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OZET

Eriskin erkek sicanlarda metotreksat kaynakli testis hasarinda kurkuminin etkisi

Metotreksat, kanser tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapotik bir
maddedir. Ayrica testis lizerinde de toksik bir etki gostermektedir. Hiicre ve dokular,
meydana gelen bu toksik etkilerden kurkumin gibi antioksidan sistemlerle
korunabilirler. Bu ¢calismada, metotreksat ile olusturulan si¢an testis hasarina karsi
kurkuminin etkilerinin ortaya konulmasi amaciyla 28 adet Spraque-Dawley tiirii
sigan kullanildi. Siganlar her grupta 7 eriskin erkek sican olacak sekilde kontrol,
20 mg/kg metotreksat, 200 mg/kg kurkumin, 20 mg/kg metotreksat+200 mg/kg
kurkumin verilen grup olmak tizere 4 gruba ayrildi. Deney sonunda siganlarin viicut
ve testis agirliklart Olciildi ve karsilagtirmalar yapildi. Sol testisler doku takip islemi
icin Bouin ¢ozeltisi icerisine, sag testisler ise %10’ luk formaldehit igerisine alind1 ve
rutin histolojik islemlerden sonra bloklandi. Elde edilen parafin bloklardan 3 um
kalinliginda seri kesitler alindi ve testislerden alinan kesitler Hematoksilin + Eozin

ve Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilin ile boyanarak mikroskobik incelemeleri yapildi.

Calismanin sonucunda elde ettigimiz bulgulara gore, metotreksatin viicut
agirh@int azalttigl, testiste seminifer tiibiillerde ve hiicrelerde hasara yol acarak
spermatogenezi etkiledigi gozlendi. Metotreksat ile birlikte verilen kurkuminin ise

testiste olusan bu hasari azalttigi1 gézlendi.

Anahtar Sozciikler : Metotreksat, Kurkumin, Si¢an, Testis



SUMMARY

Effect of curcumin on methotrexate induced testicular injury in adult male rats.

Methotrexate is a frequently used chemotherapeutic agent, it also has toxic
effect on testes. Cells and tissues may be protected from these toxic effects by
antioxidant substances like curcumin. In this study, 28 Sprague - Dawley rats were used
to determine the effects of curcumin on metotrexate induced testicular damage in
rats. Rats were divided into 4 groups as control, 20 mg/kg methotrexate, 200 mg/kg
curcumin, 20 mg/kg methotrexate + 200 mg/kg curcumin, including 7 adult male rats in
each group. At the end of administration period, body and testes weights were measured
and compared to each other. Left testes were put into Bouin solution, right testes were
put into 10% formaldehyde for tissue processing and blocked after the routine
histological procedures. Serial sections with 3um thickness were obtained from
those paraffin blocks and microscopical examinations were performed on sections of
testes after stained by Hematoxyline + Eosine and Periodic Acid- Schiff +

Hematoxyline.

Results showed that methotrexate causes the loss of body weight in rats.
Methotrexate also affects the spermatogenesis by damaging the seminiferous tubule and
cells. On the other hand, it was observed that administration of curcumin together

with methotrexate might reduce this damage in rat testicle.

Key words : Methotrexate, Curcumin, Rat, Testes
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser diinyada en énemli insan sagligi problemlerinden birisidir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (DSO) 2001 kayitlarina gore diinyada her yil 10 milyon kisi kanser tanisi
almakta ve 6 milyon kisi de kanserden Olmektedir. Kanseri; hiicrelerin ¢ogalmasini
(proliferasyonunu), farklilasmasini1 (differansiyasyonunu) ve oliimiinii kontrol eden

genlerin hastalig1 olarak tanimlamak miimkiindiir (77, 86).

