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OZET

SICANLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI TESTIS HASARI
UZERINE MEZENKIiMAL KOK HUCRENIN HiSTOPATOLOJIK
ETKISI.

Halat M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji-

Embriyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017

Metotreksat (MTX) bir folik asit antagonisti, antiproliferatif, anti-inflamatuar ve
immiinomodiilator etkilere sahiptir. Akut lenfoblastik 16semi, non-hodgkin lenfoma, meme
kanseri ve bas boyun kanserlerinin tedavisinde kullanildigi gibi kanser olmayan
hastaliklarda da (romatoid artrit) kullanilmaktadir. MTX neden oldugu oksidatif strese bagl
testikiiler hasar1 spermatojenik hiicreleri ve sertoli hiicreleri {lizerinde olmaktadir. Ayni
zamanda leydig hiicrelerinde de fonksiyon bozukluguna ve buna bagl olarak testosteron
seviyesinde azalmaya neden olmaktadir. Kemoterapotik ilaglarin zararl etkilerine ¢ok
duyarli olan spermatojenik hiicrelere verdigi zararlar sonucu MTX infertiliteye yol
acabilecek ajanlar arasinda belirtilmistir. Kok hiicreler, kendilerini yenileme, bir
organizmanin yasami boyunca kaybolan hiicrelerinin yerini yenisinin almasi ve fonksiyonel
olarak farklilagmis hiicreleri olusturabilme kapasitesine sahip hiicrelerdir. Her ne kadar kok
hiicrelerin kendini yenileyerek boliinmeleri ile sonsuz bdliinebildikleri diisiiniilse de kok
hiicrelerin sonsuz ¢ogalabilme yeteneklerini gosteren ¢ok az kanit vardir. Kok hiicreler
viicutta, epitel yenilenmesi, hematopoez ve spermatogenez gibi rejenerasyona katkida
bulunurlar. Sican kemik iliginde alinacak olan mezenkimal kaynakli kok hiicreler uygun
ortamda pasaj 3’e getirilecek. Bu kok hiicreler Red Fluorescent Proteinle (RFP)
isaretlenecek. Kok hiicreler RFP ile isaretlendigi i¢in florasans mikroskop yardimi ile
verdigimiz kok hiicrelerin testiste varligi gosterilmis olacak. Flow sitometrik, mezenkimal
kok hiicrelerin yiizey marker’inin ekspresyonu analiz etmek i¢cin CD 11b, CD 29, CD 45 ve
CD 90 kullanilacaktir.

Kemik iliginden aldigimiz kok hiicreleri Flow sitometride CD 29 ve CD 90 markerlar ile

mezenkimal kok hiicrenin pozitif ekspresyonu gosterilecektir.
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Hematopoetik belirteglerden olan CD 45 ve CD 11b ile negatif ekspresyon oldugu

gosterilecektir.

Akciger dokusunda flowsitometri ile CD 34 negatif olarak belirlenmesi ile kok hiicrenin

mezenkimal kaynakli kok hiicre oldugu belirlenecektir.

Anahtar Kelimeler: Metotreaksat, Kok hiicre, Testis
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ABSTRACT

HiSTOPATHOLOGICAL EFFECT OF THE MESENCHYMAL STEM
CELL ON METHOTREXATE-INDUCED TESTIS INJURY iN RATS.

Halat M. Adnan Menderes University Health Science Institute Histology-Embrology
Program Graduate thesis, Aydin, 2017

Methotrexate (MTX) has a folic acid antagonist, antiproliferative, anti-inflammatory and
immunomodulatory effects. MTX is used in the treatment of acute lymphoblastic leukemia
non-hodgkin lymphoma, breast cancer and head and neck cancer, as well as non-cancer
diseases (rheumatoid arthritis). The oxidative stress-induced testicular damage caused by
MTX is on spermatogenic cells and sertoli cells. It also causes dysfunction in leydig cells
and consequently decrease in testosterone level. The damages to spermatogenic cells, which
are very sensitive to the harmful effects of chemotherapeutic drugs, are among the agents
that can lead to MTX infertility. Stem cells are cells that have the capacity to regenerate
themselves, to take the place of cells lost during the life of an organism, and to form
functionally differentiated cells. Although the stem cells are thought to be infinitely
divisible by renewing themselves, there is little evidence that stem cells have the ability to
reproduce infinitely. Stem cells contribute to regeneration in the body, such as epithelial
regeneration, hematopoiesis, and spermatogenesis. The mesenchymal stem cells to be
removed in the rat bone marrow will be brought to passage 3 in the appropriate
environment. These stem cells will be marked with Red Fluorescent protein. Because the
stem cells are labeled with Red Fluorescent Protein, the presence of the stem cells we give
with the help of a fluorescence microscope will be shown to the testis. CD 11b, CD 29, CD
45 and CD 90 will be used to analyze the expression of flow cytometric, surface marker of
mesenchymal stem cells. The stem cells we obtained from bone marrow will show positive
expression of the mesenchymal stem cell with Flow cytometride CD 29 and CD 90 markers.
Negative expression with CD45 and CD11b, which are hematopoietic markers, will be
shown. Flow cytometry and CD34 negative determination of lung tissue will determine the

root cell as mesenchymal stem cell.

Keywords: Metotreaksat, Stem cells, Testis
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1. GIRIS

2012 yilinda kanserden kaynakli 4,3 milyon erken 6liim vardi ve erken Oliimlerin

2012 den 2030 yilina kadar %44 oraninda artmasi beklenmektedir (WHO, 2015).

Metotreksat (MTX) bir folik asit antagonisti, antiproliferatif, antiinflamatuar ve
immiinomodilator etkilere sahiptir (Sonmez ve ark, 2016). Akut lenfoblastik 16semi, non-
hodgkin lenfoma, meme kanseri ve bas boyun kanserlerinin tedavisinde kullanildig1 gibi
kanser olmayan hastaliklarda da (romatoid artrit) kullanilmaktadir (Yulug ve ark, 2013).
MTX neden oldugu oksidatif strese bagl testikiiler hasar1 spermatojenik hiicreleri ve sertoli
hiicreleri iizerinde olmaktadir. Ayn1 zamanda leydig hiicrelerinde de fonksiyon bozukluguna
ve buna bagli olarak testosteron seviyesinde azalmaya neden olmaktadir. Kemoterapotik
ilaglarin zararl etkilerine ¢ok duyarli olan spermatojenik hiicrelere verdigi zararlar sonucu
MTX infertiliteye yol agabilecek ajanlar arasinda belirtilmistir (Oktar ve ark (2010); Vardi
ve ark, 2010). Kok hiicreler, kendilerini yenileme, bir organizmanin yasami boyunca
kaybolan hiicrelerinin yerini yenisinin almasi ve fonksiyonel olarak farklilasmis hiicreleri
olusturabilme kapasitesine sahip hiicrelerdir (Li ve Xie, 2005). Her ne kadar kok hiicrelerin
kendini yenileyerek boliinmeleri ile sonsuz bdliinebildikleri diisiiniilse de kok hiicrelerin
sonsuz ¢ogalabilme yeteneklerini gosteren ¢ok az kanit vardir (Kanatsu-Shinohara ve ark,
2005). Kok hiicreler viicutta, epitel yenilenmesi, hematopoez ve spermatogenez gibi
rejenerasyona katkida bulunurlar (Orwig ve ark, 2002). Kemik iligi kaynakli mezenkimal
kok hiicreler birgok dokudan elde edilebilirler ve ¢ogalmaya elverisli hiicrelerdir. Stromal
kokenli olduklart igin destek hiicresi 6zelligi tasirlar (Dominici ve ark, 2006). MTX
kullanim1 sonucu testiste olusan hasar lizerine mezenkimal kok hiicrelerin etkinligini

gostermeyi hedefliyoruz.

Flow sitometrik, mezenkimal kok hiicrelerin ylizey marker’inin ekspresyonu analiz

etmek i¢in CD 11b, CD 29, CD 45, CD 90 ve CD 34 kullanilacaktir.

Kemik iliginden aldigimiz kok hiicreleri Flow sitometride CD 29 ve CD 90

markerlar1 ile mezenkimal kok hiicrenin pozitif ekspresyonu gosterilecektir.

Hematopoetik belirteglerden olan CD 45 ve CD 11b ile negatif ekspresyon oldugu

gosterilecektir.



Akciger dokusunda flowsitometri ile CD 34 negatif olarak belirlenmesi ile kok

hiicrenin mezenkimal kaynakli kok hiicre oldugu belirlenecektir (Can, 2014).

Bu calismada MTX’in testis iizerinde olusturdugu hasar histopatolojik olarak
gosterilecektir. “Mezenkimal kok hiicreler MTX sonucunda olusan testis hasar1 tizerinde

etkilidir.” hipotezi bu ¢alismada test edilecektir.

Beklenen sonug; kok hiicrelerin MTX’in neden oldugu oksidatif strese bagh
testikiiler hasarin, spermatojenik hiicrelerin ve sertoli hiicrelerinin {izerindeki olumsuz
etkilerinin iyilestirilmesi ve patogenez lizerinde olumlu bir etki gostermesidir. Calismada
test edilen hipotezin dogrulanmasi hem testis hasar1 iizerinde hem de hastanin fertil

olmasina olumlu katki saglayabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Anatomisi

Erkek iireme organi olan testisler funikulus spermatikus’a asili durumda bulunurlar.
Testisler sagli sollu bir ¢ift olup, skrotumun igerisindedirler. Yaklasik 4-5 cm uzunlugunda,
2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve 10-14 g agirhigindadirlar (Arinci ve Elhan, 2014).
Biiytikliikleri ayn1 olmasina ragmen yapi bakimindan sol testis sag testise oranla daha

asagidadir. Hatta sag testis sol testise gore %10 daha agirdir (Drake ve ark, 2007).

