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Metotreksatin Neden Oldugu
Testikiiler Hasara Karsi Klorogenik Asidin
Koruyucu Etkileri

The Preventive Effects of Chlorogenic Acid
Against to Testicular Damage Caused by
Methotrexate

OZET Amag: Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin yiiksek proliferasyona sahip dokular tizerine akut
toksik yan etkilere neden oldugu bilinmektedir. Gonadal hasar da yaygin olarak goriilmesine ragmen,
antikanser ilaglarinin bu yan etkisi diger yan etkilere gére daha az aragtinlmistir. Bu ¢aliymada kan-
ser tedavisinde kullanilan metotreksat (MTX)'1n testis dokusunda olusturdugu degisiklikler {izerine
klorogenik asidin koruyucu etkilerinin arastirilmas: amaglanmaktadir. Gereg ve Yéntemler: Yirmidort
adet Wistar soyu erkek sican, kontrol, klorogenik asit, MTX ve klorogenik asit + MTX (kombine) ol-
mak tizere dort gruba ayrildi. Elde edilen doku 6rnekleri histokimyasal, immunohistokimyasal ve bi-
yokimyasal yontemler ile incelendi. Testikiiler hasarin derecesini degerlendirmek i¢in her gruptan yiiz
tiibiil, saglam, atrofik, dejenere ve germ hiicreleri liimene dokiilmiis tiibiiller olarak siniflandirild.
Kaspaz 3 immunoreaktivitesi boyanma siddetine gore (+) zayif, (++) orta ve (+++) siddetli olarak de-
gerlendirildi. Bulgular: MTX grubunda incelenen tiibiillerden 43.5- 24.2’sinin germinatif epitelinin lii-
mene dokiildiigii, 27.5-30.2’sinin atrofik ve 1.0-2.0'1nin ise dejeneratif oldugu tespit edildi. Kombine
grupta ise etkilenen tiibiil sayis1 istatistiksel olarak MTX grubuna gore diisiiktii. Kaspaz 3 immun bo-
yama yogunlugu ve dagilimi MTX grubunda, kontrollere gore anlaml bir artig gosterirken, kombine
grupta azalmugt1. Biyokimyasal analizlerde MTX grubunda malondialdehit (MDA) yiikselirken, katalaz,
stiperoksit diizmutaz ve glutatyon peroksidaz degerleri kontrollere gore azaldi. Kombine grupta ise
MDA diginda diger biyokimyasal parametreler kontrol grubuna benzerdi. Sonug: Klorogenik asit gi-
bi antioksidanlarin kemoterapinin neden oldugu yan etkilerin azaltilmasinda faydal olabilecegini dii-
sinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Metotreksate; testis; apoptozis

ABSTRACT Objective: It has been known that the agents used in cancer treatment has acute toxic
side effects on tissues with high proliferative activity. Although gonadal damage is widely seen, this
side effect of anticancer agents has been studied less than other side effects. Therefore, this study was
conducted to demostrate whether methotrexate (MTX) caused testicular toxicity associatead with the
oxidative stress, and to investigate possible protective effect of chlorogenic acid against MTX-indu-
ced testicular damage. Material and Methods: Twenty four Wistar male rats were grouped into four
as control, chlorogenic acid , MTX and chlorogenic acid+MTX (combined). The obtained tissue sam-
ples were examined via histological and biochemical methods. In each group 100 tubules were clas-
sified as intact, sloughing, atrophic or degenerated. Caspase 3 immunoreactivity was evaluated
according to coloring magnitude as (+) weak, (++) mild and (+++) strong. Results: It was determined
that in MTX group 43.5-24.2 of tubules were sloughing, 27.5-30.2 were atrophic and 1.0-2.0 were de-
generated. In combined group, a effected tubule number was statistically smaller than MTX group.
Coloring density and distribution of caspase 3 in MTX group was significantly greater. It was less in
the combined group. Although malondialdehyde (MDA) increased in MTX group, catalese, super-
oxide dismutase and glutathion peroxidase values decreased compared to controls in biochemical
analysis. In combined group, except MDA, the other parametres were similar to the control group.
Conclusion: We suggest that an antioxidants like chlorogenic acid may be useful for decreasing the
side effects of chemotherapy.