Kanserin viicuda verdigi zararlarin yani sira kanser tedavi yontemlerinin de
viicut tizerine yan etkileri vardir. Kanserin tedavi yontemleri kemoterapi, kemik iligi
transplantasyonu (KIT), kék hiicre nakli, cerrahi tedavi ve radyoterapi olup, kanser
tanis1 konan hastalarin bireysel 6zellik ve hastalik durumuna gore bu yontemlerden bir

veya birkaci tedavide kullanilmaktadir (121).

Kemoterapi ilaglarmmin verilis amaci, hizla boliinen kanserli hiicrenin
boliinmesini engellemektir. Ancak ilag, hizli olarak boliinen malign hiicreler ile
bagirsak ve agiz mukoza epiteli, kemik iliginin hematopoietik hiicreleri ve kil folikdilii
hiicreleri, testisin germinatif epiteli, embriyo ve fetiis hiicreleri gibi bulunan normal
hiicreler arasinda boéliinmeyi engelleme agisindan da bir ayirim yapmaz. Bu nedenle
kemoterapi ilaglar1 tedavi etmenin yani sira agri, yorgunluk, bulanti-kusma, ruhsal
degisiklikler, istahsizlik, nefes darligi, cilt ve tirnaklarda degisiklikler, agizda yara,
ellerde uyusma gibi yan etkilere de yol acar (14, 121).

Kemoterapi ilaglarinin; spermatogenez, sperm kalitesi, germ hiicreleri ve kan-
testis bariyerine verdigi zararlar ile erkek bireylerde infertiliteye neden oldugu
bilinmektedir (91).

Kemoterapotik ajanlar c¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmakta
olup; alkilleyiciler, antimetabolitler, mitotik inhibitorler, antibiyotikler, enzimler,
hormonlar ve hormon antagonistleri gibi ¢esitli kategorilere ayrilirlar ve bu

ajanlarin etki mekanizmalar1 birbirinden farklidir (60).



Antimetabolit ilaglar; folik asit, pilirin ve pirimidin antagonistleri olup, hiicre
dongiisiinde “S” fazina etkilidirler. Bu da su demektir; kemik iligi, kil kokleri ve
spermatojenik hiicreler gibi hizli bdélinen hiicrelerde goriilen ¢ogalma kapasitesi

yiiksek tiimorlerde etkilidirler (16).

Bir folik asit (FA) antagonisti olan metotreksat (MTX); 16semi, lenfoma,
osteosarkom, bas ve boyun tiimdrleri, akciger kanseri, meme kanseri ve bazi diger
kanser tiplerinde  kemoterapotik ajan olarak kullanildigi gibi; antimetabolit
Ozelliginden baska antiinflamatuvar, antiproliferatif, immiinosupresif, antipsoriatik

etkinlikleri de bulunmakta ve klinikte halen bu endikasyonlarda kullanilmaktadir (37).

Metotreksatin neden oldugu oksidatif strese bagh testikiiler hasar, direkt olarak
spermatojenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri iizerinde olmakta, ayn1 zamanda Leydig
hiicrelerinde de fonksiyon bozuklugu ve bagli olarak testosteron seviyesinde azalma
yaratmaktadir. Kemoterapotik ilaglarin zararl etkilerine ¢ok duyarli olan spermatojenik
hiicrelere verdigi zararlar nedeni ile metotreksat; infertiliteye yol agabilecek ajanlar

arasinda belirtilmistir (76, 126).

Kemoterapi uygulanan hastalarda, kemoterapinin oksidatif stres artigina ve
ayrica, antioksidanlarda kayba yol acabildigi bildirilmistir. Antioksidanlarin,
kemoterapi ile ilgili bazi toksik etkileri azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir. Birgok yayinda
antioksidanlarin  kemoterapiye bagli toksisite siddetini ve sikhigin1 azalttig
bildirilmektedir (92). Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerinin etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in c¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Antioksidanlar lipid
peroksidasyonunu engellemeleri yaninda protein, niikleik asitler ve karbonhidratlarin
korunmasin1 saglarlar. Serbest radikaller ve reaksiyon firlinleri biyomolekiiller,

fagositler ve myofibroblastlarin aktivitelerini artirirlar (43).

