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1. OZET
1.1. TURKCE OZET

Metotreksat ile sican testislerinde olusturulan hasar iizerine silimarinin
koruyucu etkilerinin arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyad1 :Zehra Atli
Damismani :Prof. Dr. Meral Erding
Anabilim Dah :Tibbi Farmakoloji

Amag: Calismamizda, kisa siireli MTX (1 ve 7 giinliik) ile olustusturulan testis
hasarina karst SLM’nin koruyucu etkilerinin histolojik, enzim aktivitesi, hormon,

protein ve molekiiler olarak gen ekspresyonu diizeyinde arastirilmasi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem:Kirk 48 erkek sican Grupl (kontrol, n=7), grupll (ilk-giin-
MTX,n=8), gruplll (ilk-giin-MTX+7giin-SLM,n=8), grupIlV (7giin-SLM,n=7) grupV
(altinci-glinde-MTX,n=8) ve grupVI (altinci-giinde-MTX+7giin-SLM, n=8) olarak
alt1 gruba ayrildi. Tedavi gruplarmma SLM (100mg/kg) veya MTX (20mg/kg)
intraperitoneal olarak uygulandi. Siganlar 8. giinde sakrifiye edildi ve AST, ALT ve
testosteron konsantrasyonlar1 olglildii. Testisde MDA,CAT,SOD,TAS/TOS/OSI
seviyeleri belirlendi.Apoptoz (BCL2, BAX, CAD) anti-oksidan enzimler (Zn-SOD,
Mg-SOD, CAT, GPxl) ve steroidogenez yolu (ABP, StAR) igeren genlerin
ekspresyonu realtime-PCR ile olglildi. Pro-kaspaz-3'in protein seviyesi de
degerlendirildi. Veriler, tek-yonli-ANOVA kullanilarak analiz edildi ve post-hoc
Tukey testi uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular:Grupll ve II'te MTX'in yedi giinliik etkisi hem viicutta hem de testis
agirliginda bir azalmaya neden oldu. Testosteron grupll ve I1I'te azalmis olsa da, AST
ve ALT sadece grupll'de artti. Grupll'de antioksidan parametreler azalirken,
oksidasyon parametreleri arttt. SLM’in (grupllIl) bu parametreler iizerinde iyilestirici
etkileri oldu. StAR-mRNA ekspresyonu, grupll ve IlI'de azaldi. CAD ve BAX’mn-
mRNA ekspresyonu grupll ve III'de artti. GPx1 ve BCL2'nin-mRNA ekspresyonu,
MTX ve SLM birlikte kullanildigr gruplarda (II1,VI) artti. Pro-Caspase-3 gruplll'de
artarken, sadece MTX kullanimi1 grupIl'de Pro-Caspase-3 'ii azaltt1.



Sonuc¢: Caligmamizda MTX'in bir giinliik etkisi yedi giinliik etkisiyle kiyaslandiginda
ciddi bir hasar olusturmadigi bununla beraber MTX'in yedi glinliik etkisinin sigan
testis dokusu iizerinde ciddi toksisiteye neden oldugu sonucuna varildi. Ayrica,
SLM'nin siganlarda MTX kaynakl1 testikiiler toksisite {izerinde koruyucu etkiye sahip
oldugu goriildii.

Anahtar Sozciikler: Metotreksat, Silimarin, Koruyucu Etkiler, Testis, Sigan



1.2. ABSTRACT

Investigation of protective effects of silymarin on methotrexate-induced injury
in rat testis

Student’s Surname and Name: Atli, Zehra
Adviser of Thesis: Prof. Dr. Meral Erding
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;
groupl(control,n=7); groupll(MTX-on-day1,n=8); groupllI(MTX-on-first-day+7days
SLM,n=8); grouplV(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 groupll and I11. Although testosterone levels decreased in groupll and 111, AST and
ALT increased in groupll. While antioxidant parameters decreased, oxidation
parameters increased in group Il. SLM (grouplll) had improving effects on those
parameters. StAR-expression was down-regulated in groupll, and 111. CAD and BAX
expressions increased in groupslil and I11. BCL2 and GPx1 increased in those groups
where MTX and SLM were used together (111,VVI). While Pro-Caspase-3 increased in
grouplll, MTX decreased Pro-Caspase-3 in groupll.



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



1. GIRiS ve AMAC

Birgok kanser tiirlinde ve gesitli rahatsizliklarda (romatoid artrit, psioriosis gibi)
yaygin olarak kullanilan metotreksat (MTX) antineoplastik ajanlarin
antimetabolitler grubunda yer almaktadir. Metotreksat folik asit sentezinin ara
basamaginda rol alan dihidrofolati (Dhf) tetrahidrofolata (Thf) ¢ceviren dihidrofolat
rediiktaz (Dhfr) enzimini inhibe ederek nukleik asit sentezin prekiirsorii olan purin
ve primidinin sentezlenmesini baskilar (1-4). Metotreksat’in viicutta hizli
boliinebilme yetenegine sahip saglikli doku ve organlarda toksik etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (5). Metotreksat bu toksik etkiyi; nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADP) koenzimini inhibe etmesine bagli olarak nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH, serbest radikal hasarini engellemek igin
gerekli) miktarin1 azaltarak gosterir. Azalan NADPH miktar1 glutation reduktaz
mekanizmasin1 bozar ve buna bagli olarakta doku ve organlarda oksijen

radikallerinin (ROS) miktarinin artmasina neden olmaktadir (6).

Yiiksek doz MTX uygulamasinin (20mg/Kg, ip) testis dokusunda ROS’u
arttirdig1 ifade edilmistir (7). Testiste MTX’e bagli olusan oksidatif hasarin
seminifer tiibiillerde organizasyon bozuklugu olusturdugu, leydig hiicrelerinin
hiicre membran permabililitesini bozarak 6liimiine neden oldugu ve testosteron
salinimint azalttigr kaydedilmistir (8-11). Ayrica sperma ilizerinde MTX bagh
artan ROS’un DNA hasar1 olusturdugu, oligospermiaya (yada oligospermiye) ve
dolayisi ile erkek infertilitesine neden oldugu bildirilmektedir (10-12). Testiste
oksidatif hasarin, MTX parcalanmasindan sorumlu multidrug resistance protein
((Mrp) 3 transporter) miktarinin azalmasma bagli olarak olustugu giincel bir
calismada da vurgulanmigtir (13). Bununla birlikte MTX uygulamasinin
(20mg/Kg, ip) antioksidan CAT, SOD ve GPx azalttig1 da ifade edilmektedir (7).
Bu calismada testis toksisitesi bilinen MTX ile sican testislerinde hasar
olusturularak MTX’in bir ve yedi giinliik etkisi anlagilmaya caligilmistir. Ayrica
bu ¢aligmada gii¢lii antioksidan ve antiapoptotik 6zelliklerinin yanisira germ hiicre
ve spermatogenezis {izerine de olumlu etkileri olan SLM kullanilarak MTX ile

olusan testis hasar1 tizerine koruyucu etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



Silymarin (SLM), deve dikeni bitkisinden (Silybum marianum) elde edilen bir
polifenolik flavonoiddir. Silymarin giiglii antioksidan ve antiapoptotik 6zellige sahiptir
(20, 21). Silimarin’in bu antioksidan 6zelligini stiperoksit dizmutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) aktivitelerini artirarak gosterdigi belirtilmistir.
Ayrica SLM’nin antioksidan enzimlerin mRNA diizeyindeki ekspresyonunu da
uyardigi (SOD, GSH-Px, katalaz gibi) gosterilmistir (22). Demir ile baglanip
hiicrelerdeki glutatyon rediiksiyonunu arttirdig1 da ifade edilmektedir (23). Benzer
sekilde SLM’nin giiclii antiapoptotik etkisini hiicre igerisinde p53-bagimli yolak (Bcl-
2/Bax, cytochrome C salinmasi, Apaf-1) ve caspase-3 iizerinden gosterdigi
bildirilmistir (24). Sicanlarda SLM uygulamasinin MTX, doksorubisin, parasetamol
ve cisplatin ile olusturulan karaciger bobrek, ve testis hasarina kars1 koruyucu etki
(cytochrome P450 3A2 ve GPX gen expresyon artirarak, GSH, SOD, GSH-Px, CAT
artirarak ve MDA azaltarak) gosterdigi belirtilmistir (25-29). Antioksidan 6zelligine
sahip bitkilesel kaynakli maddeler kullanilarak MTX’nin testis dokusu ve germ
hiicrelerinde olusturdugu hasar1 azaltmak amagh ¢esitli galismalar yapilmistir (14-19).
Fakat siganlarda MTX ile olusturulan bir giinliik ve yedi giinliik testis hasari {izerine
SLM’nin etkilerine yonelik yapilan bir ¢alisma bulunmadig literatiir taramasindan

goriilmektedir.

Bu ¢alismada MTX’in bir giinliik (gen diizeyinde) ve yedi giinliik etkisinin
(metabolitlerin;poliglutamatlar) dokuda olusturdugu hasarin histolojik, enzim
aktivitesi, hormon, protein ve gen ekspresyonu diizeyinde nasil degistigini ve
SLM’nin bu hasar1 azaltmadaki roliiniin anlasilmasi amaglanmistir. Bu amagla
caligmamizda 1 ve 7 giinlik MTX ve/veya SLM uygulamasi sonrasinda testis
dokusunda histopatolojik degisimler, serum testosteron, AST ve ALT seviyeleri, testis
dokusunda spesifik oksidan/antioksidan (TAS, TOS, ve OSI, MDA, CAT, SOD)
diizeyleri, western blot yontemi ile antiapoptotik markerin (pro-Caspase3) miktar1 ve
imunohistokimya yontemi ile testis spesifik hiicrelerde (sertoli, leydig, germ hiicreleri
gibi) pro-Caspase-3’iin ekspresyon yerinin gosterilmesinin yanisira real-time PZR ile
antioksidan, pro/antiapoptotik ve steroidogenezisde rol oynayan genlerin
ekspresyonunun belirlenmesiyle MTX ve SLM’in etkilerinin anlasilmasi

amaclanmustir.



3.GENEL BILGILER

3.1. TESTIS ANATOMISI

Testisler viicutta skrotum adi verilen kasli bir kese i¢inde bulunur. Skrotum derisi
seyrek tiiylli, yag bezleri, ter bezleri, duyusal sinirler ve pigmentasyon yoniinden
zengindir. Skrotum sadece testisleri degil spermatik kordon, kan ve lenf damarlar1 ve
testikdiler sinir liflerini de sarar. Skrotum igerisinde spermanin tasinmasindan sorumlu
spermatik kordon vardir bu yap1 pubisin 6n yiiziinde inguinal kanalin i¢inden devam
ederek testisin arkasindan ve Ustiinden gecerek testise baglanir. Anatomik olarak
bakildiginda skrotum igerisinde sol testis genellikle sag testisin altinda asili kalir.
Skrotumun anatomik olarak katlar1 incelendiginde subkutan katini muskulus dartos
(dartos kast) olusturur. Bu kas igeriye dogru ilerleyerek her bir testisi birbirinden
ay1ran skrotal septumun olusumuna katilir boylelikleher bir testis birbirinden bagimsiz
olur. Skrotumun’un i¢inde yer alan diger bir yap1 da karin duvarindan asagi inen ve
testisleri saran iki tane kremaster kasidir. Dartos ve kremaster kaslari ayni anda
kasilarak testisleri soguk havada viicuda yaklastirir (muskulus kremaster) ve
skrotumun yiizey alanini azaltarak (muskulus dartos) spermatogenizis icin gerekli
optimum sicakligin saglanmasia yardimer olur. Cevre 1sis1 yiikseldiginde ise 1s1
kaybini artirmak i¢in skrotum gevsetilerek ylizey alani artirilir (muskulus dartos) ve
testisler viicuttan uzaklastirilir (m. kremaster). Skrotumun ic¢ sicakligi vuciit
sicakligindan 2-4°C daha azdir bu durum saglikli spermlerin tiretimi igin gereklidir.
Skrotum i¢inde kalan diger bir yapida pampiniform pleksuslardir. Bu yap1 spermatik
kordonda testis arterini ¢evreleyen genis vendz damar agidir.Zit akim 1s1 degistirici
sistem olusturarak optimum testis 1sisinin saglanmasina katki saglar. Skrotum kesesi,
erkek fetiiste, bobreklerin yaninda gelisen testislerin dogumdan hemen 6nce skrotuma
yerlesmesi ile islevsel bir hal alir (30-32)

Testisler erkege ait lireme hiicresi spermanin iretilip, olgunlasmasi ve
depolanmasindan sorumlu organlardir. Hem ekzokrin (sperm) hem de endokrin
(testesteron gibi) sekresyon yapan testisler pubertastan 6liime kadar aktif olarak kalir.
Tiirlere gore agirliklar: degisiklik gdstermesine ragmen, seklen oval yapida ve icte
loblara boliinmiistiir. Testisler sperm iireten yaklasik olarak 900 sargili seminifer

tubullerden olugsmaktadir. Her testis distan ice dogru ii¢ tabakayla kaphdir.



1-Tunica vaginalis: pariyetal ve ince viseral tabakaya sahip serdz bir membrandir.
Testislerin serbest hareketini saglar. Tunica vaginalisin viseral yiizii tunica albugineya
yapisiktir ve pariyetal tabakasida skrotumun i¢ yiiziinii kaplamaktadir.

2-Tunika albuginea: Yogun fibroz bag dokudan olusan testisi saran bir kapstldiir.
3-Tunica vaskulosa: Adindan da anlagilacagi gibi kan damarlarindan zengin, ag
dokusundan olusur (30-33)

Her testis, bobrek arterinin hemen altindaki abdominal aortadan ayrilan bir
testis arteri tarafindan beslenir.Bu ¢ok uzun, ince bir arterdir ve inguinal kanaldan
skrotuma ge¢cmeden Once posterior karin duvarina dogru egim verir.Kan basinci ¢ok
diisik ve kan akist oldukga yavastir. Kan, pleksus pampiniformis vasitasiyla
testislerden ayrilir. Bu damarlar inguinal kanalina dogru ilerledikce birlesirler ve
testikiiler toplardamar1 olustururlar. Testis sinirleri, T10 ve TI11 omurilik
segmentlerinden koken alirlar. Bunlar agirlikli olarak sempatik olmakla birlikte, baz1
parasempatik lifler de igeren karisik duyu ve motor sinirlerdir. Duyusal lifler 6ncelikle
agr1 ile ilgili iken otonomik lifler cogunlukla vazomotor karakterde olduklarindan kan

akisinin diizenlenmesinde gorev alirlar(32)



Spermatik kord

Rete testis

Seminifer
tubduller

Tunica
albuginea

Epididimis

Skrotal kese . .
govdesi

Epididimis kuyrugu
Ductus (Vas)
deferens

Sekill. Testis dokusunun anatomik goriiniimii (30)’den alinip tiirkceye cevrilerek

eklenmistir.

Testisin posterior yiiziine bakildiginda mediastinum koken alan septula adli
bag doku testisin ig¢ine dogru yayildigr ve tunica albugineaya cesitli noktalardan
baglandigi goriiliir. Boylece testis bazaldan perifere dogru uzanan 200-300 adet
piramidal loba ayrilmis olur (34)

Her bir lobiil interlobiiler bag dokusu tarafindan c¢evrelenmis ve desteklenmis,
seminifer tiibiiller olarak bilinen genelde 4 tane tiibiilden olusur. Her bir testiste
yaklasik 400 ila 900 seminifer tiibiil vardir. Her bir tiip, 30-70 cm uzunlugunda ve 150-
300 um capindadir.
Seminifer tiibiiliin duvari {i¢ katmandan olusur;

1- Fibroelastikten bag dokusundan olusan dis kapsiil veya tunika propria

2- Ince homojen bazal membran

3- Kompleks tabakali epitel, iki tip hiicreden olusur:

e Spermatojenik hiicreler veya germ hiicreleri

e Sertoli hiicreleri veya destekleyici hiicreler (34).



Sperm iiretildigi yer olan testisten ayrildiktan sonra, iiretraya ulagsmak igin bir
seri sperma tastyici kanallardan geger. Bunlar sirast ile Rete testis; seminifer tiibiillerin
igine ag¢ildig1 ince duvarli tubiillerin olusturdugu bir agdir (34). Rete testisten vas
efferens olarak adlandirilan 8 ila 15 tiibiil ortaya c¢ikar. Vas efferensler birleserek,
epididimisin basin1 olustururlar ve sonra kanalin seklini olusturmak iizere
yaklasirlar.Her bir testisin arka yiiziinde yaklagik 12 kiiciik efferent kanal bulunur ve
epididimise sperm tagir.Spermlerin hareketini saglayan siliali hiicreler vardir.
Epididimis spermin olgunlagsma asamalarim1 gegirdigi ve depolandigi tubiiler bir
yapidir. Testisin {ist ucunda genislemis bir kafa, ortada uzun bir gévde ve alt ucunda
ince bir kuyruktan olusur.Kanal oldukg¢a ince ve ¢ok sargilidir. Epididimis testis
tarafindan salgilanan sivinin yaklasik% 90'in1 reabsorbe eder(34).

Testisteki spermler fizyolojik olarak olgunlagsmamistir testisten ayrildiktan
sonra epididimisin bas1 ve gévdesinde depolanirken olgunlasirlar.Yirmi giin kadar bir
stire sonra kuyruklart uzar. Depolanan sperm 40 ila 60 giin boyunca fertil kalir, ancak
ejakulate olmayip cok yaslanirsa parcalanir ve epididimis tarafindan absorbe
edilir.Epididimis kanali kuyrukta yukar1 dogru doénerek duktus deferensi (vas
deferens) olusturur. Spermatik kordon ve inguinal kanaldan gegerek pelvis bosluguna
girer.Orada, mediale doner ve idrar torbasina yaklasir.Mesane ve iireter arasina
girdikten sonra, kanal arkaya mesane dogru asagiya doner ve terminal ampulla olarak
genisler (sekil 1). (34)
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3.2. TESTIS HISTOLOJISI
3.2.1. interstisyel doku (ara doku)

Testis igerisinde seminifer tubiiller arasinda yer alan dokudur. Bu doku igerisinde
fibroblastlar, kan ve lenf damarlar1 ve testosteron liretiminden sorumlu leydig hiicreleri

bulunur.

3.2.1.1. Leydig hiicreleri

Leydig hiicreleri en onemli erkek cinsel hormonu olan testosteronu iiretir ve
salgilarlar.Gelisimsel, morfolojik ve islevsel agidan farkli hiicreler ayirt
edilebilir.Fotal leydig hiicreleri, dogumda yeni dogan leyding hiicreler haline gelir ve
bundan sonra dejenere olur veya olgunlasmamis leyding hiicrelerine gerilerler. Fetal
leydig hiicreleri testosteron firetirler. Ayrica olgunlasmamis leydig hiicrelerinin
testosteron yerine androstan-3a, 17f-diol iirettigi de bildirilmistir(35).

Yetigkin leydig hiicreleri graniilsiiz endoplazmik retikulum ve mitokondri
acisindan zengindir.Diger Onemli sitoplazmik bilesenleri lipofuscin graniilleri,
endositoz ve lizozomal yikimin son iirlinii ve yag damlaciklari olup testosteron
sentezinin On asamalarinin gerceklestigi yerlerdir.Reinke'nin kristalleri olarak
adlandirilan 6zel olusumlar, ¢cogunlukla yetiskin leydig hiicrelerindebulunur.Y etiskin
testisteki leyding hiicrelerinin ¢ogalma oranit oldukca diisiiktiir ve liiteinlestirici
hormon (LH)'den etkilenir (35).

Gec embriyonik donemde plasentadan gonodotropinler leydig hiicrelerinden
kanal ve eklenti bezlerinin gelismesi icin testesteron sekresyonu yaparlar. Bu fetal
intestinal hiicreler 3. ve 4. aylarda aktif sonra regrese olurlar daha sonra sessizce
pubertasa kadar beklerler. Pubertastaki testesteron {iiretimi hipotalamustaki

gonodotropinlerin (LH tarafindan) uyarimiyla sentezlenir(30).

3.2.1.2. Makrofajlar, lenfositler ve sinir lifleri

Interstisyel bdlme leydig hiicrelerinden baska makrofaj ve lenfosit gibibagisiklik
sistemine ait hiicreleri de igerir.Her 10-50 leydig hiicre i¢in bir makrofaj
bulunmaktadir. Makrofajlar muhtemelen leydig hiicrelerinin 6zellikle ¢ogalmalari,
farklilagmalar1, steroid {iiretimi ve sitokinlerin salgilanmasi gibi fonksiyonlarin

etkiler.Makrofajlar steroidogenez uyaricilarini ve inhibitorlerini
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salgilarlar.Proinflamatuar sitokinler, reaktif oksijen tiirleri, nitrik oksit ve

prostaglandinler leydig hiicre fonksiyonunu inhibe edebilir (35)

3.2.2. Seminifer Tiibiiller

Spermatogenesis olayr seminifer tiibiiller ic¢inde gergeklesir. Testis dokusunun
yaklagik %60°1 seminifer tiiblil dokusudur. Seminifer tiibiil i¢indeki germinal
epitelyumda iki tip hiicre vardir; Bunlar biiyiik, boliinmeyen, fiziksel ve metabolik

destek saglayan sertoli hiicreleri ile germ veya diger ismi ile spermatogenik hiicrelerdir

(34).

3.2.2.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri seminifer tubul hiicreleri i¢inde iki katli olarak spermatogenik
hiicrelerin beslenme ve boliinmesinde rol oynayan uzun kolumnar epitel hiicrelerdir.
Spermatogenik hattaki biitiin hiicrelerin digsa bakan yiiziiyle siki iliski i¢indedir ve bu
hiicrelerin metabolik ve fiziksel ihtiyaglarini karsilar(34).