Key Words: Methotrexate; testis; apoptosis
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pidemiyolojik ¢aligmalar, sebze ve meyve-
E den zengin beslenmenin saglikli bir hayat

ve hastaliklara karsi direncin arttirilmasin-
da veya hafifletilmesinde 6nemli oldugunu goster-
mektedir.! Bu nedenle son yillarda bir ¢ok aragtirici
bu konu iizerinde ¢aligmaktadir.?* Sebze ve meyve-
lerin bu koruyucu etkileri icerdikleri vitamin ka-
rotenoid, flavonoid ve fenolik bilesiklerden
kaynaklanmaktadir. Kayisi, elma, domates ve kah-
ve tanesi ektraklarindan elde edilen klorogenik asit
(ChA) de fenolik bir bilesiktir.>® Yapilan aragtir-
malarda klorogenik asidin; karsinostatik, antioksi-
dan, antihipertansif ve glikoz/lipid metabolizmasini
diizeltici etkileri oldugu bildirilmistir.*”#

Bir folik asit antagonisti olan metotreksat
(MTX); losemi ve diger malignitelerde sitotoksik
bir ajan olarak, ve diisitk dozlarda da psoriazis ve
romatoid artrit gibi inflamasyon hastaliklarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir.®!® MTX gibi anti-
kanser ilaglarinin, hiicreler tizerindeki sitotoksik
etkisi kanser hiicreleri i¢in selektif degildir. Bu ne-
denle yiiksek proliferasyon oranina sahip olan ke-
mik iligi, barsak mukozas: ve sa¢ folikiilleri gibi gibi
saglam dokular icin de toksik olan bir ajandir. An-
tikanser ajanlar gonadlar da etkiler. Ancak gonad-
lar hayati tehlike iceren semptomlar vermedigin-

den, diger organlara gore daha az galigilmigtar.!!2

Yapilan ¢aligmalar MTX’in, antioksidan enzim
sisteminin etkinligini azaltarak, hiicreleri reaktif
oksijen partikiillerine (ROP)’ne kars1 hassas duru-
ma getirip hasara neden oldugunu gostermekte-
dir.’* Oksidatif stres testis dokusunda ve germ
hiicrelerinde hasara yol agmaktadir.” Bundan dola-
y1 antioksidanlar oksidatif strese kars1 testis doku-
sunu korumaya yardim edebilir.

Bu ¢aligmanin amaci; MTX’in neden oldugu
testikiiler hasarda oksidatif stresin rolii ve bu hasa-
ra karst ChA’in olas1 koruyucu etkilerini goster-
mektir.

I GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma icin inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinden 24 adet
(210-310gr agirhiginda) Wistar Albino sigan kulla-
nildi. Hayvanlar (21 + 2 °C) sicaklikta ve %50-60
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nem kontrollii odalarda 12 saat karanlik, 12 saat ay-
dinlik ortamda birakildi. Deneyler Ulusal Saglik
Enstitiisiintin Hayvan Arastirma standartlarina uy-
gun olarak gergeklestirilmis ve Inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul’dan
onay almistir (protokol numaras: 2008/15). Hay-
vanlar rastgele her bir grupta alt1 hayvan olacak se-
kilde dort gruba ayrildi.

Grup 1 (Kontrol): Siganlara MTX yerine esde-
ger hacimde serum fizyolojik intraperitoneal (i.p)
enjeksiyon olarak verildi.

Grup 2 (ChA): Sicanlara 24 giin boyunca giin-
liik 100 mg/kg olacak sekilde i.p enjeksiyon olarak
ChA verildi.