Kurkumin, genellikle literatiirde turmeric (Curcuma longa) ya da halk arasinda
zerdecal veya safran olarak bilinen antioksidan bir maddedir. Klinikteki etkileri ¢ok

popiiler bir ajan olan kurkuminin antioksidan, antikanserojen, antidiyabetik, antiviral,



antibakteriyel, antiinflamatuvar, antinosiseptif ve antimutajenik etkileri ile ilgili ¢ok

sayida ¢alisma mevcuttur (43, 65, 68).

Yapilan c¢alismalarda kurkuminin; antioksidan Ozelligi sayesinde testikiiler
hasarin onarilmasinda rol aldigi, spermatojenik hiicre korunmasinda ve testosteron
hormon seviyesine olumlu etkileri ile infertilite tedavisinde yararli olabilecegi
belirlenmistir (50, 94).

Yapilan literatiir taramasinda testis dokusunda metotreksat tarafindan
olusturulan toksisite iizerine, gonadlara olumlu etkilerinin oldugu bilinen kurkumin
etkisini ortaya koyan bir caligmaya rastlanmamistir. Bu ¢alismanin amaci; sigan testis
dokusunda deneysel olarak olusturulmus metotreksat toksisitesi iizerine kurkuminin

nasil bir etki gosterecegini ortaya koymaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Anatomisi

Testisler karin boslugunun disinda skrotum i¢inde oblik pozisyonda yer alan
ovoid sekilli bir ¢ift organ olup funiculus spermaticus’a asilidirlar. Insanlarda yaklagik
4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm eninde ve 20-30 g agirhigidadirlar. Biyiikliikleri yaklagik
olarak ayni olsa da sola gore sag testis % 10 kadar daha agirdir. Genellikle sol testis
saga gore 1 cm daha asagidadir. Sicakliklar: viicut sicakligindan 3-4°C daha diisiiktiir.
Kivrimli bir deri kesesi olan skrotumun i¢ yiizii skrotal septum (septum scrotum)
ile iki ayr1 bolime ayrilir (Sekil 1). Testisler bu bosluklarda bulunurlar. Testisler,
testosteron hormonu ile erkek lireme hiicresi olan sperm iiretiminden sorumludurlar (11,

32,71, 95, 113).

Duktus (vas) deferens

Mesane

Korpus kavernosum

Korpus spongiosum

Seminal vezikiil

Prostat bezi

Ejakiilatér kanal i
. RNt ‘v W Glans penis
Skrotum
Bulboiiretral bez Testis

Epididimis

Sekil 1. Erkek iireme sistemi (39).



Testislerin facies medialis ve facies lateralis adi1 verilen iki yiizii, margo anterior
ve margo posterior ad1 verilen iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior adi
verilen iki ucu vardir. Testislerin arka kenarmin dis kismi boyunca epididimis yer alir;
funiculus spermaticus da, epididimisin medyalinde olmak iizere, margo posterior’da
bulunur. Testislerin 6n kenar1 her iki yiizii ve uglar1 visseral periton ( epiorchium ) ile
orttlidiir. Periton, arka kenarin sadece yan kismini 6rtmektedir (11, 32, 113).

Testisler fetal hayatta karin boslugu iginde, fascia transversalis ile periton
arasinda gelisir, ancak dogumdan Once canalis inguinalis’ten gegerek skrotum igine
iner. Karin 6n duvarindan skrotuma dogru giderken karin 6n duvari tabakalarini da
birlikte siiriikledigi icin testislerin dis tarafinda, karin 6n duvari tabakalarina da

uzantilar1 olan tabakalar yer alir. Bu tabakalar sunlardir :

a) Deri } Skrotum
b) Tunika dartos

c) Fasia spermatika eksterna

d) Fasia kremasterika

e) Fasia spermatika interna

f) Tunika vaginalis testis (6, 11, 24, 25, 71)



Duktus (vas)
deferens

Rete testis

Epididimis : 7

_Bag — Seminifer tiibiiller

Govde ——— -

Kuvruk W
\\ | Tunika vaginalis testis :
__— Visseral vaprak
|———— Tunika vaginalisin boslugu
~  Parvetal yaprak
T :
" Tunika albuginea

Septum
Testikiiler lobuiller

Sekil 2. Testisin anatomik yapis1 (109).

