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METOTREKSATIN OLUSTURDUGU TESTIiS HASARI UZERINE ELLAGIK
ASITIN KORUYUCU ETKISI

Aysegiil GURBAK

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal Yiiksek Lisans Program
Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2017
Damsman: Prof. Dr. Birkan YAKAN

OZET
Antikanserojen bir ilag olan Metotreksat (MTX), sican testislerinde spermatojenik seri
hiicrelerinde ve destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri ile Leydig hiicrelerinde hasara yol
acmaktadir. Bu ¢alismada, MTX ile testis dokusunda olusturulan hasar tizerine Ellagik Asit
(EA)’in etkinliginin arastirilmasi amaglanda.
Deneyde 48 adet ergin erkek Wistar albino tiirii si¢anlar kullanildi. Denekler agirliklari
birbirine yakin olacak sekilde 6 gruba ayrildi. Kontrol grubu: Grup 1 misirézii yag: (12
giin) intraperitoneal (i.p.), EA 40 mg/kg (12 giin) (i.p.): Grup 2, EA 80 mg/kg (12 giin)
(i.p.): Grup 3, MTX 20 mg/kg (tek doz) (i.p.): grup 4, MTX 20 mg/kg (tek doz)
(i.p.)+EA 40 mg/kg (12 giin) (i.p.): grup 5, MTX 20 mg/kg (tek doz) (i.p.)+EA 80
mg/kg (12 giin): grup 6. Grup 5 ve 6’ ya deneyin 3.gliniinde EA uygulamasindan 4 saat
sonra metotreksat 20 mg/kg tek doz i.p. olarak uygulandi. Hayvanlar 12. giin sakrifiye
edildi. Alinan testis dokular1 histopatolojik degerlendirmeler igin Hematoxylin - eosin
(H & E) ile boyanip 1s1k mikroskobik incelendi. Tiibiillerdeki hasarlanmanin derecesinin
degerlendirilmesinde Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) kullanildi. TUNEL
teknigiyle de apoptozis seviyesi belirlendi. Biyokimyasal analizlerde SOD, MDA, CAT
parametlerine bakildi.
Histopatolojik olarak; yalnizca MTX verilen grupta spermatojenik hiicre serilerinde
bozulmalar, vakualizayon, 6dem, liimende olgunlagmamig germinal epitel hiicreleri gibi
bulgular saptandi. MTX uygulanan grupta, Johnsen ’in testikiiler biyopsi skoru seviyesi
azalirken, apopitotik hiicre sayisinda artis gézlenirken, MDA, SOD, CAT parametreleri
anlamsiz olarak kabul edildi. MTX+EA 80 verilen grupta histopatolojik olarak daha iyi
sonuglar elde edilirken, JTBS seviyesinde yiikselme, apaototik hiicre sayisinda oldukc¢a
fazla yiikselis gozlendi.
Sonug olarak tek doz MTX uygulanmasi daha 6nceki ¢alismalarda oldugu gibi si¢an
testis dokusunda hasar olusturmustur. Si¢an testis dokusunda olusan bu hasarin EA ile

diizeltilebilecegi ancak yiiksek doz kullaniminin toksik etki yarattig1 gosterilmistir.
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THE PROTECTIVE EFFECT OF ELLAGIC ACID ON TESTICULAR
DAMAGED CAUSED BY METOTREXATE

Aysegiil GURBAK
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MSc Thesis, November 2017
Advisor: Prof. Dr. Birkan YAKAN

ABSTRACT

Metotreksat (MTX), an anticancer drug, causes damage to spermatogenic serial cells in
rat testis and leydig cells and sertoli cells which have sustenacular cells. In this study,
our aim was to invastigate the protective effect of Ellagic acid(EA) on MTX- induced
testicular damage.

48 of adult male Wistar albino rats grown in Erciyes University Experimental and
Clinical Research Center (DEKAM) were used. They were separated into four groups
randomly. Group 1 (control group) (n = 8) was administered intraperitoneally (ip) of
corn oil, EA 40 mg / kg / day to Group 2 rats over the course of the experiment for 12
days. Group 3 rats received EA 80 mg / kg / day i.p. for 12 days. Group 4 rats received
a single dose of MTX 20 mg / kg 3.day i.p. Group 5 EA 40 mg / kg / day i.p. for 12
days and MTX was administered in a single dose of 20 mg / kg on the 3rd day after
administration of EA 40 mg / kg / day for about 4 hours. Group 6 rats received EA 80
mg / kg / day for 12 days and MTX 20 mg / kg as single dose i.p. after 4 hours of EA 80
mg / kg / day on the 3rd day of the application. At the end of the experiment period, all
subjects were sacrificed under general anesthesia using ketamine + xylasine (50mg / kg-
15mg / kg) and decapitated and testes were taken. The testis tissues were satined with
Hematoxylin - eosin (H & E) histopathological damage by light microscopy. The
Johnsen Testicular Biopsy Score (JTBS) was used to assess the extent of damage to the
tubules. The level of apoptosis was also determined by TUNEL technique. SOD, MDA,
CAT parameters were examined in biochemical analyzes.

Histopathologically; disruptions in spermatogenic cell series, vacuolization, edema,
luminal and immature germinal epithelial cells were detected in only MTX supplied
group. In the MTX supplied group, the level of testicular biopsy score decreased while
the number of apoptotic cells increased, whereas the MDA, SOD, and CAT parameters

were accepted as meaningless. When histopathologically better results were obtained in



the group given MTX + EA 80, there was a significant increase in apototic cell count,
elevation in JTBS level.

As a result, single dose MTX administration caused damage to the testicular tissue of
the rat as it was in previous studies. It has been shown that this damage to the rat testicle
can be corrected by EA.

Keywords: Metotreksat, Ellagic acid, Rat, Testes, Infertility
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, viicuttaki dokulardan birine ait bir veya birka¢ hiicrede DNA hasar1 sonucu
normal 6zellikleri disinda bir degisim gostermesi ve kontrolsiiz ¢ogalmasiyla meydana
gelen ve genellikle tiimor (kitle veya ur) olusumuna sebep olan, giiniimiiziin en énemli
hastaliklarindan birisidir (1,2). Kanser tiirlerinin tedavisinde kemoterapdtik (antikanser)
ajanlar kullanilmakta olup bunlar c¢esitli kategorilere ayrilir ve her birinin etki

mekanizmasi birbirinden farklilik gésterir (3).

Metotreksat (MTX), bir folik asit antagonisti olup lenfoma, 16semi, meme kanseri,
osteosarkom, akciger kanseri gibi kanser tiirlerinde kullanilmasinin disinda
dermatomiyozit, psoriyazis, romatoid artrit gibi hastaliklarda kullanilir. Ayrica
antimetabolit, antiinflamatuvar, antiproliferatif, immiinosupresif, antipsoriatik
etkinlikleri de bulunmakta ve giinimiizde klinikte halen bu endikasyonlar igin
kullanilmaktadir (3,4).

MTX, multiorgan sistemleri tizerinde akut ve kronik yan etkilerinin ortaya g¢ikmasi
sebebiyle, kullaniminda kisitliliga neden olur. Kemoterapéotik ajanlarin yan etkilerinden
hasar goren organlardan birisi de testistir. MTX ile hayvanlarda yapilan deneysel
caligmalarda ilacin, testis dokusunda patolojik degisikliklere neden oldugu gosterilmistir
(5). MTX, testis dokusundaki hasarlanmaya oksidatif stres olusturarak yol agmaktadir.
Ilag genellikle, apoptotik hiicre sayisinda artis, hiicrelerde bazal membrandan ayrilip
limene dokiilme ve spermatojenik hiicre serisinde yer yer kayip gibi hasarlara yol
acmaktadir (3,5,6). Bu yiizden bir¢ok antioksidan etkili iiriin, MTX’in olusturdugu testis

hasarinda koruyucu etkisi test edilmek amaciyla deneysel olarak ¢alisilmistir (7).

Ellagik asit (EA); ahududu, ¢ilek ve nar gibi iiziimsii, pembe ve mor renkli taze
meyveler ile ceviz, kestane, findik gibi kabuklu meyvelerin iceriginde bulunan bitkisel

kaynakli kimyasal fenol bilesigidir (8). EA bu meyvelerin giiclii antioksidan,



antikanserojenik, antiinflamatuar etkilerinden sorumlu bilesenlerinden birisidir. EA
polifenolik yapida bir bilesendir. En yiiksek seviyede ahududu da bulunur. Bitkilerde
sekere baglanmis olarak ellagitanin formunda yer alir. Bitkiye Kkarakteristik olarak
eksimsi buruk tadini veren bir bilesiktir (9,10). EA, kuvvetli bir antikanserojen/
antimutagenik etkiye sahip fenolik bir asit olup, antibakteriyel ve antiviral etkisinin de
varligi tespit edilmistir (11). Bitkilerde dogal bir sekilde bulundugu diisiiniillmemektedir.
Ellagitaninlerin bazi kimyasal islem basamaklarin1 gegirmesi sonucu ellagik asit
olusmaktadir (12). EA, bir hiicre tarafindan taninip algilanmasi ve kullanilmasi i¢in
uygun bir kimyasal formda bulunmalidir. Uygun formun olusmasi seker molekiilleriyle
birlesmesi neticesinde ortaya ¢ikar (13). Bu fonksiyonlarinin yani sira EA, yaslanmay1
geciktirici etkiler de gostermektedir. Yapilan bazi ¢alismalar, O6zellikle kirmizi
ahududularindan elde edilen EA’in bazi kanser tiirlerinde kanserli hiicrelerin
gelismesini onledigini gostermistir (14-16). Insan saglig: lizerinde olumlu etkileri olan
EA’in meyvelerdeki miktari; tiire, islenme teknigine ve depolama ozelligine gore
degismektedir (17). Giiniimiizde EA giincel kullanim igin birgok saglikli yiyecek
magazalarinda besin takviyesi olarak sivi ekstrakt, kurutulmus kapsiil veya tablet
seklinde satilmaktadir (18).

Bu ¢alisgmanin amaci, MTX’in testislerde olusturdugu hasar iizerine intraperitoneal
yolla uygulanan EA’nin koruyucu etkisinin olup olmadigini 151k mikroskobik diizeyde

ve biyokimyasal olarak incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TESTIiS EMBRiYOLOJISi

Insanoglunun gelisimi erkek gamet hiicresi olan spermatozoon ile disi gamet hiicresi
olan oositin birlesmesiyle olusan zigottan itibaren baslar. Bu olaya déllenme veya
fertilizasyon denir. Gametler dollenmeden sonraki ikinci hafta boyunca epiblast
igerisinde olusan ve sonrasinda Vitellus kesesine go¢ eden primordial germ
hiicrelerinden (PGH) koéken alir. PGH’ler dordiincii haftanin baslarindan itibaren,
vitellus kesesinden, gelismekte olan gonadlara dogru yer degistirir. Besinci haftada
gonadlara ulagirlar. Go¢ esnasindaki mitotik boliinmeler sonucunda ¢ogalarak sayilarini

artiran bu hiicreler gonadlara ulagtiklarinda da bu aktiviteyi devam ettirirler.

Embriyonun genetik ve kromozal cinsiyeti, ¢ok karmasik bir silire¢ olup bazilari
otozomal olan ¢ok sayidaki genler tarafindan diizenlenmektedir. Seksiiel dimorfizmin
anahtari, 11 no’lu kromozomun kisa kolu tizerindeki (Ypl1l) SRY genini tasiyan Y
kromozomudur. Gelismemis (rudimenter) durumda olan cinsiyet organlarinin ne
olacagini belirleyip genlerini harekete gegiren transkripsiyon faktorii olan SRY proteini
bir testis belirleyici faktor (TBF) diir. Bu genin varligi fetusu erkek, yoklugu disi

olmasiyla neticelendirir (19,20).

Embriyonun cinsiyeti genetik agidan fertilizasyon asamasinda belirlenmis olsa da erkek
ve disiye ait morfolojik 6zellikler embriyonik 7.haftaya kadar belirgin degildir (19,20).
Genital sistem her iki cinste de gelisimin erken sathasinda birbirine ¢ok fazla benzerlik
gosterir ve bu sebeple ilk evreler seksiiel gelisimin farklanmamis sathasi (evresi) olarak
isimlendirilir (20).
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Sekil 2.1: A. 3 haftalik embriyoda yolk kesesi duvarinda, allantois baglantisina yakin
bir yerde primordiyal germ hiicrelerini gdsteren sematik ¢izim. B.
Primordiyal germ hiicrelerinin, son barsak ve dorsal mezenter boyunca
genital kivrima dogru gog yolu (19).

Gonadlar, genital veya gonadal sirt seklinde ortaya cikar (19). Ug¢ kaynaktan koken alir.

Bunlar;
1. Mezotel: Posterior abdominal duvar1 doseyen mezodermal epiteldir.
2. Mezenkimal Doku: Mezodermal epitelin altindaki embriyonik bag dokusudur.

3. Primordiyal Germ Hiicreleri: En erken donemdeki farklilasmamig cinsiyet
hiicreleridir (20).

Genital sirtlar igerisinde gelisimin 6.haftasina kadar germ hiicreleri yoktur (19).
Primordiyal germ hiicreleri, fertilizasyondan sonraki 24.giin primitif ¢izgi boyunca gog
ederek vitellus kesesinin allontois’e yakin bir yerinde endodermal hiicrelerin arasina
yerlesir. Gelisimin 4. haftasinda ameboid hareketler ile son bagirsagin dorsal mezenteri
boyunca hareket eder ve 5.haftanin baslarinda primitif gonadlara ulasip, 6.hafta
sirasinda mezenkim igerisine girerler ve genital sirta (gonadal kabartilara) dahil olurlar
(19,20). PGH’leri genital sirta ulagamadiklar: takdirde gonadlar gelismez. PGH’nin

gonadlarin testis veya overe farklilagsmasi iizerinde uyaric etkisi vardir (19).

PGH’leri primitif gonadlara ulastiklar1 anda genital sirtta bulunan epitel hiicreleri
cogalarak altinda bulunan mezengim igerisine gomiiliirler. Primitif cinsiyet kordonlar

olarak adlandirilan diizensiz kordonlar1 olustururlar. Bu kordonlar disi ve erkekte yiizey



epiteline baglidir, dolayisiyla bu donemde disi ya da erkek gonad ayrimi yapilmasi
miimkiin degildir ki bu evredeki gonada da farklilanmamis gonad denir (19,20). Eger
embriyo XX seks kromozom kompleksine sahipse farklilanmamis gonad korteksi
overde olgunlasir medulla geriler. Ya da embriyo XY seks kromozom kompleksine
sahipse, medulla testise farklilanir ve korteks bazi kalintilar1 haricinde geriler ve

dejenere olur (20).

Genetik olarak erkek olan bir embriyoda XY kromozom kompleksi var olup TBF’ nin
kodlanmasini saglayan Y kromozomu iizerindeki SRY geninin etkisiyle primitif cinsiyet
kordonlar1 testis ya da medullar kordonlar1 olusturmak iizere ¢ogalarak medulla
igerisindeki derinliklere dogru ilerlerler. Kordonlar burada birbiri ile anastomoz yaparak
bezin hilusuna dogru ilerler. Rete testis olusumuna katki saglayacak olan kii¢iik hiicre
siralart seklinde bir ag yapacak halde dagilim gosterirler. Gelisimin daha sonraki
evrelerinde kalin fibroz bir bag dokusu olan tunika albuginea tabakasi olusumuyla
testisin kordonlarinin yiizey epiteliyle olan baglantilar1 kopar. Biiyliyen testis kademeli
olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilip kendi mezenteri olan mezorsiyumla asili

halini alir (19).

