak kullanilan bu
ilacin tedavi edici 6zelliginin yaninda yaygin yan etkileri de bulunmaktadir ve bu yan
etkiler nedeniyle ilacin kullanimi kisitlanmaktadir (37, 98, 99, 100). MTXin yan etki ve
toksisite olusturmasinin folat metabolizmasinda bulunan enzimlerde olusabilecek
polimorfizmlerden  kaynaklanabilecegi  belirtilmektedir  (101). Yan etkilerin
azaltilmasina yonelik ¢esitli ¢aligsmalar yapilmaktadir. MTX kaynakli infertilite miktar
giderek artmaktadir (3, 98). Biz de bu ¢alismamizi, MTXin olusturdugu testis hasarinin
erkek tireme hiicreleri tizerine olan etkisinden hareketle belirleyerek, buna karsi LA’nin

tyilestirici etkisininin olup olmadigini aragtirmak amaciyla gerceklestirdik.

Viicudumuzun temel gereksinimlerinden biri olan, esansiyel yag asitlerinin
Oneminin ortaya ¢ikis1 1900’1li yillara dayanmaktadir. Evans ve Burr, 1928’de yaptiklari
bir calismada lipitten yoksun diyetle beslenen sicanlarda tireme bozukluklar1 ve gelisim
geriligi oldugunu belirlemislerdir. Daha sonralari diyete linoleik, o-linolenik ve
arasidonik asit ekleyerek bu sorunlarin ortadan kalktigini gérmiislerdir (10). Esansiyel
yag asitlerinin; migren tiirii bas agrilari, baz1 kanser tiirleri, eklem romatizmasi,
yetigkinlerde seker hastaligi, yiiksek kolesterol, yiiksek tansiyon, kalp damar hastaliklar1
ve bazi alerjiler gibi hastaliklara karsi koruyucu etkilerinin oldugu bilinmektedir (61,
62). Esansiyel yag asitlerinin 6zellikle ¢ocuklarda bedensel ve ruhsal gelisim tizerinde
biiyiilk 6nem arz ettigi bilinmektedir (63). Baz1 ¢oklu doymamis yag asitleri, timdor
oldiirticti etkiye sahiptir; ilaca direngli hiicrelerde ilag emilimini artirip, atilimin
azaltarak spesifik anti-kanser ilaglarin sitotoksik aktivitelerini artirma yetenegindedirler.
Boylece ¢oklu doymamis yag asitleri, gerek tek basina gerekse kemoterapik ilaglar ile
birlikte kullanilarak anti-kanser molekiiller gibi bir potansiyele sahiptir (102). Sperm
plazma membranindaki lipitler sperm motilitesinde de 6nemli rol oynamaktadir. Sperm
motilitesindeki degisiklikler, sperm plazma membranindaki w3 yag asitleri igerigi ve
seminal plazmadaki ekstraseliiler antioksidanlar ile iligkilidir ki bunlar sperm plazma

membranlarin1 oksidatif stres periyodu boyunca lipid peroksidasyonundan korurlar
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(103). 6 yag asitlerinin cilt sagligini, deriyi yaralanmalara ve enfeksiyonlara karsi
korudugu, esnek ve piiriizsliz cilt olusumunda etkili oldugu, viicut sicakligini ve su
kaybini diizenledigi bildirilmistir (12). Shafeeque ve Zafarul 2013 yilinda yaptiklar1 bir
calismada, Nigella sativa (¢orek otu)’nin metanolik ekstraktini ve ugucu yag ekstraktini
hazirlamiglar ve metanolik ekstraktta yiiksek oranda linoleik asit bulundugunu ve
Nigella sativa’nin linoleik asit igerigiyle hipolipidemik 6zellige sahip oldugunu
belirlemislerdir (104). Shafeeque ve Zafarul 2015 yilinda yaptiklari diger ¢alismada
atherogenik siispansiyonla beslenen sicanlar {izerinde Nigella sativa’nin iyilestirici
etkisini belirlemisler ve bu ¢alismaya gore Nigella sativa metanol ekstraktinin serbest
radikal zincir hastaliklarinda tedavi edici olarak yemeklere takviye edilmesi gerektigini

belirtmislerdir (105).