Sertoli hiicrelerinin tabanit bazal membrana baglanmistir ve apikal uglar
lumene uzanir. Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicreler tarafindan sarildigindan rutin
histolojik incelemede lumene bakan kismi belirsizdir. Her bir sertoli hiicresi gelisim
asamasindaki 30-50 sperm hiicresini destekler. Mikroskopik yapist incelendiginde
graniillii endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi, birgok mitokondri ve ribozom igerir
(34).

Cekirdekleri ovoid veya li¢lii halka seklinde, 6kromatin yapidadir. Bu nukleus
yapist sertoli hiicrelerinin germ hiicrelerine gore daha kolay taninmasimi saglar. Bir
onemli fonksiyonu da bazolateral membranla seminifer tubullere sikica baglanarak
kan testis bariyerini olusturmaktir. Bu bariyer;

1. Seminifer tiibiillerin korunmasi: Kan testis bariyeri, kandaki zehirli maddelerin
seminifer tiiblillere gecisini engelleyerek (proteinler, polisakaritler, sitotoksik
maddeler ve galaktoz gibi orta biiylikliikteki molekiiller) spermatojenik hiicreleri
korur.Diger taraftan spermatojenik hiicreler i¢in gerekli maddelerin (spermatogenik
hiicreler i¢in baslica besleyici maddeler, gerekli hormonlar ve su) gecisine izin verir.

2. Otoimmiin rahatsizliklarin Onlenmesi:Kan testis bariyeri ayrica seminifer

tubiillerden spermatolojik antijenik {riinlerin kana gegisini engelleyerek otoimmiin
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hastaliklarin gelisimini dnler.Kan testis bariyeri, 6zellikle travma ve viral (kabakulak
vb) enfeksiyon nedeniyle zarar goriir. Kan testis bariyerinin hasar gérmesi sonucu
spermatozoonlara ait antijenik yapilar kana gecerek immun sistemi aktive ederler.
Boylece spermlere karsi sentezlenen otoantikorlar germ hiicrelerini yok ederek
steriliteye yol acar(34).

Sertoli hiicrelerinin 6nemli fonksiyonlart;

1- Gelisimin gesitli asamalarindaki sperm hiicrlerin beslenmesi ve korunmasi

2- Spermatogenezis sirasinda olusan sitoplazmik artiklariin fagositozu,

3-¢esitli Salgilanma:Seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde inen ve sperm nakli
icin kullanilan bir stv1.

Testosteronun seminifer tiibiilde konsantre olmasina saglayan ve spermatogenez i¢in
gerekli olan androjen baglayici proteinin salgilanmasi. Cinsel steroidler, estrojenler ve
testosteron. Inhibin ve aktin peptidlerinin &n hipofizdeki folikiil salgilatict hormon

(FSH) sentezini ve salimini bastirir ve etkinlestirirler(30, 33).

3.2.2.2. Spermatogenetik Hiicreler
Spermatogonia adli progenitor ve kok hiicrelerin proliferasyonu pubertas ile birlikte
baslar. Bunlar yaklasik 12 um biiyiikliiglinde oval hiicrelerdir. Bu hiicreler seminifer
tiibiiliin bazal duvarina en yakin yerlesirler ve sertoli hiicreleriyle siki iligkilidirler.
Farkli asamalardaki spermatogonialar sekli ve nukleusunun boyanmasina goére
taninabilir. Spermatogonialar daha koyu ve ovoid ¢ekirdekli kok hiicrelerdir, boliiniip
daha solgun renkli ¢ok hizli béliinebilen progenitor hiicrelere doniisiir (30).

Tip A spermatogonialar mitozla boliinilip ¢ogalarak tip B hiicrelerine dontisiir.
Tip B hiicreleri daha yuvarlaktir ve nukleusu daha az boyanir. Daha sonra Tip B
hiicreler son mitotik boliinmeyle ikiye boliiniir ve primer spermatosit olusur. Sekonder
spermatositleri testis kesitlerinde gormek zordur ¢iinkii yasam siireleri ¢ok kisadir
hemen ikinci mayoz boliinme fazmna girerler. Her bir sekonder spermatositin
boliinmesiyle her kromozomun kromatidleri ayrilir ve her biri 23 kromozom igeren iki
haploid kromozomlu spermatid olarak adlandirilan hiicreler iiretilir. Birinci ve ikinci

mayoz arasinda DNA replikasyonu olmadigindan olusan hiicreler haploiddir (30).
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3.2.3. Erkek Ureme Hiicrelerinin Klonal Yapisi

Spermatogoialarin mitotik bdliinmesiyle olusan kok hiicreler mitozla boliinmeyen
hiicreler olarak kalir. Bir kisim hiicrede ise sitoplazma bdliinmesi tam gerceklesmez
hiicreler arasinda sitoplazmik bir baglant1 vardir. Bu baglant1 mayoz ve mitoz sirasinda
hiicreler arasi serbest sitoplazmik iletisimi saglar. Spermatogenezisin bitmesiyle bazi
hiicreler dejenere olur bazilari ise Oliir. Bununla birlikte yiizlerce hiicre mayoz
sirasinda birbirleriyle iliskilidir. Spermatogenik hiicreler arasindaki tamamen
ayrilmama olayr tam anlasilamamistir. Fakat bu diploid genomdan {iretilen
sitoplazmik kopriiler hiicreler araciligiyla birbirlerine madde gegisi saglamaktadir.
Sonunda hiicreler tamamen ayrilir. Spermatogonianin son mitozuyla spermatid
olusumu arasindaki olaylar ve degisimler yaklasik 2 aydir. Spermatogenik hiicreler
epitel icinde rastgele dagilmamislardir. Gelisiminin farkli asamasindaki hiicre
topluluklar1 bir bolgede beraber bulunur. Bu hiicreler aras1 kopriiler hiicrelerin boliiniip
farklilagsmasini koordine eder(30).

Sperm iiretiminin son fazi 1siya duyarli bir olay olup spermatidler erkek
DNAsin1 ovuma aktaran spermatozoaya doniisiir. Bu agamada hiicre boliinmesi olmaz
ve spermatogenesis sertoli hiicreleri i¢inde gergeklesir. Haploid kromozom sayisina
sahip spermatidler ( 7-8um ¢apinda) oldukea kiigliktiir ve seminifer tubulin lumenine
yakindirlar. Spermiyogenez akrozomun sekillenmesi, nukleusun uzamasi ve
yogunlagmasi, sitoplazmasinin bir kismini kaybetmesi ve kuyruk olusumu
asamalarindan olusur. Bu siirecin sonunda olgun spermatazoa olusur ve Sertoli
hiicrelerinden tubul liimenine dogru serbest birakilirlar. Spermiyogenez 4 fazdan

olusur(30).

2.2.3.1.Golgi Faz1

Golgi fazinda sitoplazmada cekirdege yakin bir bolgede bulunan golgi aygitindan
koken alan tek membranh kiiciik akrozom kesecikleri c¢ekirdegin etrafin1 sarar.
Sentrioller akrozomal basligin bulundugu yerden en uzak koseye goc¢ ederler ve

yapisal ve fonksiyonel olarak silumlara benzeyen kuyrugun olusumunu organize

ederler (30).
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3.2.3.2.Bashk (Cap) Faz1

Bu fazda akrozomal kap kondanse olmus nukleusun yaklasik yarisini sarar. Akrozom,
spesifiye olmus lizozom igeren, hiyaliironidaz ve tripsin benzeri enzim ihtiva eden
keseciklerdir. Bu enzimler oositle karsilagtifi zaman salinir ve oositle akrozom
membranin1 birbirine baglar ve Zona pellucidayr deler. Akrozom reaksiyonu

fertilizasyonun ilk fazidir(30).

3.2.3.3. Akrozom Faz1

Sperma baginin gelistigi fazdir. Bu asamada akrozom ve nukleus sertoli hiicresine
gomiiliidiir ama kuruk lumene dogru uzar. Nukleus uzar ve nukleozomlar protamin
isimli bir peptidle kondanse olur. Mitokondriler proksimal ucun kalin ucunda ATP

tiretmek i¢in yerlesirler (30).

2.2.3.4. Olgunlasma Fazi
Spermiyogenezin bu fazinda ise ihtiya¢ olunmayan sitoplazma atilirve hiicreler arasi

kopriiler kopar. Lumen igerisindeki bu spermalar hareketli ya da fonsiyonel degildir

(30).

2.2.4. Spermatozoon

Spermatozoonda iki kisim vardir: armut seklinde bagve uzun bir kuyruk. Basin
uzunlugu yaklasik 4 ila 5 um, en genis kismi ise 3 pm'dir. Basta ¢ekirdek, akrozom ve
kamgims1 bazal govde olmak ilizere li¢ yap1 ayirt edilebilir.Bunlardan en 6nemlisi,
kafanin ¢ogunu dolduran ve yogunlastirilmis, genetik olarak inaktif kromozomlarin
bir haploid setini igeren ¢ekirdektir. Akrozom, ¢ekirdegin apikal yarisini kaplayan ince
bir baslik seklindeki lizozomal olusumdurve ovuma ulasan spermatozoanin ovuma
niifuz etmesine yarayan enzimler igerir.Flagellumun bazal govdesi ¢ekirdegin arka
ucundaki girinti i¢ine yerlesmistir(30, 32).

Kuyrukbaglant1 pargasi, orta parca, ana parca ve son parca olarak adlandirilan
dort bolime ayrilmistir.Baglanti pargasi yaklagik 5 pm uzunlugunda sentriyol
bulunduran dar bir kisimdir. Orta parca en kalin parcasi olup, 5 ila 9 pm uzunlugunda
ve basin yarist kadar genis bir silindir seklindedir. Bu kisim flagellumdaki aksonem

etrafinda sikica sarilmis ¢ok sayida biiylik mitokondri igerir.Sperm disi iireme
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sisteminde go¢ ederken kuyruk hareketleri i¢in gereken adenozin trifosfat (ATP)
tiretirler. Kuyrugun biiyiik boliimiinii olusturan 40 ila 45 um uzunlugundaki ana parca
destekleyici bir kilif ile cevrelenmis aksonemden olusur.4 ila 5 pm uzunlugundaki son

pargasi sadece aksonemdendir ve spermlerin en dar kismidir (32).

3.3. TESTISLERIN FONKSiYONLARI
3.3.1.Testislerin Endokrin Fonksiyonlar1
Testisler erkek cinsiyet hormonlar1 yada androjenler olarak adlandirilan Testosteron,
Dihidrotestosteron ve androstenedionhormonlarini tiretir ve salgilarlar(34).
Testosteron digerlerine gore biliylik miktarlarda salgilanir. Bununla birlikte,
dihidrotestosteron daha aktiftir. Ayrica kadin seks hormonlart olan Ostrojen ve
progesteron da bulunur. Testislerde iki tane hormon aktivin ve inhibinde
salgilanmaktadir. Bununla birlikte, bu 1iki hormonun androjenik etkisi
yoktur.Androjenler biiyiik miktarlarda testislerde az miktarda da adrenal korteks
tarafindan salgilanirlar. Testislerin interstisyel hiicrelerini olusturan leydig hiicreleri
tarafindan salgilanir (34).
Yenidogan bebeklerde ve yetiskin erkeklerde leydig hiicreleri ¢ok sayidadir.
Fakat cocukluk déneminde bu hiicreler androjen iiretimi agisindan yetersizdir veya
aktif  degildir.  Androjenlerin  salgilanmasi  pubertasa  ulagtiktan  sonra
gerceklesir. Adrenal korteksin zona retikiilarisinden salgilanan androjenler testosteron,
androstenedion ve dehidroepiandrosterondur. Adrenal androjenler kiigiik miktarlarda
salindiklar1 i¢in 6nemli bir fizyolojik etkisi yoktur. Anormal durumlarda adrenal

androjenlerin hipersekresyonu cinsel bozukluklarla sonuglanir(34).

3.3.1.1. Testosteron

Androjenler kolesterolden sentezlenen steroid hormonlardir. Testosteron bir Cig
steroiddir. Androjenler ayrica dogrudan asetattan da sentezlenirler.Y etigkin bir erkekte
plazma testosteron seviyesi 300 ila 700 ng / dL arasinda degisir. Yetigkin bir kadinda,
testosteron seviyesi 30 ila 60 ng / dL'dir.Testosteronun iigte ikisi plazmada p-globulin
yapisindaki gonadal steroid baglayici globulin ile taginir. Testosteronun geri kalan tigte

biri albumin ile taginir (34).
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Bir¢ok hedef dokuda testosteron en aktif androjen olan dehidrotestosterona
dontstiirtiliir. Adipoz doku, hipotalamus ve karaciger gibi baz1 dokularda testosteron
estradiole doniistiiriiliir. Testosteronun onemli bir kismi karacigerde indirgenerek aktif
olmayan androsteron ve dehidroepiandrosteronun formlarina dontstiiriiliir. Bu iki
madde daha sonra konjuge olur ve idrarla atilir (34).

Testosteron salgisi, fetal yasamin 7. haftasinda baslar.Fetal testisler fetal
yasamin 2. ila 4. aylarinda testosteron salgilamaya baslar ve testislerden testosteron

salgilanmasi plasenta tarafindan da uyarilir (34).

3.3.1.1.1. Testosteronun Fonksiyonlari

Genel olarak, testosteron erkege ait ayirt edici karakterlerinden sorumludur.Fetal

yasamda da: fetusta cinsiyet farklilasmasi, eklenti cinsiyet organlarinin gelisimi ve
testislerin inisinde 6nemli bir rol oynar.Cinsiyet kromozomlar1 fetiisiin cinsiyetinin
belirlenmesinden sorumlu iken, testosteron fetiisiin cinsiyet farklilasmasindan
sorumludur(34).

Fetus'un iki genital kanali vardir: Miillerian kanal, vajina, uterus ve fallop tiipii
gibi kadin aksesuar cinsiyet organlarin olusumunu saglar. Wolff kanali, epididimis,
vaz deferens ve seminal vezikiiller gibi erkek aksesuar cinsiyet organlarinin
olusumunu saglar. Testosteron fetusun genital sirtindan intrauterin hayatinin yaklagik
7. haftasinda salgilanirsa, miillerian kanal yok olur ve erkek cinsiyet organlart Wolff
kanalindan gelisir (34).

Testosteronun yani sira sertoli hiicreleri tarafindan salinan Anti- miillerian
hormon (AMH) miillerian kanalin gerilemesinden sorumludur.Testosteron, penis,
skrotum ve diger aksesuar seks organlari, genital kanallar, seminal vezikiiller ve
prostat gibi dis genital organlarin biiytimesi i¢in de gereklidir (34).

Testislerin inmesi; testislerin abdominal bosluktan skrotumun icine yerlesme
stirecidir.Baglangicta testisler karin boglugunda gelisir ve dogumdan hemen 6nce kasik
kanalindan gecerek skrotuma dogru itilir. Testosteron testislerin inisi igin
gereklidir. Testosteron spermatogenez ic¢in de gereklidir ve sekonder cinsel
karakterlerin gelismesinden sorumludur.Erkeklerde sekonder cinsel
karakterler:ergenlik sonrasit kas yapisinin gelisimi, kemik matrisini ve kalsiyum

arttirarak kemik kalinliginin artmasi, omuzlarin genislemesine ve pelvis lizerinde
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spesifik bir etkiye sahip olmasi, cildin kalinligin1 ve subkutan doku saglamligini

artirmasi, viicutta erkek tipi sa¢ dagilimina, sesin kalinlasmasina neden olur (34).

3.4 METOTREKSAT
3.4.1 Tarihgesi

Metotreksat (MTX, 4-amino-N10-metil folik asit) ilk olarak 1940'larda folik asidin
spesifik bir antagonisti olarak gelistirilmistir(36-38). Folik asit B kompleks ailesine ait
bir vitamindir. Molekiiler olarak yapis1 ve foksiyonlar1 anlasidiktan sonra,
aragtirmacilar tarafindan folik asidin molekiil yapisinda kiiciik degisiklikler yapilarak
elde edilen folik asit analoglarini tedavi amach sentezlemeye baslamiglardir.
Aragstirilan ilk analog, sentetik reaksiyonda butiraldehit kullanilarak hazirlanan “ham
X-metil folik asittir”.Bu molekiiliin 1946'da iki test organizmasi olan Streptococcus
faecalis ve Lactobacillus cassei'nin bilylimesini engelledigi bulunmustur.Ayrica, bu
molekiiliin si¢anlarin biiylimesini yavaslattig1 ve yine ortama katilan dogal folik asit
ilavesinin bliylimeyi tekrar devam ettirdigi bildirilmistir. Bu yonii ile gelistiren
analogun, folik asit analogu olmasina ragmen folik aisidin hiicresel fonksiyonlarin
bozdugu fakat bu durumun dogal folik aist katkisi ile tersine donderilebilecegi
gosterilmigtir.  Fakat daha sonra X-metil folik asitin insanlar iizerinde hayvan
modelleriyle ayni etkiye sahip olmadigimin gbzlemlenmesi iizerine ortama folik asit
eklenmesiyle etkileri kolayca geri dondiiriilemez olan baska analoglar sentezlenmesi
ihtiyacin1 ¢ikarmistir.Bu yeni bilesiklerin ilki, 4-amino-pteroilglutamik asittir (4-
amino PGA) .Bu bilesik aminopterin olarak adlandirilmis veilk kez Dr. Sydney Farber
tarafindan  l6semili  ¢ocuklarda kullanilmistir.Fakat aminopterinin = 6nemli
toksisitesinden dolayr arastirmacilari daha az toksik olan bir bilesik bulmaya
yonlendirmistir.  Bu yeni bilesik, MTX olarak bilinen 4-amino-10-metil

pteroilglutamik asit, 1948'de bir kimya sirketi tarafindan tiretilmistir(36).

MTX oncelikli olarak piirinlerin ve pirimidinlerin sentezini inhibe ederek
maling hiicrelerin ¢ogalmasini engellemektedir. Baglangicta MTX bir 6n ilag olarak
tasarlanmamasmma  ragmen  emiliminden  sonra  aktif  bir = maddeye
doniistiiriiliir. Indirgenmis folat tasiyicilarla hiicreler tarafindan alinir ve daha sonra

hiicreler i¢inde poliglutamatlara doniistiirtiliir(39).
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Glinlimiizde MTX, kemoterapotik ajan olarak basta cesitli kanser tiirlerinde
(16semi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun tiimdrleri, akciger kanseri, meme
kanseri, vb.) ve multipl skleroz, dermatomyozit, sarkoidoz, sedef hastalig1 ve romatoid
artrit gibi enflamasyonun neden olan rahatsizliklarin tedavisinde yaygin olarak

kullanilan bir folik asit antagonistidir (40).

3.4.2.Farmakokinetik

MTX’in serumdaki yarilanma 6mrii ilag verildikten sonra 6-8 saat olup ila¢ verildikten
24 saat sonra serumda bulunmaz. Absorpsiyon sonrasinda MTX’in %10’u karacigerde
7-hidroksi MTXa doniistiiriilir. Hem MTX hem de metaboliti (7-OH MTX) 6ncelikle
bobrekler tarafindan kiigiik bir kismu ise safra yoluyla atilir (41, 42).

MTX 1n yaklasik % 50°si tastyici proteinlere baglanir ve yliksek doku dagilimi
olan bir ilactir.Ekstra vaskiiler havuzda birikir. Metotreksat ve metaboliti hiicreler
tarafindan alindiginda bir kism1 poligliitamat tiirevlerine metabolize olur(43).Diger
kismi ise bagirsak bakterileri tarafindan olusturulan ve plazmada bulunan metaboliti
4-amino-4-deoksi-N-metilpteroik asite doniistiiriiliir. Metotreksat poligliitamatlar
(MTX-Glu) karaciger ve eritrositleri de iceren dokularda uzun siire depolanir.

Eritrositlerdeki MTX-Glu konsantrasyonu ilacin terapotik etkinligi ile iliskilidir (43).

3.4.3.Farmakodinamik

Metotreksat yapisal olarak folik aside benzemektedir ve bu nedenle emiliminin ve
metabolizma yollarinin ¢ogunun ayni oldugu MTX, oncelikle indirgenmis folat
tastyict ile hiicrenin igine tasinir(43-45).Sirkulasyonda bir grup MTX glutamat (MTX-
PG1) bulunurken, hiicre i¢i MTX degisen miktarlarda glutamat gruplar1 olan ¢oklu
metabolitlerden olusurlar.Hiicrenin i¢ine girdikten sonra ekstra glutamat kisimlari
folylpolyglutamate sentaz (FPGS) enzimi ile MTX poliglutamatlarina (MTX-PG'ler)
dontistiiriliir(46).