Testis distan ige; tunika vaginalis’ in lamina visceralis’ i (epiorchium),

tunika albuginea ve tunika vasculosa olarak {i¢ tabaka ile sarilidir (Sekil 2) (11, 95).

Karin boslugundan skrotum igine ge¢is yolu olan canalis inguinalis, fetal hayatta
testisten skrotumun i¢ yiiziine uzanan ve gubernaculum testis adi verilen fibr6z bir yap1
ile belirlenir. Fetal gelisimin daha sonraki donemlerinde peritonun parmak seklinde bir
cikintis1 olan processeus vaginalis, gubernaculum testis’1 izleyerek karin 6n duvarindan
gecer ve skrotuma inigine onciiliik eder. Processus vaginalis bu gecis sirasinda karin 6n
duvari tabakalarin1 da birlikte siiriikler. Normal durumda testisler dogumdan hemen
once bu yolu takip ederek canalis inguinalis’ten gecer ve skrotuma iner. Processus
vaginalis ise dogumdan kisa bir siire sona kapanir. Bu nedenle testisin etrafinda
processus vaginalis’in Kalintis1 olan bir tabaka kalir. Bu tabakaya tunika vaginalis testis
ad1 verilir (6, 11, 113).

Tunika vaginalis testisin lamina visceralis (epiorchium) ve lamina parietalis

(periorchium) olmak Ttizere iki yapragi vardir. Lamina visceralis, sadece testisin 6n



kenarini ve iki yiiziinii orter; arka kenarin medyal ve lateral taraflarinda ise kendi iistiine
kivrilarak lamina parietalis ile devam eder. Lamina parietalis ise testisin alt kismimdan
iist kismina dogru, hatta funiculus spermaticus’un 6n ve i¢ tarafinin da kaplayacak
sekilde, bir miktar yukariya dogru uzanir. Tunika vaginalis testisin lamina parietalis ve
lamina visceralis’i arasinda potansiyel bir bosluk ve bu bosluk iginde de ¢ok az
miktarda ser6z bir sivi bulunur (32, 71, 113). Sinus vaginalis’teki az miktardaki sivi
parietal ve visseral yapraklar1 birbirinden ayirarak testisin skrotum iginde serbestge
hareketini saglar (6, 11).

Tunika albuginea, testisleri 6rten kalin, fibroz bir tabaka olup, elastikiyeti ve
genisleme 6zelligi olmayan bu tabaka, arka kenardan testis i¢ine sokulur ve vertikal bir
bdlme olusturur. Bu bélmeye mediastinum testis ad1 verilir. Mediastinum testis, testis’in
extremitas superior’undan extermitas inferior yakinina kadar uzanir. Mediastinum
testis‘in 6n ve yan kismindan ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir. Bu uzantilar,
testis parankiminden gegerek tunika albuginea’nin i¢ yiiziine ulasir ve bdylece testisi
koni biciminde lobiillere boler (lobuli testis). Testis parankimini lobuli testis i¢inde
bulunan ve kivrimli seklinden dolayr tubuli seminiferi contorti adi1 verilen kanalciklar
olusturur. Her biri testis kanalcigi, mediastinum testis yakininda tubuli seminiferi recti
ad1 verilen diiz bir kanalcikla uzanir. Biitiin lobiillerden gelen bu kanalciklar
mediastinum’a sokulur ve burada rete testis denilen agi olusturur. Lobuli testislerde
yapilan spermiumlar rete testis’ten ductuli efferentes testis adi verilen kanallar araciligi
ile epididimise gelir (6, 11, 71, 95, 113). Spermler, kisa diiz borucuklarla (tubuli

seminiferi recti) rete testis’e baglanan tubuli seminiferi contorti’lerde olusur (11).

