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OZET

Quercetinin, Rosmarinik Asitin ve Quercetin & Rosmarinik Asit

Kombinasyonunun Metotreksata Bagh Testis Hasarina Etkileri

Arastirmamizda 40 adet Sprague Dawley cinsi erigkin erkek sican rastgele 5
esit gruba ayrildi. 7 giinliik deney siirecinde Kontrol grubuna herhangi bir uygulama
yapilmazken MTX, MTX+QT, MTX+RA ve MTX+QT+RA gruplarina deneyin 5.
giinii intraperitoneal yolla tek doz 30 mg/kg metotreksat uygulandi. Deney siiresi
boyunca her giin gavaj yoluyla; MTX+QT grubuna 30 mg/kg quercetin, MTX+RA
grubuna 30 mg/kg rosmarinik asit, MTX+QT+RA grubuna ise 15 mg/kg quercetin ve
15 mg/kg rosmarinik asit verildi. Denekler 1, 4 ve 7. giinlerde tartildi. 7. giiniin
sonunda anestezi altinda sakrifiye edilen deneklerden alinan; kan Ornekleri
biyokimya tiiplerine, sol epididimis dokular1 tris tamponu igeren petri kaplarina, sag
epididimis dokular1 %10’luk formaldehit soliisyonuna, sol testis dokularinin bir
yarilart Bouin soliisyonuna, diger yarilar1 ise biyokimyasal incelemeler icin
eppendorf tiiplerine koyuldu. Sol testis dokular1 ikiye bolinmeden oOnce tartildi.
Yapilan tartimlar ve alinan Orneklerle; viicut ve testis kiitle analizleri, sperm
analizleri, kan testosteron ve doku MDA, doku SOD, doku GPx, doku CAT
Ol¢timleri, hematoksilen&eozin, Masson trikrom, periyodik asit Schiff ve TUNEL
boyamalar1 yapildi.

Degerlendirilen veriler 15181inda elde ettigimiz sonuglar; metotreksatin testiste
fizyolojik, histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak hasara
neden oldugunu; verilen antioksidan tedavilerinin, bozulan parametrelerin neredeyse
hepsinde, ¢ogu zaman kismi bazen ise tama yakin diizeltmeler yaptigin1 gosterdi.
Tedavi gruplarinin bazi parametrelerde basart konusunda birbirlerine {istiinliik

kurduklar1 gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, quercetin, rosmarinik asit, testis, toksikoloji
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SUMMARY

The Effects of Quercetin, Rosmarinic Acid and Quercetin & Rosmarinic Acid

Combination on Methotrexate Induced Testicular Injury

In this study, 40 Sprague Dawley adult male rats were randomly divided into
5 equal groups. No application was made to the control group during the 7-day
experiment. A single dose of 30 mg/kg methotrexate was administered
intraperitoneally to the MTX, MTX+QT, MTX+RA and MTX+QT+RA groups on
the 5th day of the experiment. During the experimental period; MTX+QT group
received 30 mg/kg quercetin, MTX+RA group recieved 30 mg/kg rosmarinic acid,
MTX+QT+RA group received 15 mg/kg quercetin and 15 mg/kg rosmarinic acid
daily by gavage. Rats were weighed on days 1, 4 and 7. At the end of the 7th day, the
rats were sacrificed under anesthesia. Blood samples were placed in biochemistry
tubes. Left epididymis were placed in petri dishes containing tris buffer. Right
epididymis were placed in 10% formaldehyde solution. One half of the left testicular
tissues were placed in Bouin solution, and the other half in eppendorf tubes for
biochemical examinations. Left testis tissues were weighed before dividing into two.
By using weighing results and tissue samples; body and testis mass analysis, sperm
analysis, blood testosterone and tissue MDA, tissue SOD, tissue GPx, tissue CAT
measurements, hematoxylin&eosin, Masson trichrome, periodic acid Schiff and
TUNEL stainings were performed.

The results showed that methotrexate caused physiological, histopathological,
immunohistochemical and biochemical damage to the testis, and that 3 different
antioxidant treatments made mostly partial and sometimes complete corrections in
almost all of the deteriorated parameters. It was observed that the treatment groups

were superior to each other in terms of success in some parameters.

Key Words: Methotrexate, quercetin, rosmarinic acid, testis, toxicology
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1. GIRIS

Testisler, skrotum adli kesede yerlesmis oval sekilli bir ¢ift organdir.
Aksesuar cinsiyet bezleri, genital bosaltim kanallar1 ve penisle birlikte erkek iireme
sistemini olusturan testisler, spermatogenez ve steroidogenez fonksiyonlariyla erkek
fertilitesinde ¢ok kritik bir yere sahiptir (1). Giiniimiizde, gelisen in vitro
fertilizasyon yontemleriyle bahsi gecen diger organlara ait yetersizlikler biiyiik
olgiide telafi edilebilirken, testislerdeki problemler derecesine gore bireyi infertiliteye
kadar gotiirebilmektedir. Spermatogonyumlardan olgun spermlerin olusturuldugu
spermatogenez siirecinde sayisiz mitoz ve mayoz bolinmenin gergeklesiyor olmasi,
erkek iireme sisteminde ¢ok onemli bir yere sahip olan testisleri, dis etkilere,
ozellikle de ila¢ yan etkilerine karsi hassaslastirmakta ve daha fazla arastirmanin

konusu haline getirmektedir (2).

Testiste toksik etkiler yapan ilaglarin 6nde gelenlerinden biri metotreksattir
(MTX). Bas ve boyun kanserleri, meme kanseri, 16semi, lenfoma gibi pek ¢ok
malignitenin yani sira romatoid artrit, psoriasis, sistemik lupus eritematozis,
dermatomiyozit ve Crohn hastaligi gibi yaygin goriilen inflamatuar hastaliklarin da
tedavilerinde siklikla kullanilan metotreksat (3-5); gastrointestinal sistem,
hematolojik sistem, santral sinir sistemi ve Ozellikle de erkek iireme sisteminde
olusturdugu yan etkiler nedeniyle kendi kullanimimi kisitlamakta, tedavideki
etkinligine golge diistirmektedir (6). Saglikli testislerde metotreksat tedavisi; germ
hiicrelerinde artmig apoptoza, seminifer tiibiil hasarina, spermatogenezde bozulmaya
ve oligospermiye neden olabilmekte, hatta bazen azospermi ve kalici infertiliteyle
dahi sonuglanabilmektedir (3, 4, 6, 7). Testis iizerindeki bu olumsuz etkilerinde,
olusturdugu oksidatif stresin 6nemli bir rolii oldugunun gdsterilmesi ise

arastirmacilar1 antioksidan maddelere yonlendirmistir (4).

Sogan, yesil ¢ay, elma, ¢ilek vb bir¢ok bitkide bulunan quercetin (QT)
(3,5,7,3',4'- pentahidroxyflavon), oksijen radikallerini temizleyerek oksidatif hasari
ve hiicre Olimiinii 6nleyen giiglii bir antioksidandir (8, 9). Antiinflamatuvar ve
antikarsinojenik etkilere sahiptir. Ayrica sperm kalitesi ve lireme organlari iizerinde
uyaric etkileri gosterilen quercetinin (10), erkek infertilitesinin tedavisinde alternatif
bir ilag olarak kullanildig: da bildirilmektedir (11).



Glglii etkileriyle giliniimiizde pek ¢ok caligmaya konu olan bir diger
antioksidan ise rosmarinik asit (RA) [((R)-O-(3,4-Dihydroxycinnamoyl)-3-(3,4-
dihydroxyphenyl) lactic acid, 3,4- Dihydroxycinnamic acid (R)-1-carboxy-2-(3,4-
dihydroxyphenyl) ethyl ester]’tir. Biberiye, kekik, adagay1, nane gibi giinliik hayatta
yemeklerde kullandigimiz bitkilerde yaygin olarak bulunan ve dogal polifenol bir
bilesik olan rosmarinik asit; antiinflamatuar, antimutajen, antibakteriyel, antiviral vb
bircok dikkat ¢ekici 6zelliginin yani sira sperm kalitesini ve dogurganligi arttirmak

i¢in kullanilmasiyla da 6n plana ¢ikmaktadir (12, 13).

Bu calismada metotreksat kullanimina bagl olusabilecek testis hasarina karsi
quercetin ve rosmarinik asitin olas1 diizeltici etkilerinin karsilastirmali olarak
incelenmesi, ayrica bu iki antioksidan maddenin birlikte kullanimlarinin olumlu

yonde sinerjik bir etki gosterip gostermeyeceginin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Embriyolojisi

Intrauterin gelisimin 5. haftasinda posteriyor abdominal duvardaki gonadal
kabartiya yolk kesesi duvarindan koken alan primordiyal germ hiicrelerinin gog
etmesiyle retroperitoneal olarak gelisimine baslayan testisler, bu donemde her iki
cinste de benzer goriiniime sahip farklanmamis gonad olarak nitelendirilirler.
Gonadal kabartiy1 olusturan ara mezoderm, gelisimini tamamlamis testisteki Leydig
hiicreleri ve miyoid hiicrelere kaynaklik ederken, kabartiyr doseyen mezodermal
epitel ise Sertoli hiicrelerinin kaynagidir. Primordiyal germ hiicrelerinin yukarida
bahsedilen gocii, ara mezodermin ve mezodermal epitelin primer seks kordonlarini

olusturmak tizere proliferasyonunu uyarir.

Intrauterin 7. haftada testis belirleyici faktdriin (TBF) uyarimiyla testosteron
liretmeye baglayan gonad, gelisimini erkek yoniinde siirdiiriir. Yogunlagan seminifer
kordlar, bir kanallar agi olan rete testisi olusturmak tizere dallanip anastomozlar
yapacagi farklanmamis gonadin medullasina uzanir. Testis gelisiminin karakteristik
Ozelligi olan tunika albuginea adli kalin fibroz kapsiiliin gelisimiyle, seminifer
kordlarin yiizey epiteliyle baglantist kesilir. Biiylimeye devam eden testis, dejenere

olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan mezorsiyum tarafindan asilir.

Daha sonra gelisimini siirdiiren seminifer kordlar; her biri bir halka seklindeki
kivrintili  seminifer tiibiillere (tubulus seminiferus kontortus), bu halkalarin ug
kisimlar1 olan ve diiz bir seyir izleyen tubulus rektuslara ve tubulus rektuslarin testis
mediastinumunda anastomozlagsmasiyla meydana gelen rete testis adli kanallar
sistemine farklanir. Seminifer tiibiiller, Leydig hiicrelerini de meydana getiren

mezensimal bag dokusu ile birbirlerinden ayrilirlar.

Leydig hiicrelerinin testosteron ve androstenedion adli androjen hormonlari
salgilamasi, mezonefrik kanallarin ve dis genital organlarin erkek yoniinde gelisimini
uyarir. Uretimi, insan koryonik gonadotropini (hCG) tarafindan stimiile edilen
testosteron, tepe seviyelerine 8-12. haftalar arasinda ulasir. Bir yandan da seminifer
kordlar iginde gelisen Sertoli (sustentakiiler) hiicreleri, miillerian-inhibiting

substance (MIS) olarak da bilinen glikoprotein yapili antimiillerian hormonu (AMH)



salgilarlar. Uterus ve tuba uterinalarin gelistigi paramezonefrik kanallar1 suprese
eden ve puberteye kadar salinmaya devam eden AMH’nin diizeyi puberteden sonra

diisiise geger.

Sertoli hiicreleri fetal testis seminifer epitelinde ¢ogunlugu teskil eder.
Ilerleyen dénemlerde testis yiizel epiteli, mezoteliumu olusturmak iizere yassilasir.
Rete testis daha sonra duktuli efferentesi olusturacak olan 15-20 mezonefrik tiibiil ile
devamlilik gosterir. Duktuli efferentes ise epididimisi meydana getiren mezonefrik

duktusa baglanir.

Intrauterin 26. hafta civarinda testisler abdomenden kan ve lenf damarlarini,
sinirlerini, anterolateral yiiziinii 6rten tunika vajinalis adli periton uzantisin1 da
beraberinde siiriikleyerek, inguinal kanal yoluyla skrotuma iner. Puberte dncesinde
seminifer tiibiillerin liimenleri kapalidir ve tiibiil duvarini spermiyogenezis siirecinin
destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri ile olgun spermatozoonlara kaynaklik eden

spermatogonyumlar olmak iizere iki tip hiicre meydana getirmektedir (1, 2, 14, 15).
2.2. Testis Anatomisi

Testisler, sperm ve testosteron tiretiminden sorumlu olup abdominal kavitenin
disindaki skrotum adli kesenin i¢inde spermatik kord adi verilen yapiyla asili halde
bulunan oval sekilli bir ¢ift organdir. Eriskin testisleri yaklagik 15-25 ml hacme, 12-
20 gr agirliga, 4-5 cm uzunluga, 2-3 cm genislige ve 3-4 cm derinlige sahiptir. Sol

testis seviye olarak genellikle sag testise gore biraz daha asagida yerlesiktir.

Testisleri distan giliclii bir kapsiil cevrelemektedir. 3 tabakali testis
kapsiiliiniin orta tabakasi olan ve igteki tunika vaskiilozay1 sararken distan tunika
vaginalis tarafindan sarilan tunika albuginea, testisin posterior yiiziinden igeri dogru
kalin fibroz bir yap1 uzatir. Mediastinum testis adi verilen bu yapi; damar, sinir ve
testikiiler kanallarin kapsiilii caprazladig1 yerdir. Kapsiiliin dis katmani olan tunika
vaginalis, aslinda testisin abdominal kaviteden inguinal kanal yoluyla skrotuma
inerken beraberinde siiriikledigi periton pargasidir. Onun da disinda, internal ve
eksternal spermatik fasyalar ile aralarindaki kremaster kasi bulunur. Bu fasyalar

inguinal kanaldan gegen tiim yapilar1 distan ¢evrelemektedir.



Testisin arteriyel kanlanmasinin 2/3’liikk kismi dogrudan abdominal aortadan
koken alan testikiiler arterden (internal spermatik arter) saglanirken, kalan 1/3’lik
kismi ise siliperior vezikal arterin dali olan vasal arter (duktal arter) ve inferior
epigastrik arterin dali olan kremasterik arter (eksternal spermatik arter) tarafindan
saglanmaktadir. Testisin vendz doniisiinden sorumlu olan pleksus pampiniformis ise
testikiiler ven olarak devam edip solda sol renal vene drene olurken sagda dogrudan
vena cava inferiora acilir. Tasidig1 nispeten diisiik sicakliktaki kan sayesinde, yakin
temas halinde oldugu testikiiler arterin kanini, heniiz testise ulasmadan bir miktar
sogutur. Testislerin skrotum icindeki konumlari, skrotumun ince derisi ve
pampiniform pleksusun bu zit akim 1s1 degisim mekanizmasi, testislerin normal
viicut sicakligindan 3-4 'C daha diisiik bir sicakliga sahip olmalarini saglar (1, 2, 14,
15).

2.3. Testis Histolojisi

Erkek gametleri olan olgun spermiyumlarin tiretildigi spermatogenez siirecini
gerceklestiren testisleri, distan tunika albuginea adli kalin bir bag doku kilif sarar. Bu
kilifin testis arka yiiziinde kalinlagsarak olusturdugu mediastinum testis, organin
iclerine dogru yolladig1 ince bag doku yapisindaki septumlarla testisi yaklasik 250
adet lobiile ayirir. Her bir lobiilde 1-4 adet olmak iizere bulunan seminifer tiibiiller
spermatogenezin gergeklestigi yerdir. Seminifer tiibiillerin limenlerini ¢evreleyen ve
cok katli bir yapiya sahip olan germinal epitelleri, spermatogenik seriye ait hiicreler
ile  spermatogenez  siirecini  destekleyen  Sertoli  hiicreleri  tarafindan
olusturulmaktadir. Seminifer tiibiillerin arasi; Leydig hiicrelerini, fibroblastlari,
miyoid hiicreleri, sinirleri, kan ve lenf damarlarini igeren interstisyel bag dokusu
tarafindan doldurulmaktadir. Kendi {izerinde katlanarak yiiksek diizeyde kivrimlar
olusturan halka seklindeki seminifer tiibiiller, mediastinuma yakin uc kisimlarinda
kisa ve diiz bir seyir izleyen tubulus rektuslar olarak devam ederler. Dallanip
birbirleriyle anastomozlasan tubulus rektuslar, mediastinum testiste bir kanallar agi
olan rete testisi meydana getirir. Rete testis ile epididimisin bas kismi arasindaki
baglantiy1 ise duktuli efferentes adi verilen yaklasik 12 adet kisa tiibiil kurmaktadir
(1, 2, 14, 15).