Hiicrenin digina atilabilmesi i¢in MTX-PG'ler, y-glutamil hidrolaz (GGH)
enzimi ile monoglutamat formuna dontistiiriir. Monoglutamat formdaki MTX hiicre
disina ATP bagimlt ABC ailesi tarafindan taginirlar. Alinim, atilim, poligliitamasyon

ve dekonjligasyon arasindaki denge, cesitli MTX-PG’lerin zincir uzunluklarinin
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(MTX-PG2-7’ye kadar) farkliigindan kaynaklanmaktadir.Bu MTX-PG'lerin
konsantrasyonu ve dagilimi, MTX’ 1n dozu, uygulama yolu ve yas gibi birgok faktore
baghdir(47-49). Baglanan glutamat molekiillerinin sayisina bagli  olarak
(polyglutamation) molekiiliin biiytlikliigli ve aynonik 6zelliginin artmas1t MTX tedavisi
icin 6nemlidir. MTX poligulutamat’landiktan sonra mokekiil biiylikliigiiniin artmasi
hiicre disina pasif difiizyonla ¢ikmasini engeller. Eklenen glutamat zinir uzunluguna
gore hiicre iginde tek zincir i¢in (MTX-PG1), ABCCl'den ABCC4’e kadar olan
tasiyicilarla aktif olarak hiicrenin disina pompalanirken, iki veya {i¢ zincir i¢in (MTX-
PG2 ve MTX-PG3) ABCCS5 ve ABCG2 aktif tasiyicilarin kullanildigi bidirilmistir.
Dort veya daha fazla zincirin (MTX-PG4-7) tasinmasiyla ilgili heniiz higbir kanit
yoktur. Zincir sayisinin artmasi zaman iginde hiicrede MTX-PG'lerin biriktirilmesiyle
sonuclanir. Ayrica MTX'in poligliitamatlanmis bigimlerinin dogal MTX ile
karsilastirildiginda hedef enzimlere karsi daha yiiksek afiniteye sahip oldugu ve
MTX'in etkinliginin poligliitamasyon seviyeleri ile arttig1 diistiniilmektedir (47).

3.4.4.Etki Mekanizmasi

Metotreksat ve MTX-PG'ler Dhf ve Thf  doniistiiren kilit enzim olan Dhfr'nin
aktivitesini bloke eder. Metotreksat ayrica timidilat sentaz1 da (TS) gii¢lii bir sekilde
inhibe eder (4). Ozellikle hiicre ici sitosolik NADP bagimli dehidrogenazlar NADP
koenzimini inhibe etmesi ile hiicre i¢inde kullanilabilir NADPH miktarinin azalmasina
neden olur. Bu durum direkt NADPH koenzimini kullanan glutation reduktaz
mekanizmasini etkiler (50). MTX’in antioksidan defansta 6nemli rol alan CAT, GPx
ve SOD gibi enzimlerin aktivitesinde 6nemli azalmalara neden oldugu bildirilmistir.
Antioksidan sistem ile Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) {iretilmesi arasindaki denge
bozulunca MTX dengenin ROS lehine kaymasina neden olmaktadir. Zaten hiicreler
icin MTX’in sitotoksik etkilerinin artan ROS’a kars1 cevap veremeyen antioksidan
mekanizmaya bagli oldugu gosterilmistir(51). Bir ¢alismada MTX'in metiyonin
sentezi, katalaz, GPx ve SOD gibi antioksidan enzimlerde azalmaya ve MTX’le tedavi
olan hastalarin beyin omurilik sivisinda S-Adenosil Metioninin (SAM) azalmasina
neden oldugu bildirilmektedir. MTX'in neden oldugu SAM eksikliginin, ROS’un

artmasindan sorumlu oldugu vurgulanmistir (51). Ayrica ¢alismalarda MTX’in
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oksidatif stresin, hiicre icinde DNA hasar1 ve membran lipitlerini oksitleyerek ve/veya
apoptozisle ilgili gen ve proteinlerin gen expresyonlarini arttirarak hiicrelerin
6lmesinden sorumlu oldugu ifade edilmektedir (52). Yine MTX'in dolayli olarak
poliamin iireten enzimleri de inhibe etmesi sonucu poliamin iiretiminin azaldigi ve bu

durumun hiicre i¢i ROS seviyelerinin artmasina yol agtigi ifade edilmistir (53).
3.4.5. Toksik etkiler

MTX’in olumsuz yan etkileri halsizlik, mide bulantisi, kusma, diyare, bas agrisi, hafif
alopesi ve atestir. Diigiik doz terapisi siroz igeren farkli bir hepatotoksisite, benzer
sekilde uzun siireli uygulanmasida anemiye neden olur. Bobrek hasari yiikksek doz
uygulanmasinin sik goriilen bir komplikasyonudur. Bununla birlikte, MTX 1n yiiksek
dozda (I6semide oldugu gibi) veya uzun siireli kullanimi ilerleyici fibrozise ve siroza
yol acabilecek hepatotoksisiteye neden olabilir. Metotreksat, ¢cok diisiik dozlarda
siirekli devam eden tedavilerde de karaciger, bobrek, solunum ve iireme sistemi

tizerine toksik etkileri bulunmaktadir (54).

Bébrek Uzerine Etkisi: Yiiksek doz MTX kullanimiyla olusan akut tubuler
nekroza bagli akut bobrek yetmezligi orami nadirdir (%2-4) fakat ciddi ve kaygi
vericidir. Bu toksisite MTX 1n yiiksek diizeyde uzun siire kullanimindan dolay1 bobrek
tubullerinde MTX veya metabolitlerinin ¢okmesine bagl olarak bobrek klirensinin
engellenmesine veya azalmasia neden olur. MTX ayn1 zamanda dogrudan tiibiil

epitellerine toksin etkisi gosterebilir ve afferent arterioliin vazokonstriksiyonuna

neden olur 55-57).

MTX ve metabolitleri asit idrarda nispeten ¢Oziinmezler fakat idrarin
pH’sindaki artisa bagli olarak MTX ve metabolitlerinin daha fazla ¢dziinmesine neden
olur. Bu nedenle MTX inflizyonu oOncesinde esnasinda ve sonrasinda bobrek
fonksiyonlarmin izlenmesi Onerilir. Metotreksatin renal toksisitesini azaltmak
amaciyla idrari alkalilestirme, folik asit ilavesi veya gii¢lii hidrasyon denenmistir (55-

57).

Buna ragmen ¢ogu zaman yine de bobrek hasart meydana gelir. Baz1 vakalarda
folinik asit destegi veya MTXin kimyasal antidotu olan 16kovorinle kurtarma tedavisi

yapilarak olusan hasarda azalma gozlenmistir. Renal hasar sonucu MTXin bobrek
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eliminasyonu geciktikge viicutta kalma siiresi uzar, diger organlara olan toksik etkisi
de artar (55-58).

Gastro Intestinal Sistem Uzerine Toksik Etkisi; MTX cesitli gastro-intestinal
bozukluklar1 indiikleyebilir. Hastalarda genellikle karin agrisi, kusma ve ishal
mevcuttur. Bu etkiler yiiksek ya da diisik MTX dozlar ile ortaya ¢ikabilir. Olusan
intestinal hasar ve enterokolit, hastalarda agri, oral alim azalmasi, istahsizlik, ishal,
dehidrasyon, bunlara eslik eden elektrolit dengesizligi, malabsorbsiyon, malnutrisyon
ve kilo kaybina neden olabilir. MTX’e bagli ince barsak hasarinda oksidatif stresin,
Ozellikle notrofil infiltrasyonunu artirarak etki ettigi gosterilmistir Bununla birlikte,
epitelyal proliferasyon ve enterosit fonksiyonu azalmasina ve mukozal bariyerin

bozulmasima bagli olarak bazen olime kadar ilerleyebilen barsak kaynakli sepsis

riskini artabilir (59-61).

Norotoksisitesi; MTX akut, subakut veya kronik ndrotoksiteye neden olabilir. Bu
toksisite esas olarak MTX’in intravendz ve intratekal uygulanmasindan sonra
gozlemlenir (62). Toksisite mekanizmalar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir, ancak
bir¢ok hipotez bu norotoksisiteyi proteinler, lipidler ve miyelin olusumu i¢in énemli
olan transmetilasyon tepkimeleriyle MTX'in etkilesmesi seklinde agiklarlar (63).
Ayrica MTX beyin omurilik sivisindaki metionin ve S-adenosil metiyonin oranini
diistirerek S-adenosil homosistein ve homosistein seviyelerinide yiikseltir. Yiiksek
homosistein oranlarinin MTX norotoksisitesinin  vaskiiler olayindan sorumlu

olabilecegi gosterilmistir (64).

En sik goriilen akut norolojik bulgu: lokoensefalopatidir. Bu yan etki
uykusuzluk, kafa karigikligi, ajitasyon, ndbet ve koma gibi belirtilere gore klinik
olarak yada sadece manyetik rezonans incelemeyle subklinik olarak teshis edilir (65).
Bas agrisi, bulanti, kusma ve aseptik menenjit, MTX 1n intratekal uygulanmasindan
sonra da goriliir. Bu semptomlar MTX’1n akut ndrotoksisitesinin bir bagka yoniinii
temsil eder. Genellikle son 12 ile 72 saat arasinda siddetli degildirler ve ilacin

kesilmesiyle birlikte ortadan kaybolur (66, 67).

Parapleji, serebellar disfonksiyon ve nobet MTX’in subakut ndrotoksisitesi

olarak bildirilmistir ve MTX uygulamasindan birka¢ hafta sonra ortaya ¢ikmaya
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baglar. Kronik norotoksisite MTX tedavisinden sonraki yillarda bile goriilebilir (56,
60, 66).

Solunum Sistemi Uzerine Etkisi; Pnomoni, MTX diisiik doz kullanimina bagli olarak
en ciddi fakat nadir goriilen yan etkilerden biridir. Prevelans1 % 1’dir. Pndmoninin
mekanizmast MTX’a bagl aktive olan T hiicrelerinin aracilik ettigi asir1 duyarlilik
reaksiyonudur(60). Aslinda, MTX inflamatuvar hiicrelerin birikerek alveolit
olugsmasina sebep olan tip2 alveoler hiicreler tarafindan bir sitokinin salimina neden
olur (68). MTX ayrica akciger fibroblastlarin1 uyarabilir ve epitelyal hiicrelerde

eozinofillerin alimina neden oldugu gosterilmistir(69).

Ayrica akciger fibrozunun patogenezinde nétrofillerin rol oynadigi da
gosterilmistir (70). Klinik olarak MTX terapisinin basglangicindan sonra bir yildan
fazla siirmesi ve MTX kesildikten sonraki birka¢ hafta boyuncaaz da olsa semptomlar
ortaya ¢ikabilir (71). Oksiiriik en sik goriilen semptomudur. Ates, halsizlik, nefes
darligr da goriilebilir. Periferik eozinofilininhastalarin iicte birinde goriildigi

bildirilmistir (72).

Hematolojik Toksisite; Hematolojik toksisite MTX’in yiiksek dozda kullanimina
bagli olarak yaygin goriilen ciddi bir komplikasyondur(73). Bu komplikasyonda
trombositopeniyi takiben hizli ilerleyen bir 16koneutropeni izler(56). Lokopeni bir ile
tic hafta arasinda devam ederken kemik iliginin iyilesmesi genellikle yaklasik 3 hafta
icinde gozlemlenir. MTX diisiik dozda kullanimina bagli trombositopeni,
megaloblastik anemi, 16kopeni ve pansitopeni gibi hematolojik toksisite riski azdir
(74). MTX m pansitopeni patogenezi iizerine etkisi belirsizdir. Pansitopeni akut veya

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

Erkek Ureme Sistemi Uzerine Toksik Etkileri: Kemoterapotik ilaglarin ¢oklu organ
sistemlerindeki akut toksik etkileri bilinmektedir.Metotreksat malign tiimorler ve non-
neoplastik hastaliklar (6zellikle romatoid artrit) icin kemoterapotik amacl kullanilan
folik asit antagonistidir. Kalic1 azoospermi ve infertilite kemoterapdtik ilaglarin
erkeklerde yan etkileri olarak kaydedilmistir.Bir¢ok ¢alismada MTX uygulamasini
takiben testisin seminifer tiibiillerinde hasar (vakuolizasyon), sperm sayisinda azalma

ve spermde DNA hasarma yol actigr bildirilmistir. Oksidatif stresin, MTX ile
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olusturulan testikiiler hasar patogenezinde onemli bir rol oynadigir gosterilmistir.
Testikiiler seminifer tiibiillerde atrofi ve spermatositlerde apoptozun ROS’taki bir

artisla baglantili olabilecegi kanitlanmistir(10-12, 76, 77).

Buna ek olarak, MTX hasarli oogenezise ve spermatogenezise neden olur ve
fertiliteye zarar verir (78).MTX'in sperm sayisini azalttigi ve anormal bas yapisina
sahip spermlerin sikligin1 artirdigi bildirilmistir.  Sperm bas anomalilerinin
muhtemelen DNA  bitiinliiglinin ~ bozulmasiyla meydana geldigi (79)ve
spermatogenezis ve sperm hiicrelerinin farkli gelisim evrelerindeki eliminasyon
stirecinde olusan hasara bagli sperm sayisini azalttigi bildirilmistir(80). Baska bir
calismada MTX in terapotik dozunun testiste histopatolojik degisikliklerin olusmasina
ve fertilite oraninin diismesineneden oldugunu bu durumun MTX kullanimindan
olusan  seminifer  tlibiil  dejenerasyonundan  kaynaklanmis  oldugunu
belirtmislerdir(81). Metotreksat kulaniminin atrofik seminifer tiibiiller igerisinde ¢ok
cekirdekli dev hiicreler, germ hiicre dejenerasyonu ve artmis interstisyel doku
bosluklari olusturdugu buna ek olarak spermatogenez ve testosteron iiretiminde dnemli
rol oynayan tirozin fosforilasyonunu azalttigi (StAR protein azalmasi)

gosterilmistir(8).

Ayrica  MTX’la olusturulan hasara bagli seminifer tiibiillerinde
disorganizasyon, vakuolizasyon gibi morfolojik degisiklikler ile spermatogonia ve
spermatid sayisinda azalmaya sebep oldugu kaydedilmistir. Diisiik dozda uzun siireli
MTX kullanimina bagli olarak primer ve sekonder spermatositlerin,spermatid
boyutunun 6nemli derecede degistigi, fakat Sertoli hiicrelerinde 6nemli farkliliklar
goriilmedigi  bildirilmistir(82).MTX’in ~ serum  testosteron  konsantrasyonu,
spermatozoalarin say1, motilite ve yasama kabiliyetinde de belirgin bir azalmaya neden

oldugu gosterilmistir(12).

Dagguli ve ark. MTX uygulamasina bagl testis hasarinin gelismesinde
oksidatif stresin (TOS, OSI ve MDA seviyelerinin artmasi) Onemini
belirtmislerdir(17). Yulug ve ark. MTX kullaniminin Johnson'in testis biyopsi skoru
(JTBS) anlamli sekilde diisiirdiigii, apoptotik indeksi ise testis ve epididimde

arttirdigini - vurgulamiglardir(14).Diger bir ¢alismada seminifer tiibiil epitelinin

24



incelmesi ve spermatogonial hiicrelerde azalma gibi histopatolojik bulgulara ek olarak

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

Maremanda ve ark. MT X ile tedavi edilen siganlarin testislerinde tiibiiler atrofi
ve TUNEL pozitif hiicre sayisinin arttiini (germ hiicrelerde  DNA hasar)
gostermislerdir. Yine ayni ¢alismada MTX verilen grupta apoptoz belirtegleri olan
Bax protein miktariin arttigi, Bcl-2’nin (antiapoptoz) ise azaldigi belirtilmistir
(84).Ayrica MTX’in tiimor nekroz faktor-a (TNF-a) seviyesinin ve niikleer faktor-x B
ve siklooksijenaz-2 (NF-kB, COX-2) ekspresyonunu arttirdigini, serum testosteron
seviyesini ise diislirdiigii belirtilmistir(13). Baska bir ¢alismada siganlarda MTX
uygulamasina bagli olarak interlokin-6 (IL-6), timor nekroz faktorii alfa (TNF-a),
interferon-gamma  (IFN-y), treme hormonlar1 (FSH, LH ve testosteron) ve
antioksidanlarin  (GST, SOD ve CAT) serum seviyelerinde azalma oldugunu
belirtmislerdir(9). Ayrica Saad ve ark. MTX grubundaki siganlarda GST, SOD,
steroidojenez iligkili genler, IFN-y, Bcl-2 ve NFKB'nin mRNA ekspresyonunun
azaldigimi, BAX ekspresyonu ve caspase-9’un immiinoreaktivitesinin arttigini

gostermiglerdir (9).

YineSheikhbahaei ve ark. farelerde MTX’in neden oldugu germ hiicre
apoptozisine kars1 timokinonun koruyucu etkilerinin incelendigi ¢alismada MTX
grubunda germ hiicre dejenerasyonunda ve apoptotik indekste anlamli bir artig
oldugunu bildirmislerdir(85). Bunlara ek olarak p53, kaspaz-8, kaspaz-3, kaspaz-9,
Bax, Bax/Bcl-2 oraninin mRNA ifadesinde anlamli bir artis oldugunu fakat Bcl-2

ifadesinde bir azalma oldugunu ifade etmislerdir (85).
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3.5. SILIMARIN

Silimarin bilimsel adi Silybum marianum olan ve Cardus marianus Compositae /
Asteraceae ailesi iiyesi olarak bilinen siit devedikeninden elde edilen bir polifenolik
flavonoiddir. Silimarin (SLM) tohumlar1 hepatit, siroz ve ikterus gibi bir dizi karaciger
ve safra kesesi rahatsizligini tedavi etmek i¢in 2000 yildan fazla bir siiredir

kullanilmaktadir. SLMkaraciger hastaliginin tedavisinde kullanilan en eski bitkilerden

biridir (86).

Silybum marianum Amerika Birlesik Devletleri'nin dogusu ile giiney Amerika,
Kuzey Amerika, giiney ve bati Avrupa da yetistirilmektedir. Biiylik mor ¢igekli baslari
olan bitki kumlu topraklarda ve kayaliklarda yetisir (87, 88).

Ik olarak m.6. 4. yiizythn baslarinda tibbi bitki olarak kullanildig:
Theophrastus tarafindan bildirilmistir.Birinci yiizyilda Roma ordusuna hizmet eden
bir Yunan doktoru olan Dioscorides tarafindan devedikeni adi verilmistir. SLM ilk kez
Avrupa'da sebze olarak yetistirilmis, dikensiz yapraklar1 salata ve 1spanak olarak
kullanilip, kok ve ¢igekleri de tiiketilmistir. Silimarin 30 ila 200 cm boyuna kadar
biiyiliyebilir ve genel olarak konik bir sekle sahiptir.Maksimum taban cap1 yaklasik
160 cm'dir (86, 89).

3.5.1.Silimarin Kimyasal Yapisi

Silimarin  ekstrati, bitkinin yaklastk % 4-6’sim1  olusturan tohumlarindan
hazirlanir.Bitkinin aktif ekstraktinin yaklasik %70-80'1 SLM igerirken, polimerik ve
oksitlenmis polifenolik ve kimyasal olarak tanimlanmamis fraksiyonun % 20-30'u
flavonolignanlardan olusan bir karisimdir.Kullanilan ¢ogu preparatta maksimum
biyolojik aktivite gosteren baglica bilesenlerin % 9011 silybin veya silibinin
olusturur.Silymarin'in ana bileseni olan silybinin, 2 diastereomer A ve B'nin (1: 1
orantis1) bir karigimidir. SLM'nin diger bilesenleri; izosilibin, dehidrosilibin,
silikristin, sililyan ve taksifolinde esasen Silybum marianum'un tohumlarinda bulunur.
Bitkinin potansiyel olarak diger aktif bilesenleri silybonol, miristik, oleik, palmitik ve

stearik asitler ve betain hidrokloriirdiir (87, 90).
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3.5.2. Silimarin Farmakokinetik Ozellikleri

Silimarin suda ¢oziinmez ve genellikle standart (%70-80 silimarin iceren) kapsiiller
halinde verilir.Oral uygulamadan sonra emilimi oldukc¢a diisiiktiir, sigan safrasindaki
orani %?2-3 arasinda degisir. Hem hayvanlarda hem de insanlarda maksimum plazma

konsantrasyonuna 4-6 saat iginde ulasir (22, 91, 92).

SLM esas olarak safrayla, az miktarda da idrarla atilir. Bbrek klirensi yaklasik
dakikada 30 mLdir. Eliminasyon yarilanma omrii 6 ila 8 saat arasinda degisir (71).
Bununla birlikte, 200 mg/kg SLM veya saflastirilmis S. marianum oziitiiniin farelerde
oral uygulanmasindan 90 dakika sonra plazma diizeyi 500 mg/L olarak bildirilmistir

(22, 91, 92).

Silibinin ve SLM’nin diger bilesenleri karacigerde hizla siilfat ve glukuronik
asit ile konjuge edilir.Konjugatlar plazma ve safra icine gecerler, verildikleri toplam
dozun yaklasik %80'ine tekabiil eden miktarlarda bulunurlar.Silibinin oral (%2-5)
veya intravendz (%8) uygulamayr takiben 48 saat boyunca idrarda minimal

miktarlarda atilir (22, 91, 92).

Barsak emilimi, karacigerde konjiigasyon, safra atilimi, bagirsak florasinda hidroliz ve
bagirsakta geri alim gibi bulgular enterohepatik dolasiminin varligimi ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte, sicanda isaretli silibinin kullanilmasinmi takiben 20
mg/kg'lik bir dozun bagirsakta emiliminin yaklagik %35'lik bir miktarda oldugu
gosterilmistir. Plazmadaki maksimum radyoaktivite alimindan 30 dakika sonra

goriilmiistiir (22, 91, 92).