Testisler intrauterin hayatin genellikle 7. ayinda skrotuma iner. Bir yasina kadar
inmezse cerrahi islem gerekir (Arinct ve Elhan, 2014). Skrotum iginde testis, duktus
deferens, epididimis ile funikulus spermatikusu kapsayan torbadir. Karin boslugunda kalip
skrotuma inmeme durumuna kriptorsizm (inmemis testis) denir. Erken donemde tedavi
edilmezse tubuli seminiferi contorti de spermatogenezis ve atrofinin meydana gelmesini
engeller. Testisler skrotuma inmezse sperm yasamaz ve olgunlagsamaz. Bu durum da kisirlik

(sterilite) olur. (Gokmen, 2008)
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Sekil 1: Erkek iireme sisteminin anatomik goriinimi. Gokmen (2008) den modifiye

edilmistir.



Testisin ortiileri distan ice dogru sdyledir:

1. Scrotum

2. Tunica dartos

3. Fascia spermatica externa

4. Fascia cremasterica

5. Fascia spermatica interna

6. Tunica vaginalis testis
a) Lamina parietalis [periorchium]
b) Lamina visceralis [epiorchium]

I. Tunica albuginea

I1. Tunica vasculosa (Arinci ve Elhan, 2006)
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Sekil 2: Testisin ortiileri. Sobotta’dan (Cilt 2,1990) modifiye edilmistir.



Testisin spermatik arterleri kivrimlidir. Bu bdolgedeki kan spermatik venlerin
pampiniform pleksusunda bulunan kana paralel ancak zit yonde hareket etmektedir. Bu
anatomik yapi, 1s1 ve testosteronun zit akim degis tokusuna izin verebilir (William, 1995).
Testis venlerinde solda yer alan (v. testicularis) sol v. renalis‘e, sagda yer alan v. cava

inferior‘a agilirlar (Yavas, 2010).

Testis in facies medialis (i¢ yan yiiz) ve facies lateralis (dis yan yiiz) olmak iizere iki
yiizii; margo anterior ( on kenar) ve margo posterior (arka kenar) olmak iizere iki kenari;
ekstremitas suiperior (iist ug) ve ekstremitas inferior (alt ug) olmak {izere de iki ucu vardir
(Arinci ve Elhan, 2014).
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Sekil 3: Testisin anatomik yapisi. Arinct ve Elhan (2014) dan modifiye edilmistir.

Tunica vaginalis, testisin dis yiiziinii 6rten serdz zar olup, embriyonik processus
vaginalis’in distal kalintisidir (Moore, 2009). Tunica vaginalis; skrotum’un i¢ yliziini
doseyen lamina parietalis (periorchium) ve testisi Orten lamina visceralis (epiorchium)
olarak iki katmandan olusur (Hatiboglu, 2005). Testisin yapisi lamina visceralis, tunica
albuginea ve tunica vasculosa olmak {izere 3 tabakadan olusmaktadir. Lamina visceralis
biiyiik 6l¢iide testisi Orter. Testis ve epididimisin arka kenarlarindan, lamina parietalis olarak

fascia spermatica internanin i¢ yliziine gecer (Arinci ve Elhan, 2014).



Lamina parietalis (periorchium), periton’un fascia spermatica interna’yr ddseyen
kismidir (Hatiboglu, 2005). Spermatikusun 6n ve i¢ boliimiinde yukariya dogru biraz
uzadig1 i¢in lamina visseralisden daha genistir. Lamina parietalisin i¢ yiizii diizdir ve

mezotel ile kaphidir. (Sancak ve Cumhur, 2004; Hatipoglu MT ve MG, 2006)

Tunika albuginea, testisi distan saran, mavimsi beyaz renkli, siki fibroz bag
dokusundan olusan bir zardir. Ust yiizeyi peritoneum uzantis1 olan tunika vaginalis testis ile
sartlmigtir. Testis igine uzanan septula testis adi verilen bolmeleri testiste lobiili testisi

meydana getirir

(Gokmen, 2008). Her testiste sayilar1 200-300 arasinda degisen lobuli testis adi
verilen bez kiimeleri vardir. Bu bez kiimelerinin biiyiikliikleri bulunduklar1 yere gore
farklilik gosterir. Testisin ortasinda yer alanlar daha biiyiikk ve uzundur, kenarinda yer

alanlarin yapist ise; tabani perifere, tepesi mediastinum testise yonelmis sekildedir (Arinci
ve Elhan, 2014).

Tunica vasculosa, tunica albuginea nin i¢ yiiziinii saran, kan damar1 agindan olugsmus
bir tabakadir. Damarlar arasinda kalan bosluklar1 da gevsek bag dokusu doldurur. Testisin

igcindeki tiim lobuli testisi de sarar (Gokmen, 2008).

2.1.1. Testislerin Lenf Akimi

Lenfatik damarlar yiizeyel ve derin olmak iizere iki sekildedir. Yiizeyel lenf damar
ag1 tunika vaginalis’in alt kismindan, derin lenf damar ag1 ise epididimis ve testisten baslar.
Bu damarlar funiculus spermaticus igerisinde ve sonra da a. testicularis’lerle beraber hareker

eder. Nodi aortici laterales ve nodi preaortici son bulurlar (Gokmen, 2008).
Arterleri: Epididimis ve testis, a. testicularis’ten beslenirler.

Venleri: Funiculus spermaticus’u saran bir ag seklinde plexus pampiniformis’i sonra
da testis ve epididimis venleri birbirleriyle birleserek, v. testicularis’i olustururlar. Sagdaki

v.cava inferior’a soldaki v.renalis sinistra’ya agilir.

Sinirleri: T10.-11. Medulla spinalis segmentlerinden olusan simpatik lifler,

damarlarin etrafindaki plexuslar ile gelir (Arinci ve Elhan, 2014).



2.2. Testis Histolojisi
2.2.1. Testisin Genel Yapis1

Erkek tireme sistemi hem ekzokrin hem de endokrin islevleri bulunan bir ¢ift testis,
kanal sistemi (duktuli efferentese, duktus epididimis, duktus deferens ve duktus
ejekulatorius) ve onlara bagli yardimci bezleri (seminal vezikiil, prostat, bulboiiretral

bezleri-Cowper bezleri) igermektedir (Ovalle ve Nahirney, 2009).

Testisler, embriyolojik gelisim esnasinda karin boslugunun arka duvarinda gelisirler.
Fetiisiin gelismesi doneminde go¢ ederler ve skrotum iginde spermatik kordonlarin
uglarinda asili olarak konumlanirlar. Skrotuma dogru gergeklestirdikleri bu gog¢ sebebiyle
her bir testis kendisiyle birlikte peritonu, tunika vaginalis ad1 verilen ser6z bir kese seklinde
skrotum igine siiriikler. Tunika vaginalis dista parietal, i¢te visseral bir tabakadan olusur ve

testisin 6n ve yan kisimlarinda tunika albugineay1 orter (Gartner ve Hiatt, 2007)

Testis, siki1 bag dokusu yapisindaki kalin bir kapsiil olan tunika albuginea ile
cevrelenmistir. Tunika albuginea, testislerin her birini ¢evreler. Kapsiiliin i¢ kismi tunika
vaskiiloza olarak adlandirilir. Tunika vaskiiloza kan damarlari igerir gevsek bag dokusundan

olusmustur. (Pawlina R, 2010)

Testisin arka boliimiinde kapsiil kalin bir katlanma gosterir ve iceriye dogru uzanir.
Bu kisim mediastinum testis adini1 alir. Her bir testis, kapsiilden uzanan bag dokusundan

olusan septumlar tarafindan yaklasik 250 lobiile boliiniir. (Ovalle ve Nahirney, 2009).

Her bir lobiil bag dokusu yapisindaki stromadan meydana gelmektedir. Bu stroma
icerisinde erkek ilireme hiicresi olan spermin iretildigi 1-4 adet seminifer tiibiil ve testis
androjenlerini salgilayan leydig (interstisyel) hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicreler erkek

cinsiyet hormonu olan testosteronu iiretirler (Pawlina R, 2010).
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Sekil 4: Testisin skrotumla birlikte sematik goriiniimii. Human Histology (second
edition,1997) den modifiye edilmistir.
2.2.2. Testis Gelisimi

Testisler ara mezodermden koken alirlar. Ara mezoderm seminifer tiibiil nciilii olan
primer epiteliyal cinsiyet kordonlarin1 olusturur. 4 haftalik embriyoda, primordiyal iireme
hiicreleri vitellus kesesi endoderminden kordonlara dogru yol alirlar. Yeni doganlardaki
testis, tabakalar halinde diizenlenmis sekildeki i¢i dolu lireme hiicre kordonlarindan ve
gelecekte sertoli hiicrelerine doniisecek olan epitelyum hiicrelerinden olusurlar, kordonlar
ergenlige kadar doludur, uzadiklar1 zaman caplar1 genisler ve iglerinde limen meydana
gelir. Leydig hiicreleri ise seminifer tiibiillerin arasinda yer alan mezenkimden gelisirler

(Ovalle ve Nahirney, 2009).

2.2.3. Spermatogenezis

Spermatozoonlarin iiretimine spermatogenez denir. Bu siire¢, spermatogonyum
denilen ilkel iireme hiicresi ile baslar. Bu hiicreler, bazal laminanin iizerinde bulunan kii¢iik
hiicrelerdir. Ergenlikte biiyiir ve mitoz boliinme gegirirler (Ovalle ve Nahirney, 2009).

Mitoz boliinme sonucu meydana gelen hiicreler 2 yoldan birini izlerler. Birincisi, A tipi



spermatogonyumlar kok hiicreler olarak béliiniirler. Ikincisi ise, devam eden mitoz béliinme

stiresince farklilagarak B tipi spermatogonyumlart meydana getirirler (Carlos, 2009).
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Sekil 5: Spermatogenez olayi. Carlos (2009) dan modifiye edilmistir.
2.2.4. Seminifer Tiibiiller

Her testiste toplam uzunlugu 280-400 m arasinda olan 600-1200 seminifer tiibiil
vardir. Caplart 150-250 um, boylar1 30-70 cm olan; iki ucu U seklinde ve rete testise agilan
tiplerdir. Tunika propriya tarafindan gevrelenmis seminifer epitelden olusurlar (Pawlina R,
2010). Tubiller kivrimli yapidadir. Uglar testisin mediastinumuna yakindir, kisa segmentler
halinde devam eden yapilar seklinde uzanirlar. Bu boliime diiz tiibiil (tubulus rektus) denir.
Diiz tiibiiller, mediastinumun igerisinde dallanan kanallar sistemi olan rete testis ile devam
eder. Rete testis kanallar1 anastomoz yaparak, yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile
epididimin bas kismina baglanmaktadir (Carlos, 2009). Her bir seminifer tiibiil dista
fibrositlerin bulundugu bag dokusu ve icte bazal membran ile ¢evrelenmistir. Seminifer
tiibiillerin arasinda interstisyel (leydig) hiicrelerini igeren interstisyel bag dokusu yer
almaktadir (Demir R, 2014). Seminifer tiibiil cok katli germinal bir epitele sahiptir. Epiteli

olusturan hiicreler sertoli ya da destek hiicreleri ve spermatogenik hiicrelerdir.



