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1. ÖZET  

1.1. TÜRKÇE ÖZET 

Metotreksat ile sıçan testislerinde oluşturulan hasar üzerine silimarinin 

koruyucu etkilerinin araştırılması 

 

Öğrencinin Adı ve Soyadı :Zehra Atlı 

Danışmanı   :Prof. Dr. Meral Erdinç  

Anabilim Dalı  :Tıbbi Farmakoloji 

 

Amaç: Çalışmamızda, kısa süreli MTX (1 ve 7 günlük) ile oluştuşturulan testis 

hasarına karşı SLM’nin koruyucu etkilerinin histolojik, enzim aktivitesi, hormon, 

protein ve  moleküler olarak gen ekspresyonu düzeyinde araştırılması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem:Kırk 48 erkek sıçan GrupI (kontrol, n=7),  grupII (ilk-gün-

MTX,n=8), grupIII (ilk-gün-MTX+7gün-SLM,n=8), grupIV (7gün-SLM,n=7) grupV 

(altıncı-günde-MTX,n=8) ve grupVI (altıncı-günde-MTX+7gün-SLM, n=8) olarak 

altı gruba ayrıldı. Tedavi gruplarına SLM (100mg/kg) veya MTX (20mg/kg) 

intraperitoneal olarak uygulandı. Sıçanlar 8. günde sakrifiye edildi ve AST, ALT ve 

testosteron konsantrasyonları ölçüldü. Testisde MDA,CAT,SOD,TAS/TOS/OSI 

seviyeleri belirlendi.Apoptoz (BCL2, BAX, CAD) anti-oksidan enzimler (Zn-SOD, 

Mg-SOD, CAT, GPx1) ve steroidogenez yolu (ABP, StAR) içeren genlerin 

ekspresyonu realtime-PCR ile ölçüldü. Pro-kaspaz-3'ün protein seviyesi de 

değerlendirildi.Veriler, tek-yönlü-ANOVA kullanılarak analiz edildi ve post-hoc 

Tukey testi uygulandı. p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Bulgular:GrupII ve III'te MTX'in yedi günlük etkisi hem vücutta hem de testis 

ağırlığında bir azalmaya neden oldu. Testosteron grupII ve III'te azalmış olsa da, AST 

ve ALT sadece grupII'de arttı. GrupII'de antioksidan parametreler azalırken, 

oksidasyon parametreleri arttı. SLM’in (grupIII) bu parametreler üzerinde iyileştirici 

etkileri oldu. StAR-mRNA ekspresyonu, grupII ve III'de azaldı. CAD ve BAX’ın-

mRNA ekspresyonu grupII ve III'de arttı. GPx1 ve BCL2'nin-mRNA ekspresyonu, 

MTX ve SLM birlikte kullanıldığı gruplarda (III,VI) arttı. Pro-Caspase-3 grupIII'de 

artarken, sadece MTX kullanımı grupII'de Pro-Caspase-3 'ü azalttı. 
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Sonuç: Çalışmamızda MTX'in bir günlük etkisi  yedi günlük etkisiyle  kıyaslandığında 

ciddi bir hasar oluşturmadığı bununla beraber MTX'in yedi günlük etkisinin sıçan 

testis dokusu üzerinde ciddi toksisiteye neden olduğu sonucuna varıldı. Ayrıca, 

SLM'nin sıçanlarda MTX kaynaklı testiküler toksisite üzerinde koruyucu etkiye sahip 

olduğu görüldü. 

Anahtar Sözcükler: Metotreksat, Silimarin, Koruyucu Etkiler, Testis, Sıçan 
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1.2. ABSTRACT 

 

 

Investigation of protective effects of silymarin on methotrexate-induced injury 

in rat testis 

Student’s Surname and Name: Atlı, Zehra 

Adviser of Thesis: Prof. Dr. Meral Erdinç 

Department    :Medical Pharmacology  

Aim: The protective effects of silymarine (SLM) on the methotrexate(MTX)-induced 

testicular toxicity in rats was investigated by using enzyme activity, histopathological, 

and levels of hormone, protein and gene expression. 

Material and Method:Forty-six-male rats were divided into six-groups as following; 

groupI(control,n=7); groupII(MTX-on-day1,n=8); groupIII(MTX-on-first-day+7days 

SLM,n=8); groupIV(7days SLM, n=7); groupV(MTX-on-day-7,n=8), and 

groupVI(7days SLM+MTX-on-day7,n=8). SLM (100mg/kg) or MTX (20mg/kg) was 

administered intraperitoneally. On-day-8, rats were sacrificed. Plasma AST, ALT and 

testosterone levels were measured. Levels of MDA, CAT, SOD, TAS/TOS/OSI was 

measured. Real-time-PCR was used to evaluate genes in apoptosis(BCL2, BAX, 

CAD), anti-oxidant enzymes (Zn-SOD, Mg-SOD, CAT, GPx1), and steroidogenesis 

(ABP,StAR). The protein level of pro-caspase-3 was also evaluated. Data were 

analyzed using one-way-ANOVA and post-hoc Tukey test was applied. p<0.05 were 

accepted as statistically significant. 

Results: Seven-day effect of MTX caused a decrease in body and testicular weights 

in groupII and III. Although testosterone levels decreased in groupII and III, AST and 

ALT increased in groupII. While antioxidant parameters decreased,  oxidation 

parameters increased in group II. SLM (groupIII) had improving effects on those 

parameters. StAR-expression was down-regulated in groupII, and III. CAD and BAX 

expressions increased in groupsII and III. BCL2 and GPx1 increased in those groups 

where MTX and SLM were used together (III,VI). While Pro-Caspase-3 increased in 

groupIII, MTX decreased Pro-Caspase-3  in groupII.  
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Conclusion: Compared to seven-day effect of MTX, one-day effect of MTX did not 

cause serious damage on rat testis. However, seven-day effect of MTX caused serious 

toxicity on rat testis. Moreover, SLM had protective effects on MTX-induced testicular 

toxicity in rats.  

Key Words: Methotrexate, Silymarin, Protective Effects,Testes, Rat 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Birçok kanser türünde ve çeşitli rahatsızlıklarda (romatoid artrit, psioriosis  gibi) 

yaygın olarak kullanılan metotreksat (MTX) antineoplastik ajanların 

antimetabolitler grubunda yer almaktadır. Metotreksat folik asit sentezinin ara 

basamağında rol alan dihidrofolatı (Dhf)  tetrahidrofolata (Thf) çeviren dihidrofolat 

redüktaz (Dhfr) enzimini inhibe ederek nukleik asit sentezin prekürsörü olan purin 

ve primidinin sentezlenmesini baskılar (1-4). Metotreksat’ın vücutta hızlı 

bölünebilme yeteneğine sahip sağlıklı doku ve organlarda toksik etkiye sahip 

olduğu bilinmektedir (5). Metotreksat bu toksik etkiyi; nikotinamid adenin 

dinükleotit fosfat (NADP) koenzimini inhibe etmesine bağlı olarak nikotinamid 

adenin dinükleotit fosfat (NADPH, serbest radikal hasarını engellemek için 

gerekli) miktarını azaltarak gösterir. Azalan NADPH miktarı glutation reduktaz 

mekanizmasını bozar ve buna bağlı olarakta doku ve organlarda oksijen 

radikallerinin (ROS) miktarının artmasına neden olmaktadır (6). 

Yüksek doz MTX uygulamasının (20mg/Kg, ip) testis dokusunda ROS’u 

arttırdığı ifade edilmiştir (7). Testiste MTX’e bağlı oluşan oksidatif hasarın 

seminifer tübüllerde organizasyon bozukluğu oluşturduğu, leydig hücrelerinin 

hücre membran permabililitesini bozarak ölümüne neden olduğu ve testosteron 

salınımını azalttığı kaydedilmiştir (8-11).  Ayrıca sperma üzerinde MTX bağlı 

artan ROS’un DNA hasarı oluşturduğu, oligospermiaya (yada oligospermiye) ve 

dolayısı ile erkek infertilitesine neden olduğu bildirilmektedir (10-12). Testiste  

oksidatif hasarın, MTX parçalanmasından sorumlu multidrug resistance protein 

((Mrp) 3 transporter) miktarının azalmasına bağlı olarak oluştuğu güncel bir 

çalışmada da vurgulanmıştır (13).  Bununla birlikte MTX uygulamasının 

(20mg/Kg, ip) antioksidan CAT, SOD ve GPx azalttığı da ifade edilmektedir (7). 

Bu çalışmada testis toksisitesi bilinen MTX ile sıçan testislerinde hasar 

oluşturularak MTX’in bir ve yedi günlük etkisi anlaşılmaya çalışılmıştır. Ayrıca 

bu çalışmada güçlü antioksidan ve antiapoptotik özelliklerinin yanısıra germ hücre 

ve spermatogenezis üzerine de olumlu etkileri olan SLM kullanılarak  MTX ile 

oluşan testis hasarı üzerine koruyucu etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. 
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Silymarin (SLM), deve dikeni bitkisinden (Silybum marianum) elde edilen bir 

polifenolik flavonoiddir. Silymarin güçlü antioksidan ve antiapoptotik özelliğe sahiptir 

(20, 21). Silimarin’in bu antioksidan özelliğini süperoksit dizmutaz (SOD), glutatyon 

peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) aktivitelerini artırarak gösterdiği belirtilmiştir. 

Ayrıca SLM’nin antioksidan enzimlerin mRNA düzeyindeki ekspresyonunu da 

uyardığı (SOD, GSH-Px, katalaz gibi) gösterilmiştir (22). Demir ile bağlanıp 

hücrelerdeki glutatyon redüksiyonunu arttırdığı da ifade edilmektedir (23).  Benzer 

şekilde SLM’nin güçlü antiapoptotik etkisini hücre içerisinde p53-bağımlı yolak (Bcl-

2/Bax, cytochrome C salınması, Apaf-1) ve caspase-3 üzerinden gösterdiği 

bildirilmiştir (24). Sıçanlarda SLM uygulamasının MTX, doksorubisin, parasetamol 

ve cisplatin ile oluşturulan karaciğer böbrek, ve testis  hasarına karşı  koruyucu etki 

(cytochrome P450 3A2 ve GPX gen expresyon artırarak, GSH, SOD, GSH-Px, CAT 

artırarak ve MDA azaltarak) gösterdiği belirtilmiştir (25-29). Antioksidan özelliğine 

sahip bitkilesel kaynaklı maddeler kullanılarak MTX’nın testis dokusu ve germ 

hücrelerinde oluşturduğu hasarı azaltmak amaçlı çeşitli çalışmalar yapılmıştır (14-19). 

Fakat sıçanlarda MTX ile oluşturulan bir günlük ve yedi günlük testis hasarı üzerine 

SLM’nin etkilerine yönelik yapılan bir çalışma bulunmadığı literatür taramasından 

görülmektedir.  

Bu çalışmada MTX’in bir günlük (gen düzeyinde) ve yedi günlük etkisinin  

(metabolitlerin;poliglutamatlar) dokuda oluşturduğu hasarın histolojik, enzim 

aktivitesi, hormon, protein ve  gen ekspresyonu düzeyinde nasıl değiştiğini ve 

SLM’nin bu hasarı azaltmadaki rolünün anlaşılması amaçlanmıştır. Bu amaçla  

çalışmamızda 1 ve 7 günlük MTX ve/veya SLM uygulaması sonrasında testis 

dokusunda histopatolojik değişimler, serum testosteron, AST ve ALT seviyeleri, testis 

dokusunda spesifik oksidan/antioksidan (TAS, TOS, ve OSI, MDA, CAT, SOD) 

düzeyleri, western blot yöntemi ile antiapoptotik markerın (pro-Caspase3) miktarı ve 

imunohistokimya yöntemi ile testis spesifik hücrelerde (sertoli, leydig, germ hücreleri 

gibi) pro-Caspase-3’ün ekspresyon yerinin gösterilmesinin yanısıra  real-time PZR ile 

antioksidan, pro/antiapoptotik ve steroidogenezisde rol oynayan genlerin 

ekspresyonunun belirlenmesiyle MTX ve SLM’in etkilerinin anlaşılması 

amaçlanmıştır. 
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3.GENEL BİLGİLER 

3.1. TESTİS ANATOMİSİ 

Testisler vücutta skrotum adı verilen kaslı bir kese içinde bulunur. Skrotum derisi 

seyrek tüylü, yağ bezleri, ter bezleri, duyusal sinirler ve pigmentasyon yönünden 

zengindir. Skrotum sadece testisleri değil spermatik kordon, kan ve lenf damarları ve 

testiküler sinir liflerini de sarar. Skrotum içerisinde spermanın taşınmasından sorumlu 

spermatik kordon vardır bu yapı pubisin ön yüzünde inguinal kanalın içinden devam 

ederek testisin arkasından ve üstünden geçerek testise bağlanır. Anatomik olarak 

bakıldığında skrotum içerisinde sol testis genellikle sağ testisin altında asılı kalır. 

Skrotumun anatomik olarak katları incelendiğinde subkutan katını muskulus dartos 

(dartos kası) oluşturur. Bu kas içeriye doğru ilerleyerek her bir testisi birbirinden 

ayıran skrotal septumun oluşumuna katılır böylelikleher bir testis birbirinden bağımsız 

olur. Skrotumun’un içinde yer alan diğer bir yapı da karın duvarından aşağı inen ve 

testisleri saran iki tane kremaster kasıdır. Dartos ve kremaster kasları aynı anda 

kasılarak testisleri soğuk havada vücuda yaklaştırır (muskulus kremaster) ve 

skrotumun yüzey alanını azaltarak (muskulus dartos) spermatogenizis için gerekli 

optimum sıcaklığın sağlanmasına yardımcı olur. Çevre ısısı yükseldiğinde ise ısı 

kaybını artırmak için skrotum gevşetilerek yüzey alanı artırılır (muskulus dartos) ve 

testisler vücuttan uzaklaştırılır (m. kremaster). Skrotumun iç sıcaklığı vucüt 

sıcaklığından 2-4oC daha azdır bu durum sağlıklı spermlerin üretimi için gereklidir. 

Skrotum içinde kalan diğer bir yapıda pampiniform pleksuslardır. Bu yapı spermatik 

kordonda testis arterini çevreleyen geniş venöz damar ağıdır.Zıt akım ısı değiştirici 

sistem oluşturarak optimum testis ısısının sağlanmasına katkı sağlar. Skrotum kesesi, 

erkek fetüste, böbreklerin yanında gelişen testislerin doğumdan hemen önce skrotuma 

yerleşmesi ile işlevşel bir hal alır (30-32) 

Testisler erkeğe ait üreme hücresi spermanın üretilip, olgunlaşması ve 

depolanmasından sorumlu organlardır. Hem ekzokrin (sperm) hem de endokrin 

(testesteron gibi) sekresyon yapan testisler pubertastan ölüme kadar aktif olarak kalır. 

Türlere göre ağırlıkları değişiklik göstermesine rağmen, şeklen oval yapıda ve içte 

loblara bölünmüştür. Testisler sperm üreten yaklaşık olarak 900 sargılı seminifer 

tubullerden oluşmaktadır. Her testis dıştan içe doğru üç tabakayla kaplıdır.  
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1-Tunica vaginalis: pariyetal ve ince viseral tabakaya sahip seröz bir membrandır. 

Testislerin serbest hareketini sağlar. Tunica vaginalisin viseral yüzü tunica albugineya 

yapışıktır ve pariyetal tabakasıda skrotumun iç yüzünü kaplamaktadır.  

2-Tunika albuginea: Yoğun fibröz bağ dokudan oluşan testisi saran bir kapsüldür. 

3-Tunica vaskulosa: Adından da anlaşılacağı gibi kan damarlarından zengin, ağ 

dokusundan oluşur (30-33) 

Her testis, böbrek arterinin hemen altındaki abdominal aortadan ayrılan bir 

testis arteri tarafından beslenir.Bu çok uzun, ince bir arterdir ve inguinal kanaldan 

skrotuma geçmeden önce posterior karın duvarına doğru eğim verir.Kan basıncı çok 

düşük ve kan akışı oldukça yavaştır. Kan, pleksus pampiniformis vasıtasıyla 

testislerden ayrılır. Bu damarlar inguinal kanalına doğru ilerledikçe birleşirler ve 

testiküler toplardamarı oluştururlar. Testis sinirleri, T10 ve T11 omurilik 

segmentlerinden köken alırlar. Bunlar ağırlıklı olarak sempatik olmakla birlikte, bazı 

parasempatik lifler de içeren karışık duyu ve motor sinirlerdir. Duyusal lifler öncelikle 

ağrı ile ilgili iken otonomik lifler çoğunlukla vazomotor karakterde olduklarından kan 

akışının düzenlenmesinde görev alırlar(32) 
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Şekil1. Testis dokusunun anatomik görünümü (30)’den alınıp türkçeye çevrilerek 

eklenmiştir.  

 

Testisin posterior yüzüne bakıldığında mediastinum köken alan septula adlı 

bağ doku testisin içine doğru yayıldığı ve tunica albugineaya çeşitli noktalardan 

bağlandığı görülür. Böylece testis bazaldan perifere doğru uzanan 200-300 adet 

piramidal loba ayrılmış olur (34) 

Her bir lobül interlobüler bağ dokusu tarafından çevrelenmiş ve desteklenmiş, 

seminifer tübüller olarak bilinen genelde 4 tane tübülden oluşur. Her bir testiste 

yaklaşık 400 ila 900 seminifer tübül vardır. Her bir tüp, 30-70 cm uzunluğunda ve 150-

300 μm çapındadır.  

Seminifer tübülün duvarı üç katmandan oluşur; 

1- Fibroelastikten bağ dokusundan oluşan dış kapsül veya tunika propria 

2- İnce homojen bazal membran 

3- Kompleks tabakalı epitel, iki tip hücreden oluşur: 

 Spermatojenik hücreler veya germ hücreleri 

 Sertoli hücreleri veya destekleyici hücreler (34). 
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Sperm üretildiği yer olan testisten ayrıldıktan sonra, üretraya ulaşmak için bir 

seri sperma taşıyıcı kanallardan geçer. Bunlar sırası ile Rete testis; seminifer tübüllerin 

içine açıldığı ince duvarlı tubüllerin oluşturduğu bir ağdır (34). Rete testisten vas 

efferens olarak adlandırılan 8 ila 15 tübül ortaya çıkar. Vas efferensler birleşerek, 

epididimisin başını oluştururlar ve sonra kanalın şeklini oluşturmak üzere 

yaklaşırlar.Her bir testisin arka yüzünde yaklaşık 12 küçük efferent kanal bulunur ve 

epididimise sperm taşır.Spermlerin hareketini sağlayan silialı hücreler vardır. 

Epididimis spermin olgunlaşma aşamalarını geçirdiği ve depolandığı tubüler bir 

yapıdır.Testisin üst ucunda genişlemiş bir kafa, ortada uzun bir gövde ve alt ucunda 

ince bir kuyruktan oluşur.Kanal oldukça ince ve çok sargılıdır. Epididimis testis 

tarafından salgılanan sıvının yaklaşık% 90'ını reabsorbe eder(34).  

Testisteki spermler fizyolojik olarak olgunlaşmamıştır testisten ayrıldıktan 

sonra epididimisin başı ve gövdesinde depolanırken olgunlaşırlar.Yirmi gün kadar bir 

süre sonra kuyrukları uzar. Depolanan sperm 40 ila 60 gün boyunca fertil kalır, ancak 

ejakulate olmayıp çok yaşlanırsa parçalanır ve epididimis tarafından absorbe 

edilir.Epididimis kanalı kuyrukta yukarı doğru dönerek duktus deferensi (vas 

deferens) oluşturur. Spermatik kordon ve inguinal kanaldan geçerek pelvis boşluğuna 

girer.Orada, mediale döner ve idrar torbasına yaklaşır.Mesane ve üreter arasına 

girdikten sonra, kanal arkaya mesane doğru aşağıya döner ve terminal ampulla olarak 

genişler (şekil 1). (34) 
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3.2. TESTİS HİSTOLOJİSİ 

3.2.1. İnterstisyel doku (ara doku)  

Testis içerisinde seminifer tubüller arasında yer alan dokudur. Bu doku içerisinde 

fibroblastlar, kan ve lenf damarları ve testosteron üretiminden sorumlu leydig hücreleri 

bulunur.  

 

3.2.1.1. Leydig hücreleri  

Leydig hücreleri en önemli erkek cinsel hormonu olan testosteronu üretir ve 

salgılarlar.Gelişimsel, morfolojik ve işlevsel açıdan farklı hücreler ayırt 

edilebilir.Fötal leydig hücreleri, doğumda yeni doğan leyding hücreler haline gelir ve 

bundan sonra dejenere olur veya olgunlaşmamış leyding hücrelerine gerilerler. Fetal 

leydig hücreleri testosteron üretirler. Ayrıca olgunlaşmamış leydig hücrelerinin 

testosteron yerine androstan-3α, 17β-diol ürettiği de bildirilmiştir(35). 

Yetişkin leydig hücreleri granülsüz endoplazmik retikulum ve mitokondri 

açısından zengindir.Diğer önemli sitoplazmik bileşenleri lipofuscin granülleri, 

endositoz ve lizozomal yıkımın son ürünü ve yağ damlacıkları olup testosteron 

sentezinin ön aşamalarının gerçekleştiği yerlerdir.Reinke'nin kristalleri olarak 

adlandırılan özel oluşumlar, çoğunlukla yetişkin leydig hücrelerindebulunur.Yetişkin 

testisteki leyding hücrelerinin çoğalma oranı oldukça düşüktür ve lüteinleştirici 

hormon (LH)'den etkilenir (35). 

Geç embriyonik dönemde plasentadan gonodotropinler leydig hücrelerinden 

kanal ve eklenti bezlerinin gelişmesi için testesteron sekresyonu yaparlar. Bu fetal 

intestinal hücreler 3. ve 4. aylarda aktif sonra regrese olurlar daha sonra sessizce 

pubertasa kadar beklerler. Pubertastaki testesteron üretimi hipotalamustaki 

gonodotropinlerin (LH tarafından) uyarımıyla sentezlenir(30). 

 

3.2.1.2. Makrofajlar, lenfositler ve sinir lifleri 

İnterstisyel bölme leydig hücrelerinden başka makrofaj ve lenfosit gibibağışıklık 

sistemine ait hücreleri de içerir.Her 10-50 leydig hücre için bir makrofaj 

bulunmaktadır. Makrofajlar muhtemelen leydig hücrelerinin özellikle çoğalmaları, 

farklılaşmaları, steroid üretimi ve sitokinlerin salgılanması gibi fonksiyonlarını 

etkiler.Makrofajlar steroidogenez uyarıcılarını ve inhibitörlerini 
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salgılarlar.Proinflamatuar sitokinler, reaktif oksijen türleri, nitrik oksit ve 

prostaglandinler leydig hücre fonksiyonunu inhibe edebilir (35) 

 

3.2.2. Seminifer Tübüller 

Spermatogenesis olayı seminifer tübüller içinde gerçekleşir. Testis dokusunun 

yaklaşık %60’ı seminifer tübül dokusudur. Seminifer tübül içindeki germinal 

epitelyumda iki tip hücre vardır; Bunlar büyük, bölünmeyen, fiziksel ve metabolik 

destek sağlayan sertoli hücreleri ile germ veya diğer ismi ile spermatogenik hücrelerdir 

(34).  