Bununla birlikte SLM biyoyararlanimin1 sinirlayan dort ana neden vardir;
genis faz Il metabolizmasina ugramasi, bagirsak epitel hiicreleri arasindan gegisinin
diisiik olmasi, suda ¢Oziiniirliigiiniin az, safra ve idrarda atiliminin hizli olmasi.
Bundan dolayr SLM biyoyararlanimini artirmak i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir.
Bunlar: transdermal veya siirekli ilag saliveren formiilasyonlari, nanopartikiiller,
lipozomlar, kendi kendine mikroemiilsifiye ila¢ veren sistemler ve polimerik miseller

gelistirilen bazi formlaridir (22, 91, 92).
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3.5.3. Silimarin Toksik Etkisi

SLM kullanimina bagl trtiker, bulanti, bas agrisi, eklem agrisi, kasint1 ve ishal gibi
hafif gastrointestinal rahatsizliklar ve alerjik reaksiyonlar bildirilmistir. SLM akut
toksisitesi intravendz inflizyondan sonra fareler, sicanlar, tavsanlar ve kopeklerde
calisilmistir.Letal doz (LD50) degerleri farelerde 400 mg/kg, sicanlarda 385 mg/kg ve
tavsanlarda ve kopeklerde 140 mg/kg olarak rapor edilmistir. Ancak bu degerler
inflizyon hizina bagl olduklari i¢in yaklasik degerlerdir (21, 22, 91, 92).

SicanlardaSLM’nin akut, subakut ve kronik toksisitesi ¢ok diisiiktiir.
Sicanlarda SLM’nin yavas infiizyon ile 2g/kg uygulanabildigi kaydedilmistir.Oral
uygulamadan sonra 10 g/kg kadar tolere edilebilmektedir. Akut zehirlenme vakalarinda
kardiyovaskiiler yetmezlige bagl 6liim goriilebilir. Ayrica SLM’nin teratojenik ve
embriyotoksik etkisinin olmadig1 bildirilmistir (22, 91, 92).

3.5.4.1. SilimarinDiger Etkileri

Silimarin’ in koruyucu etkilerini baslica, steroid yapisinda olmasindan dolay1
hiicre icinde hem RNA hem de protein sentezini uyararak hiicrelerin yenilenmesi,
hiicre membran stabilitesini arttirarak/degistirerek zararli maddelerin hiicre igine
aliminin engellemesi, serbest radikal siipiiriicii etkisiyle ROS nétralize etmesi, hiicre
ici glutatyon seviyesini artirtp, lipit peroksidasyonu azaltmasi seklinde
gerceklestirildigi bildirilmistir (22)

Antioksidan 06zelligini SOD, glutatyon, CAT ve GSHPx aktivitelerini
arttirarak, demir ile baglanip hiicrelerdeki glutatyon rediiksiyonu’nu azaltarak
gosterdigi ifade edilmektedir (23). Bunun disinda yapilan giincel caligmalarda,
SLM’in antioksidan etkilerinin, antioksidan enzimlerin mRNA diizeyindeki
ekspresyonunu uyararak (SOD, GSH-Px, CAT gibi) gergeklestirdigini gostermektedir
(22). Benzer sekilde antiapoptotik etkilerini hiicre i¢erisinde p53-bagamli yolagi (Bcl-
2/Bax, cytochrome C salinmasi, Apaf-1) ve caspase-3 iizerinden gosterdigi ifade
edilmistir (24).

Ostrojenik bir etkiye sahip olan SLM’nin hem uterus kalmlig1 ve endometrial

hiicrelerin boyunun uzamasi tizerine olumlu etki yaptig1 gozlenmistir (93). NF-xB
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aktivasyonu ve hiicre i¢i lokalizasyonu degistirerekten T-hiicrelerinde aktivasyon ve

proliferasyonu baskilayarak immun-siipresif etki gosterdigi bildirilmistir (94).
SLM’nin HbAlc ve kan glukoz seviyesini azalttungi, bu etkiyi hiicresel

glutatyonu ve antioksidan enzimleri arttirict1 ve membran stabilize edici 6zelligi ile

diizenledigi ifade edilmistir (95).

Silymarin beyinde bazi norotransmiterlerin  konsatrasyonunu artirdigi
bilinmektedir. Bir ¢alismada zorla yiizme testi uygulanan farelerde..i.v./i.m./i.p. olarak
uygulanan SLMin fare immobilizasyonu tizerine olumlu etkilerin oldugu bu yonii ile

de antidepresan etki gosterdigi ifade edilmistir (22).

Ldokotrien ve prostaglandin sentezinin inhibisyonu, mast hiicre stabilizasyonu,
notrofil gdg¢liniin inhibisyonu, IL-2, IL-4, IL-10 ve TNF gibi inflamatuar sitokinlerin
baskilanmasi ve Kupffer hiicre inhibisyonu gibi SLMin antiinflamatuar aktivitesini
gosteren i¢in bircok mekanizma bildirilmistir. Silimarin, Kupffer hiicresinde 16kotrien
olusumuna miidahale ederek, hepatik yildiz goriiniimlii hiicre aktivasyonunun
fibrogeneze doniisiimiinii engelledigi belirtilmistir (96). Diisik dozda uygulanan
SLMin farelerde T-lenfositlerini inhibe ettigi gosterilmistir. TNF, IL-1B ve IL-6’nin
mRNA ekspresyonlart doza bagli olarak artmistir. Silymarinin immiinomodiilator

aktivitesinin oldugu bu ¢alismalarda agikca gosterilmistir (96).

tCat
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+GSH +| Virus replikasyonu
$MDA +|_Viral proteinler
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Sekil 2. Silimarinin genel 6zellikleri
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3.5.5. Metotreksat Hasarma Karsi Silimarin Kullanilmis Calismalar

Kandemir ve ark. MTX ile olustulan nefrotoksisitesine karst SLM nin korucu etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda SLM’nin antiinflamatuar ve antiapoptotik 6zellikleri
nedeniyle bobrek hasarina karsi koruyucu olabilecegini ifade etmislerdir (97). Yine
bezer sekilde Dabak ve Kocaman SLM’nin apotozis Onleyerek sican bobreklerinde

MTX’a kars1 koruyucu bir etki olusturdugunu vurgulamiglardir (28).

Metotreksat tarafindan olusturulan gastointestinal hasara karsi SLM’nin
koruyucu etkisinin arastirildigi diger bir ¢alismada ise SLM’nin antioksidanlarin
glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA)diizeyini azalatarak gastointestinal
sistemde epitel tabakada dejenerasyon, nekroz, deskuamasyon ve oOdem gibi

bulgularinin siddetini azalttigini tespit etmislerdir (27).

Qufi ve ark (2014) uzun siireli MTX kullanimimin testis iizerine toksik
etkilerinin aragtirildig1 bir calismada SLM bilesenlerinden silibinin’in testiste canli/6li
spermatozoa orani ve testis dokusunda cesitli histolojik parametleri olumlu yonde

etkiledigini ifade etmislerdir (29).
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Gereg

4.1.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Inkiibator (Niive Incubator EN 120, TURKIYE)

Sogutmali1 Santrifiij (Hettich Universal 320R ALMANYA)

Su Banyolar1 (VWR International, 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 Santrifiijler (VWR International, ALMANYA)
UV-Transluminatér (VWR International, ALMANYA)

Vorteks (Vorteks Genie 2)

Hassas Tartt  (ShimadzuTXB62L, Precisa XB220A)

Azot Tanki  (GoldenPro 6 It)

-20°C Dondurucu (Argelik)

-80°C Dondurucu (Argelik)

Mikrodalga Firin (Argelik MD 564)

Mikrotom (Leica RM2125 RTS)

Karistiric (Biosan Orbital Shaker PSU-10i)

Homojenizator (SilentCrusher, Heidolph, Almanya)

Hormon Tayini (Hitachi cobas 8000, Roche, ALMANYA)

TAS, TOS 6l¢iimii (Auto-analyzer, Selectra, Merck, HOLLANDA)
MDA, CAT, SOD ol¢iimii (Biochrom Anthos Zenyth 200rt microplate reader,
INGILTERE)

Goriintiileme sistemi (Nikon80i, JAPONYA)
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4.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Metotreksat (flakon 50 mg/5 ml Kogak, Tiirkiye

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 gPCR Master Mix (2X) for Real-time PCR Fermentas Life

Sciences)

4.1.3. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
(DUSAM) temin edilen 300+50 gram agirliginda 46 adet eriskin erkek Wistar Albino
sigan kullanildi. Deney siiresince siganlar ortam sartlar1 otamatik ayarlanan odalarda
(12/12 aydmlik/karanlik, sicaklik 22 °C, nem % 45-50) barmdirildi. Calismada

kullanilan siganlar ticari yem ( Elazig Yem Sanayi) ve su ile ad libitum beslendi. Bu
calisma Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (DUHADEK ) nun
25.01.2018 tarih ve 2017/20 nolu etik kurul onay1 ile gerceklestirildi.

4.2, Yontem

4.2.1. Deneysel Farmakolojik incelemeler

Calismamizda kullanilan SLM dimethyl sulfoxide (DMSO) iginde ¢ozdiiriildii. Ilag
uygulamalar1 her giin ayni saatte gergeklestirildi. Metotreksat bir kez, SLM ise ayni
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saatte ve 24 saat arayla 7 kez intraperitoneal (ip) olarak uygulandi. Silimarinin ve
MTX’in ip enjeksiyonlar1 arasinda 1 saat beklenildi. Tiim hayvanlar rastgele olacak

sekilde alt1 gruba ayrildi.

Grup (1) Kontrol Grubu (n:7)

Bu gruptaki siganlara 7 giin boyunca giinde bir doz DMSO i.p olarak uygulandi.
Grup (2) Metotreksat grubu (n:8, MTX (1.Giin))

Bu gruptakisiganlara sadece ¢alismanin birinci giinii tek doz MTX (20 mg/kg, ip,
uygulandi (10, 11, 17).

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

Bu gruptaki si¢anlara ¢alismanin birinci giin tek doz MTX (20 mg/kg, ip) ve 7 giin
boyunca giinde bir kez SLM (100 mg/kg, ip) uygulandi.

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

Bu gruptaki siganlara 7 giin boyunca giinde bir kez SLM (100 mg/kg, ip) uyguland:
(27, 97, 98).

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

Bu gruptaki sicanlara ¢alismanin 7. giinii tek doz MTX (20 mg/kg, ip) uygulandi.
Grup (6) Metotreksat+Silimarin grubu (n:8, MTX (7.Giin)+SLM)

Bu gruptakisiganlara ¢alismanin 7. giniMTX (20 mg/kg, ip) ve 7 giin boyunca
giinde bir kez SLM (100 mg/kg, ip) uygulandi.

Tim hayvanlarin canli agirliklar1 deneyin basinda ve anestezi Oncesi hassas
terazi ile tartildi. Kullanilan ilaglarin parenteral enjeksiyon hacmi asagidaki formiille
hesaplandi (99). Silimarin DMSO (%100) igerisinde ¢ozdiirtildii ve kullanilincaya
kadar karanlik ve soguk ortamda muhafaza edildi (94, 100, 101).

Hayvanin canli agirhgi (kg) x hayvana verilecek doz (mg/kg)
Enjeksiyon hacmi =

ilacin konsantrasyonu (mg/ml)

Deney sonunda (8. Giin) tiim siganlar etik kurallara uygun olarak genel anestezi
altinda [ketamin 50mg/ml (%10°luk) ve ksilazin 10mg/ml (%2’lik)] sakrifiye edildi
(6, 17). Anestezi altinda median hattan yapilan insizyonla toraks acilip intrakardiyak
yolla kanlart steril serum tiiplerine alindi. Daha sonra testis dokulart ¢ikarildi ve

analizlere kadar -80 °C°de saklandi(Sekil 3).
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Giinliik SLM (100 mg/kg) i.p. /sham i.p Grup 1: Kontrol

2 3 4 5 6 78 Grup 2: MTX (1.Gﬁn)
Grup3:MTX (1.GlUn)+SLM
m Grup 4: SLM
Grup 5: MTX (7.Glin)
| | Grup 6: MTX (7.Giin)+SLM
Tek doz

Tek doz
MTX i.p. MTX i.p.
(20 mg/ke)

(20 mg/kg)
(2. 5.
1 f

1 Canh Agirhk Olciiméi 8

o

Sakrifikasyon

Sekil 3. Deney protokolii

4.2.2.Testis Agrhklarmin Olgiimii ve Testis Agwrhk indeksinin (TAI)
Hesaplanmasi

Her bir hayvanin testisi ¢evre dokularindan temizlenerek (Shimadzu (TXB62L))
hassas terazi ile tartildi. Aym1 hayvana ait sag ve sol testis agirliklar1 toplaminin
deneyin son giinii dl¢iilen viicut agirligina orani asagidaki formiile gore hesaplanarak
TAI degerleri belirlendi(102);

TAI: [(sag ve sol testis agirliklar1 toplami)/viicut agirligi] x 100

4.2.3. Biyokimyasal Incelemeler

4.2.3.1. Serum Alanin Aminotransferaz (ALT), Serum Aspartat Aminotransferaz
(AST) ve Testosteron Seviyesinin Olgiilmesi

Kan oOrnekleri 3500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve elde edilen serumlar
eppendorf tiiplere alinarak -80 °C’de sakland1. Serum aspartat aminotransferaz (AST
—SGOT), alanin aminotransferaz (ALT — SGPT) ve testosteron diizeyleri otoanalizator
cihazi (COBAS 8000 HITACHI) kullamlarak dlgiildii. Ol¢iim &ncesinde referans
deger kullanilarak kalibre edildi.
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4.2.3.2. Testis Dokusundan Oksidan ve Antioksidan Seviyelerinin Ol¢iilmesi
4.2.3.2.1. Total Antioksidan Seviyesi (TAS), Total Oksidan Seviyesi (TOS) ve
Oksidatif Stres indeksi (OSI)’nin Belirlenmesi
Testis dokusundan 1 gr’lik 6rnekler alinarak -80 °C’de saklandi. Doku &rnekleri
homozenizator ile soguk fosfat buffer saline (0.1 M; pH 7.4) icerisinde homojenize
edildi. Homojenizatlar 5000 g’de 5 dakika +4 C’de santrifiij edilerek slipernatantlar
godelere otanalizor cihazina (Selectra, HOLLANDA) yiiklendi ve Erel tarafindan
gelistirilen Rel Assay Total Oksidan ve Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip San.
ve Tic. Ltd. Sti. Gaziantep, Tiirkiye) ile 6l¢tildi (103, 104).

Oksidatif Stres Indeksi degeri ise TAS ve TOS degerleri kullanilarak asagidaki
formiille hesaplandi: OSI (arbitrary unit) = TOS (pol H202 equivalent/L) / TAS (pol
Trolox equivalent/L)(105).

4.2.3.2.2 Malondialdehit (MDA), Katalaz (CAT) ve Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Olc¢iimii
Dokulardaki MDA, CAT ve SOD o6l¢timleri igin yukarida belirtilen sekilde elde edilen
stipernatantlar kullanildi. MDA, CAT ve SOD seviyeleri siganlar i¢in spesifik olarak
iiretilen monoklonal antikorlar ELISA sistemi ile (EO869Ra, EO168Ra, EO156Ra,
Bioassay Tecnology Laboratories, Giiney kore) ol¢iildi.MDA, CAT ve SOD
Olctimleri i¢in asagidaki kit prosediirii kullanildi.
Onceden monoklonal antikorla kaplanmis olan ELISA plakas1 kuyucuklarina
slipernatant ilave edildi.
1. Standart olarak 6 kuyucuga 24ng/ml, 12ng/ml, 6ng/ml, 3ng/ml, 1.5ng/ml,
0.75ng/ml seklindeki standart ilave edildi.
2. Plaka 60 dakika 37°C’de agz1 kapal1 bir sekilde inkiibe edildi.
3. Daha sonra kuyucuklar ELISA yikayicida solisyonu ile 5 defa yikandi.
4. Kuyucuklara A ve B solisyonlar1 damlatilarak 10 dakika 37°C’de agz1 kapali
bir sekilde inkiibe edildi.
5. Stop solisyonu ilave edilen kuyucuklar 30 dakika sonra ELISA okuyucuda 450
mm de okundu.
6. Sonuglar Intra-Assay: CV<8% , Inter-Assay: CV<10% olacak sekilde CAT
icin ng/gr, MDA i¢in nmol/gr ve SOD i¢in U/gr olarak belirlendi.
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4.2.4. Molekiiler incelemeler

4.2.4.1. Testis Dokusunda Antioksidan, Anti/ProApoptotik Ve Steroidogenezis ile
flgili Gen Ekspresyonlariin Belirlenmesi

4.2.4.1.1. RNA izoloasyonu

RNA izolasyonu amaciyla -80 °C'de muhafaza edilen testis dokularindan her hayvanda
esit olacak sekilde yaklagik 50 mg doku o6rnegi alindi ve 800 pL soliisyon trizol
(TRIzol Reagent-Invitrogen, USA) igerisinde homojenizatér yardimiyla homojenize
edildi. Homojenizatlar baska bir mikrofiij tiipe aktarildi ve {izerine 200 pl kloroform
konularak tiipler vortekslendi. 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra +4 C de 12,700
g’de 15 dk santrifiij edildi.

Ustteki sulu fazdan yaklasik 500 ml sarsmadan almarak baska bir tiipe
aktarildi, tizerine 500 ml izoproponol eklendi ve oda 1sisinda 10dk bekletildikten sonra
+4 C 12,700g’de 10 dk santrifiij edildi. Dibe c¢oken RNA peleti iizerindeki
izopropronollii stipernatant dokiildii. Peletler ii¢ kez etil alkolde (-20°C; % 70lik, %
70lik ve %95lik) yikama yapildi. Her defasinda +4 °C 77000 devirde 5dk 3er kez
santrifiijlendi ve stvilar bosaltildi. Elde edilen RNA peleti 37 °C’de kurutuldu ve
niikleaz igermeyen 100 pl H2O igerisinde 65 C’de 5 dk bekletilerek ¢oziindiiriildii.
Total RNA miktar1 nanodrop (Thermo Scientific Nanodrop 2000c) kullanilarak

belirlendi.

Total RNA konsantrasyonunu belirlemek amaciyla nanodrop cihazinin okuyucu
boliimiine 6nce 2 pl dietilpirokarbonatli (DEPC) su (ddH20) daha sonra da cihazin
okuma yiizeyine 1pl RNA 6rnegi steril pipet ucu ile damlatilarak Slgtimler yapildi.
Orneklerin RNA miktarlar1 ng/ul seklinde kaydedildi. Total RNA konsantrasyonlari
belirlenen 6rnekler cDNA yapiminda kullanildi. Elde edilen 6rnekler diger analizler

i¢in -80°C’de saklandi.

4.2.4.1.2. cDNA sentezi

Total RNA’dan tek zincirli cDNA iiretilmesi i¢in ticari Kit [(RevertAid First Strand
cDNA sentez kiti (Fermentas, ABD)] kullanildi. Daha sonra Total RNA’dan
2pg/20plalinarak tizerine 1 pl oligo-dT + 1 pl random hexamer ilave edildi (Random

hexamer ile oligodt miks soliisyon yapilip RNA’ya ilave edildi). Miks soliisyon 6rnek
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sayisinin bir fazlasi olacak sekilde hazirlandi (5x Reaksiyon tamponu 4 pl, 1 pl
RiboLock RNase Inhibitor, 1 pl Reverse Aid Transcriptase, 2 pl 10 uM dNTP miks).
Elde edilen miks soliisyondan 8 pl her kuyucuga konuldu. Hafifce karistirildi ve
santrifiij edildi.

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

Calismada apoptozis ile ilgili genlerden B-cell lymphoma 2 (BCL2), BCL2 Associated
X (BAX), Caspase-activated DNase (CAD) arastirildi. Anti-oksidan enzim genler
zinc-superoxide dismutase (Zn_SOD), magnesium-superoxide dismutase (Mg-SOD),
catalase (CAT), Glutathione peroxidase 1 (GPx1) ve steroidogenezis yolagi genler
(androgen-binding protein (ABP), Steroidogenic acute regulatory protein (StAR))
aragtirtlmistir. Kontrol (house keeping gene) olarak glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) ve Beta —Actin (B-act) genleri kullanilmigtir. Boya olarak
cift iplik¢ikli DNA’ya baglanabilen SyberGreen (Maxima™ SYBR qPCR Master Mix
(2X) for Real-time PCR Fermentas Life Sciences) kullanildi. PZR reaksiyonu cDNA
ile birlikte hizli reaksiyon tiipiinde total hacim 10 pl [5 pl, Primer 0,1 ul, su 3,9 ul
RNase Free, DNase Free(RNAse-free DNAse I, (Promega )) template 1 pl (cDNA)]
numune sayisinin bir fazlasi olacak sekilde miks sollisyon hazirlandi. Kontrol
yapildiktan sonra Real Time PZR’a dikkatlice yerlestirildi. Reaksiyon 1s1 profili;
+95°C 10 dakika 6n denatiirasyon, 40 siklus 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 30 saniye ve
72°C’de 30 saniye olacak sekilde ayarlandi. Melting Curve (erime egrisi) analizi i¢in
95°C’de 15 saniye, 60°C’ye 1 dakika 1s1 profili ayarlandi. Hedef genlerin
yiikseltgenmesi amaciyla Real-Time qPZR cihazi kullanildi. Elde edilen esik dongiisti
(Ct) degerleri herbir gen i¢in ayr1 ayr1 kayit edildi. Real time PZR analazi i¢in veri
hazirlama;

Elde edilen Ct degerlerinin normalizasyonunda Livak ve Schmittgen (2001)
tarafindan belirtilen 2"*Ct yontemi kullamld: (106).

ACt 1 =CT ( hedef gen —uygulama grubu ) — CT (referans gen — uygulama grubu)

ACt 2 = CT (hedef gen — kontrol) — Ct (referans gen — kontrol)
AACt = ACt 1 (uygulama grubu) - ACt 2 (kontrol grubu)
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Bu formiile gére; GAPDH, B-actin genlerinin Ct degerlerin geometrik ortalamasi
alindi. Calismada kullanilan 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 degerleri belirlendi. 2"-AACt metoduna gore kat
degisimi seklinde elde edilen verilerin aritmetik ortalamasi, standart hatas1 belirlendi.