2.3.1. Seminifer Tiibiil

Seminifer tiibiiller, testis lobiillerinde yogun bir sekilde kivrilip kendi tizerine
katlanmis, her biri yaklagik 30-50 cm uzunlugunda ve 150-250 pm ¢apinda
yapilardir. Distan bazal membranla ¢evrili bu tiibiiler yapilar, temelde iki farkli hiicre
tipi iceren kalin ve karmasik cok katli bir seminifer epitel ve merkezde yerlesik
liimenden meydana gelmektedir. Germinal epitel olarak da adlandirilan bu epitel
spermatogenezin gergeklestigi yerdir. Epitelin, bazal membrana oturan periferdeki
ilk hiicre sirasin1 koyu tip A, agik tip A ile tip B spermatogonyumlar ve Sertoli
hiicreleri olusturmaktadir. Liimene dogru ilerledik¢e primer spermatositler, sekonder
spermatositler ve spermatidler olmak iizere spermatogenezin birbirini takip eden 3
asamasina ait hiicreler goriliir. Olgunlasma fazi olan spermiyogenez siirecini
tamamlayan spermatidler ise olgun spermatozoonlar olarak seminifer tiibiil liimenine
birakilirlar. Tibiillerin ¢evresini ise ritmik kasilmalariyla tiibiiler igerigin ilerlemesini
saglayan 3-5 kat miyoid hiicre (peritiibiiler kontraktil hiicre) ile kollajen liflerden
olusan peritiibiiler tunika propria sarmaktadir (1, 2, 14, 15).

2.3.2. Sertoli Hiicreleri ve Kan Testis Bariyeri

Spermatogenez siirecinin destekleyici hiicreleri olan Sertoli hiicreleri,
seminifer tiibiil bazal membranina oturup liimene kadar komsu spermatogenik
hiicreleri ¢evreleyerek uzanan diizensiz sinirh prizmatik hiicrelerdir. Bu 6zellikleriyle
seminifer tiibiillere yapisal diizenini kazandirmaktadirlar. Sustentakiiler hiicreler diye
de bilinen bu hiicreler puberteden sonra bdliinmezler. Cevreledikleri spermatogenik
seriye ait hiicreleri fiziksel ve metabolik olarak korur ve desteklerler. Bazolateral
membranlart arasinda kurduklari siki baglantilar sayesinde kan-testis bariyerini
olusturan Sertoli hiicreleri seminifer epiteli bazal ve adluminal olmak iizere iki
kompartmana ayirirlar. Bazal kompartmanda spermatogonyumlar ve preleptoten
primer spermatositler yer alirken adluminal kompartmanda pakiten primer
spermatositler, sekonder spermatositler, erken ve ge¢ spermatidler bulunur. Olusan
primer spermatositler adluminal kompartmana Sertoli hiicrelerinin  siki
baglantilarinin bir fermuar gibi bolgesel olarak ayrilmasi ile go¢ ederler ve bu goc
sirasinda bariyer fonksiyonunda herhangi bir aksama olmaz. Bu bariyer sayesinde,

gelisimin ileri asamasindaki Ozellesmis antijenik yapilara sahip spermatogenik



hiicreler, otoimmiin saldirilardan ve kandaki toksik maddelerden korunmus olur.
Ancak Sertoli hiicreleri, olusturduklari bu bariyer sebebiyle adluminal kompartman
hiicrelerini ayn1 zamanda plazma iriinlerinden de izole ederler. Bu nedenle bu
hiicrelerin beslenmeleri ve atik maddelerinin uzaklastirilmas: Sertoli hiicrelerinin
gorevleri arasindadir. Sertoli hiicreleri tirettikleri fruktozdan zengin testikiiler siviyla,
spermleri seminifer tiibiiller ve bosaltim kanallar1 boyunca tasir ve beslerler. Ayrica
seminifer tiibiil liimeninde spermatogenez siireci i¢in gerekli testosteron
yogunlugunu arttiran ABP (androjen baglayici protein), hipofizden FSH (folikiil
stimiile edici horman) salinimini baskilayan inhibin, Miiller kanallarin1 ve disi yonde
gelisimi baskilayan AMH (anti-Miillerian hormon) gibi maddelerin iiretimini de
saglayan Sertoli hiicreleri, gelisen spermatidlerin sitoplazma artiklarini fagosite

ederek spermiyogenez adli olgunlagma siirecine de katkida bulunurlar (1, 2, 14, 15).
2.3.3. Interstisyel Doku ve Leydig Hiicreleri

Testiste seminifer tubillerin arasi kan ve lenf damarlarim, sinirleri,
fibroblastlari, miyoid hiicreleri ve Leydig hiicrelerini igerisinde barindiran
interstisyel bag doku ile doludur. Organin stromasini olusturan bu fibromuskiiler
gevsek bag dokudaki Leydig hiicreleri, steroidogenez fonksiyonlariyla

spermatogenez siirecinde kritik bir rol oynarlar.

Interstisyel hiicreler olarak da adlandirilan Leydig hiicreleri, lipit damlaciklar
igeren, iri ve poligonal hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda lipofuskin pigmentine ve
heniiz fonksiyonlar1 tam olarak bilinmeyen Reinke kristaloidlerine sik rastlanir.
Steroid yapida bir hormon olan testosteron salgiladiklarindan graniilsiiz (diiz)

endoplazmik retikulumlar1 gelismistir ve bu nedenle eozinofilik boyanirlar.

Embriyonik donemde salgiladiklar: testosteron ve androstenedion ile genital
gelisimi erkek yoniinde uyarirlar. intrauterin 8-12. haftalar arasinda testosteronu tepe
noktalara ulagtiran Leydig hiicreleri, intrauterin yaklasik 5. aydan itibaren
gonadotropik stimiilasyona ugrayacaklar1 puberteye kadar inaktiflesirler. Bu inaktif
donemlerinde fibroblastlardan ayirt edilmeleri zordur. Puberteden sonra dmiir boyu

aktif kalan Leydig hiicreleri salgiladiklar1 testosteronla sekonder cinsiyet



karakterlerinin, ejakiilattaki aksesuar bezlere ait salgilarin ve spermatogenez

slirecinin baglamasinda ve devamliliginda kilit rol oynamaktadirlar (1, 2, 14, 15).
2.3.4. Spermatogenez ve Spermatogenik Hiicreler

Germinal epitel bazalinde yer alan spermatogonyumlardan liimendeki olgun
spermatozoonlarin olugmasi siireci spermatogenez olarak tanimlanmaktadir. Siirecin
baslangi¢ hiicresi olan kok hiicre niteligindeki koyu tip A spermatogonyumlar,
gecirdikleri mitozlarla diger koyu tip A spermatogonyumlara ve soluk tip A
spermatogonyumlara kaynaklik ederler. Olusan soluk tip A spermatogonyumlarda
alisilmisin disinda bir durum olarak sitokinez asamasi tam tamamlanmaz ve hiicreler
arasinda ince sitoplazmik kopriiler kalir. Soluk tip A spermatogonyumlarin mitoz
boliinmeleri ise tip B spermatogonyumlart meydana getirir. Tip B
spermatogonyumlar bu serinin son {yeleridir ve gecirdikleri mitozla primer

spermatositleri meydana getirerek spermatositer seriyi baglatirlar.

Primer spermatositler, mayoz boliinmeyi baslatan ve baslangigta 2n, 2c
formatinda iken esleyerek iki katina cikardiklari genetik materyallerini (2n, 4c),
mayoz 1 boliinmesi sirasinda homolog kromozomlar1 zit kutuplara yollamak
suretiyle tekrar yariya indiren hiicrelerdir. Bu sayede n, 2¢ formatindaki sekonder
spermatositleri olustururlar. Primer spermatositlerin gegirdigi 1. mayoz boliinme, bir
indirgenme boliinmesidir ve her bir primer spermatosit kendisinin yaklasik yarisi
biiyiikliigiinde 2 sekonder spermatosite doniisiir. Daha sonra olusan sekonder
spermatositler, DNA eslemesi yapmaksizin gegirdikleri 2. mayoz béliinme ile n, ¢

formatinda 4 adet spermatidi meydana getirirler.

Baslangictaki 46 kromozomun (2n, 2¢; 44+XX / 44+XY) 23 kromozoma (n,
C; 22+X [ 22+Y) inmesi, oositle fertilizasyon sonrasi yeni olusan bireyin kromozom
say1r ve formatinin korunmasini saglar. A¢ik tip A spermatogonyumdan spermatid
asamasina kadar olusan tiim hiicrelerde aradaki sitoplazmik kopriiler korunur ve bu
durum olusan spermatidlerin senkronize gelisimini saglar. 2. mayoz boliinmenin
tamamlanmasiyla olusan spermatidler daha fazla boliinmeye ugramazlar fakat
alisilmis yuvarlak hiicre gériiniimiinden tipik sperm goriiniimiine biiriinecekleri ¢cok

ciddi bir morfolojik degisim siirecine girerler. Spermiyogenez adi verilen bu siirecte



erken spermatidler bir yandan akrozom ve flagellum yapilarini kazanirken diger
yandan sitoplazmik fazlaliklarindan kurtularak ince ve uzamis bir yapiya sahip geg
spermatidlere doniislirler. Spermatidleri birbirine baglayan sitoplazmik kopriiler,
rezidiiel cisimcik olarak adlandirilan bu sitoplazmik fazlaliklarin iizerinde kalir.
Rezidiiel cisimcikler daha sonra spermiyogenez siirecindeki destekleyici rolleriyle
bliyiik Oonem tasiyan Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilirler. Olgunlasma
stirecini tamamlayan spermatidler Sertoli-spermatid baglant1 komplekslerinin ortadan

kaldirilmasiyla olgun spermatozoonlar olarak seminifer tiibiil liimenine birakilirlar.

Liimene birakilan ve baslangigta hareketsiz olan spermatozoonlar, seminifer
tiibiil boyunca Sertoli hiicrelerince salman bir sivi igerisinde, peritiibiiler miyoid
hiicrelerin peristaltik kasilmalarinin da etkisiyle ilerler ve hareket yeteneklerini
kazanacaklart  epididimise wulasirlar.  Epididimiste, spermlerin  DNA’larinin
yogunlagsmast sonucu bas boyutlar1 bir miktar daha azalir; sitoplazmalarinin
kiigiiltiilmeye devam edilmesi sonucu sekilleri daha da incelir; membranlarinda
yapilan bir takim degisiklikler sonucu disi genital kanallarina ulasana kadar dolleme

yetenekleri inhibe edilir (dekapasitasyon).

Tiim olgunlagma siire¢lerinden gegerek meydana gelen essiz hiicreler olan
matiir spermler; yaklagik 4-5 um uzunlugunda ve 3 pm genisliginde sivri bir bas, cok
kisa (0,7 um) bir boyun ve yaklasik 50-55 um uzunlugunda bir kuyruk olmak tizere 3
parcadan olusmaktadirlar. Sperm basinin 2/3’lik 6n kismini, i¢inde akrozin,
hiyaluronidaz, noraminidaz, asit fosfataz gibi proteolitik enzimleri barimndiran
akrozomal kep sarmaktadir. Kisa olan boyun, sentriyolleri; kuyrugu olusturan 3
boliimiin ilki olan orta parga ise sperme hareketi i¢in gerekli enerjiyi saglayan,
sarmal sekilde dizilmis mitokondriyonlar igerir. Kuyrugun esas parcasi yaklasik 40
um uzunlugu ile en uzun parga olma 6zelligi tasirken, 5 pum’lik son parga ise yalnizca

aksonemal kompleksi i¢cermesi ile dikkat ¢ekmektedir (1, 2, 14, 15).
2.4. Epididimis Histolojisi

Epididimis, duktuli efferentes ile duktus epididimisten olusan ve testisin tist
yiizinden baglayip posterior yiizii boyunca asagi dogru uzanan yay seklinde bir

organdir. Bas, govde ve kuyruk olmak iizere 3 boliimden meydana gelen epididimis,



yeni liretilen spermlerin olgunlastigi, fertilizasyon ve hareket yeteneklerini kazandig1
ve ejakiilasyona kadar depolandig1 yerdir. Epididimis basinin bir kismint olusturan
yaklasik 12 adet efferent duktus, rete testisten aldigi spermleri 4-6 m uzunluga ve
yiiksek diizeyde kivrintili bir yapiya sahip olan duktus epididimise iletir. Spermler
epididimisteki matiirasyon siire¢lerinde epididimal sivida bulunan glikolipit yapili
dekapasitasyon faktorleri ile dekapasite edilirler. Bu sayede spermlerin disi genital
kanallarina ulasincaya kadar akrozom reaksiyonlari engellenmis, fertilizasyon

kabiliyetleri korunmus olur.

Epididimis liimenini bazal membrana oturmus yalanci ¢ok katli prizmatik
stereosilyali epitel dosemektedir. Epitel, liimene ulasan ve apikal yiizeyinde
stereosilyumlar iceren esas hiicreler ile liimene ulasamayan ve kok hiicre niteligi
tagiyan bazal hiicrelerden meydana gelmektedir. Esas hiicreler bir yandan testikiiler
stviyl geri emerken bir yandan da glikolipit ve glikoprotein icerikli epididimal siviy1
salgilarlar. Sertoli hiicrelerinin fagosite edemedigi rezidiiel cisimcikleri ve dejenere
olan spermleri fagosite etmek de esas hiicrelerin gérev arasindadir. Epiteli ¢evreleyen
gevsek bag dokusu, igerisinde birkag sira hiicreden olusan ince sirkiiler bir diiz kas
tabakasint barindirir. Kuyruk kismina gidildikge kalinlasan bu kas tabakasi,
kuyrukta; sirkiiler, i¢ longitidunal ve dis longitidunal olmak iizere olmak {izere 3

tabakali hale gelir (1, 2, 14, 15).
2.5. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksidasyon-rediiksiyon  (redox) tepkimeleri canliligin  geregi olan
vazgecilmez olaylardir. Viicudumuz; gidalardan enerji iiretmek, toksik maddeleri
detoksifiye etmek, enfeksiyon ajanlariyla savasmak gibi pek ¢ok amagla redoks
tepkimelerini kullanir. Fakat bu reaksiyonlarin dogal bir sonucu olarak hidrojen
peroksit (H,0,), siiperoksit (Oy), hidroksil (OH"), tekli oksijen (O°) gibi oksijenin
eksik indirgendigi birtakim kimyasallar ortaya ¢ikmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olarak adlandirilan bu maddelerin; niikleik asitler, proteinler, lipitler gibi
makromolekiiller iizerinde lipit peroksidasyonu, tiyol grubunun hiicresel proteinler
ve membran proteinlerinden uzaklastirilmasi, DNA’da kiriklar ve baz degisiklikleri
gibi hasarlayict etkileri bulunmaktadir. Ayrica lipit peroksidasyonunun bir iiriinii

olan malondialdehit (MDA) de bir yandan aminoasitlerin N-terminalleriyle kovalent
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baglar kurarak protein hasarina sebep olurken diger yandan DNA zincirleri arasinda
capraz baglar kurarak DNA hasarina yol agmaktadir. Dolayisiyla ROS’un bu ve
benzeri zararhi etkileri, iiretimleriyle uyumlu bir sekilde ortadan kaldirilmalarimni

zorunlu kilmaktadir (16-20).

ROS’un iiretim ve tiikketimi arasindaki dengenin herhangi bir sebeple iiretimi
lehine bozulmasma oksidatif stres adi verilmektedir. Bu durum ROS {iretiminin
artmast sonucu meydana gelebildigi gibi fizyolojik antioksidan mekanizmalarin
aktivitesinin azalmasi ile de ortaya ¢ikabilmektedir. Cesitli mekanizmalarla hiicreleri
erken yaslanmaya ve apoptozise kadar siiriikleyen, kanser gelisimi,
norodejenerasyon, diyabet, ateroskleroz, yaslanma ve benzeri sekillerde klinige
yansiyan oksidatif stres, yol agtig1 sorunlarin ciddiyeti nedeniyle giiniimiizde bir¢ok
calisgmaya konu olmaktadir. Oksidatif stresin Oniine geg¢me c¢abalar1 ise

arastirmacilar1 antioksidan maddelere yonlendirmektedir (16-18).

Antioksidan terimi; diisiik konsantrasyonlarda dahi varligi enzimatik veya
non-enzimatik mekanizmalarla bir substratin oksidasyonunu geciktiren veya
engelleyen, olusan serbest radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getiren,
hiicrelerde oksidan-antioksidan dengesini kuran, redoks homeostazini stabilize
ederek hiicreyi oksidatif stresten koruyan endojen veya ekzojen kaynakli maddeler
olarak tanimlanabilir (21). Endojen kaynakli antioksidanlardan; siiperoksit anyonunu
(O72) hidrojen peroksit (H,O;) ile molekiiler oksijene (O;) geviren siiperoksit
dismutaz (SOD), hidrojen peroksiti (H,0,) molekiiler oksijen (Oy) ile suya (H,0)
ceviren katalaz (CAT) ve hidrojen peroksiti (H20,) suya (H,O) geviren glutatyon
peroksidaz (GPx) one ¢ikarken, eckzojen kaynakli antioksidanlar ise halen
arastirilmaktadir (21, 22).

2.6. Metotreksat

Metotreksat (MTX) 1950'lerden beri klinik pratikte yaygin olarak kullanilan
kemoterapotik bir ajandir (23). Siklikla bir anti-kanser ilag olarak kullanilan MTX,
esas olarak bir folik asit antagonistidir. DNA oOnciillerinin sentezini inhibe ederek

hiicre dongiisiiniin S-fazindaki hiicrelere etki eder.
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Sekil 1. Metotreksatin molekiil yapisi (24).

