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1. ÖZET 

Sıçanlarda Methotrexate Kaynaklı Testis Hasarına Karşı E Vitamininin Kısa 

Süreli Koruyucu Etkileri 

Bu çalışmada sıçanlarda Metotreksat (MTX) kaynaklı testis hasarına karşı E 

vitamininin kısa süreli koruyucu etkilerinin araştırılması amaçlandı. 

 Çalışmada 32 adet erişkin erkek Spraque dawley tipi sıçan kullanıldı. Her grupta 

8 adet sıçan bulunacak sekilde dört gruba ayrıldı. Kontrol grubuna deney süresi (5 gün) 

boyunca intraperitonal (i.p.) serum fizyolojik verildi. MTX grubuna sadece çalısmanın 

ilk günü 20 mg/kg i.p. olarak uygulandı. E vitamini grubuna 5 gün boyunca 100 mg/kg 

i.p olarak uygulandı. Tedavi (MTX+E vitamini) grunbundaki sıçanlara ise çalışmanın 

ilk günü 20 mg/kg i.p. MTX uygulandı ve daha sonra ilk günde dahil olmak üzere 5 gün 

boyunca 100 mg/kg i.p. olarak E vitamini uygulandı. Deney süresinin bitiminde tüm 

hayvanlar sakrifiye edilerek testisleri alındı. Testis doku örnekleri ışık mikroskobunda 

histopatolojik olarak değerlendirildi. Testisteki apopitozisi değerlendirmek için TUNEL 

tekniği kullanıldı. Testis doku örneklerinin bir kısmı ise enzimatik parçalama yöntemi 

ile süspansiyon haline getirildikten sonra akım sitometrik incelenmesi yapıldı. 

Histopatolojik değerlendirmeler sonucunda, kontrol grubu sıçanlarının testis 

yapısı normal olarak izlendi. MTX grubuna ait seminifer tübüllerin lümenlerinde 

immatür germinal hücreler, bazal kompartımanında açılma ve germinal epitelde yer yer 

vakuolizasyon izlendi. Aynı grubun morfometrik ölçümlerinde, seminifer tübül çapı ve 

germinal epitel kalınlığının kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derecede 

azaldığı gözlemlendi. MTX+E Vitamini grubundaki apoptoz indeksi ise MTX grubuna 

göre anlamlı olarak azaldığı gözlendi. MTX+E Vitamini grubunda testis histolojisinde 

MTX’in oluşturduğu bozuklukların önemli ölçüde düzeldiği belirlendi. E vitamini 

grubundaki tübüller normal yapıda izlendi. Akım sitometrik bulgularımızın da bu 

sonuçları desteklediğini belirledik. 

Elde ettiğimiz bulgularımız MTX’in testiste yapısal bozukluklar oluşturduğunu; E 

vitamininin koruyucu etkisiyle, MTX’ in testiste oluşturduğu bu hasarı düzelttiğini 

göstermektedir. 

Anahtar Sözcükler: Akım sitometri, E vitamini, Metotreksat, Sıçan, Testis 
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2. SUMMARY 

Short-Term Protective Effects of Vitamin E Against Methotrexate-Induced 

Testis Damage in Rats 

The aim of this study was to investigate short-term protective effects of vitamin E 

against MTX induced testis damage in rats. 

In this experiment, thirty two male rats were used. They were divided into four 

groups of eight rats. Rats of control group were injected intraperitoneally (i.p.) with 

physiological saline for five days. Just for the first day of the experiment, 20 mg/kg of 

MTX was injected i.p. to the rats of MTX group. For five days, the rats of vitamin E 

were dosed by i.p. with 100 mg/kg of vitamin E. The rats of treatment group 

(MTX+vitamin E) were injected with 20 mg/kg of MTX on the first day of the study 

and for five days (incluiding the first day) they were dosed by i.p. with 100 mg/kg of 

vitamin E. All animals were sacrificed and their testicles extracted at the end of the 

experimental period. Testicular tissue samples were evaluated histopathologically under 

light microscope. The TUNEL technique was used to determine apoptosis. A portion of 

the testicular tissue were suspended by means of enzymatic digestion and this solution 

was used for flow cytometric analysis. 

Histopathologically, the structures of the testicular tissue in control group was 

observed normally. Testicular tissue in the MTX group exhibited dehiscense in some 

parts of basal membrane of seminiferous tubules, immature germinal cells in the lumen 

of the seminiferous tubules and places vacuolization in the germinal epithelium. The 

diameter of seminiferous tubules and thickness of germinal epithelium were both 

smaller than in the control group. The apoptotic index in the MTX+Vitamin E group 

showed significantly decreased when compared to the MTX group. In the 

MTX+Vitamin E group, methotrexate-induced testis damage was significantly reduced. 

The structures of the seminiferous tubules was observed normally in the vitamin E 

group. Flow cytometric data were supported by other data. 

In summary, vitamin E reduces significantly the MTX-induced testicular damage. 

Key Words: Flow cytometry, Methotrexate, Rats, Testis, Vitamin E 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

Metotreksat (MTX) folik asit analoğudur ve yaygın olarak kullanılan 

kemoterapötik bir ajandır (1, 2). Sitotoksik etkisi, doğrudan kanser hücreleri için seçici 

olmadığından proliferasyon hızı yüksek dokuları da etkiler (1). Lösemi lenfomaları 

başta olmak üzere meme kanseri, osteosarkom, baş ve boyun kanserleri, akciğer kanseri, 

üroepitelyal kanserler gibi solid organ tümorlerinin tedavisinde kullanılır (3). MTX 

deoksiribonükleik asit (DNA) sentezini ve hücre bölünmesi için gerekli olan 

dihidrofolat redüktaz (DHFR) enzimini inhibe eder (4). Bu işlevi DHF' ı tetrahidrofolata 

(THF) çevirerek yapar ve hem pürin hem de pirimidin sentezi azalır (2, 5). MTX pürin 

ve pirimidin metabolizmasını ve DNA sentezini de içeren birçok metabolik yolu etkiler. 

Böylece MTX' in hem tedavi edici etkisi hemde toksik etkileri meydana gelir (4).  

MTX' in karaciğer, böbrek, ince barsak, kemik iliği, akciğer gibi organlar 

üzerinde önemli toksik etkilere sahip olduğu bildirilmiştir (6). Farelerde yapılan 

çalışmada germ hücrelerinde de MTX' e bağlı toksisitenin meydana geldiği belirtilmiştir 

(7). Bu yan etkilerin çoğununda reaktif oksijen radikallerinin (ROS) meydana getirdiği 

oksidatif stres sonucu oluştuğu bilinmektedir (8, 9, 10). 

E vitamini yağda çözünebilen, non-enzimatik, antioksidan olarak bilinen, vücut 

için en önemli vitaminlerden biridir (11). Biyolojik membranlar içinde yer alan E 

vitamini, oksidatif stresi inhibe eden doğal bir antioksidan olarak bildirilmiştir (12). 

Antioksidan etkisi doğrudan serbest radikalleri tutarak gerçekleşir (13). E vitamini 

hücre zarının yapı bütünlüğünü korur ve üreme fonksiyonlarını destekler. Oksidatif 

strese bağlı üreme sistemi hasarını, oksidatif hasarın yol açtığı anormal testis 

morfolojisini ve testis değişikliklerini engellediği belirtilmiştir (14). 

Bu çalışmanın amacı, MTX uygulandıktan sonra kısa süreli verilen (5 gün) E 

vitamininin testisler üzerinde herhangi bir antiapoptotik veya antioksidatif etkisinin olup 

olmadığının araştırılmasıdır. Yapılan araştırmalar doğrultusunda kaynaklarda, MTX 

kaynaklı hasar oluşumuna karşı kısa süreli verilen E vitaminin testisler üzerinde olumlu 

bir etkisinin olup olmadığına dair bir bilgiye rastlanmadığından yapacağımız çalışmanın 

bu boşluğu dolduracağı ve E vitamininin antioksidan özelliği de düşünülerek olumlu 

sonuç alınacağı düşünülmektedir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

Erkek genital organları iç genital organları ve dış genital organları olmak üzere 

ikiye ayrılır. Dış genital organları penis ve skrotum oluşturur. İç genital organları ise 

testis, epididimis, duktus deferens, vezikula seminalis, prostat ve bulboüretral bezler 

oluşturur (15). 

4.1. Testis Embriyolojisi 

Embriyonun kromozal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositi dölleyen sperm türüne 

bağlı olarak fertilizasyonla belirlenir. Gonadların erkek ve dişiliğe farklanmaları, yani 

gonadal cinsiyet, yedinci haftada olur ve XX, XY kompleksine bağlıdır. 

Gonadlar üç yerden köken alarak gelişirler: 

1- Posterior karın duvarını döşeyen sölom epiteli (mezotelyum) 

2- Sölom epiteli altındaki mezenşim 

3- İlkel cinsiyet hücreleri (primordial germ hücreleri) (16). 

Gonadlar (testis ve over) bir çift uzunlamasına gonadal sırt şeklinde belirirler. 

İnsan embriyosunda primordial gonadın mezenşimal kısmı, embriyonun 10-12. dorsal 

segmentleri arasında gelişir. Primordial germ hücreleri epiblasttan köken alır ve primitif 

çizgi boyunca göç ederler. Gelişimin üçüncü haftasında ise allantoise yakın bir yerde 

yolk kesesinin duvarında endoderm hücrelerinin arasında ortaya çıkarlar. Germ 

hücreleri, dördüncü haftada ameboid hareket ederek son bağırsağın mezenterinin dorsali 

boyunca ilerleyerek beşinci haftanın başında primitif gonadlara ulaşırlar. Altıncı haftada 

ise genital sırtlara ulaşmış olurlar ve böylece farklılaşmamış olan fötal gonadlar 

gebeliğin altıncı haftasında ortaya çıkmış olurlar (17, 18). 

Embriyonal gelişimin 7. haftasıyla birlikte embriyo, erkeklik ya da dişilik 

yönünde gelişmeye başlar. Genetik olarak ilkel germ hücrelerinin cinsiyet 

kromozomları XY ise farklanmamış gonad testis yönünde gelişir. Y kromozomunun 

cinsiyet belirleyici bölgesinde bulunan testis belirleyici geni (SRY) farklanmamış 

gonadın testis olarak gelişmesini sağlayan testis belirleyici faktörü (TDF) kodlar. 