Grup 3 (MTX): Siganlara deneyin 21. giiniinde
i.p enjeksiyon olarak tek doz 20mg/kg serum i¢in-
de ¢oziilerek MTX uygulanda.

Grup 4 (Klorogenik asit + MTX) (Kombine):
Siganlara ChA 24 giin boyunca verildi ve 21. giin-
de MTX uygulandi.

Deney siiresinin sonu olan 24. giinde biitiin s1-
canlar servikal dislokasyonla ¢ldiriilerek testisleri
alindi. Elde edilen doku 6rneklerinden bir kismina,
151k mikroskopik incelemeler i¢in parafin teknigi
uygulandi. Diger dokular; MDA, siiperoksit dismu-
taz, katalaz ve glutatyon peroksidaz dl¢iimleri i¢in

-30 «C’de sogutucuya alindi.

Kesitlerden bir kismi1 hematoksilen-eozin (H-
E) ile boyandi. Diger kesitler immunohistokimya-
sal boyama i¢in polilizin kapl lamlar {izerine
alindi. Suya getirilip, sitrat buffer (pH 7/6) icine
alind1 ve mikrodalga firinda 20 dakika 1s1t1ld1. Oda
sicakliginda sogutulduktan sonra, kesitler fosfat
tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Sonra kesitlere
90,3 HyO, uygulandi. Kesitler primer tavsan po-
liklonal kaspaz 3 antikor ile 30 dakika inkiibe edil-
di (Lab Vision, USA). Sonra PBS ile yikandi.
Biyotinlenmis keci anti-polivalent ve streptoavidin
peroksidazla inkiibe edildi. Boyanma 15 dakika
kromojen+ substratta bekletilerek tamamlandi. Ke-
sitler Leica DFC-280 151k mikroskobu ile incelendi.

HISTOLOJIK DEGERLENDIRME
Histolojik degisiklikler H-E ile boyanmis preparat-
larda 100 tiibiil sayilarak belirlendi. Tibiiller nor-
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mal, dokiilmiis, atrofiye ve seminifer tiibiil dejene-
rasyonunun derecesine bagl olarak siniflandirildi.
Kaspaz 3 boyanmas istatistiksel olarak boyama yo-
gunluguna gore; zayif (+), orta (++) ve giiglii (+++)
olarak siniflandirildi. Kaspaz 3 pozitif hiicreler kah-
verengi renkte boyandi. Kaspaz 3 ile boyanan hiic-
reler Leica Q Win Image Analiz sistemi (Leica
Micros Imaging Solution Ltd, Cambridge, UK) kul-
lanilarak sayild1 ve ii¢ ayr kategoriye gore sinif-
landirildi.

BiYOKIMYASAL ANALIZLER

Siiperoksit Dizmutaz (SOD)

SOD enzimi Sun ve ark.nin modifiye ettigi metotla
tayin edildi.'* Bu metodun prensibi nitroblue tetra-
zolium (NBT)'un siiperoksit {ireticisi olan ksantin-
ksantinoksidaz sistemi tarafindan indirgenmesinin
560 nm’de takip edilmesi esasina dayanmaktadir. Bir
iinite (U) SOD aktivitesi, NBT nin indirgenmesini
%50 inhibe eden SOD miktarini ifade etmektedir.
Spesifik SOD aktivitesi ise {inite/miligram (U/mg)
doku proteini olarak ifade edildi.

Katalaz (CAT)

CAT aktivitesi, hidrojen peroksid’in (H,O,) 37
°C’de yikilmas: sonucu meydana gelen absorbans
azalmasinin 240 nm’de takip edilmesi ile belirlen-
di.'” Bir iinite(U) katalaz aktivitesi, 37 °C’de bir da-
kikada yikilan H,Oy'in 1 mmol'tini ifade etmek-
tedir. Spesifik CAT aktivitesi ise tinite/miligram
(U/mg) doku proteini olarak ifade edildi.