 

3.2.2.1. Sertoli Hücreleri 

Sertoli hücreleri seminifer tubul hücreleri içinde iki katlı olarak spermatogenik 

hücrelerin beslenme ve bölünmesinde rol oynayan uzun kolumnar epitel hücrelerdir. 

Spermatogenik hattaki bütün hücrelerin dışa bakan yüzüyle sıkı ilişki içindedir ve bu 

hücrelerin metabolik ve fiziksel ihtiyaçlarını karşılar(34).  

Sertoli hücrelerinin tabanı bazal membrana bağlanmıştır ve apikal uçları 

lumene uzanır. Sertoli hücreleri spermatogenik hücreler tarafından sarıldığından rutin 

histolojik incelemede lumene bakan kısmı belirsizdir. Her bir sertoli hücresi gelişim 

aşamasındaki 30-50 sperm hücresini destekler. Mikroskopik yapısı incelendiğinde 

granüllü endoplazmik retikulum, golgi cisimciği, birçok mitokondri ve ribozom içerir 

(34). 

Çekirdekleri ovoid veya üçlü halka şeklinde, ökromatin yapıdadır. Bu nukleus 

yapısı sertoli hücrelerinin germ hücrelerine göre daha kolay tanınmasını sağlar. Bir 

önemli fonksiyonu da bazolateral membranla seminifer tubullere sıkıca bağlanarak 

kan testis bariyerini oluşturmaktır. Bu bariyer; 

1. Seminifer tübüllerin korunması: Kan testis bariyeri, kandaki zehirli maddelerin 

seminifer tübüllere geçişini engelleyerek (proteinler, polisakaritler, sitotoksik 

maddeler ve galaktoz gibi orta büyüklükteki moleküller) spermatojenik hücreleri 

korur.Diğer taraftan spermatojenik hücreler için gerekli maddelerin (spermatogenik 

hücreler için başlıca besleyici maddeler, gerekli hormonlar ve su) geçişine izin verir.  

2. Otoimmün rahatsızlıkların önlenmesi:Kan testis bariyeri ayrıca seminifer 

tubüllerden spermatolojik antijenik ürünlerin kana geçişini engelleyerek otoimmün 
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hastalıkların gelişimini önler.Kan testis bariyeri, özellikle travma ve viral (kabakulak 

vb) enfeksiyon nedeniyle zarar görür. Kan testis bariyerinin hasar görmesi sonucu 

spermatozoonlara ait antijenik yapılar kana geçerek immun sistemi aktive ederler. 

Böylece spermlere karşı sentezlenen otoantikorlar germ hücrelerini yok ederek 

steriliteye yol açar(34). 

Sertoli hücrelerinin önemli fonksiyonları; 

1- Gelişimin çeşitli aşamalarındaki sperm hücrlerin beslenmesi ve korunması  

2- Spermatogenezis sırasında oluşan sitoplazmik artıklarının fagositozu, 

3-çeşitli Salgılanma:Seminifer tübüllere genital kanallar yönünde inen ve sperm nakli 

için kullanılan bir sıvı. 

Testosteronun seminifer tübülde konsantre olmasına sağlayan ve spermatogenez için 

gerekli olan androjen bağlayıcı proteinin salgılanması. Cinsel steroidler, estrojenler ve 

testosteron. İnhibin ve aktin peptidlerinin ön hipofizdeki folikül salgılatıcı hormon 

(FSH) sentezini ve salımını bastırır ve etkinleştirirler(30, 33). 

 

3.2.2.2. Spermatogenetik Hücreler  

Spermatogonia adlı progenitor ve kök hücrelerin proliferasyonu pubertas ile birlikte 

başlar. Bunlar yaklaşık 12 µm büyüklüğünde oval hücrelerdir. Bu hücreler seminifer 

tübülün bazal duvarına en yakın yerleşirler ve sertoli hücreleriyle sıkı ilişkilidirler. 

Farklı aşamalardaki spermatogonialar şekli ve nukleusunun boyanmasına göre 

tanınabilir. Spermatogonialar daha koyu ve ovoid çekirdekli kök hücrelerdir, bölünüp 

daha solgun renkli çok hızlı bölünebilen progenitor hücrelere dönüşür (30). 

Tip A spermatogonialar mitozla bölünüp çoğalarak tip B hücrelerine dönüşür. 

Tip B hücreleri daha yuvarlaktır ve nukleusu daha az boyanır. Daha sonra Tip B 

hücreler son mitotik bölünmeyle ikiye bölünür ve primer spermatosit oluşur. Sekonder 

spermatositleri testis kesitlerinde görmek zordur çünkü yaşam süreleri çok kısadır 

hemen ikinci mayoz bölünme fazına girerler. Her bir sekonder spermatositin 

bölünmesiyle her kromozomun kromatidleri ayrılır ve her biri 23 kromozom içeren iki 

haploid kromozomlu spermatid olarak adlandırılan hücreler üretilir. Birinci ve ikinci 

mayoz arasında DNA replikasyonu olmadığından oluşan hücreler haploiddir (30). 
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3.2.3. Erkek Üreme Hücrelerinin Klonal Yapısı  

Spermatogoiaların mitotik bölünmesiyle oluşan kök hücreler mitozla bölünmeyen 

hücreler olarak kalır. Bir kısım hücrede ise sitoplazma bölünmesi tam gerçekleşmez 

hücreler arasında sitoplazmik bir bağlantı vardır. Bu bağlantı mayoz ve mitoz sırasında 

hücreler arası serbest sitoplazmik iletişimi sağlar. Spermatogenezisin bitmesiyle bazı 

hücreler dejenere olur bazıları ise ölür. Bununla birlikte yüzlerce hücre mayoz 

sırasında birbirleriyle ilişkilidir. Spermatogenik hücreler arasındaki tamamen 

ayrılmama olayı tam anlaşılamamıştır. Fakat bu diploid genomdan üretilen 

sitoplazmik köprüler hücreler aracılığıyla birbirlerine madde geçişi sağlamaktadır. 

Sonunda hücreler tamamen ayrılır. Spermatogonianın son mitozuyla spermatid 

oluşumu arasındaki olaylar ve değişimler yaklaşık 2 aydır. Spermatogenik hücreler 

epitel içinde rastgele dağılmamışlardır. Gelişiminin farklı aşamasındaki hücre 

toplulukları bir bölgede beraber bulunur. Bu hücreler arası köprüler hücrelerin bölünüp 

farklılaşmasını koordine eder(30). 

Sperm üretiminin son fazı ısıya duyarlı bir olay olup spermatidler erkek 

DNAsını ovuma aktaran spermatozoaya dönüşür. Bu aşamada hücre bölünmesi olmaz 

ve spermatogenesis sertoli hücreleri içinde gerçekleşir. Haploid kromozom sayısına 

sahip spermatidler ( 7-8µm çapında) oldukça küçüktür ve seminifer tubulin lumenine 

yakındırlar. Spermiyogenez akrozomun şekillenmesi, nukleusun uzaması ve 

yoğunlaşması, sitoplazmasının bir kısmını kaybetmesi ve kuyruk oluşumu 

aşamalarından oluşur. Bu sürecin sonunda olgun spermatazoa oluşur ve Sertoli 

hücrelerinden tubul lümenine doğru serbest bırakılırlar. Spermiyogenez 4 fazdan 

oluşur(30). 

 

2.2.3.1.Golgi Fazı 

Golgi fazında sitoplazmada çekirdeğe yakın bir bölgede bulunan golgi aygıtından 

köken alan tek membranlı küçük akrozom kesecikleri çekirdeğin etrafını sarar. 

Sentrioller akrozomal başlığın bulunduğu yerden en uzak köşeye göç ederler ve 

yapısal ve fonksiyonel olarak silumlara benzeyen kuyruğun oluşumunu organize 

ederler (30). 
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3.2.3.2.Başlık (Cap) Fazı  

Bu fazda akrozomal kap kondanse olmuş nukleusun yaklaşık yarısını sarar. Akrozom, 

spesifiye olmuş lizozom içeren, hiyalüronidaz ve tripsin benzeri enzim ihtiva eden 

keseciklerdir. Bu enzimler oositle karşılaştığı zaman salınır ve oositle akrozom 

membranını birbirine bağlar ve Zona pellucidayı deler. Akrozom reaksiyonu 

fertilizasyonun ilk fazıdır(30). 

 

3.2.3.3. Akrozom Fazı  

Sperma başının geliştiği fazdır. Bu aşamada akrozom ve nukleus sertoli hücresine 

gömülüdür ama kuruk lumene doğru uzar. Nukleus uzar ve nukleozomlar protamin 

isimli bir peptidle kondanse olur. Mitokondriler proksimal ucun kalın ucunda ATP 

üretmek için yerleşirler (30). 

 

2.2.3.4. Olgunlaşma Fazı 

Spermiyogenezin bu fazında ise ihtiyaç olunmayan sitoplazma atılırve hücreler arası 

köprüler kopar. Lumen içerisindeki bu spermalar hareketli ya da fonsiyonel değildir 

(30). 

 

2.2.4. Spermatozoon  

Spermatozoonda iki kısım vardır: armut şeklinde başve uzun bir kuyruk. Başın 

uzunluğu yaklaşık 4 ila 5 μm, en geniş kısmı ise 3 μm'dir. Başta çekirdek, akrozom ve 

kamçımsı bazal gövde olmak üzere üç yapı ayırt edilebilir.Bunlardan en önemlisi, 

kafanın çoğunu dolduran ve yoğunlaştırılmış, genetik olarak inaktif kromozomların 

bir haploid setini içeren çekirdektir.Akrozom, çekirdeğin apikal yarısını kaplayan ince 

bir başlık şeklindeki lizozomal oluşumdurve ovuma ulaşan spermatozoanın ovuma 

nüfuz etmesine yarayan enzimler içerir.Flagellumun bazal gövdesi çekirdeğin arka 

ucundaki girinti içine yerleşmiştir(30, 32). 

Kuyrukbağlantı parçası, orta parça, ana parça ve son parça olarak adlandırılan 

dört bölüme ayrılmıştır.Bağlantı parçası yaklaşık 5 μm uzunluğunda sentriyol 

bulunduran dar bir kısımdır. Orta parça en kalın parçası olup, 5 ila 9 μm uzunluğunda 

ve başın yarısı kadar geniş bir silindir şeklindedir. Bu kısım flagellumdaki aksonem 

etrafında sıkıca sarılmış çok sayıda büyük mitokondri içerir.Sperm dişi üreme 
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sisteminde göç ederken kuyruk hareketleri için gereken adenozin trifosfat (ATP) 

üretirler. Kuyruğun büyük bölümünü oluşturan 40 ila 45 μm uzunluğundaki ana parça 

destekleyici bir kılıf ile çevrelenmiş aksonemden oluşur.4 ila 5 μm uzunluğundaki son 

parçası sadece aksonemdendir ve spermlerin en dar kısmıdır (32). 

 

3.3. TESTİSLERİN FONKSİYONLARI 

3.3.1.Testislerin Endokrin Fonksiyonları 

Testisler erkek cinsiyet hormonları yada androjenler olarak adlandırılan Testosteron, 

Dihidrotestosteron ve androstenedionhormonlarını üretir ve salgılarlar(34). 

Testosteron diğerlerine göre büyük miktarlarda salgılanır. Bununla birlikte, 

dihidrotestosteron daha aktiftir. Ayrıca kadın seks hormonları olan östrojen ve 

progesteron da bulunur. Testislerde iki tane hormon aktivin ve inhibinde 

salgılanmaktadır. Bununla birlikte, bu iki hormonun androjenik etkisi 

yoktur.Androjenler büyük miktarlarda testislerde az miktarda da adrenal korteks 

tarafından salgılanırlar.Testislerin interstisyel hücrelerini oluşturan leydig hücreleri 

tarafından salgılanır (34). 

Yenidoğan bebeklerde ve yetişkin erkeklerde leydig hücreleri çok sayıdadır. 

Fakat çocukluk döneminde bu hücreler androjen üretimi açısından yetersizdir veya 

aktif değildir. Androjenlerin salgılanması pubertasa ulaştıktan sonra 

gerçekleşir.Adrenal korteksin zona retikülarisinden salgılanan androjenler testosteron, 

androstenedion ve dehidroepiandrosterondur. Adrenal androjenler küçük miktarlarda 

salındıkları için önemli bir fizyolojik etkisi yoktur. Anormal durumlarda adrenal 

androjenlerin hipersekresyonu cinsel bozukluklarla sonuçlanır(34).  

 

3.3.1.1. Testosteron  

Androjenler kolesterolden sentezlenen steroid hormonlardır. Testosteron bir C19 

steroiddir. Androjenler ayrıca doğrudan asetattan da sentezlenirler.Yetişkin bir erkekte 

plazma testosteron seviyesi 300 ila 700 ng / dL arasında değişir. Yetişkin bir kadında, 

testosteron seviyesi 30 ila 60 ng / dL'dir.Testosteronun üçte ikisi plazmada β-globulin 

yapısındaki gonadal steroid bağlayıcı globulin ile taşınır. Testosteronun geri kalan üçte 

biri albumin ile taşınır (34). 
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Birçok hedef dokuda testosteron en aktif androjen olan dehidrotestosterona 

dönüştürülür.Adipoz doku, hipotalamus ve karaciğer gibi bazı dokularda testosteron 

estradiole dönüştürülür.Testosteronun önemli bir kısmı karaciğerde indirgenerek aktif 

olmayan androsteron ve dehidroepiandrosteronun formlarına dönüştürülür. Bu iki 

madde daha sonra konjuge olur ve idrarla atılır (34). 

Testosteron salgısı, fetal yaşamın 7. haftasında başlar.Fetal testisler fetal 

yaşamın 2. ila 4. aylarında testosteron salgılamaya başlar ve testislerden testosteron 

salgılanması plasenta tarafından da uyarılır (34). 

 

3.3.1.1.1. Testosteronun Fonksiyonları 

Genel olarak, testosteron erkeğe ait ayırt edici karakterlerinden sorumludur.Fetal 

yaşamda da: fetusta cinsiyet farklılaşması, eklenti cinsiyet organlarının gelişimi ve 

testislerin inişinde önemli bir rol oynar.Cinsiyet kromozomları fetüsün cinsiyetinin 

belirlenmesinden sorumlu iken, testosteron fetüsün cinsiyet farklılaşmasından 

sorumludur(34). 

Fetus'un iki genital kanalı vardır: Müllerian kanal, vajina, uterus ve fallop tüpü 

gibi kadın aksesuar cinsiyet organların oluşumunu sağlar. Wolff kanalı, epididimis, 

vaz deferens ve seminal veziküller gibi erkek aksesuar cinsiyet organlarının 

oluşumunu sağlar. Testosteron fetusun genital sırtından intrauterin hayatının yaklaşık 

7. haftasında salgılanırsa, müllerian kanal yok olur ve erkek cinsiyet organları Wolff 

kanalından gelişir (34). 

Testosteronun yanı sıra sertoli hücreleri tarafından salınan Anti- müllerian 

hormon (AMH) müllerian kanalın gerilemesinden sorumludur.Testosteron, penis, 

skrotum ve diğer aksesuar seks organları, genital kanallar, seminal veziküller ve 

prostat gibi dış genital organların büyümesi için de gereklidir (34). 

Testislerin inmesi; testislerin abdominal boşluktan skrotumun içine yerleşme 

sürecidir.Başlangıçta testisler karın boşluğunda gelişir ve doğumdan hemen önce kasık 

kanalından geçerek skrotuma doğru itilir. Testosteron testislerin inişi için 

gereklidir.Testosteron spermatogenez için de gereklidir ve sekonder cinsel 

karakterlerin gelişmesinden sorumludur.Erkeklerde sekonder cinsel 

karakterler:ergenlik sonrası kas yapısının gelişimi, kemik matrisini ve kalsiyum 

arttırarak kemik kalınlığının artması, omuzların genişlemesine ve pelvis üzerinde 
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spesifik bir etkiye sahip olması, cildin kalınlığını ve subkutan doku sağlamlığını 

artırması, vücutta erkek tipi saç dağılımına, sesin kalınlaşmasına neden olur (34).  

 

3.4.METOTREKSAT  

3.4.1 Tarihçesi  

Metotreksat (MTX, 4-amino-N10-metil folik asit) ilk olarak 1940'larda folik asidin 

spesifik bir antagonisti olarak geliştirilmiştir(36-38). Folik asit B kompleks ailesine ait 

bir vitamindir. Moleküler olarak yapısı ve foksiyonları anlaşıdıktan sonra, 

araştırmacılar tarafından folik asidin molekül yapısında küçük değişiklikler yapılarak 

elde edilen folik asit analoglarını tedavi amaçlı sentezlemeye başlamışlardır. 

Araştırılan ilk analog, sentetik reaksiyonda butiraldehit kullanılarak hazırlanan “ham 

x-metil folik asittir”.Bu molekülün 1946'da iki test organizması olan Streptococcus 

faecalis ve Lactobacillus cassei'nin büyümesini engellediği bulunmuştur.Ayrıca, bu 

molekülün sıçanların büyümesini yavaşlattığı ve yine ortama katılan doğal folik asit 

ilavesinin büyümeyi tekrar devam ettirdiği bildirilmiştir. Bu yönü ile geliştiren 

analogun, folik asit analogu olmasına rağmen folik aisidin hücresel fonksiyonlarını 

bozduğu fakat bu durumun doğal folik aist katkısı ile tersine dönderilebileceği 

gösterilmiştir.  Fakat daha sonra X-metil folik asitin insanlar üzerinde hayvan 

modelleriyle aynı etkiye sahip olmadığının gözlemlenmesi üzerine ortama folik asit 

eklenmesiyle etkileri kolayca geri döndürülemez olan başka analoglar sentezlenmesi 

ihtiyacını çıkarmıştır.Bu yeni bileşiklerin ilki, 4-amino-pteroilglutamik asittir (4-

amino PGA) .Bu bileşik aminopterin olarak adlandırılmış veilk kez Dr. Sydney Farber 

tarafından lösemili çocuklarda kullanılmıştır.Fakat aminopterinin önemli 

toksisitesinden dolayı araştırmacıları daha az toksik olan bir bileşik bulmaya 

yönlendirmiştir. Bu yeni bileşik, MTX olarak bilinen 4-amino-10-metil 

pteroilglutamik asit, 1948'de bir kimya şirketi tarafından üretilmiştir(36). 

 MTX öncelikli olarak pürinlerin ve pirimidinlerin sentezini inhibe ederek 

maling hücrelerin çoğalmasını engellemektedir. Başlangıçta MTX bir ön ilaç olarak 

tasarlanmamasına rağmen emiliminden sonra aktif bir maddeye 

dönüştürülür.İndirgenmiş folat taşıyıcılarla hücreler tarafından alınır ve daha sonra 

hücreler içinde poliglutamatlara dönüştürülür(39). 
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 Günümüzde MTX, kemoterapotik ajan olarak başta çeşitli kanser türlerinde 

(lösemi, lenfoma, osteosarkom, baş ve boyun tümörleri, akciğer kanseri, meme 

kanseri, vb.) ve multipl skleroz, dermatomyozit, sarkoidoz, sedef hastalığı ve romatoid 

artrit gibi enflamasyonun neden olan rahatsızlıkların tedavisinde yaygın olarak 

kullanılan bir folik asit antagonistidir (40). 

 

3.4.2.Farmakokinetik 

MTX’in serumdaki yarılanma ömrü ilaç verildikten sonra 6-8 saat olup ilaç verildikten 

24 saat sonra serumda bulunmaz. Absorpsiyon sonrasında MTX’ın %10’u karaciğerde 

7-hidroksi MTXa dönüştürülür. Hem MTX hem de metaboliti (7-OH MTX) öncelikle 

böbrekler tarafından küçük bir kısmı ise safra yoluyla atılır (41, 42). 

 MTX’ın yaklaşık % 50’si taşıyıcı proteinlere bağlanır ve yüksek doku dağılımı 

olan bir ilaçtır.Ekstra vasküler havuzda birikir. Metotreksat ve metaboliti hücreler 

tarafından alındığında bir kısmı poliglütamat türevlerine metabolize olur(43).Diğer 

kısmı ise bağırsak bakterileri tarafından oluşturulan ve plazmada bulunan metaboliti 

4-amino-4-deoksi-N-metilpteroik asite dönüştürülür. Metotreksat poliglütamatları 

(MTX-Glu) karaciğer ve eritrositleri de içeren dokularda uzun süre depolanır. 

Eritrositlerdeki MTX-Glu konsantrasyonu ilacın terapötik etkinliği ile ilişkilidir (43). 

 

3.4.3.Farmakodinamik  

Metotreksat yapısal olarak folik aside benzemektedir ve bu nedenle emiliminin ve 

metabolizma yollarının çoğunun aynı olduğu MTX, öncelikle indirgenmiş folat 

taşıyıcı ile hücrenin içine taşınır(43-45).Sirkulasyonda bir grup MTX glutamat (MTX-

PG1) bulunurken, hücre içi MTX değişen miktarlarda glutamat grupları olan çoklu 

metabolitlerden oluşurlar.Hücrenin içine girdikten sonra ekstra glutamat kısımları 

folylpolyglutamate sentaz (FPGS) enzimi ile MTX poliglutamatlarına (MTX-PG'ler) 

dönüştürülür(46). 

 Hücrenin dışına atılabilmesi için MTX-PG'ler, γ-glutamil hidrolaz (GGH) 

enzimi ile monoglutamat formuna dönüştürür. Monoglutamat formdaki MTX hücre 

dışına ATP bağımlı ABC ailesi tarafından taşınırlar. Alınım, atılım, poliglütamasyon 

ve dekonjügasyon arasındaki denge, çeşitli MTX-PG’lerin zincir uzunluklarının 
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(MTX-PG2-7’ye kadar) farklılığından kaynaklanmaktadır.Bu MTX-PG'lerin 

konsantrasyonu ve dağılımı, MTX’ın dozu, uygulama yolu ve yaş gibi birçok faktöre 

bağlıdır(47-49). Bağlanan glutamat moleküllerinin sayısına bağlı olarak  

(polyglutamation) molekülün büyüklüğü ve aynonik özelliğinin artması MTX tedavisi 

için önemlidir. MTX poligulutamat’landıktan sonra mokekül büyüklüğünün artması 

hücre dışına pasif difüzyonla çıkmasını engeller. Eklenen glutamat zinir uzunluğuna 

göre hücre içinde tek zincir için (MTX-PG1), ABCC1'den ABCC4’e kadar olan 

taşıyıcılarla aktif olarak hücrenin dışına pompalanırken, iki veya üç zincir için (MTX-

PG2 ve MTX-PG3) ABCC5 ve ABCG2 aktif taşıyıcıların kullanıldığı bidirilmiştir.  

