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1. OZET

Sicanlarda Methotrexate Kaynakh Testis Hasarina Kars1 Camellia sinensis (Yesil

Cay) Katesinlerinin Antioksidan ve Antiapoptotik Etkileri

Bu ¢alisma methotrexate (MTX) ile olusturulmus testis hasarina kars1 Camellia
sinensis (yesil ¢ay) katesinlerinin (CAT) antioksidan ve antiapoptotik etkilerini
arastirmak amaciyla yapildi.

Bu calismada agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen 24 adet erkek Sprague
Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Her grupta 6 adet sigan olacak sekilde 4 grup
olusturuldu. Deney siiresi 5 giin olarak belirlendi. Kontrol grubu sicanlara bu siire
icerisinde herhangi bir uygulama yapilmadi. MTX grubu siganlara sadece ¢alismanin ilk
giinli 25 mg/kg MTX intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi. CAT grubundaki siganlara 5
giin boyunca 500 mg/kg katesin ekstrakti gavaj yoluyla verildi. Tedavi (MTX+CAT)
grubundaki si¢anlara ¢aligmanin ilk giinii 25 mg/kg MTX uyguland1 ve daha sonra ilk
giinden baslayarak 5 giin boyunca 500 mg/kg katesin gavaj yoluyla verildi. 5 giinliikk
deney siiresi sonunda anestezi altinda deneklerin testisleri ¢ikarildi ve kansizlastirma
yontemiyle Otanazi yapildi. Cikarilan testislerden biri ikiye boliindii. Testislerin bir
yarist histolojik islemler i¢in, diger yarisi ve kan serumu ise biyokimyasal analizler i¢in
kullanildi.

Kontrol ve CAT gruplarina ait testis yapisinda herhangi bir anomali izlenmedi.
MTX grubunda seminifer tiibiil liimeninde immatiir germinal hiicreler, bazal
kompartmanda Sertoli hiicreleri ile spermatogoniumlar arasinda acilma ve germinal
epitelde vakuolizasyon goriildi. MTX+CAT grubunda ise MTX grubuna kiyasla
limendeki immatiir germinal hiicre sayisinin ve seminifer epitelde vakuolizasyon
miktarinin azaldig1 belirlendi. Biyokimyasal analizler sonucunda, malondialdehid
(MDA) seviyesinin, MTX grubunda arttigi, MTX+CAT grubunda ise MTX grubuna
kiyasla azaldig1 gézlendi.

Tiim bu islemler sonucunda MTX’ in testiste oksidatif stres olusturarak testise
zarar verdigi, katesinlerin ise antoksidan etkileri sayesinde bu hasar1 azalttig1 belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Testis, oksidatif stres, yesil ¢ay, antioksidan, malondialdehid



2. SUMMARY

Antiapoptotic and Antioxidant Effects of Camellia sinensis (Green Tea) Catechins

Against Methotrexate-Induced Testicular Damage In Rats

This study has been done to investigate the antioxidan and antiapoptotic effects
of Camellia Sinensis catechins on the testicle damage caused by methotrexate (MTX).

In this study, twenty four Sprague Dawley male rats, weighing between 250 gr
and 300 gr were used. They were divided into four groups which each one have six rats.
Experimental period has been determined as five days and during the period, rats of the
control group did not received any treatment.

Just for the first day of the experiment, 25 mg/kg of MTX has been injected
intraperitoneally to the rats of MTX group. For five days, the rats of catechine group
(CAT) have been dosed by oral gavage with 500mg/kg of catechine extract. The
treatment group (MTX+CAT) have been injected with 25 mg/kg of MTX on the first
day of the study and for five days (including the first day) they have been dosed by oral
gavage with 500 mg/kg of catechine. At the end of the five-day experiment, testicles of
the rats have been taken out and euthanasia has been applied by exsanguination. One of
the each pair of the testicles has been divided into two pieces and one of them has been
used for histological processes. The other half and blood serum have been used for
biochemical analyses.

Any abnormalities were not seen in the structure of the testicles of the rats of
control and CAT group. In MTX group immature germ cells were observed in the
seminifer tubul lumen, widening occured between Sertoli cell and spermatogonia at
basal compartment and vacuolization was observed at seminifer epithelium. The
number of immature germ cells in the lumen and vacuolization in MTX+CAT group
were lower when compear to MTX group. After biochemical analyses, a decrease was
observed the level of malondialdehyde (MDA) in MTX+CAT group compare to MTX
group.

As a result of all the processes, it has been found that oxidative stress occured
by, MTX damages testicle structure and catechins decrease this damage with its
antioxidan effect.

Key words: Testis, oxidative stress, green tea, antioxidant, malondialdehyde



3. GIRIS ve AMAC

Kemoterapi kanser tedavisi icin en etkili yontemlerden birisidir, fakat siklikla
uzun veya kisa donemde toksisitelere neden olur (1). MTX kaynakli organ toksisitesinin
oksidatif stresin sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir (2, 3). MTX glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), katalaz (KAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerini diisiirerek
oksidatif strese neden olur (4). Bu nedenle, antioksidan igerige sahip bilesiklerin, MTX
kaynakli oksidatif stresin zararli etkilerine karsi, testis dokusunun korunmasina

yardimci olabilecegi diisiintilmektedir (2).

Katesinler, theaflavinler ve thearubiginler ¢ayda bulunan, kronik hastaliklarin
Onlenmesi ve azaltilmasinda dikkate deger yetenekleri olan polifenolik bilesiklerdir (5).
Yesil cay; epigallokatesin gallat (EGCQG), epigallokatesin (EGC), epikatesin gallat
(ECG) ve epikatesin (EC) gibi bir¢ok polifenolik bilesik icerir (6). Pek ¢ok calisma cay
polifenollerinin antikarsinojenik ve kemopreventif igerigini ortaya koyan kanitlar
sunmustur (5). Katesinler yapilarindaki hidroksil grubundan hidrojen vererek muhtesem
bir antioksidan aktiviteye sahip olurlar (6). Yesil cay polifenollerinin; 6zellikle
EGCG’nin kalp hastaliklar, diyabet, ndrodejeneretif hastaliklar ve kanser gibi kronik
rahatsizliklara kars1 koruyucu olduklari, yaygin olarak yapilan laboratuar ¢aligsmalar1 ve

epidemiyolojik ¢aligmalarla desteklenmistir (7).

Yapilan bu ¢alismanin amaci, MTX’in meydana getirdigi testis hasarma karsi

yesil ¢ay katesinlerinin koruyucu etkisinin olup olmadiginin aragstirilmasidir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Testis Embriyolojisi

Her ne kadar embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dolleyen
spermin ¢esidi ile fertilizasyon sirasinda belirleniyorsa da, erkek ve disi morfolojik
karakteristikleri, embriyonik yedinci haftaya kadar gelisime baslamazlar. Genital sistem
erken donemde her iki cinste de birbirine benzer, bu nedenle genital sistemin
gelisiminin baglangic periyodu “seksiiel gelisimin farklanmamis sathasi’’ olarak

adlandirilir (8, 9).

Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alirlar: Mezodermal epitel, embriyonik bag

dokusu ve primordial germ hiicreleri.

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 besinci haftada ortaya c¢ikar, mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki
mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik —gonadal
(genital) kabariklik- olusur. Parmak seklindeki epitelial kordonlar —primer seks
kordonlari- altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede biiylirler. Farklanmamis
gonad simdi, dista yer alan korteks ve igte yer alan bir medulladan olugmaktadir. Eger
embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi
overe differansiye olur, medullas1 geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini

igermekteyse, korteks bir takim kalintilar1 disinda geriler, dejenere olur (8).

Primordial germ hiicreleri, insan embriyosunda gelisimin erken evrelerinde, yolk
kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirirler. Ameboid
hareketlerle, son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek besinci haftanin
basinda primitif gonadlara ulasir ve altinci haftada da genital kabarikliklar1 isgal ederler.
Kabarikliklara ulasamadiklar1 takdirde, gonadlar gelisemez. Gonadlarin over veya

testise farklanmasinda, primordial germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir (9).

Kromozomal ve genetik cinsiyet, fertilizasyonda belirlenir ve sekonder oositi
dolleyen spermatazoonun X ya da Y cinsiyet kromozomu tarafindan belirlenir. Y
kromozomu farklanmamis gonadin medullasi {izerine, testis-belirleyici etkiye sahiptir.
Testis-belirleyen faktor (Testis Determining Factor=TDF) geni, Y kromozomunun kisa
kolu tizerindeki cinsiyet-belirleyen bolgede (Sex-Determining Region of the Y

chromosome = SRY) yerlesiktir. Bu faktor, farklanmamis gonadin ilkel cinsiyet



kordonlarindaki hiicrelerde sentezlendiginde taslak gonadlar, testislere farklanirlar. Y
kromozomu yoklugunda, ovaryumlar meydana gelir. Boylece fertilizasyonda saptanan
cinsiyet kromozom kompleksi (XX ya da XY) gonadin tipini belirleyerek, farklanmamis
gonadin testis ya da ovaryumlara farklanmasii saglar. Mevcut gonadlarin tipi ise,

genital bosaltma yollar1 ve dis genital organlarin cinsiyete gore farklanmasini belirler
(10).

Testislerin gelisimi, koordineli bir seri genin indiiksiyonu ile saglanir. Y
kromozomunun kisa kolu {izerindeki testis belirleyici faktorler i¢in SRY geni,
farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu gostermektedir.
TDF, primer seks kordonlarini uyararak, onlarin farklanmamis gonadin medulla
derinlerine dogru uzamasina neden olur, kordonlar burada dallanarak birbirleriyle
anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis olusur. Kalin bir fibréz kapsiil olan tunika
albuginea gelistikten sonra seks kordonlarmin yiizey epiteli ile olan baglantilart
kaybolur. Siki tunika albugineanin gelisimi, fGtusta testikiiler gelisim i¢in oldukca
karakteristiktir. Genigleyen testis asamali1 olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve
kendi mezenteri olan mesorchium ile asili hale gecer. Seminifer kordonlar, seminifer

tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar (8).
4.2. Testis Anatomisi

Bir ¢ift testisin her biri yaklasik 10-15 gr agirlikta, 4.5-5 cm boyunda ve 2.5 cm
capindadir. Testisler skrotum igerisinde korunmaya alinmistir. Spermi iireten testisler
icin gerekli sicaklik, viicut sicakligindan 2-3 °C daha diisiiktiir (11). Testis’in facies
medialis ve facies lateralis olmak tizere iki yiizii; margo anterior ve margo posterior
olmak iizere iki kenari; extremitas superior ve extremitas inferior olmak iizere de iki ucu

vardir (12).

Testis distan ice dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa

olmak tizere ti¢ kilif ile ¢evrilidir.