Literatiirde si¢anlarin testis dokusu iizerine MTX toksisitesiyle ilgili pek ¢ok

calisma mevcuttur.

Sonmez ve arkadaslari (106), Yiincii ve arkadaslar1 (107), Yulug ve arkadaslari
(8), Gokee ve arkadaslar1 (108), Nouri ve arkadaslar1 (109), Vardi ve arkadaslar (110),
Shrestha ve arkadaslar1 (111), Saxena ve arkadaslar1 (112), Isik ve arkadaslar1 (113)
MTXin sigan testis histolojisi tizerine etkilerini inceleyen calismalar yapmiglardir. Bu
arastirmacilar, MTX in farkli siire ve dozlarda, seminifer tubiiller, spermatogenik seri
hiicreleri ve interstisyel alanlardaki etkilerini inceleyerek olusan hasarlar
belirlemislerdir. Buna gére Sonmez ve arkadaslari; MTX uyguladiklar1 grupta seminifer
tubiillerde ve interstisyel alanda 6nemli 6l¢iide hasar belirlemislerdir. Seminifer epitelde
vakuolizasyon, germinal hiicrelerde diizensizlik, seminifer tubiil liimenine
olgunlasmamis germinal hiicre dokiilmesi ve bazi seminifer tubiillerde atrofi tespit
etmiglerdir (106). Yiincli ve arkadaslari 151tk ve elektron mikroskobi c¢aligmalari
sonucunda; MTX grubunda interstisyal alanda 6dem ve konjesyon, seminifer tubiillerde
vakuollesme, bazal membranda ayrilma, spermatogenik seri hiicrelerinde azalma ve
epitelde ¢ok niikleuslu dev hiicrelerin olustugunu bulmuslardir (107). Yulug ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; MTX grubunda seminifer tubiillerin liimeninde
spermatozoon kaybi ve olgunlagmamis germinal hiicreler gormiislerdir (8). Shrestha ve
arkadaglar1 iki farkli dozda MTX uygulamasi sonucunda seminifer epitelin bazal
membraninda ve Leydig hiicrelerinde diizensizlik, seminifer tubiil ¢apinda daralma,

primer spermatosit ve spermatidlerin ¢apinda azalma, interstisyel alanda artis oldugunu
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belirlemiglerdir (111). Saxena ve arkadaslari; MTX uygulamasi sonucu, interstisyel
alanda istatistiksel olarak anlamli derecede artma ve seminifer tubiil ¢apinda azalma,
primer spermatositlerin  biiyiikliiklerinde farklilik, sekonder spermatositler ve
spermatidler arasinda vakuolizasyon, Sertoli ve Leydig hiicresi boyutlarinda 6nemli
ol¢iide kiiciilme, bazal membranda yer yer incelme ve diizensizlik tespit etmislerdir
(112).