Dört veya daha fazla zincirin (MTX-PG4-7) taşınmasıyla ilgili henüz hiçbir kanıt 

yoktur. Zincir sayısının artması zaman içinde hücrede MTX-PG'lerin biriktirilmesiyle 

sonuçlanır. Ayrıca MTX'in poliglütamatlanmış biçimlerinin doğal MTX ile 

karşılaştırıldığında hedef enzimlere karşı daha yüksek afiniteye sahip olduğu ve 

MTX'in etkinliğinin poliglütamasyon seviyeleri ile arttığı düşünülmektedir (47). 

 

3.4.4.Etki Mekanizması  

Metotreksat ve MTX-PG'ler Dhf ve Thf   dönüştüren kilit enzim olan Dhfr'nin 

aktivitesini bloke eder. Metotreksat ayrıca timidilat sentazı da (TS) güçlü bir şekilde 

inhibe eder (4). Özellikle hücre içi sitosolik NADP bağımlı dehidrogenazlar NADP 

koenzimini inhibe etmesi ile hücre içinde kullanılabilir NADPH miktarının azalmasına 

neden olur. Bu durum direkt NADPH koenzimini kullanan glutation reduktaz 

mekanizmasını etkiler (50). MTX’in antioksidan defansta önemli rol alan CAT, GPx 

ve SOD gibi enzimlerin aktivitesinde önemli azalmalara neden olduğu bildirilmiştir. 

Antioksidan sistem ile Reaktif Oksijen Türlerinin (ROS)  üretilmesi arasındaki denge 

bozulunca MTX dengenin ROS lehine kaymasına neden olmaktadır. Zaten hücreler 

için  MTX’in sitotoksik etkilerinin artan ROS’a karşı cevap veremeyen antioksidan 

mekanizmaya bağlı olduğu gösterilmiştir(51). Bir çalışmada MTX'in metiyonin 

sentezi, katalaz, GPx ve SOD gibi antioksidan enzimlerde azalmaya ve MTX’le tedavi 

olan hastaların beyin omurilik sıvısında S-Adenosil Metioninin (SAM) azalmasına 

neden olduğu bildirilmektedir. MTX'in neden olduğu SAM eksikliğinin, ROS’un 

artmasından sorumlu olduğu vurgulanmıştır (51). Ayrıca çalışmalarda MTX’ın 
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oksidatif stresin, hücre içinde DNA hasarı ve membran lipitlerini oksitleyerek ve/veya 

apoptozisle ilgili gen ve proteinlerin gen expresyonlarını arttırarak hücrelerin 

ölmesinden sorumlu olduğu ifade edilmektedir (52). Yine MTX'in dolaylı olarak 

poliamin üreten enzimleri de inhibe etmesi sonucu poliamin üretiminin azaldığı ve bu 

durumun hücre içi ROS seviyelerinin artmasına yol açtığı ifade edilmiştir (53).  

3.4.5. Toksik etkiler  

MTX’in olumsuz yan etkileri halsizlik, mide bulantısı, kusma, diyare, baş ağrısı, hafif 

alopesi ve ateştir. Düşük doz terapisi siroz içeren farklı bir hepatotoksisite, benzer 

şekilde uzun süreli uygulanmasıda anemiye neden olur. Böbrek hasarı yüksek doz 

uygulanmasının sık görülen bir komplikasyonudur. Bununla birlikte, MTX’ın yüksek 

dozda (lösemide olduğu gibi) veya uzun süreli kullanımı ilerleyici fibrozise ve siroza 

yol açabilecek hepatotoksisiteye neden olabilir. Metotreksat, çok düşük dozlarda 

sürekli devam eden tedavilerde de karaciğer, böbrek, solunum ve üreme sistemi 

üzerine toksik etkileri bulunmaktadır (54). 

 Böbrek Üzerine Etkisi: Yüksek doz MTX kullanımıyla oluşan akut tubuler 

nekroza bağlı akut böbrek yetmezliği oranı nadirdir (%2-4) fakat ciddi ve kaygı 

vericidir. Bu toksisite MTX’ın yüksek düzeyde uzun süre kullanımından dolayı böbrek 

tubullerinde MTX veya metabolitlerinin çökmesine bağlı olarak böbrek klirensinin 

engellenmesine veya azalmasına neden olur. MTX aynı zamanda doğrudan tübül 

epitellerine toksin etkisi gösterebilir ve afferent arteriolün vazokonstriksiyonuna 

neden olur 55-57). 

 MTX ve metabolitleri asit idrarda nispeten çözünmezler fakat idrarın 

pH’sındaki artışa bağlı olarak MTX ve metabolitlerinin daha fazla çözünmesine neden 

olur. Bu nedenle MTX infüzyonu öncesinde esnasında ve sonrasında böbrek 

fonksiyonlarının izlenmesi önerilir. Metotreksatın renal toksisitesini azaltmak 

amacıyla idrarı alkalileştirme, folik asit ilavesi veya güçlü hidrasyon denenmiştir (55-

57).  

 Buna rağmen çoğu zaman yine de böbrek hasarı meydana gelir. Bazı vakalarda 

folinik asit desteği veya MTXın kimyasal antidotu olan lökovorinle kurtarma tedavisi 

yapılarak oluşan hasarda azalma gözlenmiştir. Renal hasar sonucu MTXın böbrek 
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eliminasyonu geciktikçe vücutta kalma süresi uzar, diğer organlara olan toksik etkisi 

de artar (55-58). 

Gastro İntestinal Sistem Üzerine Toksik Etkisi; MTX çeşitli gastro-intestinal 

bozuklukları indükleyebilir. Hastalarda genellikle karın ağrısı, kusma ve ishal 

mevcuttur. Bu etkiler yüksek ya da düşük MTX dozları ile ortaya çıkabilir. Oluşan 

intestinal hasar ve enterokolit, hastalarda ağrı, oral alım azalması, istahsızlık, ishal, 

dehidrasyon, bunlara eşlik eden elektrolit dengesizliği, malabsorbsiyon, malnutrisyon 

ve kilo kaybına neden olabilir. MTX’e bağlı ince barsak hasarında oksidatif stresin, 

özellikle nötrofil infiltrasyonunu artırarak etki ettiği gösterilmistir Bununla birlikte, 

epitelyal proliferasyon ve enterosit fonksiyonu azalmasına ve mukozal bariyerin 

bozulmasına bağlı olarak bazen ölüme kadar ilerleyebilen barsak kaynaklı sepsis 

riskini artabilir (59-61). 

Nörotoksisitesi; MTX akut, subakut veya kronik nörotoksiteye neden olabilir. Bu 

toksisite esas olarak MTX’in intravenöz ve intratekal uygulanmasından sonra 

gözlemlenir (62). Toksisite mekanizmaları henüz tam olarak bilinmemektedir, ancak 

birçok hipotez bu nörotoksisiteyi proteinler, lipidler ve miyelin oluşumu için önemli 

olan  transmetilasyon tepkimeleriyle MTX'in etkileşmesi şeklinde açıklarlar (63). 

Ayrıca MTX beyin omurilik sıvısındaki metionin ve S-adenosil metiyonin oranını 

düşürerek S-adenosil homosistein ve homosistein seviyelerinide yükseltir. Yüksek 

homosistein oranlarının MTX nörotoksisitesinin vasküler olayından sorumlu 

olabileceği gösterilmiştir (64). 

 En sık görülen akut nörolojik bulgu: lökoensefalopatidir. Bu yan etki 

uykusuzluk, kafa karışıklığı, ajitasyon, nöbet ve koma gibi belirtilere göre klinik 

olarak yada sadece manyetik rezonans incelemeyle subklinik olarak teşhis edilir (65). 

Baş ağrısı, bulantı, kusma ve aseptik menenjit, MTX’ın intratekal uygulanmasından 

sonra da görülür. Bu semptomlar MTX’ın akut nörotoksisitesinin bir başka yönünü 

temsil eder. Genellikle son 12 ile 72 saat arasında şiddetli değildirler ve ilacın 

kesilmesiyle birlikte ortadan kaybolur (66, 67). 

 Parapleji, serebellar disfonksiyon ve nöbet MTX’in subakut nörotoksisitesi 

olarak bildirilmiştir ve MTX uygulamasından birkaç hafta sonra ortaya çıkmaya 
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başlar. Kronik nörotoksisite MTX tedavisinden sonraki yıllarda bile görülebilir (56, 

60, 66). 

Solunum Sistemi Üzerine Etkisi; Pnömoni, MTX düşük doz kullanımına bağlı olarak 

en ciddi fakat nadir görülen yan etkilerden biridir. Prevelansı % 1’dir. Pnömoninin 

mekanizması MTX’a bağlı aktive olan T hücrelerinin aracılık ettiği aşırı duyarlılık 

reaksiyonudur(60). Aslında, MTX inflamatuvar hücrelerin birikerek alveolit 

oluşmasına sebep olan tip2 alveoler hücreler tarafından bir sitokinin salımına neden 

olur (68). MTX ayrıca akciğer fibroblastlarını uyarabilir ve epitelyal hücrelerde 

eozinofillerin alımına neden olduğu gösterilmiştir(69). 

 Ayrıca akciğer fibrozunun patogenezinde nötrofillerin rol oynadığı da 

gösterilmiştir (70). Klinik olarak MTX terapisinin başlangıcından sonra bir yıldan 

fazla sürmesi ve MTX kesildikten sonraki birkaç hafta boyuncaaz da olsa semptomlar 

ortaya çıkabilir (71). Öksürük en sık görülen semptomudur. Ateş, halsizlik, nefes 

darlığı da görülebilir. Periferik eozinofilininhastaların üçte birinde görüldüğü 

bildirilmiştir (72).  

Hematolojik Toksisite; Hematolojik toksisite MTX’ın yüksek dozda kullanımına 

bağlı olarak yaygın görülen ciddi bir komplikasyondur(73). Bu komplikasyonda 

trombositopeniyi takiben hızlı ilerleyen bir lökoneutropeni izler(56). Lökopeni bir ile 

üç hafta arasında devam ederken kemik iliğinin iyileşmesi genellikle yaklaşık 3 hafta 

içinde gözlemlenir. MTX düşük dozda kullanımına bağlı trombositopeni, 

megaloblastik anemi, lökopeni ve pansitopeni gibi hematolojik toksisite riski azdır 

(74). MTX’ın pansitopeni patogenezi üzerine etkisi belirsizdir. Pansitopeni akut veya 

kronik olabilir ve bir alerji benzeri tepki olarak düşünülmüştür (75). 

Erkek Üreme Sistemi Üzerine Toksik Etkileri: Kemoterapotik ilaçların çoklu organ 

sistemlerindeki akut toksik etkileri bilinmektedir.Metotreksat malign tümörler ve non-

neoplastik hastalıklar (özellikle romatoid artrit) için kemoterapötik amaçlı kullanılan 

folik asit antagonistidir. Kalıcı azoospermi ve infertilite kemoterapötik ilaçların 

erkeklerde yan etkileri olarak kaydedilmiştir.Birçok çalışmada MTX uygulamasını 

takiben testisin seminifer tübüllerinde hasar (vakuolizasyon), sperm sayısında azalma 

ve spermde DNA hasarına yol açtığı bildirilmiştir. Oksidatif stresin, MTX ile 
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oluşturulan testiküler hasar patogenezinde önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir. 

Testiküler seminifer tübüllerde atrofi ve spermatositlerde apoptozun ROS’taki bir 

artışla bağlantılı olabileceği kanıtlanmıştır(10-12, 76, 77). 

 Buna ek olarak, MTX hasarlı oogenezise ve spermatogenezise neden olur ve 

fertiliteye zarar verir (78).MTX'in sperm sayısını azalttığı ve anormal baş yapısına 

sahip spermlerin sıklığını artırdığı bildirilmiştir. Sperm baş anomalilerinin 

muhtemelen DNA bütünlüğünün bozulmasıyla meydana geldiği (79)ve 

spermatogenezis ve sperm hücrelerinin farklı gelişim evrelerindeki eliminasyon 

sürecinde oluşan hasara bağlı sperm sayısını azalttığı bildirilmiştir(80). Başka bir 

çalışmada MTX’in terapötik dozunun testiste histopatolojik değişikliklerin oluşmasına 

ve fertilite oranının düşmesineneden olduğunu bu durumun MTX kullanımından 

oluşan seminifer tübül dejenerasyonundan kaynaklanmış olduğunu 

belirtmişlerdir(81). Metotreksat kulanımının atrofik seminifer tübüller içerisinde çok 

çekirdekli dev hücreler, germ hücre dejenerasyonu ve artmış interstisyel doku 

boşlukları oluşturduğu buna ek olarak spermatogenez ve testosteron üretiminde önemli 

rol oynayan tirozin fosforilasyonunu azalttığı (StAR protein azalması)  

gösterilmiştir(8). 

 Ayrıca MTX’la oluşturulan hasara bağlı seminifer tübüllerinde 

disorganizasyon, vakuolizasyon gibi morfolojik değişiklikler ile spermatogonia ve 

spermatid sayısında azalmaya sebep olduğu kaydedilmiştir. Düşük dozda uzun süreli 

MTX kullanımına bağlı olarak primer ve sekonder spermatositlerin,spermatid 

boyutunun önemli derecede değiştiği, fakat Sertoli hücrelerinde önemli farklılıklar 

görülmediği bildirilmiştir(82).MTX’in serum testosteron konsantrasyonu, 

spermatozoaların sayı, motilite ve yaşama kabiliyetinde de belirgin bir azalmaya neden 

olduğu gösterilmiştir(12). 

 Dagguli ve ark. MTX uygulamasına bağlı testis hasarının gelişmesinde 

oksidatif stresin (TOS, OSI ve MDA seviyelerinin artması) önemini 

belirtmişlerdir(17). Yuluğ ve ark. MTX  kullanımının Johnson'ın testis biyopsi skoru 

(JTBS) anlamlı şekilde düşürdüğü, apoptotik indeksi ise testis ve epididimde 

arttırdığını vurgulamışlardır(14).Diğer bir çalışmada seminifer tübül epitelinin 
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incelmesi ve spermatogonial hücrelerde azalma gibi histopatolojik bulgulara ek olarak 

elektron mikroskobik bulgularda da benzer hasarlar tespit edilmiştir(83). 

 Maremanda ve ark. MTX ile tedavi edilen sıçanların testislerinde tübüler atrofi 

ve TUNEL pozitif hücre sayısının arttığını (germ hücrelerde DNA hasarı) 

göstermişlerdir. Yine aynı çalışmada MTX verilen grupta apoptoz belirteçleri olan  

Bax protein miktarının arttığı, Bcl-2’nin (antiapoptoz) ise azaldığı belirtilmiştir 

(84).Ayrıca MTX’in tümör nekroz faktör-α (TNF-a) seviyesinin ve nükleer faktör-κ B 

ve siklooksijenaz-2  (NF-κB, COX-2) ekspresyonunu arttırdığını, serum testosteron 

seviyesini ise düşürdüğü belirtilmiştir(13). Başka bir çalışmada sıçanlarda MTX 

uygulamasına bağlı olarak interlökin-6 (IL-6), tümör nekroz faktörü alfa (TNF-α), 

interferon-gamma (IFN-γ), üreme hormonları (FSH, LH ve testosteron) ve 

antioksidanların (GST, SOD ve CAT) serum seviyelerinde azalma olduğunu 

belirtmişlerdir(9). Ayrıca Saad ve ark. MTX grubundaki sıçanlarda GST, SOD, 

steroidojenez ilişkili genler, IFN-y, Bcl-2 ve NFKB'nin mRNA ekspresyonunun 

azaldığını, BAX ekspresyonu ve caspase-9’un immünoreaktivitesinin arttığını 

göstermişlerdir (9). 

 YineSheikhbahaei ve ark. farelerde MTX’in neden olduğu germ hücre 

apoptozisine karşı timokinonun koruyucu etkilerinin incelendiği çalışmada MTX 

grubunda germ hücre dejenerasyonunda ve apoptotik indekste anlamlı bir artış 

olduğunu bildirmişlerdir(85). Bunlara ek olarak p53,  kaspaz-8, kaspaz-3, kaspaz-9, 

Bax, Bax/Bcl-2 oranının mRNA ifadesinde anlamlı bir artış olduğunu fakat Bcl-2 

ifadesinde bir azalma olduğunu ifade etmişlerdir (85).  
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3.5. SİLİMARİN 

Silimarin bilimsel adı Silybum marianum olan ve Cardus marianus Compositae / 

Asteraceae ailesi üyesi olarak bilinen süt devedikeninden elde edilen bir polifenolik 

flavonoiddir. Silimarin (SLM) tohumları hepatit, siroz ve ikterus gibi bir dizi karaciğer 

ve safra kesesi rahatsızlığını tedavi etmek için 2000 yıldan fazla bir süredir 

kullanılmaktadır. SLMkaraciğer hastalığının tedavisinde kullanılan en eski bitkilerden 

biridir (86). 

 Silybum marianum Amerika Birleşik Devletleri'nin doğusu ile güney Amerika, 

Kuzey Amerika,  güney ve batı Avrupa da yetiştirilmektedir. Büyük mor çiçekli başları 

olan bitki kumlu topraklarda ve kayalıklarda yetişir (87, 88). 

 İlk olarak m.ö. 4. yüzyılın başlarında tıbbı bitki olarak kullanıldığı 

Theophrastus tarafından bildirilmiştir.Birinci yüzyılda Roma ordusuna hizmet eden 

bir Yunan doktoru olan Dioscorides tarafından devedikeni adı verilmiştir. SLM ilk kez 

Avrupa'da sebze olarak yetiştirilmiş, dikensiz yaprakları salata ve ıspanak olarak 

kullanılıp, kök ve çiçekleri de tüketilmiştir. Silimarin 30 ila 200 cm boyuna kadar 

büyüyebilir ve genel olarak konik bir şekle sahiptir.Maksimum taban çapı yaklaşık 

160 cm'dir (86, 89). 

 

3.5.1.Silimarin Kimyasal Yapısı  

Silimarin ekstratı, bitkinin yaklaşık % 4-6’sını oluşturan tohumlarından 

hazırlanır.Bitkinin aktif ekstraktının yaklaşık %70-80'i SLM içerirken, polimerik ve 

oksitlenmiş polifenolik ve kimyasal olarak tanımlanmamış fraksiyonun % 20-30'u 

flavonolignanlardan oluşan bir karışımdır.Kullanılan çoğu preparatta maksimum 

biyolojik aktivite gösteren başlıca bileşenlerin % 90'ını silybin veya silibinin 

oluşturur.Silymarin'in ana bileşeni olan silybinin, 2 diastereomer A ve B'nin (1: 1 

orantısı) bir karışımıdır. SLM'nin diğer bileşenleri; izosilibin, dehidrosilibin, 

silikristin, sililyan ve taksifolinde esasen Silybum marianum'un tohumlarında bulunur. 

Bitkinin potansiyel olarak diğer aktif bileşenleri silybonol, miristik, oleik, palmitik ve 

stearik asitler ve betain hidroklorürdür (87, 90). 
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3.5.2. Silimarin Farmakokinetik Özellikleri  

Silimarin suda çözünmez ve genellikle standart (%70-80 silimarin içeren) kapsüller 

halinde verilir.Oral uygulamadan sonra emilimi oldukça düşüktür, sıçan safrasındaki 

oranı %2-3 arasında değişir.Hem hayvanlarda hem de insanlarda maksimum plazma 

konsantrasyonuna 4-6 saat içinde ulaşır (22, 91, 92). 

 SLM esas olarak safrayla, az miktarda da idrarla atılır. Böbrek klirensi yaklaşık 

dakikada 30 mLdir.  Eliminasyon yarılanma ömrü 6 ila 8 saat arasında değişir (71). 

Bununla birlikte, 200 mg/kg SLM veya saflaştırılmış S. marianum özütünün farelerde 

oral uygulanmasından 90 dakika sonra plazma düzeyi 500 mg/L olarak bildirilmiştir 

(22, 91, 92). 

 Silibinin ve SLM’nin diğer bileşenleri karaciğerde hızla sülfat ve glukuronik 

asit ile konjuge edilir.Konjugatlar plazma ve safra içine geçerler, verildikleri toplam 

dozun yaklaşık %80'ine tekabül eden miktarlarda bulunurlar.Silibinin oral (%2-5) 

veya intravenöz (%8) uygulamayı takiben 48 saat boyunca idrarda minimal 

miktarlarda atılır (22, 91, 92).  

Barsak emilimi, karaciğerde konjügasyon, safra atılımı, bağırsak florasında hidroliz ve 

bağırsakta geri alım gibi bulgular enterohepatik dolaşımının varlığını ortaya 

koymaktadır. Bununla birlikte, sıçanda işaretli silibinin kullanılmasını takiben 20 

mg/kg'lık bir dozun bağırsakta emiliminin yaklaşık %35'lik bir miktarda olduğu 

gösterilmiştir. Plazmadaki maksimum radyoaktivite alımından 30 dakika sonra 

görülmüştür (22, 91, 92). 

 Bununla birlikte SLM biyoyararlanımını sınırlayan dört ana neden vardır;  

geniş faz II metabolizmasına uğraması, bağırsak epitel hücreleri arasından geçişinin 

düşük olması, suda çözünürlüğünün az, safra ve idrarda atılımının hızlı olması.  

Bundan dolayı SLM biyoyararlanımını artırmak için çeşitli yöntemler geliştirilmiştir. 

Bunlar: transdermal veya sürekli ilaç salıveren formülasyonları, nanopartiküller, 

lipozomlar, kendi kendine mikroemülsifiye ilaç veren sistemler ve polimerik miseller 

geliştirilen bazı formlarıdır (22, 91, 92). 

 



 
 

28 
 

3.5.3. Silimarin Toksik Etkisi  

SLM kullanımına bağlı ürtiker, bulantı, baş ağrısı, eklem ağrısı, kaşıntı ve ishal gibi 

hafif gastrointestinal rahatsızlıklar ve alerjik reaksiyonlar bildirilmiştir. SLM akut 

toksisitesi intravenöz infüzyondan sonra fareler, sıçanlar, tavşanlar ve köpeklerde 

çalışılmıştır.Letal doz (LD50) değerleri farelerde 400 mg/kg, sıçanlarda 385 mg/kg ve 

tavşanlarda ve köpeklerde 140 mg/kg olarak rapor edilmiştir. Ancak bu değerler 

infüzyon hızına bağlı oldukları için yaklaşık değerlerdir (21, 22, 91, 92). 