Tunika vaginalis visseral ve parietal olmak tlizere 2 tabakadan olusur. Visseral
tabaka testisin On yliziinde ve her iki yaninda bulunur. Parietal tabaka ise testisin alt
kismindan iist kismina dogru uzanir. Bu iki tabaka arasinda potansiyel bir bosluk vardir.

Bu boslukta az miktarda serdz sivi bulunur (13).



Tunika albuginea kalin, fibroz bir tabakadir. Bu tabaka testisin arka kenarindan
bez icine sokulur ve tam olmayan vertikal bir bolme (mediastinum testis) olusturur.
Mediastinum testis’in 6n ve yan kisimlarindan ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir.
Bu uzantilar testis yilizeyine dogru 1sinsal tarzda olup tunika albuginea’nin i¢ yiiziine
tutunur. Bu uzantilar testisi lobiillere ayirir. Her lobiil icinde de tubuli seminiferi
contorti denilen kanalciklar yer alir. Spermiumlar bu kanalciklarin duvarlarinda

gelismelerini tamamlar (12).

Tunika vaskulosa, tunika albuginea’nin i¢ yiiziinde yerlesmis bir damar agi
tabakasi olup, tiim bolmelerin yiizlerini orter. Bdylece, testisin igindeki tiim lobuli

testisi de sarmis olur (14).
4.3. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olugmustur. Testisler erkekte temel lireme organi olup, testis torbasi (skrotum) iginde
yer alirlar. Testisin baslica iki gérevi hormon ve spermatozoonlar: tiretmektir. Tunika
albuginea’dan bezin icine giren fibréz septumlar bu yapiy1 testikiiler lobiiller denilen
yaklagik 250 adet piramidal bolgeye ayirirlar. Bu septumlar tam degildir, lobiiller
arasinda c¢ogunlukla iletisim vardir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4
seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusunda bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler
ve interstisyel (Leydig) hiicreler bulunur. Seminifer tiibiiller erkek liremem hiicreleri

olan spermatozoonlart iiretirler. Interstisyel hiicreler testikiiler androjenleri salgilarlar

(15).
4.3.1. Seminifer Tiubiiller

Her bir seminifer tiibiil yaklasik olarak 150-250 um ¢apinda ve 30-70 cm
uzunluktadir, ¢cok katli bir epitel ile doselidir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu
250 m civarindadir (16). Bu tiibiiler yapilar testisin % 92’sini olusturur. Seminifer
tiibiillerin duvar1 dista lamina propria denilen bag dokusu tabakasi, i¢te kalin bir

seminifer epitel katmani ve bunlarin arasinda bulunan bazal laminadan olusur.

Lamina proprianin ortalama kalinligr 8 -10 um kadardir. Bag dokusu katmani
fibroblastlardan zengin birgok kat halinde diizenlenmis silindir bigimli tip I kollajen lif
bantlarindan olusur. Bazal laminaya yapisik bulunan en igteki katman 3 -5 sirali

diizenlenmis diiz kas 6zelligi gosteren myoid hiicrelerden yapilidir.



Tiibiiller arast gevsek bag dokusunda, intertisyel hiicreler olarak da bilinen
Leydig hiicre kiimeleri, ince kollajen ve retikiiler lifler, fibroblastlar, kan damarlar1 ve

sinirler bulunur.

Seminifer epitel baslica iki hiicre tipi igermektedir. Bunlar Sertoli hiicreleri ile
cesitli olgunlagsma asamasindaki spermatogenik hiicrelerdir. Spermatogenik seri
hiicreleri bazal lamina ve tiibiil liimeni arasin1 dolduracak sekilde 4 ile 8 kat seklinde

diizenlenmislerdir (15, 17).
4.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis
piramidal hiicrelerdir. Bu hiicrelerin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uclari ise
siklikla seminifer tiibiiliin liimenine uzanir (16). Hiicre yan yiiz zarlar1 karmasik ice
katlanmalar olusturur. Bu nedenle hiicre yan sinirlari 151k mikroskobu ile ayirt edilemez.
Liimene bakan apikal hiicre membranlar1 da olduk¢a katlantili olup seminifer liimen
icine ¢ikintilar yapar. Sertoli hiicreleri bazalde yerlesik, agik renk ve bir iki ¢entikli oval
heterokromatik ¢ekirdek ile merkezi yerlesimli biiyiikk bir g¢ekirdekgige sahiptirler
(18,19).

Sertoli hiicreleri puberteye degin seminifer epitelin baskin hiicre tipiyken,
puberteden sonra seminifer tiibiil epitelindeki hiicrelerin yaklasik %10 unu olusturur.
Ileri yastaki erkeklerde spermatogenik hiicre toplulugu azaldiginda, Sertoli hiicreleri

yeniden epitelin baskin hiicresi olur (20).

Sitoplazmada mikrotiibiiller ve ara filamentlerden olusan gelismis bir hiicre
iskeletinin yaninda, ¢ok sayida graniilsiiz endoplazmik retikulum, az sayida graniillii
endoplazmik retikulum, bol miktarda mitokondri, 1y1 gelismis Golgi kompleksi, lipid

damlaciklari, lipofuskin igeren lizozomlar ve glikojen graniilleri bulunur (21, 22).

Sertoli hiicrelerinin dort 6nemli fonksiyonu vardir:

e Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmesinin diizenlenmesi: Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar
kan testis bariyeri ile kan desteginden izole edildigi i¢in, bu spermatogenik
hiicreler besin maddelerinin ve metabolitlerin alip verilmesinde Sertoli

hiicrelerinin araciligina muhtagctirlar.



e Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde dokiiliir. Bu sitoplazmik pargaciklar fagosite edilir ve
Sertoli hiicre lizozomlar tarafindan yikilirlar (16).

e Sekresyon: Sertoli hiicreleri, siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve sperm tasinimi i¢in kullanilan bir sivi salgilamaktadirlar.
Androjen baglayict protein sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan folikiil
stimiile edici hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda gerceklestirilir. Bu
protein, seminifer tliblil icinde spermatogenez igin gerekli olan testosteronun
yogunlagmasini saglamaktadir. Sertoli hiicreleri, testosteronu Ostradiyol haline
cevirebilmektedirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH
sentez ve salinmasini 6nleyen ‘inhibin’ adi1 verilen bir peptid salgilamaktadirlar
(15).

e Anti-Miillerian Hormon Uretimi: Miillerian-inhibe edici hormon olarak da
isimlendirilen bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller
kanallarinin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir. Testosteron ise Wolf

kanallarindan koken alan yapilarin gelismesini saglar (23).
4.3.3. Spermatogenik Hiicreler (Germinal Hiicreler= Germ Hiicreleri)

Spermatogenik ya da tlireme hiicreleri, Sertoli hiicreleri ile birlikte seminifer
tiibll epitelini olusturan, diizenli olarak c¢ogalarak olgun spermatazoonlara farklanan
hiicrelerdir (17, 20, 24). Bu hiicreler seminifer tiibiillerde, liimen ile bazal lamina
arasinda yerlesmis 4-8 hiicre kat1 olusturan ve gelismekte olan hiicre serilerini igerir.
Bunlar ¢ogalip farklilasan ve sonugta olgun germ hiicreleri olan spermatozoonlarin
olusmasini saglayan farkli donemlerdeki hiicreleri temsil ederlerler (25). Cesitli
olgunlagsma asamalarinda olan bu hiicreler, bazaldan liimene dogru spermatogonyum,
primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoon olarak siralanir
(20, 21).

4.3.3.1. Spermatogonyum
Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan
diploid hiicrelerdir (20). Yuvarlagimsi sekle sahip, yaklasik 12 um c¢apindadirlar.

Cekirdekleri irili, ufakli kromatin tanecikleri ve bir g¢ekirdek¢ik igerir (26). Sertoli

hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer alirlar ve bu nedenle kan-testis



bariyerinin diginda yer alirlar. Spermatogonyumlar spermatogoniyal kok hiicreden

koken alirlar ve pubertede baslayan mitotik boliinmeler gegirirler (20).

Insanda morfolojik olarak ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir: koyu renkli
boyanan koyu tip A spermatogonyum, soluk renkli boyanan agik tip A spermatogonyum
ve tip B spermatogonyum.

Koyu Tip A Spermatogonyumlar: 12 pm c¢apinda, kiigiik ve kubbe
seklindedirler. Cekirdek oval ve heterokromatiktir. Seminifer epitelin kok hiicreleridir.
Hiicre dongiisiine girmezler, depo hiicrelerdir. Mitozla boliinerek yeni koyu ve acik A

tipi spermatogonyumlar1 yaparlar (17).

Acik Tip A Spermatogonyumlar: Oval sekillidirler. Cekirdekleri agik boyanir ve
Okromatiktir. Niikleolus ¢ok belirgindir. Testosteron hormonu etkisiyle mitozla
boliiniirler ve B tipi spermatogonyumlari olustururlar. Bu hiicreler B tipine doniismeden

once sirastyla Al, A2, A3, A4 ve daha sonra ara spermatogonyumlar1 yaparlar (17, 21).

Tip B Spermatogonyumlar: Merkezi yerlesimli c¢ekirdek¢ik ve biylik
yogunlagsmis kiimeler olusturan kromatin igeren g¢ekirdege sahip hiicrelerdir. B tipi

spermatogonyumlar, primer spermatositleri olustururlar (21).
4.3.3.2. Primer Spermatosit

18 um biiyiikliigiindedirler ve vezikiiler goriiniimlii belirgin bir ¢ekirdek igerirler
(15). Spermatogenik serinin en biiylik hiicreleridir. Primer spermatositler baslangigta 46
kromozom ve 2n DNA’ya sahiptirler. Kisa siirede I. mayoz boliinmenin profaz evresine

girerler ve DNA’larini 4n’e ¢ikarirlar (15, 21).
4.3.3.3. Sekonder Spermatosit

Sekonder spermatositler 1. Mayoz bolinme tamamlandiktan hemen sonra
olusurlar (27). Olusan sekonder spermatositler kiiciik hiicrelerdir ve yeniden DNA
eslesmesi olmadan dogrudan II. mayoz boéliinmeye girdiklerinden, seminifer epitelde sik
izlenemezler. Yasam siireleri ortalama 8 saattir. Sekonder spermatositteki kromatitler,
boliinme sonunda ayrilarak her biri bir spermatide gider. Sonugta n kromozomlu 4 adet
spermatid olusur (15, 20).



4.3.3.4. Spermatid

Spermatidler yaklastk 8 um c¢apinda, kiiciik, yuvarlak hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda mitokondriler, c¢ekirdegin yakininda yer alan iyi gelismis Golgi
kompleksi, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar, graniilsiiz ve graniillic endoplazmik
retikulum tiibiilleri igerirler (15, 17). Seminifer tiibiillerde, limen yakininda ve
adluminal bolmede yerlesmislerdir (15, 21, 27). Spermatozoonlara doniisme siireci
boyunca spermatidler, bol hidrolitik enzim depolar ve organellerini azaltirlar,
sitoplazmalarinin  bir kismu atilir, filagellum ve ilgili yapilar sekillenir (17).
Spermatidler Sertoli hiicrelerinin girintileri arasina gomiilmiis durumdadir. Spermatidler
limene dogru yol alirken, uzarlar ve spermiyogenezis adi verilen, bdliinmenin

gerceklesmedigi karmasik bir olgunlagma isleminden gegerler.

