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OZET

Metotreksat Uygulanan Sicanlarda Aposinin’in Testisler Uzerindeki Etkilerinin

Biyokimyasal ve Histolojik Olarak Incelenmesi

Amagc: Kanser ya da bir¢ok hastalifin tedavisinde yaygin olarak kullanilan Metotreksat’in
testis dokusu iizerinde olusturdugu yan etkileri degerlendirmek ve bu etkilerin azaltilmasi
ya da énlenmesine yonelik koruyucu bir faktér olarak antioksidan 6zellikte olan Aposinin
uygulanmasinin erkek fertilitesi tizerine etkilerini incelemektir.

Yontem: Arastirma icin 50 adet, 8 haftalik Wistar albino ki erkek sigan kullanildi.
Siganlar her grupta 10 adet olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 1.25 ml
%0.9’luk NaCl verildi. DMSO grubuna ise Aposinin ¢dziicusii oldugu igin hergiin 0.2 ml
DMSO verildi. Metotreksat alan gruplara deneyin 24.gunt 20mg/kg tek doz Metotreksat;
Aposinin alan gruplara da 20mg/kg ve 50mg/kg  Aposinin hergun verildi. Tim
enjeksiyonlar intraperitoneal olarak yapildi. 28.giin sonunda tiim sicanlar anestezi altinda
sakrifiye edildi. Alinan testisler ve kan 6rnekleri histolojik ve biyokimyasal olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Kontrol ve DMSO grubu siganlarin testis yapist ve biyokimyasal parametreleri
normal olarak izlendi. Metotreksat grubuna ait seminifer tubillerde vakuolizasyona,
[imene dokiulen immatir germ hiicrelerine ve bazal lamina ondilasyonuna; interstisyel
alanda ise konjesyona rastlandi. Ayn1 zamanda apoptotik hicreler diger gruplarla
karsilastirildiginda daha fazla goriildii. Biyokimyasal olarak doku ve kan orneklerine
bakildiginda, MDA ve MPO seviyeleri yiliksek, GSH ve testosteron seviyeleri ise diisiiktii.
Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat  ve  Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat  gruplarinin
apoptotik indekslerinin Metotreksat grubuna gore 6nemli dl¢iide azaldigi belirlendi. Tedavi
gruplarinin  testis histolojileri ve biyokimyasinda ise Metotreksat’in olusturdugu
bozukluklarinin Onemli 6l¢iide azaldig1 gézlendi.

Sonug: Bulgularimiz Metotreksat’in testiste oksidatif stresle olusturulan etkilerin testiste
yapisal bozukluklar olusturdugunu; Aposinin’in ise antioksidan etkisiyle Metotreksat’in
testiste olusturdugu bu oksidatif hasar diizelttigini gostermektedir.

Anahtar Sozcukler: Testis, Metotreksat, Aposinin, Apoptoz, MDA, MPO, GSH,
Testosteron



ABSTRACT

Histological and Biochemical Examination of Apocynin on Testes of Methotrexate-
Induced Rats

Objectives: Methotrexate, widely used drug in cancer or many diseases therapy, has many
adverse effects on tissues. Apocynin, NADPH oxidase inhibitor, has many antioxidant
properties. We aim to demonstrate the adverse effects of Methotrexate on testicular tissue
and evaluate the protective effects of Apocynin on Methotrexate-induced testis injury and
male fertility.

Method: A total of 50 male Wistar albino rats (eight weeks old) were divided into five
groups: Control (n=10), DMSO (n=10), Methotrexate (n=10), Apocynin(20mg)+
Methotrexate (n=10), and Apocynin(50mg)+ Methotrexate (n=10) groups. Control group
received 1.25 ml, %0.9NaCl. DMSO group received 0,2 ml DMSO(Apocynin solvent)
everyday. The experimental groups [Methotrexate, Apocynin(20mg/kg) and
Apocynin(50mg/kg) ] received 20 mg/kg Methotrexate as a single dose on day 24, while
Apocynin (20mg/kg) and Apocynin (50mg/kg) received Apocynin everyday. All injections
were performed intraperitoneally. At the end of day 28, all rats were sacrified under
anesthesia. Testes were evaluated histologically and blood samples were analysed
biochemically.

Results: Testicular tissue and biochemical parameters of rats were normal in control and
DMSO groups. Methotrexate group displayed vacuolization in seminiferous tubules,
immature germ cells in lumens, basal lamina ondulation and congestion in interstitial
tissue. Apoptotic cells were significantly higher in Methotrexate group compared with the
other groups. Tissue and blood MDA and MPO levels were increased while the GSH and
testosterone levels were decreased in Methotrexate group. Apoptotic index were
significantly decreased in Apocynin(20 mg/kg) and Apocynin(50 mg/kg) groups compared
with the Methotrexate group. Apocynin treatment groups decimated the methotrexate-
induced testicular injury and biochemical abnormalities.

Conclusion: Our results suggest that Methotrexate induces structural defects on testis
morphology via oxidative stress and Apocynin ameliorates these effects with its
antioxidant properties.

Keywords:Testis, Methotrexate, Apocynin, Apoptosis, MDA, MPO, GSH, Testosterone
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um: Mikrometre

ul: Mikrolitre

ABP: Androjen-baglayici protein
AICAR: Aminoimidazol karbokzamid ribozil 5 fosfat
AMH: Antimulleriyan hormon
Ca+2: Kalsiyum iyonu
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COX: Siklooksijenaz sistemi
DHFR: Dihidrofolat rediktaz
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1.GIRiS
1.1. TESTIS
1.1.1. Testis Anatomisi

Testisler abdominal kavite disinda skrotum iginde oblik pozisyonda yer alan ovoid
sekilli bir cift organ olup spermatik kordona asilidirlar. insanlarda testis uzunlugu yaklasik
4-5 cm, eni ise 2,5 cm ve agirligi da 20-30 gr civarindadir. Biiyiikliikleri yaklasik olarak
ayni olsa da sola gore sag testis % 10 kadar daha agir ve genellikle 1 cm daha asagida
bulunmaktadir. Sicakliklar1 viicut sicakligindan 3-4°C daha dusiiktiir. Kivrimli bir deri
kesesi olan skrotumun i¢ yuzi skrotal septum (septum scrotum) ile iki ayr1 boliime ayrilir
(Cizim 1.1) (Arinc1 ve Elhan 2006, Dere 1999, Moore ve dig. 2013). Testisler, hipofiz
bezinin anterior bolgesinden salinan liiteinlestirici hormon (LH) ve foliikiil uyarict hormon
(FSH) tarafindan uyarilarak testosteron hormonu iiretimini gergeklestirir (Sierens ve dig.
2005). Ayn1 zamanda erkek tUreme hucresi olan sperm tretiminden sorumludurlar (Sancak
ve Cumhur 2002, Simsek 1992).

Duktus (vas) deferens

,I-I- —— Mesane

Korpus kavernosum

Seminal vezilcl N A - - _ | l Uretra

Prostat bezi

Ejakiilatdr kanal \
Ani = \ Glans penis
e Skrotum
Bulboiiretral bez Testis

Epididimis

Cizim 1.1.Erkek treme sistemi (Gartner ve Hiatt 2003)



Testislerin fasya medialis ve fasya lateralis adi verilen iki yiizii, margo anterior ve
margo posterior adi verilen iki kenari, ekstremitas superior ve ekstremitas inferior adi
verilen iki ucu bulunmaktadir. Testislerin 6n kenar1 her iki yiizii ve uglar1 visseral periton
(epiorchium) ile ortalidir. Periton, arka kenarin sadece yan kismini ortmektedir.
Testislerin arka kenarinin dis kismi boyunca epididimis yer alir. Spermatik kordon
epididimisin medyalinde margo posterior’da bulunur (Arinci ve Elhan 2006, Dere 1999,
Simsek 1992).

Testisler fetal hayatta karin boslugu icinde, fasya transversalis ve periton arasinda
gelisir. Fakat dogumdan once kanalis inguinalis’ten skrotum igine gecis yapar. Karin 6n
duvari tabakalarina da uzantilar1 olan tabakalar yer alir (Aktumsek 2006, Armnct ve Elhan
2006). Bu tabakalar sunlardir:

Cizelge 1. 1.Testise ait tabakalar (Aktimsek 2006)

Skrotum Deri

Tunica dartos

Fascia spermatica externa

Fascia kremasterika

Fascia spermatica interna

Tunica vaginalis testis

Dhikius {vas)
deferens

— » Diltuli efferentes

Rete testis

Epididimis T
_Bag — Seminifer tibiiller
Govde — — _/ & ~
"xLl‘_LTL‘Il-Z‘-\
L Tunika vaginalis testis
B _ Visseral vaprak
{ —— Tunika vagmalisin boghigu
\ ~ Parvetal vaprak
P i ™ Tunika albuginea
/
Septum
Testildiler lobiiller

Cizim 1. 2.Testisin anatomik yapisi (Sternberg 1997).



Testis digtan ice; tunika vaginalis’ in lamina visceralis’ i (epiorchium), tunika
albuginea ve tunika vaskuloza olarak {i¢ tabaka ile sarilidir (Cizim 1.2) (Arinc1 ve Elhan
2006, Sancak ve Cumhur 2002).

Canalis inguinalis karin boslugundan skrotum igine gegis yoludur. Fetal hayatta
testisten skrotumun i¢ yiiziine uzanan ve gubernaculum testis ad1 verilen fibroz bir yap ile
karakterize edilir. Fetal gelisimin daha ileriki donemlerinde peritonun parmak seklinde bir
cikintist olan processus vaginalis olusur ve gubernaculum testis’i izleyerek karin 6n
duvarindan gecer, testisin skrotuma inisine Onciilik eder. Processus vaginalis bu gegis
sirasinda karin 6n duvari tabakalarini da birlikte siiriikler ve dogumdan kisa bir siire sona
kapanir. Bu nedenle testisin etrafinda processus vaginalis’in kalintist olan bir tabaka kalir.
Bu tabakaya tunika vaginalis testis adi verilir (Aktimsek 2006, Arinci ve Elhan 2006,
Simsek 1992).

Tunika vaginalisin lamina iki yapragi vardir. Bunlar; lamina visceralis (epiorchium)
ve lamina parietalisdir (periorchium) . Lamina visceralis, sadece testisin 6n kenarin1 ve iki
yiiziinii Orter; arka kenarin medyali ve lateral taraflarinda ise kendi istiine kivrilarak
lamina parietalis ile devam eder. Lamina parietalis ise testisin alt kismindan iist kismina
dogru, funiculus spermaticus’un 6n ve i¢ tarafin1 da kaplayacak sekilde, bir miktar
yukariya dogru uzanir. Lamina parietalis ve lamina visceralis’in arasinda potansiyel bir
bosluk ve bu bosluk i¢inde de eser miktarda ser6z bir sivi bulunur (Dere 1999, Moore ve
dig. 2013, Simsek 1992). Sinus vaginalis’teki az miktardaki sivi parietal ve visseral
yapraklar1 birbirinden ayirarak testisin skrotum ic¢inde serbestge hareketini saglar
(Aktumsek 2006, Arinci ve Elhan 2006).

Tunika albuginea, testisleri Orten kalin, fibr6z bir tabakadir. Elastikiyeti ve
genisleme 6zelligi yoktur. Arka kenardan testis igine dogru girer ve vertikal bir bélme
olusturur. Bu bdlmeye mediastinum testis adi verilir. Mediastinum testis, testis’in
ekstremitas superior’undan ekstermitas inferior yakinina kadar uzanir. Mediastinum
testis‘in Oon ve yan kismindan ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir. Bu uzantilar, testis
parankiminden gecerek tunika albuginea’nin i¢ yiiziine ulasir ve bdylece testisi koni
biciminde lobdllere béler (lobuli testis). Testis parankimini lobuli testis icinde bulunan ve
kivrimli seklinden dolay1 tubuli seminiferi contorti adi verilen kanalciklar olusturur. Her
bir testis kanalcigi, mediastinum testis yakininda tubuli seminiferi recti ad1 verilen diiz bir
kanalcikla uzanir. Biitiin lobiillerden gelen bu kanalciklar mediastinum’a sokulur ve burada
rete testis denilen ag1 olusturur. Lobuli testislerde yapilan spermiumlar rete testis’ten

ductuli efferentes testis adi verilen kanallar araciligi ile epididimise gelir (Aktimsek 2006,
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Arinct ve Elhan 2006, Moore ve dig. 2013, Sancak ve Cumhur 2002, Simsek 1992).
Spermler, kisa diiz borucuklar ile (tubuli seminiferi recti) rete testis’e baglanan tubuli
seminiferi contorti’lerde olusur (Arinci ve Elhan 2006).

Tunika vaskiloza, testisin damar agindan olusur. Tunika albuginea’nin i¢ yuzUn(
orten tabakadir. Bu tabaka tunika albuginea’nin uzantisi olan septula testislerin i¢ yuzeyini
kapladigi i¢in lobuli testis’lerin de etrafinda bir tabaka olusturur (Moore ve dig. 2013).

Testis ve epididimis, aortanin dali olan arteria testikUlarislerden beslenir. Testis ve
epididimisin venleri, 6nce funiculus spermaticus saran bir ag seklinde pleksus
pampiniformisi, daha sonra da birbirleriyle birleserek vena testikiilarisi olustururlar. Bunlar
da sag tarafta vena cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya acilir (Sancak ve

Cumhur 2002).

1.1.2.Testis Embriyolojisi
Embriyonun cinsiyeti, sperm ¢esidi ile déllenme sirasinda belirlenmistir. Ancak

morfolojik 6zellikler, embriyo doéneminin 7. haftasina kadar gelisim gostermez. Genital
sistem erken dénemde her iki cinste de birbirine benzer. Bu yuzden genital sistemin bu
asamasi “seksiiel gelisimin farklanmamis safhasi” olarak adlandirilir. Gonadlar da
“farklanmamis gonadlar” olarak isimlendirilir (Ata 2009; Junqueira ve Carneiro 2009).
Gonadlar (testisler ve overler) U¢ kaynaktan kdken alir (Cizim 1.3). Bunlar;

e Karn arka duvarin1 déseyen mezotel (mezodermal epitel)

e Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

e Primordial germ hucreleri (Junqueira ve Carneiro 2009)

Amniyon kesesi
\"\‘\ Kuyruk

1;ﬂﬁ\'zﬂ kord
1
“, o/

Cizim 1.3.Yolk kesesi duvarinda olusan primordial germ hiicrelerinin konumunu gosteren
ticiincii haftanin sonunda bir embriyo (Sadler 2004).
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Primordial germ hicreleri biiyiik yuvarlak sekilli hiicreler olup 4. hafta basinda
vitelliis kesesi duvarinda, allantoyisin baglangic yerine yakin, endodermal hiicreler
arasinda ortaya c¢ikarlar. Embriyonun katlanmasi sirasinda, vitelllus kesesinin dorsal
parcasi embriyo igerisine dahil olmasi ile, primordial germ hiicreleri de arka bagirsagin
dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara gé¢ ederler (Cizim 1.3). 6. hafta sirasinda
primordial germ hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerler ve gonadal kordonlara
dahil olurlar (Burukoglu ve Baygu 2008, Junqueira ve Carneiro 2009).

Gonadal gelisimin ilk safthalar1 5. haftada ortaya ¢ikar, mezonefrozun medyalinde,
mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin altindaki mezensimin ¢ogalmasi ile
mezonefrozun mediyalinde bir kabariklik (gonadal kabarti) olusur. Parmak seklindeki
epitelyal kordonlar (gonadal kordonlar) altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede
biiyiirler. Farklanmamis gonad, dista yer alan bir korteks ve igte yer alan bir medulladan
olusmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamais
gonadin korteksi ovaryuma farklilasir, medullas:t geriler. Embriyo XY seks kromozom
kompleksini icermekteyse, medulla testise farklilasir, korteks bir takim kalintilar1 birakarak
geriler, dejenere olur (Junqueira ve Carneiro 2009, Maskar 1969, Sahintiirk ve dig. 2007).

Embriyo genetik olarak erkekse, primordial germ htcrelerinin cinsiyet kromozom
seti XY’dir. Testis belirleyici faktéri kodlayan Y kromozomu uzerindeki SRY (sex
determining region Y) geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlar: testis veya mediiller
kordonlar1 olusturmak iizere, c¢ogalmaya devam eden germ hicreleri medullanin
derinliklerine ilerler. Bu kordonlar bezin hilusuna dogru, ileri sireclerde rete testis
tiibiillerini olusturacak ince hiicre siralarindan ibaret bir ag seklinde dagilirlar. Gelisimin
ilerleyen evrelerinde testis kordonlarinin yiizey epiteli ile olan iligkileri tunika albuginea
adli yogun fibr6z bir bag dokusunun araya girmesiyle sona erer (Bozdogan 2012, Maskar
1969, Sadler 2004).

Gonadal sirtin orjinal mezensiminden koken alan interstisyel Leydig hiicreleri testis
kordonlarinin arasinda bulunur ve bu kordonlarin farklanmaya baglamasindan hemen sonra
gelismeye baslarlar. Embriyo gelisiminin 8. haftasinda, Leydig hiicreleri testosteron
tiretmeye baslarlar. Testislerde insan koryon gonadotropin (hCG) hormonu testosteron
Uretimini uyararak, testislerin cinsiyete bagli genital kanal ve dis genital organlarin
gelisimini yonlendirebilmesini saglar (Sadler 2004, Sahintiirk ve dig. 2007).

Testosterona ek olarak, fetal testisler, glikoprotein yapida bir hormon olan

antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleryan inhibitésr madde (MIM) ad1 verilen bir
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hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri) tarafindan salgilanir
ve hormonun salinmasi ergenlige kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH,
uterus ve tuba uterinalara farklilasan, paramezonefroz kanallarinin (Miiller) gelisimini
baskilar (Junqueira ve Carneiro 2009).

Ddordincu ayda, testis kordonlart at nali seklini alir ve bu at nalinin uglar rete testis
ile devam eder. Bu durumda testis kordonlar1 artik primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey
epitelinden koken almig Sertoli destek hiicrelerinden meydana gelmistir (Maskar 1969,
Sadler 2004).

Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlar1 pubertede limenleri agilarak
seminifer tlbuller haline gelirler. Seminifer tlibll duvarinda iki tip hiicre bulunur:

e Destek hucreleri olan Sertoli hiicreleri, testisin yiizey epitelinden gelisir.
e Primordial sperm hiicreleri olan spermatogonialar, primordial germ hticrelerinden

farklhlasirlar (Junqueira ve Carneiro 2009).

Seminifer tiibiiller kanalize olur olmaz rete testis tiibiilleriyle birlesir ve duktuli
eferenslere girerler. Bu eferent duktuslar mezonefrik sistemin geride kalmig bosaltim
tbdlleridir. Duktus deferens olarak bilinen bu kanallar, rete testis ile mezonefrik veya
Wolffian kanallarini birbirine baglarlar (Sadler 2004).

Testisler, genellikle 26. haftada baglayan ve 2-3 gin devam eden, inguinal
kanallardan gecerek skrotuma inis silireci yasamaktadirlar. Testisler, periton ve processus
vaginalis disindan gecerler. Skrotuma girdikten sonra, inguinal kanal, spermatik kord
etrafinda kasilir. Dogumdan sonraki ilk ii¢ ay icerisinde, inmemis testislerin ¢cogu skrotuma
iner. Testislerin skrotuma iniginde, fetal testislerce iiretilen androjenler sayesinde kontrol
edilmesinin yaninda; fetal pelvisin genislemesi, embriyonun boyutlarinin uzamasi, karin igi
organlarin biiylimesi ve karin i¢i basimcin artmasmin rol oynadigi distnilmektedir

(Junqueira ve Carneiro 2009, Maskar 1969).