 SıçanlardaSLM’nin akut, subakut ve kronik toksisitesi çok düşüktür. 

Sıçanlarda SLM’nin yavaş infüzyon ile 2g/kg uygulanabildiği kaydedilmiştir.Oral 

uygulamadan sonra 10 g/kg kadar tolere edilebilmektedir.Akut zehirlenme vakalarında 

kardiyovasküler yetmezliğe bağlı ölüm görülebilir. Ayrıca SLM’nin teratojenik ve 

embriyotoksik etkisinin olmadığı bildirilmiştir (22, 91, 92). 

3.5.4.1. SilimarinDiğer Etkileri  

Silimarin’ in koruyucu etkilerini başlıca, steroid yapısında olmasından dolayı 

hücre içinde hem RNA hem de protein sentezini uyararak hücrelerin yenilenmesi, 

hücre membran stabilitesini arttırarak/değiştirerek zararlı maddelerin hücre içine 

alımının engellemesi, serbest radikal süpürücü etkisiyle ROS nötralize etmesi, hücre 

içi glutatyon seviyesini artırıp, lipit peroksidasyonu azaltması şeklinde 

gerçekleştirildiği bildirilmiştir (22) 

Antioksidan özelliğini SOD, glutatyon, CAT ve GSHPx aktivitelerini 

arttırarak, demir ile bağlanıp hücrelerdeki glutatyon redüksiyonu’nu azaltarak 

gösterdiği ifade edilmektedir (23).  Bunun dışında yapılan güncel çalışmalarda, 

SLM’in antioksidan etkilerinin, antioksidan enzimlerin mRNA düzeyindeki 

ekspresyonunu uyararak (SOD, GSH-Px, CAT gibi) gerçekleştirdiğini göstermektedir 

(22). Benzer şekilde antiapoptotik etkilerini hücre içerisinde p53-bağamlı yolağı (Bcl-

2/Bax, cytochrome C salınması, Apaf-1) ve caspase-3 üzerinden gösterdiği ifade 

edilmiştir (24). 

 

Östrojenik bir etkiye sahip olan SLM’nin hem uterus kalınlığı ve endometrial 

hücrelerin boyunun uzaması üzerine olumlu etki yaptığı gözlenmiştir (93). NF-κB 
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aktivasyonu ve hücre içi lokalizasyonu değiştirerekten T-hücrelerinde aktivasyon ve 

proliferasyonu baskılayarak immun-süpresif etki gösterdiği bildirilmiştir (94). 

SLM’nin HbA1c ve kan glukoz seviyesini azalttıığı, bu etkiyi hücresel 

glutatyonu ve antioksidan enzimleri arttırıcı ve membran stabilize edici özelliği ile 

düzenlediği ifade edilmiştir (95). 

 Silymarin beyinde bazı nörotransmiterlerin konsatrasyonunu artırdığı 

bilinmektedir. Bir çalışmada zorla yüzme testi uygulanan farelerde..i.v./i.m./i.p. olarak 

uygulanan SLMin fare immobilizasyonu üzerine olumlu etkilerin olduğu bu yönü ile 

de antidepresan etki gösterdiği ifade edilmiştir (22). 

 Lökotrien ve prostaglandin sentezinin inhibisyonu, mast hücre stabilizasyonu, 

nötrofil göçünün inhibisyonu, IL-2, IL-4, IL-10 ve TNF gibi inflamatuar sitokinlerin 

baskılanması ve Kupffer hücre inhibisyonu gibi SLMin antiinflamatuar aktivitesini 

gösteren için birçok mekanizma bildirilmiştir. Silimarin, Kupffer hücresinde lökotrien 

oluşumuna müdahale ederek, hepatik yıldız görünümlü hücre aktivasyonunun 

fibrogeneze dönüşümünü engellediği belirtilmiştir (96). Düşük dozda uygulanan 

SLMin farelerde T-lenfositlerini inhibe ettiği gösterilmiştir. TNF, IL-1β ve IL-6’nın 

mRNA ekspresyonları doza bağlı olarak artmıştır. Silymarinin immünomodülatör 

aktivitesinin olduğu bu çalışmalarda açıkca gösterilmiştir (96). 

 

Şekil 2. Silimarinin genel özellikleri  
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3.5.5. Metotreksat Hasarına Karşı Silimarin Kullanılmış Çalışmalar 

Kandemir ve ark. MTX ile oluştulan nefrotoksisitesine karşı SLM’nin korucu etkisini 

araştırdıkları çalışmalarında SLM’nin antiinflamatuar ve antiapoptotik özellikleri 

nedeniyle böbrek hasarına karşı koruyucu olabileceğini ifade etmişlerdir (97). Yine 

bezer şekilde Dabak ve Kocaman SLM’nin apotozis önleyerek sıçan böbreklerinde 

MTX’a karşı koruyucu bir etki oluşturduğunu vurgulamışlardır (28). 

 Metotreksat tarafından oluşturulan gastointestinal hasara karşı SLM’nin 

koruyucu etkisinin araştırıldığı diğer bir çalışmada ise SLM’nin antioksidanların 

glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA)düzeyini azalatarak gastointestinal 

sistemde epitel tabakada dejenerasyon, nekroz, deskuamasyon ve ödem gibi 

bulgularının şiddetini azalttığını tespit etmişlerdir (27).  

 Qufi ve ark (2014) uzun süreli MTX kullanımının testis üzerine toksik 

etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada SLM bileşenlerinden silibinin’in testiste canlı/ölü 

spermatozoa oranı ve testis dokusunda çeşitli histolojik parametleri olumlu yönde 

etkilediğini ifade etmişlerdir (29). 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM  

4.1. Gereç  

4.1.1. Kullanılan Araç ve Gereçler 

İnkübatör (Nüve İncubator EN 120, TÜRKİYE)  

Soğutmalı Santrifüj (Hettich Universal 320R ALMANYA)  

Su Banyoları (VWR İnternational, ALMANYA)  

PZR Thermo Cycler (Applied Biosystems Veriti Thermal Cycle)  

Real Time PCR Sistemi  (Rotor-Gene Q, Qiagen, ALMANYA)  

Nanodrop (Thermo Scientific Nanodrop 2000c)   

Otomatik Pipet Seti (0,2-2, 2-20, 20-200, 100-1000 Eppendorf, ABD)  

Mini Santrifüjler (VWR İnternational, ALMANYA)  

UV-Transluminatör (VWR İnternational, ALMANYA)  

Vorteks (Vorteks Genie 2)  

Hassas Tartı (ShimadzuTXB62L, Precisa XB220A)  

Azot Tankı (GoldenPro 6 lt)  

-20°C Dondurucu (Arçelik) 

-80°C Dondurucu (Arçelik)   

Mikrodalga Fırın (Arçelik MD 564)  

Mikrotom (Leica RM2125 RTS)  

Karıştırıcı (Biosan Orbital Shaker PSU-10i)  

Homojenizatör (SilentCrusher, Heidolph, Almanya)  

Hormon Tayini (Hitachi cobas 8000, Roche, ALMANYA)  

TAS, TOS ölçümü (Auto-analyzer, Selectra, Merck, HOLLANDA)  

MDA, CAT, SOD ölçümü (Biochrom Anthos Zenyth 200rt microplate reader, 

İNGİLTERE)  

Görüntüleme sistemi (Nikon80i, JAPONYA)  
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4.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Metotreksat (flakon 50 mg/5 ml Koçak, Türkiye 

Silimarin (Sigma-Aldrich Sigma S0292-50G)  

Bouin’s solusyonu (VMR Prolobo Chemicals UN3265) 

ABC kiti (Vectastain PK-6100) 

Hidrojen peroksit (Sigma-Aldrich SZBB2210V)  

Ethanol (Sigma-Aldrich 34870)  

Xylenes (Sigma-Aldrich16446) 

Methanol (VWR prolobo chemicals UN1230) 

TRIzol® Reagent (Invitrogen Life Technologies Inc.)  

RevertAid First Strand cDNA sentez kiti (Fermentas, ABD)  

RNAse-free DNAse I, (Promega )  

Maxima™ SYBR qPCR Master Mix (2X) for Real-time PCR Fermentas Life 

Sciences)  

 

4.1.3. Kullanılan Deney Hayvanları 

Çalışmada Dicle Üniversitesi Sağlık Bilimleri Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden 

(DUSAM) temin edilen 300±50 gram ağırlığında 46 adet erişkin erkek Wistar Albino 

sıçan kullanıldı. Deney süresince sıçanlar ortam şartları otamatik ayarlanan odalarda 

(12/12 aydınlık/karanlık, sıcaklık 22 0C, nem % 45-50) barındırıldı. Çalışmada 

kullanılan sıçanlar ticari yem ( Elazığ Yem Sanayi) ve su ile ad libitum beslendi. Bu 

çalışma Dicle Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (DÜHADEK)’nun 

25.01.2018 tarih ve 2017/20 nolu etik kurul onayı ile gerçekleştirildi. 

 

4.2. Yöntem  

4.2.1. Deneysel Farmakolojik İncelemeler 

Çalışmamızda kullanılan SLM dimethyl sulfoxide (DMSO) içinde çözdürüldü. İlaç 

uygulamaları her gün aynı saatte gerçekleştirildi.  Metotreksat bir kez, SLM ise aynı 
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saatte ve 24 saat arayla 7 kez intraperitoneal (ip) olarak uygulandı. Silimarinin ve 

MTX’in ip enjeksiyonları arasında 1 saat beklenildi. Tüm hayvanlar rastgele olacak 

şekilde altı gruba ayrıldı.  

Grup (1) Kontrol Grubu (n:7) 

Bu gruptaki sıçanlara 7 gün boyunca günde bir doz DMSO i.p olarak uygulandı. 

Grup (2) Metotreksat grubu (n:8, MTX (1.Gün)) 

Bu gruptakisıçanlara sadece çalışmanın birinci günü tek doz MTX (20 mg/kg, ip, 

uygulandı (10, 11, 17). 

Grup (3) Metotreksat+Silimarin (n:8, MTX (1.Gün)+SLM) 

Bu gruptaki sıçanlara çalışmanın birinci gün tek doz MTX (20 mg/kg, ip) ve 7 gün 

boyunca günde bir kez SLM (100 mg/kg, ip) uygulandı.  

Grup (4) Silimarin grubu (n:7, SLM) 

Bu gruptaki sıçanlara 7 gün boyunca günde bir kez SLM (100 mg/kg, ip) uygulandı 

(27, 97, 98). 

Grup (5) Metotreksat grubu (n:8, MTX (7.Gün)) 

Bu gruptaki sıçanlara çalışmanın 7. günü tek doz MTX (20 mg/kg, ip) uygulandı. 

Grup (6) Metotreksat+Silimarin grubu (n:8, MTX (7.Gün)+SLM) 

Bu gruptakisıçanlara çalışmanın 7. günüMTX (20 mg/kg, ip) ve 7 gün boyunca 

günde bir kez SLM (100 mg/kg, ip) uygulandı. 

Tüm hayvanların canlı ağırlıkları deneyin başında ve anestezi öncesi hassas 

terazi ile tartıldı. Kullanılan ilaçların parenteral enjeksiyon hacmi aşağıdaki formülle 

hesaplandı (99). Silimarin DMSO (%100) içerisinde çözdürüldü ve kullanılıncaya 

kadar karanlık ve soğuk ortamda muhafaza edildi (94, 100, 101). 

 

 

Deney sonunda (8. Gün) tüm sıçanlar etik kurallara uygun olarak genel anestezi 

altında [ketamin 50mg/ml (%10’luk) ve ksilazin 10mg/ml (%2’lik)] sakrifiye edildi 

(6, 17). Anestezi altında median hattan yapılan insizyonla toraks açılıp intrakardiyak 

yolla kanları steril serum tüplerine alındı. Daha sonra testis dokuları çıkarıldı ve 

analizlere kadar -80 0C’de saklandı(Şekil 3).  

 

Enjeksiyon hacmi = 
Hayvanın canlı ağırlığı (kg) x hayvana verilecek doz (mg/kg) 

İlacın konsantrasyonu (mg/ml) 
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Şekil 3. Deney protokolü 

 

4.2.2.Testis Ağırlıklarının Ölçümü ve Testis Ağırlık İndeksinin (TAİ) 

Hesaplanması 

Her bir hayvanın testisi çevre dokularından temizlenerek (Shimadzu (TXB62L)) 

hassas terazi ile tartıldı. Aynı hayvana ait sağ ve sol testis ağırlıkları toplamının 

deneyin son günü ölçülen vücut ağırlığına oranı aşağıdaki formüle göre hesaplanarak 

TAİ değerleri belirlendi(102); 

TAİ: [(sağ ve sol testis ağırlıkları toplamı)/vücut ağırlığı] × 100 

 

4.2.3. Biyokimyasal İncelemeler 

4.2.3.1. Serum Alanin Aminotransferaz (ALT), Serum Aspartat Aminotransferaz 

(AST) ve Testosteron Seviyesinin Ölçülmesi 

Kan örnekleri 3500 rpm’de 20 dakika santrifüj edildi ve elde edilen serumlar 

eppendorf tüplere alınarak -80 0C’de saklandı. Serum aspartat aminotransferaz (AST 

– SGOT), alanin aminotransferaz (ALT – SGPT) ve testosteron düzeyleri otoanalizatör 

cihazı (COBAS 8000 HITACHI) kullanılarak ölçüldü. Ölçüm öncesinde referans 

değer kullanılarak kalibre edildi.  
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4.2.3.2. Testis Dokusundan Oksidan ve Antioksidan Seviyelerinin Ölçülmesi 

4.2.3.2.1. Total Antioksidan Seviyesi (TAS), Total Oksidan Seviyesi (TOS) ve 

Oksidatif Stres İndeksi (OSI)’nin Belirlenmesi  

Testis dokusundan 1 gr’lik örnekler alınarak -80 0C’de saklandı.  Doku örnekleri 

homozenizatör ile soğuk fosfat buffer saline (0.1 M; pH 7.4) içerisinde homojenize 

edildi. Homojenizatlar 5000 g’de 5 dakika +4 C’de santrifüj edilerek süpernatantlar 

godelere otanalizör cihazına (Selectra, HOLLANDA) yüklendi ve Erel tarafından 

geliştirilen Rel Assay Total Oksidan ve Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tıp San. 

ve Tic. Ltd. Şti. Gaziantep, Türkiye) ile ölçüldü (103, 104). 

Oksidatif Stres İndeksi değeri ise TAS ve TOS değerleri kullanılarak aşağıdaki 

formülle hesaplandı: OSI (arbitrary unit) = TOS (μol H2O2 equivalent/L) / TAS (μol 

Trolox equivalent/L)(105). 

 

4.2.3.2.2 Malondialdehit (MDA), Katalaz (CAT) ve Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Ölçümü 

Dokulardaki MDA, CAT ve SOD ölçümleri için yukarıda belirtilen şekilde elde edilen 

süpernatantlar kullanıldı. MDA, CAT ve SOD seviyeleri sıçanlar için spesifik olarak 

üretilen monoklonal antikorlar ELISA sistemi ile (E0869Ra, E0168Ra, E0156Ra, 

Bioassay Tecnology Laboratories, Güney kore) ölçüldü.MDA, CAT ve SOD 

ölçümleri için aşağıdaki kit prosedürü kullanıldı. 

Önceden monoklonal antikorla kaplanmış olan ELISA plakası kuyucuklarına 

süpernatant ilave edildi. 

1. Standart olarak 6 kuyucuğa 24ng/ml, 12ng/ml, 6ng/ml, 3ng/ml, 1.5ng/ml, 

0.75ng/ml şeklindeki standart ilave edildi. 

2. Plaka 60 dakika 37°C’de ağzı kapalı bir şekilde inkübe edildi. 

3. Daha sonra kuyucuklar ELISA yıkayıcıda solisyonu ile 5 defa yıkandı. 

4. Kuyucuklara A ve  B solisyonları damlatılarak 10 dakika 37°C’de ağzı kapalı 

bir şekilde inkübe edildi. 

5. Stop solisyonu ilave edilen kuyucuklar 30 dakika sonra ELISA okuyucuda 450 

mm de okundu. 

6.  Sonuçlar Intra-Assay: CV<8% , Inter-Assay: CV<10% olacak şekilde CAT 

için ng/gr, MDA için nmol/gr ve SOD için U/gr olarak belirlendi. 
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4.2.4. Moleküler İncelemeler 

4.2.4.1. Testis Dokusunda Antioksidan, Anti/ProApoptotik Ve Steroidogenezis ile 

İlgili Gen Ekspresyonlarının Belirlenmesi 

4.2.4.1.1. RNA izoloasyonu 

RNA izolasyonu amacıyla -80 °C'de muhafaza edilen testis dokularından her hayvanda 

eşit olacak şekilde yaklaşık 50 mg doku örneği alındı ve 800 µL solüsyon trızol 

(TRIzol Reagent-Invitrogen, USA) içerisinde homojenizatör yardımıyla homojenize 

edildi. Homojenizatlar başka bir mikrofüj tüpe aktarıldı ve üzerine 200 µl kloroform 

konularak tüpler vortekslendi. 10 dk oda ısısında bekletildikten sonra +4 C de 12,700 

g’de 15 dk santrifüj edildi.  

 Üstteki sulu fazdan yaklaşık 500 ml sarsmadan alınarak başka bir tüpe 

aktarıldı, üzerine 500 ml izoproponol eklendi ve oda ısısında 10dk bekletildikten sonra 

+4 C 12,700g’de 10 dk santrifüj edildi. Dibe çöken RNA peleti üzerindeki 

izopropronollü süpernatant döküldü. Peletler üç kez etil alkolde (-20°C; % 70lik, % 

70lik ve %95lik)  yıkama yapıldı. Her defasında +4 0C 77000 devirde 5dk 3er kez 

santrifüjlendi ve sıvılar boşaltıldı. Elde edilen RNA peleti 37 0C’de kurutuldu ve 

nükleaz içermeyen 100 µl H2O içerisinde 65 C’de 5 dk bekletilerek çözündürüldü. 

Total RNA miktarı nanodrop (Thermo Scientific Nanodrop 2000c)  kullanılarak 

belirlendi. 

 

Total RNA konsantrasyonunu belirlemek amacıyla nanodrop cihazının okuyucu 

bölümüne önce 2 µl dietilpirokarbonatlı (DEPC) su (ddH2O) daha sonra da cihazın 

okuma yüzeyine 1µl RNA örneği steril pipet ucu ile damlatılarak ölçümler yapıldı. 

Örneklerin RNA miktarları ng/µl şeklinde kaydedildi. Total RNA konsantrasyonları 

belirlenen örnekler cDNA yapımında kullanıldı. Elde edilen örnekler diğer analizler 

için -80°C’de saklandı. 

 

4.2.4.1.2. cDNA sentezi 

Total RNA’dan tek zincirli cDNA üretilmesi için ticari kit [(RevertAid First Strand 

cDNA sentez kiti (Fermentas, ABD)] kullanıldı. Daha sonra Total RNA’dan 

2µg/20µlalınarak üzerine 1 µl oligo-dT + 1 µl random hexamer ilave edildi (Random 

hexamer ile oligodt miks solüsyon yapılıp RNA’ya ilave edildi). Miks solüsyon örnek 
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sayısının bir fazlası olacak şekilde hazırlandı (5x Reaksiyon tamponu 4 µl, 1 µl 

RiboLock RNase İnhibitör, 1 µl Reverse Aid Transcriptase, 2 µl 10 µM dNTP miks). 

Elde edilen miks solüsyondan 8 µl her kuyucuğa konuldu. Hafifçe karıştırıldı ve 

santrifüj edildi. 

 

4.2.4.1.3. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PZR) 

Çalışmada apoptozis ile ilgili genlerden B-cell lymphoma 2 (BCL2), BCL2 Associated 

X (BAX), Caspase-activated DNase (CAD) araştırıldı.  Anti-oksidan enzim genler 

zinc-superoxide dismutase (Zn_SOD), magnesium-superoxide dismutase (Mg-SOD), 

catalase (CAT), Glutathione peroxidase 1 (GPx1) ve steroidogenezis yolaği genler 

(androgen-binding protein (ABP), Steroidogenic acute regulatory protein (StAR)) 

araştırılmıştır. Kontrol (house keeping gene) olarak glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) ve Beta –Actin (B-act) genleri kullanılmıştır. Boya olarak 

çift iplikçikli DNA’ya bağlanabilen SyberGreen (Maxima™ SYBR qPCR Master Mix 

(2X) for Real-time PCR Fermentas Life Sciences) kullanıldı. PZR reaksiyonu cDNA 

ile birlikte hızlı reaksiyon tüpünde total hacim 10 µl [5 µl, Primer 0,1 µl, su 3,9 µl 

RNase Free, DNase Free(RNAse-free DNAse I, (Promega )) template 1 µl (cDNA)] 

numune sayısının bir fazlası olacak şekilde miks solüsyon hazırlandı. Kontrol 

yapıldıktan sonra Real Time PZR’a dikkatlice yerleştirildi. Reaksiyon ısı profili; 

+95°C 10 dakika ön denatürasyon, 40 siklus 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 30 saniye ve 

72°C’de 30 saniye olacak şekilde ayarlandı. Melting Curve (erime eğrisi) analizi için 

95°C’de 15 saniye, 60°C’ye 1 dakika ısı profili ayarlandı. Hedef genlerin 

yükseltgenmesi amacıyla Real-Time qPZR cihazı kullanıldı. Elde edilen eşik döngüsü 

(Ct) değerleri herbir gen için ayrı ayrı kayıt edildi. Real time PZR analazi için veri 

hazırlama; 

Elde edilen Ct değerlerinin normalizasyonunda Livak ve Schmittgen (2001) 

tarafından belirtilen  2^-ΔΔCt yöntemi kullanıldı (106). 

 

ΔCt 1 = CT ( hedef gen –uygulama grubu ) – CT (referans gen – uygulama grubu) 

ΔCt 2 = CT (hedef gen – kontrol) – Ct (referans gen – kontrol) 

ΔΔCt = ΔCt 1 (uygulama grubu) - ΔCt 2 (kontrol grubu) 
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Bu formüle göre; GAPDH, β-actin genlerinin Ct değerlerin geometrik ortalaması 

alındı. Çalışmada kullanılan hedef genlerin (B-cell lymphoma 2 (BCL2), BCL2 

Associated X (BAX), Caspase-activated DNase (CAD), zinc-superoxide dismutase 

(Zn_SOD), magnesium-superoxide dismutase (Mg-SOD), catalase (CAT), 

Glutathione peroxidase 1 (GPx1) ve androgen-binding protein (ABP), Steroidogenic 

acute regulatory protein (StAR) Ct değerleri belirlendi. 2^-ΔΔCt metoduna göre kat 

değişimi şeklinde elde edilen verilerin aritmetik ortalaması, standart hatası belirlendi. 