Bu nedenle akut lenfoblastik 16semi, Burkitt lenfoma, non-Hodgkin lenfoma,
koryokarsinom, osteosarkom, meme kanseri, bas ve boyun kanserleri, ovaryum
kanseri, mesane kanseri vb. pek ¢ok malign neoplazinin tedavisinde kullanilmakla
birlikte romatoid artrit, psoriasis, sistemik lupus eritematozis, dermatomiyozit, graft-
versus-host hastaligt ve Crohn hastaligi gibi birgok non-neoplastik hastaligin
tedavisinde de tercih edilmektedir (3-5, 25).

dumMpP * biosynthesis

DHFR, dihydrofolate reductase; dUMP, deoxyuridine monophosphate;
FH,, dihydrofolate; FHa, tetrahydrofolate; LV, leucovorin;

MTX, methotrexate; RFC, reduced folate carrier;

TMP, thymidine monophosphate.

Resim 1: Metotreksatin etki mekanizmasi (26).

Ote yandan metotreksatin DNA sentezi, onarimi ve hiicresel replikasyon

iizerindeki inhibe edici etkileri ne yazik ki saglikli doku ve hiicreleri de
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etkilemektedir (27). Buna bagl olarak birgok hiicre tipi ile birlikte o6zellikle
spermatogenik seri gibi hizli boliinen hiicrelerde akut toksik etkiler ve fonksiyonel
bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (27, 28). MTX’in testiste sebep oldugu seminifer
tiibiil hasari, kan-testis bariyer hasari, sperm DNA hasari, oligospermi, Sertoli ve
Leydig hiicrelerinde proliferasyon baskilanmasi, spermatogenik seri hiicrelerinde
apoptoz gibi toksik etkileri, bireyin lireme kapasitesini etkilemekte ve infertiliteye

kadar varabilen olumsuz sonuglara sebep olmaktadir (23, 24).

MTX ile indiiklenen testis hasarinin patogenezinde oksidatif stresin 6nemli
bir rol oynadig1 bildirilmektedir (24). MTX, hiicrede reaktif oksijen radikallerinin
tiretimini indiiklemekte ve artan oksidatif stres, testislerin ve germ hiicrelerinin
yapisina zarar vermektedir (27). Yapilan arastirmalar MTX'in ayn1 zamanda
antioksidan enzim sistemlerinin etkinligini azalttigin1 ve dolayisiyla hiicreleri reaktif
oksijen partikiillerine karsi duyarl hale getirdigini de ortaya koymustur (29). Bu
nedenle MTX’e bagli testis hasarin1 onlemede siklikla testis dokusunu oksidatif
strese karst koruma yoluna gidilmekte ve bu konuda antioksidan maddelere

basvurulmaktadir (27).
2.7. Quercetin

Polifenolik  bilesikler; giiclii antioksidan, antialerjik, antimikrobiyal,
antikanserojen ve antiinflamatuar Ozelliklere sahip olmalarinin yanisira timor
hiicresi proliferasyonu, karsinojenez, bronsiyal astim, peptik iilser, ateroskleroz,
spazmojenik  bozukluklar, apoptoz, iskemik kalp hastaligi, hiperglisemi,
hepatotoksisite, depresyon, katarakt, zayif sperm hareketliligi ve metastaz gibi pek
cok hastaliga ve saglik riskine karsi hayati roller oynadigi tespit edilmis
molekiillerdir (30). Bu bilesiklerin en 6nde gelen iiyelerinden biri, insan diyetinde en
fazla bulunan polifenoller olarak bilinen flavonoidler grubuna ait quercetindir (QT)
(312).

Quercetin; sogan, domates, Brassica sebzeleri (brokoli, roka, ¢in lahanasi,
briiksel lahanasi, lahana, karnibahar, turp, salgam, su teresi vb) elma, cilek, liziim ve
cay gibi gilinlik hayatta sik¢a tlikettigimiz birgok bitkide bulunan bir diyet

flavonoididir (8, 10, 32, 33). Bunlara ilaveten Ginkgo biloba, sari kantaron
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(Hypericum perforatum) gibi tibbi bitkilerde ve daha pek ¢ok bitkinin tohumunda,
ciceginde ya da yapraginda mevcuttur (33). Molekiiliin “IUPAC” (The International
Union of Pure and Applied Chemistry) isimlendirmesi 3,3°,4°,5,7—
pentahydroxyflavanone (3,3”,4°,5,7-pentahydroxy-2-phenylchromen-4-one)’dur (33).
Giigli  etkileriyle diyabetin, kanserin, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde ve bunlara kars1 korunmada rol oynadigi bilinmektedir (33,

34).

OH

| | OH

OH
OH O

Sekil 2: Quercetinin molekiil yapisi (32).

Quercetin; antiinflamatuar, antikanser, antialerjik, antiviral, antibakteriyel,
antidiyabetik, antihipertansif, antinosiseptif ve 6zellikle de antioksidan olmak iizere
¢ok sayida aktiviteye sahiptir (10, 33, 35). Cesitli bakteriyel ve viral enfeksiyonlar,
depresyon, astim, ateroskleroz, hipertansiyon, hiperglisemi, hipertirisemi, diyabetik
katarkt ve noropati, gastrik iilser, reflii 6zofajit, prostatit, interstisyel sistit, osteoartrit
ve benzeri pek ¢ok saglik problemine karsi olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (33,

36).

Quercetini 6ne c¢ikaran Ozelliklerinin basinda gii¢lii bir antioksidan olusu
gelmektedir. Nitrik oksit gibi reaktif nitrojen tiirleri de dahil olmak iizere reaktif
oksijen tiirlerinin en giiglii temizleyicilerindendir. Ayrica, ksantin oksidazi inhibe
etme, lipid peroksidasyonunu onleme ve metal iyonlarini selatlama gibi cesitli
mekanizmalarla oksidatif hasar1 ve hiicre Olimiinii Onlemektedir (36, 37).
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz aktivitesine engel olarak deneysel iskemi-
reperfiizyon (I/R) hasarin ve nitrik oksit ile siiperoksit anyonlarindan, hasarlayici bir

molekiil olan peroksinitrit olusumunu azaltmaktadir (37). Beyin, kalp, testis ve diger
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dokular1 I/R hasarindan ve oksidatif strese neden olan diger faktorlerden korudugu
bilinmektedir (33, 37).

Quercetin, lireme sistemi iizerinde de pek cok olumlu etkiye sahiptir.
Calismalar, quercetinin, oksidatif stresi azaltarak bir¢ok toksik maddenin iireme
sistemi lizerindeki toksisitesini onemli dl¢iide tersine ¢evirdigini gostermistir (8, 9,
10, 38). Ayrica yetigkin erkek sicanlarda sperm kalitesi ve lireme organlar1 lizerinde

uyarici etkilerinin oldugu da tespit edilmistir (10).
2.8. Rosmarinik Asit

Polifenolik bilesiklerin 6nde gelen iiyelerinden bir digeri ise rosmarinik asittir
(30). Kafeik asit ile 3,4-hidroksifenillaktik asidin bir esteri olan ve polifenollerin en
onemlilerinden biri kabul edilen rosmarinik asit, Boraginaceae familyasinin
tirlerinde, Lamiaceae familyasinin Nepetoideae alt familyasinda ve egrelti otu,
boynuz otu gibi birtakim bitkilerde dogal olarak olusan bir fenilpropanoiddir. ilk
defa Italyan kimyagerler Scarpati ve Oriente tarafindan 1958 yilinda Rosmarinus
officinalis (biberiye)'ten izole edilmis ve 1970'te Ellis ve Towers tarafindan yapi
taglarinin L-tirozin ve L-fenilalaninin oldugu gosterilmistir (19). Molekiiler formiili
C18H1608, TUPAC adi (2R)-3-(3,4-dihidroksifenil)-2-[(E)-3-(3,4- dihidroksifenil)
prop-2-enoil] oksipropanoik asittir. Giinlik hayatta gerek mutfaklarda gerekse
kozmetik iiriinlerde siklikla kullanilan adagayi (Salvia officinalis), kekik (Thymus
vulgaris), nane (Mentha piperita), limon otu (Melissa officinalis), biberiye
(Rosmarinus officinalis), feslegen (Ocimum basilicum), lavanta (Lavandula

angustifolia) gibi bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir (30, 39).

HO

HO OH

OH

Sekil 3: Rosmarinik asitin molekiil yapisi (39).
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RA ve kimyasal deriveleri hem insan sagligin1 gelistirmek hem de bazi
alerjik, norolojik veya kardiyovaskiiler hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla siklikla
diyete dahil edilmektedir. Melanom ve l6semi hiicrelerini etkili bir sekilde inhibe
edebilmekte; karaciger, kolon, meme, mide gibi bir¢ok organda tiimor olusumunu ve
gelisimini  baskilayabilmektedir. Ayrica norolojik — sikayetlerde, alt batin
rahatsizliklarinda, herpes simpleks lezyonlarmin tedavisinde de etkilidir.
Antitiiméral, antimutajen, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan vb pek ¢ok
onemli farmakolojik 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir (30, 39, 40). Rosmarinik
asitin 6ne ¢ikan bu etkilerinin baginda antioksidan aktivitesi gelmektedir. Bir yandan
ROS iiretimini 6nemli 6lgiide ortadan kaldiran rosmarinik asit, bir yandan da mevcut
serbest radikalleri temizlemekte ve bu sayede oksidatif strese bagli hasara engel
olmaktadir (41, 42).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

“Quercetinin, Rosmarinik Asitin ve Quercetin & Rosmarinik Asit
Kombinasyonunun Metotreksata Bagli Testis Hasarina Etkileri” baslik ve 2020/18
protokol numarali arastirmamiza, Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 31.12.2020 tarih ve 53488718-66 sayr numarali onay1 ve
KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’nin destegi alarak basland

(Proje No: TTU-2021-9136).
3.2. Deney Siireci ve Numunelerin Eldesi

Calismamiz, KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen ve kiitleleri 200-250 gr arasinda degisen 2-3 aylik toplam
40 adet erkek Sprague Dawley siganla gergeklestirildi. Denekler, her grupta 8’er
hayvan olacak sekilde rastgele 5 gruba dagitildiktan sonra tek tek tartildi ve kiitleleri
kaydedildi. Ardindan standart tip III kafeslere yerlestirilen si¢anlar, 7 giinliik deney
siiresi boyunca, yine ayni merkezdeki 22+2 C sicakliga, %5045 nem oranina ve 12
saatlik karanlik/aydinlik dongiisiine sahip bakim odalarinda standart sigan yemi ve

i¢cme suyuyla ad libitum beslenerek barindirildi.

Kontrol (K) grubuna deney stiresince herhangi bir uygulama yapilmadi. Hasar
grubu olan Metotreksat (MTX) grubu ile tedavi gruplart olan Quercetin (MTX+QT),
Rosmarinik Asit (MTX+RA) ve Quercetin&Rosmarinik Asit (MTX+QT+RA)
gruplarina deneyin 5. giiniinde 30 mg/kg dozunda metotreksat intraperitoneal (i.p.)
yolla uygulandi. MTX grubuna deney siiresince bagka herhangi bir uygulama
yapilmazken, MTX+QT grubuna deney siiresince (7 giin) her giin 30 mg/kg dozunda
quercetin, MTX+RA grubuna deney siiresince her giin 30 mg/kg dozunda rosmarinik
asit ve MTX+QT+RA grubuna deney siiresince her giin 15 mg/kg dozunda quercetin

ile 15 mg/kg dozunda rosmarinik asit oral gavaj yoluyla uygulandi.

Intraperitoneal metotreksat uygulamalarinda her bir denege, gereken doz
“Methotrexate 500 mg/20 ml Flakon, Kogak Farma” adli iiriinden steril serum

fizyolojik (SF) ile hazirlanan 2 ml’lik ¢ozeltiler iginde verildi. Benzer sekilde oral
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gavaj uygulamalarinda da her bir hayvana, hesaplanan antioksidan miktarlari
“Quercetin %95 Sigma-Aldrich Q4951- 100G” ve “Rosmarinic acid 96% Sigma-
Aldrich 536954-5G” tirtinlerinden steril SF ile hazirlanan 2 ml’lik ¢ozeltiler halinde

verildi.

Deneyin ortasi olan 4. glinde tiim siganlar tekrar tek tek tartilarak kiitleleri not
edildi. Bahsi gecen uygulamalar her giin ayni saatler arasinda (10:00-12:00) yapildi.
1. glin uygulamalarinin yapilmasiyla basladigt kabul edilen deney 7. giin

uygulamalarindan 24 saat sonra sonlandirildu.

Oncelikle deneklerin deney sonu tartimlar1 yapildi ve kiitleleri kaydedildi.
Ardindan tiim denekler 90 mg/kg dozunda i.p. ketamin uygulamasi ile anestezi altina

alinip kansizlastirma yoluyla sakrifiye edildi.

Sakrifikasyon sirasinda her bir hayvandan alinan kan, biyokimyasal analiz
amacityla o hayvan i¢in daha Onceden hazirlanmis olan biyokimya tiipiine
yerlestirildi. Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Béliimii Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal1 biinyesindeki Biyokimya Laboratuvari’nda, 2000 rpm’de
10 dk santrifiij edilen tiiplerdeki 6rneklere ait plazma kisimlari, ependorf tiiplerine

alinip biyokimyasal incelemelerin yapilacagi zamana kadar -80 C’de saklandi.

Kan numunelerinin elde edilmesinden hemen sonra temiz yesil Ortiilerle
ortiilen deneklere, alt abdominal bolgeden orta hat insizyonlar1 agild1 ve testislere
ulagildi. 1k olarak sol testis ile epididimis dokular1 gikarildi ve sol epididimisler
onceden hazirlanip 37 C’ye kadar 1sitilmig 2 ml tris tamponu igeren petri kaplarina
yerlestirildi. Petri kaplar1 sperm analizinin yapilacagi KTU Tip Fakiiltesi Temel Tip
Bolimii  Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali biinyesindeki Goriintiileme

Laboratuvari’na avug i¢i inkiibasyonu altinda hizlica ulastirildi.
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Resim 2: Deneklere ait testis ve epididimis dokularinin ¢ikarilmast.

Cikarilan sol testis dokular1 ise hassas terazi ile yapilan tarttimin ardindan
serum fizyolojik ile yikanip enine ikiye boliindii ve bir yarilar1 72 saat fikse edilmek
iizere daha Onceden hazirlanan Bouin soliisyonu igeren cam kavanozlara, diger
yarilar1 ise biyokimyasal inceleme i¢in eppendorf tiiplerine yerlestirildi. Eppendorf
tiipleri biyokimyasal degerlendirmelerin yapilacagi zamana kadar Biyokimya

Laboratuvari’nda -80 C’de muhafaza edildi.
3.3. Sperm Analizi

37 C’ye kadar sitilmis ve 2 ml tris tamponu (tris-hydroxymethyl-
aminomethane) (33) iceren petri kaplari i¢inde, Goriintiileme Laboratuvari’na ulagsan
sol epididimis dokular1, bu kaplarda iki adet lam yardimiyla hizlica pargalandi. 37

C’lik etiivde 30 dk’lik inkiibasyonla spermlerin mevcut sivi iginde yiizmesi saglandi.
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Motilite oranlar1 ve total sperm sayilarinin tespiti i¢in bu sivilardan alinan 5
pl’lik numuneler Makler sayim kamarasinin kuyucuguna koyuldu ve kamaranin
kapag1 kapatildi. Isik mikroskobunda (Olympus BX-51) 200X biiyiitme altinda 10
karedeki motil ve immotil sperm sayilar1 belirlendi ve motilite oranlar1 hesaplandi.
Motil ve immotil spermlerin toplamlari ise 10%/ml seklinde total sperm sayisi olarak
kaydedildi.

Vitalite ve normalite tayini i¢in her bir petri kabindaki tris tamponuyla
karigmis sperm sivisindan 10 pl alinip her birinin {izerine 20 pl eozin y eklendi. 15 sn
boyunca karigsmalar1 saglandiktan sonra bu sivilardan alinan 10 pl’lik 6rnekler lamlar
izerine yayildi. Isik mikroskobunda 400X biiyiitme altinda her bir lamdan canli ve
cansiz ayrimi yapilarak toplamda 50 hiicre sayildi ve vitalite oranlar1 hesaplandi. Es
zamanli olarak bu hiicrelerin morfolojik normalite degerlendirmeleri de yapildi.