Dordiincii ayda testisin kordonlari at nali seklini alir ve agik uglari rete testis ile devam
eder. Boylece testis kordonlari primitif germ hiicreleri ve bez yiizey epitelinden gelisen
Sertoli (destek) hiicrelerinden olusur. Gonadal sirtin kendisinin mezensiminden koken
alan interstisiyel (Leydig) hiicreleri testis kordonlari arasinda yer alir ve gebeligin
8.haftasi itibari ile androjenik hormonlari (testosteron ve androstenedione) salgilamaya
baglar. Bu hormonlar dis genitallerin ve mezonefrik kanallarin erkek yoniinde

farklanmasini uyarirlar (19).

Insan koryonik gonadotropin (HCG) hormonu testosteron iiretimini uyarir. Sekiz ile on
iki haftalik siirede hormonun miktar1 en yiiksek seviyeye ulasir. Testosterona ek olarak
fetal testisler antimiillerian hormon (AMH) ya da miillerian inhibitér madde (MIS)
adindaki glikoprotein yapidaki hormonu salgilarlar. AMH, puberteye kadar, solid
bicimde kalan testis kordonlarina puberte sirasinda liimenlerini acarak seminifer tiibiile
dontlisen yapilar tarafindan salgilanirlar ve seviyesi sonralar1 azalir. AMH, uterus ve
tuba uterinaya farklilagsan mullerian kanallarinin gelisimini baskilar. Seminifer tiibiiller

meydana gelir gelmez rete testis tiibiilleri ile birlesirler ve duktuli eferenteslere girerler.



Efferent duktuslar mezonefrik sistemin bosaltim kanallarinin tiibiillerinin geride kalmis
parcalaridir ve bunlar rete testise sonralari duktus deferens olarak mezonefrik ya da
Wolffian kanallar1 birbirine baglar (19,20).

2.2. TESTIS ANATOMISI

Testis (orchis), funiculus spermaticus’a asili olarak kivrimli bir deri kesesi olan scrotum
icerisinde yerlesmis erkek tireme hiicreleri olan spermatozoonlar ile erkek seks

hormonlari olan androjenlerin tiretiminden sorumlu olan temel tireme organidir (21).

Scrotomun i¢ yiizli septum scroti ile iki ayr1 boliime ayrilir. Testisler bu bosluklarda yer
alir. Testisler oval sekilli olup, yetiskinlerde 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm derinliginde
ve 3 cm genisliginde ve 10-15 gr agirhi§indadir. Yaklasik olarak ayni agirliga sahip
olmalarma ragmen yapisal olarak farklilik gosteren testislerden, sol testis sag testise
gore daha asagida konumlanirken; sag testis sol testise gore %10 daha agirdir ve
sicakliklart viicut sicakhigindan 3-4 °C daha diisiiktiir (21). Bunun nedeni sol tarafta yer

alan funiculus spermaticus’un sag tarafa gore uzun olmasidir (22).
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Sekil 2.2: Testis anatomisi (Sobotta Insan anatomisi Atlasi).



Scrotum {izerinde ince killar, ter bezleri ile 6zel bir kokuya sahip olan yag bezleri
bulunur. Deride bulunan sinir sonlanmalari, 1s1 degisikligine son derece duyarli olup
onemli fonksiyona sahiptir. Testislerin iki kenari, iki yiizii ve iki ucu vardir. Bunlar
sirastyla margo posterior (arka) ve margo anterior (6n); facialis medialis (i¢), facialis
lateralis (dis); extremitas siiperior ve extremitas inferior (alt)’ dur (Sekil 2.2). Testislerin
yonii scrotum igerisinde diiz olmayip, uzun eksenleri oblik pozisyonludur. Alt ucu
arkaya ve iceri dogru, on ucuysa dne ve disartya dogrudur. On kenar konveks olup arka
kenar daha diizgiindiir. Ozetlenecek olursa oblik pozisyondaki uzun ekseni yukaridan
asagilya, distan ice ve Onden arkaya dogru meyillidir. Arka kenarin i¢ kismina
epididymis tutunur. Testisin alt ucu extremitas inferior, cauda epididymis ile kaplidir.

Testisin iist ucu extremitas superiora caput epididymis yerlesmistir (22,23).

Testisler, mesorchium (testis mesenterium’u) ile tunica vaginalis testis’i olusturan
tabakalar arasinda asili halde bulunur (22). Testisin 6n kenar1 visseral periton uzantisi
olan epiorchiumla kaplidir. Sadece arka kisminin lateralini periton orter. Fakat margo
posteriorun orta kisminda yer alan sperm kanallari, testis damar ve sinirlerinin gectigi
mediastinum testis peritonsuzdur. Testisler basinca ve asir1 1siya kars1 duyarlidir, boyle
durumlarda fonksiyonlarini yitirebilirler. Bu nedenle karin igi sicaklikta fonksiyon

goremezler (23).

Testis, capsula testis olarak adlandirilan asil kilif araciligiyla tunica albuginea, tunica
vasculosa ve lamina visceralis olmak tizere ii¢ tabaka ile sarilidir. Tunica vaginalis
testisin dis ylizeyini saran ser0z bir zar olup periton kesenin disinda gelisen fascia
spermatica interna’nin i¢ yiizeyini saran periton uzantisidir. inguinal bdlgeye dogru inen
testis, saccus vaginalise girerek gomiiliir ve etrafi peritonla sarilir. Sonugta saccus
vaginalisin lamina visceralis katmani ile spermatica internaya yapisan lamina parietalis
katmani olusur. Eriskinde bu iki yapraga tunika vaginalis testis adi verilir. Bu iki
katman arasinda igerisinde bir miktar sivi bulunan cavitas scroti adi verilen bir kisim
vardir. Bu araliktaki sivi ser6z 6zellikte kaygan olup eklem sivisina benzerdir. Tunika
vaginalis testisin lamina visceralis ve lamia parietalis olmak tizere iki yapragi vardir
(22,23). Lamina visceralis (epiorchium), arka kenar1 haricinde biitiin testisi ortiip, arka
kenar boyunca da medial ve lateralden epididymisi kismen orter. Lamina visceralis,

epididiymis ve testisi birbirine baglar (22). Lamina parietalis (periorchium) peritonun



fascia spermatica internay1 doseyen yapragi olup faniculus spermaticusun 6n ve i¢

kismindan yukartya dogru uzanmaktadir (22,23).

Tunika vaginalisin i¢ tarafinda ise tunika albuginea ve tunika vasculosa olmak tizere iki
tabaka halinde testisi saran yapilart mevcuttur. Tunika albuginea mavimsi beyaz renkte,
sik1 yapilt olan fibréz tabakadir. Vertikal bir bolme seklinde mediastinum testisi testisin
arka yiizeyinden girerek olusturur. Mediastinum testis, testise giren, ¢ikan damarlar ile
testis kanallarini igerir ve aym zamanda da kanal ve damarlar1 destekler. Tunika
albugineanin i¢ yiizeyinden ayrilan bag dokusu uzantis1 olan septula testis periferden
mediastinum testise uzanir. Septula testis, testisi 200-300 kadar lobul’e ayirmaktadir.
Testis parankiminde {ireme hiicrelerini olusturan tubuli seminiferi contortiler
bulunmaktadir. Bu tubuluslar igerisinde ilerleyen septula testisten ayrilan bag dokusu
bulunur. Bag dokusu igerisinde de leydig hiicreleri (intersitisyel hiicreler) bulunur.

Testisin damarlarinin girip ¢iktig1 arka kisimda ise tunica vaginalis yoktur (22,23).

Aortun bir dali olan a.testicularis testis ve epididymisi besler. A.testicularis bir¢ok dala
ayrilir ve bu dallardan epididymisi besleyen iki veya dort tanesi ise ductus deferens
boyunca uzanir. Tunika albugineanin arka kismini delip testise giren diger dallar1 ise
testisi beslemektedir. Testis ve epididymis venleri kivrintili ven pleksusu olan pleksus
panpiniformis, bunlarin daha sonra birlesmesiyle ise v.testicularis olusur. Tunika
vaginalisin i¢ ylizeyindeki damar tabakasi ise tunica vasculosa’dir. Tunica vasculosa
tim septula testisi saran gevsek bag dokusu ozelliginde tiim damarlarin arasim

doldurmaktadir (22).

Her bir testiste 200-300 arasi lobulus ve her bir lobulusta 1-3 arasinda degisen sayida
tubuli seminiferi contorti bulunur, biiyiiklikkleri ise bulunduklari yere gore degisir.
Testisin orta kisiminda yer alanlar daha biiyiik ve uzundur. Tepe kisimlar1 mediastinum
testise, taban kisimlari ise perifere yonelmis halde bulunmaktadir. Tubuli seminiferi
contortiler mediastiunuma yaklastik¢a diizlesir ve birbiri ile birleserek yaklasik olarak
20-30 arasinda tubuli seminiferi rectiyi olusturur. Rete testisi olusturan tubuli seminiferi
recti testisin fibroz bag dokusu igerisine girerek yukar1 ve arkaya gecerek birbirleriyle
birlesir ve rete testis’i (Haller ag1) olusturur. Rete testisten epididymise uzanan kanallar
ise ductuli eferentes testisi olusturur. Ductuli efferentes testis’ler caput epididymis’e ve

ductus epididymis’e agilir (22-24).



2.3. TESTIS HiSTOLOJISI

Erkek tireme sistemi bir ¢ift testis, genital bosaltim kanallari, aksesuar cinsiyet bezleri
ve penisten olusmaktadir. Aksesuar cinsiyet bezleri vezikula seminalis, prostat ve
bulboiiretral bezlerden olusur. Testisin iki yonlii gorevi vardir ve bunlar; spermatogenez
(sperm firetimi) ve steroidogenez (androjenlerin sentezi) dir. Androjenler ozellikle
testosteron, spermatogenez i¢in gerekli ve erkek embriyonun fenotipik erkek fetiis
olarak gelisiminde 6nemli rolii vardir; seksiiel dimorfizmden de sorumludur (25,26).
Genital bosaltim kanallar1 ve aksesuar cinsiyet bezleri, yapisinda yer alan diiz kaslarin
kasilmasi ile spermatozoonlar1 digartya gonderen salgilarini iiretirler. Bu salgilar aym
zamanda spermatozoonlar ig¢in gerekli besinleri saglar. Spermatozoonlar, aksesuar
bezler ve genital bosaltim kanallari penis yoluyla semeni (tohum) olustururlar (26).
Yetigkinlerde bir ¢ift organ olarak abdominal boslukta gelisen testisler daha sonra
scrotum igerisine yerleserek uzun bir muskolofasiyal kesenin ucunda asilt oval sekilli
bir ¢ift organdir. Abdominal duvara spermatik kordonlarla tutunurken skrotal

ligamentlerle (gubernekulumun kalintilari) scrotuma baghdirlar (25,27).

Testis oldukca yogun ve kalin bir bag dokusu yapisindaki tunika albuginea ile gevrilidir.
Embriyolojik gelisim esnasinda retroperitonel olarak karmn boslugunun duvarinda
gelisirken ilerleyen zamanlarda skrotuma go¢ ederek spermatik kordonlarla asili olarak
bulunurlar. Skrotuma dogru gb¢ ederken her bir testis, kendisi ile birlikte peritonu ve
tunika vajinalis ad1 verilen ser6z keseyi skrotuma siiriikler (26-28). Tunika albuginea
tabakas1 en kalin ve en belirgin tabakasi olup, zengin damarlanma o6zelligi gosteren
gevsek bag dokusu yapisinda olan tunika vaskuloza ile doselidir. Testise giren ve ¢ikan
kan ve lenf damarlart ile kanallar bu tabaka igerisinde yol alir. Tunika albuginea
tabakasinin posterior yiizeyinin kalinlagmasiyla mediastinum testis olusur; buradan da
testisi yaklasik olarak 250 kadar piramidal lobiile (lobuli testis) ayiran bag dokusu
ozelligindeki septumlar uzanir (25-27).
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Sekil 2.3: Testis ve tireme yollarin1 gosteren sematik ¢izim (25).

Testisi olusturan uzantilarin her birisi (lobiiller) oldukga fazla kivrimli birkag seminifer
tiibiilden olusur. Her bir lobiil spermatozoonlarin iiretildigi yer olup 1-4 kadar seminifer
tilbiilden olusur. Bu tiibiiller olduk¢a kivrimhidir; kan ve lenf damarlari, sinirlerin
bulundugu gevsek bag dokusu oOzelligindeki leydig (intersitisyel) hiicrelerinden
meydana gelir. Lobiil igerisindeki tiibiillerden her biri halka seklini alir ve uzun olmasi
sebebiyle fazlasiyla kivrimlidir ve lobiiliin igerisinde kendi kendine katlanir. Halkanin
u¢ kisimlart mediastinuma yakindir ki burada diiz ve kisa olarak bir yol izler. Tubulus
rektus (diiz tiibiil) olarak adlandirilan seminifer tiibiilin bu kismi mediastinum

igerisinde anastomozlasan kanal sistemi olan rete testis olarak devam eder (25-27).
2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller spermatozoidlerin iiretildigi yerdir. Eriskin bir bireyde yapim hizi
giinde 2x10°® hiicredir. Her bir testiste yaklasik olarak 250-1000 kadar seminifer tiibiil
vardir. Her seminifer tiibiil karmasik bir yapida olup cok katli bir epitele sahip, ¢ap1
yaklasik olarak 150-200um ve 30-70 cm uzunlugundadir. Tibiillerin toplam uzunlugu
yaklagik 250 metredir. Tiibiiller, bir ka¢ tabakadan olusmus fibroblast iceren fibroz bag
dokusu tarafindan sarilir ve olduk¢a yogun bir kapiller yataga sahiptir (26,27).
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Seminifer tiibiiller baslangiclart kor olan kivrimli bir yapidadirlar. Tibiillerin kivriml
yapist uglar1 liimene dogru daralarak tubuli rekti (diiz tiibiiller) olarak adlandirilan kisa
segmentler bi¢iminde devam eden kangallar seklinde uzanirlar. Bu diiz tiibiiler yap,
rete testis adi verilen yapilara seminifer tiibiillerin baglanmasini saglar. Anastomoz
yapmis rete testis kanallari, yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimin bas
kismina baglanir (26).

Seminifer tiibiiller fibroz bag dokusu kilif ile oldukga belirgin bir bazal lamina ve
karmasik germinal (seminifer) epitelden olusur. Seminifer tiibiilii ¢evreleyen birkag kat
fibroblast katmandan meydana gelir. En igte bazal laminaya yakin olan katman diiz kas
Ozelligi gosteren miyoid hiicreleri igerir. Tibiillerin arasindaki bosluklar1 biiyiik
bolimlerini leydig (interstisyel) hiicreleri doldurur. Myoid hiicreler, seminifer
tiibiillerde olusan ritmik kasilmalardan sorumlu hiicrelerdir. Bu ritmik kasilmalar
spermlerin bosaltim kanallarina dogru ilerlemesini saglar. Ayn1 zamanda kan testis
bariyerinde de gorev alir, yaslanmayla birlikte bu tabaka kalinlagir. Miyoid hiicreler,
membranlar1 araciligiyla birbirlerine tutunurlar ancak makromolekiillerin seminifer

tiibiillere gecisini de tam anlamiyla engelleyemezler (25,28).

Seminifer epitelde iki tip hiicre vardir. Bunlar sertoli (destek) hiicreleri ve
spermatogenez serisini olusturan hiicrelerdir. Spermatogenez serisinin hiicreleri 4-8
tabaka olarak belirli bir diizende siralanmistir, goérevi spermatozoonlar: iiretmektir.
Spermatozoon iiretimine ise spermatogenez denir. Spermatogenez siireci mayoz ve
mitoz boliinmeleri ile hiicreler, sonunda spermatozoitlere farklilagir, bu asamaya ise
spermiyogenez denir. Spermatogenik hiicreler belli bir diizene gore siralanmis olup,
hiicreler olgunlagsmanin her asamasinda o evrenin Ozelliklerini gdstermis olmasiyla
ortaya ¢ikar. Bu farklilagma asamalarinin her biri seminifer tiibiiliin herhangi bir
yerinde gerceklesir. Bazal membrana en yakin olan hiicre spermatogonyum, seminifer
tiibiiliin liimenine en yakin olan hiicre ise daha olgun bir yap1 gosteren spermatiddir.
Liimende ise spermiyumlar yer alir. Bazal membrandan seminifer tiibiiliin liimenine
kadar uzanan prizmatik, spermatogenik hiicrelere destek olan ve besleyen hiicrelere ise

sertoli hiicreleri denir (26,28).
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Sekil 2.4: Seminifer tiibiil epiteli ve spermiyogenez evreleri (29).