Elde edilen değerlerin Microsoft Excel programında grafikleri hazırlandı. 

 

Tablo 1. Sıçan Primerleri ve Referans (Hausekeeping) Gen Listesi 

StAR 
Forward CTGCTAGACCAGCCCATGGAC 

Reverse TGATTTCCTTGACATTTGGGTTCC 

ABP 
Forward ATGTGAAGCCTGGGTACCTG 

Reverse GTGAACCCCAAGCAGTTGAT 

Bcl-2 
Forward TGAGTACCTGAACCGGCATCT 

Reverse GCATCCCAGCCTCCGTTAT 

BAX 
Forward GGATGCGTCCACCAAGAAG 

Reverse GGAGGAAGTCCAGTGTCCAGCC 

CAD 
Forward TTTAACGAGCCACATGCCGGG 

Reverse CAGCTGTATCTCAGGTAGCCA 

CAT 
Forward ATTGCCGTCCGATTCTCC 

Reverse CCAGTTACCATCTTCAGTGTAG 

Mg-SOD 
Forward GCTCTAATCACGACCCACT 

Reverse CATTCTCCCAGTTGATTACATTC 

Zn-SOD 
Forward GAGCAGAAGGCAAGCGGTGAA 

Reverse CCACATTGCCCAGTTCTC 

GPx1 
Forward CTCTCCGCGGTGGCACAGT 

Reverse CCACCACCGGGTCGGACATAC 

Β-actin 
Forward GCCAGAAAAGCCTCTAATCCACCTCC 

Reverse GCTAGGAGCCAGGGCAGTAATCT 

GAPDH 
Forward ATGGAGAAGGCTGGGGCTCACCT 

Reverse AGCCCTTCCACGATGCCAAAGTTGT 

 

 

4.2.4.2. Testis Dokusundan Pro-Caspase-3 Protein Miktarının Western Blot 

Yöntemi ile Belirlenmesi 

4.2.4.2.1. Protein izolasyonu 

Protein izolasyonu için 100 mg testis doku protein lizis solusyonu (Thermo Proteo 

JETTM Mammalian Cell Lysis Reagent, ABD) içinde bir homojenizatör(Heidolph 

homogenizers,SilentCrusher, Almanya) yardımı ile homojenize edildi. Homojenizat 
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14,000 g’de 15 dk santrifüj edildikten sonra süpernatantayrı bir tüpe aktarıldı ve içine 

proteaz inhibitör konkteil ilave edilerek -80 C’de muhafaza edildi. 

 

4.2.4.2.2. Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) 

İzole edilen proteinlerin konsantrasyonları sepektrofometrede ölçülüp toplam 40 

microgram/µl olacak şekilde total protein yükleme tamponu olan 2x lammeli tampon 

(gliserol+b-merkapto etenol+brom creasol blue)  içinde (toplam 10 µl) 5 dk 65 C’de 

bekletildi. Daha sonra SDS-PAGE için hazır jel (Biorad)  transfer edildi. Testis protein 

örnekleri poliakril amid jelinde (SDS-PAGE) 80 V’de 30 dakika ve 120 V’ de 1 saat 

yürütüldü.  

 

4.2.4.2.3. Protein transferi ve blotlama 

Poliakril amid jelde ayrıştırılan protein bantları (nitroselluloz membrana (BioRad)) 

Trans-BlotR TurboTM Transfer sistemi (BioRad) kullanılarak aktarıldı. Bu işlem 

transfer tamponu yardımıyla (3,03 g Tris, 14,4 g Glycin, 4 ml %10’luk SDS 1 litre 

içinde) 1,0 Ave 25 volt’da 30 dk süreyle uygulandı. PVDF membranı 1x TBS-T 

(10xTBS: 30 g Tris, 88 gr NaCl, 1 ml Tween-20, 950 ml dH2O, PH 7,6) solüsyonunda 

3 kez 10’er dakika yıkandıktan sonra %5'lik yağsız süt (BioRad, Non Fat Dry Milk, 

ABD) (5 gr yağsız süt tozu, 50 ml TBS-T) solüsyonu içinde 55 rpm ajitasyonda 

yaklaşık 2 saat boyunca blotlandı. 

 

4.2.4.2.4. Protein immünoblotlama ve görüntüleme 

Birincil antikorlar Pro-Caspase-3 ve housekeeping antikoru (β-Actin, son 

konsantrasyonu 1:1000 (1 ug/ml) ve ikincil antikorlar donkey anti-rabbit IgG 1:10000 

(0,04 ug/ml) oranında blotlama solüsyonunda (%5’lik yağsız sütte) sulandırıldı. PVDF 

membranı 1x TBS-T ile 3 kez 10'ar dakika yıkandı ve 1 ug/ml birincil antikor 

solüsyonunda 50 rpm ajitasyonda gece boyunca +4 C'de inkübe edildi. Ertesi gün 

birincil antikor solüsyonu uzaklaştırılarak membran 3 kez 10’ar dakika TBS-T ile 

yıkandı. Blotlanan membranlar 0,1 ug/ml konsantrasyonlu ikincil antikor solüsyonu 

içinde 2 saat boyunca 50 rpm ajitasyonda ve oda ısısında inkübe edildi. Hedef proteinin 

saptanması için BioRad Clarity Western Blot Substrat kemilüminesans (Peroksidaz, 

Luminol ensahnsır 170-5060, ABD) solüsyonu kullanıldı. İkincil antikor solüsyonu 
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uzaklaştırıldıktan sonra membranlar 3 kez 10’ar dakika 1x TBS-T solüsyonu içinde 

yıkandı ve substrat solüsyonu (1.8 : 1.8 ml) ile ajitasyonda oda ısısında 5 dakika 

boyunca muamele edildi. Membranlar tarayıcı cihaz (Licor C-DiGit® Blot Scanner, 

ABD) ile görüntülenerek dijital ortamda kaydedildi. 

 

4.2.5. Histopatolojik Değerlendirmeler 

Bouin solusyonunda 18 saat tespit edilen dokular küçültülerek kasetlere alındı ve 

musluk suyunda 16 saat yıkandıktan sonra sırasıyla aşağıdaki işlemler uygulandı: 

1. % 70 alkolde 1 saat   

2. %80’lik alkolde 1 saat  

3. %90’lık alkolde 1 saat  

4. %96’lık alkolde (I ve II) 30’ar dk 

5. % 100’lük alkolde bir gece  

6. Ksilol (I ve II) 30’ar dk bekletildi. 

 

Yarısı ksilol (46-48 0C) parafinde 20 dk,  yumuşak parafinde (46-48 0C)  20 dk 

ve sert parafinde (56-58 0C)  20 dk boyunca etüvde bekletildi ve dokular parafin 

bloklara gömüldü. Bu bloklardan mikrotom ile 5 µm kalınlığında kesitler alındı. 

Doku örneği kesitleri sıcak su banyosunda  (48 0C ) açılması sağlanarak poly-L-

lysinli lamlara alındı.  

Deparafinizasyon Aşaması:Poly-L-lysinli lamlara alınan kesitler sırasıyla %60, 

%70, %80, %90 ve %96’lık etanol (ETOH)’de 1 saat bekletildi. Daha sonra kesitler 

saf alkolde inkübe edildi ve arkasından yarım saat boyunca ksilen ile muamele edildi. 

Slaylar etüvde 60 dk 60 °C’de bekletilerek deparafinize edildi.   

Hematoksilen-Eosin Boyaması: Deparafinize slaytlar 3 kez 10 dk süreyle 

ksilende bekletildi. Slaytlar 3’er kez %100’lük, %95’lik ve %75’lik ETOH  içinde (20-

40 kez slaytlar batırılıp çıkarıldı) bekletildi ve 30-50 defa musluk suyuna daldırıldı. 

Hematoksilen boyamasında 5 dk bekletildi ve tekrar 30-50 defa musluk suyuna daha 

sonrada %95’likETOH e (15-20 defa) daldırıldı. Eosin boyasında 10 dk bekletildi. 2 

kez %95’lik ve 3 kezde %100’lük ETOH içinde tekrar bekletilerek dokuların suyu 

alındı. Daha sonra 3 defa daha ksilende bekletildikten sonra (30-50 defa) slaytlara 

entelan damlatılıp lamel yapıştırıldı.  
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4.2.5.1. Histopatolojik inceleme 

Testis doku kesitleriHematoksilen-Eosin ile boyanarak dijital kameralı (NİKON 80i) 

ışık mikroskobuyla değerlendirildi. Mikroskopta X100’lük büyütmede germinal epitel 

tabakasının düzenli olup olmadığına, spermatogenesis faaliyetlerin aşamasına ve 

seminifer tübül çaplarına bakıldı. 

4.2.5.2. İmmunohistokimyasal İnceleme 

4.2.5.2.1. Pro-Caspase-3 Proteininin Dokuda Gösterilmesi  

Dokular çalkalayıcıda sırasıyla; %25 ve %50’lik ETOH içinde 15’er dk %75’lik 

ETOH ile 35 dk yıkandı. Arkasından %100’lük ETOH ile yıkama yapıldı. Tekrar 

%100 ETOH  ile 30 dakika 25°C’de karıştırıcıda yıkama işlemi yapıldı. Bundan sonra 

tüpler +4°C’deki karıştırıcıya alınarak iki günde bir  %100’lük ETOH  ile yıkaması 

yapıldı. Ertesi gün plastik kaset içerisinde 20 dk boyunca 25°C’de %100 ETOH  

içerisinde etüvde bekletildi. 

Daha sonra %100’lük Xylene dolu beherin ağzı alüminyum folyo ile 

kaplanarak etüvde 25°C’de 45 dk boyunca tutuldu. Kasetler parafin içine konularak 

%100 paraplastda 65°C’de bir gece inkube edildi. Parafin her 15 dk’da bir karıştırıldı.  
Parafin içerisine gömülen dokulardan mikrorotary mikrotom ile 5µm 

kalınlığında kesitler alındı. Kesitler, doku kırışıklıklarını önlemek için 45°C’deki su 

banyosunda 5 dk bekletildikten sonra poly-lysinli slaytlara alındı ve kurutuldu. Daha 

sonra slaytlar İHK aşamasına kadar (kaset içinde) saklandı. Lamlar, doku 

kırışıklıklarını kaldırmak ve doku yapışmasını artırmak için İHK aşamasından önce 

65°C de 5 dk inkübe edildi.  

Lamları deparafinize etmek için; her biri 3dk olacak şekilde sırasıyla ksilen, 

%100’lük ETOH, %75’lik ETOH ve %50’lik ETOH 2’şer kez uygulandı.Lamlar tespit 

solüsyonunda (90 birim %100 Methanol ile 10 birim %33’luk Hidrojen Peroksit) 25 

0C’de 10 dk boyunca çalkalandı. 

Antijen geri kazanım işlemi (Antijen retrieval) için lamlar%2’lik sitrik asit 

çözeltisi içine daldırıldı. Üzeri streç filmle kapatılan cam kaplar mikrodalgada fırında 

20 dakika tutuldu. Daha sonra lamın doku dışında kalan kısmı kağıt mendille silindi 

ve dokunun etrafı hidrofobik kalemle çizildi böylece sıvının dışarı dağılması bariyer 

oluşturularak engellendi.  
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Üzerine % 1’lik Tris-Buffered Saline Tween (TBSTw) damlatıldı ve 25 C’de 

5 dk çalkalandı.TBSTwmikropipetle çekildi ve üzerine önceden hazırlanılmış %10’luk 

blok RGBT (Roche Blocking Reagent) solüsyonunu ilave edilerek 25°C’de 1 saat 

boyunca çalkalandı. RGBT solüsyonu(10 ml %1’lik),  keçi serumu (0,5 ml %5’lik), 

BSA (Sığır serum albümin;0,1 g % 1’lik), 1 ml bloklama reaktifi ve 8,5 ml TBSTw ile 

karıştırılarak hazırlandı.  

Çalkalama işleminden sonra slayt üzerindeki sıvı alındı ve tekrar TBSTw 

damlatılarak tekrar çalkalandı. Slayt üzerindeki TBSTw alındı, üzerine Avidin 

solüsyonunu damlatılarak 25°C’de 15 dakika boyunca çalkalandı. Slaytlar TBSTw ile 

tekrar yıkandı ve hazır Biotin solüsyonunu damlatılarak 25°C’de 15 dk boyunca 

çalkalandı. Temizleme işlemi tekrarlandı. Pro-Caspase-3 antikoru katılmış RGBT 

(1:100 oranında) ile +4°C’de bir gece boyunca çalkalanarak bekletildi.  

Slaytlar TBSTw ile  25°C’de 5’er dk süre ile 8 kez yıkandı. Dokuların 3,3’ 

diaminobenzidine (DAB) ile boyanması için RGBT (1:250 oranda dilue edilmiş) içine 

biotin işaretli sekonder antikor eklendi ve 25°C’de 1 saat çalkalandı.  Bu arada da 

avidin biotin kompleksi (ABC Kompleks) hazırlandı. Her bir lam için 100 ml TBSTw, 

0.8 µl Reagent A, 0.8 ul Reagent B’den oluşan bir karışım hazırladı. Bu ABC 

kompleks solusyonda 25°C’de 45 dk boyunca inkube edildikten sonra lam üzerinde 

sekonder antikorların temizlenmesi için TBSTw ile 25°C’de 5 dk 7 kez çalkalandı. Bu 

işlemler sırasında DAB solüsyonu kit protokolüne göre hazırlandı ve lamlara 

damlatıldı. DAB solusyonunda 1-10 dk arasında bekletildikten sonra 5dk boyunca 

dH2O ile yıkandı. Slaytlar hücre çekirdeklerinin boyanması için Hematoksilen 

boyasına (15 sn)  daldırıldı. Preperatlar ışık mikroskobuyla incelendi ve görüntüleri 

kayıt edildi. 
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4.2.6. İstatistiksel Analiz   

Deneklere ait verilerin normal dağılıma uygunlukları ve varyanslarının homojenliği 

test edildi. Normal dağılım göstermeyen verilerin logaritması alınarak dönüştürme 

işlemi yapıldı. Grupların karşılaştırılmasında tek yönlü varyans analizi (one-way 

ANOVA) kullanıldı. Grupların kendi aralarında karşılaştırmasında Tukey testi 

kullanıldı. Ayrıca sonuçlara Bonferroni düzeltmesi uygulandı. Grup ortalamaları 

ortalama ± Standart Hata (SEM) şeklinde sunuldu ve gruplar arasındaki farklılığın 

önemi p<0,05 olarak kabul edildi. Gruplar arası farklılıklar tablo ve şekiller üzerinde 

farklı harfler ile gösterildi. Sıçanların deney başı ve deney sonu canlı ağırlıkları ise 

tekrarlı örneklerde varyans analizi ile karşılaştırıldı. Verilerin analizinde SPSS 

istatistik programı kullanıldı (17.0). 
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5. BULGULAR 

5.1. Klinik Bulgular 

Çalışma süresince kontrol grubunda herhangi bir klinik bulguya rastlanmamıştır. İlaç 

uygulamalarının 3.gününde hem MTX ve hemde SLM uygulanan gruplardan MTX 

(1.Gün)’de 5 hayvanda ve MTX (1.Gün)+SLM’de 2 hayvanda diyare görüldü. Diyare 

bir gün sonra durdu ve hayvanların genel durumlarının iyileştiği kaydedildi. Ayrıca 

çalışmanın 5. gününde MTX (1.Gün)+ SLM grubunda bir adet ve SLM grubunda ise 

iki adet sıçanın öldüğü görüldü. 

 

5.2. Canlı Ağırlıkların Değerlendirilmesi 

Kontrol grubundaki sıçanların deney öncesi ve deney sonrası canlı ağırlıkları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0.05). 

 Metotreksat (MTX (1.Gün))  grubundaki sıçanların deney öncesi ve deney 

sonrası canlı ağırlıkları arasında anlamlı bir düşüş görülmüştür (p<0.05). 

Metotreksat+Silimarin uygulanan (MTX (1.Gün)+SLM) sıçanlarda deney 

öncesi ve deney sonrası canlı ağırlıkları arasında anlamlı bir düşüş görülmüştür 

(p<0.05). 

Silimarin uygulanan gruptaki sıçanların (SLM) deney öncesi ve deney sonrası 

canlı ağırlıkları arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0.05).  

Metotreksat uygulanan gruptaki sıçanların (MTX (7.Gün)) deney öncesi ve 

deney sonrası canlı ağırlıkları arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0.05). 

Metotreksat+Silimarin uygulanan grupta (MTX (7.Gün)+SLM) deney öncesi 

ve deney sonrası canlı ağırlıkları arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0.05, 

Şekil 4). 
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Şekil 4. Deney başı ve deney sonu sıçanların canlı ağırlık değişimi.*p<0.05 deney 

öncesi değerlerle karşılaştırıldığında. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8). 

Tablo 2. Deney başı ve sonunda gruplardaki canlı ağırlık değişimlerini gösteren tablo. 

Ortalama ± SEM değerini belirtmektedir. İstatistiksel hesaplamalarda tekrarlı örneklerde 

varyans analizi kullanıldı. Aynı sutunda farklı harf (a,b) taşıyan ortalamalar arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.05).  

 

 
GRUPLAR 

 

 

Kontrol 

 

MTX 

(1.Gün) 

 

MTX 

(1.Gün)+SLM 

 

SLM 

 

MTX 

(7.Gün) 

 

MTX 

(7.Gün)+S

LM 
Deney Başı Canlı 

Ağırlık(gr) 

 

 

312,57±25,49 

 

312,50±15,77a 

 

316,25±21,75a 

 

320,71±23,86 

 

333,75±15,66 

 

306,88±18,58 

Deney Sonu Canlı 

Ağırlık(gr) 

 

 

313,71±21,75 

 

290,75±13,54b 

 

270,25±15,36b 

 

317,40±19,71 

 

324,50±13,71 

 

296,75±14,75 
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5.3. Testis Ağırlık İndeksi 

Gruplar arasında testis ağırlık indeksi yönünden istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

görülmemiştir (p>0.05, Şekil 5). 

Şekil 5.  Testis ağırlık indeksi değerleri. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n:8). 

Tablo 3. Testis ağırlık indeksi değerleri.Ortalama ± SEM değerini belirtmektedir. İstatistiksel 

hesaplamalarda tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Gruplar arası karşılaştırmada 

post-hoc Tukey testi kullanıldı.  

 

Gruplar  Testis ağırlık indekisi(gr) 

Kontrol 0,98±0,10 

MTX (1.Gün) 0,94±0,08 

MTX (1.Gün)+SLM 0,99±0,10 

SLM 0,91±0,08 

MTX (7.Gün) 0,92±0,08 

MTX (7.Gün)+SLM 0,99±0,09 
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5.4. Serum Biyokimya Değerleri  

5.4.1. Serum Testosteron Konsantrasyonu 

Serum testosteron konsantrasyonu bakımından gruplar arasındaki yapılan ikili 

karşılaştırmalar da hem MTX (1.Gün) hem de MTX (1.Gün)+SLM grubunun kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). 

Kontrol grubu ile diğer gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

görülmemiştir (p>0.05, Şekil 6).  

 

Şekil 6.Serum testosteron değerleri [Tüm gruplar kendi aralarında kıyaslandı ve a, b 

farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olduğunu göstermektedir 

(p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 1.gün metotreksat grubu 

(n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin 

grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 

7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.4.2. Serum Alanin Aminotransferaz (ALT) Aktivitesi  

MTX (1.Gün) grubundaki ALT enzim aktivitesinin kontrol ve diğer gruplara 

göre istatistiksel olarak anlamlı derece yüksek olduğu görülmüştür (p<0.05). MTX 

(7.Gün) ve MTX (7.Gün)+SLM grupları ile kontrol grubu arasındaki fark ise 

istatistiksel olarak anlamlı görülmemiştir (p>0,05, Şekil 7). 

 

Şekil 7. Serum ALT değerleri değerleri [Tüm gruplar kendi aralarında kıyaslandı ve 

a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olduğunu 

göstermektedir(p<0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 1.gün 

metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin grubu 

(n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu (n=8) ve 

MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8). 
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5.4.3. Serum Aspartat Aminotransferaz (AST) Aktivitesi 

Gruplar arasında serum AST değerlerine bakıldığında kontrol grubuna göre 

MTX (1.Gün) grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir artış görülmüştür (p<0,05).  

MTX (1.Gün)+SLM, MTX (7.Gün) ve MTX (7.Gün)+ SLM grupları ile kontrol grubu 

kıyaslandığında anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0,05, Şekil 8). 

 

Şekil 8.Serum AST değerleri değerleri [Tüm gruplar kendi aralarında kıyaslandı ve a, 

b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olduğunu 

göstermektedir(p<0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 1.gün 

metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin grubu 

(n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu (n=8) ve 

MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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Tablo 4.   Serum ALT, AST Aktiviteleri ve Testosteron Seviyesi. Ortalama ± SEM 

değerini belirtmektedir. Aynı satırda farklı harf (a,b) taşıyan ortalamalar arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.05). İstatistiksel hesaplamalarda tek-yönlü varyans 

analizi (ANOVA), gruplar arası karşılaştırmada post-hoc Tukey testi kullanıldı.  

 

 

 

 

 
 

  

 

 

Gruplar 

 

 

Kontrol 

 

MTX 

(1.Gün) 

 

MTX (1.Gün)+ 

SLM 

 

SLM 

 

MTX 

(7.Gün) 

MTX 

(7.Gün)+ 

SLM 

 

ALT (U/L) 

 
36,85±4,04 a 59,02±1,09b 36,11±2,72 a 39,02±2,83 a 47,45±1,91a 42,3±2,83 a 

 

AST (U/L) 101,77±8,27a 164,88±11,24b 139,24±24,01a,b 125,7±5,35a 128,33±9,00a 137,24±8,93a 

Testosteron 

(ng/mL) 1,32±0,20a 0,31±0,06b 0,27±0,07 b 1,46±0,25a 1,6±0,07 a 1,37±0,29 a 
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5.5. Testis Dokusundaki TAS, TOS, OSI, MDA, CAT, SOD Değerleri 

5.5.1. Testis Dokusu Total Antioksidan Seviyesi (TAS) 

Total antioksidan seviyesi kontrol grubu ile kıyaslandığında sadece MTX (1.Gün) 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı ölçüde azaldığı (p<0.05); MTX (1.Gün) + SLM, 

MTX (7.Gün) ve MTX (7.Gün)+ SLM gruplarında ise sayısal olarak azalma olmasına 

rağmen istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0,05,Şekil 9). 