TDF’nin etkisi altında primer seks kordonları seminifer tübüllere farklılaşır. Yine 

TDF’nin etkisi ile primer seks kordonları medullanın derinlerine doğru ilerlemesine ve 
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testis veya medullar kordonların biçimlenmesine sebep olur. Testis kordonları 

gonadların hilusuna doğru ağ şeklinde birbirleri ile anastomoz yaparak, rete testis 

tübüllerinin oluşumunu sağlar. Primer seks kordonlarının yüzey epiteli ile olan 

bağlantısı tunica albuginea denilen kalın fibröz kapsülün araya girmesi ile son bulur. 

Tunica albuginea 12. haftada gelişmiş olur (18, 19, 20, 21). Genişleyen testis aşamalı 

olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrılır ve kendi mezenteri olan mesorşiyum ile asılı 

hale geçer. Seminifer kordonlar, seminifer tübüllere, tübüli rekti ve rete testise 

farklanırlar (20).  

Seminifer tübüller, interstisyel hücreleri (Leydig hücreleri) oluşturan 

mezenşimden ayrılırlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hücreleri, androjenik 

hormonları–testosteron ve andosteron- salgılamaya başlarlar, bu hormonlar mezonefrik 

duktusların ve dış genitallerin maskulin olarak farklanmasını indüklerler. Testosteron 

üretimini insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu stimüle eder, hormonun miktarı 

8-12 haftalık periyodda en yüksek değerine ulaşmıştır. Seminifer tübüller, puberteye 

kadar solid halde kalırlar, puberteden itibaren lümen gelişir (20). Seminifer tübüller 

kanalize olur olmaz rete testis tübülleri ile biraraya gelir ve kanalize olan diğer genital 

kanallara açılır. Seminifer tübül duvarında iki tip hücre bulunur. Bunlar; testisin yüzey 

epitelinden gelişen destek hücreleri olan Sertoli hücreleri ve primordial germ 

hücrelerinden farklanan spermatogoniumlardır (18, 19, 20). Testisler ve skrotum dahil 

erkek dış genital yapılar ise 10- 15. haftalar arasında oluşur (18, 22). 

4.2. Testis Anatomisi 

Testisler erkekte temel üreme organı olup, testis torbası (skrotum) içinde yer 

alırlar. Skrotum icinde yer alan herbir testis tunika albuginea olarak adlandırılan kalın 

bir kapsül ile sarılıdır. Oval şekilde (herbiri 2.5×3×5 cm boyutlarında, 10-15 gr 

ağırlığında) çift olan testisler, erkek üreme hücreleri olan spermatozoonlar ile erkek 

seks hormonları olan androjenleri üretir (23). Testislerin dış ve iç iki yüzü (facies 

medialis, facies lateralis), ön ve arka iki kenarı (margo anterior, margo posterior), üst ve 

alt olmak üzere iki ucu (extremitas superior, extremitas inferior) vardır (24, 25).  

Testis tunika vajinalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa ile sarılmıştır. Bu üç 

tabaka testis kapsülü olarak isimlendirilir. 



6 

İntrauterin hayatta karın boşluğunda yer alan testisler, doğumdan hemen önce 

kanalis inguinalisten geçerek skrotuma iner. Bu geçiş sırasında karın boşluğunda 

kendisini saran periton kesesini de beraberinde taşır. Doğumdan sonra bu kese periton 

boşluğuyla ilişkisini keserek tunika vajinalis adını alır. Tunika vajinalisin skrotumun iç 

yüzünü döşeyen parietal yaprağı (periorşium) ile testisin üzerini örten visseral yaprağı 

(epiorşium) arasında çok az miktarda seröz sıvı bulunur (24, 26). Testise gelen ve 

testisten çıkan damar ve sinirler de testisin skrotuma inişi sırasında onu takip ederler. 

Bu oluşumlar bir araya gelerek funikulus spermatikus denen bir kordon oluşturur. 

Funikulus spermatikus testisin skrotumda asılı durmasını sağlayan yapıdır (26, 27). 

Testisin ön kenarı, her iki yüzü ve uçları düz ve konveks olup, visseral periton 

(epiorşium) ile kaplıdır. Arka kenarının sadece lateral kısmı peritonla örtülüdür. 

Peritonsuz olan medial bölümüne epididimis tutunur ve buradan damar-sinirleri ve 

kanalları geçer (15). 

Tunika albuginea, testisi saran mavimsi beyaz renkli, sıkı yapılı fibröz bir 

tabakadır. Bu tabakayı arka kenarı hariç olmak üzere epiorşium örter. Peritonun 

bulunmadığı arka kenara epididimis tutunur ve buradan testisin damarları girip çıkar. 

Tunika albuginea, arka kenarda testisin içine doğru kalın ve vertikal yarım bir bölme 

şeklinde uzantı gönderir. Bu bölmeye mediastinum testis denilir (28, 29). Mediastinum 

testisin ön ve yan kısımlarından çıkan uzantılara septula testis adı verilir. Tunika 

albugineanın iç yüzeyine tutunan bu uzantılar testisi lobüllere ayırır. Her lobül içinde de 

tubuli seminiferi kontorti denen kanalcıklar bulunur. Spermiumlar bu kanalcıkların 

duvarlarında gelişmelerini tamamlar. Seminifer tübüllerin başlangıç kısmı kıvrıntılı, son 

kısmı ise düzdür. Tubuli rekti denilen bu düz kısımlar mediastinum testisin fibröz 

dokusuna sokulur. Burada kanalların anastomozu sonucu rete testis denilen ağ oluşur. 

Rete testisi yapan kanalcıklar mediastinum testisin üst ucunda duktuli efferentes denilen 

kanallarla devam ederler. Duktuli efferentes ise tunika albugineayı delerek testislerden 

epididimise geçer (15). 

Tunika vaskulosa, tunika albugineanın iç yüzeyinde bulunan damar ağ 

tabakasıdır. Tunika albugineanın iç yüzünü ve testis içindeki tüm lobüllerin yüzlerini 

örter (25). Testisler aortanın dalı olan arteria testikularisten beslenirler. Herbir testisin 

arka tarafından çıkan küçük venler birleşerek pleksus pampiniformis denilen venöz ağı 
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yaparlar. Bu venöz ağdan önce iki sonra bir vena testikularis oluşur. Sağ vena 

testikularis vena cava inferiora, sol vena testikularis ise vena renalis sinistraya açılır 

(26).  

4.3. Testis Histolojisi 

Testislerin iki yönlü görevleri hormon ve spermatozoon üretiminin sağlanmasıdır 

(22). Testisler hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlu bileşik tübüler bezlerdir (28). 

Spermium ve testis sıvısı ekzokrin salgısını, testosteron ise endokrin salgısını oluşturur. 

Bu sebeple de testisler hem üreme hem de hormon salınımı görevlerini yapar (29, 30). 

Testislerin içinde asılı pozisyonda durduğu deri ve fibromüsküler bir yapı olan skrotum 

yağ dokusuna sahip olmadığından, damardan ve ter bezinden zengin olduğundan dolayı 

testis ısısının karın içinden daha düşük olmasını sağlar (22, 31). 

Testisin ışık mikroskopik incelenmesinde, testisin en dışta kalın sıkı bağ 

dokusundan oluşan tunika albuginea ile çevrildiği görülür. Kapsülün iç kısmı tunika 

vaskuloza, kan damarlarını içeren gevşek bağ dokusundan oluşur. Tunika albuginea 

testisin arka yüzeyinde kalınlaşarak mediastium testisi oluşturur. Buradan bezin içine 

doğru fibröz uzantılar yaparak testiste yaklaşık 250 adet testiküler piramidal bölmeleri 

oluşturur. Her bölmede 1-4 olmak üzere her testiste yaklaşık 250-1000 adet seminifer 

tübül yer alır. Seminifer tübüller arasını da interstisyel (ara) alan oluşturur. Her tübül bu 

piramidal bölme içinde kıvrımlar oluşturur. Bu tübüllerin ucu düz bir parça olarak 

devam ederek tübülüs rektus adını alır. Bunlar da birleşerek rete testisi oluşturur. 

Tübüller arasındaki interstisyel alanda kapillerler (kan ve lenf damarları), sinirler, 

Leydig hücreleri (interstisyel hüc.) ve makrofajlar bulunur. Leydig hücreleri 

androjenleri salgılar (22). 

4.3.1. Seminifer Tübüller 

Spermatozoonlar seminifer tübüllerde üretilir. Her testiste yaklaşık 250-1000 

seminifer tübül bulunur. Her tübül 0.2 mm çapta, 30-70 cm uzunluktadır. Bir testisteki 

tübüllerin toplam uzunluğu yaklaşık 250 m' dir. Tübüller kıvrımlıdır ve başlangıçta kör 

uçludur. Sonlanırken lümen daralır ve düz tübüller ya da tubuli rekti olarak anılan kısa 

segmentler halinde devam eder. Bu düz tübüller, seminifer tübüllerin rete testis denilen, 

epitel ile döşeli kanalların oluşturduğu bir labirente bağlanmasını sağlar. Anastomoz 



8 

yapan rete testis kanalları, yaklaşık 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin baş kısmına 

bağlanmıştır (22, 31). 

Seminifer tübüller fibröz bir bağ dokusu kılıfı, belirgin bir bazal lamina ve 

karmaşık bir germinal (seminifer) epitelden oluşur. Germinal epitel, sperm üretimini 

sağlayan spermatojenik hücreler ile gelişmekte olan sperm hücrelerinin 

beslenmelerinden sorumlu olup, bölünme yetenekleri bulunmayan destek yani Sertoli 

hücrelerinden oluşur (17, 22, 32). 

4.3.2. Seminifer Epitel 

Epitel iki tip hücreden meydana gelmektedir; Sertoli ya da destek hücreleri ile 

spermatogenik seriyi oluşturan hücreler. Spermatagonik seri hücreleri, bazal lamina ve 

tübül lümeni arasını dolduracak 4-8 tabaka halinde düzenlenmişlerdir. Bu hücreler 

birkaç bölünmeden sonra farklılaşır ve spermatozoonları oluştururlar. Spermatozoon 

üretimi, spermatogenez olarak adlandırılır (22). 