Spermiyogeneziste yuvarlak sekilli, hareketsiz spermatidlerin uzayarak, hareketli
spermatozoonlara doniistiigii sirali  degisimler gerceklesir (26). Memelilerde

spermatidden spermatozoon olusmasi dort asamada gergeklesir:

1. Golgi Evresi: Niikleus yakiindaki Golgi kompleksi lamelleri ile vezikiilleri
bir kutuplasma gosterir ve spermatidde anterior kutup olusur. Spermatid
farklilasmasinda ilk belirtiler, Golgi bdlgesinde proakrozom graniillerinin
birikmeye baslayip, akrozom graniiliinii olusturmasidir. Bu da, Golgi
membranlarindan gelisen akrozomal kese, icindeki glikoproteinden zengin
icerigi nedeniyle PAS (Periyodik Asit Schiff) pozitif olarak belirir. Golgi
kompleksi ile niikleus arasinda topografik bir yakinlik s6z konusudur.
Akrozomal kesenin membrani da dis nilikleus membrani ile birlesir.
Spermtadidde niikleusun bir kutbunda akrozom olusumu ilerlerken, karsit
kutupta da sentriol, niikleus membranina yaklasir ve bu bdlgeden bir
flagellum biiyiimesi baglar. Bu esnada, mitokondriler perifere goc edip
plazma membranina yakin siralanma gosterirler.

2. Baglik (Kep) Evresi: Golgi kompleksinin yer degistirmesi ile akrozomal
kesedeki s1vi rezorbsiyona ugrar ve kese yassilasir; niikleus tizerine yapisip,
baslik gibi oturur. Bu donemde niikleusta bazi belirgin degisiklikler

olmaktadir. Kromatin yogunlasir, yassilasmaya ve uzamaya baslar; hiicre
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membranina yaklagir ve spermiumun bas olusumu ilerler. Sitoplazma,
hiicrede kuyruk olusumunun ilerledigi bolgeye dogru birikir (28).

3. Akrozomal Evre: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun 6n

yarisin1 kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir.
Akrozom, hyaluronidaz, ndraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer
bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Akrozomal faz sirasinda
spermin akrozomu igeren On kutbu, seminifer tiibiiliin tabanina dogru
yonelir. Buna ek olarak niikleus uzar ve daha yogun bir hale gelir. Ayni
zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur.
Mitokondriler flagellumun proksimal pargasi etrafinda toplanarak orta parca
ad1 verilen kalinlagsmis bolgeyi olustururlar. Bu boélge spermatozoonlarin
hareketlerinin kaynagini aldig: yerdir.
Mitokondrilerin bu sekilde yerlesmesi, organellerin hiicre hareketi ve yiiksek
enerji tiiketimi ile ilgili olan bolgelerde toplanmasina bagka bir 6rnek teskil
eder. Flagellum hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve dinein denilen ATPaz
aktivitesine sahip bir proteinin etkinlesmesi sonucunda olusur (15).

4. Olgunlasma  (Matiirasyon)  Evresi: ~ Spermatozoon  farklilagmasi
tamamlandiginda, Sertoli hiicresi sitoplazmasinda yerlesmis oldugu
girintiden ayrilir. Bu ayrilmada, Sertoli hiicreleri sitoplazmasi igindeki diiz
endoplazmik retikulum (SER) membranlar1 toplulugunda sismeler olmakta
ve yiizey girintideki diizlesme ile farklilasmis olgun spermatozoon, Sertoli

hiicresi ile iligkisini kesip liimene gegmektedir (28).
4.3.3.5. Spermatozoon

Spermatozoon, ¢ok uzun bir hiicre olmasi ile (65 pm) dikkati c¢eker (28).
Cekirdek ve akrozomu igeren bas ile uzun bir kuyruk olarak iki ana béliimden olusur.

Kuyruk; boyun, orta parga, esas par¢a ve son parcayi igerir (21).

a) Bas: Insanda, bas uzun ekseni boyunca 7 pm olan yassilagsmis bir armut
seklini andirir. Niikleus, hemen hemen tiim bas bolgesini doldurur. Yogun
kromatin yapist i¢inde kromatinden fakir aydinlik bolgeler “niikleus
vakuolleri’> diye tamimlanir (28). Bas, akrozom ve onunla sarilmis

cekirdekten olusur. Akrozom lizozomlarda bulunan hidrolitik enzimler
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(proteazlar, asit fosfatazlar, hyaluronidaz, akrosin, néraminidazlar) igerir (17,
20). Bu ozellik, fertilizasyon esnasinda spermium basinin, korona radiatayi
kolayca asip, zona pellusiday1 eriterek ovuma ulasmasinda 6nemlidir (28).

b) Kuyruk: Boyun, orta parca, esas par¢a ve son par¢a olarak dort kisitmdan
olusur (17,21). Boyun bolgesi, bas ile kuyruk segmentlerini birlestiren kisa
bir bolgedir. Sentrioller bu bolgede yer almistir. Sentriollerden biri,
flagellumun aksonemasini yapar. Aksonema, 9+2 formiiliine uyan c¢ift
mikrotubuluslar tagir. Aksonema, boyunda fibréz bir halka olusturmus olup,
etrafinda sitoplazma oOrtiisii belirgindir. Orta par¢a, hemen hemen bagin
uzunluguna yakin olgiidedir. Bu segmentte, flagellum aksonemasi disinda
longitudinal 9 kalin fibril demeti yer alir. Bunun disinda da spiral siralanmig
mitokondri toplulugu bulunur (28). Esas parc¢a yaklasik 45 pm uzunlugunda,
kuyrugun en uzun parg¢asidir. Annulus adi verilen mitokondri sarmalinin son
boliimiiniin altinda yogun bir halka olan son halkadan baslar, mitokondri
sarmal1 icermez. Esas parca; yedi dis kalin lifle sarili, aksonem ve bunlari
cevreleyen fibroz bir kiliftan olusur (17, 20). Son parca, aksonemadan olusan

kisa bir sonlanma halinde gézlenir (28).
4.3.4. Interstisyel Alan ve Leydig Hiicreleri

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki bosluklar bag dokusu elemanlari, sinirler,
kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Interstisyel alandaki lenf damarlarinin
olusturdugu yogun sebeke, bu organdan alinan interstisyel sivi ile lenf sivisinin
bilesimindeki benzerligi agiklamaktadir. Bag dokusu ¢esitli tipte hiicreler icerir; bunlar
arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofajlar bulunur. Puberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale gelir, bu yuvarlak
ya da poligonal sekilli olan ve merkezi bir niikleusu ve kiiciik lipid damlaciklarindan
zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Steroid salgilayan hiicre

Ozelliklerini gosteren bu hiicreler, testisin interstisyel ya da Leydig hiicreleridir (15).

Leydig hiicreleri steroid salgi yapan hiicrelerin genel yapisal ozelliklerini
gosterirler (15, 24). Bunlarin eozinofilik sitoplazmalarinda tiibiiler kristali
mitokondriler, bol graniilsiiz endoplazmik retikulum tubuluslari, iyi gelismis Golgi

kompleksi, lizozomlar ve ¢ok sayida lipit damlaciklart bulunur (15, 17).
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Leydig hiicrelerindeki organellerin ve inkliizyonlarin ¢ogu testosteron sentezini
ve salgisini diizenler, ancak en fazla graniilsiiz endoplazmik retikulum bulunur.
Testosteron, Onciilii olan kolesterolden tiirer. Kolesterol ya dogrudan graniilsiiz
endoplazmik retikulum zarlarinda sentezlenmekte ya da dolagimdaki diisiik yogunluklu
lipoprotein molekiillerinden tiiremektedir. Zarla sarili olmayan lipid damlaciklarinda
gerektiginde kullanilmak {izere kolesterol depolanir. Tasiyict proteinler kolesterolii
mitokondrinin i¢ zarina aktardiktan sonra mitokondriler luteinizan hormonun etkisiyle
kolesterolii pregnanolona cevirir. Sentezlenen pregnanolon mitokondri zarindan
graniilsiz endoplazmik retikuluma aktarilir. Graniilsiiz endoplazmik retikulum
tizerindeki enzimler pregnanolon tizerinde ¢esitli degisiklikler gerceklestirerek bunu
testosterona cevirirler. Bu hiicreler tarafindan araliksiz sentezlenen testosteron
mikrovilluslarla ylizey alani artirilan hiicre zarindan diflizyonla gecer. Hiicre disina
saliverilen testosteron, dolagima gecerek, hizla dolagimdaki steroid baglayici proteinlere

baglanir (26).
4.3.5. Kan-Testis Bariyeri

Kan ile seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmas: testikiiler
stv1 i¢ine kandan ¢ok az maddenin ge¢cmesini agiklar. Erkek germ hiicrelerinin kandan
gelen zararli ajanlara karsi korunmasinda 6nemli olan bu bariyer, Sertoli hiicrelerinin

arasindaki tikayici baglantilar ile olusturulur (15).

Kan-testis bariyerinde iki hiicre grubu bulunur. Bunlar peritiibiiler miyoid
hiicreler ve Sertoli hiicreleridir. Bariyerin olusturulmasinda yapisal olarak esas dneme
sahip olan hiicre Sertoli hiicreleri ve bunlarin aralarinda yaptiklar1 6zellesmis baglanti
birimleridir. Sik1 baglant1 birimleri epitel hiicreleri arasinda viicudun en siki bolgelerini

olustururlar ve kan-testis bariyerinde ¢ok 6nemli rol {istlenirler.
4.4. Epididimis

Epididimis, ¢ok sayidaki ductuli efferentes kanallarinin tek kanal halinde
toplanip kivrintili bir kanal halindeki devamidir. Ductus epididimis, diizlestirilmis
halde, 5-7 metre uzunlukta olmakla beraber, kivrintili toplu halde, 5 cm’lik bir uzunluk
icine yerlesmistir (28). Embriyoda mezonefrozdan tiireyen epididimis, bir bas (caput
epididymis), bir gévde (corpus epididymis) ve kuyruk (cauda epididymis) bolgesi

olmak tizere ii¢ boliimden olusur (26, 28). Bas parcas1 duktuli efferenteslerin sikica
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baglandig1 boliimlerden olusur. Erkeklerin %25’inde, bas boliimiinde sap seklinde bir
uzantiya sahip kistik bir yap1 olan apendiks epididimis yer alir (26). Epididimisin kanal
cevresini saran bag dokusu ve kan damarlar epididimis’in her {i¢ kisminda da bulunur

(24).