Elde edilen degerlerin Microsoft Excel programinda grafikleri hazirlandi.

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

StAR Forward | CTGCTAGACCAGCCCATGGAC
Reverse | TGATTTCCTTGACATTTGGGTTCC
ABP Forward | ATGTGAAGCCTGGGTACCTG
Reverse | GTGAACCCCAAGCAGTTGAT
Bel-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
Z1-SOD Forward | GAGCAGAAGGCAAGCGGTGAA
Reverse | CCACATTGCCCAGTTCTC
GPxl Forward | CTCTCCGCGGTGGCACAGT
Reverse | CCACCACCGGGTCGGACATAC
B-actin Forward | GCCAGAAAAGCCTCTAATCCACCTCC
I Reverse | GCTAGGAGCCAGGGCAGTAATCT
GAPDH Forward | ATGGAGAAGGCTGGGGCTCACCT
Reverse | AGCCCTTCCACGATGCCAAAGTTGT

4.2.4.2. Testis Dokusundan Pro-Caspase-3 Protein Miktarimin Western Blot
Yontemi ile Belirlenmesi

4.2.4.2.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu i¢in 100 mg testis doku protein lizis solusyonu (Thermo Proteo
JETTM Mammalian Cell Lysis Reagent, ABD) i¢inde bir homojenizatér(Heidolph

homogenizers,SilentCrusher, Almanya) yardimi ile homojenize edildi. Homojenizat
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14,000 g’de 15 dk santrifiij edildikten sonra siipernatantayr1 bir tiipe aktarildi ve igine
proteaz inhibitdr konkteil ilave edilerek -80 C’de muhafaza edildi.

4.2.4.2.2. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
Izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 sepektrofometrede olgiiliip toplam 40
microgram/pul olacak sekilde total protein yiikleme tamponu olan 2x lammeli tampon
(gliserol+b-merkapto etenol+brom creasol blue) i¢inde (toplam 10 ul) 5 dk 65 C’de
bekletildi. Daha sonra SDS-PAGE i¢in hazir jel (Biorad) transfer edildi. Testis protein
ornekleri poliakril amid jelinde (SDS-PAGE) 80 V’de 30 dakika ve 120 V’ de 1 saat
yiritildd.

4.2.4.2.3. Protein transferi ve blotlama

Poliakril amid jelde ayristirilan protein bantlari (nitroselluloz membrana (BioRad))
Trans-BlotR TurboTM Transfer sistemi (BioRad) kullanilarak aktarildi. Bu islem
transfer tamponu yardimiyla (3,03 g Tris, 14,4 g Glycin, 4 ml %10’luk SDS 1 litre
icinde) 1,0 Ave 25 volt’da 30 dk siireyle uygulandi. PVDF membran1 1x TBS-T
(10xTBS: 30 g Tris, 88 gr NaCl, 1 ml Tween-20, 950 ml dH20, PH 7,6) soliisyonunda
3 kez 10’er dakika yikandiktan sonra %S5'lik yagsiz siit (BioRad, Non Fat Dry Milk,
ABD) (5 gr yagsiz siit tozu, 50 ml TBS-T) soliisyonu i¢inde 55 rpm ajitasyonda
yaklasik 2 saat boyunca blotlandi.

4.2.4.2.4. Protein immiinoblotlama ve goriintiileme

Birincil antikorlar Pro-Caspase-3 ve housekeeping antikoru (B-Actin, son
konsantrasyonu 1:1000 (1 ug/ml) ve ikincil antikorlar donkey anti-rabbit IgG 1:10000
(0,04 ug/ml) oraninda blotlama soliisyonunda (%5’lik yagsiz siitte) sulandirildi. PVDF
membrant 1x TBS-T ile 3 kez 10'ar dakika yikandi ve 1 ug/ml birincil antikor
soliisyonunda 50 rpm ajitasyonda gece boyunca +4 C'de inkiibe edildi. Ertesi giin
birincil antikor soliisyonu uzaklagtirilarak membran 3 kez 10’ar dakika TBS-T ile
yikandi. Blotlanan membranlar 0,1 ug/ml konsantrasyonlu ikincil antikor soliisyonu
iginde 2 saat boyunca 50 rpm ajitasyonda ve oda 1sisinda inkiibe edildi. Hedef proteinin
saptanmasi i¢in BioRad Clarity Western Blot Substrat kemiliiminesans (Peroksidaz,

Luminol ensahnsir 170-5060, ABD) soliisyonu kullamild:. ikincil antikor soliisyonu
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uzaklagtirildiktan sonra membranlar 3 kez 10’ar dakika 1x TBS-T soliisyonu i¢inde
yikandi ve substrat soliisyonu (1.8 : 1.8 ml) ile ajitasyonda oda 1sisinda 5 dakika
boyunca muamele edildi. Membranlar tarayici cihaz (Licor C-DiGit® Blot Scanner,

ABD) ile goriintiilenerek dijital ortamda kaydedildi.

4.2.5. Histopatolojik Degerlendirmeler

Bouin solusyonunda 18 saat tespit edilen dokular kiigiiltiilerek kasetlere alind1 ve
musluk suyunda 16 saat yikandiktan sonra sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1. % 70 alkolde 1 saat

2. %380’lik alkolde 1 saat

3. %090’lik alkolde 1 saat

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

5. % 100’1tk alkolde bir gece

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

Yarisi ksilol (46-48 °C) parafinde 20 dk, yumusak parafinde (46-48 °C) 20 dk
ve sert parafinde (56-58 °C) 20 dk boyunca etiivde bekletildi ve dokular parafin
bloklara gomiildii. Bu bloklardan mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesitler alindi.
Doku 6rnegi kesitleri sicak su banyosunda (48 °C ) agilmasi saglanarak poly-L-
lysinli lamlara alindi.

Deparafinizasyon Asamasi:Poly-L-lysinli lamlara alinan kesitler sirasiyla %60,
%70, %80, %90 ve %96’lik etanol (ETOH)’de 1 saat bekletildi. Daha sonra kesitler
saf alkolde inkiibe edildi ve arkasindan yarim saat boyunca ksilen ile muamele edildi.
Slaylar etiivde 60 dk 60 °C’de bekletilerek deparafinize edildi.

Hematoksilen-Eosin Boyamasi: Deparafinize slaytlar 3 kez 10 dk siireyle
ksilende bekletildi. Slaytlar 3’er kez %100’liik, %95°lik ve %75°1ik ETOH iginde (20-
40 kez slaytlar batirilip ¢ikarildi) bekletildi ve 30-50 defa musluk suyuna daldirildi.
Hematoksilen boyamasinda 5 dk bekletildi ve tekrar 30-50 defa musluk suyuna daha
sonrada %95’1ikETOH e (15-20 defa) daldirildi. Eosin boyasinda 10 dk bekletildi. 2
kez %95’1lik ve 3 kezde %100’liik ETOH ig¢inde tekrar bekletilerek dokularin suyu
alindi. Daha sonra 3 defa daha ksilende bekletildikten sonra (30-50 defa) slaytlara

entelan damlatilip lamel yapistirildi.
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4.2.5.1. Histopatolojik inceleme

Testis doku kesitleriHematoksilen-Eosin ile boyanarak dijital kamerali (NIKON 80i)
151k mikroskobuyla degerlendirildi. Mikroskopta X100’liik bliyiitmede germinal epitel
tabakasinin diizenli olup olmadigina, spermatogenesis faaliyetlerin asamasina ve

seminifer tlibiil ¢aplarina bakildu.

4.2.5.2. Iimmunohistokimyasal inceleme

4.2.5.2.1. Pro-Caspase-3 Proteininin Dokuda Gosterilmesi

Dokular calkalayicida sirasiyla; %25 ve %50’lik ETOH icinde 15°er dk %75’lik
ETOH ile 35 dk yikandi. Arkasindan %100’lik ETOH ile yikama yapildi. Tekrar
%100 ETOH ile 30 dakika 25°C’de karistiricida yikama iglemi yapildi. Bundan sonra
tiipler +4°C’deki karistirictya alinarak iki giinde bir %100’liikk ETOH ile yikamasi
yapildi. Ertesi giin plastik kaset igerisinde 20 dk boyunca 25°C’de %100 ETOH
igerisinde etlivde bekletildi.

Daha sonra %100’lik Xylene dolu beherin agzi aliiminyum folyo ile
kaplanarak etiivde 25°C’de 45 dk boyunca tutuldu. Kasetler parafin i¢ine konularak
%100 paraplastda 65°C’de bir gece inkube edildi. Parafin her 15 dk’da bir karistirildi.

Parafin igerisine gomiilen dokulardan mikrorotary mikrotom ile Sum
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, doku kirigikliklarini 6nlemek i¢in 45°C’deki su
banyosunda 5 dk bekletildikten sonra poly-lysinli slaytlara alindi ve kurutuldu. Daha
sonra slaytlar THK asamasma kadar (kaset iginde) saklandi. Lamlar, doku
kirigikliklarini kaldirmak ve doku yapismasini artirmak igin IHK asamasindan &nce
65°C de 5 dk inkiibe edildi.

Lamlar1 deparafinize etmek i¢in; her biri 3dk olacak sekilde sirasiyla ksilen,
%100’liik ETOH, %75°lik ETOH ve %50°lik ETOH 2’ser kez uygulandi.Lamlar tespit
sollisyonunda (90 birim %100 Methanol ile 10 birim %33’luk Hidrojen Peroksit) 25
°C’de 10 dk boyunca calkalandh.

Antijen geri kazanim islemi (Antijen retrieval) i¢in lamlar%2’lik sitrik asit
¢ozeltisi igine daldirildi. Uzeri streg filmle kapatilan cam kaplar mikrodalgada firinda
20 dakika tutuldu. Daha sonra lamin doku disinda kalan kismi1 kagit mendille silindi
ve dokunun etrafi hidrofobik kalemle c¢izildi boylece sivinin disar1 dagilmasi bariyer

olusturularak engellendi.

41



Uzerine % 1°lik Tris-Buffered Saline Tween (TBSTw) damlatildi ve 25 C’de
5 dk ¢alkalandi. TBSTwmikropipetle ¢ekildi ve lizerine dnceden hazirlanilmis %10’ luk
blok RGBT (Roche Blocking Reagent) soliisyonunu ilave edilerek 25°C’de 1 saat
boyunca ¢alkalandi. RGBT soliisyonu(10 ml %1°lik), ke¢i serumu (0,5 ml %5°’lik),
BSA (S1g1r serum albiimin;0,1 g % 1°lik), 1 ml bloklama reaktifi ve 8,5 ml TBSTw ile
karigtirilarak hazirlandu.

Calkalama isleminden sonra slayt {lizerindeki sivi alindi ve tekrar TBSTw
damlatilarak tekrar calkalandi. Slayt tlizerindeki TBSTw alindi, {lizerine Avidin
soliisyonunu damlatilarak 25°C’de 15 dakika boyunca ¢alkaland1. Slaytlar TBSTw ile
tekrar yikandi ve hazir Biotin sollisyonunu damlatilarak 25°C’de 15 dk boyunca
calkalandi. Temizleme islemi tekrarlandi. Pro-Caspase-3 antikoru katilmis RGBT
(1:100 oraninda) ile +4°C’de bir gece boyunca ¢alkalanarak bekletildi.

Slaytlar TBSTw ile 25°C’de 5’er dk siire ile 8 kez yikandi. Dokularin 3,3’
diaminobenzidine (DAB) ile boyanmasi i¢in RGBT (1:250 oranda dilue edilmis) i¢ine
biotin isaretli sekonder antikor eklendi ve 25°C’de 1 saat ¢alkalandi. Bu arada da
avidin biotin kompleksi (ABC Kompleks) hazirlandi. Her bir lam i¢in 100 ml TBSTw,
0.8 ul Reagent A, 0.8 ul Reagent B’den olusan bir karisim hazirladi. Bu ABC
kompleks solusyonda 25°C’de 45 dk boyunca inkube edildikten sonra lam tizerinde
sekonder antikorlarin temizlenmesi icin TBSTw ile 25°C’de 5 dk 7 kez ¢alkalandi. Bu
islemler sirasinda DAB soliisyonu kit protokoliine gore hazirlandi ve lamlara
damlatildi. DAB solusyonunda 1-10 dk arasinda bekletildikten sonra 5dk boyunca
dH20 ile yikandi. Slaytlar hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi i¢in Hematoksilen
boyasina (15 sn) daldirildi. Preperatlar 151k mikroskobuyla incelendi ve goriintiileri

kayit edildi.
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4.2.6. Istatistiksel Analiz

Deneklere ait verilerin normal dagilima uygunluklar1 ve varyanslarinin homojenligi
test edildi. Normal dagilim gostermeyen verilerin logaritmasi alinarak dontistiirme
islemi yapildi. Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) kullanildi. Gruplarin kendi aralarinda karsilastirmasinda Tukey testi
kullanildi. Ayrica sonuglara Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Grup ortalamalari
ortalama + Standart Hata (SEM) seklinde sunuldu ve gruplar arasindaki farkliligin
onemi p<0,05 olarak kabul edildi. Gruplar aras1 farkliliklar tablo ve sekiller lizerinde
farkli harfler ile gosterildi. Siganlarin deney basi ve deney sonu canli agirliklari ise
tekrarli orneklerde varyans analizi ile karsilagtirildi. Verilerin analizinde SPSS

istatistik programi kullanildi (17.0).
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5. BULGULAR

5.1. Klinik Bulgular

Calisma siiresince kontrol grubunda herhangi bir klinik bulguya rastlanmamustir. ilag
uygulamalarmin 3.giiniinde hem MTX ve hemde SLM uygulanan gruplardan MTX
(1.Giin)’de 5 hayvanda ve MTX (1.Giin)+SLM’de 2 hayvanda diyare goriildii. Diyare
bir giin sonra durdu ve hayvanlarin genel durumlarinin iyilestigi kaydedildi. Ayrica
¢alismanin 5. giiniinde MTX (1.Giin)+ SLM grubunda bir adet ve SLM grubunda ise
iki adet sicanin 61digi gorildi.

5.2. Canh Agirliklarin Degerlendirilmesi
Kontrol grubundaki siganlarin deney dncesi ve deney sonrasi canli agirliklar arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir farklilik goriillmemistir (p>0.05).

Metotreksat (MTX (1.Glin)) grubundaki siganlarin deney Oncesi ve deney

sonrasi canli agirliklari arasinda anlamli bir diisiis goriilmiistiir (p<0.05).

Metotreksat+Silimarin uygulanan (MTX (1.Giin)+SLM) siganlarda deney
Oncesi ve deney sonrasi canli agirliklar1 arasinda anlamli bir diisiis goriilmiistiir

(p<0.05).

Silimarin uygulanan gruptaki siganlarin (SLM) deney 6ncesi ve deney sonrasi

canli agirliklart arasinda anlamli bir farklilik gériillmemistir (p>0.05).

Metotreksat uygulanan gruptaki si¢canlarin (MTX (7.Giin)) deney Oncesi ve

deney sonrasi canli agirliklart arasinda anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0.05).

Metotreksat+Silimarin uygulanan grupta (MTX (7.Giin)+SLM) deney Oncesi

ve deney sonrasi canli agirliklar1 arasinda anlaml bir farklilik goriilmemistir (p>0.05,

Sekil 4).
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- Deney Bagi Canli Agirlik

- Deney Sonu Canll Agirhk
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Sekil 4. Deney basi ve deney sonu siganlarin canli agirlik degisimi.*p<0.05 deney
oncesi degerlerle karsilastirildiginda. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin):
l.glin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu (n=8).

Tablo 2. Deney basi ve sonunda gruplardaki canli agirlik degisimlerini gésteren tablo.
Ortalama + SEM degerini belirtmektedir. Istatistiksel hesaplamalarda tekrarli rneklerde
varyans analizi kullanildi. Ayn1 sutunda farkli harf (*°) tastyan ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

MTX
GRUPLAR MTX MTX MTX .
Kontrol .. .. SLM .. (7.Giin)+S
(1.Giin) (1.Giin)+SLM (7.Giin) LM
Deney Bas1 Canh
Agirhik(gr) 312,57+25,49 312,50+15,772 316,25+21,75% 3207123,86 | 333,75+1566 | 306,88+18,58
Deney Sonu Canh
Agirhk(gr)
313,71£21,75 290,75+13,54° 270,25+15,36° | 317,40+19,71 | 324,50+13,71 | 296,75+14,75
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5.3. Testis Agirhk Indeksi

Gruplar arasinda testis agirlik indeksi yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemistir (p>0.05, Sekil 5).

Testis Agirhk Indeksi
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Sekil 5. Testis agirlik indeksi degerleri. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gtin):
l.glin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.giin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.giin metotreksat+tsilimarin grubu (n:8).

Tablo 3. Testis agirlik indeksi degerleri.Ortalama = SEM degerini belirtmektedir. Istatistiksel

hesaplamalarda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Gruplar arasi karsilastirmada
post-hoc Tukey testi kullanildu.

Testis agirhk indekisi(gr)

Kontrol 0,98+0,10
MTX (1.Giin) 0,940,08
MTX (1.Giin)+SLM 0,990,10
SLM 0,91+0,08
MTX (7.Giin) 0,92:+0,08
MTX (7.Giin)+SLM 0,99+0,09
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5.4. Serum Biyokimya Degerleri
5.4.1. Serum Testosteron Konsantrasyonu

Serum testosteron konsantrasyonu bakimindan gruplar arasindaki yapilan ikili
karsilastirmalar da hem MTX (1.Giin) hem de MTX (1.Glin)+SLM grubunun kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir (p>0.05, Sekil 6).

Serum Testosteron Konsantrasyonu

1,8

€12
"\‘.
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0 ' -
KONTROL  MTX (1Giin)MTX (1.Giin) +SLM MTX (7.Giin)MTX (7.Giin) +SLM

Sekil 6.Serum testosteron degerleri [Tim gruplar kendi aralarinda kiyaslandi ve a, b
farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir
(p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin): 1.giin metotreksat grubu
(n=8), MTX (1.Glin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin
grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.giin metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Glin)+SLM:

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

MTX (1.Giin) grubundaki ALT enzim aktivitesinin kontrol ve diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek oldugu gorilmistiir (p<0.05). MTX
(7.Gilin) ve MTX (7.Glin)+SLM gruplar1 ile kontrol grubu arasindaki fark ise

istatistiksel olarak anlamli gériilmemistir (p>0,05, Sekil 7).

o Serum ALT Enzim Aktivitesi
60
50
— 40
S
=)
30
20
10
0
KONTROL MTX (1.Gain) MTX (7.Gin)
(1.Ga n}l—SLM (7. Gun}l—SLM

Sekil 7. Serum ALT degerleri degerleri [Tiim gruplar kendi aralarinda kiyaslandi ve
a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu
gostermektedir(p<0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin): 1.giin
metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+tsilimarin grubu
(n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu (n=8) ve
MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu (n=8).

48



5.4.3. Serum Aspartat Aminotransferaz (AST) Aktivitesi

Gruplar arasinda serum AST degerlerine bakildiginda kontrol grubuna gore
MTX (1.Giin) grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gorilmistir (p<0,05).
MTX (1.Giin)+SLM, MTX (7.Giin) ve MTX (7.Giin)+ SLM gruplari ile kontrol grubu
kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0,05, Sekil 8).

200 Serum AST Enzim Aktivitesi
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Sekil 8.Serum AST degerleri degerleri [Tiim gruplar kendi aralarinda kiyasland: ve a,
b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu
gostermektedir(p<0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin): 1.giin
metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin grubu
(n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu (n=8) ve
MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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Tablo 4. Serum ALT, AST Aktiviteleri ve Testosteron Seviyesi. Ortalama = SEM
degerini belirtmektedir. Ayni satirda farkl: harf (*) tastyan ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Istatistiksel hesaplamalarda tek-yonlii varyans
analizi (ANOVA), gruplar arasi karsilastirmada post-hoc Tukey testi kullanildi.