4.3.3. Sertoli ve Leydig Hücreleri  

Seminifer tübüllerde bulunan bir diğer hücre de Sertoli hücreleridir. Sertoli 

hücreleri spermotogenik serideki hücreleri kısmi olarak saran uzamış piramidal 

hücrelerdir. Sertoli hücrelerinin tabanları bazal laminaya tutunur, apikal uçları ise 

sıklıkla seminifer tübülün lümenine doğru uzanır. Işık mikroskobunda, Sertoli 

hücresinin sınırları belirsiz olarak görülür, bunun sebebi ise spermatogenik seri 

hücrelerini çevreleyen çok sayıda lateral uzantılardır. Elektron mikroskobu ile yapılan 

çalışmalarda hücrelerin bol miktarda düz endoplazmik retikulum, bir miktar kaba 

endoplazmik retikulum, iyi gelişmiş Golgi kompleksi ve çok sayıda mitokondri ile 

lizozom içerdiği bildirilmiştir. Sıklıkla üçgen biçiminde olan uzamış nukleusta çok 

sayıda kıvrılmalar, belirgin bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin görülür. Sertoli 

hücreleri birbirlerine spermatogonyumlar seviyesinde sıkı bağlantılarla bağlanmışlardır. 

Bu spermatogonyumlar, içine kanda bulunan metaryallerin serbestçe girebildiği bazal 

kompartmanda yerleşirler. Spermatogenez sırasında spermatogonyum serisi, bu 

bağlantılardan bir yolunu bulup geçerek adluminal kompartmana çıkarlar. Burada 

spermatogenezin daha ileri safhaları, kandan gelen ürünlerden bir kan-testis bariyeri ile 

korunurlar. Bu bariyer Sertoli hücreleri arasındaki sıkı bağlantılar ile oluşturulur. 
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Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hücrelerinin apikal ve lateral kenarlarındaki 

derin girintilerde yerleşmişlerdir. Spermatidlerin flagellar kuyrukları geliştikçe bunlar 

Sertoli hücrelerinin apikal uçlarından çıkan püsküller şeklindeki çıkıntılar halinde 

görülürler. Sertoli hücreleri sıkı bağlantılar (gap junction) denilen birleşmelerle de ilişki 

kurar ve bu yolla hücrelerin iyonik ve kimyasal alışverişi sağlanır. Sertoli hücrelerinin 

başlıca en az dört önemli fonksiyonu vardır: 

 Gelişmekte olan spermatozoonların desteklenmesi, korunması ve 

beslenmelerinin düzenlenmesi 

 Fagositoz: Spermiyogenez sırasında fazla spermatid sitoplazması artık 

cisimcikler şeklinde atılır. Bu sitoplazmik parçacıklar Sertoli hücrelerindeki 

lizozomlar tarafından fagosite edilir ve sindirilir. 

 Sekresyon: Sertoli hücreleri sürekli olarak seminifer tübüllere genital kanallar 

yönünde akan ve sperm transportu için kullanılan bir sıvı salgılarlar. Androjen 

bağlayıcı protein (ABP) sekresyonu Sertoli hücreleri tarafından folikül uyarıcı 

hormon (FSH) ve testosteron kontrolü altında gerçekleştirilir. Bu protein, 

seminifer tübül içinde spermatogenez için gerekli olan testosteronun 

yoğunlaşmasını sağlar. Sertoli hücreleri testosteronu östradiyol haline 

çevirebilirler. Bu hücreler aynı zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez 

ve salınmasını önleyen inhibin adı verilen bir peptid salgılar. 

 Anti-Müllerian Hormon üretimi: Bu hormon embriyonik gelişme sırasında 

erkek fetusta Müller (paramezonefrik) kanalların gerilemesini sağlayan bir 

glikoproteindir. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallardan köken alan 

yapıların gelişmesini sağlar.  

Sertoli hücreleri insanda ve diğer hayvanlarda üreme periyodu süresince 

bölünmezler. Bunlar özellikle enfeksiyon, kötü beslenme, X-ışını ışınımı gibi olumsuz 

koşullara karşı oldukça dayanıklıdırlar ve bu zararlı etkiler karşısında spermatogenik 

seri hücrelerine göre çok daha dirençlidirler. Memelilerde spermatozoonların salınımı 

muhtemelen hücresel hareketlerin bir sonucudur. Bu hareket Sertoli hücresinin 

apeksinde bulunan mikrotübüller ve mikrofilamentler ile sağlanır.  

Testisin seminifer tübülleri arasındaki interstisyel dokuda bağ dokusu, sinirler, 

kan ve lenfatik damarlar bulunmaktadır. Testiküler kapillerler pencerelidir ve kan 
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proteinleri gibi makromoleküllerin serbestçe geçmesine müsaade ederler. İnterstisyel 

alandaki lenf damarlarının oluşturduğu yoğun şebeke, bu organda alınan interstisyel sıvı 

ile lenf sıvısının birleşimindeki benzerliği açıklamaktadır. Bağ dokusu çeşitli tipte 

hücreler içerir. Bunlar arasında fibroblast, farklılaşmamış bağ dokusu hücreleri, Mast 

hücreleri ve makrofajlar bulunur. Puberte sırasında ek bir hücre tipi belirgin hale gelir, 

bu yuvarlak ya da poligonal şekilli olan ve merkezi bir nukleusu ve küçük lipid 

damlacıklarından zengin eozinofilik bir sitoplazması bulunan bir hücredir. Steroid 

salgılayan hücre özelliklerini gösteren bu hücreler, testisin interstisyel ya da Leydig 

hücreleridir. Bu hücreler sekonder seks karakterlerinin gelişmesinden sorumlu erkeklik 

hormonu olan testosteronu üretirler. Testosteron sentezi mitokondri ve düz endoplazmik 

retikulumda bulunan enzimlerce gerçekleştirilerek, hücre organelleri arası işbirliğine bir 

örnek oluşturur. 

Leydig hücrelerinin hem aktiviteleri hem de miktarları hormonal uyarımlara 

bağlıdır. İnsanda hamilelik sırasında üretilen plasental gonadotropik hormon maternal 

kandan fetusa geçer ve androjenik hormonları üreten bol miktardaki fetal testiküler 

interstisyel hücreleri uyarır. Hormonların bulunması embriyonik farklılaşmada erkek 

genital organlarının gelişmesi için gereklidir. Embriyonik interstisyel hücreleri 

hamileliğin 18. haftasına kadar tamamen farklılaşmış olarak kalırlar; bundan sonra 

testesteron sentezinde görülen bir azalma ile birlikte gerilerler. Daha sonra gebelik 

boyunca ve hipofizden sonra salınan lüteinize edici hormon (LH) uyarımı altında 

testosteron sentezini yeniden yapmaya başladıkları prepubertal döneme kadar 

dinlenmede kalırlar (22, 33). 

4.3.4. Spermatogenik Hücreler 

Spermatogenik hücreler düzenli olarak bölünen hücrelerdir. Bu bölünmeler 

sonunda olgun spermlere farklılaşırlar. Seminifer tübülü döşeyen spermatogenik 

hücreler, dört-sekiz katlı tabaka içeren çok katlı epiteli oluşturlar. Bu hücreler bazalden 

lümene doğru; spermatogonyumlar, spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar 

olarak dizilirler (Resim 1) (34, 35, 36).  
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Resim 1. Seminifer Tübülün Genel Histolojik Yapısı. İnterstisyel Alan ( ), Leydig 

Hücresi ( ), Spermatogonyum ( ), Spermatozoonlar (▲) (H&E, X400). 

 

4.3.5. Spermatogenez 

İnsan vücudundaki hücresel farklanma olaylarından biri, spermatogoniumdan 

olgun spermiumun geliştiği süreç olan spermatogenezdir. Spermatogenez, testiste 

seminifer tübüllerde meydana gelir.  

4.3.5.1. Spermatogonial Faz (Spermatositogenez) 

Seminifer tübül bazal membranı üzerinde oturan spermatogoniumlar, küçük 

diploid germ hücreleridir, puberteye kadar bölünmezler. Pubertede spermatositogenez 

başlar, spermatogoniumlar mitoz bölünme ile çoğalarak, yerlerine yeni gelecek 

spermatogoniumları ve en nihayetinde primer spermatositleri oluşturur. 

Spermatogoniumlar 3 tipe ayrılır. Birincisi koyu tip A spermatogoniumlardır. Bunlar 

koyu bazofilik boyanan, oval heterokromatik nükleuslara sahip, küçük hücrelerdir. 

Seminifer epitelin kök ya da rezerv hücreleri olarak değerlendirilirler. Düzensiz 

aralıklarla bölünerek, hem koyu tip A spermatogoniumları, hem de açık tip A hücreleri 

meydana getirirler. İkincisi açık tip A spermatogoniumlardır. Ökromatik nükleuslarının 

soluk görüntüleri dışında, koyu tip A hücrelerle aynı özelliklere sahiptirler. Bunlar 

testosteron etkisiyle mitoz bölünmeyle çoğalırlar ve yeni açık tip A hücreleri ve tip B 

hücreleri meydana getirirler. Üçüncüsü ise tip B spermatogoniumlardır. Oval yerine 
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yuvarlak olan nükleusları dışında açık tip A spermatogoniumlara benzerler. Mitozla 

bölünerek primer spermatositleri meydana getirirler. 

4.3.5.2. Spermatosit Fazı (Mayoz) 

Her bir primer spermatosit mayoz başlamadan önce DNA' larını replike ederler, 

diploid kromozoma ve 4n miktarda DNA' ya sahip olur. Art arda gelen iki mayoz 

bölünme, hem kromozom sayısında, hem de DNA miktarında azalma ile sonuçlanır. 

Birinci mayoz bölünme sonunda, 2n miktarında DNA' ya ve haploid kromozom sayısına 

sahip iki adet sekonder spermatosit oluşur. İkinci mayoz bölünme ile her bir sekonder 

spermatositten haploid (n) miktarda DNA' ya ve aynı miktarda kromozoma sahip iki 

adet spermatid oluşur. Dolayısıyla, iki mayoz sonunda, dört adet haploid spermatid 

meydana gelir. 