Glutatyon Peroksidaz (GP-x )

GP-x aktivitesi Lawrance ve Burk metoduna gore ¢a-
ligild1.’® GP-x aktivitesi, enzimin hidrojen peroksit’i
substrat olarak kullandig1 esnada bir es reaksiyon
olarak gerceklesen glutatyon reditktazin NADPH’i
NADP*ye yiikseltgenmesi sirasindaki meydana ge-
len absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla
hesapland1 ve spesifik aktivite {inite/miligram
(U/mg) doku proteini seklinde verildi.

Malondialdehit (MDA)

Dokulardaki MDA diizeyi Buege ve Aust yontemine
gore belirlendi.”” Yontemin esas: tiyobarbutirik asit
ile MDA’in 90-95°C’de reaksiyona girmesi sonucu
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olusan pembe renkli bilesigin 532 nm’de verdigi ab-
sorbansin spektrofotometrik olarak okunmas: esasi-
na dayanir. MDA sonuglar1 miligram proteindeki
nmol MDA miktar1 (nmol/mg) olarak ifade edildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel degerlendirmelerde, Windows uyumlu
SPSS 13.0 paket programi kullanildi. Sonuglar;

ortanca IQR (Ceyreklikler Aras1 Genislik) olarak
ifade edildi. Olciilebilir veriler (MDA, SOD, CAT
ve GP-x) Shapiro Wilk Normallik Testi ile test edil-
di. Normal dagilim gostermedigi saptandi. Bu ne-
denle gruplararas: kargilagtirmalarda parametrik
olmayan testlerden Kruskal-Wallis Varyans Ana-
lizi ve ikili karsilagtirmalarda Tukey testi kullanil-
d1. p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

I BULGULAR
HISTOLOJIK BULGULAR

Kontrol ve klorogenik asit gruplarinda herhangi bir
lezyon gortilmedi (Resimle gosterilmedi). MTX
grubunda, incelenen tiibiillerden 43.5-24.2’sinin
germinatif epitelinin limene dokiildigi, 27.5-
30.2’sinin atrofik ve 1.0-2.0’1n1n ise dejeneratif ol-
dugu tespit edildi (Resim 1).

Kombine grupta ise etkilenen tiibiil sayis1 ista-
tistiksel olarak MTX grubuna gore disiiktii (p<
0.05) (Resim 2).

Kaspaz 3 immun boyanma yogunlugu ve dag1-
limi, kontrollere gére, MTX grubunda (Resim 3)
anlaml bir artig gosterirken, kombine grupta, MTX
grubuna gore azalmist1 (p<0.05) (Resim 4).

Gruplarn higbirinde Sertoli hiicreleri kaspaz
3 ile boyanmadi. Histopatolojik analiz ve kaspaz 3
ile boyanma sonuglar1 Tablo 1 ve 2’de gosterildi.

BIYOKIMYASAL BULGULAR
Biyokimyasal sonuglar Tablo 3’te gosterilmistir.

Biyokimyasal analizlerde MTX grubunda
MDA seviyesi yiikselirken, CAT, SOD ve GP-x de-
gerleri kontrollere gore azaldi (p< 0.05). Kombine
grupta biyokimyasal parametreler MTX grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli derecede farkliydi.
MTX grubuna gore MDA diiserken, SOD, CAT ve
GP-x enzim degerleri kontrollere benzerdi.
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RESIM 1: MTX grubunda, atrofik ve germ hiicreleri azalmis tiibiiller. Baz! tiibil-
lerde limen igerisine doklmis germ hicreleri izlenmekte (oklar) (HE, x66).

RESIM 2: Kombine grupta, seminifer tiibiillerin gornimii (HE, x66).