Tunika vasculosa, testisin damar agindan olusan ve tunika albuginea’nin ig
yiiziinii Orten tabakasidir. Bu tabaka tunika albuginea’nin uzantisi olan septula

testislerin i¢ yiiziinii kapladig1 i¢in lobuli testis’lerin de etrafinda bir tabaka olusturur
(71).

Arterleri: Sag ve sol a. testicularis’ler (aorta abdominalis’in dal1) (71). Uzun ve

ince aa. testiculares aorta abdominalis’in anterolateral yiiziinden a. renalis’in hemen



altindan ¢ikar. Egik bir seyirle retroperitoneal bolgeye (peritoneum’un dis1 veya arkasi)
gecerek ireter ve aa. iliacae externae’in alt boliimiinli ¢aprazlayarak anulus inguinalis
profundus’a ulasir. Aa. testiculares, anulus inguinalis profundus’lardan kanala girip
burada ilerler. Sonra anulus inguinalis superficialis’ler araciligiyla kanaldan ¢ikip
testisleri beslemek i¢in funiculus spermaticus’a girer. A. testicularis veya dallarindan

biri a.ductus deferentis ile anastomoz yapar (6, 11, 71).

Venleri: Her bir testisin arka tarafindan ¢ikan kiiciik 8 ila 12 ven birleserek
plexus pampiniformis adi verilen vendz ag1 olustururlar (6, 11). Plexus pampiniformis
testisin termoregiilator sisteminin bir boliimii olarak bezi sabit 1sida tutar (95). Plexus
pampiniformis, funiculus spermaticus i¢inde yiikselir ve canalis inginalis’ten gecerek
karin bosluguna ulasir. Plexus pampiniformis’i olusturan venler daha yukarida
birleserek v. testicularis’i olusturur. v. testicularis dextra, v. cava inferiror’a; V.

teticularis sinistra ise v. renalis sinistraya dokiiliir (11, 32, 95, 113).

Lenfatikleri: Yiizeysel lenf damarlari tunika vaginalis testis‘in altinda, derin
lenf damarlar1 ise testis ve epididimisin iginde yer alir. Bu damarlar funiculus
spermaticus ile birlikte karin bosluguna gecer. Sonugta nodi aortici laterales ve nodi

preaortici’ye agilir (71, 95).

Sinirleri: Testisleri inerve eden sinirler medulla spinalis’in 10-11. torakal
segmentlerinden gelir. Bu sinirler plexus aorticus ve plexus renalis iginden geger ve
testisleri besleyen damarlarin g¢evresinde organa ulasir (11, 32). Testis otonom sinirlerle
vagal parasempatik ve sempatik lifler a.testicularis etrafinda plexus testicularis’i

olusturur (11, 113).

2.2. Testisin Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, ovumu délleyen sperm ¢esidi ile dollenme sirasinda

belirlenmis olsa da, morfolojik o6zellikleri, embriyo doéneminin 7. haftasina kadar



gelisime baglayamazlar. Genital sistem erken donemde her iki cinste de birbirine
benzer, bu nedenle genital sistemin bu asamasi “seksiiel gelisimin farklanmamis

sathas1” olarak adlandirilir ve gonadlara da ‘‘farklanmamis gonadlar’’ adi verilir (17,
54).

Gonadlar (testisler ve overler) li¢ kaynaktan kdken alirlar (Sekil 3) :
e Karin arka duvarimi doseyen mezotel (mezodermal epitel)

e Altindaki mezengim (embriyonik bag dokusu)

e Primordial germ hiicreleri (54)

Amnivon kesesi

Allantovis

Primordial germ
hiicreleri

Vitellus kesesi

Sekil 3. Yolk kesesi duvarinda olusan primordial germ hiicrelerinin konumunu gésteren tiglincii haftanin
sonunda bir embriyo (93).



Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada ortaya c¢ikar, mezonefrozun
medyalinde, mezotelde bir kalinlagma meydana gelir. Bu epitelin altindaki mezensimin
cogalmasi ile mezonefrozun mediyalinde bir kabariklik (gonadal kabarti) olusur.
Parmak seklindeki epitelyal kordonlar (gonadal kordonlar) altindaki mezensim igerisine
dogru kisa siirede biiyiirler. Farklanmamis gonad, dista yer alan bir korteks ve igte
yer alan bir medulladan olusmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom
kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi ovaryuma farklilasir, medullasi
geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini igermekteyse, medulla testise

farklilasir, korteks bir takim kalintilar1 birakarak geriler, dejenere olur (54, 66, 112).

Primordial germ hiicreleri 4. hafta basinda vitelliis kesesi duvarinda, allantoyisin
baslangi¢ yerine yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya c¢ikarlar. Embriyonun
katlanmasi sirasinda, vitelllus kesesinin dorsal pargasi embriyo icerisine dahil olmasi
ile, primordial germ hiicreleri de arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal
kabartilara go¢ ederler. 6. hafta sirasinda primordial germ hiicreleri altindaki mezensim

icerisine girerler ve gonadal kordonlara dahil olurlar (25, 54).

Eger embriyo genetik olarak erkekse, primordial germ hiicrelerinin cinsiyet
kromozomlart XY dir. Testis belirleyici faktorii kodlayan Y kromozomu iizerindeki
SRY geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlari testis veya mediiller kordonlari
olusturmak tizere, ¢ogalmaya devam edip medullanin derinliklerine dogru ilerler. Bu
kordonlar bezin hilusuna dogru, daha sonra rete testis tiibiillerini olusturacak ince hiicre
siralarindan ibaret bir ag seklinde dagilirlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde testis
kordonlarinin yiizey epiteli ile olan iliskileri tunika albuginea adli yogun fibroz bir bag

dokusunun araya girmesiyle sona erer (24, 66, 93).

Gonadal sirtin orjinal mezensiminden koken alan interstisyel Leydig hiicreleri
testis kordonlarinin arasinda bulunur ve bu kordonlarin farklanmaya baslamasindan
hemen sonra gelismeye baslarlar. Embriyo gelisiminin 8. haftasinda, Leydig hiicreleri
testosteron iiretmeye baslarlar. Insan  koryon gonadotropin  hormonu  (hCG)
testosteron iiretimini uyarir. Testisler artik genital kanal ve dis genital organlarin

cinsiyetini etkileyecek hale gelmistir (93, 112).
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Testosterona ek olarak, fetal testisler, glikoprotein yapida bir hormon olan
antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleryan inhibitér madde (MiM) ad1 verilen bir
hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri) tarafindan
salgilanir ve  hormonun salinmasi ergenlige kadar devam eder, daha sonra ise
seviyesi azalir. AMH, uterus ve tuba uterinalara farklilagan, paramezonefroz

kanallarinin (Miiller) gelisimini baskilar (54).

Doérdiincii ayda, testis kordonlart at nali seklini alir ve bu at nalinin uglari rete
testis ile devam eder. Bu durumda testis kordonlar1 artik primitif germ hiicreleri ve
bezin yiizey epitelinden koken almig Sertoli destek hiicrelerinden meydana gelmistir

(66, 93).

Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlar1 pubertede liimenleri agilarak

seminifer tiibiiller haline gelirler. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur :

e Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden
gelisir.
e Spermatogonia, primordial sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordial germ

hiicrelerinden farklanirlar (54).