Bu ¢alismada Yulug ve arkadaslarinin (8) yaptiklar testis toksisitesi ¢alismasina
esdeger olarak sicanlara ip olarak tek doz 30 mg/kg MTX uygulandi. LA’nin MTX’e
kars1 koruyucu etkisini arastirmak amaciyla siganlara gavajla yedi giin boyunca 100
mg/kg dozunda LA verildi. Biz bu ¢alismada daha 6nce yapilan ¢alismalara (8, 116-
113) paralel olarak MTX grubunda, kontrol grubuna gore, seminifer tubiil ¢capinda ve
epitel kalinliginda anlamli sekilde azalma, liimenine immatiir hiicre dokiilen seminifer
tubiil sayisinda artig tespit ettik. MTX+LA grubunda ise MTX grubuna goére, seminifer
tubiil cap1 ve epitel kalinliginin anlamli olarak arttigini, liimenine immatiir hiicre
dokiilen seminifer tubiil sayisinin azaldigini belirledik. LA grubunda, seminifer tubiil
capinin MTX ve MTX+LA gruplarma gore arttigini; epitel kalinliginin kontrole gore
azaldigin; MTX ve MTX+LA gruplarina gore ise arttigim1 bulduk. Ayrica MTX
grubunda, kontrol grubuna gore, seminifer tubiil epitelinde agilmalar,
spermatogonyumlarda atrofi, liimenine immatiir hiicre dokiilen tubiil sayisinda artis,
interstisyel alanda hemoraji ve Leydig hiicrelerinde atrofi gordiik. MTX+LA grubunda,
MTX grubuna gore seminifer epitel hiicreleri arasinda agilmalarin azaldigini,
spermatogoniyumlarin normal yapida oldugunu, limenine immatiir hiicre dokiilen
seminifer tubiil sayisinin azaldigin1 ve interstisyel alanda hemorajinin olmadigin
belirledik. LA grubunda seminifer tubiil ve interstisyel alan kontrole benzer yapida
gozlendi. Seminifer epitelde agilma, Leydig hiicreleri ve spermatogoniyumlardaki
atrofide azalma belirlendi. Bulgularimiz LA’nin MTX olusturdugu dejeneratif etkileri

belli ol¢lide diizelttigini gostermektedir.

Doku hasarin1 belirleyebilmek i¢in kullanilan 6nemli yontemlerden biri TUNEL
teknigiyle Al degerlendirmesidir. Bu dogrultuda Sénmez ve arkadaslart MTX
uyguladiklart ¢aligmalarinda testis dokusu tizerinde Al ve Johnsen skorlamasi
yapmuslar; apoptotik hiicre sayilarinin kontrol grubuna goére arttigini, Johnsen skor

degerlerinin ise anlamli sekilde azaldigini belirlemiglerdir (106). Vardi ve arkadaslari;
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tek doz 20 mg/kg olarak MTX uyguladiklart grupta seminifer tubiillerde atrofi, germinal
hiicrelerde dokiilme ve apoptoz belirlemislerdir (110). Isik ve arkadaslari, farkli
stirelerde uygulanan dozlarda MTX’in etkisini arastirmiglar; 6zellikle spermatosit ve
spermatidlerde oldiiriicii hasar olustugunu, ancak germinal epitelin kok hiicreleri olan
spermatogoniyumlarin bu hasardan en az etkilendigini belirlemislerdir. Bunun
sonucunda testis dokusunda olusan MTX hasarinin geri doniisiimlii olabilecegini
belirtmislerdir. iki haftadan alt1 haftaya kadar, haftada bir 0.7 mg/kg uygulanan MTX
testis dokusunda seminifer tubiil duvari bazal membranlarinda kalinlasma, germ hiicre
maturasyon ve dagiliminda bozulma, seminifer tubiil liimeninde spermatozoonda
azalma veya yok olma, limendeki dejenere spermatidlerde artma goriilmistiir.
Spermatogoniyum,  spermatosit ve spermatidlerde kromatin  yogunlasmasi,
parcalanmasi, hiicrede vakuolizasyon ve apoptozu belirlemislerdir (113). Bu
aragstirmada, AI’de MTX grubunda, kontrol grubuna gore, anlamli bir artma, MTX+LA
grubunda ise MTX grubuna gore, anlamli bir azalma tespit ettik.

Johnsen skoruna gore, MTX, MTX+LA ve LA gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma, MTX+LA grubunda MTX grubuna gére anlamli bir artma; LA
grubunda, MTX ve MTX+LA gruplarina gére anlamli olarak artma goriildii.

Calismamizda deney oncesi sican viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi. Bu durum gruplarin homojen olarak dagitildigin1 gostermektedir.
Deney sonrast MTX grubu sigan viicut agirliklarinin kontrol grubuna gore anlamli
sekilde azaldigi gozlendi. MTX+LA grubu deneklerinin deney sonrasi viicut
agirliklarinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artigi, MTX grubuna gore ise
anlamli bulunmayan bir artis oldugu goriildii. Deney sonrast viicut agirliklarinin LA
grubunda, kontrol grubuna gore az miktarda azaldigi, bu azalmanin anlamli olmadigy;
MTX ve MTX+LA gruplarina gore ise anlamli olarak arttigi goriildii. MTX grubu testis
agirliklarinda kontrol grubuna goére anlamli olarak azalma, tedavi grubunda ise MTX
grubuna gore anlamli olmayan bir artma belirlendi. LA grubu testis agirliginda, kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalma, MTX+LA ve LA gruplarina gore istatistiksel

acidan anlamli olmayan artma tespit edildi.