Spermatogoniumlar devamli olarak kendini yenileyen kok hiicre toplulugudur. Yaklasik
12um capinda ve yuvarlak cekirdege sahip az olgunlasmis diploid kdk hiicrelerdir.
Boliindiikleri zaman daha biiylik ¢ekirdegi olan seminifer tiibiiliin iigte birini kaplayan
primer spermatositleri olustururlar. Yaklasik 22 giin sonrasinda ise mayoz bdliinme ile
primer spermatositler sekonder spermotositlere doniisiir. DNA replikasyonu
gerceklesmeden sekonder spermatositler tekrar mayoz boliinme gegirirler. ikinci mayoz
boliinme sonucunda 9 pm ¢apinda haploid DNA miktar1 ile kromozom sayisina sahip
yuvarlak sekilli spermatidler olusur. Spermatidler liimene dogru ilerlerken sekilleri

uzayan mitoz boliinmenin olmadigi olgunlagsmanin oldugu spermiyogenez gergeklesir.
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Spermiyogenez sonrasinda kiiclik, yogun, koni sekilli g¢ekirdegi olan ve bir adet
kamgiya sahip olan 6zellesmis spermatozoonlar olusur. Giinde 300 milyon civarinda

spermatozoon bu asamalardan gecerek olusturulur ve limene birakilir (26,28).
2.3.2. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumlardan spematozoon (sperm) olusum siirecidir.
Oldukga kompleks ve essiz bir seri olaylar zinciri seklinde gergeklesir. Siire¢ haploid
sayidaki disi ve erkek germ hiicrelerinin birlesmesiyle diploid sayida kromozoma sahip
zigot olusumu ile baglar. Spermatogoniumlar yaklasik olarak 12 um ¢apinda olup bazal
laminanin iizerinde yer alan kiigiik bir hiicrelerdir. Puberteden kisa bir siire dnce,
hipofizer gonadotropinlerin seviyesinin artisi etkisi ile spermatogenez baslar ve omiir

boyu devam eder. Ug evreye ayrilir (25-28).

1. Spermatogonyal Faz: Spermatogonyumlarin mitoz ile boliinmesiyle kendi yerlerine

gececek olan primer spermatositlere farklandig siiregtir.

2. Spermatosit Faz (Mayoz): Primer spermatositlerin iki mayotik boliinme gegirerek
kromozom sayisini ve DNA miktarlarin1 yartya indirerek spermatid olarak adlandirilan

haploid hiicreleri olusturdugu siiregtir.

3. Spermatid (Spermiyogenez) Faz: Spermatidlerin olgun (matiir) sperm hiicresine
(spermatozoa) farklilastigi siirectir (25-28).

Spermatogenezis, tiim seminifer tiibiillerinde kendiliginden ya da senkronize olarak
gerceklesmez aksine seminifer epitel siklusu dalgalanma seklinde degisik olgunlasma
fazlarinin arka arkaya olaylanmasiyla gergeklesir. Bu siiregte yavru hiicreler birbirinden
ayrilmaz ve birbirleriyle intraselliiler koprii (sinsityum) vasitasiyla baglantida kalirlar.
Olusan bu sinsityum seminifer tiibiil boyunca germ hiicrelerininin senkronize bigimde
gelisiminden sorumlu olabilir. Spermatogenezin sonunda spermatidler spermiasyon
siireciyle son olgunlagmay1 gegirirler ve Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiil liimenine
salinirlar. Biitiin bu olaylar zincirinde spermiyumlar testis tiibiillerinden farklilagmis

olarak ¢iksalar da erkek genital kanallarindaki bezlerin sekresyonu ile olusan triinlerle

daha da olgunlasirlar (25-28).
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Niikleus 6zelliklerine gore 3 tip spermatogonia tanimlanur.

1. Tip A (Koyu) Spermatogonyumlar (Ad): Ince graniilli kromatini, yogun
bazofilik, oval niikleusa sahiptir. Seminifer epitelin kok hiicreleri olarak diistiniiliip
mitotik olarak inaktif olan hiicreleri temsil ederler (hiicre siklusunun Go fazinda).
Mitoza kaldiklar1 yerden diizensiz araliklarla devam ederek bir ¢ift soluk tip A (Ap)

hiicresine doniisiir ya da kok hiicre olarak kalirlar.

2. Tip A (A¢k) Spermatogonyumlar (Ap): ince graniillii kromatinli oval bir
niikleusu olan agik renk boyanan bir ¢ekirdege, kiiresel mitokondriye, kiiciik bir
golgi kompleksine, ¢cok sayida ribozoma sahiptir. Ap spermatogonyumlar ya sperm
tiretmek i¢in farklilagma siirecine girer (Tip B spermatogonia olarak) ya da ayni tip
hiicre (devamlilig1 siirdiirmek icin) olusturmak {izere yiliksek mitotik aktivite

gosterirler.

3. Tip B Spermatogonyumlar: Kromatini niikleer zarf boyunca ve merkezi niikleusun
cevresinde genis kiimeler olusturarak yogunlagmig bir kromatine sahiptir. Mitoza
girer ve primer spermatositi olusturur. Tip B spermatogonyumlarin goriilmesi

spermatogonal fazin son asamasinda olundugunun gostergesidir (25,27,28).
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Sekil 2.5: Insan seminifer epitelinin sematik ¢izimi (25).

Primer spermatosit 44+XY seklinde 46 kromozom (2n) ve iki kat1 kadar DNA (4d)
igerir. Olusumlarinin hemen sonrasinda mayoz boéliinmeye girer ve mayozun profazinda
22 giin kadar kalir ve kromatinleri goriilebilecek sekilde yogunlagsma gosterir. Primer
spermatositler spermatojenik serinin en biiyiikk hiicreleri olup ¢ekirdeklerinde

sarmalanma siirecinde de kromozomlarinin bulunmasi ile ayirt edilir. Birinci mayozun
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hemen sonrasinda sekonder spermatosit olarak adlandirilan 23 kromozomlu kiigiik
hiicreler olusur. DNA miktar1 da yariya iner (2d). Kesitlerde goriilmesi zordur sebebi ise
bu hiicreler interfazda kisa siireli olarak kalirlar ve ikinci mayoza girerler. Bunun

sonucunda 23 kromozomlu spermatid olusur (25,26)

2.3.3. Spermiyogenez

Spematozoon iiretiminin son asamasi olup spermatidlerin disi ovuma erkek DNA’ s
aktarma igin 6zellesmis hiicreler olan spermatozoona doniistiigii siirectir. Bu asamada
hiicre boliinmesi gerceklesmez. Spematidler 7-8 um boyutunda niikleuslar1 yogunlasmis
kromatin bolgeleri igerir. Spermatidler fiziksel olarak Sertoli hiicrelerinin plazma
membraniyla limenle (jukstaluminal) 6zellesmis baglantilar kurmus olarak tutulu halde
bulunurlar. Spermiyogenez akrozom olusumu, c¢ekirdek yogunlagmasi ile uzamasi,
kamg1 olusumu ve sitoplazma kaybindan olusan karmasik bir siirectir. Sonug¢ olarak
seminifer tiibiil limenine birakilan olgun spermatozoonlar olusur. Spermiyogenez 3

evreden olusur (25,26).
2.3.3.1. Golgi Faz1 (Donemi)

Spermatid  sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda yer alan Golgi kompleksi,
mitokondriyonlar, serbest ribozomlar, bir ¢ift sentriyol ve diiz endoplazmik retikulum
tiiblillerinden olusur. Bu fazla sayidaki Golgi kompleksinin oldugu bélgenin PAS
(Periodic Asit-Schiff) pozitif graniillerin birikimi ile karakterize edilir. Proakrozomal
olarak adlandirilan glikoproteinden zengin igerikli bolge ile akrozomal vezikiil olan
niikleus zarmin yakinindaki membranla sinirlt bu yapilar birlesir. Bu asamada flagellar
nukleusu olusturmak i¢in niikleustan uzaklasan sentriyoller tekrar niikleusa donerek
kuyrukla iligkisi olan baglant1 par¢asinin olugsmasinda katkida bulunur. Bu iki yapinin
birlesiminden olusan yapiya akrozom graniilii denir. Sentriyoller arka kutba dogru go¢
ederek 9 adet periferik mikrotiibiil ve merkezi 2 adet mikrotiibiil pargalarinin
birlesimiyle spermiyumun kuyrugunun aksonemini olusturacak olan yapilarin

sekillenmesini baslatir (26-28).
2.3.3.2. Kep Faz1 (Sapka Donemi)

Akrozomal vezikiil niikleusun 6n yarisim1 kapatip genisler ve sapka gibi bu bdliimii
kusatir (akrozomal kep). Niikleusun buraya yakin olan porlari kaybolur ve membran

kalinlagir, nukleusu da yogunlasir (25,28).
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2.3.3.3. Akrozomal Faz

Spermtatid bu evrede kendini yeniden hizalar ve boylece bas kismi Sertoli hiicreleri
igine iyice gomiiliir, bazal laminaya yonlenir. Gelismekte olan flagellum seminifer
tiibiiliin liimenine uzanir. Spermatidin niikleusu yogunlasip yassilasir ve uzar. Boylece
nukleus ve onun etrafindaki akrozomun plazma membraninin 6n kismi ¢ok hizli bir
sekilde komsu pozisyonuna tasmirlar ve sitoplazma posteriora dogru yer degistirip
konumlanir. Sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka kenarindaki spermatidin arka

kutbundaki silindirik bir kilif olan manseti olusturmak tizere gorev alirlar (25,28).

Flagellum gelisimini 6nceden baglatan sentriyoller niikleusun arka yilizeyine tasinir.
Immatiir sentriyol nukleusun arka yiizeyindeki s1g bir oluga tutunur. Sentriyoller ileride
olusacak olan spermin baglanti parcasini (boyun bolgesi) olusturmak i¢in modifiye
olurlar. Niikleusa tutunmus olan sentriyolden dokuz adet kalin fibril gelisir. Aksonemin
mikrotiibiillerinin periferinde yer alan dis yogun fiberler olarak kuyrugun igerisine
dogru uzanir. Bu fiberler nukleusu flagellumle birlestirir ve boylece bu bdlge baglanti

pargasi olarak adlandirilir (25,28).

Biiyiimekte olan flagellumu saran plazma membrani posteriyore dogru hareket ederken,
manset kaybolur. Mitokondriyonlar, boyun bdlgesinde yer alan kaba fibrillerin etrafi ile
boyun bolgesinin posteriyor uzantisini siki heliks seklinde saran kilifi meydana
getirmek iizere sitoplazmanin geriye kalan parcasindan go¢ ederler. Bu bdlgeye spermin
orta pargasi denir. Iki siitun ve ¢ok sayida baglanti kusagindan olusan orta par¢anin
distalinde yer alan fibroz kilif, esas par¢anin dokuz adet olan longitudinal fibrini
cevreler, neredeyse flagellumun ug¢ kismina kadar uzanir. Fibroz kilifin distalinde yer
alan bu kisa bolge ise kuyrugun son pargasi olarak adlandirilir (25,28). Flagelleumun
(kamg¢1) hareketi mikrotiibiiller, ATP ve dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir

proteinin etkilesimi ile olusur (26).
2.3.3.4. Olgunlasma (Matiirasyon) Fazi

Spermatidin sekillenmesinin son asamasinda flagellanin etrafindaki sitoplazma azalir ve
matiir (olgun) spermatozoon olusur. Sitoplazma fazlalig1 olarak isimlendirilen rezidiiel
cisimcik Sertoli hiicrelerince fagosite edilir ve gelismekte olan gametlerin karakteristik

Ozelligi olan interseliiler kopriiler rezidiiel cisimciklerde kalirlar. Spermatidler artik
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birbirine bagli olmayip Sertoli hiicrelerinden saliniverirler. Spermatidlerin bu karmasik

stirecte seminifer tiibiil liimenine saliniverilmesine spermiasyon adi verilir.

Olgun insan spermi yaklasik olarak 60 um uzunlugundadir. Sperm basi yassi olup
sivridir ve 4,5um uzunlugundadir. Nukleusun anteriyor bolimiiniin iicte ikisini
kaplayan akrozomal kep, hyaluronidaz, néraminidaz, akrozin ve asit fosfataz gibi tripsin
benzeri proteazlari igerir. Spermin kuyrugu boyun, orta parca, esas ve son parg¢a olmak

tizere 4 kisimdan olusur.

1. Boyun; kisa olup sentriyolleri ve kuyrugun diger pargalarina tutunmus 9 adet yogun

fibriller baglant1 parcasini icermektedir.

2. Orta parca; boyundan annulusa kadar uzanir. Aksonem, dokuz adet dig yogun fibril

ve spiral sekilli mitokondriyal kilifi igermektedir.

3. Esas par¢a; annulustan son pargaya kadar uzanan dairesel hatlara sahip fibroz kilif

ile kusatilmis yogun fibrillerin sardig1 aksonemden olugmaktadir.

4. Son parca; aksonemal kompleksi icermektedir (25,27).
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Sekil 2.6: Bir insan spermatozoonunun diyagrami (25).
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Sekil 2.7:  Olgun spermatozooon (30).

2.3.4. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri (sustentakiiler hiicreler) uzun, prizmatik, spermatogenez serisindeki
hiicreleri saran ve seminifer epitelin ¢ok tabakali bazal laminasi iizerinde bulunan,
tepeleri ise liimene ¢ogunlukla seminifer tiibiil liimenine uzanan hiicrelerdir. Sertoli
hiicreleri gelismekte olan spermlerin mayoz bdliinme sonrasinda yiizeylerine
tutunduklar1 destek hiicresi olarak gorev yaparlar. Spermatogenik hiicrelerinin etrafint
cevreleyen c¢ok fazla sayida uzantist oldugu icin Sertoli hiicrelerinin smirlarinin
belirlenmesi zordur. Elektron mikroskobu incelemelerinde ¢ok fazla agraniiler
endoplazmik retikulum, olduk¢a gelismis graniilli endoplazmik retikulum ve aniiler
lamel dizileri icerirler. Cok fazla sayida kiire bi¢imli uzun mitokondriyonlari, oldukca
gelismis  Golgi  kompleksi, sayilar1 degisken mikrotiibiilleri, lizozomlar, lipit

damlaciklari, vezikiiller, glikojen graniilleri ve filamentleri igerirler (25,26,28).

Niikleus, kendisini saran 7-9 nm’lik filament kilif sayesinde diger sitoplazmik
organellerden ayrilmasini saglar. Sertoli hiicresinin, dkromatik niikleusu oval veya
tiggen seklinde olabilir ve fazlasiyla girintili olabilir. Cekirdegin sekli ve yeri
degiskendir (25,26,28). Yassi sekilli olup hiicrenin bazaline paralel uzanabilir, tiggen

veya oval sekilli olup bazale yakin veya biraz uzak olabilir. Sertoli hiicresinin niikleusu
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bazi tiirlerde kendisine 6zel ii¢ parcali yapida, RNA ve DNA igeren cisimcik ¢iftiyle

kusatilan karyozom adi verilen bir niikleolus igerir (25).