Normal ve anormal sperm sayilar1 belirlenip normalite oranlar1 kaydedildi.
3.4. Deney Siirecinde Kullanilan Soliisyonlar
3.4.1. Tris Tamponu

Sperm analizi i¢in kullanilan tris tamponu 0,4 molar (M) derisime sahip 250
ml’lik ¢ozelti olarak hazirlandi. Oncelikle “molarite = mol sayis1 / ¢dzeltinin hacmi
(litre)” formiilii ile kullanilmasi gereken tris’in mol sayist hesaplandi (0,4 = mol
sayist / 0,25 = mol sayis1 = 0,1). Mol kiitlesi 121,14 gr olan tris’ten 0,1 mol yani
12,114 gr alindi ve 200 ml suda ¢oziildii. Uzerine pH: 7,4’e ayarlanana kadar 1 M
derisimli HCl c¢ozeltisi eklendi. Ardindan c¢ozeltinin hacmi suyla 250 ml’ye

tamamlandi.
3.4.2. Bouin Fiksatifi

Elde edilen testis dokularmin fiksasyonunda kullanilan Bouin soliisyonu,
asagida hacimsel oranlar1 verilen 3 bilesenin bir cam kaba, yazildigi sirayla

eklenmesiyle hazirlandi:
- 75 ml - Pikrik asitin sudaki doymus ¢o6zeltisi

- 75 ml - Formaldehit soliisyonu (%37-40)
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- 5 ml = Glasiyel asetik asit
3.4.3. %10°luk Formaldehit Fiksatifi

Elde edilen testis ve epididimis dokularinin fiksasyonunda kullanilan
%10’luk formaldehit fiksatifi %37-40’1ik formaldehit soliisyonunun asagidaki oranda

suyla karistirilmasiyla hazirlandi:
- %10 - Formaldehit soliisyonu (%37-40)
- %90 -> Distile su

Hazirlanan ¢ozelti her ne kadar %10’luk formaldehit fiksatifi olarak anilsa da

cozeltideki formaldehit orani yaklasik %4 idi.
3.5. Histopatolojik Degerlendirmeye Hazirhk
3.5.1. Testis Dokularinin Hazirlanmasi

Sakrifikasyonun ardindan deneklerden alinan sol testis dokularinin bir
yarilari, her denek i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmig cam kavanozlardaki Bouin soliisyonlari
igerisinde KTU Tip Fakiiltesi Temel T1p Béliimii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali  biinyesindeki =~ Mikropreparasyon  Laboratuvari’na  gotiiriildii.  Bouin
soliisyonunda 72 saat boyunca fikse edilen dokular 3. giiniin sonunda fiksatiften
arinmalar1 i¢cin %70’lik etil alkol soliisyonuna gecirildi. Etil alkol soliisyonlar1 her
saat bas1 degistirilmek suretiyle 8 saat boyunca yikanan dokular bu islemin ardindan
doku takip kasetleri ile kasetlendi ve kasetlerin lizerine tanimlayici bilgiler not edildi.
Kasetler doku takip cihazina (Thermo Scientific Excelsior AS, Ingiltere) yerlestirildi

ve ayrintilart Tablo 1’de belirtilen standart doku takip prosediirii uygulandi.
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Tablo 1: Standart doku takip prosediirii

Uygulama Siire

Formaldehit 1 saat
Alkol (30°C) 50 dakika
Alkol (30°C) 1 saat
Alkol (30°C) 1 saat
Alkol (30°C) 1 saat
Alkol (30°C) 1 saat
Alkol (30°C) 1,5 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Parafin (58°C) 1 saat
Parafin (58°C) 1 saat
Parafin (58°C) 1,5 saat

Takibin ardindan bloklama cihazinda (Leica HistoCare Arcadia H, Cin)
parafin bloklara gomiilen dokular ayni cihazin sogutma iinitesinde sogumaya
birakildi. Yeterli soguma saglandiktan sonra basemoldlardan c¢ikarilan bloklar
kesilene kadar beklemek iizere +4 C’ye ayarli buzdolabina yerlestirildi. Benmariye
(Apex Instruments, USA) koyulan suyun sicakligi 37 'C’ye ayarlandi ve tam otomatik
mikrotom cihaziyla (Leica RM 2255, Almanya) bloklardan 5 pm’lik kesitler alindi.
Kesitler kirisikliklarinin giderilmesi amaciyla benmarideki suyun ylizeyine serildi ve
ardindan lamlara aktarildi. Hematoksilen&eozin (H&E), Masson trikrom, periyodik
asit Schiff (PAS) ve TUNEL boyamalar i¢in her bir hayvana ait doku kesitleriyle biri

pozitif sarjli olmak tizere 4 ayr1 lam takimi hazirlandi.

Lamlar bir siire kurumaya birakildiktan sonra normal lamlara alinmis bir
takim, zembillere dizildi ve otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL,
Almanya) Tablo 2’deki prosediirle H&E boyandi. Boyamasi tamamlanan lamlar
tizerilerine kapama medyumu damlatildiktan sonra lamelle kapatildi ve kurumaya

birakaldi.
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Tablo 2: Hematoksilen & eozin boyama prosediirii

Uygulama Siire
Firin (60 C) 45 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
%100 Alkol 5 dakika
%96 Alkol 5 dakika
%70 Alkol 5 dakika
Distile Su (Yikama) 1 dakika
Hematoksilen 2 dakika
Distile Su (Yikama) 1 dakika
Asit Alkol 1 saniye
Distile Su (Yikama) 1 dakika
Amonyakl1 Su 10 saniye
Distile Su (Yikama) 1 dakika
Eozin 1,5 dakika
Distile Su (Yikama) 1 dakika
%96 Alkol 5 saniye
%100 Alkol 5 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika

Ardindan Masson trikrom boyamaya gecildi. Bir diger normal lam takimi
zembillere dizildi ve otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya)
Tablo 3’te ayrintilar1 verilen deparafinizasyon programi uygulanarak deperafinize
edildi. Daha sonra kit (Masson Trikrom Boyama Kiti, GBL, Tiirkiye) kullanilarak
firmanin 6nerdigi Tablo 4’teki protokolle Masson trikrom boyama yapildi. Kapama

medyumu damlatilan lamlar lamelle kapatilip kurumaya birakildi.
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Tablo 3: Deparafinizasyon programi

Uygulama

Firmn (60 C)

Ksilen

Ksilen

Ksilen

%100 Alkol

%96 Alkol

%70 Alkol

Distile Su (Yikama)

Siire

45 dakika

5 dakika
5 dakika
5 dakika
5 dakika
5 dakika
5 dakika
30 saniye

Tablo 4: Masson trikrom boyama protokolii

Uygulama

Weigert’in Demirli Hematoksileni (A+B)

Kurutma
Distile Su (Yikama)

Pikrik Asit Alkolik Cozeltisi (C)
Distile Su (Yikama)
Gelincik Kizili Fuksin Cozeltisi (D)
Distile Su (Yikama)
Fosfomolibdik Asit Cozeltisi (E)
Kurutma
Distile Su (Yikama)
Masson Anilin Mavisi Cozeltisi (F)
Distile Su (Yikama)

%70 Etanol
%96 Alkol
%100 Alkol

Ksilen

Siire
10 dakika
45 dakika

5 saniye
4 dakika
5 saniye
4 dakika
5 saniye
10 dakika
5 dakika
5 saniye
5 dakika
30 saniye
30 saniye
30 saniye
30 saniye
1 dakika
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Ucgiincii normal lam takimi PAS boyama icin kullanildi. Lamlar zembillere
dizilip otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya) deparafinize
edildikten sonra kit (PAS McManus Boyama Kiti, GBL, Tiirkiye) ile firmanin
onerdigi Tablo 5’teki protokole uygun sekilde boyanip lamelle kapatildi ve

kurumaya birakildi.

Tablo 5: Periyodik asit Schiff boyama protokolii

Uygulama Siire

Periyodik Asit Cozeltisi (A) 10 dakika
Distile Su (Yikama) 2 dakika
Schiff Ayiract McManus (B) 20 dakika
Distile Su (Yikama) 2 dakika
Sodyum Metabisiilfit Cozeltisi (C) 2 dakika
Tespit Cozeltisi (D) 2 dakika
Distile Su (Yikama) 2 dakika
Mayer Hemalum Cozeltisi (E) 3 dakika
Distile Su (Yikama) 5 dakika
%70 Etanol 30 saniye

%96 Alkol 30 saniye

%100 Alkol 30 saniye

Ksilen 1 dakika

Son olarak TUNEL boyamaya gecildi. Pozitif sarjli lam takimi zembillere
dizildi ve otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya) deparafinize
edildikten sonra Tablo 6’daki protokole gére boyanip lamelle kapatildi.
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Tablo 6: TUNEL boyama protokolii

Uygulama Ozellikli Siire
Ortam
Phosphate Buffered Saline (PBS) - 2x5 dakika
Hydrogen Peroxide Block - 15 dakika
(Thermo Scientific/TA-125-HP)
Distile Su (Yikama) - 5 dakika
PBS - 2x5 dakika
Ultra V Block (Thermo - 10 dakika
Scientific/TA-125-UB)
Enzyme Solution (TdT) + Label 37 °C, nemli 1,5 saat
Solution (fluorescein-dUTP)
(Roche/11684817910)
PBS - 2x5 dakika
Converter Peroxidase (anti- 37°C,nemli 30 dakika

fluorescein antibody-peroxidase)

(Roche/11684817910)
PBS - 3x5 dakika
DAB Kromojen Kit (Thermo Karanlik 2 dakika
Scientific/TA-125-HD)
Distile Su (Yikama) - 5 dakika
Hematoksilen - 2 dakika
Distile Su (Yikama) - 5 dakika
%70 Etanol - 5 dakika
%96 Etanol - 5 dakika
%100 Etanol - 5 dakika
Ksilen - 5 dakika

3.5.2. Epididimis Dokularinin Hazirlanmasi

Deneklerin sakrifikasyonunun ardindan eksize edilen sag epididimis dokular1

onceden hazirlanmis %10’luk formaldehit ¢ozeltisi igeren kavanozlara yerlestirildi.
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%10’luk formaldehitte 72 saat fikse edilen dokular tek tek kasetlenip doku takip
cihazinda (Thermo Scientific Excelsior AS, Ingiltere) standart doku takip programi
ile takip edildi. Ardindan bloklama cihazinda (Leica HistoCare Arcadia H, Cin)
parafin bloklar haline getirilen dokulardan tam otomatik mikrotom cihaziyla (Leica
RM 2255, Almanya) 5 um’lik kesitler alindi. Kesitler benmaride (Apex Instruments,
USA) kirisikliklart giderilip lam {izerine alindi. Elde edilen lamlar otomatik boyama
cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya) H&E boyandi ve lamelle kapatilip

kurumaya birakildi.
3.6. Histopatolojik incelemeler

Incelemelere deneklerin viicut kiitle degisimleri ve testis kiitleleri
degerlendirilerek baslandi. Deneyin 1, 4 ve 7. giinlerinde yapilan viicut kiitle tartim
sonuclarina gore deneklerin viicut kiitlelerinin deney boyunca degisimi saptandi ve
gruplar arasinda fark olup olmadig1 sorgulandi. Benzer sekilde testis kiitlesi tartim
sonuglar1 incelendi ve gruplar arasi farkliliklar sorgulandi. Sonuglar istatistiksel

olarak degerlendirildi.

Mikroskobik incelemelerin tamami KTU Tip Fakiiltesi Temel Tip Béliimii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 biinyesindeki Goriintiileme Laboratuvari’nda
dijital fotograf makinesi (Olympus, DP 71, Japonya) atagmanli 151k mikroskobunda
(Olympus BX 51, Japonya) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution,
Almanya) programu ile gergeklestirildi.

3.6.1. Hematoksilen & Eozin Boyal Preparatlar

Mikroskobik incelemeye hazirlanan testis dokularindan ilk olarak H&E ile
boyanmis olanlar degerlendirmeye alindi. Bu preparatlarda genel histolojik goriiniim
degerlendirildi ve modifiye Johnson skorlamasi (Tablo 7) yapildi (25).
Histomorfometrik olarak ise seminifer tiibiil caplari, germinal epitel kalinliklari,
germinal epitel kalinliklarimin seminifer tiibiil caplarina oranlar1 ve liimenine
germinal hiicre dokiilmiis tiibiil sayilar1 tespit edildi. Ayrica genel histolojik goriiniim
incelemesi yapilirken karsilagilan anormal morfolojik yapilarin da sayimi

gerceklestirildi. Bahsi gegen tiim incelemeler her bir hayvana ait preparattan rastgele
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secilen 25 seminifer tiibiiliin degerlendirilmesiyle yapildi. Elde edilen veriler gruplar

arasinda karsilagtirildu.

Tablo 7: Modifiye Johnson skorlama kriterleri

Skor Kriter
10 Tam spermatogenez, bir¢ok spermatozoa
9 Hafif bozulmus spermatogenez,

bir¢ok gec spermatid, diizensiz epitel

8 Tibiil basina besten daha az spermatozoa,
birka¢ ge¢ spermatid
7 Spermatozoa yok,

ge¢ spermatid yok, bir¢ok erken spermatid
6 Spermatozoa yok,
geg spermatid yok, birkag erken spermatid
Spermatozoa ve spermatid yok, pek ¢ok spermatosit
Spermatozoa ve spermatid yok, birka¢ spermatosit
Sadece spermatogonyum

Germinal hiicre yok, sadece Sertoli hiicreleri

P N w B~ o

Seminifer epitel yok

Mikroskobik incelemeye hazirlanan epididimis preparatlarinda ise genel
histolojik goriiniim incelendi. Epitelyal degisiklikler, limendeki spermatozoon

y1gnlari, peritiibiiler doku degerlendirildi.
3.6.2. Masson Trikrom Boyal Preparatlar

Masson trikrom boyal1 preparatlarda interstisyel bag dokusu asagida verilen
sekilde 1-5 puan tlizerinden skorlandi:

1- Normal veya normale yakin

2- Hafif hasar/diizensizlik

3- Orta diizeyde hasar/diizensizlik

4- Agir hasar/diizensizlik

5- Cok agir hasar/diizensizlik
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Skorlamada her bir denekten rastgele segilen 25 seminifer tiibiiliin etrafindaki

interstisyel bag dokusu degerlendirildi.
3.6.3. Periyodik Asit Schiff Boyal Preparatlar

PAS boyali preparatlarda ise seminifer tiiblil bazal membranlar1 asagida
verilen sekilde 1-5 puan {izerinden skorlandi:

1- Normal veya normale yakin

2- Hafif hasar/diizensizlik

3- Orta diizeyde hasar/diizensizlik

4- Agir hasar/diizensizlik

5- Cok agir hasar/diizensizlik

Skorlamada her bir denekten rastgele secilen 25 seminifer tiibiile ait bazal

membranlar degerlendirildi.
3.7. Immiinohistokimyasal incelemeler

Apoptoz degerlendirmesi igin TUNEL teknigi ile boyanmis her bir denege ait
preparattan rastgele secilmis 5 tiibiildeki tiim hiicreler TUNEL(+/-) ayrim1 yapilarak
sayildi. TUNEL (+) hiicre sayilarin toplam hiicre sayilarina oranlart hesaplanarak
apoptotik indeksler (Al) tespit edildi. Belirlenen AI degerlerinin gruplar arasi
karsilagtirmalar1 yapildi.

3.8. Biyokimyasal Degerlendirmeye Hazirhk

Yaklagik 100 mg testis dokusu 2 ml soguk homojenizasyon tamponu ile
deney tiipiinde dokular tamamen parc¢alanincaya kadar yaklagik 20 sn buz igerisinde
homojenize edildikten sonra 3000 rpm'de 10 dk santrifij edildi. 1,5 ml’lik
eppendorfa 750 pl siipernatan koyuldu. Uzerine 600 pl etanol-kloroform (2:3) olan
karisimdan ilave edildi. +4 0C’de 10000g'de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda ependorfun iist kismindaki protein fazlarda protein tayini, SOD ve CAT

aktivitesi ol¢iildii.

Testis  dokularmin  homojenizasyonunda  kullanilan  homojenizasyon

tamponunun hazirlanis1 asagida verilmistir:
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izolasyon tamponu (50 mM Tris/HC1 Tamponu): 1,514 g Tris yaklasik 220 ml saf
suda ¢oziildiikten sonra karisimm pH’st 2 M HCl ile 7.4°e¢ ayarlandi.
Homojenizasyona baslamadan hemen 6nce 125 ul Triton X100 ilave edilerek son

hacim 250 ml’ye tamamlandi.
3.9. Biyokimyasal incelemeler
3.9.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in (43) gelistirdigi yontem modifiye
edilerek belirlendi. Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan O,
"lerinin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi sonucu olusan mor renkli formazan
molekiiliniin 560 nm’de verdigi absorbansin Olgiilmesi esasina dayanan bir
yontemdir.

SOD enzim aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir:
SOD Reaktif Karisimi: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilendiamintetraasetik asit,

1.01 g Na,COg, 12 mg BSA tartild1 ve hacmi 156 ml’ye tamamlandi.

2 M (NH4),SO,4 Cozeltisi: 2.64 g (NH4)2,SO4 10 ml saf suda ¢oziildi. Ksantin
oksidaz enziminin hazirlanmasinda kullanildi.

0.8 MM CuCl;, Cozeltisi: 6.82 mg CuCl, alind1 ve 50 ml deiyonize suda ¢6ziildii.
Spektrofotometrik Ol¢iimden hemen Once olusan reaksiyonu durdurmak igin
kullanildi.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 4.59 U/ mI’lik orijinal siseden 72,6 pul alinip 2
ml’ye (NH4),SO, ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik
hazirlandi.