Epididimis kanalinin duvarinda, bazal (kok) hiicreler ve apikal boliimde liimene
kadar uzanan uzun, hareketsiz stereosilyaya sahip yiiksek prizmatik (esas) hiicreleri

barindiran ¢ok yiiksek yalanci ¢ok katli epitel bulunmaktadir (26).

Epitel kalinlig1, epididimisin bas bolgesinde daha uzun, kuyruk bolgesinde daha
kisadir. Bastan kuyruga dogru kalinli§i artan bir i¢ dairesel diiz kas tabakasi ve
govdeden itibaren goriinen bir dis uzunlamasina tabaka, epiteli ve bazal laminay1
kusatir. Kas tabakasi epididimis kanali boyunca spermin tasinmasini kolaylastirmak i¢in

peristaltik hareketler yapar (20).
Epididimisin ii¢ ana islevi bulunmaktadir:

1. Spermatozoon olgunlagmasi: Epididimisin bas bolgesinde toplanan
spermatozoonlar  dolleyebilme yetenegine sahiptir. Dollenme yetenegi
epididimisin  gdvdesinden kuyruguna dogru kazamilir. Spermatozoon
olgunlagmasi su sekildedir; yogunlagmis kromatinin sabitlenmesi, plazma
membraninin yiizey yiikiindeki degisiklikler, spermatozoon tarafindan yeni
yiizey proteinlerinin kazanilmasi.

2. Ejakiilasyona kadar spermatozoon depolanmasi.

3. Depolanma bdlgesi olan epididim kuyruguna dogru peristaltik hareketlerle

spermatozoon taginmasi.
45, Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem
45.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Bir veya birden fazla tek elektron iceren yliksek reaktiviteli molekiil veya
gruplara serbest radikal denir. Ortaklanmamis tek elektron, molekiillere karakteristik
ozellikler kazandirir (29). Genellikle elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak
bulunurlar ve bu halleri ile stabildirler. Eger molekiile veya atoma bir elektron eklenir
veya ¢ikarsa reaktif hale gelmektedir (30, 31). Radikallerle reaksiyona giren

molekiillerin bir elektronu azaldig1 i¢in onlar da reaktif hale gelmektedirler. Bir
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radikalin diger molekiillerle etkilesmesi araya bir antioksidan sistem girene kadar,

zincirleme reaksiyon seklinde devam etmektedir (32, 33).

Oksidan maddeler, reaktif oksijen f{irtinleridir (ROS). Serbest Oksijen
Radikalleri; Siiperoksit Radikali (O,~), Hidrojen Peroksit (H,O,), Hidroksil Radikali
(HO-), Singlet Oksijen (O 1), Hipoklorid (HOCI), Peroksil radikali (ROO"), Organik
peroksit radikali (RCOOQ), Perhidroksil radikali (HO,), Alkoksil radikali (RO) gibi

reaktif oksijen tiirevleri sayilabilir.

Normal metabolizma sirasinda ya da patolojik intra ve ekstraselliiler olaylarla
ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkileri oksidatif stres olarak adlandirilir. Aerobik
canlilarda hayati Oneme sahip oksijen, yer aldig1 biyokimyasal tepkimelerde
gerceklesen enzim inhibisyonlart ve olusan oksijen radikalleriyle toksik etki

yapabilmektedir (34, 35).

Serbest oksijen radikalleri normal hiicre metabolizmasi siiresince devamli olarak
tiretilmekte ve antioksidan savunma sistemi tarafindan noétralize edilmektedir. Ancak
ROS asir1 miktarda iretildiginde veya antioksidan enzimlerde belirgin bir azalma
oldugunda antioksidan savunma sistemi baskilanir ve oksidatif stres ortaya cikar.
Oksidatif stres karsinojenezin baslamasinda kritik rol oynayan DNA hasarina,
kromozomal sapmalara, timor siipresor genlerde mutasyonlara, kontrol edilmeyen
hiicre boliinmelerine, genomik kararsizliklara neden olarak tiimdr gelisimine yol

acmaktadir (36).

Serbest oksijen radikallerinin en hasarlandiric etkisi, poliansatiire yag asitleri ve
fosfolipidden olusan hiicre membranlar iizerine olur. Lipit peroksidasyonu membranda
bulunan poliansatiire yag asitlerinin, ROS tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler,
hidroksi yag asitleri, etan, pentan gibi ¢esitli iiriinlere yikilmas: ile sonuglanir (37).
ROS, lipid peroksidasyonunu indiikleyerek fonksiyonel ve yapisal hiicre hasarina neden

olur (38).

Aldehitler uzun Omiirlii olduklarindan hiicre hasarinin yayilmasina neden
olabilmektedirler. Aldehidler arasinda en iyi bilineni {i¢ veya daha fazla ¢ift bag igeren
yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan MDA’dir. Peroksidasyonla olusan MDA,
membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasima ve polimerizasyonuna sebep

olmaktadir. Bunun sonucunda da hiicrelerde deformasyon, iyon transportu, enzim
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aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zellikleri

degismektedir (35, 39).
4.5.2. Antioksidan Sistem

Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve bunlarin olusturdugu hasar1 6nlemek
icin viicut antioksidanlar olarak bilinen bir¢ok savunma sistemi gelistirmistir (40).
Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir
antioksidan defans sistemine sahiptir. Biitiin hiicreler gili¢lii savunma sistemlerinin

varlig1 ile oksidatif strese kars1 savasmaktadirlar (41).
Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1. Scavenging (Temizleme) Etkisi: Oksidanlart zayif bir molekiile cevirme
seklinde olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (Baskilama) Etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma Etkisi = Onaric1 Etki (Repair Etki): Onarici etki {izerinde galismalar
devam etmektedir. Oksidatif hasar gormiis DNA molekiiliinii tamir eden
enzimler bu guruba 6rnek olarak verilebilir (42).

4. Zincir Koparma Etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini

tarafindan yapilir (43, 44).

Viicutta antioksidanlar enzimatik ve non anzimatik olarak 2 grup altinda
bulunur. Enzimatik antioksidanlarin baslicalari; Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz
(KAT), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R), Glutatyon-S-
Transferaz’lar (GST) ve Mitokondrial Sitokrom Oksidaz’lardir (37, 39). Enzimatik
olmayan antioksidanlarin baslicalari; Askorbik Asit (C Vitamini), § -Karoten (Vitamin
A On Maddesi), Vitamin E (o-Tokoferol), Melatonin, Polifenoller, Transferrin,

Laktoferrin, Seruloplazmin, Albiimin, Urik Asit ve Bilirubin’dir (45).
4.5.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin (O;") hidrojen peroksit

(H20,) ve molekiiler oksijene (O2) doniistimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (46,
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47). Yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda aktivitesi daha fazladir ve siiperoksidin
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar. Siiperoksit dismutazin
%85°1 ekstraselliiler s1v1 ve sitoplazmada, %15°1 ise mitokondride bulunmaktadir (32,

48, 49).
45.2.2. Katalaz

Katalaz (KAT) yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. KAT
esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda
bulunur (45, 46). Hidrojen peroksit ve metil/etil hidroperoksitleri gibi kiiciik
molekiillere kars1 etkilidir ancak biiylik molekiillii lipid hidroperoksitleri {izerinde etkisi
yoktur (32). Granulomatoz hiicrelerde, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karsi

koruma islevini de goriir (45, 46).
4.6. Apoptozis

Apoptozis ‘apo’ =ayr1, ‘ptosis’ =dlismek kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur
(50). Apoptozis kelimesi ilk kez Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii
tanimlamak i¢in kullanilmis bir sozciiktiir (50, 51). Apoptosis terimi Kerr ve arkadaslari

tarafindan programli hiicre 6liimiinii tanimlamak i¢in kullanilmistir (52, 53).

Apoptozis, saglikli doku olusumu ve gelisiminin siirdiiriilmesinde anahtar rol
oynayan onemli bir mekanizmadir. Genetik olarak kontrol altindaki hiicrelerin kendi
kendini yok ettigi, RNA (Riboniikleik asit)’ ya, protein 46 sentezine ve enerjiye ihtiyag
duyan programli hiicre 6liim seklidir (54).

Deri, barsak epiteli, kan hiicreleri gibi hiicre yenilenmesinin hizli oldugu
dokularda yaslanan hiicreler apoptozisle ortadan kaldirilirlar. Embriyogenez ve
metamorfoz siirecinde; fetusun implantasyonundan organogeneze kadar tiim gelisim
stirecinde apoptozis rol alir. Embriyolojik siiregte; parmak aralarindaki zarin, sinir
sisteminde istenmeyen ndronlarin ortadan kaldirilmasinda apoptozis rol oynar.
Erigskinde hormona bagl involiisyonda; 6rnegin, menstriiel siklusta endomentriyal hiicre
yikimi, menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin
kiictilmesinde apoptozis goriiliir. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin se¢iminde de apoptozis

onemli rol oynamaktadir (55).
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4.7. Methotrexate

MTX c¢esitli kronik inflamatuar hastaliklarda ve neoplastik durumlarda
kullanilan, folik aside benzeyen folik asit antimetaboliti bir antineoplastik ilagtir (56,
57). Uzun yillardan beri 16semi, lenfoma, osteosarkom, akciger kanseri, meme kanseri,
bas ve boyun tiimorleri gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.
Ayrica imminstiipressif ve antiinflamatuar 6zelikleri nedeniyle MTX, kanser tedavisinin
disinda; romatoid artrit (RA), psoriasiz, sarkoidoz, vaskulit ve diger otoimmiin

rahatsizliklarda da kullanilan etkili bir ilagtir (56, 58).

MTX, dihidrofolat rediiktaz enziminin aktif noktasina siki bir sekilde baglanip
onu inhibe ederek tetrahidrofolat sentezini durdurur. Tetrahidrofolat sentezinin
inhibisyonu DNA ve RNA i¢in gerekli purin bazlarmin (adenin ve guanin) sentezinin

durmasina yol acar. Ayrica protein sentezinin bozulmasina neden olur.

MTX, S donemindeki hiicreler lizerinde sitotoksik etki yapar. MTX timor,
karaciger ve bobrek hiicrelerinde uzun siire bagh kalir. Timdr hiicrelerindeki bu
durumun tedavi yoniinden degeri vardir. SOyle ki, antimetabolitler istirahat halindeki
hiicrelerde sitotoksik etki yapmazlar. Fakat bu durumdaki hiicrede uzun siire kalan
MTX’in, latent sitotoksik etkisi vardir; hiicre boliinmeye basladigi zaman bu etki

belirgin hale geger ve hiicreyi 6ldiiriir (59).