1.1.3.Testis Histolojisi
Testisler, epididimis ve vas deferensin baglangic kismi tunika vaginalis denilen

mezotelyum boslugu icine alan deriyle kapl bir cep olan skrotal kese iginde yer alirlar

(Abraham 2006). Embriyolojik gelisim sirasinda karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisirler. Fetiislin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum iginde
spermatik kordonlarin uglarinda asili olarak bulunurlar. Skrotuma dogru gerceklestirdikleri
bu gb¢ nedeniyle her bir testis kendisiyle birlikte peritonu, tunika vaginalis adi verilen

seréz bir kese seklinde skrotum igine slrlkler. Her bir testisin anterior ve lateral



yiizeylerinin belirli bir kismin1 kaplayan peritondan kokenlenmis ser6z kesedir. Dista
parietal, icte visseral bir tabakadan olusur ve testisin 6n ve yan kisimlarinda tunika
albugineay: orter (Gartner ve Hiatt 2016, Junqueira ve Carneiro 2009).

Testisler, tunika albuginea olarak isimlendirilen sik1 bag dokusundan olusan kalin
bir kapsul ile cevrilidir (Ross ve Pawlina 2014). Tunika albuginea testisin arka yuziinde
kalinlasarak mediastinum testis adi verilen yapiyr olusturur. Buradan bezin i¢ine giren
fibroz uzantilar (septum), bezi testis lopguklari denilen yaklasik 250 adet piramidal
bolmeye ayirir. Genellikle bu bélmeler birbiriyle baglantihidirlar. Her lobiilde gevsek bag
dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tibul bulunur (Pan ve dig. 1998). Bu bag dokusu bol
miktarda kan ve lenf damari, sinirler, makrofajlar ve Leydig hiicreleri adi verilen
interstisyel hiicreleri icerir. Seminifer tiibiiller erkek lireme hiicreleri olan spermatozoonlari
tiretirken, interstisyel hiicreler testis androjenlerini salgilar (Abraham 2006, Junqueira ve
Carneiro 2009, Ross ve Pawlina 2014).

Kapsulin i¢ kismi olan tunika vaskiiloza kan damarlari igeren gevsek bir bag
dokusudur (Ross ve Pawlina 2014). Tunika vaskiiloza, tunika albugineanin testis igindeki

uzantilarinin i¢ yiizeyini orter ve bitin tibdlleri distan sarar (Gartner ve Hiatt 2007).

1.1.3.1.Seminifer Tubuller
Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tubul bulunur. Her bir seminifer tibdl;

caplar1 yaklasik 150-250 um ve boylar1 30-70 c¢cm olan; iki ucu U seklinde ve rete testise
acilan tiiplerdir (Gartner ve Hiatt 2016). Bir testisteki ttbdllerin toplam uzunlugu yaklasik
250 metredir. Tibiiller kivrimhidir ve uglarina dogru liimeni daralarak diiz tubuller ya da
tubuli rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eden kangallar seklinde uzanir. Bu
duz tabdller, seminifer tlbulleri rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu
bir labirente baglar (Junqueira ve Carneiro 2009 ). Rete testis, seminifer epitelin Grunlerini
(testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar ag: biitiintidiir (Abraham
2006). Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile
epididimin bas kismina baglanmaktadir (Cizim 1.4) (Junqueira ve Carneiro 2009;
Sahintiirk 2000).
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Cizim 1.4. Seminifer tibil epiteli (Gartner ve Hiatt 2003)

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag doku kilifi, belirgin bir bazal membran ile
karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibroz
tunika propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal membrana yapisik olan en
icteki katman, diz kas ozellikleri gosteren yassilagmis miyoid hiicreler igerir.

Seminifer tiibiillerin arasindaki boslugu kan damarlari, lenfatik kanallar ile
sinlizoidler, makrofajlar ve androjen {ireten hiicre gruplari olan interstisyel (Leydig)
hlcreleri doldurur (Abraham 2006, Gartner ve Hiatt 2007, Junqueira ve Carneiro 2009).

Seminifer epitelde iki tip hiicre vardir: Sertoli (destek) hicreleri ve spermatogenez
serisini  olusturan hiicreler (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler).
Spermatogenez serisinin hicreleri 4-8 tabaka halinde organize olmustur; goérevleri
spermatozoonlari tiretmektir. Spermatozoonlarin Uretimi spermatogenez olarak adlandirilir.
Bu sure¢, mitoz ve mayoz hiicre bolinmeleri igerir ve hiicreler sonunda spermatozoonlara
farklilagir; bu asama spermiyogenez olarak adlandirilir (Junqueira ve Carneiro 2009,
Gartner ve Hiatt 2016).



1.1.3.1.1. Miyoid Hucreleri
Miyoid hiicreler hareketsiz spermlerin rete testise ilerlemesi icin gerekli ritmik

kasilma aktivitelerinden sorumludurlar. Spermler epididimal kanaldan gectikten sonra ileri
motilite 6zelliklerini kazanirlar (Abraham 2006).

Tunika propria fibroblast iceren ¢ok katli bir bag dokusudur, peritibller doku
olarak da adlandirilir. Seminifer tiibiil etrafin1 ¢evreleyen 3-5 kat miyoid hiicre ve kollajen
fibril katmanindan olusmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Bazi hayvanlarda miyoid hiicreler ultrastriktiirel olarak incelendiginde,
sitoplazmalarinda Gok sayida aktin filamentleri ve bazal membrana sahip olmalar1 yonuyle
diz kas hucrelerine benzedikleri gosterilmistir. Fibroblastlarinda diiz endoplazmik
retikulum icermeleri sayesinde kollajen sentezinde gorev almaktadirlar (Gartner ve Hiatt
2016, Ross ve Pawlina 2014).

Spermatozoon ve testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden duktus epididimise
ulagsmas1 miyoid hiicrelerin ritmik kasilma hareketi ve peristaltik hareketin saglanmasi
sonucunda gergeklesir. Miyoid tabakanin en disinda kan damarlari, yaygin lenf damarlar

ve Leydig hiicreleri bulunmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

1.1.3.1.2. Sertoli Hucreleri

Sertoli hiicreleri; spermatogenez serisindeki hiicreleri saran, bazal membrandan
seminifer tiibiil liimenine dogru uzanan, uzun ve piramidal hicrelerdir. Destek hiicreleri ya
da sustentakdler hiicreler olarak da bilinmektedir. Tiibiiller aras1 bosluk ve seminifer tiibiil
ltiimeni arasinda koprii hiicreleri olarak gorev alirlar (Abraham 2006, Junqueira ve Carneiro
2009, Ross ve Pawlina 2014).

Sertoli hucreleri puberteye kadar seminifer epitelin dominant hucre tipidir.
Puberteden sonra postmitotiktir. Seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %210’unu
olusturur. Daha ileri yastaki erkeklerde spermatojenik hiicre populasyonu distiigiinde,
Sertoli hiicreleri tekrar epitelin ana elemani haline gelir. Erigkin testisinde mitotik hticre
bolinmesi gozlenmez (Abraham 2006).

Isik mikroskobunda, gelismekte olan spermatojenik hiicrelere kriptalar saglayarak
ev sahipligi yapmak i¢in ¢ok sayida yan uzanti bulundurmasi nedeniyle, Sertoli hiicresinin
sinirlart 1yi belirlenemez. Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda, bu hiicrelerin
genislemis diiz endoplazmik retikulum ve dar graniillii endoplazmik retikulum, iyi gelismis
Golgi kompleksi, mitokondriyon, lizozomlar ve lipid damlaciklar1 ve zengin bir hiicre
iskeleti (vimentin, aktin mikrotiibiiller) igerdigi gosterilmistir. Siklikla {iggen bigiminde

9



olan ¢ekirdeginde ¢ok sayida girinti, belirgin cekirdekcik ve az miktarda heterokromatin
bulunur (Abraham 2006, Gartner ve Hiatt 2007, Junqueira ve Carneiro 2009, Ross ve
Pawlina 2014).

Bazolateral bolgelerinde, Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleri ile okludens
baglantilar1 olustururlar. Bu baglantilar; seminifer epiteli bir bazal ve adluminal
kompartmana bdler ve gelismekte olan spermatojenik hiicreleri otoimmiin reaksiyonlardan
koruyan kan-testis bariyeri olarak da adlandirilan elemanlar1 belirlerler (Abraham 2006).
Sertoli hiicrelerinin su fonksiyonlar1 vardir;

= QGelismekte olan spermatojenik hiicrelerin  desteklenmesi, korunmasi ve

beslenmesinin dizenlenmesi,

= Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidiiel (artik)
cisimcikler olarak adlandirilan fazla hiicre kisimlarinin fagositoz ile elimine edilmesi,

= Olgun spermatidlerin aktin-aracili kasilmalarla, spermiyasyon denilen bir siireg,
seminifer tiibiil limenine salinimini kolaylastirilmas,

» Gelismekte olan spermatositlerin ve spermatidlerin otoimmdan reaksiyonlardan
koruyan kan-testis bariyeri olarak da adlandirilan bazolateral (alt yan yiiz) baglantilar ile
kandaki zararl1 maddelere kars1 korunmasi,

» Seminifer tlibiil liimenine genital kanallar yoniinde akan ve sperm taginmasi i¢in
kullanilan bir s1v1 salgilanmasi,

=  AMH iiretimi sayesinde erkek fetiiste Miiller kanallarinin gerilemesinin saglanmasi,

= Seminifer tubdl iginde spermatogenez icin gerekli olan testosteronun
yogunlagmasini saglayan androjen-baglayici proteinin (ABP) salgilanmasi,

= Inhibin ve aktivin altiinitelerini (o ve B alt iiniteleri) salgilayarak hipotalamus ve
on hipofizden salinan gonadotropin salgilatic1 faktor ve FSH salinimu iizerine negatif ve
pozitif feedback (geri etkili) bir etki gosterilmesi,

» Ureme hiicrelerine demir tagidigina inanilan testikiiler transferinin sentezlenmesi ve
salgilanmasinda gorev alinmasi (Abraham 2006, Bloom ve Fawcett 1994, Gartner ve Hiatt
2016, Jungueira ve Carneiro 2009).

1.1.3.1.3. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal membran ile direkt iliskide olan
yaklasik 12 pm capinda diploid spermatojenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki

tikayict baglantilarin altinda yer alir. Bu nedenle kan-testis bariyerinin diginda yer alirlar.
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Spermatogonyumlar; spermatogonyal kok hiicreden kdken alir ve puberte ¢caginda
mitoz bolinmeyle ¢ogalmaya baglar ve yeni hiicreler olusur (Abraham 2006, Junqueira ve
Carneiro 2009).

Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilir: A tipi spermatogonyumlar
olarak da isimlendirilen kok hicreler olarak bolinmeyi surddrebilir. Ylksek mitotik
aktivite gosterirler, ya ayni tipte daha fazla hiicre ya da tip B spermatogonyumlari
olustururlar. B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan Onciil
hlcrelerdir. Mitoza girerek primer spermatozoay olustururlar (Abraham 2006, Gartner ve
Hiatt 2016, Ross ve Pawlina 2014).

Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde onemli etkileri vardir. Bu
hicreler kismen sessiz hiicreler oldugu i¢in radyasyon ve kanser kemoterapisine
direnclidirler. Mitotik olarak bollinen spermatogonyumlar, mayotik béliinen spermatositler
ve farklilasmakta olan spermatidler ise kanser kemoterapisine ve radyasyona duyarhdirlar
(Abraham 2006, Sahintiirk 2000).

1.1.3.1.4.Primer ve Sekonder Spermatositler
Basarili mitotik boliinmeler gegirdikten sonra, tip B spermatogonyumlar, son S

fazimm (DNA sentezi) tamamlayarak mayoz bolinmenin profaz asamasina girerler.
Spermatojenik hiicrelerin yasam siiresindeki esas DNA sentez aktivitesinin bu son turu,
mayozun profaz I asamasina baslayan bir primer spermatositin spermatogonyuma gore iki
kat DNA miktarina sahip olacagini belirler. Primer spermatositler 46 kromozom (44+XY)
ve 4N DNA (N haploid kromozom sayisini [insanlarda 23 kromozom] ya da bu kromozom
takimindaki DNA miktarin1 gésterir) icerir (Abraham 2006, Junqueira ve Carneiro 2009).
Spermatositler iki basarili mayotik hiicre boéliinmesi gecirirler ve Sertoli hucreleri
arasindaki tikayict baglantilarin  hemen {izerinde, seminifer tibilun adluminal
kompartmaninda yer alirlar. Dolayisiyla, mayoz boliinmenler kan-testis bariyeri icinde
gerceklesir (Abraham 2006, Gartner ve Hiatt 2016).

Olusmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz bdoliinmenin profazina
girerler. Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olugturmak {izere birinci
mayoz bélinmeye gider. Primer spermatositler spermatojenik serinin en buyuk hicreleridir
ve ¢ekirdeklerinde, sarmalanma siirecinin degisik asamalarinda kromozomlarin bulunmasi
ile taninirlar. Birinci mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatositler olarak adlandirilan
ve yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) iceren daha kiiciik hiicreler olusur. Sekonder

spermatositler ¢ok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve belirgin bir DNA sentezi olmayan
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ikinci mayoz boltinmeye giderler. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin g6zlenmesi
zordur, ¢iinkii bunlar interfazda ¢ok kisa siire kalan ve ¢abucak ikinci mayoz boliinmeye
giren kisa omiirlii hiicrelerdir. Her bir sekonder spermatosit artik herhangi bir hiicre
boliinmesi gostermeden sperm seklinde olgunlasan iki adet haploid spermatid meydana
getirir. Dollenmeyle bunlar diploid sayiya donerler (Abraham 2006, Junqueira ve Carneiro
2009, Ross ve Pawlina 2014, Sternberg 1997).

1.1.3.1.5. Erken ve Ge¢ Donem Spermatidler

Haploid spermatidler seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal kompartmanda
yerlesen, Sertoli hucre sitoplazma kriptalari iginde gomiilii, kiigiik boyutlart (7-8 pm
capta), yogunlasmis kromatin bolgeleri igeren ¢ekirdekleri ile ayirt edilebilir hiicrelerdir
(Abraham 2006, Junqueira ve Carneiro 2009).

Spermatidin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakiinda yer alan belirgin bir Golgi
kompleksi, mitokondriyumlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik
retikulum tiballerini icerir. (Junqueira ve Carneiro 2009).

1.1.3.1.6. Spermatozoon (Olgun Spermatozoa)
Olgun bir insan spermatozoonu yaklasik 60 um uzunlukta olup; bas ve kuyruktan

olusur (Cizim 1.5) (Bloom ve Fawcett 2002).

Oirta parca -

Baglant parcas {:

Bas 4

Cizim 1. 5.0lgun spermatozoon (Gartner ve Hiatt 2003)
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Bas: Yaklasik 4.5-5 um uzunlugunda, 3 um genisliginde ve 1 pm kalinligindadir.
Spermatozoanin bas kismi yassidir, 23 kromozomlu homojen bir nukleusa sahiptir (Gartner
ve Hiatt 2016). Cekirdek basin biiyiikk kismini olusturur ve 2/3’l0K 6n kismi hidrolitik
enzimleri iceren akrozomla orttludir. Akrozomal enzimler, oositi saran korona radiyata ve
zona pellusida’ya spermatozoon girisini kolaylastirmak i¢in ddllenme aninda salinir
(Sternberg 1997).

Kuyruk: Sperm kuyrugu; baglant1 (boyun) pargasi, orta parga, esas parga ve son
parca olmak {iizere dort kisimdan olusur. Baglanti (boyun) parcasi yaklasik 5 um
uzunlugunda, ¢ekirdege tutunmus proksimal sentriyol ve aksoneme kaynaklik eden distal
sentriyolii bulunduran dar bir parcadir. Boyun sentriyolleri ve kuyrugun geri kalan
kisminin dokuz adet dis yogun fibriller ile tutunmus baglant1 pargasini igerir. Orta parca
yaklasik 7 pm uzunlugunda olup spermatozoonun dairesel diizenlenmis mitokondriyonunu
iceren kuyruk bolimuduar. Esas parga, kuyrugun en uzun pargasidir ve yaklasik 45 pm
uzunlugundadir. Dis yogun lifle sarili merkezi aksonem ve fibroz bir kiliftan olusur. Son
parca yaklasik 5 um uzunlugundadir. Dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasi
nedeniyle sadece aksonemi kapsar ve kuyrugun en kisa pargasidir (Bloom ve Fawcett
2002, Gartner ve Hiatt 2016, Sternberg 1997 ).

1.1.3.2. interstisyel Alan

1.1.3.2.1. interstisyel Bag Dokusu

Testisin interstisyel dokusu, androjen iiretimi agisindan énemlidir. Testislerde
seminifer tlibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kapillerler ve lenf damarlari ile
doludur. Bag dokusu degisik tipte hicreler (fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu
hlcreleri, mast hucreleri, makrofajlar) icerir. Ergenlikte, testisin interstisyel ya da Leydig
hicreleri de fonksiyonel olarak belirgin hale gelir (Abraham 2006, Junqueira ve Carneiro
2009).

1.1.3.2.2. Leydig Hucreleri

Leydig hiicre topluluklari, kan damarlar1 ve lenfatik kanal veya sinozoidler
yakininda, intertiibiiler alanda yerlesmistir. Yuvarlak ya da g¢okgen sekilli, c¢ekirdegi
merkezde ve kiigiik lipid damlaciklarindan zengin, tiibiiler kristali mitokondriyumlar ve iyi
gelismis bir diiz endoplazmik retikulumu igeren, eozinofilik sitoplazmasi bulunan bir
hiicredir. Bazilari, heniiz kesin yapist bilinmeyen sari-kahverengi bir pigment olan

lipokrom pigmenti igerir. Sitoplazmalarinda insana 6zgii, 6zellikle elektron, bazen de 151k
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mikroskobunda belirgin olarak goriilen ve heniiz fonksiyonlar1 bilinmeyen renksiz Reinke
kristalleri bulunur (Abraham 2006, Gartner ve Hiatt 2016, Junqueira ve Carneiro 2009,
Ross ve Pawlina 2006).

Bu hucreler, mitokondriada ve diiz endoplazmik retikulumlarinda bulunan enzimler
tarafindan erkeklik hormonu olan testosteronu Uretirler. Spermatogenez, embriyonal ve
fetal yasam sirasindaki cinsiyet farklilasmasi ve gonadotropin salgisinin kontrolii agisindan
testosteron Onemlidir. Serumda bulunan testosteronun yaklasik % 95°i Leydig hucreleri
tarafindan sentezlenir, kalan testosteron adrenal korteks tarafindan iiretilir. Ergenlikte ve
erigskinde viicuttaki ¢ogu organ ve dokuda etki goOsterir (Abraham 2006, Junqueira ve
Carneiro 2009).

Interstisyel hiicrelerin hem fonksiyonlar1 ve hem de sayilar1 hormonal uyarilara
baghdir. insanda gebelik sirasinda plasentadan {iretilen gonadotropik hormon, anne
kanindan fetiise geger ve androjenik hormonlar1 iireten bol miktardaki fetal testis
interstisyel hiicreleri uyarir. Bu hormonlarin varligi, erkek genital organlarinin embriyonik
farklilasmasi i¢in gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin 4. ayma kadar
tamamen farklilasmis olarak kalirlar ve sonra testosteron sentezinde bir azalmayla birlikte
gerilerler. Daha sonra gebeligin geri kalani boyunca ve hipofizden salgilanan luteinizan
hormon (LH) uyaris1 altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 puberte

oncesi doneme kadar dinlenmede kalirlar (Junqueira ve Carneiro 2009, Sternberg 1997).