150 uM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4.9 mg nitroblue tetrazolium 40 mi
deiyonize suda c¢oziilerek elde edildi. Nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi 1s1ktan korundu.
SOD standart ¢ozeltileri: 100 U/ml’lik stok SOD standardindan 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,
3, 2, 1 U/mI’lik SOD standartlar1 PBS tamponu kullanilarak hazirland1. Testis
dokusunda 4 kat seyreltme yapildi. SOD aktivitesi Ol¢iimii Tablo 8’e gore
gerceklestirildi.
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Tablo 8: SOD aktivitesi 6l¢iimil i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlart

Numune, Standart, Kor 200
SOD Reaktif Karisimi 796
Nitroblue Tetrazolium 204
Ksantin Oksidaz 20
25 °C’de 20 dk inkiibasyon

CuCl, 400

560 nm’de spektrofotometrik dl¢iim yapildi.

SOD aktivitesi hesabinda kullanilan % inhibisyonu belirlemek i¢in asaidaki
Esitlik 1°de verilen formiil kullanildi:
Esitlik 1: % inhibisyon = (Abs K6r — Abs Numune) ~ (Abs Kor) x 100 (43)

Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmasi
belirlenerek Sekil 4'te gosterildigi gibi ¢izildi. Standart grafiginde belirlenen denklem
kullanilarak ~ numunelerin %  inhibisyonlarma  karsihk  gelen ~ SOD
konsantrasyonlarmim logaritmik degeri hesaplandiktan sonra bunlarin anti
logaritmalar1 alimarak numunelerin SOD  konsantrasyonu hesaplandi. Seyreltme
faktorii ile carpildi. Belirlenen SOD konsantrasyonu, toplam protein miktarina

boliinerek SOD aktivitesi belirlendi. Sonuglar U/mg protein olarak hesaplandi.

(O
o
L

y =25,587x + 53,28
R?=0,988

% inhibisyon
& &

= N
o o
1 1

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Log SOD Aktivitesi (U/mL)

Sekil 4: SOD aktivitesi hesabinda kullanilan standart grafigi
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3.9.2. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Testis dokusunda CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi yOntemi
kullanild1 (44). Bu yontemin temeli H,O;’nin enzimatik bozulmasi sonucu 240

nm’de absorbanstaki diisiislin takip edilmesine dayanir.
Kullanilan cozeltiler:

Fosfat Tamponu (pH:7.0; 50 mM): 3,41 g KH,PO, deiyonize suda ¢oziildii
son hacmi 500 ml'ye tamamlandi. 4,45 g NaHPO,4.2H,0 deiyonize suda ¢6ziildii son
hacmi 500 ml'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda karistirildi ve pH:

7.0'a ayarlandi.

H,05: 360 pl %30'luk H,0,'den alinarak son hacim fosfat tamponu ile 50

ml'ye tamamlandi (giinliik hazirlandi).

Doku homojenatlar1 fosfat tamponu ile 50 kat seyreltilerek ol¢iim yapilacak
numuneler olusturuldu. Kuartz kiivetlere Tablo 9'a gore pipetlemeler kor ve numune

karigimlari i¢in ayr1 ayri yapildi.

Tablo 9: Katalaz aktivite tayini i¢in yapilan reaksiyon karigimu

Reaktifler Kor (ul) Numune (ul)
Numune 1000 1000

Fosfat Tamponu 500 -

H,0, - 500

240 nm’de spektrofotometrik ol¢iim yapildi.

H,0; eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 sn
siireyle her 10 sn’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diisiisler izlendi.
Absorbanslardaki diisiisiin dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina dikkat edildi.

Eger bu aralikta diisiis olmazsa numune dillisyonlar1 yeniden ayarlanmalidir.

CAT aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi.

Absorbanslardaki 10 s’lik diisiis i¢in asagidaki formiile gore hesaplamalar yapildu.

k= (2.3/10) x log(A1/A2) s (43)
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Burada;
Al= Baslangi¢ absorbansi
A2= 10 sn sonraki absorbanstir.

Esitlik 1’e gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile ¢arpildi. Ardindan
testis dokularinda g protein bagina CAT aktivitesi hesaplandi. Sonuglar k/g protein
olarak verildi.

3.9.3. Protein Miktar Tayini

Testis dokusunda protein tayini, modifiye Bradford metodu (Coomassie
Brillant Blue yontemi) uygulanarak yapildi. Bu yontem fosforik asitli ortamda
Coomassie Brillant Blue G250’nin proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli

kompleksin 600 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler:

Bradford Reaktifi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 5 ml % 95°lik etanolde

¢oziildi, tizerine 10 ml % 85°1ik H3PO4 eklendi. Son hacim 100 mI’ye tamamlandi.

Standart Cozeltileri: Standartlar BSA’dan 1, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1,

0.05 mg/ml’lik konsantrasyonlarda hazirlandi.
Deneyin Yapihsi:

Stipernatanlardaki protein konsantrasyonlarini belirlemek ig¢in, 100 pl
Bradford Reaktifi ve 10 pl numune alindi. Bu miktarlar pleyte yiiklendi ve iyice
karistirildiktan sonra oda sicaklifinda karanlik ortamda 10 dk bekletildi. Mikropleyt
okuyucu ile 600 nm’de absorbanslar okundu. Sekil 5’teki standart grafiginden

yararlanilarak konsantrasyonlar hesaplandi. Sonuglar mg/ml cinsinden ifade edildi.
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Sekil 5: Protein tayininde kullanilan standart grafigi

3.9.4. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimii

Testis dokularinin homojenizasyonu igin yaklasik 100 mg testis dokusu 2 mL
soguk homojenizasyon tamponu ile deney tiipiinde dokular tamamen parcalanincaya
kadar yaklasik 30 sn buz igerisinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm'de 10 dk
santrifiij edildi. Siipernatan alind1 ve MDA seviyesi belirlendi. Bu yontem MDA nin
asidik ortamda tiyobarbitiirik asit ile olusturdugu kompleksin renginin 532 nm’deki
absorbansinin Ol¢iilmesi esasina dayanan metod modifiye edilerek yapildi (45).

MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltiler asagida verilmistir.
Kullanilan cozeltiler:

Homojenizasyon tamponu: % 1,15'lik KCI1 ¢ozeltisine %0,05'lik TritonX100
koyularak hazirlandi.

% 1’lik H3PO,4 Cozeltisi: Bir miktar saf su tlizerine 2.94 ml % 85’lik H3PO,
eklendi ve son hacim saf su ile 250 ml’ye tamamland.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) Céozeltisi: 0.67 g TBA 50 ml saf suda manyetik bar
yardimiyla 30 C’de yaklasik 20 dakika karistirildi. TBA c¢ozeltisi tamamen
soguduktan sonra {izerine 50 ml asetik asit ilave edildi ve iyice karnstirilarak

calismada kullanilan nihai ¢ozelti elde edildi.
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Standart cozeltiler: 82.5 ul tetrametoksipropan 50 ml 0.01 M HCI ¢ozeltisine
eklendi ve 50 C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon sonucu olusan 10000 nmol/ml’lik
stok MDA standardindan 100 nmol/ml’lik ara stok ¢6zelti hazirlandi. Ara stok
¢ozeltiden 10 nmol/ml’lik ¢ozelti elde edildi ve bu ¢ozeltiden seri seyreltmeler
yapilarak 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.91, 1.95 nmol/ml’lik standart
¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 10°da, standart grafikleri

Sekil 6 ve 7°de verilmistir.

Tablo 10: MDA seviyesi igin yapilan reaksiyon karigimi

Numune, Standart, Kor 0,5
%1’lik H3PO,4 Cozeltisi 3
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Cozeltisi 1

100 °C’de 45 dakika inkiibasyon
532 nm’de spektrofotometrik dl¢iim yapildi.

Sekil 6’daki standart grafik kullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi.

Sonuglar ise nmol/mg protein olarak hesaplandi.
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Sekil 6: Protein fazlarda MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafigi
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Sekil 7: MDA seviyesini belirlemek i¢in yapilan protein tayininde kullanilan standart grafigi

3.9.5. GPx Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Testis dokusunda GPx aktiviteleri Cayman Chemical (ABD) firmasinin
tirettigi 703102 numarali kitin prosediiriine uygun olarak belirlendi. Bu metotta GPx
ve glutatyon rediiktaz enzimleri kullanilir. Numunede bulunan hidroperoksitlerin
varliginda indirgenmis glutatyon, GPX enzimiyle ylikseltgenir. Bu yiikseltgenmis
glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz enzimi ile indirgenmis glutatyona
doniistiiriiliirken ayrica NADP" elde edilir. NADPH’mn NADP" ’ya yiikseltgenmesi
sonucu 340 nm’deki absorbans diisiisii, GPX enzim aktivitesi ile orantilidir.
Numuneler seyreltilmedi ve ikili ¢alisildi. GPx aktiviteleri nmol/dakika/mg protein

cinsinden hesaplandi. Elde edilen GPX kontrol grafigi Sekil 8’de gosterilmistir.
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Konsantrasyon ( mg/mL )

Sekil 9: GPx aktivitesini belirlemek i¢in yapilan protein tayininde kullanilan standart grafigi

3.9.5. Serum Testosteron Seviyesinin Ol¢iimii

Serum Testosteron oOl¢iimiinde USCN (Wuhan) firmasinin iirettigi
CEA458Ge 96 Tests iirlin kodlu yarigmali ELISA kiti kullanildi. Serumda testosteron
Olctimii kit protokoliine uygun sekilde yapildi. Numuneler seyreltilmedi ve ikili
calisildi. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 10°daki standart grafigine gore pg/ml

cinsinden hesaplandi.
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4,5 -

3,5 -

2,5

y=-2,2199x + 4,6271

L5 R?=0,9747

0,5 -

Log Konsantrasyon (pg/mL)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Absorbans (450 nm)

Sekil 10: Serum testosteron dl¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.10. istatistiksel Analiz

Tim veriler SPSS 23.0 istatistik programina aktarilarak analiz edildi.
Niteliksel verilerin 6zetlenmesinde say1 ve yiizde, 6l¢timsel verilerin 6zetlenmesinde

ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerler kullanildx.

Olgiimsel verilerin normal dagilima uygunlugunun test edilmesinde

Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi.

Normal dagilima uyan veriler karsilastirilirken ANOVA testi kullanildi.
Varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. p degerinin 0,05’in altinda
oldugu durumlar istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Gruplar arasinda anlamli
farklilik bulunan durumlarda post hoc analiz yapildi. Posthoc karsilastirmalar
yapilirken varyanslar homojen ise Tukey, varyanslarin homojen olmadigr durumda

ise TamhaneT?2 testi kullanildi.

Normal dagilima uymayan verilerin analizinde Kruskall Wallis testi

kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tartim Sonuclari

Hayvanlarin, deneyin 1, 4 ve 7. giinlerinde yapilan tartimlar1 sonucunda
Kontrol grubunda diizenli bir kiitle artig1 goriilirken metotreksat enjeksiyonu yapilan
diger 4 grupta enjeksiyonun ardindan kiitle artisinin yavaslayip durdugu, sonraki

giinlerde ise kiitle azalmasi yasandig tespit edildi.

Tablo 11: Gruplarin 1, 4 ve 7. giinlerdeki viicut kiitleleri (gr)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QTRA
Ort+SD Ort=SD Ort+£SD Ort=SD Ort=SD

1. giin 243,75 235,00 225,00 226,25 233,13
+22,64 +21,88 +32,73 +35,43 +36,83

4. giin 256,88 246,25 233,75 230,65 242,50
+22,98 +22,48 +30,21 +34,38 +33,49

7. giin 271,25° 241,88 227,50 218,752 228,13
+26,15 +22,03 +34,43 +33,57 +36,83

& Kontrol & MTX+RA - p<0,05

300
290
280
270 e Kontrol
260 // o
250 e MTX+QT
240 - ——
230 _f \ e \|TX+RA
220 I —— MTX+QT+RA
210
200 T )

1.gln 4. gln 7.gun

Sekil 11: Gruplarin deney siirecinde viicut kiitle degisimleri
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Tedavi gruplarinda, verilen antioksidanlarin bu konuda belirgin bir diizeltici
etkisi goriilmedi. MTX+QT grubunda sonuglar MTX grubuna benzer iken MTX+RA
ve MTX+QT+RA gruplarinda kiitle diisiisii biraz daha belirgin idi.

Tablo 12: Gruplarin deney siirecindeki viicut kiitle degisim yiizdeleri

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Viicut Kiitle +11, 28 +2,93 +1,11 -3,31 -2,14
Degisimi (%)

Deneyin sonlandirilmasmin ardindan eksize edilen testis dokularinin
tartimlar1 sonucunda Kontrol grubuna kiyasla metotreksat grubunda testis kiitleleri
daha diistik bulundu. MTX+QT ve MTX+QT+RA gruplarinda bu diislis kismen
onlenirken MTX+RA grubunda biraz daha derinlesti.

Tablo 13: Gruplarin deney sonu testis kiitleleri (gr)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort£SD Ortx£SD Ort£SD Ort+£SD Ort+=SD
Testis Kiitlesi 1 429 1,271 1,302 1,234 1,319
(gr) +0,18 +0,08 40,16 40,13 +0,20

M Testis Katlesi (gr)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 12: Gruplarin deney sonu testis kiitleleri
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Ayrica deneklerin “Testis Kiitle Indeksi = (Testis Kiitlesi / Viicut Kiitlesi) x
100” formiilityle deney sonundaki “Testis Kiitle indeksleri (TKI)” hesapland1 ve elde
edilen degerler gruplar arasinda karsilastirildi. (34). Sonuglar MTX grubunda testis
kiitle indekslerinin diisiik oldugunu, tedavi gruplarinda ise kontrol grubundan bile

yiiksek oldugunu gosterdi.

Tablo 14: Gruplarn testis kiitle indeksleri (%)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+SD OrtxSD Ort+SD OrtxSD Ort+SD

TKi (%) 0,533 0,530 0,579 0,576 0,595
+0,10 +0,07 +,08 +0,11 +,15

W Testis Kiitle indeksi (%)

0,59 -
0,58 -
0,57 -
0,56 -
0,55 A
0,54 -
0,53 -
0,52 -
0,51 -
0,5 -
0,49 T T r T T
Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 13: Gruplarin testis kiitle indeksleri

4.2. Sperm Analiz Sonuclari

Yapilan sperm analizi sonucunda elde edilen verilere gore metotreksatin
sperm sayisini etkilemedigi, quercetinin bir miktar azalttigi, rosmarinik asitin hafif
arttirdigi, quercetin ve rosmarinik asit kombinasyonunun ise bariz bir sekilde

arttirdigr goriildii.
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Tablo 15: Gruplarin toplam sperm sayilar1 (10%/ml)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+R
Ort+SD Ort=SD Ortx£SD Ort=SD A Ort=SD
Spernﬁl Sayist 12 000 12,000 10,750 12,375 15,625
(10°/ml)  +363 +4,47 +4,40 45,18 47,17

B Sperm Sayisi (milyon/ml)

14 A

12

10 A

g o)} (o]
L

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 14: Gruplarmn toplam sperm sayilari

Vitalite degerlendirmesinde Kontrol grubuna kiyasla MTX ve MTX+QT
gruplarinda kayda deger bir degisim gozlenmezken MTX+RA ve MTX+QT+RA
gruplarinda artis tespit edildi.

Tablo 16: Gruplarin sperm canlilik oranlar1 (%)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Ort=SD Ort=SD Ort+£SD Ort=SD Ort=SD
Vitalite (%) 83,25 84,00 83,00 86,75 86,00

+5,85 +4,28 +7,48 +9,25 +7,33
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| Vitalite (%)

86 -

85 A

83 -

82 -

81
Kontrol

MTX

MTX+QT

MTX+RA

MTX+QT+RA

Sekil 15: Gruplarin sperm canlilik oranlari

Sperm morfolojisi agisindan yapilan normalite degerlendirmesinde MTX
grubunda normal sperm morfolojisi Kontrol grubuna kiyasla hafif yiiksek bulundu.
MTX+QT grubunda da hafif bir ylikselme goriilirken MTX+RA ve MTX+QT+RA

gruplarinda ise hafif bir diisiisle karsilasildi.

Tablo 17: Gruplarin normal morfolojili sperm oranlar1 (%)

Kontrol
Ort+=SD

Normalite 79,25
(%) +6,32

MTX
(0)5==\])]

82,00
+9,562

MTX+QT
(0)y==\]))

83,00
+8,21

MTX+RA

Ort£SD Ort+SD
78,75 78,00
+11,36 +9,07
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B Normalite (%)

82

81 -

78 A

77 -

75 T 1 1 1 T
Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 16: Gruplarin normal morfolojili sperm oranlar1

Resim 3: Sperm analizinde karsilagilan morfolojik anomaliler. Kirmizi oklar = kirik boyun
anomalisi; sar1 oklar - kopuk bag anomalisi; mavi ok = kopuk kuyruk anomalisi; yesil ok
-> karik kuyruk anomalisi (Eozin y, 400x)
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Motilite degerlendirmesinin sonuglarina bakildiginda ise metotreksatin
motiliteyi ciddi sekilde azalttigi tespit edildi. Quercetin ve rosmarinik asitin ayri ayri
verildikleri MTX+QT ve MTX+RA gruplarinda bu azalmayr kismen onledikleri,
birlikte verildikleri MTX+QT+RA grubunda ise tamamen Onledikleri hatta hafif
arttirdiklar1 goriildii.