Seminifer tiibiiller kanalize olur olmaz rete testis tiibiilleriyle birlesir ve duktuli
eferenslere girerler. Bu eferent duktuslar mezonefrik sistemin geride kalmis bosaltim
tibilleridir. Duktus deferens olarak bilinen bu kanallar, rete testis ile mezonefrik veya

Wolffian kanallarini birbirine baglarlar (93).

Testisler, genellikle 26. haftada baglayan ve 2-3 giin devam eden, inguinal
kanallardan gegerek skrotuma inis siireci yasamaktadirlar. Testisler, periton ve
processus vaginalis disindan gegerler, skrotuma girdikten sonra, inguinal kanal,
spermatik kord etrafinda kasilir. Terminde dogmus yeni doganlarin %97’°sinden
fazlasinda, her iki testis de skrotum igerisindedir. Dogumdan sonraki ilk {ii¢ ay
igerisinde, inmemis testislerin ¢ogu skrotuma iner. Testislerin skrotuma inisinde, fetal

testislerce tretilen androjenler sayesinde kontrol edilmesinin yaninda; fetal pelvisin
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genislemesi, embriyonun boyutlarinin uzamasi, karin i¢i organlarin biiylimesi ve karin

i¢i basincin artmasinin rol oynadig diistiniilmektedir (54, 66).

2.3. Testisin Histolojisi

Testisler, epididimis ve vaza deferensin baslangi¢ kismi tunika vaginalis denilen
mezotelyum boslugu i¢ine alan deriyle kapl bir cep olan skrotal kese iginde yer alirlar
(1). Testisler, embriyolojik gelisim sirasinda karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisirler. Fetiisiin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum
icinde spermatik kordonlarin uglarinda asilt olarak bulunurlar. Skrotuma dogru
gerceklestirdikleri bu gb¢ nedeniyle her bir testis kendisiyle birlikte peritonu, tunika
vaginalis adi1 verilen serdz bir kese seklinde skrotum igine siiriikkler. Tunika vaginalis
dista parietal, icte visSeral bir tabakadan olusur ve testisin 6n ve yan kisimlarinda tunika

albugineayi orter (40, 54).

Testisler, tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir
kapsiil ile ¢evrilidir (54, 90). Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak
mediastinum testis adi verilen yapiyr olusturur. Buradan bezin igine giren fibroz
uzantilar(septum), bezi testis lopguklari / bélmeleri denilen yaklasik 250 adet piramidal
bolmeye ayirir. Bu uzantilar kesintisiz degildir ve cogunlukla bdlmeler birbiriyle
baglantilidirlar. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tiibiil yer
alir (82). Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler, makrofajlar ve
Leydig hiicreleri ad1 verilen interstisyel hiicreleri igerir. Seminifer tiibiiller erkek tireme
hiicreleri olan spermatozoonlar1 iiretirken, interstisyel hiicreler testis androjenlerini
salgilar (1, 40, 54, 90).

Tunika albugineanin altinda damardan zengin gevsek bir bag dokusu olan tunika

vaskiiloza yer alir (90). Tunika vaskiiloza, tunika albugineanin testis igindeki

uzantilarinin i¢ yiizeyini orter ve tunika vaskiiloza biitlin tiibiilleri distan sarar (40).
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2.3.1. Seminifer tiibiiller

Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur (54). Her bir seminifer
tiibiil; ¢aplart yaklagik 150-250 pum ve boylar1 30-70 cm olan; iki ucu U seklinde ve
rete testise agilan tiiplerdir (40, 54, 90). Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu
yaklagik 250 metredir (54). Tibiiller kivrimlidir ve uglarina dogru liimeni daralarak diiz
tiibiiller ya da tubuli rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eden kangallar
seklinde uzanir. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testis denilen, epitel ile doseli
kanallarin olusturdugu bir labirente baglar (54). Rete testis, seminifer epitelin tiriinlerini
(testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar agidir (1). Anastomoz
yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimin bas
kismina baglanmaktadir (Sekil 4) (54, 110).