Insanlarda bu hiicrelerin bazal sitoplazmalarinda karakteristik Charcot-Bottcher
(inkliizyon cisimcikleri) bulunur. Isik mikroskobik diizeyde de goriilen bu cisimcikler
fuziform kristalloidler 10-25 pum uzunlugunda ve 1 um genisligindedir. Elektron
mikroskobik diizeyde paralel veya birbirine yakin, diiz ve yogun 15 pum capinda
filament demetleri seklinde goriiliir. Ancak kimyasal fonksiyonlar1 tam olarak
bilinmemektedir. Son yapilan ¢alismalarda CLA-1 (lipoprotein reseptdr) proteinlerinin
birikimi belirlenmis olup bu durumun inkliizyon cisimciklerinin lipit diizeyinde ve
Sertoli hiicreleri tarafindan lipitlerin kullaniminda goérevli olduklar1 seklinde

yorumlanmugtir (25,28).

Sertoli hiicresi- Sertoli hiicresi sira dis1 bigimde baglantilar1 yapisal bi¢imde kompleks
olan membran ve sitoplazmik 6zellesmeler kombinasyonundan olusur. Bu 6zel baglanti
birimleri komsu membranlar arasinda 50 den fazla paralel kaynagma bolgeleri igeren
zonula okludens (siki baglanti) tiirii bir baglantidir. Bu baglanti kompleksi ayrica iki

sitoplazmik komponent ile de karakterizedir.

1. Her hiicrenin baglanti bolgesinde plazma mebranina paralel seyreden yassilagsmis

agraniiler endoplazmik retikulumun keseleri (sisternalar1) uzanir.

2. Agraniiler endoplazmik retikulum sisternalar1 ile plazma membran1 arasinda

hekzogonal olarak paketlenmis olarak bulunur.

Sertoli hiicrelerinde benzer bir baglanti kompleksi de spermatidlerin bulundugu bdlgede
bulunur ancak siki baglanti seklinde olmayip aktin filamenti demetlerinden ve
yassilagmis agraniiler endoplazmik retikulumdan yoksun olup gap junction tiirii bir
baglantidir. Diger bir baglanti kompleksi de Sertoli hiicreleri arasindaki ozellesmis
oluklu baglantilardir. Sertoli hiicreleri ve erken dénem spermatogenetik hiicrelerinin
arasindaki desmozom tiirii baglantilar ve Sertoli ile bazal lamina ara yiiziindeki

hemidesmozomlardir (25,28).

Sertoli hiicresi —Sertoli hiicresi baglanti kompleksleri bazal epitelyal kompartman ile

luminal kompartman olarak iki epitelyal kompartimandan olugmaktadir. Olgun
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spermatositler ve spermtidler bu baglanti kompleksinin luminal tarafinda sinirlidir. B
tipi spermatogonyumlarin  mitozuyla iretilen erken spermatositler baglanti
kompleksinden gegebilmeli ve bazal laminanin luminal yilizeyine hareket edebilmelidir
(25). Her iki kompartiman tiiriinde de spermatogenik hiicreler, Sertoli hiicrelerinin bu
kompleks baglantilar1 ile kusatilirlar. Bu ylizden Sertoli hiicrelerine destekleyici
hiicreler ya da bakici hiicreler adi verilmektedir. Sebebi ise spermatogenik hiicreler ile
dolagim sistemi arasinda metabolik substratlarin ve atiklarin degisiminde fonksiyon
gostermesidir. Ayrica Sertoli hiicreleri spermatogenezin son asamasinda rezidiiel
cisimcikleri  lizozomlarla fagosite eder ve pargalar. Ayrica farklilagsmasin
tamamlayamayan spermatogenik hiicreler de Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir

(25,26).
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Sekil 2.8: Bir seminifer tiibiilde Sertoli hiicrelerinin yerlesimi, birbirleri ile baglantilari
ve gelisimin farkli evrelerindeki spermatojenik hiicreleri gosteren ¢izim
(25).
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Sertoli hiicreleri arasindaki baglanti kompleksi, kan testis bariyerinin bulundugu
alanlardir. Bu bariyer, seminifer tiibiil i¢ kismi ile kan arasinda bir bariyer bulunmasina
ve dolayisiyla testis sivisinda kandan gelenden daha az madde olmasina neden olur.
Ayrica seminifer epitelde iyon, aminoasit, karbonhidrat ve protein kompozisyonu
acisindan fizyolojik kompartiman olusturulmasi i¢in de gereklidir. Testis kapilleri
pencereli tiptir, biliylik molekiillerin gecisine izin verir. Spermatogonyumlar kanda
bulunan maddelere kolayca erisebilir ama Sertoli hiicreleri arasindaki bu engelleyici
baglantilar biiyiik molekiillerin Sertoli hiicreleri arasindaki bosluga ge¢mesine engel
olur. Bu sayede spermatogenezin son asamalarindaki haploid sayidaki germ hiicreleri
(sekonder spermatosit, spermatid ve spermiyumlar) kandaki zararli maddelerden

korunmus olur ve kisinin immiin sisteminden izole edilirler (25,26,28).

Sertoli hiicreleri siirekli genital kanallar yoniinden seminifer tiibiil liimenine akan ve
spermlerin taginmasinda rol oynayan ekzokrin salgi {irlinleri olan testosteron ve
androjen baglayici protein (ABP) s1visi salgilar. Testosteron spermatogenetik hiicrelerin
farklilasmasint  ve olgunlagmasint sagladigi gibi fetiiste mezonefrik (Wolf)
kanallarindan koken alan yapilarin gelisimini de saglar. ABP yiiksek oranda testosteron
baglar. ABP iiretimi FSH (Folikiil uyarict hormon) ile testosteron kontrolii altinda
seminifer tlibiil icerisindeki spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun
yogunlagmasini gergeklestirir. Sertoli hiicreleri testosteronu dstradiole doniistiiriir. Ayni
zamanda bu hiicreler 6n hipofiz bezinden FSH salgilanmasin1 ve sentezini engelleyen

inhibin ad1 verilen peptit salgisin1 gergeklestirir (26,28).

Sertoli hiicreleri Anti Miillerian Hormon (AMH) firetimini de saglar. AMH; Miiller
kanali baskilayici olarak da bilinir. Donistliriici biiylime faktorii ailesinden ve

glikoprotein yapisinda olup erkek fetiiste paramezonefrik (Miiller) kanalin gerilemesini

saglar (26).
2.3.5. Interstisyel Alan

Seminifer tiibiillerin arasindaki interstisyel bag dokusu kan ve lenf damarlart ile sinir
liflerini igeren gevsek bag dokusu oOzelligindedir. Bag dokusu hiicreleri olan
fibroblastlar, mast hiicreleri, makrofajlarin yani sira interstisyel hiicreler (Leydig
Hiicreleri) olarak isimlendirilen testosteron iireten hiicreler de yer alir. Leydig hiicreleri

bag dokusu igerisinde tek tek ya da gruplar halinde goriiliir. Yuvarlak ya da poligonal
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sekilli, yuvarlak niikleusu olan, asidofil sitoplazmali ve tipik olarak steroid sentezleyen

hiicre 6zelligi gosteren sitoplazmasinda lipit damlaciklar1 i¢eren hiicrelerdir.

Steroid sentezi yapan tiim hiicrelerde oldugu gibi leydig hiicrelerinin de bol miktarda
graniilsiiz endolazmik retikuluma sahip olmasi sebebiyle bu hiicrelerin sitoplazmasi
eozinofil boyanir. Kolestrolden testosteron sentezi i¢in gerekli olan enzimler agraniiler
endoplazmik retikulum ile iliskilidir. Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda
tubulovezikiiler kristali mitokondriyonlar da yer alir. Yine leydig hiicrelerinde
lipofuksin pigmenti ile ¢ubuk seklindeki bir inkliizyon olan Reinke kristalleri fazlasiyla
bulunur. Kristallerin yap1 ve fonksiyonlar1 tam olarak bilinmese de muhtemel bir
protein iirlinii olup yine Leydig hiicrelerinin %50’ sine yakin kisminda bulundugundan

tanisal amagh olarak kullanilmaktadir.

Leydig hiicreleri erken fetal donemde farklilasip testosteron salgilanmasini
gerceklestirirler. Testosteron erkek fetusun gonadlarinin gelisimi, cinsel olgunlasma ve
tireme foksiyonu i¢in esastir. Embriyoda, testosteron ve diger androjenlerin salgilanmasi
ve erkek fetusta normal gonadal gelisim i¢in gereklidir. Pubertede testosteron salinimi
sperm tretimi baglatilmasi, aksesuar bezlerin sekresyonunun baslatilmas: ve sekonder
seks karakterlerinin gelisimi i¢in gereklidir. Yetigskinde ise testosteron salgilanmasi
spermatogenezin, genital bosaltim kanallari, bezlerin sekretuar aktiviteleri ve sekonder

seks karakterleri i¢in gereklidir (25,28).

Leydig hiicreleri erkek fetusunun erkenden farklilasmasinda etken rol oynar ve fetal
yasamin yaklasik olarak 5. ayindan itibaren inaktif olduklar1 bir periyoda girerler.
Inaktif haldeki leydig hiicrelerinin fibroblastlardan ayirdedilmesi giigtiir. Puberte
doneminde gonadotropik stimiilasyona maruz kalan leydig hiicreleri androjen salgilayan

hiicrelere doniisiip 6miir boyu aktif halde kalirlar (25).
2.4. METOTREKSAT (MTX)

Metotreksat folik asit antogonisti olan, kanser kemoterapisinde yaygin olarak kullanilan
antimetabolitlerden birisidir (31). Antimetabolitler; DNA, RNA, proteinler ve diger
temel hiicre yapilarinin sentezi esnasinda degisik basamaklarda etki gosterirler. Substrat
ya da koenzimin iizerindeki 6zgiil baglanma noktalarin1 inhibe eder, boylece enzimin

calisma mekanizmasini inhibe etmis olurlar. Antimetabolitler 3 grup altinda incelenirler.
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Bunlar; folik asit metabolitleri, primidin anologlar1 ve piirin antimetabolitleridir (32).
MTX, dihidrofolik asit analogudur. ilk kez 1948 yilinda ¢ocuklarin 16semilerini tedavi
etmek amaciyla kullanilmistir (31). MTX solid ve hematolojik neoplazmanin
tedavisinde kullanilmaktadir. MTX, yiiksek dereceli lenfoblastik 16semi, lenfoma,
osteosarkom, bas ve boyun tiimorleri, akciger kanseri, meme kanseri gibi kanserlerin
tedavisinde antiproliferatif olarak kullanilirken, romatoid artrit’de (RA), meme, testis,

bas ve boyun kanseri gibi kanser tiirlerinde de kullanilmaktadir (33).

MTX’in diisiik dozlari hari¢ oral yolla kullanimi Onerilmeyip, tiimoriin tlirline gére
degismek tizere 5 mg/m? ile 12 g/m?’ye kadar kadar degisen doz araliginda ve her giin
ile 3 haftada bir degisen siklikla kullanilabilir. MTX dozu 500 mg/m? ve {istiinde
uygulandiginda ila¢ kan diizeyinin izlenebilmesi igin, yeterli doz ve siirede folik asit
alinimina dikkat edilmesi gerekir. Kalsiyum folinat ile kurtarma tedavisi (leucovorine
rescue), MTX infiizyonunun sona ermesinden sonra 15 mg/m? kalsiyum folinatin oral
veya intravendz yolla 6 saatte bir 8 veya 10 kez verilmesi olarak tanimlanir. MTX,
16semi ve lenfomanin meningeal tutulumuna karsi profilaktik ve karsinomatoziste
tedavi amaciyla 12 mg/m? (maksimum 15 mg) intratekal (3-4. bel omuru hizasindan
subaraknoid araliga verilmesi) yolla verildikten sonra iki doz daha verilerek pekistirme

uygulamasi yapilir (32).
2.4.1.Metotreksatin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

MTX yapisal olarak folik aside benzediginden dolayi, antimetabolitlerin folik asit
metabolitleri grubunda yer almaktadir. Metotreksat folik asidin 4-amino —N10 — metil

analogu olup dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enziminin inhibitortidiir.
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Sekil 2.9: Metotreksatin kimyasal yapisi (3).
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Sekil 2.10: Dihidrofolatin molekiil yapisi (3).

Vitamin seklindeki besinlerden alinabilen folik asidin viicuttaki yararli sekli, folinik asit
ve diger tetrahidrofolat tiirevi koenzimlerdir. Bu koenzimler timidilatin purinlerin,
metionin ve glisinin sentezinde gorev alan tek-karbon transferi reaksiyonlar1 igin
gereklidir. Folik asidin dihidrofolat tiirevi (FH2) {izerinden tetrahidrofolat (FH4)’ a
dontigimii seklinde olur. Metotreksat, 6zellikle hiicre dongiisliniin “S” evresinde
kuvvetli etki gosterir. Kemik iligi, kil kokleri ve spermatojenik hiicreler gibi hizla
boliinme gegiren hiicrelerde ve ¢ogalma kapasitesi fazla olan bolgelerde de etki

gostermektedirler (3,32).

Ayrica MTX, folatta oldugu gibi, tiimoral ve normal hiicrelerde seri olarak bir dizi
degisiklige ugrayarak poligulutamat tiirevleri (MTX-PGs) meydana getirmektedir.
Boylelikle poligulutamat tiirevleri, hiicre igerisinde bir folat kaynagi gibi davranarak
timidilat sentazi belirgin olarak inhibe eder. Ayrica piirin sentezi erken agsamalarinda
kullanilan iki enzimi daha bloke eder. DHFR enziminin bloke olmasi sonucu birikmis
dihidrofolatpoliglutamat tiirevleri de timidilat sentaz ve diger enzimler igin de, inhibitor
etki gosterir (34,35).

2.4.2. Metotreksatin Etki Mekanizmasi ve Farmakokinetik Ozellikleri

Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimine baglanarak enzimi geri doniissel
bir sekilde inhibe etmektedir. Tetrahidrofolat (THF) sentezinin inhibisyonu, pirimidin
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timidilat ve piirin niikleotidlerinin biyosentezinin yavaslamasina hatta durmasina neden
olur. Bu yap1 taslarimin iiretilmemesi hiicre boliinmesinde gerekli olan DNA ve
RNA’nin sentezinde gerekli olan ATP iiretimini inhibe etmektedir (36). Ayrica FH4’e
doniisemeden kalan FH2, dihidrofolat poliglutamatlar (FH2GIlun) ve metotreksatin
poliglutamat tiirevleri (metotreksat Glun) seklinde hiicrede birikirler. Kanser hiicresi
igerisinde timidilat sentetaz ve transformilaz enzimlerinin inhibisyonundan poliglutamat

metobolitleri sorumludur (32).

MTX’in hiicrelerdeki toksik etkisini folinik asid (N5-formiltetrahidrofolat) antagonize
etmektedir. Sulfonamidler ve salisilatlar, bu ilag ile verilirse MTX’in baglanma orani
azalir ve toksisitesi artabilir. MTX tiimor hiicrelerinde uzunca bir siire bagl kalir.
Istirahat halindeki hiicrelerde MTX gibi antimetabolitlerin sitotoksik etkisi olmaz ancak
hiicre igerisinde uzun siire kalan MTX’in gizli (latent) sitotoksik etkisi hiicre boliinmeye
girdigi zaman belirgin hale gelir ve hiicreyi 6ldiiriir. Standart dozda kan-beyin bariyerini
gecemez ve tedavide kullanilan konsantrasyonlara ulasamaz. Yiiksek doz
uygulamalarinda ise BOS’ta terapotik konsantrasyonlara ulasir. Bobrek yolu ile atilir ve

emildiginde yarilanma 6mrii 8 saattir (32).

MTX, hiicre igerisine aktif transport ile girebilmek icin folat ile rekabete girerek hiicre
igerisine folatin yerine kendisi girer. MTX diger folat tiirlerinde oldugu gibi karacigerde
poliglutamilasyona ugrar. Poliglutamasyon sonrasinda MTX intraselliiler olarak uzun
stire kalabilmektedir. Hidrolitik enzimlerin sayesinde tekrar eski haline donebildiginden

haftalik olarak tek doz olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (37).