Seminifer tiibiildeki lireme hiicreleri spermatogenezin farkli asamalarini sergiler.
Bazal membrana en yakin olan yuvarlak ¢ekirdekli hiicreler spermatogonyumlardir (Ovalle

ve Nahirney, 2009).

Araliksiz yenilenen kok hiicre toplulugudur. Caplart yaklasik 12 pm’dir.
Spermatogonyumlar bdliindiikleri zaman biiyiik c¢ekirdeklere sahip, fakat kromatini
spagettiye benzeyen daha biiylik olan primer spermatosit hiicrelerini meydana getirirler.
Primer spermatositler 10-22 giin sonra, mayoz bdoliinme gegirirler ve daha ufak olan
sekonder spermatositleri olustururlar (Carlos, 2009). Sekonder spermatositler nadir goriiliir
ve olustuklari anda bdliinerek spermatidleri meydana getirirler. Bu esnada spermatidler

sertoli hiicrelerine tutunurlar (Ovalle ve Nahirney, 2009)

Sertoli hiicreleri, spermatogenez serisindeki hiicreleri ¢evreleyen uzun ve siituna
benzeyen hiicrelerdir. Bu hiicrelerin tabani bazal lamina iizerine oturur, tepe kisimlari

seminifer tiibiil limenine ulasir (Carlos, 2009).
Spermatidler boliinme olmaksizin liimene birakilir ve efferent kanallara gececek olan

spermatozoonlara doniisiirler (Ovalle ve Nahirney, 2009).
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Sekil 6: Seminifer tiibiil epiteli. Carlos (2009) dan modifiye edilmistir.
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2.2.5. Sertoli Hiicreleri

Destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler de denir. Puberteden sonra sertoli

hiicreleri ¢ogalmazlar (Pawlina R, 2010)

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiiliin iskeletini sekillendirirler. Seminifer tiibiiliin bazal

membranindan liimenine kadar uzanan diizensiz sinirlara sahip, ince ve uzamis hiicrelerdir
(Demir R, 2014).

Spermatozoonlarin desteklenmesinde ve olgunlagmasinda gorevlidirler. Ergenlik
donemi sonrasi seminifer tiibiil epitelindeki hiicrelerin %10’u sertoli hiicresidir. Isik
mikroskobunda, spermatogenik seri hiicrelerini saran ¢ok sayida yan uzantinin olmasi

nedeniyle sertoli hiicrelerinin siirlari giigliikle ayirt edilir.( Carlos, 2009)
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Spermatogonyum
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Sekil 7: Seminifer tiibiil ve ¢evresindeki dokunun bir boliimii. Carlos (2009) dan modifiye

edilmistir.

Her hiicrede sinirlar1 belirsiz 6kromatik bir c¢ekirdek ve belirgin bir ¢ekirdekcik
vardir. Sitoplazmada ise hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiiller ve ara filamanlar,

ayrica yassi mitokondriyumlar, belirgin olmayan bir diiz endoplazmik retikulum (aER),
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lipofuksin igeren lizozomlar ve ¢ok sayida lipit damlacigi vardir. (Ovalle ve Nahirney,

2009)

Sekil 8: Spermatogenik seri hiicrelerinin goriiniimii. Carlos (2009) dan modifiye edilmistir.

Yan yana dizilmis sertoli hiicreleri, hiicrenin bazolateral yiizeyinde bariyer olusturan
sik1 baglantilar sayesinde kan-testis bariyerini olustururlar. Bu bariyer, spermatogonyumlar
ile primer spermatositleri daha tepede bulunan sekonder spermatositler ve spermatidlerden
ayirir. (Carlos, 2009)

Sertoli hiicrelerinin goérevleri:

- Gelisme asamasindaki spermatozoonlari desteklemek, korumak ve beslenmesini
saglamak

- Fagositoz

- Salgilama-Androjen baglayici protein (ABP) tiretimi

- Anti-Miillerian hormon (AMH) {iretimi

- Kan-testis bariyeri
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- Inhibin B iiretmek=Hipofiz bezindeki FSH ( folikiil uyarict hormon) iiretimini

engeller (Carlos, 2009, Abraham, 2006)
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Sekil 9: Carlos (2009) dan modifiye edilmistir.

2.2.6. Leydig Hiicreleri (Interstisyel Doku)

Seminifer tiibiillerin arasinda yer alan gevsek bag dokusunda yuvarlak ya da ¢okgen
seklinde, merkezin disinda bir ¢ekirdegi ve kiigiik lipit damlaciklar1 bulunan eozinofilik
sitoplazmal1 hiicrelerdir. Hiicre yiizeyinde ¢ok sayida mikrovillus vardir. Sitoplazmalarinda
aER vardir (Ovalle ve Nahirney, 2009). Gebeligin 8. haftasinda, erkeklik hormonu olan

testosteronu dretirler (Sadler, 2011).

Leydig hiicrelerinin hem gorevleri hem de sayilar1 hormonal uyarilara bagli olarak
degisir. Hamilelik esnasinda plasentadan {iretilen gonadotropik hormon, anneden kan
yoluyla fetiise gecer ve androjenik hormonlart ilireten ¢ok miktarda fetal testis intertisyel
hiicreleri etkinlestirir. Erkek genital organlarin embriyonik degisimi i¢in bu hormonlar
gereklidir (Carlos, 2009)

2.2.7. Spermatogenezi Etkileyen Faktorler

Hipofizden salgilanan FSH ve liiteinlestirici hormon (LH) testis iizerinde etkilidir.

Bu hormonlar, testosteron iiretimini uyarirlar.
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FSH=Sertoli hiicrelerinde de etkilidir. Adenilat siklazi uyarir, bdylece cAMP
seviyesini arttirir. Androjen baglayic1 protein yapimii ve salgisini uyarir. Bu protein,

testosteronu baglar ve seminifer tiibiillerin limenine tasir (Carlos, 2009)
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Sekil 10: Erkek tireme sisteminin hipofiz tarafindan kontrolii. A Textbook of Histology 10th

ed. Saunders (1975) den modifiye edilmistir.

2.3.Testis Embriyolojisi
Testisler, seks kromozom kompleksinde normal goriiniimlii bir Y kromozomuna
sahip embriyolarda gelisirler (Moore, 2009). XY kromozom kompleksine sahip olan
embriyo genetik olarak erkektir. Y kromozomunun kisa kolunda testis belirleyici faktorii
kodlayan SRY geni bulunur. (Sadler, 2011). SRY geni, farklanmamis gonadin gelisimini bir
testise yonlendirir. Testikiiler tayin yapabilmek ic¢in transkripsiyon faktorii SOX9’un
ekspresyonu da olmalidir (Moore, 2009). Primitif cinsiyet kordonlar1 SRY geninden dolay1
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testis ya da meduller kordonlar1 olusturmak amaciyla ¢ogalmaya devam ederler, medullanin
derinliklerine gegerler. Sonra kordonlar bez yapisinin hilusuna, sonra rete testis tiibiillerini
meydana getirecek olan kii¢lik hiicre siralar1 halinde bir ag olusturacak bicimde dagilirlar.
Gelisimin ileri asamalarinda tunika albuginea, yogun fibroz bag dokudan olusan ve kalin
olan kapsiil yapisindadir. Fetiiste testikiiler gelisim igin karakteristik bir 6zelliktir (Sadler,
2011).

Dagnon imakta ol
mazongfrik bl

A e DMK
Lalis xoroonian

Sekil 11: A. Testisten gegen ve tunika albuginea, testis kordlari, rete testis ve primordial
germ hiicrelerini gosteren transvers kesit. B.Testis ve genital kanalin 4. aydaki

goriiniimii. Langman (2012) dan modifiye edilmistir.

15



Tesss Gedipmmi T T
N et ke gy - TN Mo wp

-

S R T

PrhTar aeks dorore LS naftabh acbriyo .

S orchyw gere nic el ed
fobermeng goned

- Pesywanrwh s any
'., Mg smn e Yl lAn Y A w)
l\ ~ B R L ey

N L
B hd e

Bevwr e 1B O hawT

Sekil 12: Tunika albuginea, testis kordonlarini ylizeydeki epitelyum dokudan ayirir. Moore
(2009) dan modifiye edilmistir.

Testis asamali sekilde bozulan mezonefrozdan ayrilir, kendi mezenteriyle
(mezorkiyum) kalir. Seminifer kordonlar diiz tiibiillere (tubuli rekti), seminifer tiibiillere ve
rete testise doniigtirler (Moore, 2009). Testis kordonlari gelisimin 4. ayinda at nali
bigimindedir. Bu nalin agik olan uglar rete testisle devam eder. Bu asamada testis
kordonlar1 sertoli destek hiicrelerinden olusur. Testis kordonlarinin arasinda interstisiyel
leydig hiicreleri vardir. Bu hiicreler kordonlar farklilagsmaya bagladiktan kisa bir siire sonra
gelisim gostermeye baglarlar (Sadler, 2011). Leydig hiicrelerini olusturan mezensim ile
seminifer tiibiiller ayrilmislardir. Leydig hiicreleri gebeligin 8. haftasinda mezonefrik
kanallarin ve dis genital organlarin farklilasmasini saglayan androjenik hormonlar -
testosteron ve androstenedion- iiretimine baglarlar. Testosteron iiretimi human koryonik
gonadotropin tarafindan uyarilir.  Ayrica fotal testis antimiilleriyan hormon ya da

miilleriyan inhibe edici madde (MIS) denilen bir glikoprotein iiretir (Moore, 2009). MIS,
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ergenlige kadar bulunan sertoli hiicreleri tarafindan iiretilir. Ayn1 zamanda uterus ve tuba
uterinalart meydana getiren Miiller kanallarinin gelisimini engeller. Ergenlik doneminde
testis kordonlarmin liimenleri agilir ve seminifer tiibiillere doniisiirler. Sonra seminifer
tiibiiller rete testis tiibiilleri ile birlesirler ve duktuli efferenteslere girerler. Daha sonra
duktuli eferent rete testis ile birlikte mezonefrik ya da wolf kanallar1 birbirine baglarlar
(Sadler, 2011).