I TARTISMA

Kanser tedavisinde kullanilan sitotoksik ilaglar,
hiicre siklusunu etkileyip, DNA prekiirsorlerinin
sentezini inhibe etmektedi.'’ ilaglarin hiicreler
tizerindeki sitotoksititesi kanser hiicreleri i¢in se-
lektif degildir.!! Testikiiler doku gibi yiiksek mito-
tik aktiviteye sahip organlar da bu ilaglarin hedefi
haline gelmektedir.?’

Erkek fertilitesi spermatogonyumlarin devam-
1 kendini yenilmesine ve spermatojenik hiicrelere
farklilismasina bagh oldugundan, antikanser ilag-
lan testikiiler dokuyu yapisal ve fonksiyonel ola-
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rak etkilemektedir. Nitekim sisplatin ve adriamisin
gibi kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin germ
hiicre kalinlig1 ve seminifer tiibiil liimen ¢apinda
azalmaya, germ hiicrelerinde dejenerasyon ve dé-
kiilmeye neden oldugu rapor edilmigtir.!?

Bizde c¢aligmamizda, literatiir bilgileriyle
uyumlu olarak, MTX in seminifer tiibiillerde atro-
fiye, germinal hiicrelerin dékiilmesine ve apopto-
size yol actigini1 gozlemledik. Sayim (2007); germi-
nal epitel hiicrelerin ayrilmas: ve liimene dokiil-
mesinin, hiicreler arasindaki baglantilarin bozul-

masinin bir gostergesi oldugunu bildirmistir.”!

RESIM 3: MTX grubunda yaygin ve belirgin kaspaz 3 boyanmas. Oklar
perinikleer bélgede ve sitoplazmadaki kaspaz 3 immunoreaktivitesini géste-
riyor (x132).

RESIM 4: Kombine grupta, MTX grubuna gére daha seyrek olarak izlenen
kaspaz 3 pozitif hiicreler (oklar). Etrafindaki diger tiibilllerde kaspaz 3 reak-
tivitesi izlenmiyor (x132).

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(2)
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TABLO 1: Histopatolojik olarak testis seminifer tibillerinin gruplar arasi karsilastirnimasi.
Parametreler Kontrol ChA MTX Kombine
Ortanca-IQR Ortanca-IQR Ortanca-IQR Ortanca-IQR
Normal 97.5-25 95.5-5.2 29.5%6.7 76.5%-11.7
Dékilen 0.5-2.2 3542 43.5>-24.2 12.5%-6.2
Atrofik 2012 05-1.0 27.5-30.2 9.5¢-2.5
Dejenere 1.0-2.0 0.0-0.5
@Kontrol grubuna gére énemli derecede azalmis (p< 0.05).
“Kontrol grubuna gore 6nemli derecede artmis (p< 0.05).
°MTX grubuna gore 6nemli derecede artmis (p< 0.05).
9MTX grubuna gore dnemli derecede azalmis (p< 0.05).
TABLO 2: Kaspaz 3 ile boyanan hiicre sayisi (100 tiibdl) nin gruplar arasi karsilastirimasi.
Kaspaz-3 boyanma yogunlugu Kontrol ChA MTX Kombine
Ortanca-IQR Ortanca-IQR Ortanca-IQR Ortanca-IQR
Zayif (+) 15.5-9.5 12.0-11.5 77.0-24.5 35.0°-12.0
Orta (++) 82.0-26.7 26.5>10.7
Gl (+++) 127.5-48.7 17.5°-5.7

2Kontrol grubuna gore dnemli derecede artmis, p< 0.05.
5MTX grubuna gére 6nemli derecede azalmis, p< 0.05.

TABLO 3: MTX'in neden oldudu lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim parametrelerindeki degisiklikler izerine
ChA’in etkilerinin karsilastirlamasi.