 

Şekil 9. Testis dokusu Total Antioksidan Seviyesi (TAS) değerleri [Tüm gruplar kendi 

aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.5.2. Total Oksidan Seviyesi(TOS) 

Total oksidan seviyesi kontrol grubu ile kıyaslandığında MTX (1.Gün) ve 

MTX (7.Gün) gruplarında önemli ölçüde arttığı (p<0.05);MTX (1.Gün) + SLM ve 

MTX (7.Gün)+ SLM grubunda ise sayısal olarak artmasına rağmen istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0,05, Şekil 10). 

 

 

 

Şekil 10.  Testis dokusu Total Oksidan Seviyesi (TOS) değerleri [Tüm gruplar kendi 

aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.5.3. Testis Dokusunda Oksidatif Stres İndeksi (OSI: TOS / TAS) 

Oksidatif stres indeksi kontrol grubu ile kıyaslandığında MTX (1.Gün) ve 

MTX (7.Gün) gruplarında istatistiksel olarak anlamlı olarak arttığı görülmüştür 

(p<0.05). MTX (1.Gün) + SLM ve MTX (7.Gün)+ SLM grubunda ise kontrol grubuna 

göre sayısal olarak artmasına rağmen OSI seviyesi istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık görülmemiştir (p>0,05, Şekil 11). 

 

Şekil 11. Testis dokusu Oksidatif Stres İndeksi (OSI) [Tüm gruplar kendi aralarında 

kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.5.4. Testis Dokusu Malondialdehit (MDA)Seviyesi 

Malondialdehit seviyesi kontrol grubu ile kıyaslandığında sadece MTX 

(1.Gün) grubunda anlamlı olarak arttığı görülmüştür (p<0.05). MTX (1.Gün) + SLM, 

MTX (7.Gün) ve MTX (7.Gün)+ SLM gruplarındaki MDA seviyesi kontrol grubuna 

göre artmış olmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir 

(p>0,05, Şekil 12). 

 

 

Şekil 12. Testis dokusu Malondialdehit (MDA) değerleri [Tüm gruplar kendi 

aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.5.5. Testis Dokusu Süperoksit Dismutaz ( SOD)Seviyesi 

Süperoksit dismutaz seviyesinin değişimi elde edilen sonuçlara göre kontrol 

grubu ile kıyaslandığında MTX (1.Gün) ve MTX (1.Gün) + SLM grubunda anlamlı 

olarak azaldığı görülmüştür (p<0.05). Diğer gruplar ise kontrol grubuna göre 

kıyaslandığında anlamlı bir farklılık  görülmemiştir (p>0,05, Şekil 13). 

 

 

Şekil 13.Testis dokusu SüperoksitDismutaz (SOD) değerleri [Tüm gruplar kendi 

aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.5.6. Testis Dokusu Katalaz ( CAT) Seviyesi 

Kontrol grubu ile kıyaslandığında MTX (1.Gün) ve MTX (7.Gün) grubunda 

CAT seviyesinin anlamlı olarak azaldığı görülmüştür (p<0.05). MTX (1.Gün) + SLM 

ve MTX (7.Gün)+ SLM gruplarında ise kontrol grubuna göre sayısal olarak katalaz 

seviyesi azalmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir 

(p>0,05, Şekil 14).  

 

Şekil 14. Testis dokusu katalaz (CAT) değerleri [Tüm gruplar kendi aralarında 

kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

olduğunu göstermektedir (p < 0,05)].Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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Tablo 5. Testis dokusunda bazı oksidan ve antioksidan parametreleri. Ortalama ± 

SEM değerini belirtmektedir. Aynı satırda farklı harf (a,b,c) taşıyan ortalamalar 

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.05). İstatistiksel hesaplamalarda tek-

yönlü varyans analizi (ANOVA), gruplar arası karşılaştırmada post-hoc Tukey testi 

kullanıldı.  

 

  

 

Gruplar  

 

 

Kontrol 

 

MTX 

(1.Gün) 

 

  MTX 

(1.Gün)+          

    SLM 

 

SLM 

 

 

 

1G 

MTX 

 

MTX 

(7.Gün)+ 

SLM 

CAT 

(ng/g) 

 

443,00±3,73a 

 

278,40±28,31b 

 

403,89±27,40a 

 

431,47±3,24a 

 

351,28±14,87b 

 

381,19±26,01a,b 

MDA 

(ng/g) 

 

12,98±0,99a 

 

16,80±0,66b 

 

15,74±0,48 a,b 

 

 

12,85±1,31a 

 

14,49±0,53a,b 

 

13,67±0,43a,b 

SOD 

(U/g) 

 

3,57±0,15a 

 

2,73±0,14b 

 

3,01±0,10b 

 

3,70±0,09a 

 

3,65±0,28a 

 

3,53±0,14a 

TAS 

(mmol/g) 

 

1,74±0,03a 

 

1,52±0,03b 

 

1,67±0,02 a,b 

 

1,69±0,08 a,b 

 

1,69±0,07 a,b 

 

1,68±0,02a,b 

TOS 

(µmol/g) 

 

15,34±1,01a 

 

22,09±1,44b 

 

17,88±0,59a,b 

 

15,51±0,49a 

 

20,14±0,82b 

 

16,78±0,98 a,b 

OSI(TOS/

TAS) 

 

0,886±0,062a 

 

1,358±0,121b 

 

1,73±0,047 a,b 

 

0,952±0,045 a 

 

1,183±0,054a,b 

 

1,02±0,064a 
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5.6. Moleküler Bulgular 

5.6.1 Steroidogenezis, Apoptozis ve Antioksidanlar ile İlgili Genlerin mRNA 

Düzeyindeki RT-PZR Analizleri 

5.6.1.1. Testis Dokusu Steroidogenezis Akut Düzenleyici Protein (StAR) Gen 

Ekspresyonu 

Steregoenesiz yolağında önemli bir taşıyıcı protein olan StAR’ın gen ekspresyon 

düzeyi incelendiğinde kontrol grubuna göre hem MTX (1.Gün) hem de MTX 

(1.Gün)+SLM de StAR ekspresyonun istatisitiksel olarak anlamlı ölçüde azaldığı 

görülmüştür (p<0.05). SLM grubunda ise StAR ekspresyonu kontrol grubuna göre 

benzerdir. Diğer gruplar kontrol grubuna ile kıyaslandığında MTX (7.Gün) ve MTX 

(7.Gün)+SLM uygulamasının StAR mRNA ekspresyonunun anlamlı ölçüde arttığı 

görülmüştür (p<0.05, Şekil 15).  

 

Şekil 15. Testis dokusunda steroidojenik akut düzenleyici protein (StAR) mRNA 

ekspresyonu [Tüm gruplar kendi aralarında kıyaslandı ve a, b, c farklı harfler gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: 

kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX 

(1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), 

MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün 

metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.6.1.2. Testis Dokusu Androjen Bağlayıcı Protein(ABP) Gen Ekspresyonu 

Sertoli hücrelerinde testosteron bağlanmasından sorumlu önemli bir 

glikoprotein olan ABP’nin gen ekspresyon düzeyi incelendiğinde kontrol grubuna 

göre sadece SLM grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir artma görülürken, diğer 

gruplarla kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir 

(p>0,05, Şekil 16). 

Şekil 16.Testis dokusunda androjen bağlayıcı proteinin (ABP)mRNA ekspresyonu 

[Tüm gruplar kendi aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol 

grubu (n=7), MTX (1.Gün): 1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 

1.gün metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 

7.gün metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=8).   
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5.6.1.3. Kaspaz ile Aktive Edilen DNaz (CAD) Gen Ekspresyonu 

Caspase-activated DNase (CAD)  gen ekspresyon düzeyi incelendiğinde 

kontrol grubuna göre MTX (1.Gün) ve MTX (1.Gün) + SLM gruplarında CAD gen 

ifadesinin anlamlı olarak arttığı görülmüştür (p<0.05). MTX (7.Gün) ve MTX 

(7.Gün)+SLM gruplarında kontrol grubuna göre gen ifadesinde artış gözlenmesine 

rağmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamlı görülmemiştir (p>0,05, Şekil 17).  

 

 

Şekil 17.. Testis dokusunda Caspase-activated DNase (CAD)  mRNA ekspresyonu 

[Tüm gruplar kendi aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol 

grubu (n=7), MTX (1.Gün): 1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 

1.gün metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 

7.gün metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=8).   
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5.6.1.4. Testis Dokusunda Bcl-2 İlişkili X (BAX) Gen Ekspresyonu 

Pro-apoptotik bir protein olan BAX’ın gen ekspresyon düzeyi kontrol grubuna göre 

MTX (1.Gün) ve MTX (1.Gün) + SLM gruplarında anlamlı artış görülmüştür 

(p<0.05). MTX (7.Gün) ve MTX (7.Gün)+SLM gruplarında ise kontrol grubuna göre 

gen ifadesinde artış gözlenmesine rağmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

görülmemiştir (p>0,05, Şekil 18). 

 

 

Şekil 18.Testis dokusu Bcl-2 İlişkili X’in (BAX) mRNA ekspresyonu [Tüm gruplar 

kendi aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX 

(1.Gün): 1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün 

metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün 

metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu 

(n=8). 
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5.6.1.5. Testis dokusu Bcl-2 Gen Ekspresyonu 

Antiapoptotik bir protein olan Bcl-2’nin gen ekspresyon düzeyi incelendiğinde kontrol 

grubuna göre MTX (1.Gün) + SLM ve MTX (7.Gün)+SLM gruplarında anlamlı bir 

artış görülmüştür (p<0.05). Kontrol grubuna göre MTX (1.Gün) grubunda sayısal 

olarak Bcl-2 gen ekspresyonu azalmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık görülmemiştir (p>0,05, Şekil 19).  

 

Şekil 19. Testis dokusu Bcl-2 mRNA ekspresyonu [Tüm gruplar kendi aralarında 

kıyaslandı ve a, b, c farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.6.1.6. Testis Dokusu Bax/Bcl-2 Gen Ekspresyon Oranı  

Apoptozis belirteci Bax ve Antiapoptotik Bcl-2 gen ekspresyon düzeyi incelendiğinde 

kontrol grubuna göre MTX (1.Gün) grubunda anlamlı bir artış görülmüştür (p<0.05). 

Kontrol grubuna göre diğer MTX uygulanan gruplarda sayısal artış olmasına rağmen 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0,05, Şekil 20).  

 

Şekil 20. Testis dokusu Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu [Tüm gruplar kendi aralarında 

kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 

1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu 

(n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).   
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5.6.1.7.Testis dokusu Çinko-Süperoksit Dismutaz (Zn-SOD) Gen Ekspresyonu 

Antioksidan savunma sisteminin önemli bir enzimi olanZn-SOD’ın gen ekspresyon 

düzeyi incelendiğinde kontrol grubuna göre SLM grubunda anlamlı bir azalma 

görülürken (p<0.05); SLM grubuyla diğer gruplar kıyaslandığında diğer gruplardaki 

azalmanın SLM grubuna göre  anlamsız olduğu görülmüştür (p>0.05, Şekil  21). 

 

Şekil 21. Testis dokusuÇinko-süperoksit dismutaz (Zn_SOD) mRNA ekspresyonu  

[Tüm gruplar kendi aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol 

grubu (n=7), MTX (1.Gün): 1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 

1.gün metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 

7.gün metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin 

grubu (n=8).  
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5.6.1.8. Testis dokusu Magnezyum-Süperoksit Dismutaz (Mg-SOD) gen 

ekspresyonu 

Antioksidan savunma sisteminin önemli bir enzimi olan Mg-SOD’un gen 

ekspresyon düzeyi incelendiğinde kontrol grubuna göre MTX (1.Gün) ve MTX 

(7.Gün) gruplarında sayısal olarak azalma olmasına rağmen gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir (p>0,05, Şekil 22). 

 

 

Şekil 22.Testis dokusu Magnezyum-süperoksit dismutaz (Mg_SOD) mRNA 

ekspresyonu. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gün): 1.gün metotreksat grubu 

(n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin 

grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 

7.gün metotreksat+silimarin grubu (n=8).  . 
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5.6.1.9. Testis dokusu Glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) Gen Ekspresyonu  

Antioksidan savunma sisteminin önemli bir enzimi olan GPx1’in gen ekspresyon 

düzeyi incelendiğinde MTX (1.Gün)+SLM ve SLM gruplarının MTX (1.Gün) 

grubuyla kıyaslandığında anlamlı artış bir olduğu görülmüştür (p<0.05). Diğer gruplar 

kontrol grubuyla kıyaslandığında ise benzer olduğu görülmüştür (p>0,05,Şekil 23).  

 

Şekil 23.Testis dokusu Glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) mRNA ekspresyonu [Tüm 

gruplar kendi aralarında kıyaslandı ve a, b farklı harfler gruplar arasında istatistiksel 

olarak anlamlı fark olduğunu göstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), 

MTX (1.Gün): 1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün 

metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün 

metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu 

(n=8).   
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5.6.1.10. Testis Dokusu Katalaz (CAT) Gen Ekspresyonu  

Antioksidan savunma sisteminin önemli bir enzimi olan CAT’ın gen ekspresyon 

düzeyi incelendiğinde ise gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

görülmemiştir ( p>0.05, Şekil  24). 

 

 

Şekil 24. Testis dokusu Katalaz (CAT) mRNA ekspresyonu. Kontrol: kontrol grubu 

(n=7), MTX (1.Gün): 1.gün metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gün)+SLM: 1.gün 

metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Gün): 7.gün 

metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Gün)+SLM: 7.gün metotreksat+silimarin grubu 

(n=8).   
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Tablo 6. Steroidogenezis, Apoptozis ve Antioksidan ile ilgili genlerin mRNA 

düzeyindeki RT-PZR analiz sonuçları. Ortalama ± SEM değerini belirtmektedir. Aynı 

satırda farklı harf (a,b,c) taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0.05). İstatistiksel hesaplamalarda tek-yönlü varyans analizi (ANOVA), 

gruplar arası karşılaştırmada post-hoc Tukey testi kullanıldı.  

 

 

GRUPLAR 

 

GENLER 

 

Kontrol 

 

MTX (1.Gün) 

 

MTX 

(1.Gün)+SLM 

 

SLM 

 

MTX 

(7.Gün) 

 

MTX 

(7.Gün)+SLM 

StAR 1,08 ±0,16a 0,72±0,09b 0,65±0,08b 1,01±0,11a 1,59±0,16c 1,47±0,25c 

ABP 1,05±0,25 a 1,03±0,20a 1,00±0,10a 1,56±0,15b 0,98±0,09a 1,12±0,04a 

BAX 1,05±0,11a 1,60±0,16b 1,81±0,25b 1,08±0,04a 1,35±0,14a 1,22±0,17a 

Bcl-2 1,05±0,12a 0,91±0,07 a 1,33±0,09b 1,13±0,10a,b 1,04±0,05a 1,63±0,13b,c 

Bax/Bcl-2 1,05±0,11a 1,80±0,24b 1,32±0,13a,b 1,11±0,15a 1,32±0,7 a,b 0,80±0,8 a 

CAD 1,01±0,06a 1,62±0,28b 1,46±0,17b 1,09±0,06a 1,21±0,07a,b 1,33±0,11a,b 

CAT  1,06±0,19 0,96±0,15 1,03±0,14 0,88±0,10 1,02±0,14 1,18±0,11 

Mg-SOD 1,04±0,11 0,75±0,07 1,11±0,15 0,98±0,13 0,88±0,02 1,13±0,16 

GPx1 1,02±0,07a,c 0,82±0,05a 1,27±0,12b,c 1,35±0,09b,c 0,91±0,09a,c 1,04±0,14a,c 

Zn-SOD 1,01±0,06a 0,78±0,08a 0,68±0,05a 0,53±0,05b 0,74±0,02 a 0,75±0,07a 
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5.6.2. Pro-Caspase-3 Protein Miktarının Değerlendirilmesi 

Pro-Caspase-3 protein seviyesinin gruplar arası farklılıklarının belirlenmesi için 

membran üzerinde her bir gruba ait protein bantlarının alanı Image Studio™ Lite 

(version 5.0) ile ölçülerek protein miktarı belirlendi. Housekeeping (gruplar arasında 

değişmediği düşünülen) olarak GAPDH proteini kullanıldı.  Grupların Pro-Caspase-3 

proteinleri housekeeping proteine bölünerek protein miktarları belirlendi.  

Buna göre; Pro-Caspase-3 protein seviyesi kontrol grubuna göre MTX (1.Gün) 

grubunda önemli düzeyde azalmasına rağmen, MTX (1.Gün)+SLM grubunda anlamlı 

olarak arttığı görülmüştür (p<0,05). MTX (1.Gün) grubu ile MTX (1.Gün)+SLM 

arasındaki fark ise çok daha anlamlı görülmüştür (p<0,001) (Şekil 25). Pro-Caspase-3 

protein seviyesi açısından değerlendirildiğinde SLM, MTX (7.Gün) ve MTX 

(7.Gün)+SLM gruplarında ise anlamlı bir faklılık görülmemiştir (p>0,05, Şekil 25.) 

Şekil 25. Testis doku gruplar Pro-Caspase-3 protein değişim miktarı. *Kontrole göre, 

**MTX (1.Gün) grubuna göre karşılaştırıldı(p<0,05). 
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Şekil 25 (devam). Testis doku gruplar Pro-Caspase-3 protein değişim miktarı. 

*Kontrole göre, **MTX (1.Gün) grubuna göre karşılaştırıldı(p<0,05). 
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5.7. Histopatolojik Değerlendirme 

5.7.1. Testis Dokusunun Histopatolojik İncelenmesi 

Kontrol: Kontrol grubundaki sıçanların testis dokuları incelendiğinde seminifer tubul 

ve epitel hücrelerinin normal yapıda olduğu; farklı gelişim evrelerinde olan spermatid 

ve spermatositlerin bulunduğu gözlendi. (Resim 1) 

 

Resim 1. Kontrol grubuna ait testis kesiti,siyah üçgen: sertoli hücresi, kalın siyah ok: 

spermatosit, ince siyah ok: spermatagonium, siyah ok başı: spermatid, H&E, X20.  

Ölçek çubuğu: 100 μm. 
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MTX (1.Gün) grubu:Seminifer tubul çaplarının arttığı, lümenin genişlediği ve 

içerisinde farklı gelişim evrelerinde dökülmüş olan spermatid ve spermatositlerin 

bulunduğu tespit edildi. Epitelde deorganizasyon, lümene doğru itilme, seminifer 

tubullerin duvarında hafif şiddette vakuolleşme ve lümende yer yer kistik genişleme 

gözlendi. Küçük çaplı seminifer tubullerde ise organizasyonun kısmen korunmuş 

olduğu görüldü. (Resim 2) 

 

 

 

Resim 2. MTX (1.Gün) grubuna ait testis kesiti, siyah ok: vakuol, siyah yıldız: 

lümende dökülmüş farklı evrelerde hücreler, siyah ok başı: intersitisyel ödem,  H&E, 

X20. Ölçek çubuğu: 100 μm. 
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MTX (1.Gün)+SLM grubu: Az sayıdaki seminifer tubulün çapının büyüdüğü ve 

diğer çoğu seminifer tubul çapının küçüldüğü gözlendi. Seminifer tubullerin lümenin 

genişlediği ve içerisinde dökülmüş farklı gelişim evrelerinde olan spermatid ve 

spermatosit bulunduğu görüldü. Epitelde orta şiddette deorganizasyon, lümene doğru 

itilme,  seminifer tubullerin duvarında orta şiddette vakuolleşme, yer yer lümende 

kistik genişleme gözlendi. Çapı küçülmüş olan tubullerde ise organizasyon kısmen 

korunmuş durumda olduğu görüldü. (Resim 3) 

 

 

Resim 3. MTX (1.Gün)+SLM grubuna ait testis kesiti, siyah oklu üçgen: vakuol, siyah 

üçgen bazal membrandan ayrılma, beyaz yıldız:lümende dökülmüş farklı evrelerde 

hücreler, , kalın siyah ok: spermatosit, ince siyah ok: spermatagonium, siyah ok başı: 

spermatid, siyah yıldız: intersitisyel ödem,H&E, X20. Ölçek çubuğu: 100 μm. 
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SLM grubu: Seminifer tubuller genel olarak homojen boyutlarda olup tubul 

çaplarında artma veya azalma gözlenmedi. Birkaç seminifer tubulün lümeninde farklı 

gelişim evrelerinde olan dökülmüş spermatid ve spermatosit görüldü.Epitelde 

organizasyon büyük oranda korunmuş olduğu görüldü.(Resim 4) 

 

 

Resim 4. SLM grubuna ait testis kesiti, siyah üçgen: sertoli hücresi, kalın siyah ok: 

spermatosit, ince siyah ok: spermatagonium, siyah ok başı: spermatid, H&E, X20. 

Ölçek çubuğu: 100 μm. 
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MTX (7.Gün) grubu: Seminifer tubul çapında hafif şiddette artış gözlendi. Çok 

sayıda seminifer tubulün lümeninde dökülmüş farklı gelişim evrelerinde olan 

spermatid ve spermatosite rastlandı.Epitelde orta şiddette deorganizasyon, lümene 

doğru itilme, seminifer tubullerin duvarında orta şiddette vakuolleşme görüldü. (Resim 

5) 

 

Resim 5. MTX (7.Gün) grubuna ait testis kesiti, siyah ok: vakuol, siyah yıldız: 

lümende dökülmüş farklı evrelerde hücreler, siyah ok başı: intersitisyel ödem,  H&E, 

X20. Ölçek çubuğu: 100 μm. 
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MTX (7.Gün)+SLM grubu: Seminifer tubuller genel olarak normal boyutlara 

sahipti. Birkaç seminifer tubulün lümeninde farklı gelişim evrelerindeki dökülmüş 

spermatid ve spermatosit bulunmaktaydı. Epitelde organizasyon genel olarak 

korunmuş olduğu görüldü. (Resim 6) 

 

Resim 6. MTX (7.Gün)+SLM grubuna ait testis kesiti: siyah üçgen: sertoli hücresi, 

kalın siyah ok: spermatosit, ince siyah ok: spermatagonium, siyah ok başı: spermatid, 

H&E, X20. Ölçek çubuğu: 100 μm. 
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5.7.2. Pro-Caspase-3  Proteinin Testis Dokusunda Yerinin Gösterilmesi 

Pro-Caspase-3 proteinini eksprese eden hücrelerin belirlenmesi için 

immunohistokimya yöntemi kullanılmıştır. Western blot sonuçlarına göre yüksek 

miktarda Pro-Caspase-3 proteini eksprese eden MTX (1.Gün)+SLM grubuna ait 

örneklerde Pro-Caspase-3  proteininin hücrelerdeki lokalizasyonu gösterilmiştir. Buna 

göre; Pro-Caspase-3  proteininin özellikle interstisyel dokudaki leyding hücrelerinde 

(mavi ok), sertoli (siyah ok) ve germ hücrelerinde (spermatosit) olduğu tespit 

edilmiştir. (Resim 7).  