Seminifer tubil duvarlarinda 2 tiir hiicre vardir

- Sertoli hiicreleri (destekleyici hiicreler)

- Spermatogonyumlar

2.3.1. Genital Kanallarin Gelisimi

Wolf kanallar1 ( Mezonefrik kanal) ve Miiller kanallar1 (Paramezonefrik) erkek ve

disi embriyolarinda bulunan iki ¢ift genital kanallardir (Moore, 2009).

Wolf kanallar1 erkek tireme sisteminin geligimi agisindan 6nemlidir.

2.3.2. Erkek Genital Kanal ve Bezlerinin Gelisimi

Testosteron ve MIS, fotal testis tarafindan Uretilir. Testosteron hormonu erkek
genital kanallarin1 olusturmak amaciyla Wolf kanallarini uyarir. MIS, epitelyal-mezensimal
doniistim ile Miiller kanallarinin yok olmasina neden olur. Mezonefroz bozulurken, bazi

mezonefrik tiibiiller efferent kanalciklara doniistir (Moore 2009).

Efferent kanalciklar epididimis kanalina doniisen Wolf kanalina acgilirlar. Sonra Wolf
kanali kalin, diiz bir kas ile ¢evrelenir ve duktus deferense doniisiir. Wolf kanallarinin
kaudal kisminda lateral ¢ikintilar vardir ve bu ¢ikintilar seminal bezi (vezikiil) olusturur.

Seminal bezin salgilar1 spermlerin beslenmesini saglar. (Sadler, 2011)

2.3.3. Testislerin Inisi

Testisin kaudal kismindan disa dogru cikintt ve ekstraseliiler matriks agisindan
zengin, yogun mezensimal yapiya gubernakiilum denir (Sadler, 2011). 26. haftaya dogru,

testisler karin arka duvarindan inguinal halkalara inmistir. Testislerin inisi androjenlerce
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kontrol edilir. Gubernakulum da bu inis sirasinda rehberlik eder. Testislerin skrotuma inisi
yaklasik 2-3 giin siirer (Moore, 2009). Inme esnasinda, testisler aorta tarafindan beslenmeye
devam ederler (Sadler, 2011). Testisler, gebelikte 12. haftada inguinal bolgeye gelir. 28.
haftada inguinal kanaldan geger ve skrotuma 33. haftada ulasir (Sadler, 2011).

I I 111

Insl 3

Sekil 13: Testisin perirenal pozisyondan skrotal pozisyona inisi esnasindaki olaylarin

sematik ozeti. Langman (2011) den modifiye edilmistir.

Gubernakulum

Sekil 14: Inguinoskrotal inis sirasinda gubernakulumun gériiniimii. Langman (2011) den
modifiye edilmistir. T, testis; PV, prosesus vajinalis. KM: kremaster kasi
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2.4. Metotreksat

Metotreksat (MTX), 4-amino-4-deoksi-10-N-metilpteroilglutamik asit yapisina
sahiptir. Folik asit antagonistidir. Yillardir malign tiimorlerin kemoterapisi igin kullanilan
bir ajandir. Uzun siire kullanilan MTX, hiicre dongiisiinlin ‘S faz1’ iizerinde sitotoksik etki

uygular ve hiicre boliinmesini engeller. (Armagan ve ark, 2008; Sayilmaz ve ark, 2016)

Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglarin ¢oklu organ sistemlerinde akut toksik
yan etkiler drettigi bilinmektedir. Cogunlukla etkilenen organlar kemik iligi, mide ve
bagirsaga ait alanlar, mukozal membranlar ve kil folikiilii gibi kendiliginden yenilenen

hiicre populasyonlari igeren organlardir.(Vardi ve ark, 2009)

MTX, akut lenfoblastik 16semi, osteosarkom, koryosarkom, non-Hodgkin lenfoma
ve lenfoma, gogiis kanseri, bas-boyun kanseri ve neoplazik olmayan romatoidartrit ve sedef
hastalig1 gibi ¢esitli neoplazilerin tedavisinde kullanilir. (Cole ve ark, 2006; Nouri ve ark,
2009)

MTX ile indiiklenen sitotoksisite, tiimdr hiicreleri ile sinirli degildir; fakat MTX’in
endojen oksidan sistemleri ve iltihap yollariyla indiiklenerek de hareket edebilecegi hayati
organlar1 etkileyebilir. (Azza ve ark, 2014). MTX’in testikiiler toksisitesi infertilite
acisindan Onemli bir yan etkidir. Spermatogenez boyunca hayvanlarda hiicresel ve
molekiiler 6zellikler iizerinde antikanser ilacina maruz kalindiktan sonra gonadal hasari
degerlendirmek i¢in kapsamli arastirmalar yapilmistir. MTX, 6zellikle gonadlar1 hedef alir
ve erkek infertilitesine neden olur. Erkeklerin MTX’e maruz kalmasi oligospermiye yol
acan hiicresel kromozomal degisikliklere yol acar.( Armagan ve ark, 2008; Azza ve ark,

2014)

MTX uygulamasi; sperm sayisinin azalmasina, testisin seminifer tiibiillerinde

diizensizlige ve sperm DNA hasarina neden olur.( Sonmeza ve ark, 2016)

MTX kaynakli toksisite mekanizmalari heniiz tam olarak belirlenmemistir. (Daggulli

ve ark, 2014)
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Sekil 15: Metotreksatin kimyasal yapisi. Sonmeza ve ark (2016) ‘dan modifiye edilmistir.

2.5. Kok Hiicre

Bir baska hiicreye farklilagabilen hiicrelerdir. K6k meristeminin ucunda, hizli
boliinme yetenegine sahiptirler. Organizmay: olusturan ilk hiicreler i¢in de kok hiicre

denilebilir.

Insan da 5-6 giinliik bir blastokistin i¢ hiicre kiitlesinde (IHK) bulunan hiicrelere
embriyo kok hiicresi denir. Bunlar embriyo gévdesinde bulunan tiim hiicre tabakalarini1 ve
bunlardan meydana gelecek olan doku ve organ sistemlerini olusturma yetkinligine
sahiptirler. (pluripotent) Embriyonun govdesi disina ¢ikarildiginda deneysel yontemlerle
farklilasmalar1 ve dokulardaki hiicrelere benzer hiicrelere doniismeleri olasidir. Fakat
yiiksek telomeraz enzim aktivitesi sonucunda kontrolsiiz ¢ogalma ile tiimor hiicrelerine de

doniisebilirler.

Gelisme asamasindaki organizmada embriyo kok hiicrelerinin varligi s6z konusu
degildir. Fakat kemik iligi, ¢esitli organlar ve organlarin belirli doku bdlgelerinde, gerekli
durumda kendini ¢ogaltan, kararlanabilen ve farklilasabilen hiicreler vardir. Bunlara yetiskin
kok hiicreler (YKH) ya da dokuya 6zgii kok hiicreler denir. Yetiskin kok hiicrelere drnek
olarak; derideki epidermisi yenileyen kok hiicreler, bagirsak epitelini yenileyen kok hiicreler
ya da kan hiicrelerini yenileyen hematopoetik kok hiicreleri verilir. Bunlar pluripotent
Ozellige sahip degildirler. Bu ylizden daha smirli sayida hiicre tiirtine farklilasma s6z

konusudur.

Kok hiicreler kendi aralarinda ¢ogalma ve farklilagsma yeteneklerine gore hiyerarsik

bir siniflandirmada degerlendirilirler.
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Kok hiicrelerin bir kismi1 plasenta, amniyon zar1 ve gobek kordonu gibi embriyo dis1
dokulardan elde edilirler. Bunlara fetiis kok hiicreleri denir. Fetiis kok hiicreleri, fetiise zarar

vermeden hamilelik siiresince ya da dogum aninda kolayca ve etik sorunlara yol agmadan

elde edilebilirler. Kok hiicreler;
a) kendini yenileme
b) farkli hiicrelere farklilasma yetkinligi (potensi)
¢) klon olusturma yetenegi (klonalite) sahiptirler.

Embriyo kok hiicreleri, cok kisa omiirliidiirler. Hizli bir sekilde embriyo gévdesini

meydana getiren katmanlara farklilasirlar. (gastrulasyon)
Kok hiicrelerin ortak 6zellikleri
1. Dokularda az sayida bulunurlar.
2. Hayat boyu belirli oranda béliintirler ve boliindiikleri zamanda sayilarini korurlar.

3. Boliinme sonucu olusan iki yavru hiicreden en az bir tanesi kok hiicre olarak

mevcut olan hiicre havuzuna katilirlar.

4. Cok kez boliiniip gecici (transit) hiicreleri meydana getirirler. Bu hiicrelerde kisa

stirede farklilasarak dokuya 6zgii olan farklilasmis hiicreleri olustururlar.

5. Genelde boliinme hizlar yavastir, fakat doku yaralanmasi sonucunda boliinme

etkinlikleri yogunlagir.

6. Yasam boyu varliklarin1 korurlar, fakat yasla beraber sayilar1 azalir. Dokulardaki

en uzun siire yasayan ve en kalici olan hiicrelerdir.

7. Sinyal molekiillerine ve biiylime faktorlerine duyarhdirlar ve hizli sekilde yanit

verirler.

8. Embriyo ve vyetiskindeki kok hiicreler Go evresini hizlica gecerek hiicre

dongiisiinii ¢ok ¢abuk tamamlarlar.