MTX
MTX (1.Giin)+ (7.Giin)+
Gruplar Kontrol SLM SLM SLM
ALT (UlL) 36,85+4,04 2 59,02+1,09° 36,11+2,722 39,02+2,83 2 47,45+1,912 42,3+2,832
AST (U/L) 101,77+8,272 164,88+11,24° 139,24+24,012° 125,745,352 128,33+9,002 137,24+8,932
Testosteron
(ng/ mL) 1,32+0,202 0,31+0,06° 0,27+0,07 ° 1,46+0,252 1,6+0,07 2 1,370,292
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5.5. Testis Dokusundaki TAS, TOS, OSI, MDA, CAT, SOD Degerleri
5.5.1. Testis Dokusu Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Total antioksidan seviyesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece MTX (1.Giin)
grubunda istatistiksel olarak anlamli 6lgiide azaldigr (p<0.05); MTX (1.Giin) + SLM,
MTX (7.Giin) ve MTX (7.Giin)+ SLM gruplarinda ise sayisal olarak azalma olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05,Sekil 9).
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Sekil 9. Testis dokusu Total Antioksidan Seviyesi (TAS) degerleri [Tiim gruplar kendi
aralarinda kiyaslandi ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin):
1.giin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.glin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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5.5.2. Total Oksidan Seviyesi(TOS)

Total oksidan seviyesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda MTX (1.Giin) ve
MTX (7.Giin) gruplarinda 6nemli Slgiide arttig1 (p<0.05);MTX (1.Giin) + SLM ve
MTX (7.Giin)+ SLM grubunda ise sayisal olarak artmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik goriillmemistir (p>0,05, Sekil 10).
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Sekil 10. Testis dokusu Total Oksidan Seviyesi (TOS) degerleri [Tiim gruplar kendi
aralarinda kiyaslandi ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin):
1.giin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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5.5.3. Testis Dokusunda Oksidatif Stres Indeksi (OSI: TOS / TAS)

Oksidatif stres indeksi kontrol grubu ile kiyaslandiginda MTX (1.Giin) ve
MTX (7.Giin) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olarak arttigi gorilmistiir
(p<0.05). MTX (1.Gtiin) + SLM ve MTX (7.Glin)+ SLM grubunda ise kontrol grubuna
gore sayisal olarak artmasina ragmen OSI seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik goriilmemistir (p>0,05, Sekil 11).
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Sekil 11. Testis dokusu Oksidatif Stres Indeksi (OSI) [Tiim gruplar kendi aralarinda
kiyasland1 ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin):
1.giin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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5.5.4. Testis Dokusu Malondialdehit (MDA)Seviyesi

Malondialdehit seviyesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece MTX
(1.Giin) grubunda anlamli olarak arttigi goriilmiistiir (p<0.05). MTX (1.Giin) + SLM,
MTX (7.Giin) ve MTX (7.Glin)+ SLM gruplarindaki MDA seviyesi kontrol grubuna

gore artmis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir
(p>0,05, Sekil 12).
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Sekil 12. Testis dokusu Malondialdehit (MDA) degerleri [Tim gruplar kendi

aralarinda kiyaslandi ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugunu gostermektedir (p <0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin):
l.glin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.giin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.gilin metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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5.5.5. Testis Dokusu Siiperoksit Dismutaz ( SOD)Seviyesi

Stiperoksit dismutaz seviyesinin degisimi elde edilen sonuglara gore kontrol
grubu ile kiyaslandiginda MTX (1.Giin) ve MTX (1.Glin) + SLM grubunda anlamli
olarak azaldigi gorilmiistir (p<0.05). Diger gruplar ise kontrol grubuna gore

kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0,05, Sekil 13).
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Sekil 13.Testis dokusu SiiperoksitDismutaz (SOD) degerleri [Tiim gruplar kendi
aralarinda kiyaslandi ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin):
l.glin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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5.5.6. Testis Dokusu Katalaz ( CAT) Seviyesi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda MTX (1.Giin) ve MTX (7.Glin) grubunda
CAT seviyesinin anlamli olarak azaldigi gortilmiistiir (p<0.05). MTX (1.Giin) + SLM
ve MTX (7.Glin)+ SLM gruplarinda ise kontrol grubuna gore sayisal olarak katalaz

seviyesi azalmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir
(p>0,05, Sekil 14).
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Sekil 14. Testis dokusu katalaz (CAT) degerleri [Tiim gruplar kendi aralarinda
kiyasland1 ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
oldugunu gostermektedir (p < 0,05)].Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin):
l.glin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.gilin metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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Tablo 5. Testis dokusunda bazi oksidan ve antioksidan parametreleri. Ortalama +

SEM degerini belirtmektedir. Aymi satirda farkli harf (3°) tasiyan ortalamalar

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). istatistiksel hesaplamalarda tek-

yonlii varyans analizi (ANOVA), gruplar arasi karsilastirmada post-hoc Tukey testi
kullanildi.

Gruplar MTX MTX
(1.Giin)+ (7.Giin)+
SLM

CAT
(ng/g) 443,003,732 | 278,40+28,31° | 403,89+27,40° | 431,47+3,24° | 351,28+14,87° | 381,19+26,012P
MDA
(ng/g) 12,98+0,992 16,80+0,66° 15,74+0,48 20 12,85+1,312 14,49+0,5320 13,670,430
SOD
(U/g) 3,57+0,152 2,73+0,14° 3,01+0,10° 3,70+0,092 3,65+0,28? 3,53+0,142
TAS
(mmol/g) 1,74+0,032 1,52+0,03P 1,67+0,02 2P 1,69+0,08 2P 1,69:£0,07 2P 1,68+0,022°
TOS

9 :‘E 9 9 :l: 9 9 :b 9 % 9 9 9 :b 9 9 :l: 9 ’
(umol/g) 15,34+1,01° 22,09+1,44P 17,88+0,5920 15,51+0,492 20,14+0,82" 16,78+0,98 a0
OSI(TOS/
TAS) 0,886+0,0622 | 1,358+0,121° | 1,73+0,047 20 | 0,952+0,0452 | 1,183+0,0542° 1,0220,064°
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5.6. Molekiiler Bulgular

5.6.1 Steroidogenezis, Apoptozis ve Antioksidanlar ile flgili Genlerin mRNA
Diizeyindeki RT-PZR Analizleri

5.6.1.1. Testis Dokusu Steroidogenezis Akut Diizenleyici Protein (StAR) Gen
Ekspresyonu

Steregoenesiz yolaginda 6nemli bir tasiyici protein olan StAR’in gen ekspresyon
diizeyi incelendiginde kontrol grubuna goére hem MTX (1.Glin) hem de MTX
(1.Glin)+SLM de StAR ekspresyonun istatisitiksel olarak anlamli 6lgiide azaldig
goriilmistiir (p<0.05). SLM grubunda ise StAR ekspresyonu kontrol grubuna goére
benzerdir. Diger gruplar kontrol grubuna ile kiyaslandiginda MTX (7.Giin) ve MTX
(7.Glin)+SLM uygulamasinin StAR mRNA ekspresyonunun anlamli dlgiide arttigi
goriilmiistiir (p<0.05, Sekil 15).
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Sekil 15. Testis dokusunda steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) mRNA
ekspresyonu [Tiim gruplar kendi aralarinda kiyaslandi ve a, b, ¢ farkli harfler gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu géstermektedir (p < 0,05)]. Kontrol:
kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin): 1l.glin metotreksat grubu (n=8), MTX
(1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5),
MTX (7.Glin): 7.giin metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.giin

metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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5.6.1.2. Testis Dokusu Androjen Baglayic1 Protein(ABP) Gen Ekspresyonu

Sertoli hiicrelerinde testosteron baglanmasindan sorumlu onemli bir
glikoprotein olan ABP’nin gen ekspresyon diizeyi incelendiginde kontrol grubuna
gore sadece SLM grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artma gortliirken, diger
gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goériilmemistir
(p>0,05, Sekil 16).
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Sekil 16.Testis dokusunda androjen baglayici proteinin (ABP)MRNA ekspresyonu
[Tim gruplar kendi aralarinda kiyaslandi ve a, b farkli harfler gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol
grubu (n=7), MTX (1.Giin): 1.giin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Glin)+SLM:
1.giin metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin):
7.gilin metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.glin 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 diizeyi incelendiginde
kontrol grubuna gére MTX (1.Giin) ve MTX (1.Giin) + SLM gruplarinda CAD gen
ifadesinin anlamli olarak arttigi gorilmistiir (p<0.05). MTX (7.Giin) ve MTX
(7.Giin)+SLM gruplarinda kontrol grubuna gore gen ifadesinde artis gozlenmesine

ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli gériillmemistir (p>0,05, Sekil 17).

CAD (Kaspaz ile Aktive Edilen DNaz)

nim

KONTROL  MTX (1.Giin) MTX MTX (7.Giin)
(1.Giin)+SLM (7. Gun]+SLM

mRNA diizeyinde kat degisimi

Sekil 17.. Testis dokusunda Caspase-activated DNase (CAD) mRNA ekspresyonu
[Tim gruplar kendi aralarinda kiyaslandi ve a, b farkli harfler gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol
grubu (n=7), MTX (1.Giin): 1.glin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM:
1.glin metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin):
7.glin metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.glin metotreksat+silimarin
grubu (n=8).
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5.6.1.4. Testis Dokusunda Bcl-2 iliskili X (BAX) Gen Ekspresyonu

Pro-apoptotik bir protein olan BAX’1n gen ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore
MTX (1.Giin) ve MTX (1.Giin) + SLM gruplarinda anlamli artig goriilmiistiir
(p<0.05). MTX (7.Giin) ve MTX (7.Glin)+SLM gruplarinda ise kontrol grubuna gére
gen ifadesinde artis gozlenmesine ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli

goriilmemistir (p>0,05, Sekil 18).
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Sekil 18.Testis dokusu Bcl-2 Iliskili X’in (BAX) mMRNA ekspresyonu [Tiim gruplar
kendi aralarinda kiyaslandr ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX
(1.Glin):  l.glin metotreksat grubu (n=§), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin
metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.giin
metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.glin 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 diizeyi incelendiginde kontrol
grubuna gore MTX (1.Giin) + SLM ve MTX (7.Giin)+SLM gruplarinda anlamli bir
artig gorilmistiir (p<0.05). Kontrol grubuna gére MTX (1.Giin) grubunda sayisal
olarak Bcl-2 gen ekspresyonu azalmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gériilmemistir (p>0,05, Sekil 19).
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Sekil 19. Testis dokusu Bcl-2 mRNA ekspresyonu [Tim gruplar kendi aralarinda
kiyaslandi1 ve a, b, ¢ farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gtin):
1.giin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.glin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.giin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu (n=8).
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5.6.1.6. Testis Dokusu Bax/Bcl-2 Gen Ekspresyon Oram

Apoptozis belirteci Bax ve Antiapoptotik Bcl-2 gen ekspresyon diizeyi incelendiginde
kontrol grubuna gére MTX (1.Giin) grubunda anlamli bir artis goriilmistiir (p<0.05).
Kontrol grubuna gore diger MTX uygulanan gruplarda sayisal artis olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05, Sekil 20).
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Sekil 20. Testis dokusu Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu [Tim gruplar kendi aralarinda
kiyasland1 ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Gtin):
l.glin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.glin metotreksat grubu
(n=8) ve MTX (7.Glin)+SLM: 7.giin metotreksat-+silimarin grubu (n=8).
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5.6.1.7.Testis dokusu Cinko-Siiperoksit Dismutaz (Zn-SOD) Gen Ekspresyonu

Antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir enzimi olanZn-SOD’in gen ekspresyon
diizeyi incelendiginde kontrol grubuna gére SLM grubunda anlamli bir azalma
goriliirken (p<0.05); SLM grubuyla diger gruplar kiyaslandiginda diger gruplardaki

azalmanin SLM grubuna gore anlamsiz oldugu gortilmistiir (p>0.05, Sekil 21).
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Sekil 21. Testis dokusuCinko-siiperoksit dismutaz (Zn_SOD) mRNA ekspresyonu
[Tim gruplar kendi aralarinda kiyaslandi ve a, b farkli harfler gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol
grubu (n=7), MTX (1.Giin): 1.giin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM:
1.glin metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin):
7.glin metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin
grubu (n=8).
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5.6.1.8. Testis dokusu Magnezyum-Siiperoksit Dismutaz (Mg-SOD) gen
ekspresyonu

Antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir enzimi olan Mg-SOD’un gen
ekspresyon diizeyi incelendiginde kontrol grubuna goére MTX (1.Giin) ve MTX
(7.Giin) gruplarinda sayisal olarak azalma olmasina ragmen gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05, Sekil 22).
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Sekil 22.Testis dokusu Magnezyum-siiperoksit dismutaz (Mg SOD) mRNA
ekspresyonu. Kontrol: kontrol grubu (n=7), MTX (1.Giin): 1.glin metotreksat grubu
(n=8), MTX (1.Glin)+SLM: 1.giin metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin
grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.giin metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM:

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

Antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir enzimi olan GPx1’in gen ekspresyon
diizeyi incelendiginde MTX (1.Giin)+SLM ve SLM gruplarinin MTX (1.Giin)
grubuyla kiyaslandiginda anlamli artig bir oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Diger gruplar
kontrol grubuyla kiyaslandiginda ise benzer oldugu goriilmiistiir (p>0,05,Sekil 23).
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Sekil 23.Testis dokusu Glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) mRNA ekspresyonu [Tim
gruplar kendi aralarinda kiyaslandi ve a, b farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir (p < 0,05)]. Kontrol: kontrol grubu (n=7),
MTX (1.Gilin): 1.giin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Gilin)+SLM: 1.giin
metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.giin
metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.glin metotreksat+silimarin grubu
(n=8).
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5.6.1.10. Testis Dokusu Katalaz (CAT) Gen Ekspresyonu

Antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir enzimi olan CAT’m gen ekspresyon
diizeyi incelendiginde ise gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

goriilmemistir ( p>0.05, Sekil 24).
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Sekil 24. Testis dokusu Katalaz (CAT) mRNA ekspresyonu. Kontrol: kontrol grubu
(n=7), MTX (1.Giin): 1.giin metotreksat grubu (n=8), MTX (1.Giin)+SLM: 1.giin
metotreksat+silimarin grubu (n=6). SLM: silimarin grubu (n=5), MTX (7.Giin): 7.giin
metotreksat grubu (n=8) ve MTX (7.Giin)+SLM: 7.giin metotreksat+silimarin grubu
(n=8).
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Tablo 6. Steroidogenezis, Apoptozis ve Antioksidan ile ilgili genlerin mRNA

diizeyindeki RT-PZR analiz sonuglari. Ortalama + SEM degerini belirtmektedir. Ayn1

satirda farkli harf (®°°) tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamhidir (p<0.05). Istatistiksel hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA),

gruplar arasi karsilastirmada post-hoc Tukey testi kullanildi.

GRUPLAR

GENLER

Kontrol

MTX (1.Giin)

MTX
(1.Giin)+SLM

MTX
(7.Giin)

MTX
(7.Giin)+SLM

StAR 1,08 +0,162 0,72+0,09° 0,65+0,08° 1,01£0,11% |  1,59+0,16° 1,47+0,25¢
ABP 1,05+0,252 1,030,202 1,00+0,10? 1,56+0,15° | 0,98+0,092 1,120,042
BAX 1,050,112 1,60+0,16° 1,81+0,25° 1,08+0,04% 1,350,142 1,22+0,172
Bcl-2 1,050,122 0,910,072 1,33£0,09° | 1,13£0,10*°  1,04+0,052 1,63+0,135¢
Bax/Bcl-2 1,050,112 1,80+0,24° 1,32+0,132° 1,110,152 | 1,32+0,72° 0,800,82

CAD 1,01+0,062 1,62+0,28° 1,46+0,17° 1,09+0,06% | 1,21+0,072° 1,330,112
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 1,1320,16

GPx1 1,02+0,072°¢ 0,82+0,052 1,27+0,12°¢ | 1,35+0,09°¢ | 0,91+0,092¢ 1,04+0,142°
Zn-SOD 1,010,062 0,780,082 0,680,052 0,53+0,05° | 0,74+0,022 0,75+0,072
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5.6.2. Pro-Caspase-3 Protein Miktarinin Degerlendirilmesi

Pro-Caspase-3 protein seviyesinin gruplar arasi farkliliklarinin belirlenmesi igin
membran iizerinde her bir gruba ait protein bantlarinin alani Image Studio™ Lite
(version 5.0) ile 6lgiilerek protein miktar1 belirlendi. Housekeeping (gruplar arasinda
degismedigi diisiiniilen) olarak GAPDH proteini kullanildi. Gruplarin Pro-Caspase-3

proteinleri housekeeping proteine boliinerek protein miktarlari belirlendi.

Buna gore; Pro-Caspase-3 protein seviyesi kontrol grubuna gére MTX (1.Giin)
grubunda 6nemli diizeyde azalmasina ragmen, MTX (1.Giin)+SLM grubunda anlamli
olarak arttig1 goriilmistiir (p<0,05). MTX (1.Giin) grubu ile MTX (1.Giin)+SLM
arasindaki fark ise ¢ok daha anlamli goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 25). Pro-Caspase-3
protein seviyesi acisindan degerlendirildiginde SLM, MTX (7.Giin) ve MTX
(7.Giin)+SLM gruplarinda ise anlaml bir faklilik gériilmemistir (p>0,05, Sekil 25.)

Kontrol MTX(1.Giin) MTX (1.Giin)+SLM

ProCasPase =3 | e e e w— o o ———

GAPDH P——--\__—ﬂ

Procaspase-3 protein seviyesi

Kontrol MTX (1.Gdiin) MTX (1.Giin)+5LM

Sekil 25. Testis doku gruplar Pro-Caspase-3 protein degisim miktari. *Kontrole gore,
**MTX (1.Giin) grubuna gore karsilastirildi(p<0,05).
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SLM MTX (7.Giin) MTX (7.Glin+SLM)

Procaspase-3 | s s cms s s s s " -

GAPDH F__-——___—-

1.54

Procaspase-3 protein seviyesi

SLAM MTX (7.Giin) MTX (7.Glin+5SLM)

Sekil 25 (devam). Testis doku gruplar Pro-Caspase-3 protein degisim miktar:.
*Kontrole gore, **MTX (1.Glin) grubuna gore karsilastirildi(p<0,05).
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5.7. Histopatolojik Degerlendirme
5.7.1. Testis Dokusunun Histopatolojik incelenmesi

Kontrol: Kontrol grubundaki siganlarin testis dokular incelendiginde seminifer tubul
ve epitel hiicrelerinin normal yapida oldugu; farkli gelisim evrelerinde olan spermatid

ve spermatositlerin bulundugu gozlendi. (Resim 1)

Resim 1. Kontrol grubuna ait testis kesiti,siyah tiggen: sertoli hiicresi, kalin siyah ok:

spermatosit, ince siyah ok: spermatagonium, siyah ok basi: spermatid, H&E, X20.

Olgek ¢ubugu: 100 um.
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MTX (1.Giin) grubu:Seminifer tubul g¢aplarmin arttigi, limenin genisledigi ve
icerisinde farkli gelisim evrelerinde dokiilmiis olan spermatid ve spermatositlerin
bulundugu tespit edildi. Epitelde deorganizasyon, liimene dogru itilme, seminifer
tubullerin duvarinda hafif siddette vakuollesme ve liimende yer yer kistik genisleme
gozlendi. Kiiciik capli seminifer tubullerde ise organizasyonun kismen korunmus

oldugu goriildii. (Resim 2)

Resim 2. MTX (1.Giin) grubuna ait testis kesiti, siyah ok: vakuol, siyah yildiz:

liimende dokiilmiis farkli evrelerde hiicreler, siyah ok basi: intersitisyel 6dem, H&E,
X20. Olgek ¢ubugu: 100 pm.
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MTX (1.Giin)+SLM grubu: Az sayidaki seminifer tubuliin ¢capmnin biiyidigi ve
diger cogu seminifer tubul ¢apinin kii¢lildiigii gézlendi. Seminifer tubullerin liimenin
genisledigi ve igerisinde dokiilmiis farkli gelisim evrelerinde olan spermatid ve
spermatosit bulundugu goriildi. Epitelde orta siddette deorganizasyon, liimene dogru
itilme, seminifer tubullerin duvarinda orta siddette vakuollesme, yer yer liimende
kistik genisleme gozlendi. Capi1 kii¢lilmiis olan tubullerde ise organizasyon kismen

korunmus durumda oldugu goriildii. (Resim 3)

Resim 3. MTX (1.Giin)+SLM grubuna ait testis kesiti, siyah oklu tiggen: vakuol, siyah

iicgen bazal membrandan ayrilma, beyaz yildiz:limende dokiilmiis farkli evrelerde
hiicreler, , kalin siyah ok: spermatosit, ince siyah ok: spermatagonium, siyah ok basi:

spermatid, siyah yildiz: intersitisyel 6dem,H&E, X20. Olcek cubugu: 100 pm.
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SLM grubu: Seminifer tubuller genel olarak homojen boyutlarda olup tubul
caplarinda artma veya azalma gozlenmedi. Birkag¢ seminifer tubuliin liimeninde farkli
gelisim evrelerinde olan dokiilmiis spermatid ve spermatosit goriildii.Epitelde

organizasyon biiyiik oranda korunmus oldugu goriildii.(Resim 4)

Resim 4. SLM grubuna ait testis kesiti, siyah tiggen: sertoli hiicresi, kalin siyah ok:

spermatosit, ince siyah ok: spermatagonium, siyah ok basi: spermatid, H&E, X20.