Tablo 18: Gruplarin sperm motilite oranlart (%)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Motilite (%) 21,31 13,60 17,12 15,81 22,14
+7,10 +8,01 +12,63 +4,68 +13,08

B Motilite (%)

25 1

15 -+

10 A

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 17: Gruplarin sperm motilite oranlari

4.3. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari
4.3.1. Hematoksilen & Eosin Boyal Preparatlar

Bouin fiksatifiyle tespit edilip H&E ile boyanmis preparatlar incelendiginde
metotreksatin MTX grubunda genel goriiniimii bozdugu ve tedavi gruplarinin bu

bozulmay1 6nemli 6l¢iide onledigi goriildii (Resim 4-9).
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Resim 4: Kontrol grubu testis genel goriinim (H&E, 100x)

Resim 5: Kontrol grubu testis genel goriinim (H&E, 200x)
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Resim 6: MTX grubu testis genel goriiniim (H&E, 100x)

Resim 7: MTX+QT grubu testis genel gériiniim (H&E, 100x)
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Resim 8: MTX+RA grubu testis genel goriiniim (H&E, 100x)

Resim 9: MTX+QT+RA grubu testis genel goriiniim (H&E, 100x)
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Elde edilen seminifer tiibiill ¢ap1 (STC) oOl¢iim sonuclari; metotreksatin
seminifer tiibiil ¢capini hafif arttirdigin1 gosterdi. Tedavi gruplarinda ise yalnizca
quercetinin MTX+QT grubunda seminifer tiibiil capini arttirict etki gosterdigi
goriildi. MTX+RA grubunda sonuclar kontrol grubuna benzer iken MTX+QT+RA

grubunda seminifer tiibiil caplart kontrol grubunun altinda izlendi.

Tablo 19: Gruplarin seminifer tiibiil ¢aplari (m)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+SD Ort+SD Ort£SD Ort+£SD Ort+SD

STC (um) 159,22 161,97 164,56 159,26 157,51
+5,06 +7,70 +13,32 +9,21 +8,75

B Seminifer Tabdl Capi (um)

166 -

164 -

162 -

160 -

158

156 -

154 ~

152

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 18: Gruplarin seminifer tiibiil caplar

Ancak germinal epitel kalinliklarinda (GEK) durum farkli idi. Sonuglar
incelendiginde metotreksatin seminifer tiibiil ¢apini arttirdigi halde germinal epitel
kalimhigimm disiirdiigii goriildii. Tedavi gruplarinin ise tamaminda germinal epitel

kalinliginin Kontrol’e yaklastigi tespit edildi.
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Tablo 20: Gruplarin germinal epitel kalinliklar1 (pum)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

GEK (um) 50,26% 45,912P 49,48° 4783 48,36
+1,40 +2,34 +2,59 +1,96 +1,54

&: Kontrol & MTX = p<0,01
b MTX & MTX+QT - p=0,01

51
50
49
48
47
46
45
44
43

B Germinal Epitel Kalinligr (um)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 19: Gruplarin germinal epitel kalinliklar:

Bu verilerin 15181nda hesaplanan “germinal epitel kalinlig1 / seminifer tiibiil

cap1” oranlarindan metotreksatin orani ciddi sekilde diigiiriicii etki yaptigi (Resim 4),

tedavi gruplariin ise bu diisiisti biiyiik 6l¢tide 6nledigi anlasildi.

Tablo 21: Gruplarin germinal epitel kalinlig1 / seminifer tiibiil ¢ap1 oranlari (%)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort£SD OrtxSD Ort+SD Ortx£SD Ort+SD
GEK/STC 31592 28,39%P 30,15 30,07 30,76°
(%) +1,02 +1,68 +1,56 +1,15 +1,42

&: Kontrol & MTX = p<0,01
P MTX & MTX+QT+RA - p<0,05
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32
31,5
31
30,5
30
29,5
29
28,5
28
27,5
27
26,5

B Germinal Epitel Kalinligi / Seminifer Ttibul Capi (%)

7

' S

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 20: Gruplarin germinal epitel kalinligi / seminifer tiibiil ¢ap1 oranlari

Resim 10: Incelmis germinal epitel (turuncu ¢ift basli oklar) (MTX, H&E, 200x)
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Resim 11: Germinal epitelde kalinlik artis1 (turuncu ¢ift bash oklar) (MTX+QT+RA, H&E,
200x)

Yapilan incelemeler metotreksatin MTX grubunda liimenine germinal hiicre
dokiilmiis tiibiil sayisint (LGHDTS) ciddi sekilde arttirdigi (Resim 5), verilen
antioksidan tedavilerinin ise bu artis1 kayda deger diizeylerde onledigi goriildii. Bu
konuda Kontrol grubuna en yakin sonuglara rosmarinik asit ile tedavi edilen
MTX+RA grubunda ulagildi.

Tablo 22: Gruplarin liimenine germinal hiicre dokiilmiis tiibiil sayisi oranlari (%)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
LGHDTS 2,20 19,91 8,62 3,57 7,72
(%) +3,27 +24.,50 +8,62 +3.43 +7,08
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20
18
16
14
12
10

o N b OO

B Limenine Germinal Hiicre Dokilmis Tabal (%)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 21: Gruplarin limenine germinal hiicre dokiilmiis tiibiil sayisi oranlart

Resim 12: Limenine germinal hiicre dokiilmiis tiibiiller (sar1 oklar) (MTX, H&E, 200x)
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Gruplara uygulanan modifiye Johnson skorlamasi (MJS) sonucunda
metotreksatin MTX grubunda skoru diisiirdiigii ve yine tiim tedavi gruplarinda bu

diisiisiin onemli 6l¢iide Oniine gecildigi goriildii.

Tablo 23: Gruplarin modifiye Johnson skorlari

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+SD Ort=SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

MJS  9,042P 9,63% 9,75° 9,75 9,81
+0,08 +0,21 +0,10 +0,03 +0,13

&: Kontrol & MTX = p<0,01
®: Kontrol & MTX+QT - p<0,05

B Modifiye Johnson Skoru

9,95 -
9,9 -
9,85 A
9,8 -
9,75 A
9,7 -
9,65 -
9,6 -
9,55 A
9,5 -

9,45 T T T T T
Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 22: Gruplarin modifiye Johnson skorlari

Incelemeler sirasinda seminifer tiibiillerin duvarlarinda vakuoller (V) oldugu
goriildii (Resim 6) ve bu vakuolleri igeren tiibiiller (VT) ile igerilen toplam vakuol
sayilar1 belirlendi. Her bir denekten rastgele se¢ilmis 25 tiibiiliin incelenmesiyle
yapilan saymm sonucunda Kontrol grubunda tiibiillerin %3,94’linde bu vakuollere
rastlanirken MTX grubunda metotreksatin bu orami arttirdigi gozlendi. Tedavi
gruplarinda bu artisa gesitli diizeylerde engel olundugu tespit edildi. Bu konuda en

basarili sonu¢ rosmarinik asit ile MTX+RA grubunda alindi.
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Resim 13: Germinal epitelde vakuol (sar1 ok) (MTX, H&E, 400x)

Her bir denekten rastgele segilip incelenen 25 tiibiildeki toplam vakuol sayisi

ise Kontrol grubunda 5,15 bulunurken, metotreksatin MTX grubunda bu sayiy1 ciddi

sekilde arttirdigi, tedavi gruplarinin ise artigi biiyiik oranda onledigi izlendi.

Tablo 24: Gruplarin vakuol igeren tiibiil (%) ve toplam vakuol sayilart

Kontrol MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+=SD Ort=SD Ort£SD Ort£SD
VT 3,94 26,49? 16,94 10,82 13,68
+2.95 +14,46 +9,97 +6,80 +12,88
v 5,15 44,24° 24.48° 16,98 18,98
+5,23 +26,34 +12,08 +14,08 +1867
& Kontrol & MTX = p<0,05 ¢: Kontrol & MTX+QT - p<0,05

> Kontrol & MTX = p<0,05

55



30

25

20

15

10

B VakuollG Tubul Sayisi (%)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA

MTX+QT+RA

Sekil 23: Gruplarin vakuollii tiibiil sayilart

45
40
35
30
25
20
15
10

M Toplam Vakuol Sayisi (100 Tubdlde)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA

MTX+QT+RA

Sekil 24: Gruplarin toplam vakuol sayilar

Yine incelemeler sirasinda germinal epitellerde yer yer ayrilmalarla (Resim 7)

56

karsilagildi ve hem ayrilma izlenen tiibiillerin hem de toplam ayrilma sayilarmin
tespiti yapilip sonuglar gruplar arasinda karsilastirildi. Her denekten rastgele secilen
25 seminifer tiibiiliin germinal epiteli ayrilmalar acisindan degerlendirildi ve elde

edilen sonuglar metotreksatin bu ayrilmalart i¢eren tiibiil sayilarini ve toplam ayrilma




sayilarini arttigini; diger gruplarda verilen antioksidan tedavilerinin ise artig1 degisik
oranlarda oOnledigini gosterdi. Kontrole en yakin sonu¢ alinan tedavi grubu

MTX+RA idi.

Tablo 25: Gruplarin germinal epitelde ayrilma iceren tiibiil oranlar1 (%) ve i¢erdikleri toplam
ayrilma sayilari

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

Ayrilma 27,06%° 60,09%° 50,37°¢ 29,144 44,89

Iceren +15,99 +13,72 +18,55 +09,65 +8,36

Tiibiil

(%)

oplam 11.57% 47,71°9"  29,17" 14,72" 23,68'

yriima +7,58 +15,84 +10,81 45,35 49,29
Sayisi

&: Kontrol & MTX = p<0,01

®: Kontrol & MTX+QT - p<0,05
: MTX & MTX+RA > p<0,01

¢ MTX+QT & MTX+RA > p<0,05

: Kontrol & MTX - p<0,01

: Kontrol & MTX+QT - p<0,05

: MTX & MTX+QT - p<0,01

: MTX & MTX+RA - p<0,01

s MTX & MTX+QT+RA - p<0,01

- > Q =~ o

B Germinal Epitelde Ayrilma iceren Tiibiil Sayisi (%)

60 -

50 -

40 ~

30 -

20

10 A

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 25: Gruplarin germinal epitelinde ayrilma igeren tiibiil sayilar1 (%)
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B Toplam Ayrilma Sayisi

50
45 A
40 ~
35 1
30
25 A
20 A
15 A
10 A

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 26: Gruplarin i¢erdikleri toplam ayrilma sayilari

Resim 14: Germinal epitelde ayrilma (kirmizi ok) ve mikrovakuolizasyonlar (sar1 oklar)
(MTX, H&E, 400x)
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Incelemeler sirasinda karsilasilan bir diger patolojik durum ise seminifer
tiibiillerde kendini mikrovakuolizasyonlar (mV) olarak gosteren apoptozlar ya da tek
hiicre nekrozlar1 idi (Resim 7). Bu patolojik goriiniimlii hiicreler de sayilarak gruplar
aras1 karsilagtirmalar1 yapildi. Her hayvana ait rastgele secilen 25 tiibiiliin
degerlendirilmesiyle elde edilen sonuglar; metotreksatin bu hiicrelerin sayisini

arttirdigini, verilen tedavilerin ise artis1 kismen de olsa engelledigini gosterdi.

Tablo 26: Gruplarin germinal epitelde i¢erdikleri toplam mikrovakuolizasyon sayilari

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

mvV 11,50 19,88 17,13 15,63 16,38
+5,071 +6,937 +6,490 +4,502 +3,292

® Mikrovakuolizasyon

18
16 A
14 A
12 A
10

o N b OO
L

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 27: Gruplarin germinal epitelde icerdikleri toplam mikrovakuolizasyon sayilari

Epididimis kesitlerinin  kalitatif olarak gergeklestirilen histopatolojik
incelemesinde, MTX grubunda liimenlerdeki sperm yiginlarinin seyreldigi goriildii.
Ayrica epitelde yer yer makro ve mikro diizeyde vakuollere rastlandi. Epitel
hiicrelerinin apikallerinde bulunan stereosilyalarin yogunlugunun azaldigi goriildii.

Tedavi gruplarinda ise bu bulgularin azaldig: izlendi.
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Resim 15: Epididimis histopatolojileri; limenindeki sperm yiginlarinda seyrelme (kirmizi
oklar), yer yer makrovakuolizasyon (sar1 ok) ve mikrovakuolizasyonlar (yesil oklar),
stereosilyumlarda azalma (mavi ok) (MTX, H&E, 400x)

4.3.2. Masson Trikrom Boyal Preparatlar

Masson trikrom boyali preparatlarda interstisyel bag dokusunu
degerlendirmek amaciyla yapilan hasar skorlamasinin sonuclari; metotreksatin MTX
grubunda ileri diizeyde olmasa da interstisyel bag doku hasarina neden oldugunu,
quercetinin  ve quercetin&rosmarinik asit kombinasyonunun MTX+QT ve
MTX+QT+RA gruplarinda bu hasara karsi kayda deger bir oOnleyici etki
gosteremediklerini, rosmarinik asitin ise MTX+RA grubunda hasari azalttigin

gosterdi.

60



Tablo 27: Gruplarin interstisyel bag dokusu hasar skorlari (1-5)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort+=SD Ort=SD (0) y==\])) (0)4==\])] Ort£SD
Int. Bag 1,08 1,69 1,67 1,33 1,63
Dokusu +0,02 +0,03 +0,05 +0,10 +0,18
Hasar
Skoru

Kontrol grubunun diger gruplarla tiim ikili karsilagtirmalarinda - p<0,01
MTX+RA grubunun diger gruplarla tiim ikili karsilastirmalarinda - p<0,01

W interstisyel Bag Dokusu Hasar Skoru

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 28: Gruplarn interstisyel bag dokusu hasar skorlar1



Resim 17: Interstisyel alanda dagilmalar (kirmiz1 oklar), tunika albugineada diizensizlik (sar1
oklar), (MTX, Masson Trikrom, 200x)
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Resim 19: MTX+QT grubu (Masson trikrom, 200x)
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Resim 21: MTX+QT+RA grubu (Masson trikrom, 200x)
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4.3.3. Periyodik Asit Schiff Boyal Preparatlar

PAS boyali preparatlarda yapilan bazal membran hasar degerlendirme
skorlamasinin (1-5) sonuglari; metotreksatin bazal membran diizensizligine 6nemli
bir etkisinin olmadigin1 gosterdi. Quercetin MTX+QT grubunda skoru ¢ok hafif

arttirirken diger tedavi gruplar1 Kontrol’e benzer sonuglar verdi.

Tablo 28: Gruplarin bazal membran hasar skorlari (1-5)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
(0)g==\])) (0)5==\])] (0)g==\])) (0)4==\1)] Ort+SD
BM Hasar 1 23 1,25 1,37 1,27 1,24
Skoru +0,12 +0,17 +0,25 +0,14 +0,11

B Bazal Membran Hasar Skoru (1-5)

4,5 -

. -

1 T T T T 1
Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 29: Gruplarin bazal membran hasar skorlar1
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Resim 22: Kontrol grubu (PAS, 400x)

Resim 23: Bazal membranda bozulmalar (sar1 oklar) (MTX, PAS, 400x)
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Resim 24: MTX+QT grubu (PAS, 400x)

Resim 25: MTX+RA grubu (PAS, 400x)



Resim 26: MTX+QT+RA grubu (PAS, 400x)

4.4. Iimmiinohistokimyasal Degerlendirme Sonuclar:

TUNEL boyali preparatlarda yapilan apoptoz degerlendirme sonuglari;
metotreksatin apoptotik indeksi arttirdigini gosterdi. Quercetin MTX+QT grubunda
bu artis1 onleyemezken rosmarinik asit MTX+RA grubunda artisin 6nemli Olcilide

ontine gecti. MTX+QT+RA grubunda da benzer sekilde artis1 onleyici etki goriildii.

Tablo 29: Gruplarin apoptotik hiicre oranlari (%)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Apoptotik 14,08 23,7170 23,12%° 17,45 19,99°
Indeks (%) +0,36 +0,42 +0,28 +0,40 +0,41

& : Gruplarm tiim ikili karsilastirmalarinda = p<0,01
b MTX & MTX+QT - p<0,05
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B Apoptotik indeks (%)

25 1

20 A

15 A

10 A

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 30: Gruplarin apoptotik indeksleri (%)

Resim 27: TUNEL (-) hiicreler (kirmizi oklar) (K, TUNEL, 400x)
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Resim 28: TUNEL (+) hiicreler (sar1 oklar), TUNEL (-) hiicreler (kirmizi oklar) (MTX,
TUNEL, 400x)

Resim 29: TUNEL (+) hiicreler (sar1 oklar), TUNEL (-) hiicreler (kirmizi oklar) (MTX+QT,
TUNEL, 400x)



Resim 30: TUNEL (+) hiicreler (sar1 oklar), TUNEL (-) hiicreler (kirmuzi oklar) (MTX+RA,
TUNEL, 400x)

Resim 31: TUNEL (+) hiicreler (sar1 oklar), TUNEL (-) hiicreler (kirmizi1 oklar)
(MTX+QT+RA, TUNEL, 400x)



4.5. Biyokimyasal Degerlendirme Sonuclar:

Yapilan biyokimyasal incelemeler sonucunda deneklere ait doku MDA
degerleri hesaplandi ve metotreksatin MDA’y1 arttirdigi, quercetin ve rosmarinik
asitin ayr1 ayri verildikleri MTX+QT ve MTX+RA gruplarinda bu artisin 6nemli
Olglide Ontine gectigi, birlikte verildikleri MTX+QT+RA grubunda ise tamamen
onledigi tespit edildi.