MTX’in gastrointestinal sistem igerisinde emilimi doza bagimli oldugu halde gidalarin
emilimi tizerindeki etkisi hakkindaki bilgiler tam net olmamakla birlikte tartismalidir.
Emilimden 1-2 saat sonra kan serum seviyesi pik seviyesine ulagir. Genel kullanimdaki
dozu 7,5-25 mg/hafta’dir ve tek seferde alinmasi 6nerilmektedir. Klinik olarak etkinligi
acisindan fark olusturmamasi nedeniyle bu dozun 2-3 esit miktara boliinerek alinmasi
hastanin toleransina gore tercih edilebilmektedir. 5-25 mg arasindaki dozlart iyi
emilirken % 60 oraninda biyoyararlanim gostermektedir. Doz artirildiginda ise
intestinal flora tarafindan metabolize edilmesiyle atilmasinin saglanmasi sonucu
emilimi azalir. Yaklasik % 50’si serum proteinlerine baglanir ve diger alblimine

baglanan maddeler ile rekabete girer. Verilen dozun %60-90’a kadar olan kismi, 48 saat
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icerisinde, en ¢ok da ilk 8- 12 saat icerisinde degismeden idrar ile atilir. MTX in biiyiik
cogunlugunun bobreklerden atilimi, glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon ile
geriye kalan kismi da safra yoluyla atilir. Bu nedenle, renal kan akimini azaltan,
nefrotoksik ya da zayif organik asit yapisinda olan ilaglar ile birlikte kullanimi, renal
atilimi1 azaltarak daha ciddi myelosupresyona neden olabilmektedir. MTX” in sistemik
dolasimdaki dozunun yaklasik olarak %3’ i kadar1 santral sinir sisteme ge¢mektedir
(37-39).

MTX oral yol ile (30 mg/m?) alindig1 zaman gastrointestinal sistemden tamamina yakini
emilir, artan dozlarinda ise bu oran giderek azalmaktadir. Cocuklarda akut lenfositer
16semilerin niikslerinde absorbsiyonun bozuldugu bildirilmistir. MTX ii¢ yar1 omiirlii
bir diizenlenme gosterir (5 dakika, 2-3 saat, 8-10 saat ) ve son ikisi yarilanma zamanlari
bobrek yetmezligi durumlarinda ya da retansiyonu (tutulmasi) durumunda uzamaktadir.
Emilimin bu son doneminde, bobrek hasari yiiziinden meydana gelebilecek uzama
neticesinde, ilacin kemik iligi, gastrointestinal epitel ve cilt tizerindeki toksik etkilerinin
artmasina sebep olur. MTX’in plevra ya da periton gibi viicut bosluklarina dagilimi
yavas olmaktadir. Ancak, asit ya da plevral eflizyon gibi nedenlerle meydana gelecek
genislemeler neticesinde bu bolgeler ilag deposu gibi davranis sergiler ki bunun
sonucunda ilacin yavas salimmina sebep olurlar. Bu nedenle plazma
konsantrasyonundaki artis devam eder ve daha ciddi toksisite bulgular
gelisebilmektedir. Plazma-BOS yogunlagsma oranmna gére MTX’in SSS’ ne gegisi
diistiktiir (39).

Romatolojik olgularda genel kullanim dozu; 10 mg/m?hafta olup tek dozda alinmasi
onerilmektedir. Fakat bu dozun 2-3 esit miktara boliinerek alinmast klinik etkinligi
agisindan fark olusturmamasi sebebiyle hastanin toleransina gore verilebilir. Bu dozdaki
emilimi iyidir ve %60 oraninda biyoyararlanim goriilmektedir. Doz arttirildiginda ise
intestinal flora tarafindan metabolize edilerek atilmasi nedeniyle emilimi azalmaktadir
(40).

2.4.3. Metotreksatin Yan Etkileri

MTX, folat metabolizmasin1 antagonize ederek antineoplastik 6zellik gosterir, kanser
hiicreleri ve hizli boliinen hiicrelerde de niikleik asitlerin yapimini engellemektedir (3).

Antifolat tedavinin primer toksisitesi ve yaygin yan etkileri, kemik iligi, cilt ve
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intestinal epitel hiicreleri lizerinde olmaktadir. Normal hiicreler iizerinde bu olusan
toksik etkileri 6nlemek i¢in baska bir folat analogu olan 5-formil- tetrahidrofolatin
MTX ile birlikte kullanimi 6zellikle yiiksek doz MTX kullaniominda yaygin olarak
uygulanan bir protokoldiir (41). Genellikle iki hafta iginde yan etkiler sonlanir, ancak
renal fonksiyonlar1 bozulmus hastalarda ise ilag atilimindaki azalmaya bagli olarak

kemik iligi depresyonu (myelosupresyon) uzayabilir (42).

Bu yaygin olarak goriilen yan etkilerin yani1 sira, alopesi, interstisyel pnomoni,
nefrotoksisite, hepatotoksisite, oogenez/ spermatogenezde defektler, dermatit, diisiik ve
teratojenite gibi yan etkiler de gbzlemlenebilmektedir. Karaciger enzimlerindeki arts,
yiiksek doz veya uzun siireli olarak MTX kullaniminda beklenen bir sonugtur, fakat bu
durum genellikle geri dontistiimliidiir (42). Losemi, psoriazis ve romatoid artritin MTX
ile tedavisi sirasinda gelisen hepatotoksisite, , niikkleer polimorfizm, hepatosit nekrozu,
kronik portal inflamasyon, fibrozis veya siroz seklinde ortaya c¢ikabilmektedir.
Karaciger hasarin1 olusturan mekanizma tam olarak bilinmemekte, intraselliiler MTX-
PG (MTX polyglutamat) birikimi ve folat azalmasinin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(43).

Lokoverin ilave edilmis, 1000 mg/m? ve ilizeri MTX uygulamasi, yiikksek doz MTX
olarak tanimlanmaktadir. Lokoverin ile birlikte uygulanan yiiksek doz MTX’i, ¢ogu
hasta iyi tolere edebilse dahi, MTX ve metabolitlerinin renal tiibiillerde birikmesiyle
yasami tehdit edici olan nefrotoksisite gelisebilir. Yiiksek doz MTX’ e bagh olarak
gelisen nefrotoksisite, 1970’li yillarda ilaca bagli morbidite (hasta olma orani) ve

mortalitenin (6liim oran1) primer nedenini olusturmaktaydi (44,45).

Intestinal epitel hiicreleri de hizli gogalan hiicreler oldugu igin, MTX ile kolaylikla
inhibe olurlar. MTX, genellikle oral ve intestinal mukozada inflamasyona neden olur.
Hiicre ¢ogalmasinin inhibe olmasinin sonucunda intestinal bariyer fonksiyonlarinda
azalma gozlenir. Gastrointestinal yan etkilerin, MTX’ in hiicre igerisinde biriken
metabolitlerinin folat seviyelerini azaltmasi ile gelistigi diisiiniilmektedir. Folat, santral
sinir sisteminde yer alan norotransmitterlerin metabolizmasinda ve sentezinde kullanilir.
MTX’ e bagl gelisen gastrointestinal yan etkilerinin dolayli yoldan santral sinir
sistemine bagli yan etkiler oldugu ve boéylece hiicre i¢i folat seviyesindeki azalma

sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (46).
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MTX’e bagl hematolojik yan etkilerin olusumunda dihidrofolat rediiktaz enziminin
inhibisyonu neticesinde ortaya ¢ikan DNA sentezinde bozulma ve hizli hiicre degisimi
kemik iliginin baskilanmasina yol ag¢makta ve hematolojik yan etkilere sebep
olmaktadir (47). Diisik doz MTX tedavisinde ¢ok nadir de olsa pansitopeni
gelisebilmektedir. MTX’ 1n neden oldugu osteopati ilk olarak 16semi, kafa i¢i timorler,
osteosarkom nedeni ile yiiksek dozda MTX kullanilan pediatrik hastalarda bildirilmistir.
Osteoporoz, kemik agrisi ve oOzellikle distal tibia ve fibulada goriilen stres kiriklari
ticliisii, MTX osteopatisini tanimlamaktadir. Yakin zamanlarda yapilan deneysel pek
cok ¢alismada ve vaka takdiminde yalnizca yiliksek dozun degil, uzun siireli diisiik doz

kullaniminin da MTX osteopatisi gergeklestirebildigi gosterilmistir (48).

Folat eksikliginin MTX toksisitesi olusmasinda bir risk faktorii oldugundan dolay1
MTX yanina eklenen folik asit ya da folinik asitin toksisiteyi 6nlemek igin birbirinden
farkli olmadig: bildirilmistir. Bununla birlikte klinik tecriibeler 6zellikle yiiksek dozda
alinan folik asitin MTX etkinligini azaltabilecegini ortaya koymustur (46,49).

2.5. ELLAGIK ASIT (EA)

Ellagik asit (EA), bitkilerde fenol yapisinda dogal olarak bulunur ve antimutajenik,
antikanserojenik aktivite gosteren bir maddedir (50). EA ahududu, ¢ilek, nar gibi
tizimsii meyveler ile ceviz, kestane, findik gibi kabuklu meyvelerin yapisinda yer alir
(51). Meyve ve sebzeler igerisinde, en fazla kirmiz1 (Rubus ideaus) ve siyah (Rubus
occidentalis) ahududularda bulunan ellagik asit, viicudumuzda kansere sebep olan
kimyasallart inaktif hale getirerek antikanserojen bir etki gostermekle birlikte
yaslanmay1 geciktirici etkisi vardir. Ozellikle kirmizi ahududular ile yapilan
caligmalarda ellagik asitin, bazi kanser tiirlerinde kanserli hiicrelerin gelisimini
engelledigi gosterilmistir (8,51,52). EA, antioksidan, antiinflamatuvar, antikarsinojenik,

antiviral, antibakteriyel, antiproliferatif vb. bir dizi biyolojik 6zellige sahiptir (53).

EA, ellagitaninlerin (ET) baz1 kimyasal islemler gegirmesi neticesinde olusmaktadir.
EA’in bir hiicre tarafindan algilanip kullanilmas: i¢in uygun bir formda bulunmasi

gereklidir. Bu form, seker molekiilleri ile birlesmesiyle olusur (54).

Bitkisel olarak iiretilen EA gibi bitkisel formlardan elde edilen fenolik bilesiklerin

saglik acisindan ¢ok 6nemli olmalarinin yani sira insan sagligi i¢in de olumlu etkilerinin
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oldugu &ngoriilmektedir. Ozellikle EA’nin bu olumlu etkilerinin birgok mekanizmayi
etkilemesiyle, farkli yollar tizerinden gergeklestigi iddia edilmektedir. EA antioksidan
enzimlerin hem sentezini arttirir, hem de aktivasyonunu hizlandirir, boylelikle oksidatif

stresin olumsuz etkilerini ortadan kaldirir (55).

EA ve ET meyve, sebze, meyve bazl icecekler, recel ve marmelat gibi pek ¢ok yapi
igerisinde yer alir. Farkli calismalar cografi orijin, iklim, bitkinin tiirii ve bir¢cok ¢evresel
etmen neticesinde EA icerigi degisiklik gostermektedir. Ozellikle {iziimsii meyveler
familyasindan ¢ilek, ahududu, kusburnu, kiraz tiirlerinde yiiksek EA konsantrasyonu
vardir (55).

Tablo 2.1: Bazi bitki tiirlerinde bulunan EA miktarlari. * mg/100g, **mg/L. (55).

Bitki EA miktar: Referans
Cilek 1.77* [50]
Ahududu 5.37* [50]
Bogiirtlen 3.69* [38]
Nar 1.73* [50]
Mum agaci 0.18* [50]
Ahududu receli 2.25* [51]
Ananas 0.08* [51]
Cilek regeli 2.01* [50]
Nar suyu 66.87** [51]
Ahududu suyu 28** [51]

2.5.1. Ellagik Asitin Kimyasal Ozellikleri
Molekiil Formiilii: C14HsOg

Molekiil Agirligr: 302.1 g/mol

Yogunlugu: 1.67g/cm? (56).

Ellagik asit (EA), bir¢ok bitkide serbest ve ellagitanin (ET) glikozitleri seklinde bulunan
polifenolik  lakton bir bilesiktir. EA 302.19g/mol molekiil agirhgr ile
hekzahidroksidifenik asidin dilaktonudur. Dogada zayif bir asit olmakla birlikte, 360°C
tizerindeki ytiksek erime noktasiyla da ¢ok kararli bir bilesiktir. EA, hidrofilik kismi1
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temsil eden dort fenolik ve iki lakton gruplariyla (sirasiyla hidrojen bag vericisi ve
alicis1 olarak rol oynayabilir) ve lipofilik kismi temsil eden dort halka ile de
termodinamik agidan oldukga kararli bir molekiildiir. EA molekiili lipofilik olarak
iistlin olan dort halkasi sebebiyle 1siya fazlasiyla dayaniklidir. Dort adet fenolik grup,
EA’nin kalsiyum ve magnezyum gibi metal iyonlariyla kompleks bir form
olusturmasini saglamaktadir (56-58). EA; suda ¢oziindiigii gibi (59) ayrica metanolde,

etanolde ve dimetil siilfoksitte iyi ¢éziinmektedir (60).

ET bir ya da daha fazla hegza-hidroksi-difenol (HHDP) grubuyla karakterize olan ve
genellikle glukoz ile baglanan kompleks bir polifenol sinifidir (61). ET bilesikleri
HHDP’lerin ve glukoz gruplarinin fazla sayida baglanma olasiligiyla 6zellikle fenollerin
dimerik ve oligomerik yapiya doniisebilme egilimleri nedeniyle genis bir yapisal
cesitlilige sahiptirler (62,63). ET’ler dogada ve fizyolojik kosullarda kararsiz
durumdayken, genellikle hidroliz ve polimerizasyon reaksiyonlarina ugrayarak suda EA
gibi kolayca hidrolizlenmeyen yapilara donisiirler. ET lerin asit, baz gibi maddelerle
hidrolizi sonucu da HHDP’ler spontan olarak suda daha az ¢oziinen EA’ya doniisiirler

(64).

Metilasyon, glikozilasyon ve metoksilasyon gibi modifikasyonlarla EA sayisiz tiirevine
dontisiir ve boylelikle bitkilerde sayisiz EA tlirevi igerir. Bu yapilarin ¢oziintirligi,
mobilitesi, reaktivitesi de bu cesitlilige katki saglar. Bunun yaninda hayvanlarda
bulunan dogal mikrobiyota da bu ¢esitliligi arttiran etmenlerden biridir. Sonug olarak,

hem bitkiler hem de hayvanlar sayisiz EA tiirevi barindirmaktadir (65).

ELLAJITANEN HHDP ELL ASIT
HO OHHO OH
hidroliz O O OH
0 0=
HO CH
Glukoz —+ Glukoz

Sekil 2.11: Ellagitaninlerin hidrolizasyonu (61).
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2.5.2. Ellagik Asitin Biyolojik Aktivitesi

EA’nin antioksidan, antikanserojenik, antidstrojenik ve antimutajenik etkilerinin oldugu
bilinmektedir. EA serumda kansere sebep olan kimyasallarin temizlenmesini saglar.
Kanser hiicrelerini temizler, hiicresel DNA’da kanserojenlerin baglanmasini engeller ve
boylece yiiksek oranda yikici olan serbest oksijen radikallerinin temizlenmesini ya da
baglanmasinmi saglar. Yikici kanser hiicrelerine karsi immiin sistemi uyarir. Boylece
antioksidan gorevini yapmaktadir (66,67). Ayrica EA lipid peroksidasyonunda E

vitamininden daha fazla antioksidan etki gostermektedir (67).