1.1.3.3. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan olgun sperme doniisme asamasindaki bir
sireci kapsamaktadir (Cizim 1.6) . Puberteden kisa bir siire 6nce, hipofizden salinan

gonadotropinler sayesinde baslar ve hayat boyu devam eder (Sternberg 1997).
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Cizim 1.6. Germ hiicrelerinin gecirdigi evreleri gosteren ¢izim (Junqueira ve

Carneiro 2009)

Spermatogenez sreci t¢ bolumde incelenmektedir:
1) Spermatositogenez

2) Mayoz

3) Spermiyogenez (Sternberg 1997)

1.1.3.3.1. Spermatositogenez

Spermatogonyumlarin mitozla ¢ogalarak ve primer spermatosite farklilagmasidir.
Bir ya da daha fazla mitotik boliinmeden sonra farklilagmamis kok hiicreler olan tip A
spermatogonyumlar olarak devam ederler ya da mitotik sikluslar boyunca farklilasarak tip
B spermatogonyumlart olustururlar. Sertoli bariyerinden gecen her bir tip B
spermatogonyum bulylyerek, daha buyuk yuvarlak hicreler olan primer spermatosit halini
alir. Primer spermatositler, birinci mayozun profazina girerler (Gartner ve Hiatt 2016,

Jungueira ve Carneiro 2009, Ross ve Pawlina 2014, Sahintiirk ve Ercakir 1999).

1.1.3.3.2. Mayoz Bélinme

Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak iizere birinci
mayoz boliinmeye gider. Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve
belirgin bir DNA sentezi olmayan ikinci mayoz bolinmeye giderler. Her bir sekonder
spermatosit herhangi bir hiicre boliinmesi gostermeden sperm seklinde gelisen iki adet
spermatid meydana getirir (Abraham 2006).
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Birinci mayoz bolinmenin sonunda, primer spermatositin 4N DNA miktar1
sekonder spermatositte 2N’ye diiser. ikinci mayoz béliinmenin sonunda 2N DNA miktar1
IN’ye diiser. Meydana gelen spermatidler haploid spermatidlerdir ve spermiyogenez
denilen bir farklilasma siirecini baslatirlar.

Birinci mayoz bolinmenin profazinda eslesmis homolog kromozomlar ayrilirken,
ikinci mayotik boliinme sirasinda interfaz sathasinin S asamasinda DNA miktar1 iki katina
cikarilmamasi sebebi sirasi ile; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz asamalarindan sonra
kardes kromatidler yavru hiicreler olan haploid spermatidlere dagilirlar (Abraham 2006,
Gartner ve Hiatt 2016, Ross ve Pawlina 2014)

1.1.3.3.3.3. Spermiyogenez

Haploid spermatidler seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal kompartmaninda
yerlesmiglerdir. Sertoli hiicre sitoplazma kriptalar: iginde goémiiliidiirler. Spermiyogenez
spermatidlerin hiicre bdliinmesi ger¢eklesmeden spermatozoona doniistiigii siire¢ olup

spermatogenezin son asamasidir (Cizim 1.7) (Abraham 2006, Junqueira ve Carneiro 2009).

Ara
Alcrozomal faz  Erken maturasyon ’
Spermatid Golgi fan fan maturasyon

fan

Niildeus -

Alrozomal vezikdil  Alkrozomal kep

Cizim 1.7.Spermiyogenezin agamalar1 (Gartner ve Hiatt 2003)

Spermatidler, kii¢iik boyutlar1 (7-8 um ¢apta), yogunlasmis kromatin bolgeleri
iceren  c¢ekirdekleri ile ayit edilebilirler.  Spermatidlerin  sitoplazmasinda
mitokondriyumlar, bir sentriyol cifti, serbest ribozomlar ve granulsiz endoplazmik
retikulumu bulunur. Cekirdeginin hemen yaninda ise Golgi kompleksi yer almaktadir
(Gartner ve Hiatt 2007, Junqueira ve Carneiro 2009).

Spermiyogenez dort faza ayrilir (Abraham 2006, Gartner ve Hiatt 2016, Ross ve Pawlina
2014) :
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1.1.3.3.3.1. Golgi Faz1
Proakrozomal graniiller olarak adlandirilan PAS-pozitif kicuk granlller Golgi

kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek zarla sinirli bir akrozom vezikiiliintin

iginde yer alan tek bir akrozom graniilii olustururlar. Sentriyoller go¢ ederek akrozomun
olustugu bolgenin kars1 tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma gelirler. Flagellar
aksonem olusmaya baglar ve sentriyoller yeniden ¢ekirdege dogru go¢ ederken hareket
ettikge aksonem komponentleri ¢evresine sarilir (Gartner ve Hiatt 2016, Junqueira ve
Carneiro 2009, Ross ve Pawlina 2014).

1.1.3.3.3.2. Bashk (Cap) Faz1

Bu fazda, akrozom vezikiili ¢ekirdegin on yarisindan fazlasini sarar. Bu yapi
akrozomal kep olarak adlandirilir. Cekirdekteki yogunlasma devam ederken, cekirdek

etrafin1 saran akrozomal kep kalinlagir. (Gartner ve Hiatt 2016, Ross ve Pawlina 2014).

1.1.3.3.3.3. Akrozom Faz1
Akrozom hyaluronidaz, nérominidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri aktivitesi olan

proteaz gibi bazi hidrolitik enzimleri igerdigi i¢in lizozomun o&zellesmis tipi oldugu
sOylenebilir. Bu enzimlerin, yumurtay1 ¢evreleyen korona radiata hucrelerini birbirinden
ayirdig1 ve zona pellusidayi sindirdigi bilinmektedir. Bu iglem akrozom reaksiyonu olarak
bilinir ve fertilizasyonun ilk basamaklarindan biridir.

Bu fazda spermatid kendisini yeniden diizenleyerek basini Sertoli hiicresine dogru
gomiilii bir bicimde tutar. Gelismekte olan kamgi seminifer tiibiil liimenine uzanir.
Spermatidin yogunlasan ¢ekirdegi yassilasir ve uzar. Ayni zamanda akrozom hiicre zarinin
On kismina hareket eder. Sitoplazmik mikrotiibiiller organize olarak silindir haline gelirler
ve ¢ekirdegi cevreleyen manset meydana gelerek spermatidin arka kismina dogru ilerlerler.

Sentriyollerden biri geliserek kamgiy1 olusturur. Hiicre zar1 gelisen flagellumu da
sarar. Mitokondriler de flagellumun proksimal parcasi etrafinda toplanarak orta parga
olarak isimlendirilen kalinlasmig bodlgeyi olusturur. Bu bodlge spermatozoonlarin
hareketlerinin kaynagini1 aldig1 yerdir (Gartner ve Hiatt 2016, Junqueira ve Carneiro 2009,
Ross ve Pawlina 2014).

Cekirdekteki kromatin yogunlasir. Somatik histonlar arjinin ve lizinden zengin

protaminlerle yer degistirerek sperme 6zel histonlara doniistir (Abraham 2006).

17



1.1.3.3.3.4. Olgunlasma Faz

Spermatid sitoplazmasinda olusan artik cisimler spermiyasyon asamasinda birakilir
ve Sertoli hiicrelerince fagosite edilir. Sonuncu spermatid olgunlagma evresi sirasinda
mitokondriyumlar gelisen flagellum (kamg1) boyunca dizilmelerini tamamlarlar. Flagellum
keratin iceren dis yogun lifler ve bir fibroz kilif ile ¢evrilidir. Aksonem es merkezli 9+2
mikrotiibiil ¢iftinden olusur. Cekirdek uzar yogunlasir ve mansetin kaudaline ilerler.
Olgunlagma islemi, ¢ekirdek son uzamis, yogunlasmis seklini aldiginda, manset dagilmaya
basgladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize oldugunda tamamlanir (Bloom ve
Fawcett 2002).

Spermatidler tiibiiliin liimenine dogru hareket ederler. Sertoli hiicreleri ile
aralarindaki sitoplazmik kopriiler varligimi siirdiirmektedir. Seminifer epitelde belirli
spermatojenik hucreler sadece diger belirli spermatojenik hiicrelerle baglantilidirlar.
Seminifer tiibiil seritinde farkli hiicre gruplarimin bir serisi bir dongii tamamlanincaya
kadar devam eder. Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik
koprilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma olur

(Jungueira ve Carneiro 2009, Karaaslan 2009, Sternberg 1997).

1.1.4. Testisin Histofizyolojisi
Hormonlar, spermatogenez Uzerinde en 6nemli uyaricilardir. Bunlar (Ackermann

2006, Patton 1989, Sahintiirk ve Ergakir 1999) :

1. Testosteron: Testisin interstisyel dokusunda yer alan Leydig hiicreleri tarafindan
salgilanir. Spermatojenik hucrelerin biyumesi ve bélinmesi igin gerekli ve ikincil cinsiyet
karakterlerinin devam ettirilmesinden de sorumludur (Sahintiirk ve Ergakir 1999).

2. Luteinizan hormon (LH) : On hipofizden salgilanir. Leydig hiicrelerini uyararak
testosteron salgilatir. Hipofizden LH salgilanmasi negatif geri besleme ile diizenlenir.
Testosteron sentezinin artmasiyla LH salinimi baskilanir ve tersine testosteron diisiik ise
LH salinimi artar (Patton 1989, Sahintiirk ve Ercakir 1999).

3. Folikil stimilan hormon (FSH) : On hipofizden salgilanir. Sertoli hiicrelerini, adenil
siklaz yapimini ve dongiisel adenozin monofosfat (cAMP) artisini uyarir. Ayrica

Androjen baglayict protein (ABP)’ nin sentez ve salgilanmasini harekete gegirir. Daha
sonra ABP testosterona baglanarak bu hormonu seminifer tiibiil liimenine tasir. Boylece
spermatogenez uyarilmis olur. Bu uyart olmazsa spermatidlerin sperme doniismesi

gerceklesmez (Patton 1989, Sahintiirk ve Ergakir 1999).
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4. Ostrojenler: FSH sonucunda uyarilan Sertoli hiicresinde testosterondan yapilmaktadir
(Ackermann 2006, Sahintiirk ve Ergakir 1999).

5. Biiylime hormonu (GH) : Diger hormonlar gibi testisin metabolik fonksiyonlarinin
kontroll icin gereklidir. GH spermatogonyumun erken bolinmesini destekler, yoklugunda
ise spermatogenez durur ya da sekteye ugrar (Patton 1989, Sahintiirk ve Ergakir 1999).

6. Inhibin ve Aktivin: Adenohipofizden FSH salgilanmasi inhibinler tarafindan
baskilanirken, aktivinler tarafindan uyarilir (Patton 1989).

37°C olan viicut sicakliginin altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
reglilasyonunda sicaklik ¢ok Onemlidir. Testislerdeki sicaklik yaklagik 35°C’dir ve bu
birka¢g mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir vendz ag olan pampiniform pleksus testis
arterlerinin etrafin1 sararak testis sicakliginin stirdiiriilmesini sicakligi dagitmak icin ters
yonli akimla sicaklik degisimi yaparak saglamaktadir. Diger bir faktor ise, diisiik
sicakliklarda spermatik kordondaki kramester kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha
yiiksek bir 1sida kalabilecegi inguinal kanallara gekilmesidir (Ackermann 2006, Patton
1989).

Insanda giinliik sperm {iretimi testis basina 94.6 milyon olarak hesaplanmistir.
Spermler, disi iireme yollarinda normalde mevcut olan sivi akintisina karsi hareket etme
yetenegine sahip olmasina pozitif reotaksis, disi iireme yollarinda bazi kimyasal maddeler
tarafindan ise kendisine dogru c¢ekilmesine pozitif kemotaksis denir (Patton 1989,
Sahintiirk ve Ercakir 1999).

1.1.4.1.Kan-Testis Bariyeri
Insanlar da dahil pek ¢ok tiirde, Sertoli hiicreleri arasinda olusturulmus sik1 baglanti

birimlerinden kan ve lenfatik yolla gelen maddelerin seminifer tibdller icerisine gegisini
kontrol eder. Puberte Oncesi insan testisinde, komsu Sertoli hiicrelerinin karsilikli gelen
membranlar1 arasinda sadece birbirine ge¢mis parmaksi uzantilar goriiliir. Pubertenin
baslamasiyla birlikte bunlar islevsellik kazanirlar. Bu bariyerin olusmasi ise, Sertoli
hlcrelerinin bolinmeyen hiicre konumuna gegmesi ve spermatogenezisin baslamasi ile es
zamanli olarak gerceklesir. Kan-testis bariyeri; haploid erkek gamet icin immunolojik
bakimdan korunmus bir bolgenin yaratilmasini, Sertoli hiicreleri arasinda baglantilarin
strddrilmesini ve ylksek secicilikte gecirgenligi sayesinde germ hiicre gelisimi i¢in ideal

mikro ¢evrenin siirdiiriilmesini saglamaktadir (Borgen ve dig. 1992).
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1.2.KANSER VE KEMOTERAPI
Kanser biiylime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimidir. Somatik

genetik hastaliklarin en yaygin ve en komplike olamidir (Futreal ve dig. 2001).

Diinyada en ¢ok oOlim nedeni olan hastaliklardan biri kanserdir ve hicre
proliferasyonu, diferansiyasyonu ve olimini regule eden genlerde bozukluk sonucu ortaya
cikar (Olah 2005).

Kanser, hem cevresel hem de kalitsal etkenlerin olusturdugu degisiklerden
kaynaklidir ve hiicrenin genetik materyalini ilgilendirdigi i¢in, genetik bir hastalik olarak
kabul edilmektedir (Mocan 2007).

Kanser hiicrelerini karakterize eden 6zellikler tanimlanmistir. Bunlar;

-Blylme sinyalleri olusturabilme,

-Biiyiimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlasma,

-Programlanmis hiicre 6liimiinden (apoptoz) kagabilme,

-Sinirsiz boliinme,

-Cogalma potansiyeline sahip olma,

-Anjiogenezi strekli destekleyebilme, invazyon ve metastaz yapabilme 6zellikleridir (Olah
2005).

Gunumuzde kanser tedavilerinde yaygin olarak cerrahi, radyoterapi, immunoterapi
ve kemoterapi kullanilmaktadir (Olgun ve Simsek 2010).

Kemoterapi, hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden Ozellikle kontrolsiiz
cogalan hiicrelere karsi segici Oldiiriicii etkileri olan timor hicrelerinin buyimesini,
cogalmasini durdurmak veya yok etmek amacini tasir (Akyol 2004).

Kemoterapotik ajanlar en fazla hiicreler proliferatif donemde iken etkilidirler. Cogu
kemoterapotik ilag kanserli hicrelerin normal hiicrelere goére hizli biiyiimesi ve
cogalmasini yok edilmesi seklinde gelistirilmistir. Ancak bazi normal hiicrelerde de benzer
oOzellikler bulunmaktadir. Normal hiicreler de kemoterapiyle dogrudan etkilenmekte ve yan
etkileri de meydana gelmektedir. Bu yan etkiler daha ¢ok kan hucreleri, gastrointestinal
sistemdeki hiicreler, kil folikiilleri ve spermler gibi hizli béliinebilen hiicreler iizerinden
olmaktadir. Bu etkilerin disinda bazi kemoterapotikler kalp, bobrekler, mesane, akcigerler
ve sinir sistemi organlart gibi hayati organlar Uzerinde de olumsuz etkiler
olusturabilmektedir (Akyol 2004, Yeter 2006).

Kemoterapotikler normal doku ve hiicrelerde farkli seviyelerde yan etkilere sahip
oldugu igin erkek infertilitesi tizerinde meydana getirdigi olumsuz faktOrlerdendir.

Spermatogenezdeki aksakliklar, sperm kalite parametrelerindeki bozukluklar, ejaktlasyon
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bozuklugu, hipotalamus-hipofiz-gonad eksenindeki fonksiyon bozuklugu, cinsel fonksiyon
bozuklugu gibi olumsuz durumlar kemoterapotiklerin iireme sisteminde meydana getirdigi
yan etkiler arasinda gosterilmektedir. Testisteki Leydig ve Sertoli hiicreleri kismen
kemoterapotiklere direncli iken, germinal epitel bu ilaglara duyarlidir. Ancak kullanilan
kemoterapi protokoliiniin ilag sayisi, dozlar1 ve uygulama surelerine bagli olmakla birlikte,
germinal  epiteldeki  kok hicrelerin  saglam  kalmasiyla beraber, tedavinin
sonlandirilmasindan belli bir zaman periyodunda spermatogenez geriye donebilmektedir
(Ragheb ve Sabanegh 2010, Sabanegh ve Ragheb 2009, Trottmann ve dig. 2007, Yeter
2006).

Kanserli insan ve hayvanlarda yapilan pek ¢ok calismada hormon uygulamalarinin,
sperm ve testikller doku kriyoprezervasyonunun, testikiler biyopsi araciligiyla in vitro
spermatogenezin, testis transplantasyonunun ve ¢esitli antioksidan maddeleri bulunduran
alternatif uygulamalarin kemoterapiden 6nce ya da kemoterapi esnasinda ilaglarin erkek
tireme sistemindeki yan etkilerinin azaltilmasi veya Onlenmesinde etkili oldugu
belirtilmektedir. Bu ¢alismalarin pek c¢ogunda kemoterapotiklerin genellikle oksidatif
stresle iliskili veya iliskisiz DNA hasar1 olusturma mekanizmasiyla erkek {ireme
sisteminde yan etkilere sebep oldugu, dolayisiyla da farkli yapidaki birgok antioksidan
maddenin koruyucu rollere sahip oldugu bildirilmektedir (Ceribas1 ve dig. 2010, Meistrich
1999, Ragheb ve Sabanegh 2010, Schrader ve dig. 2001, Tempest ve dig. 2008).

1.2.1. Antineoplastik (Antikanser) Ilaclar
Kemoterapotik ajanlar, kimyasal yapilarina ve hiicredeki aktivitelerine gore;

alkilleyiciler, antimetabolitler, sitotoksik antibiyotikler, alkoloidler, enzimler,
kortikosteroidler (hormonlar ve hormon antagonistleri) olmak tizere etki mekanizmalar1
birbirinden tamamen ¢esitli kategorilere ayrilirlar (Ozalp 2008).

- Alkillleyici ajanlar ve ilgili bilesikler, DNA ile kovalent baglar olusturarak etki ederler ve
boylece replikasyonu engellerler. Busulfan, Melphalan, Karmustin, Lomustin,
Klorambusil, Karboplatin, Cisplatin, Dakarbazin, Siklofosfamid, Prokarbazin, Ifosfamid,
Nitrojen mustard alkilleyici ajanlar arasinda yer alir.

-Antimetabolitler, DNA senteziyle ilgili bir veya daha fazla yolu bloke eder ve yikarlar.
Allopirinal, Fluorourasil, Metotreksat, 6-Merkaptopurin, Hidroksiurea, Floksuridin,
Gemsitabin, Fludarabin, 6-Tioguanin, Pentostatin anti-metabolit ajanlar arasinda yer

alir.
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-Sitotoksik antibiyotikler, memelilerde hiicre boliinmesini engelleyen mikrobiyal kaynakli
maddelerdir. Bleomisin, Aktinomisin, Daktinomisin, Adriyamisin, Doksorubisin,
Epirubicine, Daunorubicin, Mitomycin-c, Mitoxantrone, Idarubisin antibiyotik ajanlar
arasinda yer alir.

-Alkoloidler, bunlarin ¢ogu mikrotiibiil fonksiyonlarini ve bundan dolayr mitotik igleri
etkilerler. Etoposid, Teniposid, Vinkristin, Vinblastin, Vineralbin, Paklitaksel,

Doketaksel alkoloid ajanlar arasinda yer alir.

-Enzimler, protein sentezini inhibe ederek l6semik hicre proliferasyonunu engeller.
Lasparaginase bu grupta yer alan ajanlardandir.

-Kortikosteroidler, hormon sekresyonlarini baskilayan veya antagonist hormon etkisi
gosteren ilaglardir ve tiimoriin biiyiimesini geciktirici etkileri vardir. Prednisone,
Dexamethasone kortikosteroidler grubunda yer alan ajanlardir (Bilge 1981, Kigiksu ve
Ruacan 1978, Ozalp 2008, Sipahioglu 1981).

Kemoterapotik ilaglar olusturdugu etkiye gore iki gruba ayrilirlar;
1- Hiicre siklusuna bagimli ilaglar:

- S fazina doniik ilaglar (Antimetabolitler): Hiicre metabolizmasini ve DNA sentezini
bozarak etki ederler. Methotrexate, 5Flourouracil, Cytarabine, Procarbazine, 6 Tyoguanin,
6 Mercaptopurine gibi.