Testis dokusunda MTX hasarinin belirlenmesinin yaninda MTX’in olgun

spermatozoonlara olan etkisinin de bilinmesi tireme kapasitesi agisindan Oonem arz
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etmektedir. Nouri ve arkadaslart haftada bir doz MTX uyguladiklar1 28 giinliik sican
caligmasinda; 14. giinde testisin bazi bolgelerinde, seminifer tubiiller arasindaki alanda
artis ve seminifer tubiillerde nekrotik alanlar olusmasi, 28. giinde seminifer tubiillerde
belirgin sekilde atrofi ve seminifer tubiil ¢apinda, testis ve viicut agirliginda, kontrol
grubuna gore azalma belirlemislerdir. 14. ve 28. giinlerde seminifer epitel kalinliginda
ve epididimal sperm sayisinda azalma oldugunu ortaya koymuslardir (109).
Padmanabhan ve arkadaslari fareler tizerinde yaptiklari ¢alismada, MTX’in epididimal
sperm sayisinda diisiise ve anormal bash spermlerin oraninda artisa sebep oldugunu
belirlemiglerdir (114). Biz bu ¢alismada sperm sayisinin, sperm motilitesinin ve sperm
vitalitesinin MTX grubunda, kontrol grubuna goére azaldigini, bu azalmalarin sperm
motilitesi ve vitalitesi a¢isindan istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirledik. Bunun
yaninda tedavi grubunda MTX grubuna goére sperm sayisinda anlamli bir azalma, sperm
motilitesinde anlamli olmayan artma, sperm vitalitesinde de anlamli olmayan bir azalma
izledik. Ayrica epididimal seminal siviya dokiilen epitel hiicre sayisinin, MTX
grubunda kontrol grubuna goére ve tedavi grubunda MTX grubuna gore azaldigi; bunun
LA grubunda diger tiim gruplara gore arttigi; LA grubundaki bu artisin tedavi grubuna

gore anlamli oldugu belirlendi.

Oksidatif stresin 6nemli belirteglerinden biri MDA’dir (86). Antioksidan
savunma sistemleri i¢gin CAT ve SOD o6nemli belirteglerdir (77, 78). Yiinci ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada MTX grubunda, MDA seviyesinin anlamli dlciide
arttigini, SOD aktivitesinin anlaml sekilde azaldigini belirlemislerdir (107). Sonmez ve
arkadaslart MTX grubunda, doku MDA seviyesinin anlamli olmayan sekilde arttigim
belirtmislerdir (106). Dagguli ve arkadaslari siganlarda MTX ile testis hasar1 olusturarak
MDA, total oksidan kapasite ve oksidatif stres indeksinin yiikseldigini belirlemislerdir
(115). Baskaya’nin ®3 acisindan zengin balik yagi ve ona gore @6 agisindan zengin
olan zeytinyagiyla yaptig1 calismada zeytinyagl grupta lipit peroksidasyonun anlaml
olarak arttigin1 belirlemistir. Ayrica CAT aktivitesinin de anlamli olarak arttigini tespit
etmislerdir (116). Acar, linoleik asitge zengin olan aygigegi yagiyla yaptigi ¢alismada,
aycicegi yagi grubunda plazma MDA seviyesinin, findik yagi gruplarina gére anlamli
sekilde arttigini belirlemistir (117). Calismamizda doku MDA seviyesi MTX grubunda,
kontrol grubuna goére, anlamli olmayan bir artis gosterdi. MTX+LA grubundaki MDA
seviyesinde ise MTX grubuna gore anlamli olmayan bir azalis belirlendi. LA
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grubundaki MDA seviyesinde, kontrole gore artis belirlendi; ancak bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. LA grubundaki MDA artisinin, LA’nin 6lgiim sirasindaki
oksitlenmesiyle ilgili olabilecegini diisiinliyoruz. Ayrica ¢oklu doymamis yag asitlerinin
otooksidasyona duyarli olduklar1 ve LA’ nin prooksidan 6zelligi oldugu bilinmektedir
(118-120). LA grubundaki bu MDA artisinin, LA’nin otooksidan ve/veya prooksidan