Parametreler Kontrol
Ortanca-IQR
MDA (nmol/mg protein) 0.1-0.06
SOD (U/mg protein) 1.5-6.5
CAT (U/mg protein) 6.0-2.0
GP-x (umol/mg protein) 9.0-0.4

ChA MTX Kombine
Ortanca-IQR Ortanca-IQR Ortanca-IQR
0.2-0.08 0.42-0.07 0.3°-0.08
1.8-2.2 9.2-1.4 15.74¢-6.6
7.5-2.1 3.4-0.5 6.20e:2.7
12.0-2.6 5.8°2.2 10.3%¢-2.1

@Kontrol grubuna gére énemli derecede artmis, p< 0.05.
“Kontrol grubuna gore dnemli derecede azalmis, p< 0.05.
“MTX grubuna gére 6nemli derecede azalmig, p< 0.05.
9MTX grubuna gore dnemli derecede artmis, p< 0.05.
eKontrol grubuna gére fark dnemsiz, p> 0.05.

Toksik ajanlar, sertoli hiicrelerinde intermediyer
filaman, mikrotiibiil ve hiicre adhezyon protein
sentezini etkilemektedir. MTX’de bu sekilde hiicre-
leraras1 baglanti komplekslerine zarar verip hiicre-
lerin liimene dokiilmesine neden olmus olabilir.

Caligmamizda, testikiiler dokudaki apoptotik
hiicreler kaspaz 3 aktiviesi kullanilarak belirlendi.
Kaspazlarin apoptozis siirecinde proteolitik yarik-
lanma kaskadini baslattig1 ve boylece apoptotik
olaylarin gelisiminde kritik bir rol oynadiklar: bi-
linmektedir. Kaspaz ailesinin 14 {iyesinden biri

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(2)

olan kaspaz 3, apoptozisin erken basamaklarinda
aktive olan anahtar bir proteazdir.?? Shinado ve
ark., ile Amin ve ark. antikanser ilaglarinin testi-
kiiler germ hiicrelerinde apoptozise neden oldugu-
nu gostermistir.?*?* Bizde ¢aligmamizda MTX’in
testikiiler dokuda kaspaz 3 boyanma aktivitesini
arttirdigini gézlemledik. Prahalathan ve ark. gibi
bircok aragtirmaci antikanser ilaglarinin neden ol-
dugu sperm sayisindaki azalmanin spermatogenik
hiicrelerin apoptozisi sonucu 6liimiine bagh oldu-
gunu rapor etmistir.”> Oksidatif stresin germ hiicre-

511



Vardi ve ark.

Histoloji ve Embriyoloji

lerinde apoptozisi arttirdig1 bilindiginden, MTX
bu yolla da apoptozise neden olmus olabilir.

Biyokimyasal analizlerde; MTX testikiiler do-
kuda MDA seviyesini yiikseltirken, SOD, CAT ve
GP-x aktivitelerini diigtirdii. MDA seviyesinde yiil-
selme, oksijen radikalleri tarafindan olusturulan
hiicre membran hasarinin énemli bir gostergesidir.
Sener ve ark. 2006’da; ileum, karaciger ve bobrek
dokusunda MTX’le MDA seviyesinin yiikseldigini
rapor etmistir.’? SOD, CAT ve GP-X'in olusturdugu
antioksidan enzim aktivitesindeki azalma, oksidatif
stresin artmas1 anlamina gelmektedir. Nitekim
MTX, hiicrelerde NADPH’1 azaltarak glutatyonun
tiikenmesine neden olmakta ve boylece hiicrenin
ROP’ne kars: zayiflatip, oksidatif stresi artirmakta-
dir 10

Son yillarda ROP’lerinin neden oldugu oksi-
datif hasara kars1 dogal antioksidan maddelerin ko-
ruyucu etkileri ile ilgili ¢alismalar 6nem kazanmak-
tadir.””?® ChA, kayusy, seftali, kiraz, elma, tizim gi-
bi meyve ve kahve, yesil cay gibi iceceklerde bulu-
nan fenolik bir bilesiktir.? Kaffeik asit ve quinik
asidin esterlesmesi sonucu olusan klorogenik asi-
din>* invitro ve invivo ortamlarda antioksidan ve
antikanserojenik etkileri gosterilmigtir.!