= M fazina doniik ilaglar (Bitki alkoloidleri): Ana hiicreden iki yavru hiicre
olugsmasini engellerler. Vincristine, Vinblastine bu gruptandir.

» G2 fazina doniik ilaglar (Antitiimor antibiyotikler): RNA, DNA ve protein sentezini

etkilerler. Bleomisin, Acytinomycin-D, Daunorubisin gibi.

2- Hiicre siklusundan bagimsiz ilaglar:

= Alkilleyici ajanlar: Hiicre ¢ekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkilerler. Hizl
¢ogalan hiicrelerin 6liimiine yol agarlar. Nitrojen mustard, Cisplatin, Cyclophashamide,
Procarbazine gibi

* Hormonlar: Tiimor ortamini degistirerek biiyiime ve ¢cogalmayi engellerler,
protein sentezini bloke ederler. Estrojenler, Kortikosteroidler gibi.

= Antibiyotikler: DNA replikasyonunu bozarlar. Adriamisin gibi (Akyol 2004,

Kantemir 1969, Ozalp 2008).
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1.2.2. Antimetabolitler
Antimetabolit ilaglar, hucrenin normal metabolitleri ile yapisal ve kimyasal

benzerlik gOsterdiklerinden dolayl, enzimsel aktivitelerde benzerlik gosterdikleri
metabolitlerin yerine geger veya ayni rolii alarak metabolik aktiviteyi bloke eder ya da
makromolekullerin igine girerek, fonksiyonu olmayan bir makromolekil olusuna yol agar
(Cizelge 1.2) (Akyol 2004).

Cizelge 1.2. Antimetabolit ilaclar

ANTIMETABOLIT ILACLAR
FOLIK ASIT PURIN PIRIMIDIN
METABOLITLERI ANTIMETABOLITLERI ANALOGLARI
Metotreksat 6-Merkaptopurin 5-Fluorourasil
Raltireksed Tioguanin Kapesitabin
Pemetreksed Fludarabin Sitozin
Kladribin Arabinozid
Gemsitabin

Antimetabolit ilaclarin etkinliklerini ya gesitli enzimleri inhibe ederek (folik asit,
plrin ve pirimidinlerin yapilminin engellenmesi) veya nukleosid ve nukleik asit
komplekslerine katilip fonksiyonlarini yerine getirmelerine engel olarak, DNA ve RNA
sentezini onler. Antimetabolit ilaglar doneme 6zgui ilaglardir. Ozellikle hiicre dongusiinde
“S” fazinda (kemik iligi, kil kokleri ve spermatojenik hiicreler gibi hizli bdoliinen
hiicrelerde goriilen ¢ogalma kapasitesi yiiksek tiimorlerde) etkilidirler. Bu gruptan bazilar
kimyasal yapilarinin farkli olusundan dolayr (merkapto grubu, flor ihtiva etmeleri gibi)
niikleosid ve niikleik asit birlesimlerine girmekte ve toksik etki gdstermektedirler (Bilge
1981, Kiiglksu ve Ruacan 1978).

Antimetabolit ilaglarin bashca kullanim alanlari :
= Akut Lenfositik Losemi
= Akut Melojenik Lésemi
= Gogiis Kanseri
* Lenfoma

= Osteosarkom
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= Ewing’s Sarkomu

= Hodgkin ve Hodgkin Dis1 Lenfoma

» Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

= Prostat Karsinomasi

= Testikuler Karsinoma

= Wilms Timori (Aran 1974, Dokmeci 2007, Kantemir 1969)

1.3. METOTREKSAT
Bir folik asit antogonisti olan Metotreksat (Cizim 1.8), kemoterapik tedavilerde

yaygin olarak kullanilan baslica antimetabolitlerden olup; dihidrofolik asit (Cizim 1.10)
analogudur (Feagan ve Alfadhli 2004). 11k kez 1948 yilinda ¢ocuklarin 16semilerini tedavi

etmek amaciyla kullanilmigtir (D6kmeci 2007).

1.3.1. Metotreksatin Etki Mekanizmasi
Bir folik asit antagonisti olarak bilinen Metotreksat (MTX), kimyasal olarak folik

asidin (Cizim 1.9) 4-aminoN10-metil analogu olup dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimi
inhibitoradar (Kayaalp 2012).

HaM N N
\r N o
N~ ’ 7 strL \ / CONH
NH,

HOOCH,CH,C- - --CH----COOH

Cizim 1.8. Metotreksatin kimyasal yapisi (Padmanabhan ve dig. 2009)

COCH

H,N N N
N CH;NH CON COOH
A A < >
OH

Cizim1.9. Folik asitin kimyasal yapist (Padmanabhan ve dig. 2009)
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Cizim 1.10. Dihidrofolatin molekiil yapisi (Uzar 2006)

Folik asit ve diger tetrahidrofolat tiirevi koenzimler, vitamin seklinde besinler
icinde alinan folik asidin viicut metabolizmasindaki yararl sekileridir. Bu koenzimler,
timidilat, purin, metionin ve glisinin sentezinde rol oynayan tek-karbon transferi
reaksiyonlar1 i¢in gereklidir. Folik asidin, dihidrofolat (FH2) Uzerinden tetrahidrofolat
(FH4)’a doniisiimii su sekilde olur (Kantemir 1969):

Folik Asid J#Redikaz * Dyihidrofolik asid 2drotlat Redikiaz_ Tetrahidrofolat( THF)
(-)
MTX

Cizim 1.11. Folik asitin tetrahidrofolata (FH4)’e doniistimii ( Asc1 2010)

Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimine baglanarak enzimi geri
doniislii bir sekilde inhibe eder. THF sentezinin inhibisyonu, pirimidin timidilat ve piirin
nikleotidlerinin biyosentezinin durmasiyla sonuglanir. Bu yapi taglarinin tiretilememesi
hiicre prolifersyonu ve yasamsal aktivitelerin devam ic¢in gerekli olan DNA ve RNA’nin
sentezini ve enerji i¢in gerekli olan ATP yapimini inhibe eder (Asci1 2010). Metotreksat, S
donemindeki hicreler Uzerinde sitotoksik etki gosterir. Ayn1 zamanda FH4’e doniisemeyen
FH2, dihidrofolatpoliglutamatlar (8FH2Glun) ve Metotreksatin poliglutamat tlrevleri
(metotreksat Glun) seklinde hiicrede birikir. Poliglutamatlar kanser hiicresi icinde timidilat
sentetaz ve transformilaz enzimlerinin inhibisyonundan sorumlu metabolitlerdir.
Metotreksatin hiicrelerdeki toksik etkileri folinik asid (N5-formiltetrahidrofolat) tarafindan
antogonize edilir. Folik asidin kendisi, THF’a doniisemediginden antidot olarak
kullanilamaz (Kantemir 1969, Kayaalp 2012, Nouri ve dig. 2008).

MTX, DHFR’1 inhibe ettiginden ortamda THF’1n azalmasina sebep olur. Bu ylizden
THF 1n azalmasina neden olur. MTX poliglutamatlar1 5,10 metilen THF rediiktaz,
glisinamid ribozil 5 fosfat (GAR) formiltransferaz ve aminoimidazol karbokzamid ribozil 5
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fosfat (AICAR) formiltransferaz enzimlerini dogrudan inhibe eder. Bu enzimlerin
inhibisyonu pirin ve primidin metabolizmalarinin engellenmesi ile sonuglanir. Bu
baskilanma sonucunda DNA ve RNA sentezi inhibe eder. 5-metil THF mn azalmasi
homosisteinin remisyonunda azalmaya ve homosistein ile adenozin dlzeylerinde artmaya
neden olur. MTX, S-adenozil metionin (SAM) miktarindaki azalmaya ek olarak dogrudan
metionin sentetazi ve metionin transportunu inhibe edebilir. Transmetilasyonun azalmasin

takiben poliaminlerin sentezini de azaltir (Uzar 2006).

1.3.1.1. Metotreksatin Antiproliferatif Etkisi
MTX, yilksek dozlarda 16semi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun tumorleri,

akciger kanseri, meme kanseri gibi kanserlerin tedavisinde antiproliferatif olarak kullanilir.
MTX’in antiproliferatif ve imminomodulatér etkilerini aktif T hucrelerinde ve
keratinositlerde nukleik asit sentezinin inhibisyonu ile gosterdikleri diisiiniilmektedir (Tash
dig. 2011).

1.3.1.2. Metotreksatin Antiinflamatuvar Etkisi
Antiinflamatuvar 6zelligi olmasindan dolay1 MTX, Romatoid artrit (RA)’da ve

psoriatik artritin tedavisinde kullanilan bir ajandir. RA’da timor nekrozis faktor-alfa
(TNF-0), interlokin 1-beta gibi sitokinler ile metaloproteinazlar gibi inflamasyonun
mediator dizeylerinin MTX tedavisi ile azaldig1 gosterilmistir (Bozan ve Gurelik 2004,
Tian ve Cronstein 2007).

1.3.1.3. Metotreksatin immunmodiilator Etkisi
RA’nin patogenezinde immin mekanizmalar énemlidir. B ve T lenfositlerdeki

aktivite artisinin MTX ile baskilandig1 gosterilmistir. RA’l1 hastalarin idrar, sinoviyal sivi
ve lenfositlerinde poliamin seviyeleri yiiksek oldugu icin, poliaminlerin RA’nin
patogenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Poliaminlerin hiicre proliferasyonu,
farklilagmasi ve immiin yanitta 6nemli gorevleri vardir. MTX 1n immiinmodulatdr etkisi
poliaminlerin sentezindeki inhibisyon ile iliskili olabilir (Aslankara ve dig. 2007, Kane ve
dig. 2004, Uzar 2006, Y1ilmaz 2008).

1.3.2. Metotreksatin Farmakokinetik Ozellikleri
MTX, hcre icine aktif transportta folatlar ile rekabete girerek hiicre igerisinde

folatin yerini alir. MTX, karacigerde diger folatlarda oldugu gibi poliglutamilasyona ugrar.

Poliglutamasyon sonrast MTX intraselliiler olarak uzun siire devamliligini koruyabilir.
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Hidrolitik enzimlerin araciligi ile eski haline yeniden donebildigi igin haftalik tek doz
seklinde kullanim onerilmektedir (Eray 2009).

MTX’1n gastrointestinal sistemden emilimi doza bagimli olup gidalarin emilim
tizerine etkileri hakkindaki bilgiler ¢eligkilidir. Emilimden 1-2 saat sonra serum en (st
seviyesine ulasir. Genel kullanim dozu 7,5-25 mg/hafta olup bu dozun haftada bir giin tek
seferde alinmasi onerilmektedir. Fakat klinik agidan bu dozun 2-3 esit miktara boliinerek
almmasi fark olusturmadigi icin hasta toleransina gére kullanim sekli belirlenmelidir. Iyi
emilim gosterdigi i¢in etkin doz alimi 5-25 mg arasindadir ve bu doz alimindan % 60
oraninda biyoyararlanim gOsterir. Doz artirildiginda ise intestinal flora tarafindan
metabolize edilerek atiliminin saglanmasi gerceklestiginden emilimi azalir. Yaklasik %
50’si serum proteinlerine baglanir ve diger albiimine baglanan maddelerle rekabete girer.
Verilen dozun %60-90’a kadar olan kismi, 48 saat i¢inde, en ¢ok ilk 8- 12 saat icinde
degismeden idrarla atilir. MTX 1n ¢ok bir kisminin atilimi, glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler
sekresyonla bébreklerden gergeklesirken ve az bir kismida safra yolu ile gergeklesir. Bu
yiizden, renal kan akimini azaltan, nefrotoksik ya da zayif organik asit yapisindaki ilaglarla
birlikte kullanimi, renal atilimi azaltmasi sonucu daha ciddi myelosupresyona neden
olabilir. MTX metabolizmasi, insanlarda genellikle minimal diizeydedir ancak yiiksek doz
ilag uygulamasi ardindan 7- hidroksi-MTX gibi metabolitler gozlenebilir. MTX’ 1n
sistemik dolasimdaki dozunun yaklasik %3’ i kadari santral sinir sitemine geger (Eray
2009, Sarikaya ve dig. 2013, Savran 2011).

Kanser hicrelerin membranindan gegisi kolaylastirmak amaciyla MTX’n yiiksek
dozlarda uygulanmasi Onerilmektedir. Hiicre icinde ilacin konsantrasyonunun artmasi,
DHFR artisindan ya da MTX’a kars1t DHFR’1in afinitesinin azalmasindan kaynaklanan
direnci de yenecegi belirtilmektedir. MTX’1n bu yiiksek dozlari hiicrede poliglutamatlarin
olusumuna neden olmakta ve dolayisiyla ilacin etki siiresini artirmaktadir. Ancak bu
yiikksek dozlarin etkinligi konvansiyonel (normal) dozlarla karsilastirildiginda 6énemli bir
farklilik goriilmemektedir. Yuksek doz tedavisine 5- formil-tetra folik asit (I6kovorin)
eklenmesi yararli olmaktadir. Ayrica MTX’1n yiiksek dozlarinin uygulanmasinda timidin
ve l-asparaginazla hiicre siklusu inhibisyonuda yapilan ¢alismalarla denenmistir (D6kmeci
2007, Krakower ve Kamen 1983, Kutluana ve dig. 2011).

Bircok ilag MTX ile etkilesime girebilmekte ve yapisi, emilimi ve atilimi
etkilenebilmektedir. Diger antifolat ajanlardan olan trimetoprim-sulfametoksazol ile
birlikte alim1 asir1 folat yetersizligine, salisilatlarla alim1 ise kan serumundaki serbest ilag

oranini artiracagindan toksik etkilerde artisa neden olabilmektedir. Ayrica non-steroid
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antiinflamatuvar ilaglarla birlikte alindiginda bobreklerle atiliminin etkilendigi yoniinde

celigkili yaymlar vardir, ancak renal fonksiyonlari iyi olanlarda rahatlikla kombine

edilebilmektedir (Eray 2009, Karyagar 2006).

1.3.3. Metotreksatin Endikasyonlari
Onkolojide  yiksek  dozda  (3-10g/m2/giin)  kullanilan  metotreksat;

koriyokarsinomlar, l6semiler, lenfomalar, osteosarkomlar, KBB kanseri, meme kanseri,
bas ve boyun kanseri, ovaryum ve mesane gibi kanser ¢esitlerinde diger antineoplastiklerle
birlikte kombine edilerek kullanilmaktadir (Arora ve dig. 2011, Dokmeci 2007, Nouri ve
dig. 2008, Widemann ve Adamson 2006). Onkolojide uygulanan dozlarin 100-1000 kez
daha azaldigi diisik dozda (1,000-33,000 mg/m2) uygulanan metotreksat ise;
antiinflamatuvar ve hticre bolinmelerini inhibe edici etkileri nedeniyle psoriyazis,
romatoid poliartritler, testis kanseri, sindirim kanalinin, karacigerin bazi inflamatuar
hastaliklar1 ve bazi siddetli siddetli astimlarda kullanilabilmektedir (Arora ve dig. 2011,
Choudhury ve dig. 2001, Dékmeci 2007, Jahovic ve dig. 2003, Nouri ve dig. 2008,
Padmanabhan ve dig. 2009).

1.3.4. Metotreksatin Yan Etkileri
MTX’ 1n ¢ok sayida yan etkisi bulunmaktadir. Kullanimi sirasinda olugabilecek yan

etkiler sunlardir:

-Agizdaki agr ve tilserasyonlar toksisitenin ilk belirtileridir (Aran 1974, Kantemir 1969).
-L6kopeni, trombositopeni, agrantlositoz kemik iligi depresyonu sonucunda gorilur (Aran
1974, Kane ve dig. 2004, Sipahioglu 1981).

-Sindirim mukozalarinda inflamasyon olusturmastyla bulanti, kusma, anoreksi, karin agrist
olusabilir (Aran 1974, Bilge 1981).

-Enfeksiyonlara karsi duyarlilik artabilmektedir (D6kmeci 2007).

-Radyoterapi ile birlikte, intraketal yolla uygulandiginda, bas agrisi, ates ve ensede sertlik
gibi belirtilerle karakteristik kimyasal bir araknoidit tablosu ortaya ¢ikar. Uygulamadan 2-3
hafta sonra motor paralizi, kraniyal sinirlerin paralizi, konvilsiyonlar ve koma gorlebilir
(SSS ile ilgili yan etkiler, radyoterapi ile siddetlenebilir) (Bilge 1981, Dékmeci 2007).
-MTX kullanim1 gebeligin biitiin donemlerinde zarar verebilmektedir (Aran 1974,
Kantemir 1969).

-Gonadlar tizerinde toksik etkilir, spermazoidlerde degisme ve oligospermiye neden
olmaktadir (Aran 1974, D6kmeci 2007).
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-Uzun sdreli oral tedaviler siroz ve vena porta fibrozuna neden olabilir. Kimyasal hepatit
kolin uygulanmasiyla giderilebilmektedir (Kantemir 1969).

-Diisiik dozlarda sik olarak saglarin incelmesi gozlenmektedir (Aran 1974).

-Yiksek dozlar alopesi ve deride pigmentasyon ve fotosansibiliteye sebep olur (Aran
1974).

-Nefrotoksik etkileri vardir. Bu nedenle tedaviye bagslanmadan 6nce hasta hidrate edilmeli,
I6kovorin ile idrar alkalilestirilmelidir (Kantemir 1969, Sipahioglu 1981).

-Akcigerlerde infiltrasyon yapabilir (Kantemir 1969).

MTX gibi anti-kanser ilaglarinin, hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi kanser
hiicreleri igin selektif degildir. Bu nedenle yiiksek proliferasyon oranina sahip olan kemik
iligi, bagirsak mukozasi ve sag¢ folikiilleri gibi saglam dokular i¢inde toksik olan bir
ajandir. Antikanser ajanlar gonadlari da etkiler (Vardi ve dig. 2010).

Yapilan ¢aligmalar MTX’ 1, antioksidan enzim sisteminin etkinligini azaltarak,
hlcreleri reaktif oksijen partikiillerine (ROP)’ne kars1 hassas duruma getirip hasara neden
oldugunu gostermektedir. Oksidatif stres testikiler ve germ hiicrelerinde hasara yol acarak
tiremeyi ectkilemektedir. MTX uygulamasinda testis agirliginda azalma, seminifer
tibdllerde atrofiye, germinal hucrelerin dokilmesine, morfolojik degisiklikler, sperm
sayisinda azalma ve apoptosize, birincil ve ikinci spermatosit boyutlarinda degisiklik,
kromatin kitle yogunlasmasi, vakuolizasyon ve hiicresel ve kromozomal degisiklikler ile
oligospermiye yol actigimi gozlemlenmistir (Vardi ve dig. 2010, Oktar ve dig. 2010,
Padmanabhan ve dig. 2008, Saxena ve dig. 2004).

1.4. OKSIDATIF STRES
Oksidatif stres, normal durumlarda dengede olan prooksidan-antioksidan

dengesinin bozularak, prooksidanlar yoniinde artmasi olayidir (Valko ve dig. 2007).
Oksidatif strese karst gerekli enzimlerin, molekiiler saperonlarin ve antioksidan
molekdllerin Gretiminin artmasiyla sonuglanan uyumsal yanitlar bulunmaktadir (Fomenko
ve dig. 2011).