Tablo 30: Gruplarin doku MDA seviyeleri (nmol/mg protein)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Ort+SD Ort=SD Ort+£SD Ort=SD Ort=SD
DOkU_M[_)A 11,43 13,49 12,04 12,37 11,40
Seviyesi 14,90 +2,47 +3,43 +3,84 +2,35

B Doku MDA Seviyesi (nmol/mg protein)

13,5 -

13 A

12,5 A

12

11,5 A
11 A

10,5 -

10

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 31: Gruplarin doku MDA seviyeleri

Doku SOD aktivitesine bakildiginda ise metotreksatin azaltici etki yaptigi,
quercetinin MTX+QT grubunda bu azalmayr Onleyemedigi, rosmarinik asitin ise
MTX+RA grubunda metotreksata bagli bu azalmanin neredeyse tamamen Oniine

gectigi  gorildi. MTX+QT+RA grubunda ise sonu¢ MTX+QT grubundakine
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benzerdi. Birlikte verilen QT ve RA’nin metotreksata bagli ortaya c¢ikan SOD

aktivite azalmasini engelleyemedigi, hatta aktiviteyi ¢cok hafif de olsa azalttig1 tespit
edildi.

Tablo 31: Gruplarin doku SOD aktiviteleri (U/mg protein)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
Ort=SD Ort=SD Ort£SD Ort=SD Ort=SD
Doku SOD 35,89 24,89 23,31 31,25 21,69
Aktivitesi +10,95 +7,8 +4,072 +10,85 +4,39

B Doku SOD Aktivitesi (U/mg protein)

40

35 ~

30 A

25 A

20 A

15 A

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 32: Gruplarin doku SOD aktiviteleri

Doku GPx aktivitesinde de metotreksatin aktiviteyi diistiriicii etkisi oldugu
goriildli. Quercetinin MTX+QT grubunda metotreksata bagli bu diisiisii tamamen
onledigi, rosmarinik asitin ise MTX+RA grubunda diisiisii 6nlemekle kalmayip
aktiviteyi Kontrol grubunda tespit edilen degerin de lizerine ¢ikardigi saptandi.
MTX+QT+RA grubunda ise sonuglar MTX+QT grubuna benzer idi. Birlikte verilen
QT ve RA’nin da GPx aktivitesini Kontrol grubunda tespit edilen deger dolaylarinda
tuttugu gortldii.
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Tablo 32: Gruplarin doku GPx aktiviteleri (nmol/dakika/mg protein)

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
(0)g==\])) (0)4==\])] Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Doku GPx 46,08 44,61 47,76 59,54 46,61
Aktivitesi +3,52 +6,62 +1,78 +13,48 +1,88

M Doku GPx Aktivitesi (nmol/dakika/mg protein)

55 -

50 -

45 A

40 -

35 T T T r Y
Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 33: Gruplarin doku GPx aktiviteleri

Doku CAT aktivitesine bakildiginda metotreksatin yine aktiviteyi Kontrol
grubuna kiyasla diisiirdiigli, quercetin ve rosmarinik asitin MTX+QT ve MTX+RA
gruplarinda bu distisii bir miktar engelledigi belirlendi. Ancak quercetin ve
rosmarinik asit birlikte verildikleri MTX+QT+RA grubunda diisiisii tamamen

engelledikleri gibi Kontrol grubunun da {izerine ¢ikardilar.

Tablo 33: Gruplarin doku CAT aktiviteleri (k/g protein)

Kontrol \Y/ D¢ MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

(0)g==\1)) (0)5==\])] (0)g==\])) (0)5==\1)] Ort+SD
DOk_U_CA_T 1,50 1,20 1,30 1,24 1,70
Aktivitesi +0,48 +0,31 +0,12 +0,26 +0,66
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M Doku Katalaz (CAT) Aktivitesi (k/g protein)

1,8
1,6 -
1,4 -
1,2

0,8 -
0,6 -
0,4 -

Kontrol MTX MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA

Sekil 34: Gruplarin doku CAT aktiviteleri

Deneklere ait testis dokularindan elde edilen bu parametrelerin yaninda alinan
kan Orneklerinden testosteron degerleri de &lciildii. Olgiim sonuglarinda
metotreksatin kan testosteron miktarini azalttig1, quercetinin MTX+QT grubunda bu
azalmay1 kismen onledigi, rosmarinik asitin ise MTX+RA grubunda azalmay1 daha
da derinlestirdigi goriildii. MTX+QT+RA grubunda da diisiis belirgindi.

Tablo 34: Gruplarin Kan testosteron seviyeleri (pg/ml)

Kontrol \Y/ D¢ MTX+QT MTX+RA MTX+QT+RA
(0)g==\])) (0)4==\])] (0)4==\])] (0)4==\])] Ort+SD
Kan 5940,13%P°¢ 4166,04°  431535°  3779,56°  3410,05
Testosteron 146,79 +1063,93 +£782,03 +490,06 +916,98
Seviyesi
&: Kontrol & MTX = p<0,01 ¢: Kontrol & MTX+RA - p<0,01
> Kontrol & MTX+QT - p<0,01 ¢ Kontrol & MTX+QT+RA - p<0,01

75



6000

5000

4000

3000

2000

1000

M Kan Testosteron Seviyesi (pg/ml)

Kontrol

MTX MTX+QT MTX+RA

MTX+QT+RA

Sekil 35: Gruplarin kan testosteron seviyeleri
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5. TARTISMA

Kanser basitge hiicrelerin anormal biiyiimesidir. Herhangi bir organ veya
viicut yapisindan kaynaklanan kanserler, biiyiimeyi durdurma yetenegini kaybetmis
kii¢iik hiicrelerden olusmaktadir. 20. yiizyilin en korkulan hastaliklarindan biri olan
kanser, 21. yiizyilda siireklilik ve artan insidansla daha da yayilmaktadir. Durum o
kadar endise vericidir ki, her dort kisiden biri yasam boyu kanser riski tagimakta, her

yil diinya ¢apinda 14 milyonun {izerinde yeni kanser vakasi kaydedilmektedir (46).

Sik goriilen diger bir hastalik grubu ise sistemik inflamatuar hastaliklardir. Bu
hastalik grubunun en 6nemli iiyelerinden biri olan romatoid artrit, en sik 40-70 yaglar
arasinda goriilmekle birlikte her yasta ortaya ¢ikabilen, insidansi yasla birlikte artan
ve toplamda popiilasyonun yaklasik %]1'ini etkileyen ¢ok ciddi bir saglik
problemidir. Esas olarak diartrodial eklemi etkileyen ve sistemik inflamasyonla
seyreden bu hastalik, inflamatuar artritin en yaygin seklidir ve maliyet, sakatlik,

tiretkenlik kaybi gibi agilardan 6nemli toplumsal etkilere sahiptir (47).

Sebep oldugu komorbid durumlar nedeniyle ciddi toplumsal etkilere sahip bir
diger sistemik inflamatuar hastalik ise psoriasistir. Papiiloskuamoz bir deri hastaligi
olan psoriasis, yakaladig1 bireyi, yasam kalitesinde bozulma ve buna bagl depresif
hastalik, kardiyovaskiiler hastalik ve psoriatik artrit gibi ciddi saglik problemleri ile
kars1 karsiya getirmekte, bireyin ve dolayisiyla toplumun saglhigini son derece

olumsuz etkilemektedir (48).

Yine sistemik inflamatuar hastaliklar grubuna ait olup ciddi klinigi ve ytliksek
insidanst ile karsimiza ¢ikan bir baska hastalik sistemik lupus eritematozistir (SLE).
SLE, niikleer ve sitoplazmik antijenlere karsi otoantikor iiretimi, ¢cok sayida farkli
klinik ve immiinolojik anormallikler ve ataklarla seyreden bir klinik ile karakterize
kronik otoimmiin bir hastaliktir. Coklu organ tutulumu yapabilen SLE son derece

agir klinik tablolarla karsimiza gelebilmektedir (49).

Metotreksat (MTX), giinlimiizde, bahsi gecen tiim bu hastaliklarin yani sira
daha pek ¢ogunun tedavisinde ortak olarak kullanilan ve bu nedenle ¢ok biiytik klinik
Ooneme sahip bir ajandir. Akut lenfoblastik 16semi, Burkitt lenfoma, non-Hodgkin

lenfoma, koryokarsinom, osteosarkom, meme kanseri, bas ve boyun kanserleri,
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ovaryum kanseri, mesane kanseri vb. pek ¢ok malign neoplazinin yaninda romatoid
artrit, psoriasis, sistemik lupus eritematozus, dermatomiyozit, graft-versus-host
hastaligi, Crohn hastalig1 gibi bir¢ok non-neoplastik hastaligin tedavisinde de tercih
edilmektedir (3-5, 25).

Esas olarak bir folik asit antagonisti olan MTX, DNA oOnciillerinin sentezini
inhibe ederek hiicre dongiisiiniin S-fazindaki hiicrelere etki eder (25) ve bu ozelligi
sayesinde antiproliferatif, antiinflamatuar ve immiinomodulator etkiler gosterir.
Ancak ne yazik ki MTX’in DNA sentezi, onarimi ve hiicresel replikasyon iizerindeki
inhibe edici etkileri saglikli doku ve hiicreleri de etkilemekte ve bu durum MTX’in
klinik 6nemine golge diisiirmektedir (27). MTX’in saglikli hiicreler iizerindeki
olumsuz etkilerine bagli olarak bir¢ok hiicre tipi etkilenebilmektedir. Fakat hizli
cogalan hiicreler olmalar1 nedeniyle 6zellikle spermatogenik seri hiicrelerinde etki
daha belirgin olarak karsimiza ¢ikmaktadir (27, 28). MTX in testiste sebep oldugu
seminifer tlibiil hasari, kan-testis bariyer hasari, sperm DNA hasari, oligospermi,
Sertoli ve Leydig hiicrelerinde proliferasyon baskilanmasi, spermatogenik seri
hiicrelerinde apoptoz gibi toksik etkileri bireyin lireme kapasitesini etkilemekte ve
infertiliteye kadar varabilen olumsuz sonuglara sebep olabilmektedir (23, 24).
MTX’in bu olumsuz etkilerini gidermek amaciyla yapilan calismalar MTX ile
indiiklenen testis hasarinin patogenezinde oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigini

gosterince de dikkatler antioksidan maddelere yonelmistir (24, 27).

Antioksidan maddelerin ¢alismalara en c¢ok konu olan gruplarindan biri
polifenollerdir. Ciinkii polifenoller giiclii antioksidan, antialerjik, antimikrobiyal,
antikanserojen ve antiinflamatuar Ozelliklere sahip olmalarimin yani sira timor
hiicresi proliferasyonu, karsinojenez, bronsiyal astim, peptik iilser, ateroskleroz,
spazmojenik  bozukluklar, apoptoz, iskemik Kkalp hastaligi, hiperglisemi,
hepatotoksisite, depresyon, katarakt, zayif sperm hareketliligi ve metastaz gibi pek
cok hastalifa ve saglik riskine karsi hayati roller oynadigi tespit edilmis
molekiillerdir (30). Polifenolik bilesikler i¢inde en 6nde gelenler ise quercetin ve
rosmarinik asittir (31, 30).
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Tim bu sebeplerden 6tiirli biz de ¢alismamizda metotreksatin indiikledigi
testis hasarini quercetin, rosmarinik asit ve ikisinin kombinasyonu ile gidermeyi

amagladik.

Sonuglara baktigimizda metotreksatin beklendigi {izere neredeyse tiim
parametrelerde olumsuz etki yaptigini gordiik. Olumlu etki yaptig1 3 parametrede de
istatistiksel olarak anlamlilik bulamadik. Bu parametrelerden biri seminifer tiibiil
capt idi. MTX istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da seminifer tiibiil ¢capini hafif
arttirdi ancak diger taraftan germinal epitel kalinligini istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiirdii. Dolayisiyla seminifer tiibiil capinin hafif de olsa artmasi germinal
epitel kalinlig1 / seminifer tiibiil ¢ap1 oranindaki diislisii daha da derinlestirdi. Bu da
kesitlere oransal olarak son derece incelmis germinal epiteller olarak yansidi.
Literatirde MTX kullanimina bagli olarak seminifer tiibiil ¢aplarinda bu sekilde
istatistiksel anlamsiz artislara rastlamak miimkiindii. Nouri ve ark. Wistar cinsi
siganlara 14 giin boyunca her giin diisiik doz (1 mg/kg) MTX verdiklerinde seminifer
tiibiil caplarinda istatistiksel anlamsiz hafif bir artis gordiiler ancak ayni deneyde
MTX wuygulama siiresini 28 giine ¢ikardiklarinda seminifer tiibiil caplarinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigiinii tespit ettiler (25). Biz de buradan yola
cikarak tek dozluk uygulamalarda nadir de olsa bdyle sonuclarla karsilasilabilecegini
ancak uzun dénem maruziyette MTX’in seminifer tiibiil ¢capini diisiiriicli etkisinin
belirgin bir sekilde ortaya cikacagini diisiindiik. Aym1 ¢alismada germinal epitel
kalinliklarina bakildiginda ise 14 ve 28 giin diisik doz MTX uygulamalarmin her

ikisinin sonucunda da istatistiksel anlaml diisiis goriildii.

Metotreksatin beklenenin tersine olumlu etki gosterdigi diger parametreler
sperm analizi ile ilgiliydi. Calismamizda yalnizca MTX grubunun degil diger
gruplarin da sperm analiz sonuglarinda yer yer literatiire uymayan durumlarla
karsilasildi.  Kan  testosteron  diizeylerini  diistiren  rosmarinik  asit ve
quercetin&rosmarinik asit kombinasyonunun sperm analiz parametrelerinde
birbirleri ile benzer sonuglar vermeleri, kan testosteron diizeylerini MTX grubuna
kiyasla yiikselten quercetinin ise onlarla genellikle ters sonuglar vermesi bize

sonuclarin testosteron diizeyleri ile iligkili olup rastlantisal olmayabilecegini

79



diistindiirdii. Ancak genel olarak sperm analiz parametrelerinin istatistiksel

analizinde herhangi bir anlamlilik bulunamadi.

Deney sonu viicut kiitlesi, testis kiitlesi, testis kiitle indeksi, sperm motilitesi,
germinal epitel kalinligi, germinal epitel kalinligi / seminifer tiibiil ¢ap1 orani,
liimenine germinal hiicre dokiilmiis tiibiil sayisi, modifiye Johnson skoru, germinal
epitelde vakuol iceren tiibiil sayisi, toplam vakuol sayisi, germinal epitelde ayrilma
iceren tiibiil sayisi, toplam ayrilma sayisi, germinal epitelde karsilasilan
mikrovakuolizasyon sayisi, apoptotik indeks, interstisyel bag doku hasar skoru, bazal
membran hasar skoru, doku MDA, SOD, GPX, CAT degerleri ve kan testosteron
diizeyi seklinde siralanan diger tiim parametrelerde metotreksatin beklendigi gibi
olumsuz etki yaptig1 goriildii. Ayrica gruplardaki hayvan sayilarimiz az olmasina
ragmen sonuglarin bir¢ogu istatistiksel olarak anlamli idi. Hatta bunlarin i¢inde gok

sayida ileri derecede anlamli sonu¢ da mevcuttu.

Metotreksatin testiste sebep oldugu hasar agisindan literatiire bakildiginda
sonuclarin ¢aligmamizla benzer oldugu goriildii. Giiveng ve ark. sicanlara verdigi tek
doz 20 mg/kg MTX’in deneklerde viicut ve testis kiitlelerini azalttigini, spermlerde
motiliteyi azalttigini, biyokimyasal olarak ise doku MDA diizeylerini arttirirken doku
GPX diizeylerini azalttigin1 bildirdi (50). Bir baska calismada Morsy ve ark.
metotreksatin sicanlarda testis kiitlesini diisiirdigiinii, germinal epitel kalinligini
azalttigini, testiste histopatolojik hasara sebep oldugunu ve spermatogenezi
bozdugunu, doku MDA seviyelerini arttirdigini, doku SOD ve serum testosteron
seviyelerini diisiirdiglinii bildirdi (23). Yulug ve ark. ise 30 mg/kg tek doz MTX
uygulamasinin testiste Johnson biyopsi skorunu diisiirdiigiinii, apoptotik indeksi
arttirdigini, doku ve plazma MDA seviyelerini arttirirtken doku SOD ve CAT
degerlerini azalttigin1 rapor etti (3). Biz de c¢alismamizda uygulanan modifiye
Johnson skorunda MTX grubunda istatistiksel anlamli bir diisiis, apoptotik indekste
ise ileri derecede anlamli bir artis tespit ettik. Baska bir ¢calismada Koehler ve ark. 14
hafta boyunca haftada bir intravenéz 6 mg/kg MTX uyguladiklar1 Yeni Zellanda
tavsanlariin spermatositlerinde sitoplazmik sismelerin ve vakuolizasyonlarin
arttiginmi bildirdi (51). Bir diger calismada Badri ve ark. MTX’in siganlarda serum

testosteron seviyelerini diislirdiiglinii bildirdi (52). Bizim c¢aligmamizda da MTX
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grubunda serum testosteron diizeylerindeki diisiis istatistiksel olarak ileri derecede

anlaml idi.