MTX tedavisinde en sik rastlanan yan etkiler bulanti, kusma, transaminazlarda
yikselme ve stomatit gibi yan etkiler, hafif ve geri doniisiimlii olup siklikla doz
iligkilidir (60). MTX’in akut yan etkileri doza baghdir. Yiiksek doz MTX tedavisi
sonucunda; kemik iligi baskilanmasi, mukozit, kusma, diyare, gastrointestinal {ilserler,
deri iilserleri gibi yan etkilerinin olmasinin yaninda en Onemli etkisi karaciger

toksisitesidir (58, 61).
4.8. Katesinler

Theaceae familyasinin Camellia sinensis tiirlinden olan ¢ay, diinya {izerinde
sudan sonra en fazla tiiketilen ikinci igecektir. Ilk olarak Cin’de kesfedilen ¢ay, 30’dan
fazla iilkede yetistirilmektedir (62). Katesinler, theaflavinler ve thearubiginler ¢ayda
bulunan, kronik hastaliklarin 6nlenmesi ve azaltilmasinda dikkate deger bir yetenekleri

olan polifenolik bilesiklerdir (5).
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Katesinler polifenoller grubundan, sarap, ¢ay, meyve ve ¢ikolatada bulunan
flavanoidlerdir. Bu grup flavanoidler major olarak katesin, epikatesin, epigallokatesin
alt gruplarim1 igermektedir. Katesinler, dogal antioksidan aktiviteleriyle bilinirler ve
bitkilerdeki bu polifenoller vaskiiler, viral, gastrointestinal ve inflamatuar hastaliklarin

tedavisinde kullanilirlar (63, 64).

Katesinler yesil cay yapraklarindaki ana biyoaktif bilesenleri olusturur (kuru
agirhigin % 25-35’lik kismi). Bir bardak yesil ¢cay 100-200 mg katesin igerir (65, 66).
Flavanoidlerin icerdikleri 2,3 ¢ift bag nedeniyle 8 stereoizomeri bulunmaktadir (67, 68).

1. (+) katesin (C),

2. (-) epikatesin (EC),

3. (+) gallokatesin (GC),

4. (-) epigallo katesin (EGC),

5. (+) katesin gallat (CG),

6. (-) epikatesin gallat (ECG),

7. (+) gallokatesin gallat (GCG),

8. (-) epigallokatesin gallat (EGCG)

Katesinler biyomolekiillere zarar veren serbest radikalleri ortamdan
uzaklastirdiklarindan antioksidan aktiviteye sahiptirler; bu sayede DNA’y1 ve diger
biyomolekiilleri serbest radikallerin zararli etkilerinden korurlar (69). Hiicreleri timor
Olusumuna karst korurlar, serum kolesterol seviyesini azaltirlar, hipertansiyonu
diistiriirler, ayrica antimutajenik etkiye sahiptirler (70, 71). Katesinlerin antiviral, plak
olusumunu inhibe etme, bazi tip kanserlerin 6nlenmesi, yiiksek olan tansiyonu ve kan
glukoz seviyesini diisirme gibi bir takim olumlu fizyolojik etkileri vardir. Lipid
metabolizmasi iizerine de etkileri bulunmaktadir; total kolesterol ve trigliserit miktarini
azaltirlar, karacigerdeki yag birikimini inhibe ederler, karacigerdeki lipid

katabolizmasini stimiile ederler ve enerji tiiketimini arttirirlar (72).

Ozellikle ¢ayda bulunan katesinler kimyasal olarak suda ¢oziinebilen, renksiz
molekiillerdir (68, 73). Molekiillerin kimyasal farkliliklar1 heterosiklik oksijen

halkasinin molekiildeki konformasyonuna dayanmaktadir. Katesinlerin antioksidan
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potansiyelleri EGCG>ECG>EGC>EC olarak siralanmaktadir. Bilgilerin analizi
sonrasinda ortho konfigiirasyona sahip olmanin ve icerdikleri hidroksil grubunun
sayisinin antioksidanlarin aktivitesini 6nemli 6l¢iide etkiledigi hipotezi one siiriilmiistiir

(68).
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5. GEREC VE YONTEMLER
5.1. Deneysel Calisma Asamasi
5.1.1. Deney Hayvanlarimin Bakimi, Barinmasi ve Temini

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulunun 25.06.2013 tarihli ve 1 sayili karari ile onaylanmigtir. Tez
calismasi siiresince kullanilan deney hayvanlari, kimyasal malzemeler, ara¢ ve gerecler
KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 10921 kod nolu

proje ile desteklenmistir.

Calismada, 12 haftalik 250-300 gr agirhiginda Spraque Dawley cinsi 24 adet
erkek sicanlar kullanildi. Siganlarin bakimi, beslenmesi ve barinmast KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'ndeki sican takip odalarinda yapildi. Deney
sliresince laboratuarin sicakligl ortalama 22 + 2°C, nisbi nem ortalama %5045 olarak
ayarlandi. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma saglandi.
Sicanlara igme suyu olarak ¢esme suyu verildi. Tim denekler standart yem ile sinirsiz
beslendi. Calisma siiresince siganlarin barindirilmasinda standart Tip III Kkafesleri
kullanildi (Resim 1). Deney i¢in kullanilan siganlarin tamami Cerrahi Arastirma

Merkezi’nden temin edildigi i¢in ¢evre stresi ve uyum problemi yasanmadi.
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Resim 1. Deneklerin barindirildig: tip IIT kafesler
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5.1.2. Deneysel Calisma Plam

Deneyde kullanilan 24 adet sigan her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 ayri
gruba ayrildi. Hayvanlar yas ve agirliklarina gére gruplara homojen sekilde dagitildi
(Tablol).

Tablo 1. Calismada kullanilan gruplar ve gruplara uygulanan tedaviler tablosu.

Gruplar Gruplarmn Ozellikleri ve Uygulanan
Tedaviler

Kontrol Grubu Herhangi bir tedavi uygulanmayan
sicanlar

MTX Grubu [k giin tek doz (25mg/kg) MTX
uygulanan sicanlar

CAT Grubu 5 giin boyunca katesin (500 mg/kg)
verilen siganlar

MTX + CAT Grubu Ik giin tek doz (25 mg/kg) MTX

uygulanan ve ilk giinden itibaren 5 giin
boyunca katesin (500 mg/kg) uygulanan
sicanlar

Calismamizda birinci glinde biitiin hayvanlar yas ve agirliklarina gére dort ayri
gruba ayrildi. Sicanlarin kafesleri her gilin temizlenerek besin ve su ihtiyaclar
karsilandi. 5 gilinlik deney asamasinin ardindan altinci gilinlin sabahinda deney

hayvanlar1 sakrifiye edilerek deney kismi tamamlandi.

Sicanlar birinci giin agirliklarina gore 5 gruba homojen olarak dagitildi. Kontrol
grubuna 5 giin boyunca herhangi bir islem uygulanmadi. MTX grubuna ¢alismanin ilk
giinli tek doz MTX (25 mg/kg) periton i¢i (i.p.) uygulandi, sonraki 4 giin boyunca
herhangi bir islem uygulanmadi. CAT grubuna 5 giinliik ¢alisma boyunca, her giin aym
saatte, 500 mg/kg katesin distile suda ¢oziilerek gavaj yontemiyle verildi. MTX + CAT
grubuna caligmanin ilk giinii tek doz MTX (25 mg/kg) periton i¢i (i.p.) olarak
uygulandi, buna ek olarak 5 gilin boyunca, her giin ayn1 saatte, 500 mg/kg katesin gavaj

yontemiyle verildi.
5.1.3. Katesinlerin Camellia sinensis (Yesil Cay)’ den izole Edilmesi

Katesin ekstrakti Karadeniz Teknik Universitesi Kimya Boliimii Analitik Kimya

Anabilim Dali laboratuarlarinda yapilan ¢alismalarla elde edildi. Yapilan calismada
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oncelikli olarak, Dogu Karadeniz Bolgesinde (Siirmene, Trabzon), farkli donemlerde
yetistirilen (1. siirim Mayis ay1, 2. siirim Temmuz ay1 ve 3. siirim Agustos ay1) yesil

cay yapraklarindan katesin ve kafeinin ekstraksiyonu yapildi.
Ekstraksiyon Y Ontemi:

10 g yesil ¢ay yapraginin 200 mL saf su ile 80 derecede 40 dakika 300 rpm’de
karistirilmasiyla ekstraksiyon saglandi. Sonra siizge¢ kagidindan siiziilerek, siiziilmiis
kisimlar su/kloroform (1:1 v/v) ile fazlarina ayrildi. Kafein ve diger safsizliklar
kloroform fazina tasindi. Su fazlar1 birlestirilip etil asetat (1:1 v/v) ile yeniden fazlarina
ayrildi. Bu ekstarksiyon sonrasinda katesin bilesikleri etil asetat fazina alindi. MgSO,
kullanilarak etil asetat fazi kurutulduktan sonra organik c¢oziicii tamamen evapore
edilmdi. Kantitatif analiz icin HPLC’ye verilen orneklerde yesil cay iceriginde en
onemli katesin ¢esidi olan EGCG’ nin en yiiksek degere sahip oldugu tespit edildi. Elde

edilen katesinlerin yiizde ve ppm cinsinden miktarlar1 Tablo 2’ de sunulmustur.

Tablo 2. Katesinlerin yiizde ve ppm cinsinden miktarlari.

KATESIN % MIKTAR ppm CINSINDEN
MIKTAR (mg/L)
EGC 8.304 21.259
C 0.399 1.020
EC 1.725 4.417
EGCG 20.552 52.613
GCG 0.820 2.101
ECG 3.826 9.795
Kafein 0.253 0.648

5.2. Histolojik Islemler
5.2.1. Kan ve Doku Numunelerinin Toplanmasi

5 giinlik deney siiresi sonunda biitlin hayvanlara ketamin (50 mg/kg) ve
xylazine (5 mg/kg) i.p olarak uygulanarak 10 dakika uyutuldu. Karin boslugundan
girilerek sag testis ¢ikarildi ve abdominal aortadan girilerek kan alindi (Resim 2).

Yapilan bu islemlerden sonra abdominal aorta makasla kesilerek kansizlastirma yontemi
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ile hayvanlar sakrifiye edildi. Sicanlardan alinan testisler boyuna ikiye bdliindii. Her
testisin bir yarisi histolojik degerlendirmeler i¢in Bouin fiksatifine konuldu. Testisin
diger yaris1 ise biyokimyasal analizler igin ependorf tiiplerine konuldu ve ependorflar
-80°C’deki sogutucuda muhafaza edildi. Alinan kanlar antikoagiilanli (%3,2° lik
sodyum sitratl) tiiplere konularak alt iist edildi; sonra bunlar santrifiij edilerek plazma
kismi -20°C’de saklandi. Biyokimyasal analizler i¢in alinan tiim doku ve Kkan

numuneleri KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki sogutucularda

muhafaza edildi.