Organizmada bulunan elektron alici molekiiller olarak bilinen serbest radikallerin,
DNA, RNA ve enzimatik aktiviteleri etkileyen aktif oksijen tlrevi olan oksidanlar htcre
hasarlarina neden olurlar. Bu serbest radikaller, normal sartlarda antioksidanlar tarafindan
yikilirlar. Ancak savunma sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda, bu molekiiller
arasindaki dengenin bozulur ve oksidanlar yonlne kayarak hiicreler oksidatif hasara

duyarli hale gelirler. Boylece olusan bu hasarlar hiicrede birgok hastaliga neden olurlar
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(Romero ve dig. 1998, Halliwell ve Whiteman 2004, Valko ve dig. 2006, Berk ve dig.
2008).
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Cizim1.12. Erkek infertilitesine neden olan oksidatif stres faktorleri ve etki basamaklari
(Cocuzza ve dig. 2007)

1.4.1. Serbest Radikaller
Bir ya da daha ¢ok sayida ciftlesmemis elektron igeren atom veya atom gruplarina

serbest radikal denir. Herhangi bir atom veya molekiiliin dis orbitallerinde bir veya daha
fazla paylasilmamis elektron bulunmasiyla, kimyasal tlriin reaktivitesi artar. Bdylece
kararsiz hale gelir. Kararli hale gelmek igin dis yoriingesindeki elektronun ortak
kullanilmasini saglayarak diger molekiillerle reaksiyona girebilecek aktif bir yap1 gosterir
(Halliwell ve Gutteridge 1995).

Ekzojen kaynaklar: dogal zararli gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik oksijen),
iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaclar, alkol, patojenik bakteri ve virtslerdir (Halliwell
ve Gutteridge 2000).

Endojen kaynaklar ise mitokondrial elektron transport sistemi, endoplazmik
retikulum fonksiyonlari, aragidonik asit metabolizmasi veya siklooksijenaz (COX) sistemi,
redoks dongus, fagositik hiicreler (monosit, makrofajlar, nétrofil, eozinofil) ve endotelyal
hicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, XO, NOX gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon
reaksiyonlaridir (Akkus1990).

Serbest radikaller basta niikleik asitler, lipidler ve proteinler olmak {izere birgok

molekdile zarar verir. Reaktif oksijen Grinlerinin biyolojik sistemde hasara neden olmasina
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oksidatif veya nitrozaktif stres olarak adlandirilmaktadir. Membran lipid komponentleri ise
serbest radikallerin hiicrede ilk karsilagtiklar1 yapidir (Gutteridge ve Halliwell 1990).

1.4.2. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri
Hiicre membranlari ¢oklu doymamis yag asitleri acisindan zengindir. Coklu

doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina lipid peroksidasyonu denir. Lipid
peroksidasyonu zincirleme olarak kendiliginden siiren bir reaksiyon ¢esididir. Coklu
doymamis yag asitlerinin serbest radikal aracili oksidasyonu ile birincil metabolitler (lipid
hidroperoksitler) ve ikincil metabolitler (siklik peroksitler) olusir (Yin ve Porter 2005).
Coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu, yapilarindaki hidrojen atomunun zincir
baglatici radikale veya hidroksil radikali gibi kararsiz yapilara transferi sonucu pentaenil
karbon merkezli lipid radikalinin olusmasi ile baslar. Burada karbon merkezli lipid radikali
molekiiler oksijenle tepkimeye girerek lipid hidroperoksil radikalini olusturur. Lipid
hidroperoksitler boltindp siklik aldehitlere (4-hidroksinonenal, MDA, 4- hidroksihekzenal)
doniisebilir. Bu aldehitler diger biyolojik molekiillerle (aminoasitler, proteinler) reaksiyona
girerek hirede sitotoksik, genotoksik hatta proliferatif etki gosterirler (Esterbauer ve dig.
1991).

1.4.3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri
ROS veya diger oksidan metabolitlerin, kovalent modifikasyonu sonucu

proteinlerin oksidasyonu gergeklesir. Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari
enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarinin ve proteaz inhibitor aktivitesinin
kaybi, protein agregasyonu, artmis ya da azalmis proteolize yatkinlik, reseptdr aracili
endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler, immunojen aktivitedeki artig

olarak siralanabilir (Shacter 2000).

1.4.4. Oksidan ve Antioksidanlar

Organizmalardaki lipid, protein, nlkleik asit ve karbohidratlar oksidatif hasar icin
hedef molekiillerdir. Viicutta olusan serbest radikalleri metabolize eden, onlarin
diizeylerini kontrol altinda tutan, serbest radikal olusumunu onleyen, temizlenmesini
artiran veya olusabilecek hasari engelleyen ve onaran savunma mekanizmalar vardir.
Savunmay1 yapan bu maddelere antioksidan maddeler denir. Aerobik hiicrelerde bulunan

antioksidan sistemler endojen veya eksojen olabilir.
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Cizelge 1.3.Antioksidan Sistemleri (Naito ve dig. 2010)

Antioksidan Sistemler

Endojen Antioksidanlar

Eksojen Antioksidanlar

Enzimatik

Non enzimatik

-Glutatyon transferaz
-Glutatyon rediktaz
-Mitokondriyal oksidaz

sistemi

-Bilirubin
-Albumin
-Urik asit
-a-tokoferol
-Sertloplazmin
-Transferrin
-Ferritin

-Glutatyon

-C vitamini
-E vitamini
-Folik asit
-Asetilsistein
-Allopurinol
-Mannitol

-Demir selatorleri

Cizelge 1.4.Antioksidanlarin Islevleri (Akkus 1995)

Antioksidanlarin Islevleri

Primer Antioksidanlar

Sekonder Antioksidanlar

Tersiyer Antioksidanlar

Yeni ROS olusumunu 6nler

Zincir kiric1 reaksiyonlariyla

serbest raikalleri uzaklastirir

Serbest radikaller tarafindan
hasar goren biyomolekdilleri

onarir.

Ferritin
Seruloplazmin
Haptoglobulin
Hemopeksin gibi

Vitamin C
Vitamin E
Bilirubin

B karoten

Urik asit gibi

1.4.4.1. Glutatyon (GSH)

Sistein, glutamik asit ve glisinden olusan diisiik molekiil agirlikli bir tripeptid olan
intraselliiiiler tiyol bilesigidir. Gamma-glutamil koprisi ve silfidril grubu seklinde iki
kisimdan meydana gelmektedir. Gama glutamil transferaz (GGT) ile dokulardaki diizeyi
ayarlanir. Lipit peroksidasyonuyla glutatyon (GSH) konsantrasyonu azalirken, okside
glutatyon (GSSG) konsantrasyonu yiikselir. Proteinlerdeki —SH gruplarinin korunmasi ve

aminoasidlerin hiicre icgine tasinmasinda rol oynamaktadir. GSH, selenyum iceren
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glutatyon peroksidaz (GPx) ile yiikseltgenmektedir. GPx ise GSH’mn indirgenmesinde
gorev yapmaktadir.
Glutatyon Rediktaz

2GSSG + NADPH ------m-mmmmmmmmmm oo >2GSH + NADP

Karaciger, plazma, kan hiicreleri, beyin, akciger, bobrekler gibi organlarda bulunur.
Karaciger sitozoliindeki GSH hizli bir dongiiye sahiptir ve yari omri 2-4 saattir,
mitokondride ise yar1 omrii yaklasik 30 saattir. Hiicreden toksik metabolitleri uzaklastirir
ve indirgenmis formu sayesinde hucrelerdeki sulfihidril grubunun devamliligini saglar.
(Anderson ve Costas 2008).

1.4.4.2. Malondialdehit (MDA)
Malonaldialdehit lipid peroksidasyonunun son Grtndir. Lipid peroksidasyonunun

degerlendirilmesinde MDA seviyesi Olgiiliir. Enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksid
pargalanmast sonucu olusur. Reaktif oksijen Urlnlerinin seviyesinin tesbitinde MDA
onemli bir gostergedir. MDA nikleik asitlere, proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidlere
baglanarak toksik etkisini gosterir (Yariktas ve dig. 2003).

Lipid peroksidasyonu, bir zincir reaksiyonu olup daha ileri peroksidasyonu baslatan
serbest radikaller icin siirekli bir kaynak saglar. Lipid peroksidasyonu; fosfolipid, gliserid,
glikolipid ve steroidlerin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin oksidan maddeler
araciligiyla aldehit, alkol, hidroksi asit, pentan ve etan gibi iiriinlere yikilmasini saglayan
yikict etkileri vardir. Bu sekilde olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Lipid
peroksidasyonu, organizmada serbest radikallerin etkisi sonucu, membranin yapisinda
bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen uzaklastirilmasiyla baglar ve MDA
seviyesinin artmasina neden olur.

MDA mutajenik, karsinojenik ve genotoksik bir bilesiktir. Membrana bagh
reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna, membranin salgilama fonksiyonunun
kaybina, transmembran iyon gradiyentini bozarak Ca'2 gibi iyonlara karsi nonspesifik
permeabiliteyi arttirmaya, mikrozomal enzim aktivitelerinde degisikliklere, hiicre igi
organellerin (lizozom gibi) biitiinliigiinin kaybolmasina yol agar ve mitokondrideki
oksidatif fosforilasyonu olumsuz yonde etkiler (Deveci 2007).

1.4.4.3.Myeloperoksidaz (MPO)
Myeloperoksidaz (MPO), NO metobolizmasinda yer alan nitrit, nitrat ve

peroksidasyon islemlerinde rol alan bir enzimdir. Antioksidan kapasitedeki azalmanin yant

sira oksidatif stres diizeyini gosteren bir belirtectir (Zeng ve Fena 1992) .
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Notrofiller ve monositler bakterilerin 6ldiiriilmesi igin, hem oksijen bagimli hem de
oksijenden bagimsiz mekanizmalart kullanirlar. Oksijen bagimli mekanizmalar, MPO
sistemini ve oksijen tlrevi serbest radikallerin Gretimini saglayan baska sistemleri igerirler.
Polimorfonikleer Iokositlerin (PMNL) azurofil grandllerinde bulunur. Bu yizden MPO
aktivitesinin 6l¢imu dokuya PMNL toplanmasini gostermekte oldukga yararlidir (Krawisz
ve dig.1984).

1.5. NADPH OKSIDAZ (NOX)
NADPH oksidaz yapis;; gp9lphox ve p22phox olan iki membran smir

elemanindan, p67phox, p47phox ve p40phox olan g sitozolik bilesenden ve rac 1, rac 2
gibi diisiik molekiil agirlikli G proteininden olusur (Yin ve Porter 2005).

NADPH oksidaz, sitozoldeki elektronu fagosomdaki oksijene nakleden, ayrica
sitozolden fagosoma proton transfer eden aposininin inhibitérii oldugu enzimdir.
Mikroorganizmalar1  6ldiirmenin  disinda  lizozomal proteazlarin  salinimin1  ve

aktivasyonunu optimal pH ayarlamasi yaparak saglar.

1.6. APOSININ
Aposinin, ilk olarak 1883 yilinda Schmiedeberg tarafindan tanimlanmustir.

Apocynum cannabinum bitkisinin 6zlinden elde edilerek (Kanada keneviri), 6dem ¢ozicu
olarak kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Cizim 1.13). Sonraki yillarda
Hindistan, Nepal, Tibet ve Pakistan daglarinda yetistirilen bir bitki olan Picrorhiza kurroa
kokiinden izole edilmistir (Cizim 1.14). Geleneksel Hint tibbinda kullanilmistir.
Aposininin 1990 yilinda immunomodulator etkisi bulunmustur (Stolk ve dig.1994).
Aposinin hafif bir vanilya kokusuna ve 115 ° C’lik bir erime noktasina sahiptir. Yz
altmigalti dalton molekiil agirliginda ve beyaz kristalimsi bir yapisi1 vardir (Anderson ve
Costas 2008).

Cizim 1.13. Apocynum cannabinum Cizim 14. Picrorhiza curroa (Stefanska ve
Pawliczak 2008)
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Aposinin peroksidaz aracili oksidasyon ile bir dimere doniisiirek daha aktif forma
gecer (Cizim 1.15). Aposinin htcre igi translokasyon inhibitérudur. Hiicre membraninda
etkiledigi kritik sitozolik komponentler vardir. Aposinin’in NOX inhibisyon mekanizmasi
tam bilinmemekle birlikte NOX’un sitozolik bilesenleri olan p47phox ve gp91lphox
translokasyonlarini dnleyerek hareket ettigi diisiiniilmektedir (Cizim 1.16). Aposinin NOX
aktivitesini selektif olarak inhibe eder. Fagositik ve nonfagositik hicrelerin fonksiyonlari
ile iligkilidir (Stolk ve dig.1994).
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Cizim 1.16.Aposinin’in NOX inhibisyonu mekanizmasi (Barry ve dig. 2011)

NADPH oksidaz; ROS uretiminden sorumlu enzimdir. Bu enzimin inhibe
edilmesiyle bir¢ok hastaligin tedavisi igin terapotik bir amag olusacaktir. Aposinin’in,
GSH’u artirarak antioksidan savunma sistemini ve iskeminin indiikledigi hiicresel stresi
siirladigr gériilmiistiir (Liu ve dig. 2008).

Aposinin halen NADPH oksidaz enzim ailesinin bilinen en selektif inhibitorudur.
Aposinin’in temel etki mekanizmast NADPH oksidaz enziminin sitozolik bir alt iinitesi
olan p47phox’ un NADPH oksidaz membranina translokasyonunu engellemesidir.

Biyokimyasal olarak NADPH oksidaz tarafindan iiretilen siiperoksit iyonunun acgiga
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cikmasini engelleyen Aposinin’in bir diger dnemli 6zelligide fagositoz yapan hiicrelerin
diger fonksiyonlarini engellememesidir (Stolk ve dig. 1994).

Biyokimyasal olarak yapisinda benzen halkas1 ve metoksil i¢eren bilesiklerin genel
antioksidan aktivitesi bilinmektedir (Van den Worm ve dig. 2001). Vanilin benzeri
yapisina ek olarak hidroksilasyon ve metoksilasyon sonrast olusan Aposinin’in bu
ozellikleri onu giiclii bir antioksidan yapmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda inflamasyonu engelleyici etkisi sebebiyle yogun
olarak deneysel caligmalara konu olmaktadir. Aposinin’in, ayn1 zamanda kimyasal yapisi
g0z Oniinde bulundurularak analoglari iiretilmeye c¢alisilmakta ve bu analoglarin da serbest
oksijen radikallerini engelleyici etkileri aragtirtlmaktadir (Stuppner ve dig. 1995, Dorsch ve
dig. 1994).

Aposinin aktivitesinin MPO’dan baska H,;0, ile indiiklendigi varsayilir.
Aposinin’in NOX inhibitor etkisini tiyol, glutatyon ya da sistein takviyesiyle onledigi
goriilmiistiir (Van den Worm ve dig. 2001).

Aposinin’in invitro anti-inflamatuar etkileri arasinda; noétrofil aracili oksidatif
hasar1 azaltilmasi, tiimor nekroz faktorii ile muamele edilmis insan umbilikal ven endotel
hiicrelerinde monositik hiicre adezyonunu azaltilmasi, polimorfoniikleer graniilosit
kemotaksisini azaltilmasi, enflamasyon-aracili kikirdak hasarinin inhibisyonu sayilabilir.
Doddo ve dig. yaptiklart ¢alismada Aposinin’in  koyun akcigerlerinde vaskiiler
permeabilite artisiyla olusan iskemi ve hasar1 6nledigi gériilmiistiir (Doddo ve dig. 2004).

Tang vedig. farelerde aposininin farkli dozlarda etkilerini arastirdiklari ¢aligmada
Aposinin deneysel inmelerde olumlu etkilerinin olabilmesi igin dar bir terapotik alan
kullanilmalidir (Tang 2007).

Zhang GL ve dig. testis iskemisinde Aposinin’in koruyucu etkisi hakkinda yapmis
olduklar1 ¢alismada siganlar1 17 giin ve glnlik 8 saat/gin iskemiye maruz birakmislardir.
Rat testislerinde Aposinin ve raisanberine verilen grupta diger gruplara gore seminifer
tiibiiller ve sperm {iretinindeki hasarin daha az oldugunu belirlemislerdir (Zhang ve dig.
2013).

Aposinin oral kullanildiginda nonsteroid anti-inflamatuar olan ibuprofenle benzer
COX inhibitor etkisi vardir. Boylece, Aposinin osteoartrit veya romatizmal artrit gibi
kronik enflamatuvar eklem hastaliklar1 tedavisinde kullanilabilir (Riganti ve dig. 2006).

Aposinin aktivasyonunda H, O, konsantrasyonun artisi, hiicre i¢i GSH / glutation
disiilfit oraninin azalmasinda 6nemlidir. Aposinin ile pentoz fosfat yolu ve trikarboksilik

asit dongusi uyarilir (Kudo ve ark.1996). Heumuller ve arkadaslar1 Aposinin’in radikal
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tutucu oldugunu ve damar hiicrelerinde ROS baglh sinyalleri direk inhibe ettigini
gostermislerdir (Heumuller ve dig. 2006).

Tang ve dig. Aposinin’in antiinflamatuar etkisinin ne dimer ne trimer nede tiyol
bilesikleriyle olmadigini, GSH ile konjuge olduktan sonra etkinlestigini dogrulamiglardir
(Tang ve dig. 2008). Aposinin’in koruyucu etkisi NOX inhibisyonu ile siirli degildir.
Aposinin akcigerlerde I/R hasarindan sorumlu tutulan tromboksan sitokrom P450 ve
tromboksan sentazida inhibe ettigi gosterilmistir (Stoll ve dig. 1994).

Chiang ve dig. ise yaptiklar1 calismada sican akcigerinde olusturulan iskemi
reperflizyon modelinde aposinin’in hicre o6lumdndn 6nemli nedenlerinden biri olan
apoptozisi azalttigini gostermislerdir (Chiang ve dig. 2011).

Engels ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada Aposinin’ in iskemi reperfiizyon
hasarmin Onlenmesine katki saglayabilecek inflamasyonu azaltic1 Ozellikleri de
gosterilmistir. Aposinin arasidonik asit metabolizmasi iizerine etki ederek inflamasyon ve
iskemi reperfiizyon hasari sirasinda agiga ¢ikan tromboksani azaltict prostoglandin E2 ve
Faa diizeylerini ise arttirict yonde etki yapmaktadir (Engels ve dig. 1992). Yapilan bu
calismada ayrica maddenin tromboksan olusumunu inhibe etmesi sebebiyle platelet

agregasyonunu azalttigi belirtilmistir.
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2. AMAC

Kemoterapi icin kullanilan bir¢ok ilacin toksik yan etkiler yaptig1 bilinmektedir
(Prahalathan ve dig. 2005). Bu ilaglar, saglikli doku ve tiimoér dokusu arasindaki
benzerlikler nedeniyle kanserli hiicrelerin proliferasyonunu ve gelismesini onlemesine
ragmen testisin germinatif epiteli, GIS mukozasi1 gibi hiicreleri iizerinde de etkilidirler
(Tiirk ve dig. 2013).

MTX folik asit antogonistidir ve malign tiimdrlerde kullanilan bir ajandir (Yulug ve
ark. 2013). Hucre siklusunun S doéneminde sitotoksik etki yaparak, hicre bolunmesini
inhibe eder. Yapilan calismalar metotreksatin, antioksidan enzim sisteminin etkinligini
azaltarak, hucreleri ROS’a karsi hassas duruma getirip hasara neden oldugunu
gostermektedir. Oksidatif stres testis seminifer ttibillerinde hasara ve germ hucrelerinde
azalmaya yol agmaktadir (Isik ve dig. 1997). Bundan dolay:1 antioksidanlar oksidatif strese
karsi testis dokusunun korunmasina yardim edebilir.

Aposinin, Apocynum cannabinum bitkisinin koklerinden elde edilen NADPH
oksidaz (NOX) inhibisyonu etkisi olan bir maddedir. En ¢ok bilinen NOX inhibit6rlerinden
birisidir (Xian ve dig. 2008). Aposinin, antioksidan savunma sistemini ve GSH arttirdig1
icin iskeminin tetikledigi hiicresel stresi sinirladig1 goriilmiistiir (Liu ve dig. 2008).

Yapilan literatiir taramasinda testis dokusunda MTX tarafindan olusturulan toksisite
Uzerine, testislere olumlu etkilerinin bilinen Aposinin’in etkisini ortaya koyan bir ¢alimaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismanin amaci; kanser ya da birgok hastaligin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan Metotreksat’in testis dokusu iizerinde olusturdugu yan etkileri
degerlendirmek ve bu etkilerin azaltilmasi ya da 6nlenmesine yonelik koruyucu bir faktor
olarak antioksidan 06zellikte olan Aposinin uygulanmasmin erkek fertilitesi iizerine

etkilerini incelemektir.
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma, Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan 09.07.2015
tarinli ve 8/8-2015 sayili onay alindi, tiim caligsmalar etik kurul ilkelerine uygun olarak

gerceklestirildi.