EA’nin diger bir etkisi de bakteriyal membranin fonksiyonlarmi onleyip,
mikroorganizmalarin gelisimini engellemek oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica membran
yiizeyine yerlesen EA benzeri fenolik fitokimyasallar hiicre ¢evresinde bir hidrofobiklik

yaratarak membran yapisinda degisiklik meydana getirir (67).

Tablo 2.2: Bazi meyve tiirlerinde EA ve Antosiyanin miktarina bagli gézlenen ORAK
(Oksijen Radikalleri Absorbans Kapasitesi) degerleri (55).

Meyve tiirii ORAK Antosiyanin EA
umol TE/g (mg/100g) (mg/100g)

Siyah ahududu 168-190 214-589 5.37
Bogiirtlen 58-100 83-326 3.69
Morion liziimii 46-90 109-155 5.83
Boysen liziimii 35-85 120-160 3.58
Kirmiz1 ahududu 27-50 20-65 3.39
Cilek 26 40 0.69-1.6
Portakal 8-37 - -
Visne 21 - -
Elma 3-10 1-10 -
Yesil liziim 8-13 5 -

2.5.3. Ellagik Asitin Etki Mekanizmasi

EA’nin insan sagligi iizerinde olusturdugu koruyucu etkinin kimyasal mekanizmasinin
anlasilmas1 giigtiir. Literatiirde yer alan teorilerin ¢ogu hiicresel c¢alismalara

dayanmaktadir. Bu teoriler, DNA’ya kanserojen maddelerin baglanmasinin
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engellemesini, kanserojen etkinliginin inhibisyonunu, kanserojen detoksifikasyonunun
tesvikini ve kanserojenlerin reaktif formlar1 ile kompleks olusturmasini kapsamaktadir.
Ornegin, antikanserojen etkileri konusunda farkli mekanizmalar1 oldugu bildirilen
ferulik asit, kafeik asit ve ellagik asidin polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
mikotoksinler ve nitrozaminlerin kanserojen etkilerini inhibe ettikleri bir¢ok in vitro
calisma ve deneysel hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir. Fakat diger fenolik asitlerden
farkli olarak EA dogrudan enjeksiyon yolu ile verilmesinin yaninda oral yoldan verilen
gidalarla da antikanserojen etkili oldugu bildirilmektedir (68). EA’nin insan sagligi
tizerindeki onemli bir etkisinin de 6strojen reseptor (ER) alt tipleri olan ERa ve ERp
yoluyla Gstrojenik/antidstrojenik aktivite oldugu bildirmistir (69,70).

2.5.4. Ellagik Asitin Kanser Tedavisindeki Yeri

EA’nin antikanserojen etki mekanizmalar1 incelendiginde, intestinal detoksifikasyon
enzimleri olarak adlandirilan Faz II enzimlerini indiikledikleri (6rnegin glutation-S-
transferaz enziminin aktivitesini stimule etmekte ve karacigerde sentezini artirmaktadir)
boylelikle kanserojen maddenin bagirsakta emilimini inhibe ettikleri bilinmektedir.
Ayrica EA; prokanserojenlerin aktivasyonunu Kkatalize eden Faz | enzimlerini de
engelleyebilmektedir. Hayvan deneyleri sonuglarinda ise yalnizca enzim sistemi

etkilenmemekte, ayn1 zamanda sitokrom P450 miktarinda da diisiis gozlemlenmektedir
(71).

EA’nin antikanserojen etki mekanizmas1 konusunda yapilan bir diger ¢caligmada ise EA
ile DNA arasinda kovalent baglarin varligi belirlenmis olup neticesinde DNA’nin
maskelenerek kanserojen madde ile baglanmasinin engellendigi belirtilmistir. Bir diger
caligmada ise EA’nin DNA replikasyonu, kopyalama, rekombinasyon, hiicre ¢ogalmasi
ve farklilasmasinda 6nemli gorevi olan Topoizomeraz | ve Il enzimlerinin ¢alismasini
engelleyerek tiimor hiicresinin gelisimini durdurdugu bildirilmektedir. Ayrica EA,
aflatoksin B1’in DNA’ya baglanma neticeleri ve mutasyonlar olusturmasini 6nledigi de
bildirilmistir. Antikanserojen etki mekanizmasi konusundaki bir diger ¢alismada ise
EA’nin serbest oksijen radikallerini ve kanserojenlerin reaktif metabolitlerini etkisiz
hale getirip kanser baslangicini engelledigi de bildirilmektedir. Metabolik aktivite
sonucu olusan serbest oksijen radikalleri, DNA zincirinin ayrilmasina ve mutasyon
olusumuna neden olmaktadir. EA ise bu siireci engelleyen kuvvetli bir antioksidandir
(67,71).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu Baskanlif
17/02/2016 tarih ve 16/046 no’lu onayr dogrultusunda TYL-2016-6674 no’lu proje
olarak Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir.

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) vyetistirilen 30-60 giinliik, ortalama 280-305 gr agirliginda, 48 adet Wistar
albino tiirii erkek siganlar kullanildi. Kafesler igerisinde tutulan si¢anlarda giiniin
normal diizenine uygun 21°C ve 12 saatlik aydinlik/karanlik ortaminda su ve besin
ihtiyaclar1 saglandi. Denekler agirliklar: birbirine yakin olacak sekilde 6 gruba ayrildi.
Gruplar Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.2: Calismada Hazirlanan Deney Gruplari

Sira | Gruplar n=8 Uygulamalar
Bu gruba ait siganlara intraperitoneal (i.p.) Iml/kg
1 | Kontrol
misirdzii yagi uygulandi.
Bu gruba ait siganlara ellagik asit 40 mg/kg (i.p.) olarak
> | EA 40 g ¢ g g/kg (i.p.)
uygulandi.
Bu gruba ait si¢anlara ellagik asit 80 mg/kg (i.p.) olarak
s | EA 80 g ¢ g gkg (i.p.)
uygulandi.
Bu gruba ait siganlara metotreksat 20 mg/kg (i.p.) olarak
4 | MTX g ¢ g/kg (i.p.)

uygulandi.

Bu gruba ait sicanlara ellagik asit 40 mg/kg (i.p.) +
5 MTX+EA 40
metotreksat 20 mg/kg (i.p.) olarak uygulandi.

Bu gruba ait sicanlara ellagik asit 80 mg/kg (i.p.) +
6 | MTX+EA 80 £ N s eke ip.

metotreksat 20 mg/kg (i.p.) olarak uygulandi.
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Calismamizda kullanilan MTX, Kogak Farma® (50 mg/ 5ml) firmasindan temin edildi.

Calismamizda kullanilan EA ise (%97ACROS® Organics) firmasimdan temin edildi.

3.1. DENEYSEL PROSEDUR

Tim uygulamalar giinli ayn1 saatinde yapildi. Kontrol grubuna (Grup 1) ait sicanlara
misirézii yagi intraperitoneal (i.p.) olarak 12 giin boyunca verildi. EA 40 (Grup 2)
grubuna ist sicanlara ellagik asit 40 mg/kg/giin i.p. olarak 12 giin boyunca uygulandi.
EA 80 (Grup 3) grubuna ait sicanlara ellagik asit 80 mg/kg/glin i.p. olarak 12 giin
boyunca uygulandi. MTX (Grup 4) grubuna ait siganlara metotreksat 20 mg/kg tek doz
3.glin i.p. olarak uygulandi. MTX+EA 40 (Grup 5) grubuna ait siganalara ellagik asit 40
mg/kg/giin i.p. olarak 12 giin boyunca uygulanip, uygulamanin 3.giinlinde 4 saat sonra
metotreksat 20 mg/kg tek doz i.p. olarak uygulandi. MTX+EA 80 (Grup 6) grubuna ait
sicanlara ellagik asit 80 mg/kg/giin i.p. olarak 12 giin boyunca uygulanip, uygulamanin
3.gilinlinde 4 saat sonra metotreksat 20 mg/kg tek doz i.p. olarak uygulandi. Deney
sliresinin sonunda tiim denekler ketamin + xylasine (50mg/kg-15mg/kg) kullanilarak
genel anestezi altinda uyutularak dekapite edilip testis dokular1 ¢ikarildi. Dekapitasyon
sonrasinda alinan testis dokulariin bir boliimii histolojik incelemeler, diger boliimii ise
biyokimyasal incelemeler igin kullanildi. Biyokimyasal incelemeler igin alinan testis

dokular: -80 ° C ’de saklanda.

Dekapite edilen siganlardan alinan testisler 151k mikroskobik incelemeler icin %4’liik
formaldehit ile tespit edildi. Tespit soliisyonunda 72 saat bekleyen testis dokular1 bir
gece akan musluk suyu altinda yikandiktan sonra artan alkol serilerinden gegirilerek
sudan kurtarild1 ve ksilol ile seffalandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandi.

Yapilan bu islem basamaklar1 Tablo 3.2’de ayrintili olarak anlatilmistir.



Tablo 3.2: Isik Mikroskobu Doku Hazirlama Teknigi
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Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire

1 %4 Formaldehid 72 saat 8 Absolii Alkol 1 saat

2 Musluk suyu 1 gece 9 Absolii Alkol 1 saat

3 %50 Alkol 1 saat 10  Ksilen 20 dakika
4 %70 Alkol 1 saat 11  Ksilen 20 dakika
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dakika
6 %96 Alkol 1 saat 13  Eriyik parafin (60°C) 1 gece

7 Absolii Alkol 1 saat 14 Bloklama

Parafin bloklardan alinan 5-6um’lik kesitler polilizin kapli lamlara alindi. Hazirlanan

lamlar rutin histolojik doku takibi metodu kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi.

Dereceli alkol serilerinden gecirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiyr gormek

amaciyla dokular Hematoksilen — Eozin (H&E) (Tablo 3.3) ile boyanarak once artan

alkol serilerinden sonra ksilolden gecirilip kapatildi.

Tablo 3.3: Hematoksilen- Eozin Boyama Teknigi

Sira  Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 2 saat 13 Akarsu 5 dakika

2 Ksilen | 10 dakika 14 Eozin 3-5 dakika
3 Ksilen Il 10 dakika 15 Akarsu 1 dakika

4 Ksilen 111 10 dakika 16 %50 Alkol 1-2 dakika
5 Absolii Alkol 1 5 dakika 17 %70 Alkol 1-2 dakika
6 Absolii Alkol IT 5 dakika 18 %80 Alkol 1-2 dakika
7 %96 Alkol 5 dakika 19 %96 Alkol 1-2 dakika
8 %80 Alkol 5 dakika 20 Absolii Alkol T 1-2 dakika
9 %70 Alkol 5 dakika 21 Absolii Alkol 11 1-2 dakika
10 %50 Alkol 5 dakika 22 Ksilen | 10 dakika
11 Akarsu 5 dakika 23 Ksilen 11 10 dakika
12 Hematoksilen 5-8dakika 24 Kapatma




38

3.2. JOHNSEN TESTIKULER BiYOPSI SKORU

Bu skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi bir olay sonrasinda, testis
igerisinde yer alan tiibiillerin igindeki hiicrelerin dagilimi belli bir sira takip ederek
progressif bir sekilde kaybolur. Tiibiillerdeki bu hasarlanmanin derecesinin
degerlendirilmesinde Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) kullanildi (Tablo 3.4).
Histolojik incelemeler, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalinda iki uzman histolog tarafindan birbirinden bagimsiz olarak skorlandi
ve degerlendirildi. Sonuglarin degerlendirilmesi her gruptan secilmis 10 adet farkl
preparattan 2’ ser farkl: tiibiiliin 20’lik objektifle incelenmesi seklinde yapildi. Her grup
i¢in ayr1 ayr1 200 adet tiibiil degerlendirilerek ortalama JTBS hesaplandi. Elde edilen
veriler dnceden hazirlanan bir forma islendi. Gruplarin istatiksel karsilastirmalar1 i¢in

SPSS paket programi kullanildi.

Tablo 3.4: Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Skor | Histolojik Bulgular Skor | Histolojik Bulgular
o Az sayida (5 / tlibiil ) spermatid
1 Tibiiller kesitte hicbir hiicre yoktur. 6
vardir.
) ) Farklanma isareti olmaksizin fazla
2 Sadece sertoli hiicreleri vardir. 7 .
sayida spermatid vardir.
3 Germ hiicreleri olarak sadece 8 Olgun spermatozoa olmaksizin geg
spermatogonyumlar vardir. spermatidler mevcuttur.
A Az sayida (5 / tiibiil ) spermatosit 9 Az sayida (5 / tiibiil ) spermatozoa
vardir. vardir.
Fazla sayida spermatozoanin
5 Fazla sayida spermatosit mevcuttur. 10 | goriildiigl tam spermatogenez
mevcuttur.

3.3. TUNEL METODU

Deneklere ait tiim kesitlerde apopitotik hiicreleri belirlemek i¢in Roche® marka In Situ

Cell Detection Apopitosis Fluorescein Kit’ i kullanildi ve boyama islemi, Kkitin
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prosediiriine gore yapildi. Kisaca 6zetleyecek olursak, 5-6 um kalinliginda alinan testis
dokular1 deparafinize edildi ve ardindan rchidrate edildikten sonra PBS ile yikandi.
Daha sonra antijen geri kazanimi i¢in 0.01 M sodyum sitrat tamponunda mikrodalga
firinda 350 W’de 5 dakika bekletilen kesitler, ardindan oda 1sisinda 20 dakika sogumaya
birakildi. PBS ile 3 defa 5’er dakika yikanan dokular daha sonra kitin i¢inden ¢ikan
TUNEL reaksiyon karisimi ile 37 °C’de nemli ve karanlik ortamda 60 dakika inkiibe
edildi. PBS ile 3 defa 5’cr dakika yikanan dokulara 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) ile zit boyama yapildi. Gliserollii kapatma soliisyonu ile kapatilan dokular
Olympus BX-51 floresan mikroskopta 450-500 nm dalga boyunda goriintiilendi.
Apoptotik indeks ic¢in her gruptan elde edilen on kesitten 20X objektifte on farkli
alandaki apoptotik hiicreler sayildi. Apoptotik hiicre sayimi birbirinden bagimsiz iki

uzman histolog tarafindan degerlendirildi.

3.4. BIYOKIMYASAL ANALIZLER (ELiSA METODU)
3.4.1. Malondialdehit (MDA) Diizey Tayini

Tekgenomik Biyoteknoloji’den temin edilen YH Biosearch Labratory firmasinin ticari
kiti kullamlarak Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’nda ¢alisildi (Rat malondialdenyde (MDA) ELISA Kit Cat
No:YHB0708Ra). Doku orneklerinin sonuglart nmol/mg protein olarak, serum

orneklerinin sonuglari ise, nmol/ml olarak verildi.
3.4.1.1. Siiperoksit dismiitaz (SOD) Aktivite Tayini

Tekgenomik Biyoteknoloji’den temin edilen YH Biosearch Labratory firmasiin ticari
kiti kullanilarak Erciyes Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’nda calisildi (Rat Super Oxidase Dimutase (SOD) ELISA Kit Cat
No:YHB1021Ra). Doku oOrneklerinin sonuglart ng/mg protein olarak, serum

orneklerinin sonuglari ise, ng/ml olarak verildi.
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3.4.1.2. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Tekgenomik Biyoteknoloji’den temin edilen YH Biosearch Labratory firmasiin ticari
kiti kullanilarak Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’nda calisildi (Rat Catalase (CAT) ELISA Kit Cat No:YHB0207Ra).
Doku orneklerinin sonuglari ng/mg protein olarak, serum Orneklerinin sonuglar ise,

ng/ml olarak verildi.
3.5. ISTATIKSEL ANALIZ

Tim istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 22.0
yazilim programinda yapildi. Veriler ortalama =+ standart hata olarak belirlendi.
Sonuglar ANOVA yontemiyle degerlendirildi. Post hoc analiz i¢in Tukey testi
kullanild1. Istatistiksel analizde énemlilik icin p< 0.05 degeri kullanildi.