Oldukça kısa süre yaşayan sekonder spermatositler, seminifer epitelde kolayca 

izlenemez. Primer spermatositin yarısı büyüklüğündeki bu hücreler, 2n miktarda DNA' 

ya sahiptir, kromozomlarını replike etmeden hemen ikinci mayoz bölünmeye girer. Her 

bir sekonder spermatosit, her biri iki kromatide sahip 22 otozomal kromozomla, bir adet 

X veya Y kromozomuna sahiptir. İkinci mayoz bölünme tamamlandığında, nükleer 

membranlar yeniden oluşur; bir sekonder spermatositten, her biri 22 adet tek zincirli 

kromozoma ve n DNA miktarına sahip iki haploid spermatid meydana gelir. 

4.3.5.3. Spermiyogenez 

Spermatidler, hücreler arası sitoplazmik köprülerle birbirlerine bağlıdırlar. 

Haploid spermatidler, olgun spermiumu meydana getirecek olan ve spermiyogenez 

olarak adlandırılan bir farklanma sürecine girerler. Yoğun bir yeniden yapılanma süreci 

olan spermiyogenez dört dönemden oluşur. 

1. Golgi Dönemi: Bu aşamada, spermatidin granüllü endoplazmik retikulumunda 

hidrolitik enzimler oluşur, bunlar Golgi komplekslerinde modifiye olur ve küçük pre-

akrozomal granüller olarak paketlenir. Glikoproteinden zengin olan bu granüller 

birbirleriyle birleşerek akrozomal vezikülü oluşturur. Nükleus membranı ile ilişkili olan 

bu vezikülün yerleşimi, gelişen spermiumun ön kutbunu belirler. Aynı zamanda bu 

aşamada, sentrioller jukstanükleer bölgeden, akrozom vezikülünün zıt kutbuna, yani 

spermatidin posterior kutbuna göç ederler. Sentriollerin biri, sperm kuyruğunun 
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aksonemini oluşturan dokuz periferik ve iki santral (9+2) mikrotübül oluşumunu 

başlatırken, diğeri nükleus ile kuyruğu birleştiren bağlantı parçasını meydana getirir. 

Sentriollerin bu göçü, başka bir hücre tipinde görülmez. 

2. Cep (Kep-şapka) Dönemi: Bu aşamada boyutu büyüyen akrozomal vezikül, 

nükleusun ön yarısının üzerine doğru akrozom adını alır. Akrozom, altındaki nükleer 

membranla kısmen ilişkilidir, bu bölgedeki membran normalde var olan nükleer 

porlarını kaybeder ve kalınlaşır. 

3. Akrozom Dönemi: Nukleusun kromatini yoğunlaşır, nükleus yassılaşır ve 

spesifik şeklini alır. Nükleus ve üzerindeki akrozom, üstteki plazma membranının 

hemen altına doğru hareket ederken, sitoplazma posterior tarafa doğru yer değiştirir. 

Mitokondriler sitoplazmanın arka kısmına doğru hareket ederek, heliks şeklinde 

fibrilleri sarar. Spermium hareketi için gereken enerjinin sağlanmasında mitokondriler 

anahtar rol oynar. Bu bölge spermium kuyruğunun orta parçasıdır. Orta parçanın 

distalinde iki longitudinal piramit ve çok sayıda bağlantı biriminden oluşan fibröz bir 

kılıf, esas parçanın dokuz longitudinal fibrilini sarar ve hemen hemen kuyruğun sonuna 

kadar uzanarak esas parçayı oluşturur. Fibröz kılıfın distalinde kalan kısa kuyruk 

parçası ise son parça adını alır. 

4. Olgunlaşma Dönemi: Bu aşama fazla sitoplazmayı azaltmaya yönelik bir 

işlemdir. Sertoli hücreleri fazla sitoplazmayı fagosite eder. Hücreler arası köprüler, bu 

fagosite edilen artık cisimlerde kalırlar. Dolayısıyla spermatidler artık birbirlerine bağlı 

değildirler. Farklılaşma işlemi sona eren spermiumun tübül lümenine salınması işlemine 

spermiasyon adı verilir. 

4.3.6. Seminifer Epitel Siklusu 

Farklılaşan spermatogenik hücreler, seminifer epitel içinde rastgele dağılmazlar, 

belli hücre tipleri bir arada bulunurlar. Bu gruplaşmalar, hücreler arasındaki köprüler 

nedeni ile oluşur. Bütün farklılaşma aşamaları, seminifer tübülde belirli bir zamanda 

meydana gelir (37). İnsan ve sıçanlarda spermatogenez süreci çok benzer olmasına 

karşın bazı faklılıklar içermektedir. Erkek sıçanlarda testislerin skrotuma inmesiyle 

beraber ilk sperm üretimi yaklaşık 45. günde başlar ancak optimum üretim 75 günde 

gerçekleşir (38). İnsanda spermatogenezin altı aşamada gerçekleştiği ve yaklaşık 74 gün 
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sürdüğü görülürken sıçanlarda spermatogenez süreci yaklaşık olarak 53 gün sürer (37, 

39). Sıçanlarda her bir tübülün uzunluğu boyunca farklı aşamalar bir düzen içerisinde 

art arda izlenebilir. Ancak insanlarda tübül duvarı boyunca her bir bölge farklı 

aşamalarda olabilir, yani alınacak enine bir kesitte aynı tübül içinde değişik aşamalara 

rastlamak mümkündür (37). İnsanlarda her spermatogenez siklusu 12-16 gün alırken, 

sıçanlarda ise spermatogenez 15. günde başlamasına rağmen sperm üretimi 45 günde 

başlar ve her siklus yaklaşık olarak 12 gün sürer (37, 40, 41). 

4.4. Apoptoz 

Önemli morfogenetik işlemlerden biri olan, vücut işlevleri ve sağlık için en az 

hücre çoğalması kadar önemli olan programlı hücre ölümüne apoptoz denir (22, 42). 

Apoptoz hücrenin hayat çemberi boyunca yapım-yıkım dengesinin sürdürülmesini, 

organizmada hasar görmüş veya organizma için tehlikeli olabilecek hücrelerin yok 

edilmesinde ve hücre DNA' sında meydana gelen mutasyonlar kanser hücrelerinin 

oluşumuna neden olabileceği için bu hasarlı hücrelerin programlı olarak öldürülmesinde 

görev alır (42). Apoptoz ilk defa, gelişen embriyoda keşfedilmiştir. Embriyonun 

şekillenmesi (morfogenez) için programlı hücre ölümü temel bir olaydır (22). Apoptoz 

olayı embriyonik aşamada kalmayıp ergin aşamasında da devam etmektedir (42).  

Apoptozda, hücre ve çekirdeği, hacmini küçülterek yoğunlaşmaya başlar, hücre 

büzülür, hücre yüzeyinde kabarcıklar oluşur ve DNA' da kopmalar meydana gelir (22, 

42). Memelilerde T ve B lenfositlerde apoptoz olayı görülmektedir. Programlı hücre 

ölümü kanser, AIDS, immün hastalıklar ve merkezi sinir sisteminin dejeneratif 

hastalıklarında rol oynayabilir. 

Apoptotik hücreler genellikle mononükleer fagositik sistem hücrelerince fagosite 

edilirler (42). Apoptoz sırasında sitoplazmik büyük veziküller (kabarcıklar) oluşur ve 

bunlar hücre yüzeyinden ayrılırlar. Bu ayrılmış parçalar plazma zarı ile çevrilidir; 

böylece tüm hücre kalıntıları, başlıca makrofajlar tarafından kolayca yutulurlar ya da 

fagosite edilirler. Bununla birlikte, apoptotik parçalar makrofajda yangı olayını 

başlatacak moleküller üretilmesine neden olmazlar (22). 

Apoptoz mekanizmalarında meydana gelen sapmaların kanser oluşumuna yol 

açtığı yapılan bilimsel çalışmalarla ortaya konulmuştur. Apoptoz aynı zamanda kanserli, 
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enfekte olmuş ve yaşlanmış hücrelerin vücuttan atılmasını sağlayan ve sağlıklı bir 

yaşam için gerekli olan bir işlemdir (42).  

Apoptoz mekanizmaları hakkında belirli bir genetik kontrol altında gerçekleşen 

programlı hücre ölümü ile ilgili olarak birkaç mekanizma açıklanmıştır. 

1. Kaspazlar aracılığı ile hücre ölümü  

2. Ölüm sinyalleri aracılığı ile hücre ölümü 

3. Kaspaz aktivitesi olmadan hücre ölümü 

4. Apoptozda görev yapan diğer proteinler (43). 

4.4.1. Germ Hücrelerinde Apoptoz 

Spermatogenezde birçok türde ortak olan bir özellik, germ hücrelerinin 

çoğunluğunun farklı gelişim aşamalarında, apoptoz yoluyla ölümüdür. Germ 

hücrelerinin yaşaması ya da ölmesi, son derece kompleks bir sinyal ağı tarafından 

belirlenir. Bcl-2 ailesinde yer alan proteinler, germ hücresi homeostazisi için yaşamsal 

olan bir sinyal yolunu oluşturur. Bu ailenin bazı üyeleri (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 ve 

A1) hücrenin yaşaması yönünde sinyal iletirken, diğer bazı üyeleri (Bax, Bak ve Bim) 

ise ters uyarıyı yapar. Apoptoz, germ hücrelerinin sayısının ve Sertoli hücreleri ile 

aralarındaki oranın belirlenmesinde çok önemli bir faktördür. Hücrelerin ne kadarının 

apoptoz yoluyla ölüme gittikleri tam olarak belli değildir. Herhangi bir aşamada 

gelişimlerini tamamlayamayan veya hasar gören germ hücreleri de selektif olarak 

apoptozla yok edilir. Radyasyon, toksik maddeler, gonodotropin salgılatıcı hormon 

(GnRH) antogonisti ile yapılan tedaviler, ısı ve stres apoptozu hızlandırabilir (37). 