Resim 2. Testis Diseksiyonu a)Testisin ¢ikarilmasi, b)Testisin yag ve epididimisten
ayrilmis hali

5.2.2. Bouin Tespitinin Hazirlanis:
Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin soliisyonu asagidaki sekilde hazirlandi;

e Doymus Pikrik Asit ¢6zeltisi: 75 ml
e Formaldehit (%37): 75 ml
e Glasiyal Asetik Asit: 5 ml

Bouin tespitini hazirlamak i¢in 6nce doymus pikrik asit ¢ozeltisi formaldehit ile
lyice karistirildi, sonra {izerine yavasca glasiyal asetik asit eklenerek tekrar karistirildi

(74).

25



5.2.3. Doku Takibi

Dokularin takip, kesit alma ve boyanma islemlerinin tiimii KTU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Bouin
soliisyonuna alman testisler 3 giin 151k almayan kuru ortamda oda sicakliginda

saklandiktan sonra agagidaki asamalardan sirasiyla gegirilerek parafin blok haline

getirildi.

1. % 707 1K @lKOL ...eooiiiiiiieeee e 1 glin

2.% 907 11K AlKOL ..ot 1 giin

3.% 96” Ik AlKOL ..o 1 giin

4. % 1007 TUK alKOL ..covveiieiieieeieeeeeee e 1 glin

5.% 100 Tk @lKOl .....cooovieiiiecece e 1 saat (1 kez)

B. KSHIBN L. 5 dakika (3 kez)

7. Dokular eritilmis parafin igerisinde 58 °C’de etiivde 3 kez 15 dakika bekletildi ve

sonrasinda tekrar etiiv i¢erisinde 2 saat bekletildi.
8. Dokular bloklandi.
5.2.4. Kesitlerin Alinmasi

Kesitler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarindaki Leica marka RM 2255 tam otomatik mikrotom ile alindi. Dokuya
kadar 20 um’ lik kesitler alinarak, dokunun parafini atildi. Dokuya ulasildiginda 5 pm’
lik kesitler alindi. Kesitler Benmari igindeki sicak su iizerine alinarak kirisikliklarin

actlmasi saglandi ve lam iizerine yerlestirildi.
5.2.5. Kesitlerin Hematoksilen-Eozinle Boyanmasi

Kesit alma islemi tamamlandiktan sonra lam iizerine alinan dokular
Hematoksilen&Eozin boyamasi i¢in zembile yerlestirildi. Parafinin erimesi i¢in 1 saat

58°C etiivde bekletildi ve sirasiyla asagidaki islemlerden gecirildi:
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L1 KSHEN o 5 dakika

2. KSHEN .o 5 dakika

3. %100°THK alKOl ....oeeeiiieeiieeeeeeee e 5 dakika

4. %96°11Kk alKOl .....ooverieeiiieeeece e 5 dakika

5. %70’ 1K AIKOL ..o 5 dakika

6. DISHHE SU ..o 2-3 dakika
7. HematoKSIHEN .......ccoveiieieiie e 35 saniye
8. MUSIUK SUYU ....cevveiiciie e 5 dakika

9. ASIEAIKOl ... 1 kez batirilip ¢ikartildi
10. DiSHIE SU ..o 1 dakika
11. Amonyaklt SU .....ccoeviiiiiiiiiiiieeeee e 10 saniye
12. DISHHE SU .o 1 dakika
130 EOZIN i 30 saniye
14, DiSHIE SU ..o 1 dakika
15. % T0°lik @lKOL ...ooeiiiiiiiieee e 5 dakika
16. % 96°lik @lKOl ....oveiiiiiii e, 5 dakika
17. %100°Tik alkol ....oooviiiiiiiiiieeeeeee 5 dakika
18, KSHIEN .o 5 dakika
19, KSHIEN L. 5 dakika

20. Entellan ile kapatilda.

Hazirlanan preparatlarda seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel kalmhigi KTU
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Stereoloji Laboratuarinda
bulunan Olympus DP 71 (Japan) kamerali 151k mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan)
Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution, Germany) programi kullanilarak
hesaplandi. Seminifer tiibiildeki spermatogenetik hiicreler ve interstisyel alan, yine aynm

mikroskopta incelendi ve fotograflar ¢ekilerek dijital ortama aktarildi.
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5.3. Immiinohistokimyasal Islemler ve Analizler
5.3.1. TUNEL Boyama

Testisteki apoptozisi degerlendirmek i¢in TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay) boyama teknigi
kullanilarak seminifer tiibiil germinal hiicrelerinde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi.
TUNEL metoduyla DAB ve hematoksilenle boyanan dokularda apoptoza ugrayan
hiicrelerin kahverengi ile boyananlar1 TUNEL (+) ve apoptotik, mor renkte boyananlari
ise nonapoptotik ve TUNEL (-) hiicreler olarak degerlendirildi. Her testiste 20 seminifer
tiiblilde TUNEL (+) hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayis1 bakilip Apoptotik ylizde (Al=
TUNEL (+) hiicre sayisi / toplam hiicre sayisi x 100) hesaplandi (75).

TUNEL teknigi i¢in In situ cell death detection kit, POD kiti kullanildi. Lam
tizerine alinan 5 p’luk kesitler 1 saat 60 °C'lik etiivde bekletildikten sonra asagidaki

islemlerden gegirildi:
1. Oda 1s1sinda 3x5 dk ksilende inkiibe edildi.
2. %100 etanol 2x5 dk
3. %95 etanol 2x5 dk
4. %70 etanol 2x5dk
5. Distile su ile yikand.
6. Oda 1s1s1nda 20 pg/ml Proteinase K 15 dk
7. PBS (phosphate buffer solution)’de yikandi.
8. %3 H202’de 15 dk
9. Distile su ile yikandi.
10. PBS’de 2x5 dk
11. Oda 1s1sinda Large Volume UV (Ultraviyole 1s1n) block 10 dk

12. 75 pg Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 pl TdT/dUTP

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

13. PBS’de yikandu.
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14. 100 pul converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde kaplandi ve 37 °C'lik
etlivde inkiibe edildi.
15. PBS’de 3x5 yikandi.
16. 100 ul DAP ile 5 dk karanlikta oda 1s1sinda beklendi.
17. Distile suda 1x2 kez yikandi.
18. H&E ile 15 sn boyandi ve ¢esme suyu ile yikandi.
19. %70 etanol 2x5dk
20. %95 etanol 2x5 dk
21. %100 etanol 2x5 dk
22. Ksilen 2x5 dk
23. Dokular kapatildi ve degerlendirildi.
5.4. Biyokimyasal islemler ve Analizler
5.4.1. Biyokimyasal Analizler i¢in Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Calismamiz i¢in gerceklestirilen biyokimyasal ¢calismalarda asagida belirtilen

cihazlar (Tablo 3) ve kimyasal maddeler (Tablo 4) kullanilmistir.

Tablo 3. Biyokimyasal analizler i¢in kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihaz Uretici Firma

ELISA okuyucusu VERSA max

pH metre Hanna Instruments

Saf su cihaz Agquatron 4 AD

Hassas analitik terazi Metler Toledo AB 204-S
Deney tiipleri SH&GLASS
Homojenizator Ultra-Turrax T25
Spektrofotometre Beckman-Coulter
Sogutmal santrifiij Beckman-Coulter

29



Tablo 4. Biyokimyasal analizler i¢in kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uretici firma, iiriin kodu ve saflig
Ksantin Sigma, X-0626

EDTA Carlo Erbo Reagent, Code No 303227
Nitroblue tetrazolium (NBT) Sigma, #SLB8190V

Sodyum karbonat (Na,COs) Merck, Art 6398

Bovin Serum Albumin (BSA) Sigma, Lot#058K0726

Bakir Kloriir (CuCly) Lancaster, 13167

Ksantin oksidaz Sigma, Lot#SLBB1574V

Etanol Sigma, Lot#34870, %99,8
Kloroform Merck, UN 1888, %99

Triton X-100 Merck, Art 11869

Fosforik Asit (H3PO,) Merck, Art 563, %85
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma, Lot#S42774-018
1,1,3,3-tetrametoksipropan Sigma, Lot 76H3424, %99

Asetik asit (CH3;COOH) Merck, Art 56, %99,5

Coomassie Brillant Blue G-250 Serva, 35050

Hidrojen peroksit (H,0,) Sigma, A6011

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) Merck, Art 4871

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck, Art 6576
(NazHPO4)

5.4.2. MDA Tayini
5.4.2.1. Dokuda MDA Tayini

Dokular buz iginde 0.5 mL/L Triton X-100 igeren %1.15’lik KC1 (Potasyum
kloriir) ¢ozeltisi icinde homojenize edildi. Homojenatlar 3000 rpm’de 10 dk
santrifiijlenerek elde edilen siipernatanlarda ilgili Ol¢timler yapildi. MDA Olclimii
Mihara ve Uchiyama yontemine gore yapildi (76). Standart ¢ozeltiler 1,1,3,3-
tetrametoksipropandan hazirlandi. 8.3 pL tetrametoksipropan 0.01 M HCI ¢ozeltisine
eklendi ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu olusan 10 pmol/mL’lik ara stok ¢dzeltiden
dilisyonlar yapilarak 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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Tablo 5. Doku MDA seviyesi 6l¢iimil i¢in yapilan reaksiyon karigimi.

Reaktifler Eklenen Miktar (mL)
Doku homojenati 0.5

H3;PO, 3

Tiyobarbitiirik asit 1

Karisim 100 °C’de etiivde inkiibasyona birakildi. Siipernatanlar ELISA pleytine
pipetlendikten sonra 532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iim yapildi. MDA diizeyi
nmol MDA/g doku olarak hesaplandi.

5.4.2.2. Plazmada MDA Tayini

Plazma Lipid peroksit seviyesi 6l¢iimii Yagi yontemiyle yapildi (77). MDA ile
tiyobarbitiirik asit arasindaki reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk 532 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiildii. 10, 5, 2.5, 1.25, 0.675 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler

hazirlandi. Sonuglar pM cinsinden hesaplandi.

Tablo 6. Plazma MDA seviyesi 6l¢iimil i¢in yapilan reaksiyon karigimu.

Reaktifler Eklenen Miktar (ml)
Plazma 0.15

H,SO, 1.2

Fosfotungustik asit 0.15

Tiyobarbitiirik asit 0.5

Saf su 2

TBA 0.5

5.4.3. Plazma ve Doku KAT Aktivitesi Tayin Yontemi

Doku ve plazma katalaz aktivitesi Goth metoduna gore yapildi (78). Bu metod
amonyum molibdatin HyO, ile olusturdugu sar1 kompleksin 405 nm’deki

spektrofotometrik analizine dayanur.