9. Diger hiicrelere kiyasla farkli kromatin Oriintiisiine sahiptirler.
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10. Strese kars1 dayaniklidirlar.
a) Kok hiicrenin kendini yenileme ozelligi:

Kok hiicrelerin kendini yenilemesi demek eskiyen organellerini onarmasi demek

degildir. Kok hiicre havuzunu yenilemesi demektir.
b) Farkhilasma yetkinligi (potensi)

Bir hiicrenin farklilasmasi baska bir hiicreyle karsilagtirildiginda anlam kazanir.
Farklilagma ileriye ve geriye doniik olmak {izere iki sekilde incelenir. Deneysel olarak elde
edilen uyarilmis pluripotent kok (uPK) hiicreler ileriye ve geriye farklilasmanin
gerceklestigi en bilinen 6rneklerdir. Hematopoetik kok hiicreler, farklilagsma teriminin en iyi

bilinen 6rnekleridir.
¢) Klon olusturma yetenegi (klonalite)

Bir hiicreden c¢ok sayida yeni kok hiicrenin meydana gelmesidir. Kok hiicreler
arasindaki karsilagtirmalarda; klonun biiyiikliigii ve klon olusturma hizi gibi Olgiitler

kullanilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Hiicre kiiltiirii basamaklar1 Adnan Menderes Universitesi (Adii) Merkez Arastirma
Laboratuvarinda, Hayvan deneyleri asamasi ise Adii Hayvan Deneyleri Arastirma
Laboratuvarinda gerceklestirildi. Dokularin histokimyasal boyamasi Adii Tip Fakiiltesi
Histoloji-Embriyoloji laboratuvarinda gerceklestirildi. Akim sitometri analizi Adi
Uygulama ve Arastirma Hastanesi’'nde yapildi. Immiinofloresans goriintiilleme ise Adii

Veteriner Fakiiltesi’nde yapildi.

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calismalarda tercih edilen deney hayvami olan 350- 400 gram agirliginda erkek
Spraque Dawley ratlardan 24 adedi calismada, 5 sican ise kok hiicre elde edilmesinde

kullanilacaktir.

24 sigan rastgele kontrol, metotreksat+ kok hiicre ve metotreksat grubu olmak tizere
i¢ gruba ayrilacak. 5. giinde siganlar anestezi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye
edileceklerdir (Sener ve ark, 2006).

Kontrol grubundaki 6 sigana bir sey verilmeyecek. Kok hiicre grubundaki 6 sicana
intraperitoneal 20 mg/kg metotreksat verildikten 30 dakika sonra 1x10° mezenkimal kék
hiicre Iml Minumum essential medium (MEM) igerisinde seminifer tiibiillerin liimenine
verilecektir (Cakici ve ark, 2013). Metotreksat grubuna ise intraperitoneal olarak 20 mg/ kg
olacak sekilde MTX verilecek (Sener ve ark (2006); Sheikhbahaei ve ark, 2016). Sakrifiye

edildikten sonra testis dokusu alinarak histokimyasal olarak incelenecek.

Gruplarin Olusturulmasi:

Kontrol Grubu (K): 2342 °C, %45-65 nem ve 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
ortamda, yem ve suyun ad libitum saglandigi kosullarda 6 adet erkek si¢an takip edildi.
Sicanlara anestezik madde (Ketamin+Ksilezin) intraperitoneal sekilde verilerek servikal

dislokasyon ile sakrifiye edilerek testisleri ¢ikartildi ve Bouin soliisyonu igerisine konuldu.
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Kok Hiicre Grubu (KH Grubu): 23+2 °C, %45-65 nem ve 12 saat aydinlik ve 12
saat karanlik ortamda, yem ve suyun ad libitum saglandigi kosullarda 6 adet erkek sigan
takip edildi. 6 sicana intraperitoneal 20 mg/kg metotreksat verildikten 30 dakika sonra 1x10°

mezenkimal kok hiicre 1ml MEM igerisinde seminifer tiibiillerin liimenine verildi.

Metotreksat (MTX Grubu): 6 sicana intraperitoneal 20 mg/kg metotreksat

verilecektir.

3.2. Sican Kemik 1ligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi

Mezenkimal kok hiicre elde edilmesi i¢cin dondr olarak 200- 250 gram agirligindaki 6
adet erkek si¢an kullanildi. Siganlar ketamin (Alfamine, 10mg/ml) ve Ksilazin (Alfazyne,
20mg/ml) uygulamasi ile anestezi altinda sakrifiye edildi. %70’lik alkol ile 6n ve arka
ayaklar steril edildi. Daha sonra steril makas ve bisturi ile siganlarin femurlar1 ¢ikartildi.
Cikarillan femurlar yumusak dokularindan temizlenip kemiklerin serbest hale gelmesi
saglandi. Onceden hazirlanan 40 ml PBS bulunan falkon tiiplere yumusak dokusundan

temizlenen femurlar konuldu. K6k hiicre kiiltiir laboratuvarina kisa siirede gotiiriildii.

3.2.1. Hiicre Kiiltiir Islemleri:

Islemler i¢in, Minimum Essential Medium (MEM) cekilmis insiilin enjektorleri
kullanildi. Her kemik i¢in 1cc, toplamda ise hayvan basina 5-7 cc MEM kullanildi. Femurun
ortasindan tutularak makas yardimi ile kemikler her iki u¢ kismindan kesildi. Kanal acilmis
oldu. Medyumdan 5 ml cekilerek steril falkon tiiplere (50 ml’lik) konuldu. Medyum
konulan falkon tiiplin kapagi agilarak uclar1 kesilen kemikler dik bir sekilde pens araciligi
ile falkon tiiplin igerisine dogru tutuldu. Daha sonra onceden medyum ¢ekilen insiilin
enjektdrlerinin igneleri bu kemiklerin kanalindan igeriye dogru sokularak medyum igerigi
kanaldan i¢ kisma dogru enjekte edildi. Kemik iligi igerigine sahip olan falkon tiip 5-10 sn
calkaland1 ve sonrasinda 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Cikan siipernatant atildi ve
pellet {izerine medyum eklenerek tekrar 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant
atild1 ve pellet tizerine tekrar 13 ml tam besi yeri eklenerek pipetaj yapildi, T25 flaksklara
dagitildi. Bu durumda flasklara hiicre ekimi yapilmis oldu. CO2 inkubatériine kaldirilan
hiicrelerin ii¢ giinde bir medyumu degistirildi ve mikroskopta kontrol edildi. Ugiincii pasajin

sonunda sayim yapildiktan sonra hiicreler donduruldu.
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3.2.1.1. Red Floresan Proteinle (RFP) Mezenkimal kok hiicrelerin isaretlenmesi

Calismamizda; MKH’lerin immunofloresan mikroskobunda goriintiilenmesi igin
RFP (Sigma-Aldrich PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kits for General Cell Membrane
Labeling) kiti kullamlmustir. Onceden dondurdugumuz 8x10° mezenkimal kék hiicre su
banyosunda ¢ozdiiriildii. Her hiicre i¢in 5 ml olacak bigimde MEM (Minumum Eagle
Medium) eklendi. 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi, her hiicreye 5 ml
olacak sekilde tekrar MEM eklendi. Daha sonra tekrar 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Ependorfa kitin igerisinde yer alan diluent C’den 0,8 ml eklendi ve pipetaj yapildi. Santrifiij
edilen hiicrelerin siipernatant1 atild1 ve ependorfa ekledigimiz diluent C soliisyonu pellete
eklenerek pipetaj yapildi. Baska bir ependorfa diluent C den 1 ml alimip, boya
sollisyonundan 4 mikrolitre eklenerek pipetaj yapildi. Yukaridaki karisimdan 800 mikrolitre
alinarak hiicrelere eklendi. Hiicrelerin iistiine 1,6 ml FBS(Fetal Boin Serum) eklenip 1
dakika bekletildi. 6 ml tam besiyeri eklendi. Daha sonra 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant: atildiktan sonra 6 ml tam besiyeri eklendi ve tekrar santrifiij edildi. Son
olarak tekrar siipernatant atildi ve her hayvan basina 1ml igerisinde 1x10° olacak sekilde
toplam 8 ml tam besiyeri eklendi. Sicanlara mezenkimal kok hiicreler kuyruk veninden

verildi.

3.2.1.2. Hiicre canllik testi

Kiiltiir edilen hiicreler tripsin ile muamele edildikten sonra petrilerden ayrilarak 5
dakika 1250 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve geriye kalan pellet kismina PBS
ile pipetaj yapildi. Sonra Tripan Blue ile 1/1 oraninda diliie edilerek gelistirilmis neubauer

lam1 kullanilarak hiicre sayimi1 yapildi.

3.2.1.3. Mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometrik analizi

Akim sitometride mezenkimal kok hiicrelerin yiizey markerlarinin ekspresyonunu
analiz etmek amaciyla CD 11b, CD 29, CD 45, CD 90 ve CD 34 antikorlar1 kullanildi.
Amag siispansiyon haline gelmis hiicrelerin mezenkimal kok hiicre olup olmadigimin gerekli
monoklonal antikorlar kullanilarak analiz etmektir. Erken donem pasajlara ait mezenkimal
kok hiicre dizisi yiizey ekspresyon isaret¢ileri agisindan akim sitometrik analiz kullanilarak
tanimlandi. Kiiltiir kabinin yiizeyine tutunan mezenkimal kok hiicreleri %0.25 tripsin-edta

(tripsin etilendiamin tetraeasetikasit) ile yilizeyden kaldirildiktan sonra kiiltiir medyumu
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iceren tiiplere aktarilip santriflij edildi. Santrifiij ve PBS’le yikama sonrasi pellet ¢oziildii ve
hiicreler sayildi¢c Daha sonra 1x10° olacak sekilde PBS icerisinde siispanse edildi. Belirlenen
hiicre yiizey isaretcilerine 6zel fluorescein isothiocynate (FITC) konjuge monoklonal CD
11b, CD 29, CD 45, CD 90 ve CD 34 antikorlar1 % 3 BSA igeren PBS igerisinde (1pug/ml
olacak bi¢imde) oda sicakliginda, karanlikta, 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
%0.1 sodyum azide i¢eren yikama solusyonu eklendi ve 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek temizlendi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur Akim Sitometri (BD

Sciences) cihazinda okutuldu ve analizi BD Cell QuestTM software programi ile yapildi.