Resim 7. Negatif kontrol (a, c, e) MTX (1.Gün)+SLM grubuna ait (b, d, f) Pro-

Caspase-3 proteininin hücrelerdeki yerini gösteren örnek resimdir. Büyütmeler 100X, 

200X ve 400X tir. 
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6. TARTIŞMA 

Çalışmamızda, 1. ve 7. günlerde uygulanan MTX’in oluşturduğu testis hasarına karşı 

SLM’nin koruyucu etkisi araştırılmıştır. Bu kapsamda MTX ve SLM’nin 

sakrifikasyon sonrası serum biyokimya değerleri (AST, ALT ve Testosteron) , testis 

dokusunda oksidan/antioksidan enzim aktiviteleri (MDA, CAT, SOD, TAS, TOS, 

OSI), testis dokusu antioksidan (Zn-SOD, Mg-SOD, CAT, GPx-1), sterodiogenezis 

(StAR, ABP) ve apoptozis (BAX, Bcl-2, CAD) mekanizmasında rol oynadığı bilinen 

genlerin ekspresyonuna etkileri, Pro-Caspase-3 protein seviyesi/hücre içi 

lokalizasyonu ve testiste oluşturduğu histopatolojik bulgular değerlendirilmiştir. 

Metotreksat ve/veya SLM uygulamasının testis dokusundaki etkileri başlıklar halinde 

tartışılmıştır. 

Klinik Bulgular, Canlı Ağırlık  ve Testis Ağırlık İndeksi 

Kemoterapi, kanser tedavisinde en yaygın kullanılan yöntemlerden biridir. 

Bununla birlikte kemoterapi kullanımının doku ve organlarda önemli toksisiteye neden 

olduğu belirtilmiştir (107). Metotreksat (MTX) bir folat antagonisti olup, çeşitli 

neoplastik ve otoimmun hastalıkların tedavisinde çok yaygın olarak kullanılmaktadır. 

MTX’ın özellikle hızla çoğalan hücrelerde ciddi toksik etkilere sahip olduğu 

bildirilmiştir (108). Hızla çoğalan bağırsak hücreleri de MTX kaynaklı toksisitenin bir 

hedefidir ve bağırsak kriptlerinde yaptığı hasarlar (ince bağırsakta villöz atrofi ve kript 

ablasyonunu) nedeniyle malabsorpsiyona neden olduğu gösterilmiştir (109). Aynı 

zamanda MTX, epitelyal proliferasyonu ve enterosit fonksiyonunu inhibe ederek 

mukozal bariyeri bozar ve sepsis riskini artırır.MTX uygulaması sonrası ince 

barsaktaki kript hücrelerindeki en şiddetli mukoza hasarının ortalama 72 saat sonra 

izlendiği gösterilmiştir (110). Ayrıca MTX tedavisi sırasında bulantı, kusma, diyare, 

stomatit, gastrointestinal ülserasyon ve mukozit gibi yan etkiler görülebilmektedir 

(111). Sunulan çalışmamızda da MTX (1.Gün) ve MTX (1.Gün)+SLM gruplarında 

uygulamanın 3. gününde sıçanlarda diyare gözlenmiş bir gün sonra ise iyileşmeler 

kaydedilmiştir. Ayrıca MTX uygulanan grupta [MTX (1.Gün), 5 hayvanda diyare 

gözlenmiş ve 2 gün sonra iyileşme kaydedilmiştir] diyare MTX (1.Gün)+SLM (sadece 

iki hayvanda gözlenmiştir ve bir gün sonra iyileşme kaydedilmiştir) grubuna göre daha 
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şiddetli olduğu gözlenmiştir. Bu durumun MTX’in neden olduğu gastrointestinal 

hasarın SLM tarafından hafifletilmesi olarak yorumlanmıştır. 

Çalışmamızda MTX (1.Gün) ve MTX (1.Gün)+SLM grupların sakrifikasyon 

günü canlı ağırlıklarının deney başı canlı ağırlıklarına göre anlamlı olarak azaldığı 

kaydedilmiştir(p<0,05). Bu durumun yukarıda ifade edilen 72 saatten sonra görülen 

diyare ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Bir günlük MTX etkisinin incelendiği MTX 

(7.Gün) ve MTX (7.Gün)+SLM gruplarında canlı ağırlık azalmasının görülmemesi de 

bu görüşü desteklemektedir(p>0,05). Çalışmamıza benzer olarak MTX (20mg/kg) 

uygulanan fare ve sıçanlarda canlı ağırlıklarının kontrol grubuyla kıyaslandığında 

önemli ölçüde azalmış olduğu birçok çalışmada da kaydedilmiştir (10, 11, 13, 19, 112). 

Bu çalışmalarla uyumlu olarak çalışmamızda MTX kullanımının sıçanlarda canlı 

ağırlıkta azalmaya neden olduğu görülmüştür. 

Çalışmamızda vücut ağırlıklarında azalmaya paralel olarak testis ağırlıklarının 

azaldığı gözlemlenmiştir. Buna bağlı olarak testis ağırlık indeksi (TAİ) değerleri 

açısından gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

kaydedilmemiştir(p>0,05). Çalışmamıza uyumlu olarak MTX’in (20 mg/kg) neden 

olduğu testis hasarına karşı kurkuminin koruyucu etkisinin araştırıldığı çalışmada da 

TAİ ortalamalarının gruplar arasında değişmediği bildirilmiştir (113).Bizim 

verilerimizle uyumlu olarak  yapılan çalışmalarda TAİ değerlerinde değişiklik 

olmadığı gösterilmiştir (10, 11, 13). Testis ağırlık indeksi toplam testis ağırlığının 

vücut ağırlığına oranına göre hesaplamasından dolayı çalışmamızda 7 günlük MTX 

etkisinin TAİ’ni değiştirmediği şeklinde değerlendirilmiştir. 

Serum Biyokimya Değerleri 

AST ve ALT 

Metotreksat karaciğerde ciddi toksik etkileri olan bir ajandır (114). Metotreksat 

karaciğerde metabolize edildiğinden oluşturduğu inflamasyon ve hasara bağlı olarak 

karaciğer enzimlerinin aktivitesinde artmaya sebep olmaktadır (115). Hepatik hasarın 

derecesi ile doğru orantılı olarak plazma transaminaz (ALT, AST ) seviyelerinin arttığı 

gösterilmiştir (116). Çalışmamızda serum ALT değerleri sadece MTX (1.Gün) 

grubunda anlamlı bir artış göstermiştir(p<0,05). Karaciğer üzerine MTX’ın 
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toksisitesinin araştırıldığı çalışmalarda benzer şekilde MTX verilen grupta ALT 

seviyesinde anlamlı bir artış olduğu bildirilmiştir. Bu sonuçların ALT’nin hücre 

hasarına bağlı olarak sitoplazmadan kan dolaşımına salınması ile ilişkili olduğunu 

belirtmişlerdir (116, 117). Çalışmamızda MTX (1.Gün)+SLM verilen grubun ALT 

değerlerinin kontrol grubuyla kıyaslandığında anlamlı bir farklılık olmaması SLM’nin 

bu toksisiteye karşı koruyucu olduğunun kanıtı olarak kabul edilmektedir. Kalemci ve 

ark.(2015) benzer şekilde 10mg/kg dozunda MTX kullanımına bağlı akciğer hasarı 

üzerine silibininin (SLM etkin aktif bileşeni) etkisinin araştırıldığı çalışmada ALT 

seviyesi MTX grubunda yüksek iken, MTX ve silibinin beraber verildiği grupta ALT 

aktivitesinin anlamlı olarak düşük olduğunu göstermişlerdir. Bu durumu silibinin 

MTX ile ilişkili doku hasarını azalttığı şeklinde değerlendirilmiştir (118).  

Çalışmamızda ALT bulgularına benzer olarak serum AST düzeyi sadece MTX 

(1.Gün) grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir artış görülmüştür(p<0.05). Yapılan 

diğer çalışmada sıçanlarda MTX (20mg/kg/ip) uygulanan gruplarda karaciğer hasarına 

bağlı olarak hem ALT hem de AST düzeylerinin belirgin derecede yükseldiği 

gösterilmiştir (119). MTX (1.Gün)+SLM grubunda ise AST değerinin kontrol grubu 

ile benzer olması SLM’nin MTX hasarına karşı koruyucu olduğu şeklinde 

yorumlanmıştır. Bizim verilerimizle uyumlu olarak Kalemci ve ark. (2015)’nın MTX 

kullanılan grupta serum AST seviyesinin arttığını, MTX ile birlikte silibinin kullanılan 

grupta ise anlamlı bir artış olmadığını bildirmişlerdir. Diğer bir çalışmada MTX ile 

oluşturulan karaciğer fibrosisine karşı SLM verilen grupta AST ve ALT değerlerinde 

anlamlı bir azalma kaydedilmiştir (120). Ayrıca çalışmamızda MTX (7.Gün) ve MTX 

(7.Gün)+ SLM gruplarında ise AST seviyesindeki artış kontrol grubuna göre anlamlı 

bir farklılık görülmemiştir(p>0.05) .  

Yukarıda da ifade edildiği üzere MTX’in karaciğerde oluşturduğu hasarın 

anlaşılması için AST ve ALT değerlerin önemli birer belirteç olduğu bilinmektedir 

(116). Buna bağlı olarakta çalışmamızda MTX kullanımının karaciğer hasarı sonucu 

AST ve ALT’nin aktivitelerini arttığı ve SLM kullanımına bağlı olarakta bu hasarın 

azaldığı görülmüştür (97, 121, 122). Ayrıca bu sonuçlar kullanılan MTX’ın sadece 

testis üzerine değil diğer sistemler üzerine de toksik etkilerinin olduğunu bildiren 

araştırma bulgularıyla da uyumludur (40, 50, 54, 57, 65, 71, 97, 118, 122, 123). 
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Testosteron Konsantrasyonu 

Testiste spermatogenezden sorumlu bir androjen olan testosteron erkek fertilitesi için 

gereklidir (124). Testosteron testiste interstisyel alanda yer alan leydig hücrelerinin 

lüteinleştirici hormon tarafından uyarılmasıyla salgılanır. Eksikliğinde 

spermatogenezin devam etmediği ve sertoli hücrelerinin fonksiyonlarını azalttığı 

belirtilmiştir (125). Yapılan çalışmalarda oksidatif hasarın interstisyel hücrelerin 

(leydig hücrelerinin) işlevini bozarak steroidogenezisi azalttığını bildirmişlerdir (126). 

Bununla beraber kemoterapinin sitotoksik etkisinin leydig hücre işlev bozukluğuna 

doğrudan ve dolaylı olarak hasar verebildiği (127) ve kemoterapide yaygın olarak 

kullanılan MTX’in de gonadlarda sitotoksik etkisinin olduğu gösterilmiştir (10). 

Çalışmamızda MTX ve SLM uygulamalarının testosteron konsantrasyonunu nasıl 

etkilediği araştırılmıştır. Testosteron konsantrasyonu MTX (1.Gün) ve MTX 

(1.Gün)+SLM gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaldığı tespit 

edilmiştir(p<0.05). Ayrıca bu verimizle uyumlu olarak leydig hücrelerinin fonksiyonel 

bir belirteci olan StAR gen ekspresyonunun da MTX uygulamasına bağlı olarak 

azalmış olması leydig hücre hasarından dolayı testosteron üretiminin azaldığı şeklinde 

değerlendirilmiştir. Metotreksat uygulaması sonucu StAR protein ekspresyondaki 

düşüşe parelel olarak testosteron konsantrasyonununda azaldığı daha önce yapılan 

çalışmalarda ifade edilmiştir (8). Leydig hücrelerinde steroid hormon sentezinin 

düzenlenmesinde rol oynayan HSP-70 ekpresyonunun MTX hasarına bağlı olarak 

azalmasının testosteron sentezi bozukluğuna yol açtığı bildirilmiştir (84, 128). 

Çalışmamıza benzer olarak yedi günlük MTX kullanımının serum testosteron 

konsantrasyonunu azalttığı ifade edilmiştir (9). Ayrıca Badri ve ark. (2000) MTX (3 

mg/kg, i.m.) uygulanan tüm gruplarda süreye bağlı (4 ve 8 hafta boyunca) bir şekilde 

serum testosteron seviyesinde belirgin bir azalma meydana geldiği bildirilmiştir (129). 

Benzer olarak Nouri ve ark. (2009) çalışmalarında MTX’ın (1 mg/kg) 28. gündeki 

testosteron konsantrasyonun 14. güne göre daha da azaldığını belirtmişlerdir (12). 

Tüm bu verilerle uyumlu olarak çalışmamızda 1 günlük MTX etkisine kıyasla 7 günlük 

MTX etkisinin testosteron konsantrasyonu önemli ölçüde azaltması süreyle ilişkili 

olarak MTX’ın kümülatif (MTX poliglutamatların hücre içi birikmesi) etki 

göstermesiyle açıklanabilir.  
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Histopatolojik Değerlendirme 

Histopatolojik olarak ise uzun süreli MTX uygulamasına bağlı testis dokusunda 

seminifer tübüllerde daralma, interstisiyel ödem, sertoli hücreleri ve spermatogonia 

arasında açıklıklar, çok sayıda sitoplazmik boşluk, germ hücrelerinde şiddetli derecede 

vakuol oluşumu, spermatogonia hiperkroması, dev hücre oluşumu gibi bulgular rapor 

edilmiştir (10, 82). Çalışmamızda MTX (1. Gün) ve MTX (1.gün)+SLM gruplarında 

MTX kullanımına bağlı olarak seminifer tubul çaplarının arttığı, lümenin genişlediği, 

epitelde deorganizasyon, lümene doğru itilme, seminifer tubullerin duvarında hafif 

şiddette vakuolleşme ve lümende yer yer kistik genişleme gözlenmiştir. Çalışmamızda 

kaydedilen tüm bu histopatolojik değişimlerin hafif olduğu yukarıda sayılan hasarlara 

göre özellikle çalışma süresinin az olmasından (7 gün) dolayı şiddetli değişimlerin 

görülmediği düşünülmektedir. Ayrıca MTX’a bağlı hasarların özellikle tekrarlayan 

MTX uygulamalarından dolayı daha çok arttığı birçok çalışmada rapor edilmiştir (8, 

10-12, 81). 

Testis Doku TAS, TOS, OSI, MDA, CAT ve SOD değerleri 

Metotreksatın oksidatif stresi artırarak doku ve organlarda fonksiyon bozukluğuna 

neden olduğu bildirilmiştir (54). Oksidatif strese bağlı vücutta hasar oluşan önemli 

organlardan biri testistir (19). Testiste MTX kullanımına bağlı spermatogenezis 

aşamalarının bozulduğu, sertoli ve leydig hücrelerinde hasarın meydana geldiği, 

testosteron üretiminin azaldığı gösterilmiştir (10, 77). Metotreksata bağlı oluşan bu 

hasarın önlenmesi/azaltılması için günümüzde antioksidan özelliğe sahip çeşitli 

maddeler kullanılmaktadır (14, 16, 17, 19, 85, 130, 131). Bu maddelerden biri de güçlü 

antioksidan özelliğe sahip olan SLM’dir (21, 132). Metotreksat ile indüklenen testis 

hasarında (1 ve 7 günlük etkisine bağlı) SLM’nin koruyucu etkinliği tam 

bilinmemektedir. Bu nedenle MTX’ın testisde neden olduğu oksidatif hasarın ve 

SLM’nin koruyucu özelliklerinin belirlenmesi için çalışmamızda testis dokusundan 

alınan örneklerde oksidatif hasar ve antioksidan etkinliğin doğrudan veya dolaylı 

olarak göstergesi olan bazı parametreler (SOD, MDA, CAT, TAS, TOS ve OSI) 

değerlendirilmiştir. 
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Total antioksidan seviyesi (TAS) enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidanların toplam etkinliğini, total oksidan seviyesi (TOS) ise toplam 

oksidanları ifade etmektedir. TAS vücutta oluşan oksidatif strese karşı temel savunma 

mekanizması bileşenlerinin toplamı olup antioksidan aktivitesini belirlemek için 

yararlı bir yöntemdir (133). Farklı antioksidan moleküllerin ayrı ayrı ölçülmesi ile 

kıyaslandığında TAS henüz tanımlanmamış veya ölçülemeyen antioksidanların 

etkilerini de içerdiğinden vücuttaki total antioksidan düzeyini belirleyen ideal bir 

ölçüm yöntemidir (134). Vucutta TOS veya TAS değerlerinin değişmesi tek başına 

vücuttaki oksidan ve antioksidan dengesi hakkında bilgi vermediği belirtilmiştir(104). 

Total oksidan aktivitesinin total antioksidan aktivitesine oranı olan oksidatif stres 

indeksi (OSI) toksik hasara karşı vucudun verdiği cevabın anlaşılması açısından klinik 

olarak çok daha önemli olduğu bildirilmiştir (135-138). Çalışmamızda da serbest 

oksijen radikalleri üzerinden testislerde hasara neden olduğu bilinen MTX’ın ve 

antioksidan olarak etki gösteren SLM’in doku TAS, TOS ve OSI seviyesi üzerine 

etkileri araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre 7 günlük MTX’ın (MTX 1. Gün) 

hem TOS seviyesinde hem de OSI oranınında anlamlı olarak artışa TAS seviyesinde 

ise  anlamlı bir azalmaya neden olduğu gözlenmiştir(p<0.05). Ayrıca MTX’in bir 

günlük etkisinin de ( MTX 7.gün)  TOS seviyesi ve OSI oranının kontrol grubu ile 

kıyaslandığında anlamlı olarak arttığı görülmüştür(p<0.05). Bizim çalışmamıza 

benzer olarak daha önce yapılan çalışmalarda MTX (20mg/kg) verilen sıçanlarda bir 

hafta içerisinde gözlenen TOS seviyesi ve OSI oranında artış ile TAS’deki azalmanın 

testiste oluşan oksidatif hasara bağlı olduğu bildirilmiştir (139). Bu durumun MTX’ın 

doku ve organlarda ROS türlerini arttırarak ve antioksidan savunma sitemini 

zayıflatarak hasara neden olduğu bulgusuyla uyumlu olduğu ifade edilmiştir (139). 

Çalışmamızda SLM uygulamalarının (MTX 1. Gün+ SLM) TOS ve OSI değerlerini 

anlamlı olarak azalttığı ve TAS değerlerini ise artırdığı görülmüştür(p<0.05) . Benzer 

şekilde MTX ile indüklenen testis hasarına karşı antioksidan özelliği olan alfa lipoik 

asit (139), carvakrol (17) ve erdostein (140)  maddelerinin TOS ve OSI değerlerini 

azalttığı buna karşılık TAS değerlerini artırdığı rapor edilmiştir. Tüm bu sonuçlara 

bakıldığında SLM ‘nin MTX ile indüklenen testis hasarına karşı koruyucu bir etki 

sağladığı söylenebilir. Bununla beraber başka bir çalışmada SLM uygulamasından 
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sonra total antioksidan kapasitesinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığının 

gösterilmesi verilerimizi desteklemektedir (141). 

Lipidler vücutta reaktif oksijen türlerinden (ROS) etkilenen en önemli 

biyolojik moleküllerdir (142). Testis hücrelerinin (spermatoza vb) hücre 

membranlarının çoklu doymamış yağ asitleri bakımından oldukça zengin olmasından 

dolayı lipid peroksidasyona çok duyarlıdır (143). Çeşitli dokularda MTX 

uygulamasına bağlı olarak lipid peroksidasyon oluştuğu bildirilmiştir (122). 

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonun oldukça toksik bir son ürünüdür ve 

hücrede oksidatif strese bağlı oluşan lipid peroksidasyonun iyi bir göstergesidir (144). 

Bu nedenle çalışmamızda testis dokusunda MDA düzeyinin MTX ve SLM 

uygulamalarından nasıl etkilediği araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre sadece 

MTX (MTX (1.Gün)) uygulanan grupta testis dokusu MDA düzeyinde anlamlı bir 

artış kaydedilmiştir(p<0.05). Diğer gruplarda anlamlı bir farklılık görülmemiştir. 

Fakat çalışmamızda MTX ile birlikte SLM uygulanan grupta (MTX (1. Gün)+ SLM, 

istatistiksel anlamlılığı yakalayamasa da) MDA düzeyindeki azalma SLM ‘nin 

antioksidan etkisi ile açıklanabilir çünkü sadece SLM verilen grubun testis doku MDA 

değerleri kontrol grubuyla benzerdir. Bizim çalışmamızla benzer olarak MTX 

kullanımının testis MDA düzeyini arttırdığı yapılan çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir 

(9, 14, 17, 128, 145). Bununla beraber Oktar ve ark. (2010) tarafından 10mg/kg dozda 

MTX uygulamasının farelerde testis doku MDA düzeyini etkilemediği ifade edilmiştir 

(140). Bu durumun çalışmamızda kullanılan MTX dozundan (20 mg/kg) düşük dozda 

MTX (10mg/kg) kullanımına bağlı olarak oluştuğu düşünülmektedir.  

Testiste antioksidan savunma sistemi spermin serbest oksijen radikallerine 

karşı korunmasında önemlidir (146). Süperoksit dismutaz (SOD) erkek üreme 

organlarını serbest radikallerin zararlı etkilerine karşı koruyan önemli antioksidan 

enzimlerden biridir (147). Metotreksatın hücrenin antioksidan enzim üretimini 

azaltarak germ hücrelerine zarar verdiği böylece serbest oksijen radikallerin zararlı 

etkilerini ortaya çıkardığı bilinmektedir (131, 148). Metotreksat’ın testis dokusunda 

GPx ve SOD seviyesinde azalmaya neden olduğu belirtilmiştir (14). Ayrıca katalaz 

(CAT) aktivitesinin de yine MTX uygulamalarından etkilendiği vurgulanmıştır (139). 