4.5. Metotreksat 

4.5.1. Etki Mekanizması 

İlk olarak 1948 yılında çocuklarda akut lösemi tedavisinde kullanılan Metotreksat 

(MTX), bir folik asit antagonistidir (44). Hücre bölünmesini inhibe etmesi nedeni ile 

kanser tedavisinde uzun zamandan beri kullanılan kemoterapötik bir ilaçtır (45). MTX, 

40 yılı aşkın süredir lösemiler, solid tümörler, psöriasis, sarkoidoz, inflamatuar bağırsak 

hastalıkları, vaskulit, romatoid artrit ve diğer bazı otoimmün hastalıkların tedavisinde de 

kullanılır. S fazındaki hücreleri etkileyen MTX dihidrofolat analoğudur. MTX geri 
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dönüşümsüz olarak, hücre replikasyonunda anahtar enzim olan dihidrofolat redüktazı 

inhibe eder. Buna bağlı olarak pürin ve pirimidin yapımında gerekli tetrahidrofolat 

sentezi inhibe olur. Apoptozla sonuçlanan DNA defektleri, pürin ve pirimidin sentezinin 

inhibe edilmesi ile oluşur (46, 47, 48). MTX' in kimyasal yapısı aşağıdaki gibidir:  

 

 Şekil 1. Metotreksat' ın Kimyasal Yapısı (2). 

4.5.2. Yan Etkileri ve Toksititesi 

Sitotoksik ilaçlar yalnız kanser hücelerine karşı değil, malign ve sağlıklı bütün 

hızlı bölünen hücreleri de etkilerler. Bu nedenle de yaygın toksik etkiler içerirler (49). 

MTX toksisitesinin mekanizması hala tam anlaşılamamıştır. Ancak bazı yan etkiler; 

pürin, pirimidin, poliamin ve folik asid gibi metabolik yolların bozuklukları ile 

doğrudan ilişkilendirilmiştir. Kremer ve ark. ilk kez romatoid artritli karaciğer 

biyopsisinde MTX poliglutamatlarının birikmesine, folik asid eksikliğinin eşlik ettiğini 

göstermiştir (50). 

Metotreksat tedavisi esnasında ortaya çıkan toksik etkinin şiddeti değişkenlik 

göstermektedir. Bulantı, kusma, alopesi, dermatit, interstisyel pnömoni, 

transaminazlarda yükselme ve stomatit gibi istenmeyen etkilerin özellikle dozla ilişkili 

olduğu bildirilmiştir (51-55). MTX' in uzun süre kullanımları ile hepatotoksisite, 

nefrotoksisite, pulmoner infiltrasyon ve fibrozise yol açtığı görülmektedir (56). MTX’in 

hepatotoksisite ve nefrotoksisite ile ilgili mekanizması konusunda en çok değinilen 

konu oksidatif stres (glutatyon seviyelerinin azalması) olmuştur (8).  

Üreme sistemi hasarı ile ilgili oligospermi ve menstruel bozukluklar, oogenez ve 

spermatogenezde defektler, düşük ve teratojenite gibi yan etkileri bildirilmiştir (4, 55). 

Kemoterapi sonucu artan serbest radikaller testis dokusunda hasara neden olup, 

spermatogenezi olumsuz etkilemektedir (57). Modi ve arkadaşlarının yapmş olduğu bir 

çalışmada MTX' in insan gonadlarında apoptoza neden olduğu bildirilmiştir (58). MTX' 
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in testiküler toksisiteye etkisi doğrudan olabildiği gibi oksidatif stresle de indüklenebilir 

(59).  

4.6. E Vitamini 

E vitamini yağda eriyen, tokoferol ve tokrienol türevlerini kapsayan, zincir kırıcı 

antioksidan etkili bir vitamindir (60). E vitamininin ilk izole edilme tarihi 1936 

yılındadır (61). E vitamininin aktif olan biyolojik şekline tokoferol denir ve 8 adet doğal 

olarak bulunan tokoferol vardır. Bunların içerisinde en yaygın olanı α-tokoferoldür (60). 

Alfa tokoferol antioksidanlardan biridir ve reaktif oksijen partiküllerinin meydana 

getirdiği hasarları önlemek için vücut tarafından geliştirilen antioksidan savunma 

sistemlerinde görev alır (62, 63). E vitamininin kimyasal yapısı aşağıdaki gibidir: 

 

 Şekil 2. E Vitamininin Moleküler Yapısı  

Alfa-tokoferol oksijeni bağlayarak oluşabilecek hasarların önüne geçer. Serbest 

oksijen radikallerinin etkisiyle meydana gelen lipid peroksidasyonunun nötralize 

edilmesinde E vitamini en etkili rolü oynar (64). Kanseri önleyici etkisinin yanında, 

DNA sentezinde rolü olduğu ve bağışıklık sistemi üzerinde etkili olduğu saptanmıştır 

(65). 

Alfa-tokoferol anne sütünde oldukça fazladır. Özellikle doymamış bitkisel 

yağlarda, yeşil sebze ve meyvelerde, fındık, ceviz ve bademde zengin olarak 

bulunmaktadır (76). 

İnce bağırsakların üst kısmından emilen E vitamini, lenf içerisinde şilomikronlarla 

taşınır (65). En çok yağ dokusunda olmak üzere tüm dokularda depolanır (67).  

Günlük E vitamini ihtiyacının 10-12 mg olduğu ve çeşitli hastalıklarda 50-100 

mg' dan 4000 mg' a kadar olan dozların tedavilerde kullanıldığı bilinmektedir (64). E 

vitamini yetersizliğinde sıçanlarda karaciğer nekrozuna ve bağışıklık sisteminin önemli 



18 

derecede etkilenmesine sebep olduğu bilinmektedir. E vitamininin çoğu enfeksiyona 

karşı direnci arttırdığı bilinmektedir (65).  

4.7. Akım Sitometri 

Doksanlı yılların tıp dünyasına kazandırdığı, tıbbın vazgeçilmez bir parçası haline 

gelen lazer teknolojisi tedavinin yanında, diagnoz ve prognoz alanlarında da 

hizmetimize girdi. 

Akım sitometri, tek bir hücrenin birçok özelliklerinin aynı anda ölçümüne izin 

veren bir teknolojidir. Bu ölçümler hareket eden bir sıvı akımında (sanayide 500-4000 

hücre hızla) yapılır. Floresan mikroskobuna göre çok daha hızlı, hassas ve kalitatif çok 

parametreli analizler elde edilmesini sağlar. Genel olarak ''Modern bir akım sitometri 

birkaç dalga boyu üzerinde reaksiyonları analiz edebilme kabiliyetine sahip bir 

spektrum analizörüdür.'' denilebilir.  

Akım sitometri bir hücre hakkında şu tür bilgileri verebilir: 

1. Relatif büyüklük 

2. Relatif granülarite 

3. Relatif floresan yoğunluğu. 

Hücrelerin kabiliyetine göre optik-elektronik bağlama sistemi kullanan akım 

sitometri hücrenin merceklenen lazer ışığının etkileşimini kaydeder: 

1. Düşen ışığın yansıtması 

2. Floresan yayma 

Hücrenin ışığı yayması hücre ebadı, iç yapısı ve pürüzlülüğü ile yakından ilgilidir. 

Floresan yoğunluğu ise hedef antijenin konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. Daha fazla 

floresan daha fazla hücre demektir. 

Modern akım sitometrilerde ışık kaynağı lazer ışını, akışkanlar hücre özelliklerini 

bozmayan izotonik sıvılar, optik elemanlar yansıtıcı ve alıcı dedektörler, bilgi işlem 

merkezi ise bilgisayarlardır. Lazer ışınının akışkan sıvı ile kesiştiği yer olan akış 

kamerası özel quartz' dan yapılmıştır. Elektronik ölçmenin ana temeli lazer ışığı ile 

etkileşime giren hücreden ortaya çıkan uyarılardır. Bütün uyarılar lazer ışınından geçen 
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bir partikülün saniye saniye hikayesidir. Uyarının yüksekliği lazer ışınına engel olan 

hücreden elde edilen maksimum sinyaldir. Bu sinyaller analogdan bilgisayarın 

kullanabileceği bir şekile yani dijitale çevirilir. 

Kanserli hücre tanısında, AIDS hastalarının kanında CD4 lenfosit seviyesinin 

izlenmesinde, DNA analizinde, hücre yüzey markerları analizinde akım sitometri 

kullanılır (68).  
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Deneysel Çalışma Planı 

5.1.1. Etik Kurul Onayı ve Deney Hayvanlarının Temini 

Çalışma Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi (KTÜ), Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurulu tarafından onaylandı ve çalışmaya bu süreçten sonra başlandı (Tarih: 

18.12.2013, Sayı: 700). Çalışmada kullanılan sıçanlar KTÜ Tıp Fakültesi Cerrahi 

Araştırma Merkezi’ nden sağlandı. Çalışmada, 200-250 gr ağırlığında Spraque dawley 

cinsi 32 adet erişkin erkek sıçan kullanıldı. Çalışma süresince sıçanların bakımı, 

beslenmesi, barınması ve deney süresince takibi için KTÜ Tıp Fakültesi Cerrahi 

Araştırma Merkezi’ nde bulunan odalar kullanıldı. Çalışmada kullanılan sıçanların 

tamamı Cerrahi Araştırma Merkezi’ nden sağlandığı için, deney sırasında sıçanlarda 

çevresel değişikliklerden kaynaklanan stres veya uyum problemi yaşanmadı. 

5.1.2. Sıçanların Çalışma Süresince Bakımı ve Laboratuvar Şartları 

Sıçanlar çalışma süresince, her zamanki beslenme ve barınma koşullarında 

bulundular. Deney süresi boyunca laboratuvardaki sıcaklık ortalama 22 ± 2 °C, nisbi 

nem ortalama %50 ± 5 olarak tutuldu. Sıçanların bulunduğu ortama 12 saat aydınlık 12 

saat karanlık olacak şekilde aydınlatma koşulları sağlandı. Sıçanlara içme suyu olarak, 

cerahi araştırma merkezinde normal şartlarda da kullanılan çeşme suyu verildi ve 

standart sıçan yemi ile beslendi, herhangi ilave bir besin kullanılmadı. Çalışma 

süresince sıçanların barınmasında standart Tip III kafesler kullanıldı (Resim 2). 

 
 

Resim 2. A ve B, Deney Hayvanlarının Barınmasında Kullanılan Tip III Kafesler. 
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5.1.3. Çalışma Grupları 

Çalışma dört gruptan oluşturuldu ve her bir grupta eşit sayıda olacak şekilde 

sıçanlar rastgele olarak gruplara ayrıldı. Grupların özellikleri ve çalışma sırasında 

gruplardaki sıçanlara uygulanan işlemler Tablo 1’ de verilmiştir. 