3.1.DENEY HAYVANLARI
Calismada Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nden

temin edilen 50 adet, agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen, 8 haftalik Wistar Albino cinsi
erkek sicanlar kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda, uygun
kafesler icerisinde barindirilarak serbest¢e beslenip su igmeleri saglandi. Tiim hayvanlar
deney siiresi boyunca normal pelet yem ve su ile beslendi. Tiim hayvanlarin ¢alisma
baslangicinda ve sakrifiye edilmeden once tartilarak agirliklar1 kayit edildi. Her grupta 10
si¢an olacak sekilde 5 grup olusturuldu.

3.2. GRUPLARIN OLUSTURULMASI ve UYGULAMALAR
1) Kontrol Grubu (n=10): Metotreksat grubuna enjeksiyon yapildigi zamanda kontrol

grubu siganlara da %0.9 NaCl (1.25 ml) tek doz ve intraperitoneal (i.p) olarak verildi
(Chirino ve dig. 2007).
2) DMSO Grubu (n=10): Aposinin grubuna enjeksiyon yapildigi zamanda DMSO
grubundaki siganlara da %15 DMSO (0.2 ml) i.p. olarak verildi (Sener ve dig. 2014).
3) Metotreksat Grubu (n=10): Metotreksat 20 mg/kg dozda i.p. ve tek doz olarak (Daggulli
ve dig. 2014) 24. gun verildi (EI-Sheikh ve dig. 2014).
4) Metotreksat+Aposinin(20mg/kg) Grubu (n=10): Sicanlara i.p. enjeksiyon yolu ile
Aposinin (20 mg/kg/gin) 4 hafta (28 giin) siireyle (Li ve dig. 2013) ve deneylerin 24.
Gununde (EI-Sheikh ve dig. 2014) Metotreksat 20 mg/kg dozda tek doz i.p. (Daggulli ve
dig. 2014) olarak verildi.
5) Metotreksat+Aposinin(50mg/kg) Grubu (n=10): Si¢anlara i.p. enjeksiyon yolu ile
Aposinin (50 mg/kg/gun) 4 hafta (28 giin) sireyle ve deneylerin 24. gununde (EI-Sheikh ve
dig. 2014) Metotreksat 20 mg/kg dozda tek doz ve i.p. (Daggulli ve dig. 2014) olarak
verildi.

Tim hayvanlar 28. gln sonunda i.p. olarak uygulanan ketamin (90 mg/kg) +
ksilazin (10 mg/kg) anestezi uygulanarak sakrifiye edildi. Hayvanlarin testisleri komsu
dokulardan temizlenerek tartildi. Elde edilen doku 6rneklerinin bir kismi 151k mikroskobik

inceleme icin %10’luk formaldehit fiksasyon soliisyonu i¢ine atildu.
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Hayvanlardan elde edilen dokularin bir kismi ise MDA, MPO ve GSH tayini icin
kullanildi.

3.3. KULLANILAN KiIMYASAL MALZEMELER ve CIHAZLAR
3.3.1. Kimyasal Malzemeler

Metotreksat (Kogak Farma firmasinin Methotrexate 50 mg/5 ml Enjektabl solusyon
iceren flakon)

Aposinin (Santa Cruz: sc-203321A)

Dimetil stlfoksit (DMSO) (Santa Cruz firmasina: sc-202581)

Alfazyne (50 ml)

Ketalar (500 mg)

Formaldehit (Tekkim)

Etanol Absolute (Merck)

Etil Alkol 96° (Tekkim)

Entellan (Merck Milipore: 107961)

Toluen (Merck)

Metanol (Merck)

Ksilol (Tekkim)

Proteinaz K (Merck Millipore: 21627)

Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit (Millipore: S7101)

Metilen gren (TM of Trevigen)

MPO ELISA Kit (Bioassay: E0574Ra)

3.3.2.Cihazlar
Hassas terazi (Scaltec-STB31)

Vorteks (LMS)

Etuv (Elektro-mag)

Mikrotom (Leica SM 200R)

Mikrodalga (Regal)

Buzdolabi (Argelik)

Isik mikroskobu (Leica DM 1000) ve Kamera (Leica DMC 2900)
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3.4.VUCUT AGIRLIKLARININ OLCUMU
Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklart uygulanacak madde

miktarlarin1 belirlemek i¢in glinlilk olarak ve deney sonunda agirliklar1 tartilarak
kaydedildi.

3.5.TESTIiS AGIRLIKLARININ OLCUMU
Testis, cevre dokulardan iyice temizlendikten sonra her biri de Scaltec-STB31

marka hassas terazi ile tartildi. Her sican igin sag ve sol testis olmak iizere tartilarak
kaydedildi. Sol testisler biyokimyasal analizler i¢in salin ile yikanarak paketlendi. Sag

testisler histolojik analizler i¢in %10’luk formaldehit igerisine alindi.

3.6. BIYOKIMYASAL ANALIZ
Kardiyak ponksiyon ile alinan kan 6rnekleri pihtilasma amaciyla 10-20 dakika oda

sicakliginda bekletildi.

3.6.1.Doku Homojenizasyonu
Sican testis dokularinda MDA, GSH, MPO, testosteron ve protein tayini igin

dokular tartilarak tizerine 1/10 (agirlik/voliim) oraninda PBS (0,1 M / pH 7,4) eklenip doku
homojenizatoru ile homojenize edildi (Calkins ve dig. 2001). Homojenatlar 15 dk 3500
rpm’de santrifiij edilerek siipernatantlar1 ayrildi ve eppendorflara alinarak -40°C’de analiz

edilecek zamana kadar saklandi.

3.6.2.Doku Protein Tayini
Total protein tayini Lowry modifiye metodu ile yapildi (Hartree 1972). Analiz

edilecek parametrelerin doku sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak tayin edildi.

3.6.3.Malondialdehit (MDA) Duzeylerinin Tayini
Lipid peroksidasyonu wriini olan MDA, tiyobarbitlrik asit (TBA) ile raksiyona

girerek 535 nm’de maksimum absorbans veren pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu
kompleksin renk siddeti spektrofotometrik olarak Olgiilerek, ornek i¢indeki MDA
konsantrasyonu tayin edilir (Buege ve Aust 1978).

3.6.4.Glutatyon (GSH) Duizeylerinin Tayini
Non-protein siilfidril gruplarmin tiimii rediikte glutatyon formundadir. 5,5’°-

ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) DTNB disulfid bir kromojendir ve sulfidril grubu iceren
bilesiklerle kolayca rediikte olarak koyu sari renkli bir bilesik olusturur. Bu rediikte
kromojenin 412 nm’de Ol¢iilen absorbanst GSH konsantrasyonu ile direk orantilidir

(Ellman 1959).
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3.6.5.Myeloperoksidaz (MPO) Duzeylerinin Tayini
Bioassay (Shanghai, China) ELISA kiti kullanilarak ¢alisildi. Calisma kit

protokoliine uygun olarak yapildi.

3.6.6. Testosteron Olgiimi
Rutin biyokimya otoanalizori ile élgalda.

3.7.1SIK MiKROSKOBI UYGULAMARI
Hayvanlardan alinan sag testisler 151k mikroskop takibi uygulamak tizere %10’luk

tamponlanmis formalin solisyonuna konularak fikse edildikten sonra yiikselen etanol
serilerinde (sirasiyla %70, %90, %96 ve %100) 24 saat tutularak dehidrate edildi. Daha
sonra %100 etanolde 2 saat siireyle tutuldu. Toluol i¢inde 30 dakika siirede seffaflandirma
islemi yapildi. 60°C’deki etlivde 15 dakika toluol+parafin karisiminda daha sonra 30
dakika parafin icinde bekletilerek parafin bloklara gomuldi. Bu bloklardan 4-5 pum
kalinliginda mikrotom ile seri kesitler alindi. Her bir testisten 10’ar kesit atlanarak 5’er
preparat hazirlandi (Yiincii ve dig. 2015). Hazirlanan preparatlar hematoksilen—eozin
(H&E), terminal dUTP nick end labelling (Tunel) boyamasi ile boyanip, Leica DM 1000

model 151k mikroskobunda degerlendirilerek fotograflar: ¢ekildi.

Cizelge 3.1. Histolojik takip serileri

Sira Islem Sdresi

1 %70 Alkol 24 saat

2 %90 Alkol 24 saat

3 %96 Alkol 24 saat

4 %2100 Alkol 24 saat

5 %2100 Alkol 2 saat

6 Toluol 30 dakika
7 Toluol+Parafin 15 dakika
8 Parafin 30 dakika
9 GOmme
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3.7.1. Hematoksilen&Eozin Boyamasi
Parafin kesitler 2 saat boyunca 60°C’lik etuivde bekletildi. Ertesi giin 2 saat toluol

yardimu ile kesitler tizerindeki parafin uzaklastirildi. Kesitler, azalan alkol serisinden (100°,
96°, 90°, 70°) gecirilerek deparafinize edildi ve saf suya kadar hidrate edildi. Ardindan
Mayer’s hematoksilen’de 5 dakika bekletilerek hiicre nukleuslar1 boyandi. Fazla
boyanmanin giderilmesi i¢in 2 defa distile sudan ge¢irildi. 10-15 saniye mavilestirme
solisyonunda bekletildikten sonra 2 kere distile sudan gecirildi. 100° alkolden sonra
sitoplazmay1 boyamak igin kesitler 2-3 dakika eozin boyasinda bekletildi. 100° alkolden
gecirilen kesitler toluolde ikiser kez 15’er dakika bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.
Kapatilan kesitler Leica DM 1000 151k mikroskopu ile incelendi.

3.7.2. Tunel Boyamasi
Parafin bloklardan alinan 4-5 pm’lik kesitler 2 saat 60 °C’lik etiivde tutularak

parafini giderildi ve ardindan toluolde 2x20 dakika bekletilerek parafinden iyice arindirildi.
Azalan alkol serilerinden (sirastyla %100, %100, %96, %90, %70) gecirildikten sonra 5 dk
PBS’de yikandi. Kesitler gevreleri simirlayici kalem ile c¢izildi. Daha sonra antijen
iyilestirme amaciyla 15 dakika oda 1sisinda proteinaz K soliisyonu uygulandi ve distile su
ile yikanan (2x2 dk) kesitler endojen peroksidazi bloklamak i¢in metanol ile hazirlanan
%3’lik H,0,’de 5 dakika bekletildi. Kesitlere 10 dakika oda 1sisinda dengeleme tamponu
uygulandi. Daha sonra kesitler 37 °C’de terminal deoksintikleotidil transferaz enziminde 1
saat bekletildikten sonra durdurma tamponuyla oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. PBS’de
yikanan (3x1 dk) kesitlere oda 1sisinda 30 dakika anti-digoksigenin-peroksidaz konjugati
uygulandi ve PBS (4x2 dk) yikandi. Sonrasinda 3-6 dakika DAB kromojen soliisyonu
uygulamasindan sonra distile su (3x1 dk) uygulandi.10 dakika %0.5 metilen green ile zit
boyama yapildi. Ardindan distile su (3x30 sn) ile N-butanolle 3 defa yikandi. Daha sonra
toluole alind1 ve kesitler kapatma medyumu ile kapatilda.

Isaretlenen hiicrelerin toplam hiicre sayisma béliinmesi ile her bir testisteki
hlcrelerin apoptotik indeksi hesaplandi (Yulug ve dig. 2013).

3.8.ISTATISTIKSEL YONTEMLER
Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket

programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren niimerik degiskenler ortalama +/- standart sapma,

normal dagilim gostermeyen niimerik degiskenler medyan (25. persantil - 75. persantil)
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olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olan niimerik degiskenler
icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile, normal dagilima sahip olmayan niimerik
degiskenler i¢in ise Kruskal Wallis Testi ile belirlendi. Coklu karsilagtirmalar i¢in Tukey,
Dunnve Dunnett testleri kullanildi. Tekrarlayan 6lgiimler arasindaki farkliliklar: belirlerken
normal dagilim varsayimi saglandigi igin eslestirilmis t-testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel

olarak onemlilik icin yeterli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1.VUCUT ve ORGAN AGIRLIKLARI

4.1.1. Metotreksat Verilmeden Onceki Viicut Agirhklar
Calismamizda hayvanlarin ilk 6lgiilen viicut agirliklarina iliskin bulgular ¢gizelge

4.1°da verilmistir.

Hayvanlarin ilk agirliklarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi sonucunda gruplar

arasinda 6nemli bir fark saptanmamaistir (p=0,226).

Cizelge 4.1. Gruplara gore Metotreksat uygulanmadan 6nceki viicut agirliklar farklari (gram)

Gruplar Medyan (25-75) P degeri
Kontrol 255,50 (234,00-286,00)
DMSO 269,50 (227,00-300,00)
Metotreksat 276,50 (245,00-305,00) 0.226

Aposinin(20mg/kg)+ Metotreksat

260,00 (238,00-290,00)

Aposinin(50mg/kg)+ Metotreksat

263,50 (247,00-284,00)

400

350

300

250

200

150

vlcut agirhklari (gram)

100

50

Metotreksat verilmeden dnceki

T T T T 1

Kontrol

DMSO Metotreksat

Metotreksat

Aposinin
(50mg) +
Metotreksat

Cizim 4.1. Sicanlarin Metotreksat verilmeden Onceki viicut agirliklarinin gruplara gore

karsilastirilmasi
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4.1.2.Deney Sonu Vicut Agirhg:

Deney sonrast sicanlarin viicut agirliklart karsilastirildiginda sicanlarin  viicut
agirhiklarinda artis goriilmistiir (Cizelge 4.2) ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmistir (p<0.001). Deney sonu viicut agirliklar1 kontrol grubu ile Metotreksat grubu
karsilastirildiginda anlamli olarak farklilik belirlenmistir (p<0.001). Metotreksat grubu ile
Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat ve Aposinin(50mg/kg)+ Metotreksat gruplari ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmistir (p<0.001).

Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat  ve  Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat  kendi
aralarinda karsilastirildiginda, anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p=0.559).

Cizelge 4.2. Siganlarin gruplarina gore deney sonu viicut agirliklari (gram)

Gruplar OrtalamazStandart Sapma | P degeri
Kontrol 304,50+8,54

DMSO 310,90+12,05

Metotreksat 259,60+16,60 0.000

Aposinin(20mg) + Metotreksat 292,33+22,18

Aposinin(50mg) + Metotreksat 302,40£9,54
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= * E:
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= 300 g

B 550

=

>t0

& 200

=

=g 150

=

=

S 100

(%]

)

¥ 50

[

[

O T T T T
Kontrol DMSO Metotreksat Aposinin Aposinin

(20mg) + (50mg) +
Metotreksat Metotreksat

Cizim 4.2. Sicanlarin deney sonu viicut agirliklarimin deney gruplarina gore Karsilastirilmast.
**p<0.001; Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, *p<0.001; Metotreksat grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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Cizim 4.3. Metotreksat uygulanmadan 6nceki ve deney sonu viicut agirliklari arasindaki farklarin
gruplara gore karsilagtirilmasi

4.1.3.Sag Testis Agirhgi
Gruplar arasinda sag testis agirliklart istatistiksel olarak degerlendirildiginde

anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.001). En yiiksek sag testis agirligi kontrol grubunda
goriiliirken; en diisiik sag testis agirligi ise Metotreksat grubunda goézlendi (Cizelge 4.3).
Gruplar arasi ikili karsilagtirma kontrol grubu ile DMSO ve Metotreksat gruplar1 arasinda
farklilik  bulunurken (p<0.001); Aposininin 20mg/kg’lik dozunda (p=0.081) ve
50mg/kg’lik dozunda (p=0.088) arasinda farklilik goriilmemistir. Metotreksat grubu ile
Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat ve Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat gruplari
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlenmistir (p<0.001).

Cizelge 4.3. Siganlarin gruplarina gore sag testis agirliklar: (gram)

Gruplar OrtalamazStandart Sapma | P degeri
Kontrol 1,78+0,09

DMSO 1,56+0,12

Metotreksat 1,41+0,11 0.000

Aposinin(20mg) + Metotreksat 1,68+0,07

Aposinin(50mg) + Metotreksat 1,68+0,07
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Sag Testis Agirhgi (gram)

Kontrol DMSO Metotreksat Aposinin Aposinin
(20mg) + (50mg) +
Metotreksat  Metotreksat

Cizim 4.4. Sicanlarin sag testis agirliklarinin deney gruplarina gére karsilagtirilmasi. **p<0.001
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, *p<0.001; Metotreksat grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki
degerler ortalama (X)xstandart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.2.BIYOKIMYASAL BULGULAR
4.2.1. Malondialdehit (MDA) Ol¢iim Bulgular:

MDA miktarlar1 belirlenirken homojenize edilen testiste protein tayini yapilmuistir.
Analiz edilen parametrelerin doku sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak dokuda
nanomol/10 mg protein, serumda nanomol/mililitre cinsinden elde edilmistir.

Kontrol grubundaki MDA seviyeleri dokuda 5,08 (4,22-5,68) nanomol/10 mg
protein ve serumda 1,70£0,32 nanomol/mililitre olarak bulunmustur.

DMSO grubundaki MDA seviyeleri dokuda 5,55 (4,63-6,50) nanomol/10 mg
protein ve serumda 2,08+0,28nanomol/mililitre olarak bulunmustur.

Metotreksat grubundaki MDA seviyeleri dokuda 8,23 (7,74-9,47) nanomol/10 mg
protein ve serumda 6,54+0,72 nanomol/mililitre olarak bulunmustur.

Aposinin (20mg/kg)+Metotreksat grubundaki MDA seviyeleri dokuda 3,11 (2,50-
3,68) nanomol/10 mg protein ve serumda 2,16+0,52nanomol/mililitre olarak bulunmustur.

Aposinin (50mg/kg)+Metotreksat grubundaki MDA seviyeleri dokuda 5,17 (4,03-
6,69) nanomol/10 mg protein ve serumda 1,71%0,32 nanomol/mililitre olarak bulunmustur
(Cizelge 4.4).

Gruplar arasinda doku MDA degerleri istatistiksel olarak incelendiginde anlamli bir
farklilik  bulunmustur (p<0.001). En yiilksek MDA degeri Metotreksat grubunda
goriilmistiir. Gruplar aras1 ikili karsilastirma da kontrol grubunun DMSO (p=1.00),
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Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p=0.147) ve Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat (p=1.00)
gruplart ile arasinda anlamli bir farklilik bulunmazken; Metotreksat grubu (p=0.017) ile
anlamli bir farklilik bulunmustur. Metotreksat grubu ile Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat
(p<0.001) ve Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat (p=0.029) gruplar1 arasinda anlamli farklilik
bulunmustur.  Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat ile  Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat
gruplar arasinda farklilik goriilmemistir (p=0.093).

Gruplar  arasinda  serum  seviyelerindeki MDA istatistiksel  olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.001). Serumdaki en yuksek
MDA seviyesi Metotreksat grubunda goriilmiistiir. Gruplar arast ikili karsilagtirma da
kontrol grubunu DMSO grubu (p=0.262), Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p=0.141) ve
Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat (p=1.00) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
bulunmazken; Metotreksat grubu (p<0.001) ile anlamli bir farklilhik bulunmustur.
Metotreksat grubu ile DMSO, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat ve Aposinin(50mg/kg)+
Metotreksat gruplar1 arasinda farklilik bulunmustur (p<0.001). Aposinin(20mg/kg)+
Metotreksat ile Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat arasinda farklilik  goériilmemistir
(p=0.277).

Doku ve serum seviyelerindeki MDA degerleri arasinda farkli sonuglar

bulunmamastir.