Olgek gubugu: 100 um.
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MTX (7.Giin) grubu: Seminifer tubul ¢apinda hafif siddette artis gézlendi. Cok
sayida seminifer tubuliin liimeninde dokiilmiis farkli gelisim evrelerinde olan
spermatid ve spermatosite rastlandi.Epitelde orta siddette deorganizasyon, liimene
dogru itilme, seminifer tubullerin duvarinda orta siddette vakuollesme goriildii. (Resim
5)

[

Resim 5. MTX (7.Gilin) grubuna ait testis Kkesiti, siyah ok: vakuol, siyah yildiz:
liimende dokiilmiis farkli evrelerde hiicreler, siyah ok basi: intersitisyel 6dem, H&E,

X20. Olgek ¢ubugu: 100 um.
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MTX (7.Giin)+SLM grubu: Seminifer tubuller genel olarak normal boyutlara
sahipti. Birka¢ seminifer tubuliin liimeninde farkli gelisim evrelerindeki dokiilmiis

spermatid ve spermatosit bulunmaktaydi. Epitelde organizasyon genel olarak

korunmus oldugu goriildii. (Resim 6)

Resim 6. MTX (7.Giin)+SLM grubuna ait testis kesiti: siyah iiggen: sertoli hiicresi,
kalin siyah ok: spermatosit, ince siyah ok: spermatagonium, siyah ok basi: spermatid,

H&E, X20. Olgek ¢ubugu: 100 pum.
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5.7.2. Pro-Caspase-3 Proteinin Testis Dokusunda Yerinin Gosterilmesi

Pro-Caspase-3  proteinini  eksprese eden  hiicrelerin  belirlenmesi  igin
immunohistokimya yontemi kullanilmistir. Western blot sonucglarina gore yiiksek
miktarda Pro-Caspase-3 proteini eksprese eden MTX (1.Giin)+SLM grubuna ait
orneklerde Pro-Caspase-3 proteininin hiicrelerdeki lokalizasyonu gosterilmistir. Buna
gore; Pro-Caspase-3 proteininin 6zellikle interstisyel dokudaki leyding hiicrelerinde

(mavi ok), sertoli (siyah ok) ve germ hiicrelerinde (spermatosit) oldugu tespit

edilmistir. (Resim 7).

oS 2% AN N F e S s )
Resim 7. Negatif kontrol (a, ¢, ¢) MTX (1.Giin)+SLM grubuna ait (b, d, f) Pro-
Caspase-3 proteininin hiicrelerdeki yerini gosteren drnek resimdir. Biiylitmeler 100X,

200X ve 400X tir.
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6. TARTISMA

Calismamizda, 1. ve 7. giinlerde uygulanan MTX’in olusturdugu testis hasarina karsi
SLM’nin koruyucu etkisi arastirilmistir. Bu kapsamda MTX ve SLM’nin
sakrifikasyon sonrasi serum biyokimya degerleri (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) mekanizmasinda rol oynadigi bilinen
genlerin  ekspresyonuna etkileri, Pro-Caspase-3 protein seviyesi/hiicre igi
lokalizasyonu ve testiste olusturdugu histopatolojik bulgular degerlendirilmistir.
Metotreksat ve/veya SLM uygulamasinin testis dokusundaki etkileri basliklar halinde

tartisilmistir.
Klinik Bulgular, Canli Agirhk ve Testis Agirhk indeksi

Kemoterapi, kanser tedavisinde en yaygin kullanilan yontemlerden biridir.
Bununla birlikte kemoterapi kullaniminin doku ve organlarda 6nemli toksisiteye neden
oldugu belirtilmistir (107). Metotreksat (MTX) bir folat antagonisti olup, gesitli
neoplastik ve otoimmun hastaliklarin tedavisinde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.
MTX’in oOzellikle hizla ¢ogalan hiicrelerde ciddi toksik etkilere sahip oldugu
bildirilmigtir (108). Hizla ¢ogalan bagirsak hiicreleri de MTX kaynakli toksisitenin bir
hedefidir ve bagirsak kriptlerinde yaptig1 hasarlar (ince bagirsakta villoz atrofi ve kript
ablasyonunu) nedeniyle malabsorpsiyona neden oldugu gosterilmistir (109). Ayni
zamanda MTX, epitelyal proliferasyonu ve enterosit fonksiyonunu inhibe ederek
mukozal bariyeri bozar ve sepsis riskini artirir.MTX uygulamasi sonrasi ince
barsaktaki kript hiicrelerindeki en siddetli mukoza hasarinin ortalama 72 saat sonra
izlendigi gosterilmistir (110). Ayrica MTX tedavisi sirasinda bulanti, kusma, diyare,
stomatit, gastrointestinal iilserasyon ve mukozit gibi yan etkiler goriilebilmektedir
(111). Sunulan ¢alismamizda da MTX (1.Giin) ve MTX (1.Giin)+SLM gruplarinda
uygulamanin 3. giinlinde si¢anlarda diyare gézlenmis bir giin sonra ise iyilesmeler
kaydedilmistir. Ayrica MTX uygulanan grupta [MTX (1.Giin), 5 hayvanda diyare
g6zlenmis ve 2 giin sonra iyilesme kaydedilmistir] diyare MTX (1.Giin)+SLM (sadece

iki hayvanda gozlenmistir ve bir glin sonra iyilesme kaydedilmistir) grubuna gore daha
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siddetli oldugu goézlenmistir. Bu durumun MTX’in neden oldugu gastrointestinal

hasarin SLM tarafindan hafifletilmesi olarak yorumlanmistir.

Calismamizda MTX (1.Giin) ve MTX (1.Giin)+SLM gruplarin sakrifikasyon
giinli canli agirliklarinin deney basi canli agirliklarina gére anlamli olarak azaldigi
kaydedilmistir(p<0,05). Bu durumun yukarida ifade edilen 72 saatten sonra goriilen
diyare ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bir giinliikk MTX etkisinin incelendigi MTX
(7.Giin) ve MTX (7.Giin)+SLM gruplarinda canli agirlik azalmasinin goriilmemesi de
bu goriisii desteklemektedir(p>0,05). Calismamiza benzer olarak MTX (20mg/kg)
uygulanan fare ve siganlarda canli agirliklarinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda
onemli 6lglide azalmis oldugu bir¢ok ¢alismada da kaydedilmistir (10, 11, 13, 19, 112).
Bu calismalarla uyumlu olarak g¢alismamizda MTX kullaniminin siganlarda canli

agirlikta azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda viicut agirliklarinda azalmaya paralel olarak testis agirliklarinin
azaldi1 gdzlemlenmistir. Buna bagh olarak testis agirlik indeksi (TAI) degerleri
acisindan  gruplar  arasinda  istatistiksel olarak anlamli  bir  farklilik
kaydedilmemistir(p>0,05). Calismamiza uyumlu olarak MTX’in (20 mg/kg) neden
oldugu testis hasarina kars1 kurkuminin koruyucu etkisinin arastirildigi ¢alismada da
TAI ortalamalarinin  gruplar arasinda degismedigi bildirilmistir (113).Bizim
verilerimizle uyumlu olarak yapilan calismalarda TAI degerlerinde degisiklik
olmadigi gosterilmistir (10, 11, 13). Testis agirlik indeksi toplam testis agirliginin
viicut agirligina oranina gore hesaplamasindan dolay1 ¢aligmamizda 7 giinliik MTX

etkisinin TAI’ni degistirmedigi seklinde degerlendirilmistir.
Serum Biyokimya Degerleri
AST ve ALT

Metotreksat karacigerde ciddi toksik etkileri olan bir ajandir (114). Metotreksat
karacigerde metabolize edildiginden olusturdugu inflamasyon ve hasara bagl olarak
karaciger enzimlerinin aktivitesinde artmaya sebep olmaktadir (115). Hepatik hasarin
derecesi ile dogru orantili olarak plazma transaminaz (ALT, AST ) seviyelerinin arttig1
gosterilmistir (116). Calismamizda serum ALT degerleri sadece MTX (1.Giin)

grubunda anlamli bir artis gostermistir(p<0,05). Karaciger {iizerine MTX’m
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toksisitesinin arastirildigi calismalarda benzer sekilde MTX verilen grupta ALT
seviyesinde anlamli bir artis oldugu bildirilmistir. Bu sonuglarin ALT’nin hiicre
hasaria bagli olarak sitoplazmadan kan dolagimina salinmasi ile iligkili oldugunu
belirtmislerdir (116, 117). Calismamizda MTX (1.Giin)+SLM verilen grubun ALT
degerlerinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir farklilik olmamast SLM’nin
bu toksisiteye kars1 koruyucu oldugunun kaniti olarak kabul edilmektedir. Kalemci ve
ark.(2015) benzer sekilde 10mg/kg dozunda MTX kullanimina bagli akciger hasari
lizerine silibininin (SLM etkin aktif bileseni) etkisinin arastirildigi ¢alismada ALT
seviyesi MTX grubunda yiiksek iken, MTX ve silibinin beraber verildigi grupta ALT
aktivitesinin anlamli olarak diisiik oldugunu gostermislerdir. Bu durumu silibinin

MTX ile iliskili doku hasarini azalttig1 seklinde degerlendirilmistir (118).

Calismamizda ALT bulgularia benzer olarak serum AST diizeyi sadece MTX
(1.Glin) grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir(p<<0.05). Yapilan
diger calismada siganlarda MTX (20mg/kg/ip) uygulanan gruplarda karaciger hasarina
bagli olarak hem ALT hem de AST diizeylerinin belirgin derecede yiikseldigi
gosterilmistir (119). MTX (1.Glin)+SLM grubunda ise AST degerinin kontrol grubu
ile benzer olmast SLM’nin MTX hasarina karst koruyucu oldugu seklinde
yorumlanmustir. Bizim verilerimizle uyumlu olarak Kalemci ve ark. (2015)’nin MTX
kullanilan grupta serum AST seviyesinin arttigini, MTX ile birlikte silibinin kullanilan
grupta ise anlamli bir artis olmadigini bildirmislerdir. Diger bir ¢alismada MTX ile
olusturulan karaciger fibrosisine kars1 SLM verilen grupta AST ve ALT degerlerinde
anlaml1 bir azalma kaydedilmistir (120). Ayrica ¢alismamizda MTX (7.Giin) ve MTX
(7.Giin)+ SLM gruplarinda ise AST seviyesindeki artis kontrol grubuna gore anlamli
bir farklilik gériilmemistir(p>0.05) .

Yukarida da ifade edildigi lizere MTX’in karacigerde olusturdugu hasarin
anlasilmasi i¢in AST ve ALT degerlerin 6nemli birer belirte¢ oldugu bilinmektedir
(116). Buna bagli olarakta ¢alisgmamizda MTX kullaniminin karaciger hasart sonucu
AST ve ALT’nin aktivitelerini arttig1 ve SLM kullanimina bagli olarakta bu hasarin
azaldig1 gorilmistir (97, 121, 122). Ayrica bu sonuglar kullanilan MTX n sadece
testis tizerine degil diger sistemler tizerine de toksik etkilerinin oldugunu bildiren

aragtirma bulgulariyla 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 i¢in
gereklidir (124). Testosteron testiste interstisyel alanda yer alan leydig hiicrelerinin
liteinlestirici  hormon  tarafindan  uyarilmasiyla  salgilanir.  Eksikliginde
spermatogenezin devam etmedigi ve sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarimi azalttig
belirtilmistir (125). Yapilan ¢alismalarda oksidatif hasarin interstisyel hiicrelerin
(leydig hiicrelerinin) islevini bozarak steroidogenezisi azalttigini bildirmislerdir (126).
Bununla beraber kemoterapinin sitotoksik etkisinin leydig hiicre islev bozukluguna
dogrudan ve dolayli olarak hasar verebildigi (127) ve kemoterapide yaygin olarak
kullanilan MTX’in de gonadlarda sitotoksik etkisinin oldugu gosterilmistir (10).
Calismamizda MTX ve SLM uygulamalarinin testosteron konsantrasyonunu nasil
etkiledigi arastirilmigtir. Testosteron konsantrasyonu MTX (1.Giin) ve MTX
(1.Glin)+SLM gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi tespit
edilmistir(p<0.05). Ayrica bu verimizle uyumlu olarak leydig hiicrelerinin fonksiyonel
bir belirteci olan StAR gen ekspresyonunun da MTX uygulamasina bagli olarak
azalmis olmasi leydig hiicre hasarindan dolay1 testosteron iiretiminin azaldigi seklinde
degerlendirilmistir. Metotreksat uygulamasi sonucu StAR protein ekspresyondaki
diigiise parelel olarak testosteron konsantrasyonununda azaldigi daha 6nce yapilan
caligmalarda ifade edilmistir (8). Leydig hiicrelerinde steroid hormon sentezinin
diizenlenmesinde rol oynayan HSP-70 ekpresyonunun MTX hasarina baglh olarak
azalmasmin testosteron sentezi bozukluguna yol a¢tigi bildirilmistir (84, 128).
Caligmamiza benzer olarak yedi giinlik MTX kullaniminin serum testosteron
konsantrasyonunu azalttigi ifade edilmistir (9). Ayrica Badri ve ark. (2000) MTX (3
mg/kg, 1.m.) uygulanan tiim gruplarda siireye bagh (4 ve 8 hafta boyunca) bir sekilde
serum testosteron seviyesinde belirgin bir azalma meydana geldigi bildirilmistir (129).
Benzer olarak Nouri ve ark. (2009) ¢alismalarinda MTX’m (1 mg/kg) 28. giindeki
testosteron konsantrasyonun 14. giine gore daha da azaldigimi belirtmislerdir (12).
Tiim bu verilerle uyumlu olarak ¢aligmamizda 1 giinliik MTX etkisine kiyasla 7 gilinliik
MTX etkisinin testosteron konsantrasyonu onemli ol¢iide azaltmasi siireyle iligkili
olarak MTX’in kimiilatif (MTX poliglutamatlarin hiicre igi birikmesi) etKi

gostermesiyle agiklanabilir.
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Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik olarak ise uzun siireli MTX uygulamasina bagli testis dokusunda
seminifer tiiblillerde daralma, interstisiyel 6dem, Sertoli hiicreleri ve spermatogonia
arasinda agikliklar, cok sayida sitoplazmik bosluk, germ hiicrelerinde siddetli derecede
vakuol olusumu, spermatogonia hiperkromasi, dev hiicre olusumu gibi bulgular rapor
edilmistir (10, 82). Calismamizda MTX (1. Giin) ve MTX (1.glin)+SLM gruplarinda
MTX kullanimina bagl olarak seminifer tubul ¢aplarinin arttig1, liimenin genisledigi,
epitelde deorganizasyon, liimene dogru itilme, seminifer tubullerin duvarinda hafif
siddette vakuollesme ve liimende yer yer kistik genisleme gozlenmistir. Calismamizda
kaydedilen tiim bu histopatolojik degisimlerin hafif oldugu yukarida sayilan hasarlara
gore Ozellikle caligma siiresinin az olmasindan (7 giin) dolay1 siddetli degisimlerin
goriilmedigi distiniilmektedir. Ayrica MTX’a bagh hasarlarin 6zellikle tekrarlayan
MTX uygulamalarindan dolay1 daha ¢ok arttig1 birgok ¢aligmada rapor edilmistir (8,
10-12, 81).

Testis Doku TAS, TOS, OSI, MDA, CAT ve SOD degerleri

Metotreksatin oksidatif stresi artirarak doku ve organlarda fonksiyon bozukluguna
neden oldugu bildirilmistir (54). Oksidatif strese bagli viicutta hasar olusan 6nemli
organlardan biri testistir (19). Testiste MTX kullanimma bagli spermatogenezis
asamalarinin bozuldugu, sertoli ve leydig hiicrelerinde hasarin meydana geldigi,
testosteron iretiminin azaldigi gosterilmistir (10, 77). Metotreksata bagli olusan bu
hasarin Onlenmesi/azaltilmas: i¢in giiniimiizde antioksidan Ozellige sahip cesitli
maddeler kullanilmaktadir (14, 16, 17, 19, 85, 130, 131). Bu maddelerden biri de giiglii
antioksidan o6zellige sahip olan SLM’dir (21, 132). Metotreksat ile indiiklenen testis
hasarinda (1 ve 7 giinlik etkisine bagli)) SLM’nin koruyucu etkinligi tam
bilinmemektedir. Bu nedenle MTX 1n testisde neden oldugu oksidatif hasarin ve
SLM’nin koruyucu ozelliklerinin belirlenmesi igin ¢alismamizda testis dokusundan
alinan orneklerde oksidatif hasar ve antioksidan etkinligin dogrudan veya dolayl
olarak gostergesi olan bazi parametreler (SOD, MDA, CAT, TAS, TOS ve OSI)

degerlendirilmistir.
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Total antioksidan seviyesi (TAS) enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin toplam etkinligini, total oksidan seviyesi (TOS) ise toplam
oksidanlar1 ifade etmektedir. TAS viicutta olusan oksidatif strese karsi temel savunma
mekanizmasi bilesenlerinin toplami olup antioksidan aktivitesini belirlemek igin
yararli bir yontemdir (133). Farkli antioksidan molekiillerin ayr1 ayr1 6l¢iilmesi ile
kiyaslandiginda TAS heniiz tanimlanmamis veya Olciilemeyen antioksidanlarin
etkilerini de icerdiginden viicuttaki total antioksidan diizeyini belirleyen ideal bir
6l¢tim yontemidir (134). Vucutta TOS veya TAS degerlerinin degismesi tek basina
viicuttaki oksidan ve antioksidan dengesi hakkinda bilgi vermedigi belirtilmistir(104).
Total oksidan aktivitesinin total antioksidan aktivitesine orani olan oksidatif stres
indeksi (OSI) toksik hasara kars1 vucudun verdigi cevabin anlasilmasi agisindan klinik
olarak ¢ok daha onemli oldugu bildirilmistir (135-138). Calismamizda da serbest
oksijen radikalleri {izerinden testislerde hasara neden oldugu bilinen MTX’1n ve
antioksidan olarak etki gosteren SLM’in doku TAS, TOS ve OSI seviyesi iizerine
etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore 7 giinlik MTX’in (MTX 1. Giin)
hem TOS seviyesinde hem de OSI oranininda anlamli olarak artisa TAS seviyesinde
ise anlamli bir azalmaya neden oldugu gozlenmistir(p<0.05). Ayrica MTX’in bir
giinliik etkisinin de ( MTX 7.glin) TOS seviyesi ve OSI oraninin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli olarak arttigi goriilmistiir(p<0.05). Bizim c¢alismamiza
benzer olarak daha 6nce yapilan ¢aligmalarda MTX (20mg/kg) verilen siganlarda bir
hafta icerisinde gozlenen TOS seviyesi ve OSI oraninda artig ile TAS’deki azalmanin
testiste olusan oksidatif hasara bagli oldugu bildirilmistir (139). Bu durumun MTX’in
doku ve organlarda ROS tiirlerini arttirarak ve antioksidan savunma sitemini
zayiflatarak hasara neden oldugu bulgusuyla uyumlu oldugu ifade edilmistir (139).
Caligmamizda SLM uygulamalarmin (MTX 1. Giin+ SLM) TOS ve OSI degerlerini
anlamli olarak azalttig1 ve TAS degerlerini ise artirdig1 goriilmiistiir(p<0.05) . Benzer
sekilde MTX ile indiiklenen testis hasarina kars1 antioksidan 6zelligi olan alfa lipoik
asit (139), carvakrol (17) ve erdostein (140) maddelerinin TOS ve OSI degerlerini
azalttig1 buna karsilik TAS degerlerini artirdigr rapor edilmistir. Tiim bu sonuglara
bakildiginda SLM ‘nin MTX ile indiiklenen testis hasarina kars1 koruyucu bir etki

sagladig1 soylenebilir. Bununla beraber bagka bir ¢alismada SLLM uygulamasindan
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sonra total antioksidan kapasitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttiginin

gosterilmesi verilerimizi desteklemektedir (141).

Lipidler viicutta reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) etkilenen en onemli
biyolojik molekiillerdir (142). Testis hiicrelerinin  (spermatoza vb) hiicre
membranlariin ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan olduk¢a zengin olmasindan
dolayr lipid peroksidasyona c¢ok duyarlidir (143). Cesitli dokularda MTX
uygulamasina bagli olarak lipid peroksidasyon olustugu bildirilmistir (122).
Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonun oldukga toksik bir son iiriiniidiir ve
hiicrede oksidatif strese bagli olusan lipid peroksidasyonun iyi bir gostergesidir (144).
Bu nedenle ¢alismamizda testis dokusunda MDA diizeyinin MTX ve SLM
uygulamalarindan nasil etkiledigi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore sadece
MTX (MTX (1.Giin)) uygulanan grupta testis dokusu MDA diizeyinde anlamli bir
artts kaydedilmistir(p<0.05). Diger gruplarda anlamli bir farklilik goriilmemistir.
Fakat ¢alismamizda MTX ile birlikte SLM uygulanan grupta (MTX (1. Giin)+ SLM,
istatistiksel anlamliligi yakalayamasa da) MDA diizeyindeki azalma SLM ‘nin
antioksidan etkisi ile agiklanabilir ¢iinkii sadece SLM verilen grubun testis doku MDA
degerleri kontrol grubuyla benzerdir. Bizim c¢alismamizla benzer olarak MTX
kullaniminin testis MDA diizeyini arttirdig1 yapilan cesitli ¢aligmalarda gosterilmistir
(9, 14, 17, 128, 145). Bununla beraber Oktar ve ark. (2010) tarafindan 10mg/kg dozda
MTX uygulamasinin farelerde testis doku MDA diizeyini etkilemedigi ifade edilmistir
(140). Bu durumun galismamizda kullanilan MTX dozundan (20 mg/kg) diisiikk dozda
MTX (10mg/kg) kullanimina bagl olarak olustugu diisiiniilmektedir.