1. Grup: Kontrol grubu sıçanlar (n=8): Bu gruptaki sıçanlara deney süresi (5 

gün) boyunca intraperitonal (i. p.) olarak serum fizyolojik verilip çalışma süresince 

kendi kafeslerinde serbestçe beslenmeleri sağlandı. 

2. Grup: MTX grubu sıçanlar (n=8): Bu gruptaki sıçanlara sadece deneyin ilk 

günü 20 mg/kg MTX i.p. olarak uygulandı. 

3. Grup: E vitamini grubu sıçanlar (n=8): Bu gruptaki sıçanlara 5 gün boyunca 

100 mg/kg E vitamini i.p. olarak verildi. 

4. Grup: MTX+E vitamini grubu sıçanlar (n=8): Bu gruptaki sıçanlara 

çalışmanın ilk günü 20 mg/kg MTX i.p. olarak uygulandı ve deney süresince ilk günde 

dahil olmak üzere 100 mg/kg E vitamini i.p. olarak uygulandı. 

Tablo 1. Çalışma Grupları ve Özellikler 

Gruplar Uygulama 
Denek 

Sayısı 

1. Grup (Kontrol Grubu) 5 gün boyunca sadece serum fizyolojik verildi. 8 

2. Grup (MTX Grubu) Sadece çalışmanın ilk günü 20 mg/kg MTX i.p. uygulandı.  8 

3. Grup (E Vitamini Grubu) 5 gün boyunca 100 mg/kg E vitamini i.p. verildi. 8 

4. Grup (MTX+E Vitamini  

Grubu) 

Sadece çalışmanın ilk günü 20  mg/kg MTX (i.p.) ve 5 

gün boyunca 100 mg/kg E vitamini(i.p.) uygulandı 
8 

 

  Çalışmanın deney aşaması ve dokuların elde edilmesi işlemlerinin tümü KTÜ Tıp 

Fakültesi Cerrahi Araştırma Merkezi’nde özel olarak hazırlanmış hayvan takip ve 

cerrahi müdahale odalarında gerçekleştirildi. Uygulamalar her gün aynı saatler arasında 

(saat 11.00-12.00 arasında) yapıldı. Deney süresinin bitiminde (5 gün sonunda) sıçanlar 

kansızlaştırma yöntemi ile sakrifiye edildi. 
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5.1.4. Testis Dokularının Elde Edilmesi 

Tüm sıçanlar deney süresinin bitiminde (5 gün sonunda) anestezi altındayken 

kansızlaştırma yöntemi ile sakrifiye edilerek steril şartlar altında testisler çıkarıldı 

(Resim 3). Trimlenerek etrafındaki dokularından iyice temizlenen testisler hassas 

terazide tartıldı. Veriler alındıktan sonra, sağ testisler vertikal olarak ikiye bölündü ve 

testislerin yarısı histolojik incelemeler için Bouin solüsyonu tespitine alındı. 

 

Resim 3. Testislerin Çıkarılması (A). Testisin Makroskopik Görünümü (B). 

5.1.5. Bouin Fiksatifinin Hazırlanışı 

Bouin fiksatifini hazırlamak için önce doymuş pikrik asit çözeltisi (75 mL) 

formaldehit (%37, 75 mL) ile iyice karıştırıldı, sonra üzerine yavaşça glasiyal asetik asit 

(5 mL) eklenerek tekrar karıştırıldı (69). 

Bouin fiksatifine alınan testisler 18 saat ışık almayan kuru ortam ve oda 

sıcaklığında saklanıp sırasıyla sudan uzaklaştırma, şeffaflaştırma ve parafinden 

geçirilme işlemlerinden sonra blok haline getirildi. 

Doku takibi aşamasında aşağıdaki işlemler uygulandı:  

1. % 70’ lik alkol  1 gün  

2. % 90’lık alkol   1 gün  

3. % 96’lık alkol  1 gün  
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4. % 100’lük alkol  1 gün  

5. % 100’lük alkol 1 saat  

6. Ksilen   5 dakika (3 kez)  

7. Dokular eritilmiş parafin içerisinde önce 58 °C’ lik etüvde üç kez 15 dakika, 

sonrasında ise 2 saat bekletildi.  

8. Dokular oda sıcaklığında bloklandı. 

5.1.6. Kesitlerin Alınması 

Kesitler KTÜ Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

laboratuvarındaki mevcut mikrotom ile alındı. Dokuya kadar 20μm’ lik kesitler alınarak 

dokunun parafini atıldı. Dokuya ulaşıldığında 5 μm’ lik kesitler alındı. Kesitler benmari 

içindeki 45 °C’ lik sıcak su üzerine koyularak kırışıklıkların açılması sağlandı ve lam 

üzerine yerleştirildi. 

5.1.7. Kesitlerin Hematoksilen ve Eozin (H.E) ile Boyanması 

Tüm dokulardan kesitlerin alınması tamamlandıktan sonra boyama işlemine 

başlandı. Boyama sırasında H.E. boyaları kullanıldı. Tüm kesitlerin parafini 58°C’lik 

etüvde iyice eritildi ve sırasıyla aşağıdaki işlemler uygulandı:  

1. Ksilen    5 dakika  

2. Ksilen    5 dakika  

3. %100’lük alkol  5 dakika  

4. %96’lık alkol   5 dakika  

5. %70’lik alkol   5 dakika  

6. Distile su   2-3 dakika  

7. Hematoksilen   35 saniye  

8. Musluk suyu   5 dakika  

9. Asit alkol   1 kez batırılıp çıkartıldı  

10. Distile su   1 dakika  

11. Amonyaklı su  10 saniye  

12. Distile su   1 dakika  

13. Eozin    30 saniye  

14. Distile su   1 dakika  
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15. % 70’lik alkol  5 dakika  

16. % 96’lık alkol  5 dakika  

17. %100’lük alkol  5 dakika  

18. Ksilen    5 dakika  

19. Ksilen    5 dakika  

20. Entellan ile kapatma. 

Hazırlanan preparatlarda seminifer tübül çapı, germinal epitel kalınlığı ve 

lümende olgunlaşmamış germinal hücrelerin görüldüğü tübül sayısı Olympus DP 71 

(Japan) kameralı ışık mikroskopunda (IM) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging 

Solution, Germany) programı kullanılarak hesaplandı. Seminifer tübüldeki 

spermatogenetik hücreler ve interstisyel alan Olympus BX51 (Japan) fotomikroskoplu 

IM’de incelendi ve resimler dijital ortama aktarıldı.  

Testis seminifer tübülünde hasar değerlendirmesi için Johnsen skorlama sistemi 

kullanıldı (70, 71).  

Johnsen skorlama sistemi (70) 

10 : Germinal epitel çok sıralı, çok sayıda spermatozoa var  

9 : Germinal epitelyum disorganize ve lümene doğru yığılma, spermatozoa var  

8 : Germinal epitel çok sıralı ancak lümende 10'dan az spermatozoa var  

7 : Spermatozoa yok, çok sayıda spermatid var  

6 : Spermatozoa yok, spermatid 10'dan az  

5 : Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var  

4 : Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5'den az  

3 : Germ hücre olarak sadece spermatogonia var  

2 : Germ hücresi yok, sadece Sertoli hücresi var  

1 : Seminifer tübül içinde hiç hücre yok  

5.2. İmmünohistokimyasal İşlemler ve Analizler 

Testisteki apoptozu değerlendirmek için TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 

transferase (TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay) tekniği kullanılarak 

seminifer tübül germinal hücrelerinde DNA fragmantasyonları tanımlandı. Nekroz 

alanları bulunmayan, homojen boyanmış kahverengi nukleuslu TUNEL (+) hücreler 
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apoptotik hücre olarak değerlendirildi. Her testiste en az 10 seminifer tübülde TUNEL 

(+) hücre sayısı ve toplam hücre sayısı bakılıp Apoptotik yüzde (AI= TUNEL (+) hücre 

sayısı / toplam hücre sayısı x 100) hesaplandı (72). 

5.2.1. TUNEL Boyama 

TUNEL tekniği için In situ cell death detection kit, POD kiti kullanıldı. Lam 

üzerine alınan 5 μ’ luk kesitler 1 saat 60 °C’ lik etüvde bekletildikten sonra aşağıdaki 

işlemlerden geçirildi.  

1. Oda ısısında 3x5 dk ksilende inkübe edildi.  

2. %100 etanol 2x5 dk  

3. %95 etanol 2x5 dk  

4. %70 etanol 2x5dk  

5. Distile su ile yıkanır.  

6. Oda ısısında 20 μg/ml Proteinase K 15 dk  

7. PBS (Phosphate Buffer Solution)’de yıkanır.  

8. %3 H2O2’de 15 dk  

9. Distile su ile yıkanır.  

10. PBS’de 2x5 dk  

11. Oda ısısında Large Volume UV (Ultraviyole ışın) block 10 dk  

12. 75 μg Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 μl TdT/dUTP 

karışımı ile dokular kaplanır, 37 °C’lik etüvde 1,5 saat nemli ortamda tutulur.  

13. PBS’de yıkanır.  

14. 100 μ converter peroksidaz dokuyu kapatacak şekilde kaplanır ve 37 °C’lik 

etüvde inkübe edilir.  

15. PBS’de 3x5 yıkanır.  

16. 100 μl DAP ile 5 dk karanlıkta oda ısısında beklenir.  

17. Distile suda 1x2 kez yıkanır.  

18. Hematoksilen ile 15 sn boyanır ve çeşme suyu ile yıkanır.  

19. %70 etanol 2x5dk  

20. %95 etanol 2x5 dk  

21. %100 etanol 2x5 dk  

22. Ksilen 2x5 dk  
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23. Kurutulup entellan ile kapatılır.  

5.3. Akım Sitometrik Analiz 

Parafin bloklardan elde edilen doku örnekleri mekanik ve enzimatik parçalama 

yöntemi kullanılarak PBS tamponu ile süspansiyon haline getirildikten sonra akım 

sitometrik incelemesi yapılmıştır. Coultur Epics Elite Akım Sitometri cihazında 

Multicycle AV Hücre Analiz Programı ile her bir örnekten en az 5 000 hücre sayılarak 

veriler elde edildi. 