Tedavi gruplarina bakildiginda ise genel olarak gayet iyi bir profil ¢izdikleri
gorildii. Tim tedavi gruplarinda MTX grubuna kiyasla istisnalar hari¢ neredeyse
tiim parametrelere olumlu etkiler tespit edildi. Verilen antioksidan tedavilerinin az da
olsa bazi parametrelerde olumsuz etki yaptigir da goriildii ancak bunlarin hig¢birinde

istatistiksel anlamlilik bulunamadi.

Tedavi gruplarinda deney sonunda viicut kiitlelerinin olumsuz etkilendigi
goriildii ancak bu durum testis kiitlelerine ayn1 sekilde yansimadi. Tedavi gruplarinda
denekler yeterli kilo alamamis ya da kilo kaybetmis olsalar bile verilen antioksidan
tedavileri testislerin bu durumdan etkilenmelerinin 6niine gecti. MTX grubunda,
testis kiitleleri viicut kiitlelerine kiyasla oransal olarak daha fazla zarar gordiigiinden
testis kiitle indeksleri diisiik bulundu. Fakat verilen antioksidanlar sayesinde tedavi

gruplarinda indeksler kontrol grubundan bile daha yiiksek olarak hesaplandi.

Tedavi  gruplarinda  antioksidanlarin  olumsuz  etki  gosterdikleri
parametrelerden biri de kan testosteron diizeyleri idi. Metotreksatin MTX grubunda
kan testosteron diizeylerini istatistiksel olarak ileri derecede anlamli sekilde
diistirdligli goriildii. Verilen antioksidanlardan bu diisiisii kismen de olsa engelleyen
MTX+QT grubunda quercetin oldu. MTX+RA ve MTX+QT+RA gruplarinda diisiis
engellenemedi hatta daha da derinlesti. Ancak calismamizda, tiim tedavi gruplarinda
verilen antioksidanlarin pek cok parametreye diizeltici etki yaptigi, testisin genel
histolojik goriintiisiinii gézle goriiliir sekilde diizelttigi tespit edilmisken testosteron
diizeylerinde ayn1 basariy1 gosterememeleri diisiindiiriicli idi. Bu konuda yaptigimiz
literatiir taramasi sirasinda rosmarinik asitin kan testosteron diizeylerine etkilerine
dair ¢ok fazla yaymna rastlayamadik. Keza literatiirde quercetin ve rosmarinik asitin
kombinasyon seklinde kullanildig:1 herhangi bir ¢alisma da bulunmamaktaydi. Fakat
rosmarinik asitin kan testosteron diizeylerine etkisi hakkinda ulastigimiz smirh
sayidaki yayindan edindigimiz kanaat bu durumun deney siiremizin 1 hafta
olmasindan kaynakli olabilecegi oldu. Zira Hajhosseini ve ark. sicanlarda yaptig
calismada 6 hafta boyunca 5 mg/kg dozunda verdikleri rosmarinik asitin kan

testosteron seviyelerini istatistiksel anlamli sekilde yiikselttigini bildirdi (53). Baska
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bir ¢alismada Georgy ve ark. siganlarda rosmarinik asitin doksorubisin tarafindan
diistiriilen kan testosteron diizeylerini yiikselttigini tespit etti ancak caligmalarinda

kullandiklar1 rosmarinik asit dozu 75 mg/kg ve tedavi siiresi 2 hafta idi (54).

Sicanlar iizerinde yapilan bir diger c¢alismada Uyetiitk ve ark. bizim
calismamiza kiyasla yine daha yiiksek doz (50 mg/kg) ve daha uzun siire (10 giin)
rosmarinik asit tedavisinin doksorubisine bagli diisen kan testosteron diizeylerini
yiikselttigini raporladi (55). Uyetiirk ve ark.’min calismasinda rosmarinik asit
uygulama siiresi bizim ¢aligmamiza kiyasla ¢ok da uzun degildi ama zaten ¢alismada
rosmarinik asitin kan testosteron diizeyini yiikselttigi verisi istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.

Ote yandan literatiirde bu konuda farkli goriislere de rastladik. Li ve ark.
yayinladiklar1 makalenin tartisma bdliimiinde “Bu deneyde RA, testosteron ile ilgili
olarak antagonistik etkiler sergilemistir.” ifadesini kullandi. Ancak yayindaki bu
ifadenin yazilma sebebine isaret eden tabloya baktigimizda Li ve ark.’nin primer kil
folikiil ~ fibroblast hiicrelerine hiicre kiiltiir ~ortaminda testosteronu ve
testosteron+rosmarinik asiti ayri1 ayri uyguladiklarini, testosteronun bu hiicrelerde
canlilik oranini diisiirdiglinti, rosmarinik asitin bu diisiisii 6nledigini, bu durumun ise
yayinda testosterona antagonist etki olarak yorumlandigini gordiik (56). Bir diger
calismada Nusier ve ark. rosmarinik asitten zengin biberiye (Rosmarinus officinalis)
ekstraktin1 sicanlar iizerinde 9 hafta boyunca 500 mg/kg dozunda uyguladi ve
sonugta deneklerde kan testosteron diizeylerinin diistiigiinii ve deneklerin
fertilitelerinin zarar gordiigiinii bildirdi (57). Bu calisma bizi bu konuda bir fikir
sahibi etse de calismada rosmarinik asit yerine biberiye (Rosmarinus officinalis)
ekstrakti kullanilmasi, tedavi siiresinin (9 hafta) ve verilen dozun (500 mg/kg) ¢ok

yiiksek olmasi, sonuglarin bizim ¢alismamizla karsilastirilmasini imkansiz kiliyordu.

Calismamizda verdigimiz antioksidan tedavileri ¢ok sayida parametrede
olumlu etki gosterdi. Ama bunlar i¢cinde en basarili sonuglar aliman parametre
apoptotik indeks idi. Metotreksat MTX grubunda apoptotik indeksi istatistiksel
olarak ileri derecede anlaml1 sekilde yiikseltirken antioksidan tedavileri bu artig1 yine

ileri derecede anlamli sekilde onlediler.
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Tedavi gruplarinda elde ettigimiz olumlu etkiler agisindan literatiire
baktigimizda sonuglarimizin literatiirle uyumlu oldugunu gordiik. Uyetiirk ve ark.
daha 6nce bahsettigimiz doksorubisine bagli gelisen testis hasarina karsi rosmarinik
asitin koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda rosmarinik asitin Johnson
skorunu ylikselttigini, apoptotik indeksi diislirdiiglinii, doku MDA degerlerini
diistiriirken doku GPx degerlerini yiikselttigini tespit ettiler (55). Bostancieri ve ark.
cisplatine bagli gelisen testis hasarina karsi quercetinin etkilerini arastirdiklar
caligmada quercetinin seminifer tiibiill capin1 ve germinal epitel kalinligim
arttirdigini, tiibiiler atrofi ve vakuolizasyonlar1 azalttigini, apoptotik indeksi
diistirdiigiinii, doku MDA seviyelerini azaltirken doku CAT seviyelerini arttirdigini
rapor etti (58). Bir baska calismada Abarikwu ve ark. biitil fitalat ile hasarladiklar
testiste quercetinin testis kitle indeksini arttirdigini, seminifer tiibiil capini ve
germinal epitel kalinligini arttirdigini, doku MDA seviyelerini diislirdiigiinii bildirdi
(59). Giir ve ark. testiste cisplatin hasarina karsi rosmarinik asitin germinal epitel
kalinligin1 arttirdigini, Johnson skorunu arttirdigini, liimenine germinal hiicre
dokiilmiis tliblil sayisini azalttigini, apoptotik indeksi diisiirdiigiinii, sperm motilite ve
vitalitesini arttirdigin1 raporladi (60). Wang ve ark. ¢alismalarinda quercetinin testis
kiitlelerini ve kan testosteron seviyelerini arttirdigini tespit etti (61). Ahmed ve ark.
doksorubisinle indiiklenen testis hasarina karsi quercetinin ve quercetin&sitagliptin
kombinasyonunun etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada her iki tedavinin de
histopatolojik hasar1 azalttigini, apoptotik indeksi disiirdiiglinii, kan testosteron ve
GPX degerlerini yiikselttigini bildirdi (62). Georgy ve ark. doksorubisine bagh
gelisen testis hasarma karsi rosmarinik asitin testis kiitle indeksini yiikselttigini,
toplam sperm sayisini ve sperm motilitesini arttirdigini, doku MDA diizeylerini
diigiirdiigiinii saptadi. Ayni ¢aligmada rosmarinik asit&ellajik asit kombinasyonunun
testis kiitlelerini ve testis kiitle indekslerini yiikselttigini, toplam sperm sayist ile
sperm motilitesini arttirdigini, doku MDA diizeylerini diislirdiigiinii tespit etti (54).

Bahsi gecen bu literatiir verilerinin tamami bizim ¢aligmamizla ortiismekte idi.
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6. SONUC VE ONERILER

Quercetinin,  rosmarinik  asitin ~ ve  quercetin&rosmarinik  asit
kombinasyonunun metotreksata bagli testis hasarina etkilerini arastirdigimiz 7
giinliik bu ¢alismamizda;

1- MTX grubunda 5. giin uygulanan 30 mg/kg tek doz metotreksatin Kontrol
grubuna kiyasla;

a.

b.

Deneklerde viicut kiitlesini diisiirdiigiinii,

Testis kiitlesini diislirdiiglin,

Testis kiitle indeksini diisiirdiigiinti,

Sperm motilitesini diigiirdiigiini,

Germinal epitel kalinligini azalttigini,

Germinal epitel kalinlig1 / seminifer tiibiil cap1 oranin diisiirdiigiini,
Liimenine germinal hiicre dokiilmis tiibiil sayisini arttirdigini,
Modifiye Johnson skorunu diistirdiigiinii,

Vakuol iceren tiibiil sayisini1 ve toplam vakuol sayisini arttirdigini,

Germinal epitelde ayrilma igeren tiibiil sayisin1 ve toplam ayrilma
sayisini arttirdigini,

Mikrovakuolizasyon sayisini arttirdigini,
Apoptotik indeksi yiikselttigini,

Interstisyel bag dokusu hasar skorunu yiikselttigini,
Bazal membran hasar skorunu yiikselttigini,

Doku MDA seviyelerini yiikselttigini,

Doku SOD seviyelerini diistirdiigiinii,

Doku GPX seviyelerini diistirdiigiini,

Doku CAT seviyelerini diistirdiigiinii,

Kan testosteron seviyelerini diisiirdiigiinii tespit ettik.
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2- MTX+QT grubunda 5. giin uygulanan 30 mg/kg tek doz metotreksata
ilaveten 7 giin boyunca her giin uygulanan 30 mg/kg quercetinin MTX grubuna

kiyasla;

a.

b.

g.

r.

Testis kiitlesini yiikselttigini,

Testis kiitle indeksini yiikselttigini,

Sperm motilitesini yiikselttigini,

Anormal sperm oranini diisiirdiigiinti,

Seminifer tiibiil ¢apin1 arttirdigin,

Germinal epitel kalinligini arttirdigini,

Germinal epitel kalinlig1 / seminifer tiibiil cap1 oranini arttirdigini,
Liimenine germinal hiicre dokiilmiis tiibiil sayisin1 azalttigini,
Modifiye Johnson skorunu yiikselttigini,

Vakuol iceren tiibiil sayisini ve toplam vakuol sayisini azalttigini,

Germinal epitelde ayrilma igeren tiibiil sayisin1 ve toplam ayrilma
sayisini azalttigini,

Mikrovakuolizasyon sayisini azalttigini,

Apoptotik indeksi diisiirdiigiinii,

Interstisyel bag dokusu hasar skorunu diisiirdiigiinii,
Doku MDA seviyelerini diistirdiigiinii,

Doku GPX seviyelerini yiikselttigini,

Doku CAT seviyelerini yiikselttigini,

Kan testosteron seviyelerini yiikselttigini tespit ettik.

3- MTX+RA grubunda 5. giin uygulanan 30 mg/kg tek doz metotreksata
ilaveten 7 giin boyunca her giin uygulanan 30 mg/kg rosmarinik asitin MTX grubuna

kiyasla;

a.
b.

C.

Testis kiitle indeksini yiikselttigini,
Toplam sperm sayisini yiikselttigini,

Sperm vitalitesini yiikselttigini,
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p.
g.

Sperm motilitesini yiikselttigini,

Germinal epitel kalinligini arttirdigini,

Germinal epitel kalinlig1 / seminifer tiibiil cap1 oranini arttirdigina,
Liimenine germinal hiicre dokiilmis tiibiil sayisin1 azalttigini,
Modifiye Johnson skorunu yiikselttigini,

Vakuol igeren tiibiil sayisin1 ve toplam vakuol sayisin1 azalttigini,

Germinal epitelde ayrilma igeren tiiblil sayisin1 ve toplam ayrilma
sayisini azalttigini,

Mikrovakuolizasyon sayisini azalttigini,

Apoptotik indeksi diistirdiigiini,

Interstisyel bag dokusu hasar skorunu diisiirdiigiinii,
Doku MDA seviyelerini diisiirdiigiinii,

Doku SOD seviyelerini yiikselttigini,

Doku GPX seviyelerini yiikselttigini,

Doku CAT seviyelerini yiikselttigini tespit ettik.

4- MTX+QT+RA grubunda 5. giin uygulanan 30 mg/kg tek doz metotreksata
ilaveten 7 glin boyunca her giin uygulanan 15 mg/kg quercetin + 15 mg/kg
rosmarinik asitin MTX grubuna kiyasla;

a.

b.

Testis kiitlesini yiikselttigini,

Testis kiitle indeksini ytikselttigini,

Toplam sperm sayisini yiikselttigini,

Sperm vitalitesini yiikselttigini,

Sperm motilitesini yiikselttigini,

Germinal epitel kalinligini arttirdigini,

Germinal epitel kalinlig1 / seminifer tiibiil cap1 oranini arttirdigini,
Liimenine germinal hiicre dokiilmiis tiibiil say1sin1 azalttiini,

Modifiye Johnson skorunu yiikselttigini,
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J- Vakuol igeren tiibiil sayisini ve toplam vakuol sayisini azalttigini,

K. Germinal epitelde ayrilma igeren tiiblil sayisin1 ve toplam ayrilma
sayisini azalttigini,

I Mikrovakuolizasyon sayisini azalttigini,

m. Apoptotik indeksi diisiirdiigiinti,

n. Interstisyel bag dokusu hasar skorunu diisiirdiigiinii,
0. Bazal membran hasar skorunu diistirdiigiinii,

p. Doku MDA seviyelerini diisiirdiigiinii,

q. Doku GPX seviyelerini yiikselttigini,

r. Doku CAT seviyelerini yiikselttigini tespit ettik.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglarin ileride yapilacak olan deneysel ve
kilinik aragtirmalara 1g1k tutacagi kanaatindeyiz. Calismamiz metotreksata bagh
gelisen testis toksisitesine karsi quercetinin etkilerinin arastirildigr ilk calismadir.
Calismamiz ayni1 zamanda testiste rosmarinik asitin etkilerinin incelendigi nadir
caligmalardan  biridir. Dahasi ¢alismamiz quercetin & rosmarinik asit
kombinasyonunun denendigi ilk ¢alismadir. Bu yo6nleriyle aragtirmamiz literatiirdeki
pek ¢ok boslugu dolduracak, yapilacak olan ileri arastirmalara 6n ayak olacaktir. Bu
konuda ileri arastirmalar yapacak arastirmacilara;

- [statistiksel olarak daha kesin sonuglar elde edebilmek igin gruplardaki
hayvan sayilarini arttirmalarini,

- Daha iyi kiyas yapabilmek amaciyla ¢aligmaya saf antioksidan gruplar
eklemelerini,

- Kullanilan maddelerin etkilerini daha iyi saptamak amaciyla deney siiresini
uzatmalarini,

- Kullanilan maddelerin farkli dozlarin1 denemelerini,

- Metotreksatin klinikte kullanildig: bir hastaligin modellemesini yapip benzer
bir calisma tatbik ederek verilen antioksidanlarin metotreksatin hastaligi
tedavi edici etkisine herhangi bir zarar verip vermedigini arastirmalarini,

- Daha zengin veriler elde edebilmek i¢in flow sitometri, konfokal mikroskopi,
elektron mikroskopi, hiicre kiiltlirii vb daha ileri tekniklerle parametreleri
genisletmelerini Onerebiliriz.
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