3.3. immunofloresan inceleme

Kok hiicre verilen siganlardan alinan doku 6rnekleri tespit edildikten sonra parafine
gomiiliip ornekler, 5 pum’lik kesitler seklinde lam {izerine alindi. Sonra ksilolde deparafine
edildi ve alkol serilerinden gegirildi. PBS ile yikama islemi yapildi. 10 dakika Metanol ile
karanlik ortamda bekletilerek PBS ile 3 kere yikandi. Sonra PBS igerisinde 1/1000 oraninda
dilue edilen DAPI (4',6-diamino-2-phenylindole) boyasinda 10 dakika bekletildi. Tekrar
PBS ile 3 kere yikandi. Lam iizerine mounting medyum damlatilarak lamel ile kapatildi ve

dokular floresan mikroskopta goriintiilendi.

3.4. Dokularin Elde Edilmesi

Calismamiz Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
17.01.2017 tarih ve 2017-012 sayili karar numarasi ile onay alinarak yapilmistir. Calisma
icin, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel laboratuvarinda ‘Spraque

Dawley’’ cinsi siganlarin testisleri alindi. Doku 6rnekleri Bouin solusyonu igerisinde 4 saat

bekletildi.
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Resim 1: Dokular elde edilmesi.

3.5. Isik Mikroskobik Inceleme icin Dokularin Takibi

Dokular igerisine bir miktar Bouin soliisyonu enjekte edildi. Daha sonra doku
ornekleri Bouin solusyonu igerisinde 4 saat bekletildi. 4 saat sonucunda doku &rnekleri
trimlendi ve %50, %60 ve %70’lik alkol serilerinden gegirildi. %70’lik alkolde 24 saat
bekletildikten sonra tespit islemi yapildi. Uygulama i¢in hazirlanan dokular takip cihazinda
(Leica TP 1010) 12 saat siireyle rutin doku takibi islemine tabi tutularak her hayvana ait
parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklar hazirlamak i¢in kullanilan doku takip yonteminin
basamaklar1 Tablo X‘de gosterilmistir. Gomme isleminden sonra her bir parafin bloktan,
tam otomatik, rotary mikrotom (Leica RM 2265,Germany) yardimiyla Feather Mikrotom
bicagi (35S) ile 5 um kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlere hematoksilen-eozin
boyama (H-E) ve Periyodik-Asit Schiff (PAS) boyama yapildi. Goriintiiler Olympus -BX50

mikroskobu ile alindi.
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Tablo 1: Isik mikroskobu doku takip yontemi

Kimyasal Siire
Bouin Soliisyonu 4 saat
%50 Alkol 2 saat
%60 Alkol 2 saat
%70 Alkol 24 saat
%10 Formaldehit 1.5 saat
%10 Formaldehit 1.5 saat
%380 Ethanol 1 saat
%380 Ethanol 1 saat
%95 Ethanol 1 saat
%95 Ethanol 1 saat
%3100 Ethanol 1 saat
%3100 Ethanol 1 saat
Ksilol 1.5 saat
Ksilol 1.5 saat
Parafin 1.5 saat
Parafin 1.5 saat
GOomme

3.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

1) Parafin kesitler ksilolde deparafinize edildi. Azalan alkol derecelerinden 2 dakika

stireyle gecirilerek distile suya kadar getirildi ve distile suda 5 dakika bekletildi.

2) Filtre edilmis Mayer’s Hematoksilen (Merck %37) soliisyonunda 5 dakika
bekletildi.

3) Kesitler distile suda 1 dakika bekletilerek, hematoksilen fazlaliklarindan

armdirildi.
4) Z1t boyama i¢in Eozin-Y (HT110132 Sigma) solusyonunda 1 dakika bekletildi.

5) Dehidratasyon ve parlatma amaciyla 2°ser dakika yiikselen alkol derecelerinde

sirasiyla %80 ve %100 etil alkol serilerinden gegirildi.

6) Ksilolden gecirildi, Entellan-Nuevo (Merck Millipore) damlatildi ve lam ile
kapatildi.

H-E boyama protokolii Tablo. 2° de gosterilmistir.
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Tablo 2: H-E boyama protokolii

Kimyasal Siire
Ksilol 5 dakika
Ksilol 5 dakika
%100 Alkol 2 dakika
%80 Alkol 2 dakika
Distile su 5 dakika
Hematoksilen 5 dakika
Distile su 1 dakika
Eozin 1 dakika
%80 Alkol 2 dakika
%100 Alkol 2 dakika
Ksilol 5 dakika
Ksilol 5 dakika

3.5.2. PAS Boyama Protokolii

Tablo 3: PAS boyama protokolii

Kimyasal Siire

Ksilol 6 dakika
%100 Alkol 3 dakika
%96 Alkol 3 dakika
Distile su 1 dakika
Periyodik Asit 10 dakika
Distile su 1 dakika
Schiff 10 dakika
Akarsu ve Distile su 10 dakika
Hemotoksilen 1 dakika
Distile su 1 dakika
%96 Alkol 2 dakika
%96 Alkol 2 dakika
%100 Alkol 3 dakika
Ksilol 3 dakika
Ksilol 3 dakika
Kapatma

3.6. istatiksel Analiz

Calismada yer alan seminifer tiibiil ¢ap1 ve seminifer tiibiil epitelyum ¢aplarinin
Olgtimleri ortalama + standart sapma (ortts) ve ortanca (min-maks: minimum-maksimum)

ile ifade edilmistir.

Veriler IBM SPSS Statistics 20 Programi kullanilarak analiz edilmistir. Arastirma
sonuglarina gore kontrol, kok ve MTX gruplarinda hayvanlarin kilolar1, sag testis agirliklar
ve sol testis agirliklar1 farklilik gdstermemektedir (P>0,05). Seminifer tiibiil cap1 ve

seminifer tiibiil epitel capr 6lglim degerlerinin normal dagilima uygunlugu Shaphiro Wilk

29



testi ile arastirild1 ve gruplarin normal dagilima uydugu goézlendi (P>0,05). Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadig: tek yonlii ANOVA testi ile arastirildi.
Seminifer tiibiil cap1 ve seminifer tiibiil epitel ¢ap1 6l¢iim degerleri i¢in gruplar arasinda
anlaml farkliliklar gozlendi ve hangi gruplar arasinda farkliliklar oldugunu belirlemek icin
Tukey ve Games Howell testleri uygulandi. Ug grup iginde birbirinden farklilik gézlendi
(P<0,05).

Tablo 4: Istatistik sonuglar

Gruplar = Kontrol
One-Sample Testi

Test Degeri = 0
. 0 " .
t df Sig. Ortalama farki 95% Farkin giiven ar“ahgl
(2-kuyruklu) alt list
STC 90,811 59 ,000 236,21167 231,0068 241,4165

a. gruplar = kontrol

One-Sample Testi

Test Degeri =0
i 95% Farkin gii 13
t df Sig. Ortalama farks 0 Farkin giiven ar"a 181
(2-kuyruklu) alt iist
STEC | 61,390 59 ,000 68,07000 65,8513 70,2887

a. gruplar = kontrol
Gruplar = Kok

One-Sample Testi
Test Degeri = 0

- % Farkin o s

¢ of Sig. Ortalama farki 95% Farkin giiven ar”a 181
(2-kuyruklu) alt iist

STC 48,513 59 ,000 218,86333 209,8360 227,8907

a. gruplar = kok

One-Sample Testi

Test Degeri =0
i % Farkin gii 113
t of Sig. Ortalama farks 95% Farkin giiven a1.r.a 181
(2-kuyruklu) alt {ist
STEC | 39,501 59 ,000 61,56500 58,4463 64,6837

a. gruplar = kok
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Gruplar = MTX

One-Sample Testi

Test Degeri = 0

i 95% Farkin gii 118
t of Sig. Ortalama farki 5% Farkin giiven ar"a 181
(2-kuyruklu) alt list
STC 32,467 59 ,000 191,84333 180,0196 203,6671

a. gruplar = mtx

One-Sample Testi

Test Degeri = 0
Sig. 95% Farkin giiven araligi
t df (2-kuyruklu) Ortalama farki L ower Upper
STEC 25,790 59 ,000 54,53833 50,3069 58,7698
a. gruplar = mtx
STC i¢in Oneway ANOVA testi
Varyasyanlarin homojenligi testi
STC
Levene Istatistigi dfl df2 Sig.
9,866 2 177 ,000
ANOVA
STC
Kareler toplami df Ortalama kare F Sig.
(Gruplar arasinda 59991,881 2 29995,941 24,177 000
Cruplar iginde 219602,849 177 1240,694
Genel Toplam 279594,730 179
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Post Hoc Testleri

Bagimli degisken: STC

Coklu Karsilastirmalar

(1) gruplar  (J) gruplar | Ortalama farki (1-J) | Std. hata | Sig. 95% Guvel{arahgl
Alt sinir | Ust sinir
Kontrol kok 17,34833i 6,43090 [,021| 2,1483 | 32,5484
mtx 44,36833 6,43090 |,000| 29,1683 | 59,5684
kontrol -17,34833" 6,43090 [,021( -32,5484 | -2,1483
Tukey HSD kok mtx 27,02000° 6,43090 |,000| 11,8199 | 42,2201
mix kontrol -44,36833: 6,43090 |,000( -59,5684 | -29,1683
kok -27,02000* 6,43090 |,000( -42,2201 | -11,8199
kontrol kok 17,34833* 5,20759 [,004| 4,9476 | 29,7490
mtx 44,36833 6,45613 |,000| 28,9542 | 59,7825
kontrol -17,34833" 5,20759 (,004( -29,7490 | -4,9476
Games-Howell kok .
mtx 27,02000 7,43430 |,001| 9,3579 | 44,6821
mix kontrol -44,36833i 6,45613 [,000( -59,7825 | -28,9542
kok -27,02000 7,43430 [,001( -44,6821 | -9,3579
Oneway ANOVA for STEC
Varyasyanlarin homojenligi testi
STEC
Levene Statistic dfl df2 Sig.
8,500 2 177 ,000
ANOVA
STEC
Kareler toplam1 df Ortalama Farki F Sig.
Gruplar arasinda 5495,901 2 2747951 16,899 ,000
Gruplar i¢inde 28782,144 177 162,611
Genel toplam 34278,046 179
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Post Hoc Testleri