5.4. İstatiksel Analiz 

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social Sciences 

version 13.1, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programı ve Microsoft
®
Excel (for windows 

XP) kullanıldı. Her bir gruba ait sayısal veriler ortalama ± standart sapma (SS) olarak 

verildi ve Kruskal Wallis varyans analizi ile karşılaştırıldı. Tüm sonuçların 

karşılaştırılmasında p<0.05 olasılık değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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6. BULGULAR 

6.1. Testis Ağırlıklarına ait Bulgular  

Deney gruplarına ait sıçanların testis ağırlıklarının karşılaştırılması Tablo 2’ de 

verilmiştir. Yapılan istatistiksel analiz sonucunda tüm grupların (Kontrol, MTX, E 

Vitamini, MTX+E Vitamini Grupları) testis ağırlıkları arasında anlamlı bir farklılık 

saptanmadı (One Way ANOVA, p=0.63). 

Tablo 2. Deney Gruplarının Testis Ağırlığına Ait Ortalama ve Standart Sapmalar 

Gruplar Testis Ağırlıkları (gr)* 

Kontrol Grubu (n:8) 1.3125 ± 0.1246 

MTX Grubu (n:8) 1.2625 ± 0.1598 

E Vitamini Grubu (n:8) 1.2250 ± 0.1388 

MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 1.3000 ± 0.1603 

*: Tüm gruplar için testis ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık saptanmadı 

(p=0.63). 

 

6.2. Morfometrik Bulgular 

6.2.1. Seminifer Tübül Çapı ve Germinal Epitel Kalınlığına ait Bulgular 

Deney gruplarına ait seminifer tübül çapı ve germinal epitel kalınlığına ait ölçüm 

sonuçları Tablo 3’ te verilmiştir. Germinal epitel kalınlığından elde edilen istatistiksel 

sonuçlara göre; kontrol grubundan elde edilen sonuçlar E vitamini grubu hariç diğer 

tüm gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı derecede artmaktadır. E vitamini grubunda 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır (Tukey HSD, 

p=0.615). MTX grubu ile MTX+E Vitamini gruplarından elde edilen sonuçlar 

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Tukey HSD, p= 0.143). MTX 

grubunda kontrol grubuna göre anlamlı derecede azalma olmuştur (Tukey HSD, 

p<0.001) 

Seminifer tübül çapından elde edilen istatistiksel sonuçlara göre; MTX grubundan 

elde edilen sonuçlar diğer tüm gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı derecede 

azalmaktadır. Kontrol grubu ile hem E vitamini grubu hem de MTX+E Vitamini 

grupları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Tamhane, E vitamini 

grubu için p=0.996, MTX+E Vitamini grubu için p=0.377). MTX+E vitamini 
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grubundan elde edilen sonuçlar MTX grubuna göre anlamlı şekilde artmaktadır 

(Tamhane Testi, p<0.05).  

Tablo 3. Deney Gruplarına Ait Morfometrik Ölçümlerin Ortalama ve Standart Sapma 

Değerleri 

 

Gruplar Seminifer Tübül Çapı (µm) Germinal Epitel Kalınlığı (µm) 

Kontrol Grubu (n:8) 271.81 ± 2.79 82.31 ± 2.72 

MTX Grubu (n:8) 242.03ª ± 10.45 64.33* ± 5.51 

E Vitamini Grubu (n:8) 271.15 ± 2.00 79.45 ± 3.39 

MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 264.79ᵇ ± 9.37 69.49** ± 6.11 

ª: MTX grubundaki değerler diğer tüm gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır 

(p<0.05). 

ᵇ: MTX+E Vitamini grubundaki değerler MTX grubuna göre anlamlı derecede artmıştır (p<0.05). 

*: MTX grubundaki değerler kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır 

(p<0.001). 

**: MTX grubu ile MTX+E Vitamini grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 

 

6.3. Johnsen Skorlama Sonuçları 

Deney gruplarının testis hasar değerlendirmesi Johnsen Skorlama Sistemi ile 

belirlendi. Sonuçlar Tablo 4’ te verilmiştir. Yapılan istatistiksel analiz sonuçlarına göre 

tüm gruplar içinde en yüksek sonuç kontrol grubundan elde edilmiştir. Kontrol 

grubunun sonuçları MTX ve MTX+E vitamini gruplarından istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde daha yüksektir (Her ikisi için p<0.001, Tamhane Testi). Kontrol grubu ile E 

vitamini grubu arasındaki fark anlamlı bulunmamıştır. MTX+E vitamini grubu MTX 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttığı belirlenmiştir (p<0.05, Tamhane 

Testi).  

Tablo 4. Çalışma Gruplarına Ait Johnsen Skorlama Sistemi Değerlendirme Sonuçları 

(p<0.05). 

 

Gruplar Jhonsen Skorlama Sonuçları 

Kontrol Grubu (n:8) 9.22 ± 0.18 

MTX Grubu (n:8)  7.42 *± 0.46 

E Vitamini Grubu (n:8)  9.07 ± 0.18 

MTX+E Vitamini Grubu (n:8)  8.30 **± 0.26 

*: MTX grubunda ki hasar diğer tüm gruplara göre anlamlı derecede arttı (p<0.05). 

**: MTX+E Vitamini grubunun hasarı MTX grubuna göre anlamlı şekilde azalmıştır (p<0.05). 
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 6.4. Akım Sitometrik Değerlendirme 

Tüm gruplarda akım sitometrik analizle hücre siklusuna ait G0/G1, S, G2/M faz 

değerlerine % cinsinden bakıldı. MTX grubundan elde edilen sonuçlara göre S ve G2/M 

faz değerlerinin kontrol grubuna göre arttığı izlendi. MTX+ E vitamini grubundan elde 

edilen sonuçlar MTX grubu ile kıyaslandığında ise S ve G2/M faz değerlerinde azalma 

izlendi. 

Tablo 5. Çalışma Gruplarına Ait Akım Sitometrik Değerlendirme Sonuçları  

Gruplar 
Faz Değerleri (%) 

G0/G1 Fazı S Fazı G2/M Fazı 

Kontrol Grubu (n:8) 98.5 0.8 0.7 

MTX Grubu (n:8) 93.4 3.5 3.1 * 

E Vitamini Grubu (n:8) 98.4 0.9 0.7 

MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 96.8 1.8 1.4 ** 

*: MTX grubuna ait yüzde cinsinden S ve G2/M faz değerlerinin kontrol grubuna göre arttığı izlendi. 

**: MTX+E vitamini grubuna ait yüzde cinsinden S ve G2/M faz değerlerinin MTX grubuna göre 

azaldığı izlendi. 

 

6.5. Histopatolojik Değerlendirmeler 

Testis dokusunu histopatolojik olarak incelediğimizde; kontrol grubu sıçanlarda, 

seminifer tübüller içindeki spermatogenik seriye ait germinal hücrelerin normal 

döngüde seyrettiği, interstisyel alan dokusunun bütünlüğünü koruduğu ve Leydig 

hücreleri normal gözlendi (Resim 4). MTX grubuna ait seminifer tübüllerin lümenine 

fazla sayıda immatür germinal hücrelerin döküldüğü, bazal membranda açılmalar, 

intertübüler alanda ödem ve germinal epitelde yer yer vakuolizasyon olduğu gözlendi 

(Resim 5). MTX+E vitamini grubundaki seminifer tübüllerde Sertoli hücresi ve 

spermatogonyum arasındaki açılmaların ve vakuolizasyonun belirgin derecede azaldığı, 

spermatogenik hücrelerin yapısının ve germinal epitelin bütünlüğünün korunduğu 

izlendi (Resim 5). E vitamini grubundaki seminifer tübüller kontrol grubuna benzer 

şekilde spermatogenik hücre döngüsünün normal biçimde seyrettiği, tübül yapısı 

bütünlüğünün korunduğu ve intertübüler alan bütünlüğünün yine korunduğu izlendi 

(Resim 4). 
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Resim 4. Kontrol (A) ve E Vitamini (B) Gruplarına Ait Testis Dokuları. Kontrol 

Grubuna Ait Normal Yapıdaki Testis Dokusunda Seminifer Tübüller ( ) ve 

Aralarındaki İnterstisyel Doku (▲) Görülmektedir (H&E, X400). 

 

 

Resim 5. MTX (A) ve MTX+E (B) Vitamini Gruplarına Ait Testis Dokuları. Seminifer 

Tübülde Vakuoller ( ) ve Lümene Dökülen Olgunlaşmamış Germ Hücreleri 

( ) Dikkat Çekmektedir (H&E, X400). 

 

Deney grupları testis dokularında TUNEL tekniği ile değerlendirilen AI Tablo 5, 

Resim 6, 7, 8 ve 9’ da verildi ve bu değerlendirmeye göre; elde edilen sonuçlara göre 

tüm gruplar içinde en yüksek AI (%) değeri MTX grubundan, en düşük AI değeri ise 
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kontrol grubundan elde edilmiştir. Kontrol grubu ile MTX ve MTZ+E Vitamini grupları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı şekilde fark vardır. MTX grubuna göre MTX+E 

Vitamini grubunun AI değerinin istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaldığı görülmüştür 

(Tamhane Testi, p<0.001). 

Tablo 6. Çalışma Gruplarına Ait Apoptotik İndeks Değerlendirme Sonuçları 

 

Gruplar Apopitotik İndeks (%) 

Kontrol Grubu (n:8) 2.01 ± 0.29 

MTX Grubu (n:8) 16.92* ± 1.97 

E Vitamini Grubu (n:8) 3.09 ± 0.32 

MTX+E Vitamini Grubu (n:8) 9.89 **± 1.01 

*: MTX grubundan elde edilen değer diğer gruplara göre anlamlı derecede artmıştır (p<0.05). 

**: MTX+E Vitamini grubundan elde edilen değer MTX grubuna göre anlamlı derecede azalmıştır 

(p<0.001). 

 

 

 
 

Resim 6. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusunda Gözlenen TUNEL (+) Hücreler (▲) 

(TUNEL, X400). 
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Resim 7. E Vitamini Grubuna Ait Testis Dokusunda Gözlenen TUNEL (+) Hücreler 

(▲) (TUNEL, X400). 