4. BULGULAR

Calismamizda intraperitoneal (i.p.) olarak EA ve MTX uygulanan siganlarin testisleri
151k mikroskobunda incelenerek degerlendirildi. Testis dokularinda JTBS; MDA, CAT
ve SOD enzim aktivite tayini igin ELISA teknigi, apoptozis i¢in TUNEL teknigi
uygulandi ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Tiubitller histopatolojik olarak

degerlendirildi.
4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna (Grup 1) ait testis dokusunun 1sik mikroskobik incelemesinde
Hematoksilin eosin (HE) ile boyali Kesitlerde tunika albuginea, seminifer tiibiil
kontiirleri, interstisyel alandaki (bag dokusu) leydig hiicreleri ve seminifer tiibiildeki
germinal epitel hiicreleri normal olarak gézlendi. Seminifer tiibiil igerisinde yer alan
germinal epitele ait spermatogenik hiicre serilerinin yerlesimi bazal membrandan
limene dogru normal bir sekilde gozlendi (Sekil 4.1). EA 40 (Grup 2) uygulanan
sicanlarin testis dokularinda da kontrol grubuna benzer histolojik bulgulara rastlandi
(Sekil 4.2). EA 80 (Grup 3) uygulanan si¢anlarin testis dokularinda germinal epitele ait
hiicre serilerinde diizensizlikle birlikte vakuol olusumu, seminifer tiibiillerin
kontiirlerinde ve germinal epitelinde diizensizlik gozlendi (Sekil 4.3). MTX (Grup 4)
uygulanan siganlarin testis dokularinda, seminifer tiibiil limeninde olgunlagsmamis
germinal epitel hiicreleri gozlendi. Ayrica seminifer tiibiil liimeninde spermatozoa
azlig1, germinal epitelde ve seminifer tiibiil bazal membraninda diizensizliklerle birlikte
vakuol olusumu, interstisyel alanda 6dem go6zlendi. Bazi alanlarda bazal membran
kayiplar1 gozlendi. Kesitlerde tubuli seminiferi kontortilerin bazal membran bozulmalar
ileri diizeyde gozlendi. Spermatojenik hiicre serilerinde primer ve sekonder
spermatositlerin hasar derecesi giderek artan sekilde gézlendi. Liimendeki hiicrelerin
cekirdekleri yer yer belirgin izlendi ancak kuyruk yapilar1 yoktu ve genis vakuoller

vardl. Interstisyel alandaki leydig hiicreleri kismen hasarlanmis olarak izlendi.
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Spermatogonyum A ve B hiicreleri ile spermatid ve spermatozoon hiicreleri
birbirlerinden ayirt edilemiyordu. Spermatid seri hiicrelerine ait olmasi gereken hiicre
safhalarinda interstisyel 6dem ve hiicresel bosluklar gézlemlendi (Sekil 4.4, Sekil 4.5).
MTX 20+EA 40 (Grup 5) uygulanan sicanlarin testis dokulart Grup 2 ile benzerlik
gostermektedir. Az da olsa limene dogru spermatojenik hiicre serilerinde kayiplar
izlenmekle birlikte liimende spermatoza yogunlugu gozlendi. (Sekil 4.6). MTX+EA 80
(Grup 6) uygulanan si¢anlarin testis dokusunda germinal epitele ait spermatogenik

hiicre serilerinde bozulmalar ve yer yer vakuol olusumu, hiicre liimeninde dokiilmelerle

birlikte spermatozoa azlig gozlendi. (Sekil 4.7).

Sekil 4.1: Kontrol grubuna (Grup 1) ait sican testis dokusu. Seminifer tiibiillerdeki
germinal epitel (GE) normal olarak gézlenmektedir. Liimen (L), interstisyel
alandaki Leydig hiicreleri ( 1A ) (H& E) X20.
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Sekil 4.2: EA 40 (Grup 2) uygulanan si¢an testis dokusu. Seminifer tiibiillerdeki
germinal epitel (GE) normal olarak gézlenmektedir. Liimen (L), interstisyel
alandaki Leydig hiicreleri ( 1A ) (H& E) X20.

Sekil 4.3: EA 80 (Grup 3) verilen siganlara ait testis dokusu. Germinal epitele ait
hiicre serilerinde dﬁzensizlikler(‘) ve vakuol (¥ ) mevcut (H&E) X20.



Sekil 4.4: Sadece MTX (Grup 4) uygulanan si¢an testis dokusu. Germinal epitele ait
hiicre serilerinde diizensizlikler (A ), genis vakuoller () ve interstisiyel

alanda 6dem (‘) mevcut (H&E) X20.

2000m

Sekil 4.5: Sadece MTX (Grup 4) uygulanan sigan testis dokusu. Liimende
olgunlasmamis germinal epiteli hiicreleri (4) (H&E) X20.




200 pm

Sekil 4.6: MTX+EA 40 (Grup 5) uygulanan sigan testis dokusu. Germinal epitele ait

hiicre serilerinde diizensizlikler (A) ve liimende spermatozoa yogunlugu (&)
(H&E) X20.

Sekil 4.7: MTX+EA 80 (Grup 6) uygulanan sigan testis dokusu. Germinal epitele ait
hiicre serilerinde diizensizlikler (A) ve liimende spermatozoa azhigi (I)
(H&E) X20.
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4.2. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru Sonuclar:

JTBS sonuglar1 Tablo 4.1.’de gosterilmistir. Seminifer tiibiillerdeki germinal epitelin
degerlendirildigi JTBS sonuglarina géore MTX uygulanan grupta biyopsi skoru kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis olarak belirlendi
(p<0,001). MTX+EA 40 ve MTX+EA 80 gruplarindaki biyopsi skoru sadece kontrol
grubuna gore sayisal olarak azalma gostermistir ve azalis istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,001). Ancak bu azalma MTX grubunda oldugu kadar olmasa da istatistiksel olarak
anlamliydr (p<0,001).

Tablo 4.1: JTBS sonuglari. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir

Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Grup 1 (n=8) (9£1.12)
Grup 2 (n=8) (9£0.65)
Grup 3 (n=8) (9£0.82)
Grup 4 (n=8) (5+1.87)*
Grup 5 (n=8) (7£1.58)*
Grup 6 (n=8) (8+1.95)
p degeri <0,001

* Grup 1 ile karsilastirildiginda p<0,001

4.3. Apoptotik Bulgular

Calismamizda apopitotik bulgular1 belirlemek icin  TUNEL metodu kullanildi.
Apopitotik hiicreler genel olarak testiste seminifer tiibiillerdeki spermatogenik
hiicrelerde gozlemlendi. MTX uygulanan Grup 4’teki apopitotik hiicre sayist kontrol
grubuna gore artig gosterdi. Koruyucu amagla verilen EA’nin; MTX+EA 80 (Grup 6)
uygulamasinda ise hem kontrol hem de sadece MTX uygulanan gruplara gore anlamli
bir sekilde artis gozlemlendi. Buna karsin MTX+EA 40 (Grup5) uygulan gruptaki

apoptotik hiicre sayis1t Grup 6’ ya gore anlamli bir sekilde azalmistir.
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Tablo 4.2: Apoptoz sonuglari. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir

Apoptoz
Grup 1 (n=8) (0£1.22)
Grup 2 (n=8) (0£1.06)
Grup 3 (n=8) (1£1.54)
Grup 4 (n=8) (2£1.82)*
Grup 5 (n=8) (1£1.48)
Grup 6 (n=8) (3+£1.90)**
p degeri <0,001

* Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
** MTX grubuyla karsilastirildiginda

Sekil 4.8: Grupl’e ait testis dokusunda TUNEL boyamasinda normal hiicreler
gozlendi (X20).




Sekil 4.9: Grup 2’ye ait testis dokusunda TUNEL boyamasinda normal hiicreler

gozlendi (X20).

Sekil 4.10: Grup 3’e ait testis dokusunda TUNEL boyama yontemi. Tunel pozitif
hiicreler ( %) seminifer tiibiil epiteli igerisinde gozlendi (X20).




Sekil 4.11: Grup 4’e ait testis dokusunda TUNEL boyama yontemi. Tunel pozitif

hiicreler () seminifer tiibiil epiteli igerisinde gozlendi (X20).

Sekil 4.12: Grup 5’e ait testis dokusunda TUNEL boyama yontemi. Tunel pozitif
hiicreler (\) seminifer tiibiil epiteli igerisinde gozlendi (X20).
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Sekil 4.13: Grup 6’ya ait testis dokusunda TUNEL boyama. Tunel pozitif hiicreler
("¢ )seminifer tiibiil epiteli i¢erisinde gozlendi (X20).



51

4.4. Biyokimyasal Bulgular

Gruplar aras1 degerlendirme MDA diizeyleri ve CAT ve SOD enzim aktiviteleri testis
dokusunda degerlendirilmistir. CAT i¢in yapilan analizler degerlendirildiginde yalnizca
MTX ve MTX+EA 80 uygulanan gruplar kontrol grubuyla aymi diizeyde oldugu
MTX+EA 40 uygulanan grubun ise diger gruplara gore nispeten daha diisiik diizeyde
oldugu tespit edildi. Ancak bu durum antioksidan aktivitesinin varligin1 tam olarak
gostermemektedir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmedi (p>0,05).
SOD igin yapilan analizler degerlendirildiginde yalnizca MTX uygulanan grup, kontrol
grubuna gore diisik olup MTX+EA 40 ve MTX+EA 80 uygulanan gruplara gore
yiiksek bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmedi (p>0,05). MDA
icin yapilan analizler degerlendirildiginde yalmizca MTX uygulanan grup kontrol
grubuna gore diisik, MTX+EA 40 ve MTX+EA 80 uygulanan gruplara gore yiiksek
bulundu. Bu degerler de istatistiksel olarak anlamsiz bulundu(p>0,05). Bu durum bize
EA uygulamasiyla lipit peroksidasyon seviyesinin azaldigini yani antioksidan
aktivitenin az da olsa arttigin1 gostermektedir. Biyokimyasal verilerin degerlendirilmesi,

gruplara gore doku biyokimyasal sonuglar1 Tablo 4.3.’te gosterilmistir.

Tablo 4.3: Doku o6rneklerinde ortalama Katalaz (CAT), Siiperoksit dismutaz (SOD),
Malondialdehit (MDA) 6l¢iimleri

CAT SOD MDA
Grup 1 (n=8) (10£2) (0.79+0.17) (0.53+0.16)
Grup 2 (n=8) (9 £ 3) (0.59 +0.11) (0.48+0.14)
Grup 3 (n=8) (8 £2) (0.58+0.24) (0.45+0.13)
Grup 4 (n=8) (10 £ 1) (0.8+0.66) (0.44£0.07)
Grup 5 (n=8) (8+2) (0.64+0.09) (0.32+0.14)
Grup 6 (n=8) (10 + 1) (0.62+0.41) (0.28+0.09)
p degeri >0,05 >0,05 >0,05

Tabloda CAT, SOD ve MDA degerleri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.




5. TARTISMA ve SONUC

MTX, 2,4-diamino-N10-methyl propylglutamic acid kimyasal yapisini gosteren, g¢ok
sayida hematolojik rahatsizliklar ile romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapdtik ajanlardan birisidir. Bunlarin
disinda meme kanseri, akut lenfoblastik 16semi (ALL), osteojenik sarkom, akciger
kanseri ve mesane kanserinin tedavilerinde de kullanilmaktadir. Hiicre bdliinmesini
inhibe etmesinden dolay1 kanser tedavisinde uzun zamandan beri kullanilan bu ilacin,
oral ve intravendz uygulamalarinda, santral sinir sistemi disindaki dokulardaki dagilimi
iyidir (72).

MTX’ in hem tedavideki etkinligi hem de toksik etkileri hastadan hastaya degiskenlik
gosterebilmektedir (73). Bu sebeple diger antineoplastik ilaglardan farkli olarak MTX
genis bir doz araliginda kullanilmaktadir. Akut lenfoblastik 16seminin stirekli
tedavisinde ve romatoid artrit, psoriazis gibi hastaliklarin tedavisinde haftada 20 mg/rn2
dozda kullanilirken, onkolojik hastaliklarda 1000-33000 mg/m? gibi yiiksek dozlarda
uygulanmaktadir (72).

MTX’in hiicrelerdeki toksik etkisini folinik asid (N5-formiltetrahidrofolat) antagonize
etmektedir. Sulfonamidler ve salisilatlar, bu ilag ile birlikte verilirse MTX’in baglanma
orani azalir ve toksisitesi artabilir. MTX tiimor hiicrelerinde uzunca bir siire bagl kalir.
Istirahat halindeki hiicrelerde MTX gibi antimetabolitlerin sitotoksik etkisi olmaz ancak
hiicre igerisinde uzun siire kalan MTX’in gizli (latent) sitotoksik etkisi, hiicre
boliinmeye girdigi zaman belirgin hale gelir ve hiicreyi dldiiriir. Standart dozda kan-
beyin bariyerini gecemez ve tedavide kullanilan konsantrasyonlara ulasamaz. Yiiksek
doz uygulamalarinda ise BOS’ta terapotik konsantrasyonlara ulasir. Bobrek yolu ile

atilir ve emildiginde yarilanma omrii 8 saattir (28).
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MTX in toksisitesi nefrotik, hematolojik ve merkezi sinir sistemi gibi ¢esitli organlarda
bildirilmesine ragmen gonad hasar1 daha yaygin gézlemlenmistir. Antikanser ajanlarin
potansiyel yan etkileri zit etkilerinden daha az arastirilmistir; ¢iinkii hayati tehlikesi
olmayan semptomlar gonadlarin hasarindan daha onceliklidir (74). Yapilan ¢aligmalar
hem radyoterapi hem de kemoterapiden sonra gonadlarda 6nemli morfolojik
degisikliklerin oldugunu gostermistir. Fakat MTX' in gonadlar tizerindeki etkisine dair

cok az calisma vardir (6).

Bazi hipotezler, MTX etkilerinin oksidatif stresle iliskili oldugunu 6ne stirmektedirler.
Bir¢ok ¢alisma MTX uygulanan insan ve hayvanlarda ROS’ un uyardigi doku hasarinin
dogurganligin patofizyolojisinde Onemli bir role sahip oldugunu gdstermektedir;

muhtemelen ROS iiretimi DNAyla iligkili baz1 enzimlerin engellenmesini artirir (75).

Yulug ve arkadaslarinin (76) yaptiklari ¢alismada 30 mg/kg intraperitoneal 7. giinde tek
doz verilen MTX uygulamislardir. MTX grubunda plazma ve doku MDA seviyelerini
anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. SOD ve CAT aktivitesini kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha diisiik bulmuslardir. MTX grubunda JTBS degerleri kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha diisiik oldugunu gostermislerdir. Histopatolojik
olarak MTX grubunda yaygmn spermatozoa kaybinin yani sira seminifer tiibiil
limenlerinde olgunlasmamis germinal epitel hiicrelerini gézlemlemislerdir. Yine bir
baska c¢alismada (77) sican testislerine 25 pg ve 50 pug 60 giin boyunca MTX
intraperitoneal uygulamasinda seminifer tiibiill ¢apinda ve interstisyel bosluklarda
azalma gozlemlemislerdir. Leydig hiicrelerinin morfolojisinde istatistiksel olarak
anlamli bozulmalar bulmuslardir (p<0.05). Najafi ve arkadaslart (78) yaptiklar
caligmada intraperitoneal tek doz 20 mg/kg MTX uygulamasinda; MDA ve CAT

degerlerinde anlamli olarak (p<0.05) artisa neden oldugunu gostermislerdir.