Bu ¢alismada ChA’in, MTX toksititesine kargi
seminifer tiibiilleri 6nemli derecede korudugu goz-
lendi. Kono ve ark. ChA’in bu koruyucu etkisini;
stiperoksit, nitrik asit, organik serbest radikaller, al-
koksil ve peroksil radikallerini etkili bir sekilde sii-
pirmesine baglamigtir.?? ChA yanhz serbest radi-
kallerin siipiiriilmesinde degil, ayn1 zamanda agir
metal iyonlariyla selasyon yapma 6zelligi ile de
mitkemmel antioksidatif etki gosterir.>?*32 Hidro-
jen peroksit; demir ve bakir gibi metallerin varli-
ginda, lipid peroksidasyonunu tetikleyen hidroksil
radikallerine doniistir. ChA serbest radikal olusu-
munda 6nemli rol oynayan demir, bakir, mangan,
molibden gibi gecis metalleri ile selasyon yapip ser-
best radikal olusumunu engelleyerek, membran ya-
pilarini lipid peroksidasyonundan korumus olabilir.
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Chlopcikova ve ark. ChA’in fenolik asit grubunda-
ki diger fenollere gore anti-lipoperoksidatif etkisi-
nin daha giiclii oldugunu gostermistir.®? Ciinkii bu
fenoller, lipid radikallerine hizlica H* vererek, li-
pid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirir.
Ustelik reaksiyon sonucunda olusan fenoksi radi-
kali, yeni bir serbest radikal olusturmaz. Bu yoniiy-
le de ChA’in i¢inde bulundugu fenolik antioksi-
danlar mitkemmel H* ve e vericileridir.®

Calismamizda MTX uygulamasindan 6nce
ChA verilmesi seminifer tiibiillerdeki apoptozisi
belirgin olarak azaltti. Huang ve ark., methylglyo-
xal ile muamele ettikleri Neuro-2A hiicrelerinde
kaspaz 3 aktivasyonu iizerine ChA’ in etkisini ¢alig-
muglardir.3* Methylglyoxal ile belirgin olarak yiik-
selen kaspaz 3 aktivitesinde, ChA ilavesi ile 6nemli
derecede azalma gozlenmistir. ChA, kaspaz 3 pro-
tein expressyonunu da belirgin sekilde inhibe et-
mistir.3* Kim ve ark. ChA’in, serbest radikallerin
neden oldugu hiicre 6liimiine karsi, azalan intra-
selliiler glutatyon seviyesini tamir ederek koruyu-
cu etki gosterdigini bildirmistir.> Miccadei ve ark.
da ChA in GSH kaybin: 6nledigini rapor etmistir.*
Caligmamizda da ChA; SOD, CAT ve GP-X enzim
aktivitelerinin kontroller seviyesinde korunmasini
sagladi.

Bu ¢alisma MTX’in neden oldugu testikiiler
hasarda, oksidatif stres ve apoptotik hiicre 6liimii-
niin 6nemli rol oynadigini gdstermistir. Ayrica
ChA sicanlarda, oksidatif testikiiler hasar ve apop-
totik hiicre oliimiine karg: giiclii bir koruyucudur.
Sonug olarak; kanser tedavisinde kullanilan ilaglar-
la birlikte, germ hiicrelerini oksidatif strese ve
apoptozise kars: koruyabilecek ChA gibi antioksi-
danlarin kullanimi, kemoterapiye bagl infertilite-
yi 6nleyebilir. Ancak yine de ChA’in etki mekaniz-
masinin tam olarak anlagilabilmesi i¢in daha ileri
caligmalara gerek bulunmaktir.
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