 

 
 

Resim 8. MTX Grubuna Ait Testis Dokusunda Gözlenen TUNEL (+) Hücreler (▲) 

(TUNEL, X400). 
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Resim 9. MTX+ E Vitamini Grubuna Ait Testis Dokusunda Gözlenen TUNEL (+) 

Hücreler (▲) (TUNEL, X400). 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ  

Folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX), kanser tedavileri için yüksek, bazı 

otoimmün hastalıklar için ise düşük dozlarda kullanılan antimetabolit ve kemoterapötik 

bir ajandır (73, 74). Kan ve solid organ malignensilerinde, dermatolojik ve romatolojik 

hastalıklarda, ektopik gebelik sonlandırılmasında yaygın bir şekilde kullanılır (73). 

MTX, germ hücreleri toksisitesi de dahil olmak üzere çeşitli yan etkilere sahiptir 

(75). Bu yan etkileri arasında hepatotoksisite, lökopeni, trombositopeni, megaloblastik 

anemi, pansitopeni, akut pnömoni, yavaş ilerleyen pulmoner fibrozis, malignensi 

gelişimi (özellikle lenfoma), immünosüpresyona bağlı infeksiyonlar, kardiyovasküler 

hastalıklar ve teratojenite bulunmaktadır (76). MTX' in gastrointestinal, hematolojik ve 

sinir sistemi üzerine toksisitesi daha önce belirlenmiştir. Bunlara ek olarak, oogenez, 

spermatogenez ve doğurganlık üzerine de zararlı etkilere sahiptir (59). 

MTX, yüksek dozlarda timidilat sentetazı inhibe eder ve en karakterize toksik 

etkisi DNA sentezini engellemesidir (77, 78). Düşük konsantrasyonlarda bile oksidatif 

stresi ve kaspaz-3 seviyelerini arttırdığı için apoptoz indüksiyonunu tetiklediği 

belirtilmiştir (74). Kemoterapötik maddelerin p53 geni aktive mekanizmasını etkilediği 

ve apoptozu indüklediği ayrıca bilinmektedir (79). MTX kaynaklı organ toksisitesinin 

oksidatif stres sonucu oluştuğu düşünülmektedir ve tek bir doz MTX uygulamasının 

sıçan testisinde oksidatif stres oluşumuna neden olduğu belirtilmiştir (59). 

Antioksidanlar hücrede reaktif oksijen türlerinin oluşturduğu hasara karşı 

koruyucu mekanizmalardır ve serbest radikalleri temizleyerek DNA ile etkileşimini 

önlerler (80, 81). E vitamini yağda çözünebilen, biyolojik membranlar içinde yer alan, 

oksidatif stresi inhibe eden, membranlarda süperoksit ve lipit peroksitlerin aktvitelerini 

azaltan doğal bir antioksidandır (11-13, 82). Yapılan çalışmalarda E vitamininin sperm 

hücrelerini lipit peroksidasyonundan ve oksidatif stresten koruyan bir antioksidan 

olduğu bildirilmiştir (83).  

Spermatogenik hücreler, özellikle spermatositler toksik ajanlara karşı çok 

duyarlıdır. Beslenme bozuklukları, sistemik hastalıklar, yaygın ya da lokal 

infeksiyonlar, genetik bozukluklar, antimetabolitler ve kemoterapötik ilaçlar 
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spermatogenezi etkileyen faktörler arasında sayılabilir. Bu ajanlar sperm üretimini 

azaltırlar, kromozomal ve morfolojik anomalilere yol açabilirler (37).  

Bizde bu çalışmamızda MTX uygulandıktan sonra kısa süreli (5 gün) verilen E 

vitamininin testisler üzerinde herhangi bir koruyucu etkisinin olup olmadığının 

araştırılmasını amaçladık. 

Çalışmamızda tüm grupların testis ağırlıkları karşılaştırıldığında istatistiksel 

olarak anlamlı fark bulunamamıştır (p=0.63). Bu yönüyle bulgularımız Padmanabhan ve 

arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmayı desteklediği görülmektedir (7). Bu sonuçlar 

gösterdi ki MTX uygulanan sıçanların testis dokularında anlamlı derecede bir ağırlık 

azalması oluşmadı. 

Çalışmamızda erişkin erkek sıçanlara uygulanan MTX' in testis seminifer 

tübüllerinde bazı hasarlar oluşturduğu gözlenmiştir. Işık mikroskobu düzeyinde 

yaptığımız değerlendirmeler sonucunda seminifer tübül lümeninde immatür germinal 

epitel hücreleri, seminifer tübül germinal epitelinin bütünlüğünün korunamadığı, yine 

germinal epitelde yer yer vakuoller ve açılmalar meydana geldiği izlendi. Bu hasarların 

spermatogenezin kalitesinin düşmesine ve buna bağlı olarak spermatozoonların 

oluşumunun etkilenmesine neden olabileceği görüşündeyiz. Shrestha ve arkadaşlarının 

yapmış olduğu çalışmada MTX kullanımına bağlı olarak seminifer tübül çapında 

azalma, intertisiel alanda boşluk artışı, Leydig hücreleri morfolojisinde bozulma 

gözlediklerini belirtmişlerdir (14). Yine Padmanabhan ve arkadaşlarının fareler üzerinde 

yaptığı çalışmada MTX' in sperm sayısını önemli ölçüde azalttığı, sperm baş 

anomalilerini arttırdığı ve germ hücrelerinde MTX' e bağlı toksisitenin meydana 

geldiğini tespit etmişlerdir (7). Nitekim bu bulgularımız Shretha ve arkadaşlarının, 

Padmanabhan ve arkadaşlarının yanı sıra Nouri ve arkadaşlarının yapmış oldukları 

çalışmaları destekler niteliktedir (84, 85). MTX+E vitamini grubunun ışık mikroskobu 

düzeyinde yaptığımız değerlendirmesi sonucunda ise MTX grubuna göre 

vakuolizasyonun belirgin derecede azaldığı ve seminifer tübüllerin lümeninde birkaç 

germinal epitel hücrelerin dışında spermatogenik hücrelerin yapısının korunduğu 

izlendi. E vitamini ile ilgili olarak Shirpoor ve arkadaşları Etanol uygulamasının 

oluşturduğu toksisiteye karşı E vitamini takviyesinin testisteki yapısal değişiklikleri 

iyileştirdiği, oksidatif stres belirteçlerini ve gonadotropin hormonu düzeylerini 
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iyileştirdiğini bulmuşlardır. Bulgularımız Shirpoor ve arkadaşlarının yapmış olduğu 

çalışmayı bu yönüyle destekler niteliktedir (86). 

Barbisan ve arkadaşları yaptıkları çalışmada MTX kullanımının apoptozu 

tetiklediği sonucunu ortaya koymuşlardır (74). Çalışmamızda apopitozu değerlendirmek 

için TUNEL metodunu kullandık. Elde edilen sonuçlara göre MTX grubundaki 

spermatogenik hücrelerin AI sonuçlarının kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

arttığını ve MTX+ E vitamini grubunun AI sonuçlarının ise MTX grubuna göre anlamlı 

derecede azaldığını gözlemledik. Bulgularımız doğrultusunda MTX' in apopitozu 

indükleyici etkisi olduğunu ve çalışmamızın bu yönüyle Barbisan ve arkadaşlarının 

çalışmasını destekler nitelikte olduğunu gözlemledik. TUNEL (+) hücre tutulumunun 

MTX+E vitamini grubunda MTX grubuna göre anlamlı derecede azaldığını tespit ettik. 

Bu sonuç bize E vitaminin, MTX' in apoptozu indüklediği bu toksisitesine karşı tedavi 

edici etkisi olduğunu düşündürmektedir. 

Akım sitometri, proliferatif aktivite ve DNA içeriği hakkında hızlı, güvenilir ve 

çok sayıda hücre sayarak objektif bilgi edinebileceğimiz bir yöntemdir. Çalışmamızda 

tüm gruplar için, hücre siklusuna ait G0/G1, S ve G2/M faz değerlerine akım sitometrik 

analizle % cinsinden bakıldı. Kontrol ve E vitamini grupları arasında proliferasyon 

indeksi açısından fark saptanmadı. MTX grubunun S ve G2/M faz değerlerinde kontrol 

ve E vitamini gruplarına göre bir artış olduğu izlendi. MTX+E vitamini grubu ile MTX 

grubu kıyaslandığında hem proliferasyon indeksinde hem de S ve G2/M faz değerlerinde 

azalma olduğu gözlemlendi. Bu bulgular bize MTX' in tek başına mitotik proliferatif 

aktiviteyi arttırdığını, E vitamininin ise bu aktiviteye karşı iyileştirici etkisi olduğunu 

düşündürmektedir.  

Çalışmamızda MTX' in uygulandığı erkek sıçan testis dokusundaki etkisinin 

morfometrik değerlendirmesi amacıyla seminifer tübül çapı ve germinal epitel kalınlığı 

ölçüldü. Bulgularımıza göre MTX uygulanması sonucu MTX grubunun seminifer tübül 

çapı ve germinal epitel kalınlığının kontrol grubuna göre anlamlı derecede azaldığı 

görüldü. MTX+E vitamini grubu seminifer tübül çapının MTX grubuna göre anlamlı 

şekilde arttığı izlendi. Germinal epitel kalınlığı bakımından ise MTX grubuna göre 

MTX+E vitamini grubunda bir artış olduğu fakat bu artışın istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edilmediği gözlemlendi (p=0.143). Bu bulgular doğrultusunda E vitamini 
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eklenmesi hem seminifer tübül çapını hem de germinal epitel kalınlığını arttırmıştır. 

Fakat bu artış germinal epitel kalınlığı için anlamlı kabul edilmemiştir. Denek sayısının 

arttırılmasıyla yapılacak yeni çalışmalarda bu farkın anlamlı çıkabileceği düşünülebilir.  

Sonuç olarak, tedavi amaçlı kullanılan MTX testis dokusunda histopatolojik 

hasara yol açmaktadır ve kısa süreli (5 gün) uygulanan E vitamini takviyesinin bu hasarı 

önleyebildiği gözlenmiştir. Farklı çalışmalarda E vitamini dozu arttırılabilir ve 

uygulanma süresi de uzatılabilirse daha olumlu sonuçlar alınabileceği düşünülebilir.  
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