Biikiicii ve arkadaslar1 (79) yaptiklar1 ¢alismada si¢an testisinde 3. giin intraperitoneal
olarak tek doz 20 mg/kg dozunda MTX uygulamasindan bir hafta sonra (10.giin) tek
doz seklinde tekrarlamislardir. Histopatolojik olarak MTX’in belirgin bir hasara yol
actigint (p<0,0001) gozlemlemislerdir. MTX verdikleri grubun MDA degerleri diger
tiim gruplardan anlamli derecede yiiksek oldugunu (p<0,001), SOD degerlerinin diger
gruplardakinden anlamli derecede daha diisiik (p<0,001) oldugunu gézlemlediler.
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Diisiik dozlarda ve uzun siireli yapilan bir ¢alismada (6) testis dokusuna 0.7 mg/kg
MTX 6 hafta boyunca haftada bir kez intraven6z uygulamislar. Histopatolojik olarak
tubuli seminiferi duvarlarinda ve bazal membranlarinda kalinlasma, germ hiicrelerinde
maturasyon bozuklugu goézlemlemislerdir. Spermatojenik hiicre serilerinde bozulma,
liimende spermatozoon azligi veya yoklugu gézlemlemisler. Siireye bagli olarak ilagtan
en ¢ok spermatositlerin ve spermatidlerin etkilendigini, spermatogonyumlarin ise ilagtan
daha az etkilendigini gézlemlemislerdir. Spermatozoonlarda sayica azalma ve liimene
verilis bozukluguna bagli olarak spermatozoonlarin derinlerde yerlesimi dikkatlerini
cekmistir. Sertoli hiicre sitoplazmalarinda yag birikimi, interstisiyel dokuda 6dem ve
makrofajlarda artis gozlemlemislerdir. JTBS uygulamasinda ise MTX uygulanan
gruplarda skorlama puanini diigiik olarak gozlemlemislerdir. Koehler ve arkadaslar (80)
6 mg/kg, 14 hafta boyunca haftada bir kez intraven6z MTX uyguladiklar1 tavsan
testisinde caligmislardir. Histopatolojik olarak spermatogonyum sayisinda azalma,

tiibiiler membranda birkag tiibiilde kalinlagsma ve sitoplazmada sisme gézlemlemislerdir.

Padmanabhan ve arkadaslar1 (81) tek doz 20 mg / kg MTX uygulayarak farelerde bir
calisgma yapmuslardir. Sonug olarak sperm basi anomalileri, seminifer tiibiil hasari,
sperm DNA hasart TUNEL pozitif hiicreler ve germ hiicresi toksisitesinin oldugunu
gozlemlemislerdir. Gokge ve arkadaglar1 (47) yaptiklart ¢caligmada 20 mg/kg MTX tek
doz intraperitoneal olarak verdikleri fare testislerinde MTX ’in tek basma toplam
antioksidan kapasitesini ve miyeloperoksidaz aktivitesini kontrollerden daha fazla
arttirdigin1 gézlemlemislerdir. Yine 1s1k mikroskobik incelemelerde interstisyel alan
dilatasyonu, 0dem, seminifer epitelin siddetli parcalanmasi ve seminifer tiibiillerin

capinin azalmasiyla sonuglandigini gézlemlemislerdir.

Testis disindaki dokularda yapilan ¢alismalarin  sonuglarma bakacak olursak;
aragtirmacilar sigan akcigerinde Smg/kg 5 giin intraperitoneal (82) , bobrek dokusunda
tek doz 20 mg/kg uygulamalarinda (83,84), karaciger 20 mg/kg tek doz intraperitoneal
(85) MTX uygulamislardir. MDA diizeylerinde artis, SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitelerinde azalma sonucuna ulagmislardir. Tunel pozitif apoptotik hiicre ve

histopatolojik olarak dejenerasyonlar gozlemlemislerdir.

Bizim ¢alismamizda da tek doz intraperitoneal MTX (20 mg/kg) uygulanmasi si¢an

testislerinde 6nemli 6l¢iide hasar olusturmustur. Bu hasar ¢ogunlukla spermatojenik seri
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hiicrelerinde dagilma, seri hiicrelerinin siralarinda bozulma, bazal membranlarda kayip
ve liimene yakin alanlarda ise spermatozooon azligi veya yogunlugu goézlemlendi.
Spermatojenik seri hiicrelerinin olmast gereken siralar1 ayirt edilemiyordu.
Histopatolojik degerlendirmelere gore spermatojenik hiicre serilerinde primer ve
sekonder spermatositlerin hasar derecesi giderek artan sekilde gozlendi. Seminifer tiibiil
limenindeki hiicreler ¢ekirdekli ancak kuyruk kaybima ugramisti. Interstisyel alandaki
leydig hiicreleri de kismen hasarlanmisti ve 6dem olusumu mevcuttu. Spermatojenik
seri hiicrelerinin olmas1 gereken siralar1 ayirt edilemiyordu. Spermatid seri hiicrelerinin
olmasi1 gereken alanlarda vakuolizasyon izlendi. Bizim elde ettigimiz sonuglar, benzer
calismalarda sigan testis dokusunda MTX’in olusturdugu hasarlar ile benzerlik
gostermektedir. JTBS Olclimleri seminifer tiibiillerde MTX’in anlamli sekilde hasara
sebep olabilecegini diisiindiirdii. Biyokimyasal parametrelerden SOD ve CAT
degerlerinin anlamli bir sonug gostermedigini ancak MDA degerinde MTX verilen grup
4 degerinin grup 5 ve Ozellikle grup 6 ya kiyasla yiiksek olmasi nedeniyle anlaml
olarak degerlendirildi. SOD ve CAT degerlerinin anlamli bulunmamasindaki nedenin
ise yaptigimiz ¢alismada grup 6 (MTX+EA 80) hayvanlarima MTX verildikten sonraki
deneyin 6. giinii o6liimle sonuglanan kayiplar baglamis olmasidir. Yedinci giinde
hayvanlarin kilolarinda 50-60 gr kadar azalma, genital bolgelerinde siskinlik ve ishal
baglamis olup; 12. giinde grupta 4 hayvanin kalmasi nedeniyle sakrifiye edilmislerdir.
Apapopitotik bulgularimiz ise grup 4 kontrol grubuna gore artis géstermis , grup 6 ise
grup 4 ‘e gore artis gostermistir. Bu durum bize oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan
serbestoksijen radikallerinin birgok hastaligin olusumuna neden oldugunu goéstermistir.
Antioksidanlar canli hiicrede okside olabilecek protein, DNA, karbonhidrat ve lipit gibi
maddelerin oksidasyonunu geciktirmektedir veya Onlemektedir. Ancak viicuttaki
antioksidan seviyesi yeterli olmadig1 zaman bu dengeyi saglamak i¢in disaridan takviye
alinabilecegi gosterilmistir. Ancak ¢aligmamizdaki grup 6’da olusan apopitotik hiicreler;
MDA seviyesi ve histopatolojik goriintiiler bizlere bu dozun grup 3’ te verildigi gibi tek
basina anlamli olarak antioksidan enzim seviyesini arttirici etki gostermedigini hatta

verilen bu dozun &liimciil ve hipoksik doz olabilecegi kanisini uyandirdi.

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak incelenmektedir. Siiperoksit
dismutaz (SOD) katalaz (CAT) glutatyon peroksidaz (GSH-Px) birinci derece
enzimatiklere, glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6- fosfat dehidrojenaz (G6PD) ikinci
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derece enzimatiklere ornek gosterilmektedir. Non-enzimatik olanlar; mineral, vitamin,
karotenoitler, organosiilfiir bilesikleri, diisik molekiil agirlikli antioksidanlar,

antioksidan ko-faktorler ve polifenoller seklinde incelenirler (86).

Kanser baslangicinda; radyasyon, tetraklorodibenzodioksin (TCDD), benzen tiirevleri,
poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) ve aroklor gibi bazi kimyasallar ve yetersiz
antioksidan tiiketimi basli basina 6nemli unsurlardandir. Yeterli diizeyde ve devamli
bitkisel antioksidan (karotenoid, vitamin C, folik asit, retinol) tiiketimi oksidatif stresi
DNA hasarin1 engellerken, gelismis hasarli hiicrelerin biiylimelerini, tiimoral yapinin

ilerlemesini ve metastazini da engellemektedirler (86).

EA, bitkilerde fenol yapisinda dogal olarak bulunur ve antimutajenik, antikanserojenik
aktivitesi gosteren bir maddedir (48). EA ahududu, ¢ilek, nar gibi liziimsii meyveler ile
ceviz, kestane, findik gibi kabuklu meyvelerin yapisinda yer alir (49). Meyve ve
sebzeler igerisinde, en fazla kirmizi (Rubus ideaus) ve siyah (Rubus occidentalis)
ahududularda bulunan EA, viicudumuzda kansere sebep olan kimyasallar1 inaktif hale
getirerek antikanserojen bir etki gostermekte birlikte yaslanmay geciktirici etkisi vardir
(50,51). Ozellikle kirmiz1 ahududular ile yapilan ¢alismalarda elde edilen EA’ nin, baz1

kanser tiirlerinde kanserli hiicrelerin gelisimini engelledigi gosterilmistir (8).

Tiirk ve arkadaslar1 (87) yaptiklari calismada EA 2 mg/kg 8 hafta boyunca gavaj olarak
uygulamslardir. Arastirmacilar  siklofosfamid (CP) epididimal sperm
konsantrasyonunda ve sperm motilitesinde belirgin azalmalar ve MDA diizeylerinde
belirgin artiglar gosterdigini ileri stirmektedirler. Sonug olarak, CP ile indiiklenen lipid
peroksidasyonu siganlarin spermatojenik hiicrelerinde yapisal ve islevsel hasara ve
apoptozise neden olmakla birlikte; Likopen (LC) ve EA’min bu zararli etkilerin

gelisimine kars1 koruma sagladigini gézlemlemislerdir.

Al-kharusi ve arkadaglari (88) sisplatin (CCDP) ile indiiklenen sigan bobreklerinde EA’i
10 ve 30 mg/kg artan doz seklinde oral yolla 9 giin uygulamiglardir. Histopatolojik
olarak CCDP ile 10 mg/kg verilen grupta % 60’ dan fazla tiibiiler nekroz izlenmisken
CCDRP ile 30 mg/kg verilen grupta bir ka¢ adet akut tiibiiler nekroz izlenmis olup
TUNEL boyamada apopitotik hiicrelerde belirgin azalma gézlemlemislerdir. Bir baska
calismada (89) yine artan dozlarinin sonuglarini gozlemlemek i¢in EA; 10, 25 ve 50

mg/kg dozlarin1 oral yolla vermislerdir. 10 ve 25 mg/kg EA dozlarinda kismi koruma,
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50 mg/kg EA dozunda ise tam koruma saglanip spermatozoal hasari Onledigini

gozlemlemislerdir.

Yiice ve arkadaslar1 (90) yaptiklar1 ¢alismada siklosporin A’nin olusturdugu hasara
kars1t EA’1 10 mg/kg oral yolla sicanlarda uygulamislardir. Histopatolojik olarak her ii¢
dokuda da EA ile kombine verilen tiim gruplarda normal morfolojik bulgular, CAT

degerinde yiikselme gozlemlemislerdir.

Yilmaz ve arkadaslar1 (91) akut pankreatitli siganlarda yaptiklar1 ¢alismada L-arginin ile
indiiklenen akut pankreatitde EA’in tedavi edici etkilerini arastirmiglardir. Calismada
EA 85 mg/kg oral yoldan uygulanip 24 saat sonra denekler sakrifiye edilmistir. Diger
gruba da aym dozda EA+tL-arginin uygulamasindan sonra ayni islemleri
tekrarlarmiglardir. Histopatolojik olarak 6dem, kanama, siddetli asiner nekroz,
pankreatit derecesinde artis gozlemlemislerdir. Sonug olarak EA’nin iltihaplanmay1
azalttig1 ve pankreatitte oksidatif stresi azaltarak belirgin diizelmelere neden oldugunu

gozlemlemiglerdir.

Ozkaya ve arkadaslar1 (92) yaptiklar1 ¢alismada EA’i 12 mg/kg uygularak oksidatif
strese maruz kalan si¢anlarda biyokimyasal parametreler {izerindeki etkilerini
incelemiglerdir. Sonug olarak incelenen biitiin dokulardaki MDA degerleri H202 ve
AIC13 gruplarinda yiiksek ¢ikmis, bu maddelerin radikal etki gostererek oksidatif stresi
artirdigina delil teskil ettigini diisinmislerdir. Ellagik asit (EA) ve Hesperetin verilen
tiim gruplarda serum, karaciger ve beyin dokularinda CAT enzim diizeylerinin kontrol
gurubuna gore oldukca yiiksek ciktigin1 saptamiglardir. Bu sonuglardan EA ve

Hesperetin’in CAT enzim aktivitesini arttirdigini gézlemlemislerdir.

T.Abas ve arkadaslar1 (93) sigan bobreklerinde yaptiklart ¢alismada deneyin 15.
giiniinden sonra 8 hafta boyunca 25 mg/kg diizeyinde oral yolla NDEA (N-
nitrozodietilamin) uygulamiglardir. EA grubunun MDA diizeylerinin, kontrol grubuna
gore Onemli derecede diisik c¢iktigini gozlemlemislerdir (p=0,009). NDEA (N-
nitrozodietilamin)+EA grubu, kontrol grubuna kiyasla oOnemli diizeyde diisiik
gozlemlemislerdir (P=0,048). NDEA ve EA gruplarimin CAT aktiviteleri, kontrol
grubuna gore anlamsiz diizeyde yiiksek ¢iktigini gostermislerdir (p=0,347), (p=0,602).
EA+NDEA grubunun CAT aktiviteleri, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
yiiksek ¢iktigint gostermislerdir (p=0,027).
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Bizim yaptigimiz ¢aligmada grup 5 ve grup 6° da MDA degerinde MTX grubuna oranla
anlamli olarak diisiik oldugunu gozlemledik. SOD ve CAT degerlerine baktigimizda
anlamli bir sonug¢ bulunamamistir. Yine histopatolojik incelemelerimizde ise grup 5 te
grup 4 e gore vakualizasyonun, spermatik hiicre serisindeki diizensizliklerin ve bazal
membrandaki diizensizliklerin azaldigini, apopitotik hiicre sayisinda azalmayi
gozlemledik. Grup 6 da grup 4 e kiyasla MDA seviyesinin anlamli derecede diisiik
olmast bize EA’nin antioksidan aktivite gosterdigini oksidatif stresi azalttigini
gostermektedir. Ancak histopatolojik ve TUNEL metodu incelemelerinde ise grup 4’ e
kiyasla apopitotik hiicre sayisinda artig, spermatojenik hiicre serisinde bozulmalar,
vakulizasyon, spermatozoon azlig1 ve hatta interstisiyel alanda 6dem gozlemledik. Bu
sonuclara ilaveten MTX+EA80 grubuna ait sicanlarin 6. gilin itibari ile O6lmeye
baslamasi, 7. giin itibari ile 50-60 gr kadar olan kilo kaybi bizlere antioksidan
aktivitesinin gerceklesmedigini gostermektedir. EA 80 mg/kg dozun hipoksik doz
oldugu kannatine varmis bulunmaktayiz. EA’nin 60 mg/kg lizerindeki alimlar1 organsal

ve hiicresel boyutta dejenerasyonlara neden oldugunu kanaatindeyiz.

Sonug olarak MTX, bircok organi etkiledigi gibi 6zellikle testisler iizerinde de anlaml
histopatolojik degisiklikler olusturmaktadir. Ahududu, bogiirtlen gibi meyvelerde
bulunan EA’nin, MTX ile hasar olusturulan testis dokusu tizerinde istatistiksel olarak
anlamli olmasa da hasar1 kismen azaltarak koruyucu etki ortaya ¢ikarabildigini
sOyleyebiliriz. MTX tedavisi almak zorunda kalan kisilere EA, besin takviyesi olarak
onerilebilir ancak EA’nin dogru doz araliginda alinmasi gerekli olup yliksek dozlariin

hipoksik etki yarattigini soyleyebiliriz.
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