olarak fonksiyon goérmesiyle de ilgili olabilecegi sdylenebilir.

Coklu doymamis yag asitlerince zengin diyetle beslenildiginde organizmada lipit
peroksidasyonuna duyarlilik artarak antioksidan sistem etkilenmekte, prooksidan-
antioksidan dengesi prooksidasyon yoniinde degismektedir (118, 120-123). Siganlarda
findik ve ceviz ile beslenmenin ateroskleroz ve prooksidan-antioksidan dengenin
arastirildig1 ¢alismada; aterosklerozlu diyetle beslenen gruba gore linoleik asitce zengin
olan ceviz ilaveli aterosklerozlu diyet grubunda plazma MDA seviyesi ve antioksidan
aktivitesinin anlaml sekilde arttig1 goriilmiistiir; bunun nedeninin igerdigi yag asidinden
kaynaklandig1 distintilmektedir (124). Ayrica disaridan almman fazla miktarlardaki
antioksidan besinlerin oksidatif stresi artirarak prooksidan olarak rol oynayabildikleri
bildirilmistir (125, 126). Calismamizda LA ’nin normal viicuda disaridan verilmesiyle,
LA’nin prooksidan etki yaparak oksidatif stres triinii olan MDA’y1 artirmis

olabilecegini diisiiniiyoruz.

Dokuda antioksidan enzimlerinden SOD aktivitesinde tiim gruplar arasinda
anlamli bir degisim bulunmadi. MTX grubunda, Kontrol grubuna gore, SOD ve CAT
aktivitelerinde anlamli olmayan bir azalis, MTX+LA grubunda ise SOD aktivitesinde
anlamli olmayan bir artis, CAT aktivitesinde ise anlamli bir azalis bulundu. MTX
grubuna gore, MTX+LA grubunda anlamli olmayan sekilde SOD aktivitesinde artis,
CAT aktivitesinde ise azalis vardi. Burada CAT aktivitesinin diisiik ¢ikmasinin
nedeninin, énemli bir diger antioksidan enzim olan glutatyon peroksidazin (GSH-Px)
aktivitesindeki artis ile ilgili olabilecegi diisiincesini akla getirmektedir. SOD’in
olusturdugu H202’i parcalayan CAT ve GSH-Px aynmi gorevi iistlenmelerine ragmen
bunlarin afiniteleri farklilik gostermektedir. GSH-Px’in H202’e olan afinitesi ve hizi
CAT’a gore ¢cok daha fazladir. MTX+LA grubunda CAT aktivitesindeki bu azalmanin

sebebi GSH-Px enziminin devreye girmis olmasindan kaynaklanabilir.
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Baz1 esansiyel yag asitleri, antikanser ilaglarla birlikte kullanildiklarinda ilaca
direncli hiicrelerde ila¢ emilimini artirarak ve ilag atilimini azaltarak bu antikanser
ilaglarin sitotoksik etkilerini artirirlar (102). Bu sekilde LA, MTX+LA grubunda
sitotoksik etki ile doku CAT aktivitesinde diisiise neden olmus olabilir. MTX+LA
grubuna goére LA grubu SOD aktivitesinde anlamli olmayan bir azalig, CAT

aktivitesinde ise anlamli derecede artis goriildii.

Kan serumunda MDA seviyesi kontrol grubuna gore diger gruplarda artmistir.
Bu artis MTX+LA grubunda anlamhidir. MTX grubundaki artis oksidatif stresi
desteklemektedir. MTX+LA grubunda bu artisin devam etmesi verilen LA’nin

prooksidan rol iistlendigini ve ayrica bir stres olusturdugunu dogrular niteliktedir.