Dokular buz iizerinde 0.1 M pH’s1t 7 olan fosfat tamponu ile homojenize edildi.
Katalaz aktivitesi ol¢timiinde, 0.2 mL doku homojenat1 65 pL. H,O; eklenen 6 mM’lik
pH’s1 7.4 olan fosfat tamponunun 1 mL’si i¢inde 60 sn inkiibe edildi (numune 1).
Calismada gerekli seyreltmeler yapildi ve numune 1’in yaninda iki adet kontrol

kullanildi. 0.2 mL fosfat tamponu iizerine 1 mL H,O; eklendi (kontrol 2). Kontrol 3’te
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ise sadece 1.2 mL fosfat tamponu kullanildi. Numune ve kontrollerde olusan
reaksiyonlart durdurmak icin 1 mL 32.4 mM’lik amonyum molibdat ¢ozeltisi eklendi.
Reaksiyonlar sonucu olusan sarimsi renk 405 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Katalaz aktivitesi U/mg cinsinden belirlendi.
5.4.4. Plazma ve Doku SOD Aktivitesi Tayin Yontemi

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in gelistirdigi yontemin modifiye edilmesi
sonucu yapildi (79). Bu metod, ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile olusturulan O,. “nin
SOD tarafindan kullanilarak nitroblue tetrazolium (NBT)’dan mor renkli formazan
boyasi olusumunun engellenmesi esasina dayanir. Reaksiyon sonucu olusan renkli

bilesigin absorbansi 560 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Dokular buz i¢inde 0.5 mL/L Triton X-100 igeren pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik
Tris-HCI tampon ¢ozeltisi iginde homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C’ de 10 000
g’de 30 dk santrifiijlenerek elde edilen siipernatanlarda SOD aktivite 6l¢timii yapildi. 3,
2,1,0.5,0.25 U/mL’ lik SOD standartlart kullanildi. Sonu¢ U/mg cinsinden hesaplandi.

Tablo 7. SOD aktivitesi 6l¢timii igin hazirlanan reaksiyon karigimi.

Reaktifler Miktar (mL)
Standart/Dilue Numune 0.25

SOD reaksiyon karisimi 1.25

Ksantin oksidaz 0.25

Bakir Kloriir 0.5

5.4.5. Protein Tayini

Protein miktarinin tayini Bradford yontemine goére (80) yapildi. Bu metotta
negatif yiiklii olan Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi proteinlerin {izerindeki pozitif
yiike baglanir. Boyanin proteindeki pozitif yiike baglanmasiyla kirmizidan maviye olan
renk doniismesinin 600 nm’deki spektrofotometrik Olgiimiine dayanan bir metottur.
Standart c¢ozeltiler 2 mg/mL’lik stok BSA’dan hazirlandi. Sonuglar mg/mL cinsinden
hesaplandi.
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Tablo 8. Bradford metodu i¢in yapilan reaksiyon karigimi.

Reaktifler Miktar (nL)
Bradford Reaktifi 100
Homojenat (10 kat seyreltildi) 10

5.5. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
15.0 for Windows® istatistik paket programi ve Microsoft® Excel (for windows XP)
kullanild1. Istatistiksel analiz yapilirken gruplar arasi karsilastirma sonuglari i¢in Mann-
Whitney U testi, grup i¢i dagilim sonuglar i¢in Kruskall Wallis testi kullanildi. Hata kat
sayist 0,05’den kiiciik olan degerler (p<0,05) anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Histolojik Bulgular

Testis dokusunda yapilan histolojik incelemede; kontrol grubundaki sicanlara ait
testis kesitleri incelendiginde herhangi bir patolojiye rastlanmadi. Seminifer tiibiiller,

spermatogenik seriye ait hiicreler ve interstisyel alandaki Leydig hiicreleri normal

yapida idi (Resim 3).

Resim 3. Kontrol grubuna ait testis dokusu (H&E, X400).

MTX grubunda bulunan si¢anlara ait testis dokusu incelendiginde seminifer
tiibiil limenlerine ¢ok sayida olgunlasmamis germinal hiicrelerin dokiildiigii, germinal
epitelde vakuolizasyon ve Sertoli hiicreleri ile spermatogoniumlar arasinda agilmalar

olustugu belirlendi (Resim 4).
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Resim 4. MTX grubuna ait testis dokusu (H&E, X400). ﬁ = Limene dokiilmiis
immatiir germinal hiicreler, 2> = Vakuolizasyon, »= Sertoli hiicresi ile

spermatogonyum arasinda agilma
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Katesin (CAT) grubundaki testis kesitleri incelendigi zaman kontrol grubunda
oldugu gibi seminifer tiibiil yapisinda ve spermatogenik hiicre dongiisiinde herhangi bir

patolojiye rastlanmadi (Resim 5).

Resim 5. CAT grubuna ait testis dokusu (H&E, X400).
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MTX+CAT grubundaki siganlara ait kesitler incelendiginde Sertoli hiicreleri ve
spermatogoniumlar arasindaki acilmalarin, germinal epiteldeki vakuolizasyonlarin ve

seminifer tiibiil limenine dokiilen olgunlagmamis germinal hiicre sayistnin MTX

grubuna kiyasla belirgin derecede azaldig1 gézlendi (Resim 6).

Resim 6. MTX+CAT grubuna ait testis dokusu (H&E, X400). - = Sertoli hiicresi

ile spermatogonyum arasinda agilma.
6.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Dokularin  TUNEL metoduyla boyanmasi sonucunda, apoptoza ugrayan
hiicrelerin kahverengi, canli olan hiicrelerin ise mor renge boyandigr goriildii. Isik
mikroskobunda 40X biiylitme altinda yapilan sayim sonucu Al belirlendi. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda MTX grubunda kontrol grubuna goére A’ nin
istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide arttigi, CAT grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
degisikligin olmadig1 goriildii. MTX+CAT grubunda ise MTX grubuna kiyasla AT’ nin
istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigii belirlendi (Tablo 9).
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Resim 7. CAT grubuna ait TUNEL boyamasi (X400).
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Resim 8. MTX grubuna ait TUNEL boyamasi (X400). == Apoptotik hiicre.
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Resim 9. MTX+CAT grubuna ait TUNEL boyamasi (400X) ‘ = Apoptotik hiicre.

Tablo 9. Histolojik verilere ait tablo.

Gruplar Liimenine Al (%) Tiibiil Cap1 (nm) Germinal

Immatiir Epitel Kalinhg

Germinal (nm)

Hiicre dokiilen
Tiibiil Sayisi
(%)

Kontrol 6,28 +£3,42 2,3438 £ 0,72 285,69 + 9,3836 95,17+3,723
MTX 68,46 + 4,87° 58,3532 + 4,28 248,57 +10,362" 59,72 + 8,463°
CAT 5,85 £2,31 2,2725+ 1,02 283,26 £ 8,1544 94,15 £ 4,395

MTX+CAT  2643+428° 285361 + 1,78° 27721 +7,1685° 83,62 +5,013°

a= MTX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir (p<0.05).

b= MTX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<<0.05).
c= MTX+CAT grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir
(p<0.05).

d= MTX+CAT grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir
(p<0.05).
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6.3. Biyokimyasal Bulgular

Testis dokusu {iizerinde yapilan biyokimyasal analizlerin Mann-Whitney U
testine gore degerlendirilmesi sonucunda; kontrol grubuna kiyasla MTX grubunda
MDA degerinin anlamli olarak arttigi, SOD ve KAT degerlerinin ise anlamli olarak
azaldig belirlenmistir. MTX ve MTX+CAT gruplan kiyaslandiginda ise MTX+CAT
grubunda MTX grubuna gore MDA degerinin anlamli sekilde azaldigi, SOD ve KAT

degerlerinin ise anlamli olarak arttig1 gézlendi (Tablo 10).

Tablo 10. Testis dokusundaki biyokimyasal degerlendirmeler tablosu.

Gruplar MDA SOD KAT
(nmol/g doku) (U/mg) (U/mg)
Kontrol 113,759 +8,7507 3,59311 +0,5540 31,3402 +4,4833
MTX 136,939% + 8,9126 1,80989° + 0,4315 12,0211°+ 4,3738
CAT 113,898 +7,1685 3,13968 +0,9813 30,8737 +£1,5426

MTX+CAT 118,868° =+ 3,2039 2,49062" +0,8913  17,7962" + 4,5545

a= MTX grubundaki deger kontrol grubuna gére anlamli olarak artmistir (p<0.05).

b= MTX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0.05).
c= MTX+CAT grubundaki deger MTX grubuna goére anlamli olarak azalmigtir
(p<0.05).

d= MTX+CAT grubundaki degerler MTX grubuna gore anlamli olarak artmistir
(p<0.05).

Kan plazmasinda yapilan biyokimyasal analizlerin Mann-Whitney U testine gore
degerlendirilmesi sonucu; kontrol grubuna kiyasla MTX grubunda MDA degerinin
anlaml olarak arttigi, SOD ve KAT degerlerinin ise anlamli olarak azaldig belirlendi.
MTX ve MTX+CAT gruplari kiyaslandiginda ise MTX+CAT grubunda MTX grubuna
gore MDA degerinin anlaml sekilde azaldigi, SOD ve KAT degerlerinin ise anlamli
olarak arttig1 gézlendi (Tablo 11).
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Tablo 11. Kan plazmasindaki biyokimyasal degerler tablosu.

Gruplar MDA SOD KAT
(M) (U/mg) (U/mg)
Kontrol 3,8394 +0,6409 6,8643 +1,9648 22,9588 +2,8938
MTX 6,4245%+ 1,7373 3,5898" + 0,9839 15,3211° + 1,3984
CAT 4,7928 +0,9174 6,6387 +1,2135 22,3234 42,8305
MTX+CAT 4,2918°+ 0,4514 5,0292%+ 0,9499 19,7265 + 2,9045

a= MTX grubundaki deger kontrol grubuna gére anlamli olarak artmistir (p<0.05).

b= MTX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0.05).
c= MTX+CAT grubundaki degerler MTX grubuna gore anlamli olarak azalmistir
(p<0.05).

d= MTX+CAT grubundaki degerler MTX grubuna goére anlamli olarak artmistir
(p<0.05).
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7. TARTISMA VE SONUC

Bir folik asit antimetaboliti olan MTX, kan ve solid organ malignensilerinde,
dermatolojik ve romatolojik hastaliklarda, ektopik gebelik sonlandirilmasinda ve gesitli
kanser tiirlerinde yaygin olarak kullanilan bir ajandir (81, 82). Kalantzis ve arkadaslari
uzun donem diisiik dozda MTX tedavisi alan hastalarda %30 ile %80 arasinda yan etki
insidans1 bulundugunu, %5-35 oraninda da bu yan etkiler nedeni ile tedavinin
birakildigini belirtmislerdir (83). MTX’ in pnémoni, nefrotoksisite, hepatotoksisite gibi
yan etkilerinin yaninda c¢esitli organ sistemleri {izerinde karsinojenik, mutajenik ve
teratojenik etkileri vardir (84, 85). MTX’ in toksik etkisinin oksidatif stres kaynakli
oldugunu gosteren pek cok calisma bulunmaktadir. Vardi ve arkadaglari intestinal
sistemde olusan oksidatif hasara kars1 beta karoten ve kayisinin antioksidan 6zelliklerini
inceledikleri ¢aligmalarinda MDA ve MPO aktivitesinin artip, SOD, KAT ve GSH
iceriginin azaldigini rapor etmislerdir (86). Literatirde MTX tarafindan olusturulan
oksidatif hasar1 Onlemek igin c¢esitli antioksidanlarla yapilmis pek c¢ok calisma
bulunmaktadir. Zerdegal, kayisi, 6kse otu, kuersetin, kabak ¢ekirdegi ve diger pek cok
madde antioksidan 6zelliklerinden dolayt MTX’ den dolay1 olusan toksik hasara karst
kullanilmislardir (87-90). Biz de yaptigimiz bu ¢aligma ile, diinyada sudan sonra en ¢ok
tilketilen igecek olan Camellia sinensis (yesil ¢ay)’in igerdigi polifenolik bilesiklerden
olan katesinlerin MTX kaynakli testis hasarina karsi antioksidan ve antiapoptotik

etkilerini inceledik.