Testiste antioksidan savunma sistemi spermin serbest oksijen radikallerine
kars1 korunmasinda Onemlidir (146). Siperoksit dismutaz (SOD) erkek iireme
organlarim1 serbest radikallerin zararh etkilerine karsi koruyan onemli antioksidan
enzimlerden biridir (147). Metotreksatin hiicrenin antioksidan enzim {iretimini
azaltarak germ hiicrelerine zarar verdigi boylece serbest oksijen radikallerin zararli
etkilerini ortaya ¢ikardigi bilinmektedir (131, 148). Metotreksat’in testis dokusunda
GPx ve SOD seviyesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (14). Ayrica katalaz
(CAT) aktivitesinin de yine MTX uygulamalarindan etkilendigi vurgulanmistir (139).
Calismamizda testis dokusu SOD ve CAT enzim aktivitelerinin MTX ve SLM

84



o

uygulamalarina bagli olarak nasil degistigi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde (kontrol grubuna gore) hem MTX (1.Gilin) hemde MTX (1.Giin) +
SLM gruplarinda SOD enzim aktivitesinin  anlamli  olarak  azaldig:
goriilmiistiir(p<0.05). Fakat MTX (1.Giin) grubundaki SOD enzim aktivitesindeki
diisiis SLM ile birlikte kullanilan gruba (MTX (1. Giin)+ SLM) gore daha fazla oldugu
kaydedilmistir. Katalaz enzim aktivitesinin ise MTX uygulanan hem MTX (1.Giin)
hem de MTX (7.Giin) gruplarinda azaldigi, MTX’in SLM ile birlikte kullanildig:
gruplarda [MTX (1.Giin) + SLM ve MTX (7.Giin)+SLM] ise CAT enzim diizeyinin
anlamli olarak arttigi kaydedilmistir(p<0.05). Calismamiza benzer sonuglar diger
caligmalarda da bildirilmistir (14, 19, 139, 145). Yine bir antioksidan olan
resveratrolun kisa stireli MTX uygulamasi (10 giin) ile testis lizerine koruyucu
etkilerinin arastirildigi calismada SOD enzim miktarinin resveratrol’a bagli artarken
CAT enziminin miktar1 degismedigi bildirilmektedir. Calismamizda da CAT artarken
SOD’un degismemesi bu iki farkli antioksidanin (resveratrol/SLM) farkli
mekanizmalar tizerinden etki ettigi seklinde yorumlanmistir (14). Calismamizin
verilerinin birbirleriyle uyumlu olacak sekilde testis doku oksidan degerlerinde yedi
giinliik MTX etkisine bagli olarak anlamli bir artis oldugu (TOS, MDA ve OSI) ve
SLM kulaniminin ise testis doku hem oksidan degerlerini azaltarak, hem de
antioksidan degerleride artirarak (TAS, CAT ve SOD) koruyucu oldugunun bir kaniti

olarak kabul edilmektedir.
Pro-Caspase-3 Protein Seviyesi ve lokalizasyonu

Hiicrede apoptozisten sorumlu Kaspaz-3 aktivitesi hiicre ig¢indeki diger kaspazlar
tarafindan (8,9 gibi) uyarilir. Hiicre iginde 32-kDa molekiil agirliginda bir pro-enzim
olarak sentezlenen Kaspaz-3 uyarimlar sonucunda 12 ve 17 kDa iki iiniteye ayrilir ve
bu iki {inite tekrar birleserek aktif kaspaz-3 doniisiir (149-151). Sunulan bu tez
caligmasinda Pro-Caspase-3 proteininin seviyesi western blot ve immunohistokimya
yontemi ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore (kontrol grubu ile
kiyaslandiginda) MTX (1.Giin) grubunda Pro-Caspase-3 protein miktarinin anlaml
olarak azaldigi, MTX (1.Giin) + SLM grubunda ise anlamli olarak arttigi tespit
edilmistir(p<0.05). Diger gruplarda ise Pro-Caspase-3 protein diizeyi benzer

bulunmustur. Calismamiza benzer sekilde dnemli bir testis toksikasyon ajani olan
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Di(2-ethylhexyl) Phthalate’nin testiste doza bagli Pro-Caspase-3 aktivitesini azalttig
buna karsin aktif olan kaspaz3 miktarini artirdig1 ifade edilmistir (RYu, Whang, 2007).
Diger bir ¢alismadahiicresel oksidatif stresin bir diger gostergesi olan glutatyon
disiilfid’in (GSSG) Pro-Caspase-3 protein sentezini azalttigi ve bu durumun aktif
kazpaz3’iin olusumundan sorumlu oldugu hem in vivo hem de in vitro olarak
gosterilmistir (152). Tim bu veriler 1518inda SLM etkisi ile artan pro-kaspaz3’iin
testislerde MTX’in olusturdugu hasara karsi1 aktif kaspaz3 azalmasindan sorumlu
oldugu distiniilmektedir. Diger taraftan calismamizda antiapoptotik Bcl-2 gen
expresyonunun MTX (1.Giin) ile kiyaslandiginda MTX (1.Giin)+SLM grubunda
artmasi bu bulguyu destekleyen diger bir bulgu olarak degerlendirilebilir. Ayrica testis
dokusundaki Pro-Caspase-3 iin tiim hiicre tiplerinde (sertoli, leydig ve germ hiicreleri)
eksprese olmas1 uygulanan kimyasallara kars1 (MTX veya SLM) tiim testis dokusunda

apoptotik bir uyarima neden oldugunun bir kaniti olarak degerlendirilmistir.

Steroidogenezis, Apoptozis ve Antioksidanlar ile ilgili Genlerin mMRNA
Diizeyleri

Testosteron testis interstisyel dokuda bulunan leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir.
Steroidogenic acute regulatory (StAR) protein testis doku leydig hiicrelerinde
testesteron biyosentezinin sinirlayict bir basamagi olan kolesteroliin mitokondri i¢
membranina tasinmasini diizenleyen bir proteindir (153, 154). Calismamizda MTX ve
SLM’nin leydig hiicrelerindeki StAR gen expresyonu iizerine etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara bakildiginda MTX (1.Giin) ve MTX (1.Giin)+SLM grubunda
MTX uygulamasindan sonraki 7 giinde anlaml1 olarak StAR gen expresyonun azaldigi
tespit edilmistir(p<0.05). Ilging olan ise 1 giinliik MTX veya SLM uygulamasinin
StAR gen ekpresyonunu oOnemli Olgiide (kontrol grubuna gore) arttirdig
belirlenmistir(p<0.05). Yukarida (testosterone konsantrasyon tartigsmasinda) ifade
edildigi gibi MTX (1.Giin) ve MTX (1.Giin)+SLM gruplarinda StAR gen ekspresyonu
ile birlikte serum testosteron diizeyindeki azalma bu bulgularin birbirini destekledigini
ve uyumlu olduklarmi gostermektedir. StAR gen ekspresyonundaki azalma dikkate
alindiginda testislerde MTX uygulamasmin 7 giinliik etkisi ile leydig hiicrelerinde
onemli hasar olusturdugu sdylenebilir. MTX ile birlikte SLM uygulanan grupta (MTX
(1.Giin)+SLM) StAR gen ekspresyonundaki azalmanin SLM uygulamasiyla

degismediginin gozlenmesi SLM’in leyding hiicreleri iizerine 7 giinliik siire i¢inde
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onemli bir koruyucu etkisinin olmadigi seklinde yorumlanmistir. Calismamiza benzer
olarak Saad ve ark. (2018) MTX uygulamasinin si¢an testis dokusundaki StAR gen
ekspresyonunu azalttigini ifade etmektedir. Yine sicanlarda MTX kullanimina bagh

olarak testikiiler StAR protein ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (8).

Testislerde spermatoza hiicrelerinin  biiyiimesi ve morfolojk olarak
degismesinden sorumlu hiicre tipi olan Sertoli hiicrelerinin sekretorik fonksiyonlarinin
anlasilmasinda androgen binding proteinin (ABP) Onemli bir belirtec oldugu
bildirilmistir (155-157). Bu nedenle ¢aligmamizda ABP’nin gen ekspresyon diizeyi
arastiritlmistir. Elde edilen verilere bakildiginda sadece SLM uygulanan grup disinda
MTX uygulanan gruplarda ABP gen ekspresyon diizeyinde anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Silimarin uygulamasi ise ABP ekspresyonunu anlamli olarak
arttirmistir(p<0.05). Calismamiza benzer olarak SLM’nin 100 mg/kg dozunda
uygulanmasinin si¢an testislerindeki sertoli hiicrelerinin sayisin1 kontrol grubuna gore
arttirdigint kaydetmislerdir (158). Bu nedenle ¢alismamizda SLM uygulanan grupta
ABP diizeyindeki artis sertoli hiicrelerindeki artisla ilgili oldugu seklinde diisiiniildii.
Histopatolojik olarak da SLM grubunun testis dokusunun normal goriinmesi
(Seminifer tubuller genel olarak homojen, tubul ¢aplarinda artma veya azalma yok ve

epitelde organizasyon biiyiik oranda korunmus) bu iddiay1 desteklemektedir.

Calismamizdan farkli olarak Saad ve ark. (2018) MTX uygulmasinin sigan
testislerinde ABP gen ekspresyonunu degistirdigini bildirmistir (9). Bulunan bu
farkliligin kullanilan farkl tekniklerden (normal PZR vs real time PZR) kaynaklanmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica sunulan g¢aligma ile kiyaslandiginda 17 giin
boyunca her giin (12,5 pg/i.p.) MTX uygulamasinin sertoli hiicrelerinde énemli bir
degisiklige neden olmadiginin gosterilmesiyle bizim c¢alismamizin sonuglarini
desteklemektedir (82). Testislerde sicak stresinin ¢alismamiza benzer olarak StAR gen
ekspresyonunu azaltirken ABP gen ekspresyonunu degistirmedigini ifade etmislerdir

(159).

Testiste spermatozoalarin olgunlagsmasi sirasinda apoptosiz  goriilmesi
fizyolojik olarak kabul edilse de kemoterapotiklerin 6zellikle leydig, sertoli ve germ
hiicrelerinde apoptotik yolaklar1 uyararak hasara neden oldugu gésterilmistir (160-

162). Apoptotik sinyal iletiminin 6nemli bilesenleri olan kaspazlar kendi kendilerine
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aktive olduklar1 gibi diger hiicre i¢i proteinler tarafindan da uyarilabilirler (163). Bcl-
2 ailesi dokuda apoptozisi diizenleyen pro/antiapoptotik proteinleri igerir (164). Hiicre
membranindaki apoptotik sinyalin mitokondri i¢ membraninda BAX/Bcl-2 oranini
artirdig1 ifade edilmektedir (165). BAX/Bcl-2 oranmin artmasi efektér kaspazlari
uyarip kaspaz-3 iizerinden kaspaz ile aktive edilen DNaz (CAD)’1 aktive ettigi,
boylelikle hiicre DNA’simnin  pargalandigi  vurgulanmaktadir (166). Yapilan
caligmalarda MTX’ i da hiicreyi apoptoza gotiiren hasarli DNA olusumuna sebep
oldugu bildirilmistir (167). Calismamizda MTX ve SLM’nin apoptotik yolagin 6nemli
diizenleyicileri olan BAX (pro-apoptotik) ve Bcl-2 (antiapoptotik) gene ekspresyonlari
tizerine etkisi arastirtlmistir. Ayrica hiicre iginde BAX/ Bcl-2 oranin degismesi
kaspazlar tarafindan uyarilan ( 6zellikle kaspaz-3) CAD’1 aktive ederek DNA’nin
par¢alanmasina sebep oldugundan dolay:1 diger 6nemli bir apoptotik belirte¢ olarak
CAD geninin ekspresyon diizeyi de incelenmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde MTX (7 giinliik etkisi) uygulamasina bagli olarak apoptotik BAX
geninin ekspresyonunun anlamli olarak arttigi goriilmiistiir(p<0.05). Antiapoptotik
Bcl-2 gen ekspresyonunun ise sadece SLM uygulanan gruplarda arttigi tespit
edilmistir. Yine bu sonuglarla uyumlu olarak BAX/Bcl-2 oranmnin sadece MTX
grubunda (7 giinliik etkisine bakilan) anlamli olarak arttig1 gozlenmistir(p<0.05). Bu
sonuclara gore MTX in testis dokusunda apoptotik yolag:1 gen diizeyinde uyardigi;
bununla beraber SLM uygulamasinin antiapoptozis yolagr uyararak MTX’in bu
olumsuz etkisini 6nledigi sdylenebilir. Yine ¢alismamizdaki sonuglarla uyumlu olarak
Sheikhbahaei ve ark. (2016) MTX uygulanmasinin seminifer tiibiil dejenerasyonu ve
germ hiicre apoptozisi ile karakterize testis hasarini tetikledigini bu etkiyi de hem p53
uyararak hem de Bax/Bcl-2 artirarak gosterdigini bildirmislerdir (85). Bunlara ek
olarak galigmamizda BAX’nin gen diizeyindeki ekspresyonu MTX (7.Giin) ve MTX
(7.Glin)+SLM gruplarinda benzer iken Bcl-2 gen ekspresyonu MTX (7.Giin)+SLM
grubunda MTX (7.Giin) grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak artmistir (p<0.05).
Bu durumum oncesinde MTX (7.Glin)+SLM grubuna 7 giin boyunca SLM
uygulanmasinin koruyucu etkinliginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Kaspaz-3
tarafindan uyarilan CAD’in gen ekspresyonu hem MTX (1.Giin) hem de MTX
(1.Glin)+SLM grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir(p<0.05). Fakat
MTX (1.Giin)+SLM grubundaki artistn MTX (1.Glin) grubu ile kiyaslandiginda
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sayisal olarak daha diisik oldugu gozlenmistir. Tiim bu veriler birlikte
degerlendirildiginde CAD gen ekspresyonunun artmis olmast MTX’in sigan testis
dokusunda apoptozisi uyarmis oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica SLM uygulamasinin
gerek yukarida bahsedilen Bcl-2 {izerinden antiapoptozisi uyarmasi ve gerekse MTX
(1.Gilin)+SLM grubunda MTX (1.Giin) grubuna gore daha diisitk CAD artisina sebep
olmasi, SLM’in testisde MTX kullaniminin 7 giinliik etkisine bagli olusan DNA

hasarini azalttig1 soylenebilir.

Bir¢ok g¢alismada oksidatif hasara karsi antioksidan enzimlerin aktif olarak
gorev yaptigi bildirilmistir (168, 169). Fakat enzim aktivitesi ile gen ekspresyonlari
arasinda nasil bir iligkinin oldugu konusunda ¢ok az c¢alisma olmasindan dolay1
antioksidan gen/enzim aktivitesi tam anlami ile anlasilamamistir. Bu nedenle bizim
calismamizda MTX in testis dokusunda ROS iizerinden olusturdugu oksidatif hasar
ve SLM’in bu hasari azaltmada antioksidan mekanizmada rol alan genlerin
ekspresyonunu nasil etkiledigi arastirilmistir. Elde edilen gen ekspresyon sonuglari
incelendiginde tim gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda Zn-SOD gen
ekspresyonun sayisal olarak azaldigi fakat bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi gézlenmistir (p>0.05). Yine ilging bir sekilde ise SLM uygulanmasinin Zn-
SOD gen ekspresyonunu 6nemli 6lgiide baskiladigi goriilmistiir (p<0.05). Bu durum
zaten kendisi antioksidan etkiye sahip olan bir maddenin viicutta fizyolojik olarak
tiretilen bazi antioksidanlara gerek kalmadigindan bunlarin baskilanmasina yol

acabilecegi sekilde yorumlanabilir (170).

Her ne kadar Mg-SOD gen ekspresyonu sayisal olarak MTX uygulanan
gruplarda azalmis, SLM birlikte MTX uygulanan gruplarda artmigsada bu degisimler
istatistiksel olarak anlamli degildir(p>0.05). Benzer sekilde CAT gen ekspresyonunun
ne MTX ne de SLM gruplar arasinda degismedigi gozlemlenmistir(p>0.05). Fakat
GPx-1 gen ekspresyonu diizeyinin testislerde SLM uygulamalarindan olumlu
etkilendigi, MTX (1.Giin) + SLM grubu MTX (1.Giin) ile kiyaslandiginda GPx-1
ekspresyonun anlamli olarak artmis oldugu kaydedildi(p<0.05). Calismamiz ile benzer
sekilde norotoksisiteye karst SLM’in kullaniminin GPx-1 gen ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir (171). Yine SLM uygulamasinin karacigerde GPx-1 gen ekspresyonunu

arttirarak  karaciger toksisitesine karst koruma sagladiginin = gosterilmesi
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calismamizdan elde edilen bulgulari desteklemektedir (25). Glutatyon peroksidaz
(GPx) testis dokusu ve epididimisde spermlerin ve duktus deferensin korunmasinda
rol oynayan baslica antioksidanlardan biri oldugu belirtilmistir (172). Farelerin gesitli
dokularinda yapilan c¢alismalarda SLM’nin GPx ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir (173). Diger ¢alismalarla uyumlu olan bu sonuglarimiz ile SLM’nin
antioksidan etkisini GPx-1 ekspresyon diizeyini arttirarak gosterdigi sonucuna

ulasilmstir.

Yukarida da ifade edildigi gibi testis dokusunda MTX veya SLM
uygulanmasmin gen aktivitesini nasil etkiledigine yonelik ¢alismalar oldukca
stirhidir. Literatiir taramalarinda Maremanda ve ark.(2017) ve Saad ve ark. (2018)
tarafindan MTX uygulamasinin testislerde SOD ve GSH gen ekspresyonunu azalttigi
ifade edilmistir ve bu durum bizim g¢aligma sonuglari ile uyumludur. Sonug olarak
GPx-1 disinda ¢alismamizda bakilan antioksidan genlerin ekspresyonunda anlamli bir
farklilik gortilmemistir. Bu durumda MTX ve SLM uygulamasinin testis dokusu
antioksidan gen ekspresyon diizeyleri antioksidan enzim aktivitesi ile kiyaslandiginda

daha az etkilendigi seklinde degerlendirilmistir.
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Metotreksat ve/veya SLM uygulamasmin etkileri Sekil 26’da

ozetlenmistir.
Kontrole gore 7 giinliik MTX veya MTX+SLM etkileri
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Sekil 26.Kontrol grubuna gore 7 glinlik MTX veya MTX+SLM etkileri; yukari ok artis, asagi
ok azalis, ¢ift bagh ok degismeme olarak ifade edilmektedir.

Elde ettigimiz tim bu verilere gore literatiir ile uyumlu olarak ¢alismamizda MTX
uygulanan grubumuzda (7 gilinliik etkisine bakilangruplarda) hem diyare goriilmesi
hemde serum ALT ve AST diizeylerinin anlamli olarak artmas1t MTX’in degisik organ

ve dokularda toksik etki olusturdugunu birkez daha kanitlamustir.

Bir giinliik MTX etkisi yedi giinliik etkisiyle kiyaslandiginda TOS ve StAR
degerlerini artirirken, CAT enzim aktivitesini azaltmasinin disinda ¢alismanin diger
histolojik, gen ekspresyonu, biyokimyasal, enzim aktivite gibi parametlerinde anlamli
bir farklilik goriilmemistir. Ayrica bir giinliik etkisinin histopatolojik olarakta dnemli

bir hasar (diger sonuglarla uyumlu olarak) olusturmadigi gézlenmistir.

Her ne kadar histopatolojik degisimlerin hafif siddette oldugu tespit edilsede
MTX (7 giinliik etkisi) kullanimina bagli olarak testis dokusunda oksidatif stresin
arttig1 (TOS, OSI, MDA degerleri artarken, TAS, SOD, CAT degerlerinin azaldigi),
apoptozisin hem gen ekspresyon diizeyinde (BAX, BAX/Bcl-2,CAD artirarark) hem

de protein diizeyinde (Pro-Caspase-3’ii azaltarak) uyarildigi goriildii.
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Bununla beraber SLM kullanimi ile (MTX (1.Giin)+SLM) grubunda Pro-
Caspase-3’iin yanisira ¢aligmamizda antiapoptotik Bcl-2 gen expresyonunun da
artmasi 7 giinliik etkisine bakilan grupta SLM’nin testis dokusunda TAS’1 azaltarak,
OSI ve TOS’u degistirmeyerek hem oksidatif stresten hemde CAD, BAX/Bcl-2
azaltarak apoptozdan korudugu, bu verilere gére de SLM’nin antiapoptotik etki

gosterdigi goriildil.

Elde ettigimiz verilere gére SLM uygulamasinin hem GPx-1 (tim gruplarda)
gen ekspresyon diizeyini artirmasi hem de enzim diizeyinde TAS, CAT ve SOD
aktivitelerini artirmasi ile testis dokusunu antioksidan etki gostererek korudugu

goriildii.

Calismamizda hem testosteron konsantrasyonunun azalmast hemde bu
verimizle uyumlu olarak leydig hiicrelerinin fonksiyonel bir belirteci olan StAR gen
ekspresyonunun da azalmis olmast MTX ( yedi gilinlik etkisi) uygulamasinin
steroidogenezis iizerinde olumsuz etki olusturdugu fakat SLM kullaniminin elde
ettigimiz verilere gore leydig hiicrelerini bu hasardan korumadigi goriildii. Yine ABP
gen ekspresyonunun sadece SLM uygulanan grupta artmasi, bununla beraber
histopatolojik olarak SLM grubunun testis dokusunun normal goriinmesi ile SLM’in

germ hiicre ve testis dokusu {izerine olumlu etkilerinin oldugu sonucuna varildi.
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8.SONUC VE ONERI

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, bir giinlilk MTX uygulamasi ile testiste belirgin bir
degisiklik olugmazken, yedi giinlik MTX uygulamalarinin etkisinin testis ve canli
agirliklarinda diisiise sebep oldugu, ALT ve AST seviyelerinde artisa neden oldugu,
antioksidan enzim aktivitesini azalttigi, oksidasyonu artirdig tespit edildi. Bununla
beraber leydig hiicrelerinde hasara neden oldugu, apoptotik uyarim olusturdugu,
antiapoptotik proteinlerin expresyonlarinda azalmaya neden oldugu goriildii. Silimarin
kullaniminin ise MTX kullanimina bagli olarak olumsuz yonde degisen bir ¢ok

parametreyi (yukarida belirtilen) olumlu olarak azalttig1 veya artirdigi goriildii.

Tiim bu verilere bakildiginda oksidatif stresin artmasi, apoptozisin uyarilmasi,
streoidogenesi bozmasina bagl olarak yedi giinliik MTX etkisinin testis dokusunda
hasar olusturdugu, SLM kullaniminin ise antiapoptotik, antioksidan etki
mekanizmalart ile siganlarda MTX kaynakl testikiiler toksisite iizerinde koruyucu etki
gosterdigi sonucuna varildi. Silimarin’e bagh diger koruyucu etki mekanizmalarini
anlamak icin testis toksisite modellerinin kullanildig1 daha fazla ¢aligmaya ihtiyag

oldugu diistiniilmektedir.
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