Çalışmamızda testis dokusu SOD ve CAT enzim aktivitelerinin MTX ve SLM 
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uygulamalarına bağlı olarak nasıl değiştiği araştırılmıştır.  Elde edilen sonuçlar 

incelendiğinde (kontrol grubuna göre) hem MTX (1.Gün) hemde MTX (1.Gün) + 

SLM gruplarında SOD enzim aktivitesinin anlamlı olarak azaldığı 

görülmüştür(p<0.05). Fakat MTX (1.Gün) grubundaki SOD enzim aktivitesindeki 

düşüş SLM ile birlikte kullanılan gruba (MTX (1. Gün)+ SLM) göre daha fazla olduğu 

kaydedilmiştir. Katalaz enzim aktivitesinin ise MTX uygulanan hem MTX (1.Gün) 

hem de MTX (7.Gün) gruplarında azaldığı, MTX’in SLM  ile birlikte kullanıldığı 

gruplarda [MTX (1.Gün) + SLM ve  MTX (7.Gün)+SLM] ise CAT enzim düzeyinin 

anlamlı olarak arttığı kaydedilmiştir(p<0.05). Çalışmamıza benzer sonuçlar diğer 

çalışmalarda da bildirilmiştir (14, 19, 139, 145). Yine bir antioksidan olan 

resveratrolun kısa süreli MTX uygulaması (10 gün) ile testis üzerine koruyucu 

etkilerinin araştırıldığı çalışmada SOD enzim miktarının resveratrol’a bağlı artarken 

CAT enziminin miktarı değişmediği bildirilmektedir. Çalışmamızda da CAT artarken 

SOD’un değişmemesi bu iki farklı antioksidanın (resveratrol/SLM) farklı 

mekanizmalar üzerinden etki ettiği şeklinde yorumlanmıştır (14). Çalışmamızın 

verilerinin birbirleriyle uyumlu olacak şekilde testis doku oksidan değerlerinde yedi 

günlük MTX etkisine bağlı olarak  anlamlı bir artış olduğu (TOS, MDA ve OSI) ve 

SLM kulanımının ise testis doku hem oksidan değerlerini azaltarak, hem de 

antioksidan değerleride artırarak (TAS, CAT ve SOD) koruyucu olduğunun bir kanıtı 

olarak kabul edilmektedir.    

Pro-Caspase-3 Protein Seviyesi ve lokalizasyonu 

Hücrede apoptozisten sorumlu Kaspaz-3 aktivitesi hücre içindeki diğer kaspazlar 

tarafından (8,9 gibi) uyarılır. Hücre içinde 32-kDa molekül ağırlığında bir pro-enzim 

olarak sentezlenen Kaspaz-3 uyarımlar sonucunda 12 ve 17 kDa iki üniteye ayrılır ve 

bu iki ünite tekrar birleşerek aktif kaspaz-3 dönüşür (149-151). Sunulan bu tez 

çalışmasında Pro-Caspase-3 proteininin seviyesi western blot ve immunohistokimya 

yöntemi ile araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre (kontrol grubu ile 

kıyaslandığında) MTX (1.Gün) grubunda Pro-Caspase-3 protein miktarının anlamlı 

olarak azaldığı, MTX (1.Gün) + SLM grubunda ise anlamlı olarak arttığı tespit 

edilmiştir(p<0.05). Diğer gruplarda ise Pro-Caspase-3 protein düzeyi benzer 

bulunmuştur. Çalışmamıza benzer şekilde önemli bir testis toksikasyon ajanı olan 
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Di(2-ethylhexyl) Phthalate’nin testiste doza bağlı Pro-Caspase-3 aktivitesini azalttığı 

buna karşın aktif olan kaspaz3 miktarını artırdığı ifade edilmiştir (RYu, Whang, 2007). 

Diğer bir çalışmadahücresel oksidatif stresin bir diğer göstergesi olan glutatyon 

disülfid’in (GSSG) Pro-Caspase-3 protein sentezini azalttığı ve bu durumun aktif 

kazpaz3’ün oluşumundan sorumlu olduğu hem in vivo hem de in vitro olarak 

gösterilmiştir (152). Tüm bu veriler ışığında SLM etkisi ile artan pro-kaspaz3’ün 

testislerde MTX’in oluşturduğu hasara karşı aktif kaspaz3 azalmasından sorumlu 

olduğu düşünülmektedir. Diğer taraftan çalışmamızda antiapoptotik Bcl-2 gen 

expresyonunun MTX (1.Gün) ile kıyaslandığında MTX (1.Gün)+SLM grubunda 

artması bu bulguyu destekleyen diğer bir bulgu olarak değerlendirilebilir. Ayrıca testis 

dokusundaki Pro-Caspase-3 ün tüm hücre tiplerinde (sertoli, leydig ve germ hücreleri) 

eksprese olması uygulanan kimyasallara karşı (MTX veya SLM) tüm testis dokusunda 

apoptotik bir uyarıma neden olduğunun bir kanıtı olarak değerlendirilmiştir.  

Steroidogenezis, Apoptozis ve Antioksidanlar ile ilgili Genlerin mRNA 

Düzeyleri 

Testosteron testis interstisyel dokuda bulunan leydig hücreleri tarafından sentezlenir. 

Steroidogenic acute regulatory (StAR) protein testis doku leydig hücrelerinde 

testesteron biyosentezinin sınırlayıcı bir basamağı olan kolesterolün mitokondri iç 

membranına taşınmasını düzenleyen bir proteindir (153, 154). Çalışmamızda MTX ve 

SLM’nin leydig hücrelerindeki StAR gen expresyonu üzerine etkisi araştırılmıştır. 

Elde edilen sonuçlara bakıldığında MTX (1.Gün) ve MTX (1.Gün)+SLM grubunda 

MTX uygulamasından sonraki 7 günde anlamlı olarak StAR gen expresyonun azaldığı 

tespit edilmiştir(p<0.05). İlginç olan ise 1 günlük MTX veya SLM uygulamasının 

StAR gen ekpresyonunu önemli ölçüde (kontrol grubuna göre) arttırdığı 

belirlenmiştir(p<0.05). Yukarıda (testosterone konsantrasyon tartışmasında) ifade 

edildiği gibi MTX (1.Gün) ve MTX (1.Gün)+SLM gruplarında StAR gen ekspresyonu 

ile birlikte serum testosteron düzeyindeki azalma bu bulguların birbirini desteklediğini 

ve uyumlu olduklarını göstermektedir. StAR gen ekspresyonundaki azalma dikkate 

alındığında testislerde MTX uygulamasının 7 günlük etkisi ile leydig hücrelerinde 

önemli hasar oluşturduğu söylenebilir. MTX ile birlikte SLM uygulanan grupta (MTX 

(1.Gün)+SLM) StAR gen ekspresyonundaki azalmanın SLM uygulamasıyla 

değişmediğinin gözlenmesi SLM’in leyding hücreleri üzerine 7 günlük süre içinde 
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önemli bir koruyucu etkisinin olmadığı şeklinde yorumlanmıştır. Çalışmamıza benzer 

olarak Saad ve ark. (2018) MTX uygulamasının sıçan testis dokusundaki StAR gen 

ekspresyonunu azalttığını ifade etmektedir. Yine sıçanlarda MTX kullanımına bağlı 

olarak testiküler StAR protein ekspresyonunun azaldığı gösterilmiştir (8). 

Testislerde spermatoza hücrelerinin büyümesi ve morfolojk olarak 

değişmesinden sorumlu hücre tipi olan Sertoli hücrelerinin sekretorik fonksiyonlarının 

anlaşılmasında androgen binding proteinin (ABP) önemli bir belirteç olduğu 

bildirilmiştir (155-157). Bu nedenle çalışmamızda ABP’nin gen ekspresyon düzeyi 

araştırılmıştır. Elde edilen verilere bakıldığında sadece SLM uygulanan grup dışında 

MTX uygulanan gruplarda ABP gen ekspresyon düzeyinde anlamlı bir farklılık 

görülmemiştir. Silimarin uygulaması ise ABP ekspresyonunu anlamlı olarak 

arttırmıştır(p<0.05). Çalışmamıza benzer olarak SLM’nin 100 mg/kg dozunda 

uygulanmasının sıçan testislerindeki sertoli hücrelerinin sayısını kontrol grubuna göre 

arttırdığını kaydetmişlerdir (158). Bu nedenle çalışmamızda SLM uygulanan grupta 

ABP düzeyindeki artış sertoli hücrelerindeki artışla ilgili olduğu şeklinde düşünüldü. 

Histopatolojik olarak da SLM grubunun testis dokusunun normal görünmesi 

(Seminifer tubuller genel olarak homojen, tubul çaplarında artma veya azalma yok ve 

epitelde organizasyon büyük oranda korunmuş) bu iddiayı desteklemektedir. 

 Çalışmamızdan farklı olarak Saad ve ark. (2018) MTX uygulmasının sıçan 

testislerinde ABP gen ekspresyonunu değiştirdiğini bildirmiştir (9). Bulunan bu 

farklılığın kullanılan farklı tekniklerden (normal PZR vs real time PZR) kaynaklanmış 

olabileceği düşünülmektedir. Ayrıca sunulan çalışma ile kıyaslandığında 17 gün 

boyunca her gün (12,5 µg/i.p.) MTX uygulamasının sertoli hücrelerinde önemli bir 

değişikliğe neden olmadığının gösterilmesiyle bizim çalışmamızın sonuçlarını 

desteklemektedir (82). Testislerde sıcak stresinin çalışmamıza benzer olarak StAR gen 

ekspresyonunu azaltırken ABP gen ekspresyonunu değiştirmediğini ifade etmişlerdir 

(159).  

Testiste spermatozoaların olgunlaşması sırasında apoptosiz görülmesi 

fizyolojik olarak kabul edilse de kemoterapotiklerin özellikle leydig, sertoli ve germ 

hücrelerinde apoptotik yolakları uyararak hasara neden olduğu gösterilmiştir (160-

162). Apoptotik sinyal iletiminin önemli bileşenleri olan kaspazlar kendi kendilerine 
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aktive oldukları gibi diğer hücre içi proteinler tarafından da uyarılabilirler (163). Bcl-

2 ailesi dokuda apoptozisi düzenleyen pro/antiapoptotik proteinleri içerir (164). Hücre 

membranındaki apoptotik sinyalin mitokondri iç membranında BAX/Bcl-2 oranını 

arttırdığı ifade edilmektedir (165). BAX/Bcl-2 oranının artması efektör kaspazları 

uyarıp kaspaz-3 üzerinden kaspaz ile aktive edilen DNaz (CAD)’ı aktive ettiği, 

böylelikle hücre DNA’sının parçalandığı vurgulanmaktadır (166). Yapılan 

çalışmalarda MTX’ın da hücreyi apoptoza götüren hasarlı DNA oluşumuna sebep 

olduğu bildirilmiştir (167). Çalışmamızda MTX ve SLM’nin apoptotik yolağın önemli 

düzenleyicileri olan BAX (pro-apoptotik) ve Bcl-2 (antiapoptotik) gene ekspresyonları 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Ayrıca hücre içinde BAX/ Bcl-2 oranın değişmesi 

kaspazlar tarafından uyarılan ( özellikle kaspaz-3) CAD’ı aktive ederek DNA’nın 

parçalanmasına sebep olduğundan dolayı diğer önemli bir apoptotik belirteç olarak 

CAD geninin ekspresyon düzeyi de incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar 

değerlendirildiğinde MTX (7 günlük etkisi) uygulamasına bağlı olarak apoptotik BAX 

geninin ekspresyonunun anlamlı olarak arttığı görülmüştür(p<0.05). Antiapoptotik 

Bcl-2 gen ekspresyonunun ise sadece SLM uygulanan gruplarda arttığı tespit 

edilmiştir. Yine bu sonuçlarla uyumlu olarak BAX/Bcl-2 oranının sadece MTX 

grubunda (7 günlük etkisine bakılan) anlamlı olarak arttığı gözlenmiştir(p<0.05). Bu 

sonuçlara göre MTX’in testis dokusunda apoptotik yolağı gen düzeyinde uyardığı; 

bununla beraber SLM uygulamasının antiapoptozis yolağı uyararak MTX’in bu 

olumsuz etkisini önlediği söylenebilir. Yine çalışmamızdaki sonuçlarla uyumlu olarak 

Sheikhbahaei ve ark. (2016) MTX uygulanmasının seminifer tübül dejenerasyonu ve 

germ hücre apoptozisi ile karakterize testis hasarını tetiklediğini bu etkiyi de hem p53 

uyararak hem de Bax/Bcl-2 artırarak gösterdiğini bildirmişlerdir (85). Bunlara ek 

olarak çalışmamızda BAX’nın gen düzeyindeki ekspresyonu MTX (7.Gün) ve MTX 

(7.Gün)+SLM gruplarında benzer iken Bcl-2 gen ekspresyonu MTX (7.Gün)+SLM 

grubunda MTX (7.Gün) grubu ile kıyaslandığında anlamlı olarak artmıştır (p<0.05). 

Bu durumum öncesinde MTX (7.Gün)+SLM grubuna 7 gün boyunca SLM 

uygulanmasının koruyucu etkinliğinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Kaspaz-3 

tarafından uyarılan CAD’ın gen ekspresyonu hem MTX (1.Gün) hem de MTX 

(1.Gün)+SLM grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olarak artmıştır(p<0.05). Fakat 

MTX (1.Gün)+SLM grubundaki artışın MTX (1.Gün) grubu ile kıyaslandığında 
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sayısal olarak daha düşük olduğu gözlenmiştir. Tüm bu veriler birlikte 

değerlendirildiğinde CAD gen ekspresyonunun artmış olması MTX’ın sıçan testis 

dokusunda apoptozisi uyarmış olduğu düşünülmektedir. Ayrıca SLM uygulamasının 

gerek yukarıda bahsedilen Bcl-2 üzerinden antiapoptozisi uyarması ve gerekse MTX 

(1.Gün)+SLM grubunda MTX (1.Gün) grubuna göre daha düşük CAD artışına sebep 

olması, SLM’in testisde MTX kullanımının 7 günlük etkisine bağlı oluşan DNA 

hasarını azalttığı söylenebilir.  

Birçok çalışmada oksidatif hasara karşı antioksidan enzimlerin aktif olarak 

görev yaptığı bildirilmiştir (168, 169). Fakat enzim aktivitesi ile gen ekspresyonları 

arasında nasıl bir ilişkinin olduğu konusunda çok az çalışma olmasından dolayı 

antioksidan gen/enzim aktivitesi tam anlamı ile anlaşılamamıştır. Bu nedenle bizim  

çalışmamızda MTX’ın testis dokusunda ROS üzerinden oluşturduğu oksidatif hasar 

ve SLM’in bu hasarı azaltmada antioksidan mekanizmada rol alan genlerin 

ekspresyonunu nasıl etkilediği araştırılmıştır. Elde edilen gen ekspresyon sonuçları 

incelendiğinde tüm gruplar kontrol grubu ile kıyaslandığında Zn-SOD gen 

ekspresyonun sayısal olarak azaldığı fakat bu düşüşün istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı gözlenmiştir (p>0.05). Yine ilginç bir şekilde ise SLM uygulanmasının Zn-

SOD gen ekspresyonunu önemli ölçüde baskıladığı görülmüştür (p<0.05). Bu durum 

zaten kendisi antioksidan etkiye sahip olan bir maddenin vücutta fizyolojik olarak 

üretilen bazı antioksidanlara gerek kalmadığından bunların baskılanmasına yol 

açabileceği şekilde yorumlanabilir (170).  

Her ne kadar Mg-SOD gen ekspresyonu sayısal olarak MTX uygulanan 

gruplarda azalmış, SLM birlikte MTX uygulanan gruplarda artmışsada bu değişimler 

istatistiksel olarak anlamlı değildir(p>0.05). Benzer şekilde CAT gen ekspresyonunun 

ne MTX ne de SLM grupları arasında değişmediği gözlemlenmiştir(p>0.05). Fakat 

GPx-1 gen ekspresyonu düzeyinin testislerde SLM uygulamalarından olumlu 

etkilendiği, MTX (1.Gün) + SLM grubu MTX (1.Gün) ile kıyaslandığında GPx-1 

ekspresyonun anlamlı olarak artmış olduğu kaydedildi(p<0.05). Çalışmamız ile benzer 

şekilde nörotoksisiteye karşı SLM’in kullanımının GPx-1 gen ekspresyonunu arttırdığı 

gösterilmiştir (171). Yine SLM uygulamasının karaciğerde GPx-1 gen ekspresyonunu 

arttırarak karaciğer toksisitesine karşı koruma sağladığının gösterilmesi 
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çalışmamızdan elde edilen bulguları desteklemektedir (25). Glutatyon peroksidaz 

(GPx) testis dokusu ve epididimisde spermlerin ve duktus deferensin korunmasında 

rol oynayan başlıca antioksidanlardan biri olduğu belirtilmiştir (172). Farelerin çeşitli 

dokularında yapılan çalışmalarda SLM’nin GPx ekspresyonunu arttırdığı 

gösterilmiştir (173). Diğer çalışmalarla uyumlu olan bu sonuçlarımız ile SLM’nin 

antioksidan etkisini GPx-1 ekspresyon düzeyini arttırarak gösterdiği sonucuna 

ulaşılmıştır.  

Yukarıda da ifade edildiği gibi testis dokusunda MTX veya SLM 

uygulanmasının gen aktivitesini nasıl etkilediğine yönelik çalışmalar oldukça 

sınırlıdır. Literatür taramalarında Maremanda ve ark.(2017) ve Saad ve ark. (2018) 

tarafından MTX uygulamasının testislerde SOD ve GSH gen ekspresyonunu azalttığı 

ifade edilmiştir ve bu durum bizim çalışma sonuçları ile uyumludur. Sonuç olarak 

GPx-1 dışında çalışmamızda bakılan antioksidan genlerin ekspresyonunda anlamlı bir 

farklılık görülmemiştir. Bu durumda MTX ve SLM uygulamasının testis dokusu 

antioksidan gen ekspresyon düzeyleri antioksidan enzim aktivitesi ile kıyaslandığında 

daha az etkilendiği şeklinde değerlendirilmiştir.  
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Metotreksat ve/veya SLM uygulamasının etkileri Şekil 26’da 

özetlenmiştir. 

Şekil 26.Kontrol grubuna göre 7 günlük MTX veya MTX+SLM etkileri; yukarı ok artış, aşağı 

ok azalış, çift başlı ok değişmeme olarak ifade edilmektedir.  

Elde ettiğimiz tüm bu verilere göre literatür ile uyumlu olarak çalışmamızda MTX 

uygulanan grubumuzda (7 günlük etkisine bakılangruplarda) hem diyare görülmesi 

hemde serum ALT ve AST düzeylerinin anlamlı olarak artması MTX’in değişik organ 

ve dokularda toksik etki oluşturduğunu birkez daha kanıtlamıştır.  

Bir günlük MTX etkisi yedi günlük etkisiyle kıyaslandığında TOS ve StAR 

değerlerini artırırken, CAT enzim aktivitesini azaltmasının dışında çalışmanın diğer 

histolojik, gen ekspresyonu, biyokimyasal, enzim aktivite gibi parametlerinde anlamlı 

bir farklılık görülmemiştir. Ayrıca bir günlük etkisinin histopatolojik olarakta önemli 

bir hasar (diğer sonuçlarla uyumlu olarak) oluşturmadığı gözlenmiştir.  

Her ne kadar histopatolojik değişimlerin hafif şiddette olduğu tespit edilsede 

MTX (7 günlük etkisi) kullanımına bağlı olarak testis dokusunda oksidatif stresin 

arttığı (TOS, OSI, MDA değerleri artarken, TAS, SOD, CAT değerlerinin azaldığı), 

apoptozisin hem gen ekspresyon düzeyinde (BAX, BAX/Bcl-2,CAD artırarark)  hem 

de protein düzeyinde (Pro-Caspase-3’ü azaltarak) uyarıldığı görüldü.  
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Bununla beraber SLM kullanımı ile (MTX (1.Gün)+SLM) grubunda Pro-

Caspase-3’ün yanısıra çalışmamızda antiapoptotik Bcl-2 gen expresyonunun da 

artması 7 günlük etkisine bakılan grupta SLM’nin testis dokusunda TAS’ı azaltarak, 

OSI ve TOS’u değiştirmeyerek hem oksidatif stresten hemde CAD, BAX/Bcl-2 

azaltarak apoptozdan koruduğu, bu verilere göre de SLM’nin antiapoptotik etki 

gösterdiği görüldü.  

Elde ettiğimiz verilere göre SLM uygulamasının hem GPx-1 (tüm gruplarda) 

gen ekspresyon düzeyini artırması hem de enzim düzeyinde TAS, CAT ve SOD 

aktivitelerini artırması ile testis dokusunu antioksidan etki göstererek koruduğu 

görüldü.    

Çalışmamızda hem testosteron konsantrasyonunun azalması hemde bu 

verimizle uyumlu olarak leydig hücrelerinin fonksiyonel bir belirteci olan StAR gen 

ekspresyonunun da azalmış olması  MTX ( yedi günlük etkisi) uygulamasının 

steroidogenezis üzerinde olumsuz etki oluşturduğu fakat SLM kullanımının elde 

ettiğimiz verilere göre leydig hücrelerini bu hasardan korumadığı görüldü. Yine ABP 

gen ekspresyonunun sadece SLM uygulanan grupta artması, bununla beraber 

histopatolojik olarak SLM grubunun testis dokusunun normal görünmesi ile SLM’in 

germ hücre ve testis dokusu üzerine olumlu etkilerinin olduğu sonucuna varıldı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

93 
 

 

8.SONUÇ VE ÖNERİ  

Yapmış olduğumuz bu çalışmada, bir günlük MTX uygulaması ile testiste belirgin bir 

değişiklik oluşmazken, yedi günlük MTX uygulamalarının etkisinin testis ve canlı 

ağırlıklarında düşüşe sebep olduğu, ALT ve AST seviyelerinde artışa neden olduğu, 

antioksidan enzim aktivitesini azalttığı, oksidasyonu artırdığı tespit edildi. Bununla 

beraber leydig hücrelerinde hasara neden olduğu, apoptotik uyarım oluşturduğu, 

antiapoptotik proteinlerin expresyonlarında azalmaya neden olduğu görüldü. Silimarin 

kullanımının ise MTX kullanımına bağlı olarak olumsuz yönde değişen bir çok 

parametreyi (yukarıda belirtilen) olumlu olarak azalttığı veya artırdığı görüldü. 

Tüm bu verilere bakıldığında oksidatif stresin artması, apoptozisin uyarılması, 

streoidogenesi bozmasına bağlı olarak yedi günlük MTX etkisinin testis dokusunda 

hasar oluşturduğu, SLM kullanımının ise antiapoptotik, antioksidan etki 

mekanizmaları ile sıçanlarda MTX kaynaklı testiküler toksisite üzerinde koruyucu etki 

gösterdiği sonucuna varıldı. Silimarin’e bağlı diğer koruyucu etki mekanizmalarını 

anlamak için testis toksisite modellerinin kullanıldığı daha fazla çalışmaya ihtiyaç 

olduğu düşünülmektedir. 
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