Cizelge 4.4. Siganlarin gruplarina gore doku MDA ve serum MDA degerleri

MDA (Doku) MDA(Serum)
Gruplar Nanomol/10mg Nanomol/mililitre
protein OrtalamazStandart | P degeri
Medyan (25-75) Sapma
Kontrol 5,08 (4,22-5,68) 1,70£0,32
DMSO 5,55 (4,63-6,50) 2,08+0,28 0.000
Metotreksat 8,23 (7,74-9,47) 6,54+0,72
Aposinin(20mg)+Metotreksat | 3,11 (2,50-3,68) 2,16+0,52
Aposinin(50mg)+Metotreksat | 5,17 (4,03-6,69) 1,71+0,32
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Kontrol DIMSO Metotreksat  Aposinin (20mg) Aposinin (50mg)
+ Metotreksat  + Metotreksat

Cizim 4.5. Doku MDA diizeylerinin deney gruplarina gore karsilastirilmasi. **p<0.05; Kontrol
grubu ile Metotreksat grubu kiyaslandiginda, *p<0.001; Metotreksat ile Aposinin(20mg)+
Metotreksat grubu ile kiyaslandiginda, #p<0.05; Metotreksat ile Aposinin(50mg)+Metotreksat
grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki degerler median (25-75 percentile) olarak ifade edildi.
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Kontrol DIMSO Metotreksat  Aposinin{20mg) + Aposinin{50mg) +
Metotreksat Metotreksat

Cizim 4.6. Serum MDA diizeylerinin deney gruplarina gore karsilastirilmast. **p<0.001; Kontrol
grubu ile Metotreksat grubu kiyaslandiginda, *p<0.001; Metotreksat ile DMSO, Aposinin(20mg)
+Metotreksat ve Aposinin(50mg)+Metotreksat grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki degerler

ortalama (X)+ standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.2.2. Glutatyon (GSH) Ol¢iim Bulgular
GSH miktarlar: belirlenirken homojenize edilen testiste protein tayini yapilmistir.

Analiz edilen parametrelerin doku sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak dokuda
mg/g protein cinsinden elde edilmistir.

Kontrol grubundaki GSH seviyeleri dokuda 14,03+1,84 mg/g protein, DMSO
grubundaki GSH seviyeleri 15,00+2,52 mg/g protein, Metotreksat grubundaki GSH
seviyeleri 10,58+0,89 mg/g protein, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat grubundaki GSH
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seviyeleri 16,74+1,50 mg/g protein, Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat grubundaki GSH
seviyeleri 17,07+£2,00 mg/g protein olarak bulunmustur (Cizelge 4.5).

Gruplar arasinda GSH degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir
farklilik bulunmustur (p<0.001). En yiiksek GSH degeri Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat
(17,0711) ve Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (16,7400) goriiliirken; en diisiik degeri
Metotreksat grubunda (10,5800) goriilmiistiir. Gruplar arasi ikili karsilagtirma da kontrol
grubu ile Metotreksat grubu arasinda anlamli  bir farkliblk  g6zlenmistir
(p<0.005).Metotreksat grubu ile  Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p<0.001) ve
Aposinin(50mg/kg)+ Metotreksat (p<0.001) gruplari arasinda anlamli bir farklilik
bulunmustur. Aposinin(20mg/kg)+ Metotreksat ile Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat
gruplar arasinda farklilik goriillmemistir (p=0.995).

Cizelge 4.5. Siganlarin gruplarina gore GSH degerleri

Gruplar OrtalamazStandart Sapma | P degeri
Kontrol 14,03+1,84

DMSO 15,00+£2,52

Metotreksat 10,58+0,89 0.000

Aposinin(20mg) + Metotreksat 16,74+1,50

Aposinin(50mg) + Metotreksat 17,07+2,00
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Kontrol DMSO Metotreksat  Aposinin {20 mg) Aposinin {50 mg)

+ Metotreksat + Metotreksat

Cizim 4.7. GSH diizeylerinin deney gruplarina gore karsilastirtlmasi. **p<0.005; Kontrol grubu
ile Metotreksat grubu kiyaslandiginda, *p<0.001; Metotreksat ile Aposinin(20mg) +Metotreksat ve
Aposinin(50mg)+Metotreksat grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki degerler ortalama

(X)tstandart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.2.3. Testosteron Ol¢iim Bulgular
Testosteron degeri belirlenirken kalpten alinan kandan serum miktar1 elde

edilmistir.

Kontrol grubundaki testosteron seviyeleri serumda 5,05+1,39, DMSO grubundaki
testosteron seviyeleri 3,80£0,77, Metotreksat grubundaki testosteron seviyeleri 1,49+0,68,
Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat grubundaki testosteron seviyeleri 6,26+2,18, Aposinin
(50mg/kg)+Metotreksat grubundaki testosteron seviyeleri 5,60£1,04 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.6).

Gruplar arasinda testosteron olgiimleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde
anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.001). En ylksek testosteron degeri Aposinin
(50mg/kg)+Metotreksat (5,6067) ve Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (6,2656) gorullrken;
en digik degeri Metotreksat grubunda (1,4944) goriilmistiir. Kontrol grubu ile diger
gruplar karsilastirildiginda, DMSO (p=0.165), Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p=0.183)
ve Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat gruplar1 (p=0.792) arasinda anlamli bir farklilik
g6zlenmezken; Metotreksat grubu ile anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.001). Gruplar
aras1 ikili karsilastirma da Metotreksat grubunun Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat
(p<0.001) ve Aposinin (50mg/kg) + Metotreksat (p<0.001) ile arasinda anlaml1 bir farklilik
bulunmustur. Aposinin  (20mg/kg)+Metotreksat ile Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat
gruplar1 arasinda farklilik goriillmemistir (p=0.831).

Cizelge 4.6. Siganlarin gruplarina gore testosteron degerleri

Gruplar OrtalamazStandart Sapma | P degeri
Kontrol 5,05+1,39

DMSO 3,80+0,77

Metotreksat 1,49+0,68 0.000

Aposinin(20mg) + Metotreksat 6,26+£2,18

Aposinin(50mg) + Metotreksat 5,60£1,04
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Kontrol DMSO Metotreksat  Aposinin (20mg) +Aposinin (50mg) +
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Cizim 4.8. Testosteron duzeylerinin deney gruplarina goére karsilastirilmasi.**p<0.001; Kontrol
grubu ile Metotreksat grubu kiyaslandiginda, *p<0.001; Metotreksat ile Aposinin
(20mg)+Metotreksat ve Aposinin(50mg)+Metotreksat grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki

degerler ortalama (X)xstandart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.2.4. Myeloperoksidaz (MPO) Olciim Bulgulari

MPO miktarlar1 belirlenirken homojenize edilen testiste protein tayini yapilmuistir.
Analiz edilen parametrelerin doku sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak dokuda
nanogram/mg protein, serumda nanomol/mililitre cinsinden elde edilmistir.

Kontrol grubundaki MPO seviyeleri dokuda 1,31 (1,00-1,45) nanogram/mg
proteinve serumda 6,26+1,29 nanomol/mililitre olarak bulunmustur.

DMSO grubundaki MPO seviyeleri dokuda 1,51 (1,19-1,89) nanogram/mg
proteinve serumda 7,56+2,15 nanomol/mililitre olarak bulunmustur.

Metotreksat grubundaki MPO seviyeleri dokuda 4,38 (3,49-4,98) nanogram/mg
proteinve serumda 8,95+1,45 nanomol/mililitre olarak bulunmustur.

Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat grubundaki MPO seviyeleri dokuda 1,43 (0,63-
1,70) nanogram/mg protein ve serumda 4,70+0,52 nanomol/mililitre olarak bulunmustur.

Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat grubundaki MPO seviyeleri dokuda 1,33 (1,18-
1,79) nanogram/mg protein ve serumda 6,12+0,56 nanomol/mililitre olarak bulunmustur
(Cizelge 4.7).

Gruplar arasinda doku seviyelerindeki MPO istatistiksel olarak incelendiginde
anlaml bir farklilik bulunmustur (p<0.001). En yiiksek doku seviyelerindeki MPO

Metotreksat grubunda goriilmiistiir. Gruplar arasi ikili karsilastirma da kontrol grubu
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DMSO (p=1.000), Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p=0.100) ve Aposinin(50mg/kg)+
Metotreksat (p=1.00) ile arasinda anlamli bir farklilik bulunmazken; Metotreksat grubu
(p<0.001) ile anlamli bir farklilk bulunmustur. Metotreksat grubu ile
Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p=0.001) ve Aposinin(50mg/kg)+ Metotreksat (p=0.006)
gruplart  arasinda  farklibk  bulunmustur.  Aposinin(20mg)+  Metotreksat  ile
Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat gruplari arasinda farklilik gortiilmemistir (p=1.000).

Gruplar  arasinda  serum  seviyelerindeki ~ MPO istatistiksel  olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.001). En yiksek serum
seviyelerindeki MPO Metotreksat grubunda goriildi. Gruplar arasi ikili karsilastirma da
kontrol grubu DMSO (p=0.147), Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p=0.058) ve
Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat (p=0.998) gruplar1 ile arasinda anlamli bir farklilik
bulunmazken; Metotreksat grubu (p<0.001) ile anlamli bir farklilhik bulunmustur.
Metotreksat grubu ile Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p<0.001) ve Aposinin(50mg/kg)+
Metotreksat gruplari arasinda farklilik bulunmustur (p=0.001). Aposinin(20mg/kg)+
Metotreksat ve Aposinin(50mg/)+Metotreksat gruplar1 arasinda farklilik goériilmemistir
(p=0.183).

MPO doku ve serum seviyelerindeki degerler arasinda farkli sonuglar
bulunmamastir.

Cizelge 4.7. Siganlarin gruplarina gore doku MPO ve serum MPO degerleri

MPO (Doku) MPO (Serum)
Gruplar Nanogram/mg protein | Nanomol/mililitre degeri

Medyan (25-75) OrtalamazStandart

Sapma

Kontrol 1,31 (1,00-1,45) 6,26+1,29
DMSO 1,51 (1,19-1,89) 7,56+2,15
Metotreksat 4,38 (3,49-4,98) 8,95+1,45 0.000
Aposinin(20mg)+Metotreksat | 1,43 (0,63-1,70) 4,70+0,52
Aposinin(50mg)+Metotreksat | 1,33 (1,18-1,79) 6,12+0,56
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Cizim 4.9. Doku MPO dizeylerinin deney gruplarina gore karsilastirilmasi.**p<0.01; Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, *p<0.005; Metotreksat ile Aposinin(20mg)+Metotreksat grubu ile
kiyaslandiginda, #p<0.05; Metotreksat ile Aposinin(50mg)+Metotreksat grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler median (25-75 percentile) olarak ifade edildi.
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Cizim 4.10. Serum MPO diizeylerinin deney gruplarina gore karsilagtirilmasi. **p<0.001; Kontrol
grubu ile Metotreksat grubu kiyaslandiginda, *p<0.001; Metotreksat ile
Aposinin(20mg)+Metotreksat grubu kiyaslandiginda, #p<0.005; Metotreksat grubu ile
Aposinin(50mg)+Metotreksat grubu kiyaslandiginda. Gruplardaki degerler ortalama (X)tstandart
hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.3.HISTOLOJIK BULGULAR
4.3.1. Istkk Mikroskobik Inceleme

Istk mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan testislerinin
genel gorinimi saptamak icin Hematoksilin&Eozin (H&E) boyalar1 uygulanmigtir. Deney
gruplarinda degisik derecelerde histolojik yapida bozukluklara rastlanmistir. Gozlenen
histolojik bozukluklarin siddeti 0-3 arasinda derecelendirildi. Bunlar; 0: hasar yok, 1: az
hasar, 2: orta dereceli hasar, 3: asir1 hasar (Padmanabhan 2008).

Istk mikroskobik degerler istatistiksel olarak incelendiginde; gruplar arasi
vakuolizasyon (p=0.048), konjesyon (0.006), bazal laminada ayrilma ve liimene dokdilen
germ hucreleri (p<0.001) anlaml1 bir farklilik bulunmustur.

Kontrol grubunu olusturan sigan testis orneklerinin interstisyel alan ve seminifer
tibdller normal histolojiye sahiptir. Vakuolizasyon ve konjesyon olgutleri gruplar arasi
karsilastirildiginda kontrol grubu ile DMSO, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat ve Aposinin
(50mg/kg)+Metotreksat gruplari arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmamistir. Bazal
laminada ayrilma ve limene dokilen germ hicreleri 6lcltleri gruplar arasinda
karsilastiriiginda, kontrol grubu ve Metotreksat grubu arasinda anlamli bir farklilik
belirlenmistir (p<0.001) (Cizim 4.11).

DMSO grubunu olusturan si¢an testis 6rneklerinde interstisyel alan ve seminifer
tbuller normal histolojiye sahiptir. Vakuolizasyon 6lgiitii gruplar arasi karsilastirildiginda
kontrol grubu ve DMSO, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat ve Aposinin(50mg/kg)+
Metotreksat gruplart arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmamistir. DMSO grubu
Metotreksat grubu ile karsilagtirildiginda, konjesyon (p=0.033), bazal laminada ayrilma
(p=0.006) ve limene dokilen germ hiicreleri (p<0.001) olgiitleri gruplar arasinda anlaml
bir farklilik belirlenmistir (Cizim 4.12).

Metotreksat uygulanan grupta, dizenli bir interstisyel alan ve seminifer tibal
histolojisine rastlanmamistir. Ayrica konjesyon Ve vakuolizasyon gozlenmistir.
Metotreksat ve kontrol grubu konjesyon 6lgltu icin karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli  bir farklilik belirlenmistir  (p=0.022). Metotreksat ile tedavi gruplar
karsilastirildiginda, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat grubu (p=0.015) ve
Aposinin(50mg/kg)+ Metotreksat grubu (p=0.027) anlamli farklilik belirlenmistir.
Metotreksat ve kontrol grubu vakuolizasyon 6lgiitii i¢in karsilastirildiginda, gruplar
arasinda anlamli bir farklilik belirlenmistir (p=0.006). Seminifer tibdllerde bazal
membranda ondilasyonu gozlenmistir. Metotreksat ve kontrol grubu bu o6lglt igin

karsilastirildiginda, anlamli farklilik belirlenmistir  (p=0.006). Tedavi gruplar ile
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karsilagtirildiginda  Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (p=0.001) ve Aposinin(50mg)+
Metotreksat (p=0.001) anlamli farklilik gozlenmistir. Ayrica liimene doékllen germ
hiicrelerine rastlanmistir. Metotreksat grubu ile kontrol grubu (p<0.001), Aposinin
(20mg/kg)+Metotreksat  (p<0.001) ve  Aposinin(50mg)+Metotreksat  (p<0.001)
karsilagtirildiginda anlamli farkliliklar belirlenmistir (Cizim 4.13).

Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat birlikte verildigi gruplarin sigan testis 6rnekleri
tizerinde yapilan 151k mikroskobik incelemelerde, birkag tiibiilde hasarin az da olsa devam
ettigi goriilmekle birlikte, azalmig tiibiiler hasar ve spermatogonyumlardaki degisimin
metotreksat verilen gruptaki kadar yogun olarak bulunmadiklar1 saptanmustir. Interstisyel
alanda konjesyona rastlanmamigtir. Konjesyon Olcutl, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat
grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farkliliga rastlanmazken (p=1.000);
Metotreksat grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilga rastlanmistir (p=0.015).
Vakuolizasyon olgltt, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat grubu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farkliliga rastlanmazken (p=1.000); Metotreksat grubu ile
karsilastirildiginda anlamli farkliliga rastlanmistir (p=0.001). Bazal lamina ondilasyonu
icin, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
bir farkliliga rastlanmazken (p=1.000); Metotreksat grubu ile karsilagtirildiginda anlamli
farklilga rastlanmistir (p=0.001). Liimene dokiilen epitel germ hicreleri igin, Aposinin
(20mg/kg)+Metotreksat grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farklihiga
rastlanmazken (p=1.000); Metotreksat grubu ile Kkarsilastirildiginda anlamli farklilga
rastlanmistir (p<0.001) (Cizim 4.14).

Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat birlikte verildigi gruplarin sigan testis ornekleri
tizerinde yapilan 151k mikroskobik incelemelerde, birkag tiibiilde hasarin az da olsa devam
ettigi goriilmekle birlikte, azalmig tiibiiler hasar ve spermatogonyumlardaki degisimin
Metotreksat verilen gruptaki kadar yogun olarak bulunmadiklar1 saptandi. Interstisyel
alanda konjesyona rastlanmadi. Konjesyon 6lgiitii, Aposinin(50mg/kg) +Metotreksat grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farkliliga rastlanmazken (p=1.000);
metotreksat grubu ile Kkarsilastirildiginda anlamli farklilga rastlanmistir (p=0.027).
Vakuolizasyon olcltt, Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat grubu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farkliliga rastlanmazken (p=1.000); Metotreksat grubu ile
karsilastirildiginda anlamli farkliliga rastlanmistir (p=0.020). Bazal lamina ondilasyonu
icin, Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
bir farkliliga rastlanmazken (p=1.000); Metotreksat grubu ile karsilastirildiginda anlamli

farklilga rastlanmistir (p=0.001). Liimene dokilen epitel germ hicreleri igin,
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Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir
farklihiga rastlanmazken (p=1.000); Metotreksat grubu ile karsilagtirildiginda anlamli
farklilga rastlanmistir (p<<0.001) (Cizim 4.15).

Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat grubu ile Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat grubu
karsilastirildiginda ¢ok fazla bir farklilik bulunmamistir. Ancak Aposinin(20mg/kg)+
Metotreksat grubunun daha fazla koruyucu etkisi gorulmiistiir. Gruplar karsilastirildiginda,
vakuolizasyon (p=1.000), konjesyon (p=1.000), bazal lamina ondilasyonu (p=1.000) ve
limene dokilen germ hicreleri (p=1.000) i¢in karsilastirildiginda anlamli bir farklilik

bulunmamustir.

Cizim 4.11. Kontrol grubu sican testis dokusunun mikrofotografileri. Normal yapidaki

seminifer tiibliller ve tiibiil duvarindaki spermatojenik hiicreler H&E boyamasiyla
gorilmektedir. [A)20X, B)40X]

Cizim 4.12. DMSO grubu si¢an testis dokusunun mikrofotografileri. Normal yapidaki
seminifer tiibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatojenik hiicreler, damarlarda konjesyon
() H&E boyamasiyla goriilmektedir. [A)20X, B)40X]
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Cizim 4.13. Metotreksat grubu sigan testis dokusunun mikrofotografileri. Damarlarda konjesyon

(—), vakuolizasyon ( 3B), bazal lamina ondulasyonu (‘) ve limene dokilen epitelyum germ
hiicreleri (+) H&E boyamasiyla goriilmektedir. [A)20X, B)40]

Cizim  4.14.  Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat  grubu  sigan  testis  dokusunun
mikrofotografileri. Normale yakin goriiniimlii seminifer tiibiil yapilar, korunmus

spermatojenik hiicreler H&E boyamasiyla goriilmektedir. [A)20X, B)40X]
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Cizim 4.15.  Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat  grubu  sigan  testis  dokusunun
mikrofotografileri. Normale yakin goriiniimlii seminifer tiibiil yapilari, korunmus
spermatojenik hiicreler, konjesyon ( —) ile vakuolizasyon ( 3 ) H&E boyamasiyla
gortlmektedir. [A)20X, B)40]

4.3.2. Tunel Boyamasi Bulgulari
Tunel (dUTP) boyama yontemi hiicre ¢ekirdegindeki DNA fragmantasyonu analiz

etmeye yarayan bir yontemdir. Bu yontem sayesinde apoptoza giren hticreleri belirlemek
munkinddr. Tunel boyama yontemiyle seminifer epitel basta olmak Uzere apoptoza
ugrayan hiicrelerin analizi yapilmistir. 200X objektif ¢cekimlerinde bir 6rnek 30 seminifer
tiibiil degerlendirilip apoptotik hiicreler sayilmistir ve toplam hiicre sayisina boliinerek
apoptotik indeksleri bulunmustur (Padmanabhan 2008).

Gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli  farklilik
bulunmustur (p=0.002).Kontrol grubu ile Metotreksat grubu karsilastirildiginda anlaml
farklihik goriilirken (p=0.011); DMSO, Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat ve Aposinin
(50mg/kg)+Metotreksat gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik goériilmemistir (p=1.000).
Metotreksat grubu ile Aposinin(20mg/kg)+ Metotreksat grubu karsilagtirildiginda anlaml
olarak farklilik bulunmustur (p=0.002). Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat grubu ile
Aposinin(50mg/kg)+Metotreksat grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda farkliliga
rastlanmamustir (p=1.000) (Cizim 4.16-4.17).
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Cizelge 4.8. Gruplara gore apoptotik indeks

Gruplar Apoptotik indeks Degeri
Medyan (25-75)
Kontrol 0.000 (0.000-0.023)
DMSO 0.008 (0.000-0.035)
Metotreksat 0.161 (0.119-0.200) 0.002
Aposinin(20mg)+Metotreksat | 0.000 (0.000-0.005)
Aposinin(50mg)+Metotreksat | 0.009 (0.000-0.015)

Cizim 4.16. Tunel boyamasi ile boyanmis testis dokusu kesitlerinin mikrofotografileri. A. Kontrol
grubu (20X), B. Kontrol grubu (40X), C. DMSO grubu (20X), D. DMSO grubu (40X).
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Cizim 4.17. Tunel boyamasi ile boyanmis testis dokusu kesitlerinin mikrofotografileri.
Metotreksat grubunda apoptotik spermatogonialar (  -g0rtilmektedir.

E.Metotreksat grubu (20X), F. Metotreksat grubu (40X), G.Aposinin(20mg/kg)+
Metotreksat (20X), H.Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (40X), l.Aposinin (50mg/kg)+
Metotreksat (20X), J.Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat (40X).
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5. TARTISMA

Cagimizin en Onemli saglik sorunlarindan biri kanserdir ve {llkemizde kalp
hastaliklarindan sonra ikinci sirada gelmektedir. Tedavi yontemleriyle kanser hastalarinin
yagsam siirelerinin uzatilmasi ve daha kaliteli hayat yasamalari amaglanmistir (Dedeli ve
dig. 2008). Kemoterapi kanser tedavi yollarindan birisidir. Bu tedavide kullanilan ¢ogu
ilacin toksik yan etkiler tirettigi bilinmektedir (Prahalathan ve dig. 2005).

Kemoterapotik ilaglarin, kanserli olmayan normal doku ve hiicrelerde farkl
seviyelerde neden oldugu yan etkileri vardir. Ureme sisteminde meydana getirdigi
etkilerden bir tanesi erkek infertilitesidir. Spermatogeneziste meydana gelen aksakliklar,
sperm kalite parametrelerindeki bozukluklar, hipotalamus, hipofiz ve gonad eksenindeki
fonksiyon bozukluklar1 yan etkiler arasinda sayilmaktadir. Testis dokusunda bulunan
Leydig ve Sertoli hiicreleri kismen bu ilaglara direngli iken, germinal epitelyum bu ilaglara
kars1 ¢ok hassastir. Ancak germinal epitelyumdaki kok hiicrelerin saglam kalma durumuna
gore tedavinin sonlanmasiyla birlikte spermatogenezis geri gelebilmektedir (TUrk 2013).
Erkek siganlara cisplatin ve adriamisin gibi kemoterapdtik ilaglarin uygulanmasi, esey
hlcrelerinin dokilmesine ve dejenerasyonuna neden olmaktadir (Kim ve dig. 1999). Bizim
caligmamizda  metabolik  yolaklar1  bozarak  antitimdér  etki  gOsterdigini
bildigimizmetotreksat da benzer etki gostererek seminifer epitelde germ hiicrelerinin
hasarlanmasina, vakolizasyonuna ve dokliimesine neden oldugu goriilmiistiir.

Metotreksat bir folik asit antimetabolitidir ve hiicre siklusunun “S” fazindaki
hiicreler iizerinde sitotoksik etki yapar. Kemik iligi, gastrointestinal mukoza, kil kokleri ve
spermatojenik hiicreler ilacin etkisine ¢ok duyarhidirlar. Metotreksat’in bu hicreler izerine
olan yan etkilerini engellemek i¢in Metotreksat ile birlikte bazi ilaglarinda tedaviye
eklenmesi gerekmektedir. Literatiirde Metotreksat toksisitesine karsi kullanilan E vitamini,
resveratrol, B-karoten, kafeik asit gibi ¢ok sayida antioksidan maddelerle yapilan
caligmalar vardir (Yincii ve Kanter 2006, Yulug ve dig. 2013, Vardi ve dig. 2008,
Armagan ve dig. 2008). Aposinin NOX ailesinin en selektif inhibitorlerinden biridir.
NADPH oksidaz O, olusumunda rol alan bir enzimdir. Reaktif oksijen radikalleri bircok
reaksiyonla toksik H;O,, ONOO, NO’e doniisiir. Aposinin’in antioksidan savunma
sistemini, GSH’1 arttirdig1 ve hiicresel stresi sinirladigi belirtilmistir (Liu ve dig. 2008).

Literatiir tarandiginda testisin metotreksat ile indliklenmesiyle olusan oksidatif
stresin Aposinin’in koruyucu etkisi igin yapilan hicbir ¢alisma yoktur. Biz de ¢aligmamizda

metotreksatin testikiiler doku hasarina karsi Aposinin’in koruyucu etkisini arastirmayi
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amagladik. Bu ¢alismada Metotreksat uygulanan grupta germinal epitelde vakuolizasyon,
bazal lamina ondilasyonu, konjesyon ve limene immatir germ hicrelerin dokuldigi
seminifer tiiblller gézlenmistir. Seminifer tibdl ldmenine immatir germinal hucrelerin
dokildiigii tiibiil sayisinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi belirlenmistir.
Bulgular germinal epitelde 6nemli derecede hasar olusturdugunu gostermektedir.

Kemoterapi ilaclarinin esey hiicrelerinde apoptoza neden oldugu bir¢ok caligmada
bildirmiglerdir. Apoptoz, kemoterapi ilaglarinin spermatogenetik hiicrelerde olusturdugu
hasarin 6nemli bir gostergesidir (Prahalathan ve dig. 2005, Amin ve dig. 2008,Yulug ve
dig. 2013).

Fareler lizerinde yaptig1 ¢alismada, Metotreksat uygulanan grupta apoptoza ugrayan
hiicrelerin arttigini; Metotreksat’tan énce verilen doz-bagimli folik asit ve Metotreksat’tan
sonra verilen doz-bagimli folinik asit gruplarinda ise apoptotik hiicrelerin azalmis oldugu
bildirilmistir. Metotreksat’in germ hiicreleri ilizerine yaptigi toksik etkiyi folik asit ve
folinik asitin en aza indirgedigini gostermistir (Padmanabhan ve dig. 2008).

Yine fareler {izerinde yaptiklar1 ¢calismada Metotreksat uygulanan grupta apoptoza
ugrayan hiicrelerin arttigini; Timokinon+Metotreksat uygulanan grupta ise apoptotik
hiicrelerin azalmis oldugunu gostermislerdir (Sheikhbahae ve dig. 2016).

Sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada Metotreksat uygulanan grupta apoptoza
ugrayan hiicrelerin arttigi; Resveratrol uygulanan grupta ise apoptotik hiicrelerin azalmis
oldugunu gosterilmistir (Yulug ve dig. 2013).

Bizim ¢aligmamizda ise Metotreksatin germ hiicreleri DNA’sina verdigi zarari ve
sitotoksisitesini belirlemek amaciyla Tunel metoduyla apoptoz belirlenmistir. Elde
ettigimiz veriler, Metotreksat grubundaki apoptotik indeksin diger gruplara gére anlamli
olarak arttigini, diger gruplarda ise apoptotik etkiyi azalttigini gostermistir. Buna gore,
Metotreksat’in germinal hiicrelerin DNA’sina zarar vererek sitotoksisiteye neden oldugu
sonucuna vardik (Jahovic ve dig. 2003). Bulgularimiz diger calismalarla birbirlerini
destekler niteliktedir.

Bir¢ok aragtirmada oksidatf stresin olusturdugu testis hasarini belirlemek amaciyla
oksidatif stres belirteci olan MDA 6l¢miislerdir (Gokce ve dig.2010). MDA seviyeleri,
LPO’nun artmasindan dolay1 serbest radikal iiretilmesinde 6nemli bir belirtectir (Draper ve
Hadley 2010). Farkli ¢alismalarda Metotreksat’in uygulanmasiyla birlikte kan, karaciger,
testis ve bobrek MDA seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (Jahovic ve dig. 2004, Armagan
ve dig. 2008).
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Sicanlar tlizerinde yapilan bir calismada tek doz Metotreksat uygulanmasi sonucu,
testis dokusunda oksidatif stresin arttig1 gosterilmistir (Armagan ve dig. 2008). Baska bir
calismada, Metotreksat uygulanan grupta MDA seviyelerinin diger gruplara gore anlamli
olarak yiiksek oldugunu bulmuslardir (Yiinci ve dig. 2015). Ay sekilde Daggulli M. ve
dig. yapmis oldugu caligmada da Metotreksat uygulanan grupta MDA seviyelerinin diger
gruplara gore artmis oldugunu gostermislerdir (Daggulli ve dig. 2014).

Metotreksat ile uyarilan testis hasarma karsi beta-karoten’in antioksidan ve
antiapoptotik etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, Metotreksat grubundaki MDA
seviyesinin [(-karoten+Metotreksat grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu
belirlenmistir (Vardi ve dig. 2008).

Metotreksat ile uyarilan testis hasarlanmasinda Resveratrol’tin etkileri ile ilgili bir
calismada, Metotreksat grubundaki MDA seviyesinin Resveratrol+Metotreksat grubuna
gore anlamli olarak yiliksek oldugu belirlenmistir (Yulug ve dig. 2013).

Takhtfooladi M.A. ve dig. yaptiklari c¢aligmada da iskemi-reperfiizyon ile
indiiklenmis si¢an testislerinin Kurkumin ile koruyucu etkisine bakmislar ve iskemi-
reperflizyon grubundaki MDA degerinin diger gruplara gore daha yiiksek c¢iktigin
gostermislerdir (Takhtfooladi ve dig. 2015). Ozbek O. ve dig. yaptiklari galismada ise
MDA degerleri iskemi-reperfiizyon grubunda artarken, iskemi-reperfiizyon+Aposinin
grubunda azalmistir (Ozbek ve dig. 2014). Bizim c¢aligmamizda ise MDA’y1 hem testis
dokusunda hem de serumda o6l¢llerek oksidatif stres belirlenmistir. Her iki 6rnek igin;
kontrol grubu ile Metotreksat grubu arasinda anlamli olarak farklilik goriiliirken, diger
gruplar arasinda ise bir farklilik belirlenmemistir. Buradan yola ¢ikarak, Metotreksat’in
LPO’yu arttirarak oksidatif stres olusturdugunu sdyleyebiliriz.

MPO, NO metabolizmasinda yer alan nitrit, nitrat ve peroksidasyon iglemlerinde rol
alan bir enzimdir. Antioksidan kapasitedeki azalmanin yani sira oksidatif stres diizeyini
gosteren bir belirtectir. Altintas R. ve dig., si¢anlara boObrek iskemi-reperfiizyon ile
oksidatif stres yaratip aposinin iizerine yaptiklar1 bir calismada MDA ve MPO diizeyleri
iskemi-reperfiizyon grubunda anlamli olarak yiiksek bulunurken; tedavi gruplarinda ise
anlaml1 olarak azalmis bulunmustur (Altintas ve dig. 2013). Ozbek O. ve dig.’nin yapmis
olduklar1 iskemi-reperflizyon ile indiikklenmis testis iizerine Aposinin koruyucu etkisi
calismasinda MPO, iskemi-reperflizyon grubunda artarken; Aposinin grubunda ise azaldig:
bulunmustur (Ozbek ve dig. 2014).Takhtfooladi M.A. ve dig., yaptiklar1 ¢alismada da
iskemi-reperfiizyon ile indiiklenmis si¢an testislerinin kurkumin ile koruyucu etkisine

bakmigslar ve iskemi-reperfuzyon grubundaki MPO degerinin diger gruplara gore daha
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yiksek ¢iktigint gostermislerdir (Takhtfooladi ve dig. 2015). Bizim g¢aligmamizda da
Metotreksat uygulanan grupta MPO seviyeleri artarken; Aposinin gruplarindaki seviyeler
azalmistir. Bu sonuclara bakildiginda benzer ¢alismalarla ortiismektedir.

Nouri HS. ve dig., yaptiklar1 ¢alismada testosteron seviyeleri kontrol grubu ile
Metotreksat ve Metotreksat+biiyime faktorii karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
goriilmiistiir (Nouri ve dig. 2008). EI-Sheikh AA. ve dig. yaptiklar ¢calismada metotreksat
grubu ile kontrol grubunu karsilastirdiklarinda Metotreksat grubunda 6nemli derecede
azalma gorulurken, Resveratrol grubu ile karsilastirdiklarinda ise anlamli bir artis
gozlenmistir (EI-Sheikh ve dig. 2014). Li M. ve dig. yapmis olduklar1 diyabetik sicanlarin
testisleri Uzerindeki oksidatif stresde Aposinin’in etkisi ile ilgili ¢alismada testosteron
seviyeleri diyabetik grupta onemli derecede azalirken, Aposinin grubunda ise Gnemli
derecede artmistir. Aym ¢alismada apoptotik hiicreler i¢in Aposinin uygulanan grupta
diyabetli gruba gore daha azalmis oldugu belirtilmistir (Li ve dig. 2013).

GSH; tim memeli canli hiicrelerinde bulunan hiicreler, serbest radikal ve toksik
metabolitlere karsi koruyan bir —SH bilesigidir. GSH ve diger —SH igeren bilesikler,
kimyasal maddelerin olusturdugu hiicre ve doku hasarma karsi hiicrenin canlilifin1 ve
membran stabilitesini korumaktadirlar. GSH’in —SH bilesiklerinin dokular {izerine
koruyucu rolii ¢esitli cesitli arastirmalarla gdsterilmistir. Ozbek O. ve dig. yapmis oldugu
calismada GSH degerinin iskemi-reperfiizyon ile hasarlanmis grupta azaldigin1 Aposinin
grubunda ise arttigin1 gostermistir (Ozbek ve dig. 2014). Bu c¢alismada superoksit
radikallerindeki artisin GSH gibi antioksidan etkisi olan tiyollerin asir1 tiikketimi ve
azalmastyla sonu¢landigini gostermistir.

Liu X. ve dig. calismasinda sigan testislerinde kadmiyum ile indiklenerek
olusturulan oksidatif hasarin B-kriptoksantin koruyucu etkisi c¢alismalarinda -
kriptoksantin grubu ile kadmiyum grubu apoptotik hiicre bakimindan karsilastirildiginda -
kriptoksantin grubunda apoptotik hiicrelerin azaldig1 goriilmistiir. MDA nin ise kadmiyum
grubunda anlamli olarak arttig1, GSH’1n ise azaldig1 belirtilmistir (Liu ve dig. 2016).

Sener TE. ve dig. yapmis oldugu c¢alismada ise, MDA seviyeleri i¢in iskemi-
reperfiizyon grubunda arttigini, Aposinin 20mg/kg ve Aposinin 50mg/kg dozlarinda
azaldigin1 fakat Aposinin 50mg/kg dozunda daha anlamli oldugu belirtilmistir. Ayrica
GSH parametresi igin Aposininin her iki dozu iginde anlamli fakat yiiksek doz igin daha
efektif oldugu gosterilmistir. Notrofil infiltrasyon indikatorii olan MPO ise iskemi-
reperfizyon+Aposinin gruplarinin her ikisinde de azalmasina ragmen 20mg/kg olan grupta

daha enzim aktivitesi goriilmektedir (Sener ve dig. 2014). Bu ¢alisma doz bakimindan
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bizim c¢aligmamizla uyusmasina ragmen sonuglari bakimindan ortiismemektedir. Biz her
iki dozun etkilerinin goriildigiinii fakat Aposinin (20mg/kg) dozunun daha efektif oldugu

sonuca vardik.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Radyoterapi ve kemoterapi ilaglar serbest radikal {iretimine neden olarak hiicre 6limi
ile sonuglanir. Metotreksat tedavisi alan erkeklerde, yeni spermatozoon olusumunun

hasaria bagli olusan infertilite 6Gnemli bir sorundur.

Metotreksat antioksidan enzim sisteminin etkinligini azaltir ve hiicreleri reaktif oksijen
partikilleri’ne kars1 hassas hale getirir, bu da testiste hasara neden olur. Testis bu hasardan
korunabilmek icin cesitli antioksidan enzimler ve ROS bulundurmaktadir. Aposinin
antioksidan savunma sistemini, GSH’1 arttirdig1 ve hiicresel stresi sinirladigi bilinmektedir.
Bu bilgilere dayanarak bizim calismamizda, Metotreksatin testiste oksidatif kaynakli
meydana getirdigi hasarin bir antioksidan ile koruyucu ve tedavi edici olarak
uygulanmasinin olumlu etkileri biyokimyasal ve histolojik olarak arastirilmasi amaglandi.

Bu amag dogrultusunda elde ettigimiz sonuglari su sekilde agiklamak miimkiindiir:

1. Kontrol ve DMSO grubu interstisyel alan ve seminifer tiibiiller agisindan normal bir
histolojik yapiya sahiptir. Vakuolizasyon, limene doékulen immatir germ hicreleri, bazal
lamina ondilasyonu, konjesyona ve apoptoza rastlanmamuistir. Biyokimyasal olarak, MDA,

GSH, MPO ve testosteron seviyeleri normal bulunmustur.

2. Metotreksat uygulanan grupta, histolojik olarak vakuolizasyon, limene dokilen immatur
germ hdacreleri, bazal lamina ondilasyon, konjesyona ve apoptoz diger gruplar ile
karsilastirildiginda anlamli olarak farklilik bulunmustur. Biyokimyasal olarak, MDA ve
MPO seviyelerinde anlamli olarak artmisken, GSH ve testosteron seviyeleri anlamli olarak
azalmigtir. Aym1 zamanda ila¢ uygulanmadan oOnceki viicut agirligi ile uygulandiktan
sonraki viicut agirlig1 arasinda azalmis bir sekilde fark oldugu belirlenmistir. Testis agirlig

bakimindan ise diger gruplara oranla azalmigtir.

3. Aposinin(20mg/kg)+Metotreksat histolojik ve biyokimyasal olarak kontrol grubu ile
karsilastirildiginda farklilik belirlenmemesine ragmen apoptotik hiicreler az da olsa

gorilmistir.

4. Aposinin(50mg/kg)+ Metotreksat grubunda ise vakuolizasyon, konjesyona ve apoptotik
hlcrelere rastlanmistir. Biyokimyasal olarak Aposinin(20mg/kg) dozuna yakin sonuglar

elde edilmistir.
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Bu bulgular dogrultusunda Metotreksat’in testiste oksidatif hasar olusturarak yapisal
bozukluklara neden oldugunu; Aposinin’in antioksidan etkisiyle, Metotreksat’in testiste
olusturdugu bu oksidatif hasar1 diizelttigini ve tedavi gruplari arasinda bakildiginda,

Aposinin(20mg/kg)’lik dozun daha faydali oldugunu gostermektedir.
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EK 10. Tez Denetleme Listesi

Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmugtir.

. Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde

edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina damigman ad1 yazilmamahidir).
vd Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildu.

V' Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniine dikkat!) ad,

program,y1l yazildi.

& Onay sayfasi uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOKTORA olmahdir) imzalatildi (Enstitii Miidiirii’ntin imzasi da gereklidir,

imzalarin aym renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).
Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlar konuldu.
Sayfa numaralan kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi1 boyutu 12 olacak bigimde basildi.

Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

Ana metin satir aralig 1.5 olacak sekilde yazildi.

LIV YR QR K

Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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