Kan serumunda SOD aktivitesi kontrol grubuna gére MTX grubunda azalmus,
MTX+LA grubunda artmigtir. MTX grubuna gore ise MTX+LA grubunda sadece SOD
aktivitesinde artis gorilmiistir. CAT aktivitesi kontrol grubuna gore diger tiim
gruplarda artmistir. CAT aktivitesi MTX grubuna gore MTX+LA grubunda da artis
gostermistir. Kan serumundaki enzim aktivitelerinde anlamli bir farklilik bulunmadi. Bu
farkliliklarin olmayisi, kan serumunda bulunan diger antioksidan enzimlerin daha aktif
olmalarindan kaynaklanabilir. Ayrica her ne kadar tiim gruplar i¢in standart deney
ortami saglanmis olsa da canlilar arasinda giin iginde yine de farkli aktivasyonlar
goriilebilir ve bu durum oksidan-antioksidan sistemi etkileyebilir. Bunlarin sonucu kan

serum degerlerine yansiyabilir.

Sonug olarak; MTX oksidatif stres olusturarak dokuda hasar olusturmaktadir.
MTX yiiksek doz uygulandiginda (>30mg/m?) 8-15 saatte viicutta yarilanir (127); yari
omiir uzunluguna dayanarak 24. saatte yaklasitk % 88-92’sinin viicuttan atildigi
diistiniilirse bundan sonraki saatlerde daha az oranda harabiyet vermesi beklenebilir.
Ayrica MTX’in kanda maksimum konsantrasyona ulagincaya kadar gegen siire (Tmax)
0.5-1 saat olarak bildirilmistir (128). Deneyin ilk giinii olusan oksidatif iiriinler dokuda
histolojik hasar olusturur. Oksidatif hasar olustuktan sonra viicudun dogal antioksidan
enzim aktivitesi artar ve oksidatif iiriinleri ortadan kaldirmaya ¢aligir. Disaridan verilen
antioksidan maddeler bu savagimda viicudun dogal antioksidan enzimlerine desteklik
eder. Bu arada dokuda yavas yavas rejenerasyonlar siirer. Disaridan verilen LA ilk

etapta antioksidatif enzim gibi rol oynayabilir. Ancak deneyin son giiniinde, viicudun
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dogal antioksidan enzimlerinin oksidasyon tirlinlerini ortadan kaldirmis olabilecegini,
bu durumda LA’nin prooksidan gibi davranarak doku MDA’sin1 bir miktar yiikseltmis
olabilecegini diisliniiyoruz. Bununla birlikte, histopatolojik bulgularimiz MTX’in doku

hasarmi artirdigini, LA’ nin ise bu hasari belirli 6l¢iide diizelttigini gostermektedir.

Ancak MTX’in toksik etkisine karsi tedavi yollarinin arastirilmasinda tek doz
MTX uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra oksidatif stresin degerlendirilmesinin daha
etkin veri elde edilmesini saglayacagimi diisiinmekteyiz. LA’nin MTX hasarina karsi
antioksidatif etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi i¢in, LA uygulamasinin, MTX’¢e
bagli oksidatif hasar iiriinlerinin en fazla ortaya ciktigi 8-15. saatler arasinda, tek doz
MTX uygulamasindan 1 giin sonra yapildigi, MTX’in akut etkilerinin ¢alisildig1 bir

arastirmaya ihtiyac vardir.

Bu c¢aligmanin histopatolojik verileri, LA’nin MTX’e bagli olusan doku hasarini
diizelttigini gostermektedir. Ancak oksidan-antioksidan dengedeki degisimlerin ¢alisma
sonuglarini etkilemesi nedeniyle, MTX uygulanan dokulara LA’y1 farkli dozlarda
uygulayarak, daha farkli parametrelerin kullanildigi arastirmalarla, daha detayli

sonuglar elde edilebilecegini diistiniiyoruz.
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