Bagimli degisken: STEC

Coklu Karsilastirmalar

Ortalama farki

95% Giiven aralig1

(1) gruplar (J) gruplar (1)) Std.Hata |  Sig. At st F—
kontrol kok 6,50500** 2,32817 | ,016 1,0021 12,0079
mtx 13,53167 2,32817 | ,000 8,0288 19,0345
Tukey HSD Kok kontrol -6,50500: 2,32817 | ,016 -12,0079 -1,0021
mtx 7,02667 2,32817 | ,008 1,5238 12,5295
it kontrol -13,53167: 2,32817 | ,000 -19,0345 -8,0288
kok -7,02667 | 2,32817 | ,008 -12,5295 -1,5238
kontrol kok 6,50500 ) 1,91276 | ,003 1,9585 11,0515
mtx 13,53167 2,38776 | ,000 7,8405 19,2228
Games-Howell  kok kontrol -6,50500: 1,91276 | ,003 -11,0515 -1,9585
mtx 7,02667 2,62699 | ,023 ,7841 13,2692
mix kontrol -13,53167: 2,38776 | 1,000 -19,2228 -7,8405
kok -7,02667 2,62699 | ,023 -13,2692 -,7841
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii ve Immiinfenotiplendirilmesi

4.1.1. Sican Kemik iliginden Izole Edilmis Mezenkimal Kok Hiicrenin Kiiltiir ve
Immiinfenotiplendirilmesi

Sican kemik iligi kaynakli ve tgilincli pasajdaki mezenkimal kok hiicrelerin

morfolojik yapisi 151k mikroskobunda gosterildi (Resim 2).

Resim 2: Sican kemik iligi kaynakli ve igiincii pasajdaki mezenkimal kok hiicrelerin

morfolojik yapisi 151k mikroskobundaki goriintiisii.
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4.2. Kok Hiicre Belirtecleri Kullamlarak Akim Sitometrisi le Hiicrelerin Mezenkimal

Kok Hiicre Oldugunun Gosterilmesi

SSINT

SSINT

Data Set 1: MELTEM 1 233
[Ungated] FS INT / S INT__

1000 ~—1
m.
= 600
z
+: |
400-
200 {7
| | :
\ 4 { F:1%
04 ' : : :
a w00 A00 600 800 1000
FSINT
Data Set 1: MELTEM 1 233 Data Set 1: MELTEM 1 233
{F] CD45 PE / SS INT [F] CD29 FITC / SS INT
100G+ : 0% G+ : 0% 1000H-+ ; 0% - [Hes 0%
w0 <
i E “]
n
400 “ mn[
200G~ ¢ 94% Ge- 1 6% 200-H-- : 12% H+- : 88%
0 T 4 D -+ 0 l T - o
i 0w W 1w 0 1w o 10
CD45 PE CD29 FITC
Data Set 1: MELTEM 1 233 Data Set 2: MELTEM 2 234
[F] CD90 PC5.5 / SS INT ! [A] CD11 FITC / ECD
1004 s 0% Jlee - 0% s RS ™ Jor : 5%
800
‘OT
600
o
U o10" S
w
‘N'
fle s [lo-: 82% o
4 =
200418% | -1 87% Ja- 1 6%
oJ—-—.~...l..r~ T - :, ST
" 10 ¥ 10 ' g 0 Tt;-' 10*
CD90 PC5.5 ge CD11 FITC

Sekil 16: Kemikliginden izole edilen MKH’lerin immiinofenotipik o6zelliklerinin akim

sitometri sonuglari

Sican kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin immunofenotipik

karakteristik analizi i¢in akim sitometri teknigi ile hematopoetik belirte¢leri CD45 PE (%
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6,0) ve CD11b FITC (% 11,0) negatif ekspresyon gosterdigi tespit edilirken, stromal
belirtegleri CD29 FITC (% 88,0) ve CD90 (% 82,0) Sekil 16’da goriildiigl lizere pozitif

ekspresyon gostermistir.

| FLEINT i Tir s ————
h I“<” I ‘|‘r>hxl\~l' 3 = HHANDVIARILTYFLTINTLOOSS INT LN )
) 1300 f,"::? ﬂ’;‘” “"“;d flegon Cellvpl Navter “CTotal “ated
Q S 2w 00 1A T e
WILIT - " > \ ' 1 ) } r‘_ :f"« ml‘m
l (L s 108
|
T - o

{173000) (B AND VIATELITY AND G40+ ) TLI INT LOGSS 1N Tt ™

Hegion Cefiwpl. Namber *Toll  “Osted ( |I i INSdim] TS INT LI T

ALL 40 AT 3108 i

|! 1RA% ] 0 { 0 on

o un
P e
]
[EEI R RE !
Hegon 1is it e Ton
|| m " o 100 (v
1 13 N2 24
Instrumant SN AZ38311 Software Version. Navios 13 P 1
Rol-

Sekil 17: Mezenkimal kok hiicre verilmis sigan akciger dokusundaki CD34 sayimi.

Sekil 17a’da totalde (%63.37) oraninda canli hiicre sayildi. Sekil 17b’de totaldeki
canli hiicre igerisinde CD45 oraninin (%90.79); Sekil 17d’de ise CD45 igerisindeki CD34
oraninin (%0,00) oldugu gorildii.
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4.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Varhginin RFP pozitifligi ile olciilmesi

MTX ve kok hiicre verdigimiz hiicre grubuna ait siganlardan alinan 6rneklerde RFP
ile isaretli mezenkimal kok hiicrelerin fluoresan mikroskopta goriintiilendi. RFP ve DAPI
icin farkli filtreler kullanildi. Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems)

goriintiileme yapildi (Resim 5).

Resim 3: Sigan testisinde mezenkimal kdk hiicre varliginin immiinofloresan mikroskobuyla

goriintiilenmesi.
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4.4. Hematoksilen-Eozin ve PAS Histokimyasal Bulgular:
4.4.1.Kontrol grubu bulgular:

Kontrol grubunu olusturan sicanlarin testis Orneklerinde 151tk mikroskobik

incelemelerinde

H-E ve PAS boyamalarinda, gerek interstisyel alan gerekse seminifer tiibiillerde
normal histolojik yap1 gbézlendi. Seminifer tiibiilde bulunan spermatogenik seri hiicreleri ve

liimendeki spermler morfolojik olarak normal gbzlemlendi.

Resim 4: Kontrol grubu 1g1k mikroskobik goriintiisii. Spermatogenik seri hiicreleri (¢ift ok),
bazal membran (tek uglu ok) X10, H-E boyama.

Resim 5: Kontrol grubu 1s1k mikroskobik goriintiisii. Spermatogenik seri hiicresi (¢ift uglu
0k), sertoli hiicresi (tek uglu ok) X40, PAS boyama.
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Interstisyel alanda ozellikle damarlar etrafinda gruplar halinde bulunan Leydig
hiicreleri, koyu boyanan ¢ok sayida c¢ekirdekcik igeren oval sekilli ¢ekirdekleri ile

gbzlemlendi.

Interstisyel alandaki damarlar normal yapida gdzlendi.

Resim 6: Kontrol grubu 1s1k mikroskobik goriintiisii. Tunika albuginea X10, PAS boyama.

PAS pozitif boyanmis bazal membran ve tunika albuginea yapist normal yapida

gozlendi.

Diizgiin bir spermatogenezin oldugu tiibiil duvari, sertoli hiicreleri, belirgin
spermatogonyumlari ve spermatojenik seri hiicreleri ile normal yapida gozlendi. Gelismekte
olan spermatidler, normal yapidaki gibi kuyruk liimende, bas tiibiil duvarinda, sertoli

hiicrelerinin arasinda gézlemlendi.
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Resim 7: Kontrol grubu 1sik mikroskobik goriintlisii. Bazal membran (tek basli ok),
spermatogenik seri hiicreleri (¢ift bash ok), kapiller ( ince uglu iiggen) X10 PAS

boyama.

Resim 8: Kontrol grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Kapiller ( ince uglu ii¢ggen), Leyding
(ince ok), Makrofaj (ok basi) X40, H-E boyama.
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Resim 9: Kontrol grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Hiperkromazi X40, PAS boyama.

4.4.2. MTX Grubu Bulgular:

MTX ile tedavi edilen grupta kontrol grubuna kiyasla sonugtaki toplam viicut

agirliginda ve viicut agirhigindaki degisim yiizdesinde belirgin bir diigiis gorillmiistiir.

Spermatogenik seri hiicrelerinde ve seminifer tiibiil ¢apinda azalma gozlendi.

Resim 10: MTX grubu 151k mikroskobik goriintiisii, spermatogenik seri hiicreleri (¢ift uglu
ok), ondiilasyon (tek uclu ok) X10, PAS boyama.
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Resim 11: MTX grubu 151tk mikroskobik goriintiisii. Spermatogenik seri hiicrelerinde
azalma (¢ift uclu ok), interstisyel alan ( tek u¢lu ok) X10, H-E boyama.

Resim 12: MTX grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Kiigiik spermatogenik seri hiicreleri
(¢ift uglu ok), seminifer tiibiiller ( tek uglu ok) X10, H-E boyama.
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Resim 13: MTX grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Vakuol (ok basi), seminifer tiibiiller
(tek uglu ok) X10, H-E boyama.

Interstisyel alanda 6dem olustugu ve interstisyel alanin genellikle genisledigi

saptandi. Testislerde yer yer atrofik tiibiillere rastlandi.

Resim 14: MTX grubu 11k mikroskobik goriintiisii. Dejenere tiibiil X10, H-E boyama.
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Resim 15: MTX grubu 151k mikroskobik goriintiisii, interstisyel alan (kalin ok), dev hiicreler
(ince ok) x10, PAS boyama.

Ayrica damarlarda dilatasyon ve konjesyon gozlendi.

Resim 16: MTX grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Konjesyon (ok basi), ondiilasyon (tek
uclu ok) X10, PAS boyama.