Bu ¢aligmada yapilan histolojik incelemeler sonucunda MTX grubunda kontrol
grubuna kiyasla germinal epitel kalinlig1 ve seminifer tiibiil ¢apinin anlamli derecede
azaldig1 belirlendi. MTX grubunda kontrol grubuna gore, seminifer tiibiil limeninde
daha fazla sayida immatiir germinal hiicreye rastlandi. Bu grupta spermatogonyumlar ile
Sertoli hiicreleri arasinda ag¢ilmalar ve germinal epitelde vakuolizasyonlar goriildil.
Yapilan biitiin bu incelemeler tek doz MTX uygulanmasinin germinal epitelde 6nemli
Olciide hasar olusturdugunu gostermektedir. MTX grubuna kiyasla MTX+CAT
grubunda ise seminifer tiibiil ¢cap1 ve germinal epitel kalinliginda artig, seminifer tiibiil

liimenine dokiilen hiicre sayisinda ve vakuolizasyon miktarinda azalma goriildii.

Bu calismada MTX’ in germ hiicreleri DNA’ sina verdigi zarar1 anlayabilmek

icin TUNEL metoduyla apoptoz belirlendi. Kontrol grubuna kiyasla MTX grubunda AT’
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nin anlamh olarak arttig1 belirlendi. MTX+CAT grubunda ise MTX grubuna kiyasla
apoptoza ugramis hiicre sayisinin anlamli olarak azaldig: goriildii. Buradan yola ¢ikarak
yesil c¢ay Kkatesinlerinin, antiapoptotik etkileriyle, MTX’ in olusturdugu hasari

azalttiklarin1 géstermektedir.

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan ROS ile antioksidan defans bir
denge halindedir. Yogun ROS firetimi ya da antioksidan defansin azalmasi, oksidatif
strese neden olarak biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara yol agar
(91). ROS’un fazlalig1 hiicresel lipidler, proteinler ve DNA’da hasara, hiicrenin normal

fonksiyonlarinda inhibisyona neden olur (92, 93).

MDA lipid peroksit diizeylerinin 6l¢iilmesinde siklikla kullanilmaktadir ve lipid
peroksidasyonunun derecesi ile ¢ok iyi korelasyon gostermektedir (94). Literatiirde
MTX kullanilarak MDA aktivitesinin arttigin1 gosteren pek ¢ok caligma bulunmaktadir.
Hemeidan ve arkadaslarinin sicanlarda MTX’ e bagh hepatik oksidatif hasarin curcumin
verilmesiyle azaltildiginin gosterildigi ¢alismalarinda (95), Devrim ve arkadaslarinin
sican bobreginde yaptiklar1 ¢aligmada (96), Ciralik ve arkadaglarinin sigan barsak
dokusunda yaptiklar1 c¢alismada (97), MTX’ in MDA seviyesini artirdigin
gostermislerdir. Biz de yaptigimiz bu calisma ile kontrol grubuna kiyasla MTX
grubunda testis dokusu ve kan plazmasinda MDA degerinin anlamli 6l¢lide arttigini
belirledik. Buna karsilik MTX grubu ile kiyasladigimizda, MTX+CAT grubunda MDA
seviyesinin anlaml olarak azaldigin1 gordiik. Elde ettigimiz bu bulgular ile yesil cay
katesinlerinin, MTX’ in neden oldugu sistemik oksidatif hasarda lipid peroksidasyonuna

kars1 koruyucu etki yaptig1 sonucuna vardik.

Hiicre i¢i serbest radikal toplayict enzimler asil antioksidan savunmayi
saglamaktadir. Bu enzimler SOD, glutatyon- S-transferaz, (GPx), glutatyon rediiktaz,
KAT ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu
enzimlerin fonksiyonlari i¢in gereklidir (98). SOD, viicutta ROS’un olusturdugu hasara
karst hayati rol oynayan endojen antioksidan bir enzimdir. SOD enzimi siiperoksit
radikalini daha az reaktif bir iiriin olan hidrojen peroksite doniistiiriir (99). KAT ise
SOD’ un olusturdugu H,O,’ i peroksidazlarla beraber oksijen ve suya pargalar.
Cetinkaya ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, sicanlarda MTX kullanimi ile

karaciger dokusunda MDA diizeyinin arttifi, SOD ve KAT aktivitelerinin azaldigi,
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tedavi olarak N- asetil sistein eklenmesi ile bunlarin normal diizeylere c¢ekildigi
belirlenmistir (100). Yapilan bir diger ¢alismada Garipardi¢ ve arkadaslari, siganlarda
MTX’ in indiikledigi 6zofageal hasar modelinde, MTX grubu ratlarda SOD ve KAT

enzim aktivitelerinin anlamli derecede diisiik oldugunu saptamislardir (101).

Yaptigimiz bu g¢alismada SOD ve KAT degerleri, MTX grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede azalmig, MTX+CAT grubunda ise MTX grubuna kiyasla
anlamli derecede artmistir. Bulgularimiz MTX’in lipid peroksidasyonu ve doku
hasarma neden olarak MDA degerini artirdigini, buna paralel olarak SOD ve KAT
degerlerini  disiirdiiglini; yesil c¢ay katesinlerinin ise muhtemelen lipid
peroksidasyonunu ve MDA degerlerini azaltarak, SOD ve KAT gibi antioksidatif

enzimleri artirarak koruyucu etki yaptigini géstermektedir.

Hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan c¢aligmalar flavanoidlerin
kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve kanser hastaliklarinda azalma meydana getirdigini
gostermektedir (102-104). Flavanoidlerden olan katesinin yesil ¢ay, siyah ¢ay ve diger
besinlerde bulundugu ve bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahip oldugu rapor edilmistir
(105). Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, alkoksil, peroksil ve nitrik
oksit gibi radikalleri temizleme, demir ve bakir selasyonu, a-tokoferol rejenerasyonu
fonksiyonlarina ek olarak; vazodilatér, immiinstimiilan, antiallerjik, antiviral etkileri de
s6z konusudur (106). Lotito ve Fraga katesinin kan plazmasinda antioksidan olarak
etkili oldugu, endojen lipid ¢oziiniirligiini geciktirdigi ve lipid oksidayonunu inhibe
ettigini  gostermislerdir (107). Biz de yaptigimiz bu calisma ile histolojik ve
biyokimyasal verilerden yola ¢ikarak katesinlerin MTX kaynakli testis hasarina karsi

antioksidan ve antiapoptotik 6zelikleri oldugunu belirledik.

Bu arastirma sonucunda elde ettigimiz bulgular, MTX’ in testis fonksiyonunu
bozdugunu ve yesil cay katesinlerinin bu hasar1 onlemede olumlu etki yaptigini
gostermektedir. Bu konuda daha kesin sonuglarin elde edilebilmesi i¢in farkli doz ve

zaman ayarlamalari ile daha ileri calismalar yapilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
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8. SONUCLAR

MTX’ in sican testisi lizerine yesil ¢ay katesinlerinin antioksidan ve

antiapoptotik etkilerini inceledigimiz bu ¢alismanin sonuglar1 su sekildedir:

1. Kontrol grubuna kiyasla MTX grubunda spermatogonyumlar ile Sertoli hiicreleri
arasinda acilma, seminifer epitelde vakuolizasyon, seminifer tiibiil liimenine ddkiilen
immatiir germ hiicresi sayisinda artis, seminifer tiibiil ¢ap1 ve epitel kalinliginda azalma
gortldi.

2. MTX+CAT grubunda MTX grubuna kiyasla spermatogonyumlar ile Sertoli hiicreleri
arasindaki acilmanin, vakuolizasyonlarin goriilme sikliginin ve liimene ddkiilen
immatiir germ hiicresi sayisinin azaldig1; seminifer tiibiil ¢ap1 ve epitel kalinliginin ise

arttig1 belirlendi.

3. Testis dokusu ve kan plazmasinda kontrol grubuna kiyasla MDA degerinin arttigi,

SOD ve KAT degerlerinin ise azaldig: belirlendi.

4. Testis dokusu ve kan plazmasinda MTX+CAT grubunda MTX grubuna kiyasla MDA
degerinin azaldigi, SOD ve KAT degerlerinin ise arttig1 goriildi

Sonug olarak, elde edilen veriler MTX in testis dokusu iizerinde oksidatif hasar
olusturdugunu, yesil ¢ay katesinlerinin ise bu hasarin dnlenmesinde etkili oldugunu

gostermektedir.
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yiriitilmesinin - miimkiin  olduguna; g¢ahismacilarin bu ¢alismayr yiiriitiilebilecek
kalifikasyonda olduklarina; aragtirmanin dosyada belirtilen haliyle tibbi etik agidan uygun
olduguna; Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Uyelerinin oy birligi ile karar verilmistir.
(25.06.2013)
N

e
Prof. Dr. Yavug|OZORAN
Hayvan Deneyleri Yerél Etik Kurul Baskan

\\

\

\

57



11. OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER
Soyadi, Adi : KILIC, Melih
Uyrugu :TC
Dogum tarihi ve yeri : Istanbul 11.03.1987
Medeni hali - Bekar
E-Posta : melihkilic2@gmail.com
Yazisma adresi - 1 No’ lu Besirli Mah. Arka Sok.
Cimenyolu Sit. 48/6 C Blok D:7
Trabzon
EGiTiM BiLGiLERi
Mezun Oldugu Kurumun Mezuniyet Yili
Ad1
Yiiksek Lisans Karadeniz Teknik Universitesi Devam ediyor
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali
Lisans KTU Fen Fakiiltesi Biyoloji 2011
Bolimii
Lise Kartal Lisesi (YDA) 2005

YABANCI DiL: Ingilizce

58