Bazal membranda ayrilma ve ondiilasyon izlendi. Spermatogonyumlarda
hiperkromazi gozlendi. Sertoli ve Leydig hiicreleri normal yapida izlendi. Yer yer vakuoller

gozlemlendi.
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Resim 17: MTX grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Damla seklinde hiicreler X40, H-E

boyama.

Resim 18: MTX grubu 1sik mikroskobik goriintiisii. Spermatogenik seri hiicrelerinde
hipertrofi X40, H-E boyama.
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Resim 19: MTX grubu 151tk mikroskobik goriintiisii. Spermatogenik seri hiicrelerinde
hiperkromazi X40, PAS boyama

Resim 20: MTX grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Odem olusumu X10, PAS boyama.
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Resim 21: MTX grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Konjesyon (ok bas1), limen ( tek uglu
ok) X10, PAS boyama.

4.4.3. Kok Hiicre Bulgular

Kok hiicre grubunda, tiim siganlarin dokulart incelendiginde ¢ok az dejenere tiibiil
gbzlendi. Seminifer tiibiil ¢ap1 istatistik sonucuna gore anlamhdir. Interstisyel alanda 6dem
ve konjesyon c¢ok az gozlendi. Bazal membranda ayrilma ve ondiilasyon birkag¢ yerde
goriildi. Sertoli ve Leydig hiicreleri normal yapida izlendi. Birkag tane kiigiik vakuoller

goriildil.

Resim 22: Kok hiicre grubu 1sik mikroskobik goriintiisii. Seminifer tiibiil limeni X40, H-E

boyama.
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Resim 24: Kok hiicre grubu 1sik mikroskobik goriintiisii. Konjesyon (tek u¢lu ok), H-E
boyama, dejenere tiibiil (ok bas1) X4, H-E boyama.

Resim 25: Kok hiicre grubu 1s1ik mikroskobik goriintiisii. Dejenere tiibiil (ok basi), vakuol
(tek uglu ok) x10, H-E boyama.
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Resim 26: Kok hiicre grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Spermatogenik seri hiicreleri (gift
uclu ok), bazal membranda ayrilma (tek uglu ok) X10, H-E boyama.

Resim 27: Kok hiicre grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Seri hiicrelerinde ayrisma X10,
PAS boyama.
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Resim 28: Kok hiicre grubu 151k mikroskobik goriintiisii. Konjesyon X10, H-E boyama.

4.4.4. istatistiksel Analiz

Seminifer tiibiil ¢cap1 ve seminifer tiibiil epitel ¢ap1 6l¢iim degerlerinde kontrol, kdk

ve mtx gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlendi. Seminifer tiibiil

capt Olclimleri ve seminifer tiibiil epitel ¢ap1 Olgiimlerinde en yliksek degerler kontrol

grubunda gozlendi. Kok ve MTX gruplarinin degerleri kontrol grubuna gére daha distiktiir.

En diisiik degerleri MTX grubu almistir ve diger gruplara gore oldukca diistiktiir.

Tablo 5: Seminifer tiibiil ¢ap1 ve seminifer tiibiil epitel ¢ap1 dlglimleri

Gruplar STC STEC
Kontrol 236,2117+5,2049 68,0700+2,2187
Kok 218,8633+9,0274 61,5650+3,1187
MTX 191,8433+11,8238 54,5383+4,2315
P degeri 0,0001 0,0003
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Sekil 18: Her bir sicanin kok, kontrol ve MTX grubunda seminifer tiibiil ¢ap1 ortalamalari.
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Sekil 19: Her bir sicanin kok, kontrol ve MTX grubunda seminifer tiibiil epitel ¢ap1

ortalamalari.
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Sekil 20: Her bir siganin kok, kontrol ve MTX grubunda seminifer tiibiil ¢ap1 genel

ortalamalari.
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Sekil 21: Her bir siganin kok, kontrol ve MTX grubunda seminifer tiibiil epitel ¢ap1 genel

ortalamalari.
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Tablo 6: Sigan agirliklarinin, sag ve sol testis agirliginin ortalama ve standart sapmalari

Kontrol

Sican agirhiklar: Sag testis agirhgi Sol testis agirhgi
Ortalama 399,667 1,8833 1,8833
Standart Sapma 44,8092 0,1472 0,1472

Kok Hiicre

Hayvan kilolar1 Sag Testis agirhg Sol testis agirhgi
Ortalama 414,517 1,85 1,8833
Standart Sapma 37,2129 0,19748 0,18619

MTX

Hayvan kilolar1 Sag Testis agirhg Sol testis agirhgi
Ortalama 408,167 1,71667 1,71667
Standart Sapma 34,9881 0,17224 0,17224
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5. TARTISMA

Metotreksat (MTX) bir folik asit antagonisti, antiproliferatif, antiinflamatuar ve

immiinomodilator etkilere sahiptir (Sonmez ve ark, 2016).

Akut lenfoblastik 16semi, non-hodgkin lenfoma, meme kanseri ve bas, boyun

kanserlerinin tedavisinde kullanildig1 gibi kanser olmayan hastaliklarda da (romatoid artrit)

kullanilmaktadir (Yulug ve ark, 2013).

MTX neden oldugu oksidatif strese bagli testikiiler hasar1 spermatojenik hiicreleri ve
sertoli hiicreleri iizerinde olmaktadir. Ayni zamanda leydig hiicrelerinde de fonksiyon
bozukluguna ve buna bagli olarak testosteron seviyesinde azalmaya neden olmaktadir.
Kemoterapotik ilaglarin zararl etkilerine ¢ok duyarli olan spermatojenik hiicrelere verdigi
zararlar sonucu MTX infertiliteye yol acabilecek ajanlar arasinda belirtilmistir (Oktar ve ark

(2010); Vardi ve ark, 2010).

MTX uygulanmasindan sonra testisin seminifer tiibiil duvarlarinda incelme, sperm

sayisinda azalma ve sperm DNA’sinda hasarlar oldugu bildirilmistir. (Yulug ve ark, 2013).

Metotreksat, dogurganliga zarar vermektedir. Bozuk oogenez ve spermatogeneze
sebep olmaktadir. Erkek bireylerde onemli yan etkilerinin infertilite ve kalici azospermi

oldugu bildirilmistir (Gokge ve ark, 2011).

Oktar ve arkadaglarinin (2010), sigan testisi lizerinde yapmis olduklar1 7 giinliik bir
calismada; ilk giin 10 mg/kg dozunda uygulanan MTX’1n; vakuolizasyon, seminifer tiibiil
atrofisi ve hiicresel deskuamasyona sebep oldugu, fakat interstisyel alan ve Leydig

hiicrelerinde herhangi bir degisim gozlenmedigi bildirilmistir (Oktar ve ark, 2010).

Yiincii ve arkadaglarimin (2015), yaptig1 bir calismada 3. ve 10. gin MTX
uygulamasi yapilmistir. Isik mikroskop bulgularinda ise tiibiil hiicrelerinde vakuol, bazal
laminada ayrilma, interstisyel alanda 6dem ve konjesyon, gibi bulgular oldugu bildirilmistir

(Yiinci ve ark, 2015).

Deneylerimiz sonucunda elde edilen histopatolojik bulgularda seminifer tiibiil

capinda ve spermatogenik seri hiicrelerinde azalma gozlenmistir. Ayrica kontrol grubundaki
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sicanlara gére viicut agirliklarinda azalma meydana gelmistir. Interstisyel alanda 6dem ve

testislerde atrofik tiibiillere rastlanmistir. Damarlarda dilatasyon ve konjesyon gozlenmistir.

Hayder Gaeed Oufi ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada sicanlara 20 mg/kg
metotreksat tek doz uygulanmistir. MTX ve kontrol gruplar1 arasinda seminifer tiibiil ¢apini
ve sperm anomalilerini incelemislerdir. MTX grubunun tiibiil ¢apinda kontrole gore %5.24

oranin da azalma gozlemislerdir (Oufi ve Al-Shawi, 2014).

Bizim c¢alismamizda bazal membranda ayrilma, ondiilasyon ve sperm ana
hiicrelerinde hiperkromazi gozlenmistir. Mikroskobik olarak tiibiil ¢ap1 (STC) ve tiibiil
epitel kalinligt (STEC) olctimleri yapilmigtir. Bulgular sonucunda STC ve STEC

degerlerinin litaretiirii destekler yonde oldugu gozlemlenmistir.

Vard1 ve arkadaglarinin (2009), yaptig1 ¢alismada kontrol ve karoten grubunda
hicbir lezyon gozlenmemistir. MTX grubunda atrofi, germ hiicre dejenerasyonu gibi

seminifer tiibiil dejenerasyonu gézlenmistir (Vardi ve arkadaslart).

Bizim ¢alismamizda da kontrol grubunda seminifer tiibiil yapisi, spermatogenik seri
hiicreleri ve interstisyel alan normal histolojik yapr gostermistir. MTX grubunda ayrica

vakuollere rastlanmustir.

Ozetle, galismamizda yalnizca MTX verilen grupta deney sonrasinda dokular
histolojik olarak incelendiginde interstisyel alanda &dem ve konjesyon, seminifer
tiibiillerdeki germ hiicrelerinde azalma, seminifer tiibiilde vakuollesme ve bazal laminada
ayrilma seklinde hasarlara rastlanmistir. Mikroskobik olarak STC ve STEC dlgiimlerinin
bulgular1 incelendiginde degerlerin 151k mikroskop goriintiilerini destekler yonde oldugu

gozlemlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Mezenkimal kok hiicrenin testis hasar1 {izerine etkisini igeren bir c¢alismaya
literatlirde rastlamadik. Bizim calismamizda MTX iizerine kok hiicrenin olumlu etkisi
gozlenmistir. Kok hiicre verilen sicanlarda MTX’in olusturdugu hasarin onarildigi, yalnizca
bazi seminifer tiiblillerin interstisyel alaninda 6dem ve konjesyonun ¢ok az gézlemlemdigi
sonucuna ulasildi. Ayrica kii¢iik vakuollere ve birka¢ yerde bazal membranda ayrilmaya
rastlanildi. MTX verilen canlilarda mezenkimal kok hiicrenin testis hasari lizerinde olumlu
etki etmistir, baska dokular iizerinde de mezenkimal kok hiicrenin olumlu etkisinin olup

olmayacag: arastirilabilir.
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