Seminifer tibiil
‘ iment

- Spermatozoa

"~ Erken spermatid

- Sekonder
spermatosit

| T~ Primer
spermatosit

| Sertoli
hiicresinin
I 71 cekirdesi

__-Spermatogonyum

. Bazal lamina

i~ Fibroblast

Sekil 4. Seminifer tiibiil epiteli (39).
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Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal membran ve
karmagik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibroz
tunika propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal membrana yapisik olan
en icteki katman, diiz kas 6zellikleri de gosteren yassilagmis miyoid hiicreler igerir.
Seminifer tiibiillerin arasindaki boslugu kan damarlari, lenfatik kanallar veya
siniizoidler, makrofajlar ve androjen tireten hiicre gruplart olan interstisyel (Leydig)
hiicreleri doldurur (1, 40, 54).

Seminifer epitelde iki tip hiicre vardir: Sertoli ya da destek hiicreleri ile
spermatogenez serisini olusturan hiicreler (Spermatogonyumlar, spermatositler ve
spermatidler). Spermatogenez serisinin hiicreleri 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir;
fonksiyonlar1 spermatozoonlar1 iiretmektir. Spermatozoonlar iiretimi spermatogenez
olarak adlandirilir. Bu siire¢, mitoz ve mayoz hiicre boliinmeleri igerir ve hiicreler
sonunda spermatozoonlara farklilasir; bu asama spermiyogenez olarak adlandirilir (54,
109).

2.3.1.1. Miyoid hiicreler

Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma
aktivitelerinden sorumludurlar. Spermler epididimal kanaldan gegtikten sonra ileri

motilite 6zelliklerini kazanirlar (1).

Peritiibiiler doku olarak da adlandirilan tunika propria, esas olarak fibroblast
igeren ¢ok katli bir bag dokusudur. Seminifer tiibiil etrafin1 ¢evreleyen 3-5 kat miyoid

hiicre ve kollajen fibril katmanindan olusmaktadir (90).

Bazi hayvanlarda miyoid hiicreler ultrastriiktiiel olarak incelendigi zaman,
sitoplazmasinda ¢ok sayida aktin filamentleri icermesi ve bazal membrana sahip olmasi
ile diiz kas hiicrelerine benzedigi ortaya konmustur. Fibroblastlarinda bulunan diiz

endoplazmik retikulum i¢ermeleri sayesinde kollajen sentezinde gérev almaktadir (40,
90).
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Spermatozoon ve testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden duktus epididimise
ulagsmas1 miyoid hiicrelerin ritmik kasilma hareketi ile peristaltik hareketin saglanmasi

ile gergeklesir (90).

2.3.1.2. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri; spermatogenez serisindeki hiicreleri saran, bazal membrandan
seminifer tiibiil limenine dogru uzanan uzun, piramidal hiicreler olup, tiibiiller arasi
bosluk ve seminifer tiibiil liimeni arasinda koprii hiicreler olarak gorev yaparlar (1, 54,

90).

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelin dominant hiicre tipidir.
Puberteden sonra postmitotiktir, seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik
%10 unu olusturur. Daha ileri yastaki erkeklerde spermatojenik hiicre popiilasyonu
diistiigli zaman, Sertoli hiicreleri tekrar epitelin ana elemani haline gelir. Eriskin

testisinde mitotik hiicre boliinmesi gézlenmez (1, 90).

Isik  mikroskobunda, gelismekte olan spermatojenik hiicrelere kriptalar
saglayarak ev sahipligi yapmak igin ¢ok sayida yan uzanti bulundurmasi nedeniyle,
Sertoli hiicresinin smurlart 1yi belirlenemez. Elektron mikroskobu ile yapilan
calismalarda, bu hiicrelerin genislemis diiz endoplazmik retikulum ve dar graniillii
endoplazmik retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi, mitokondri, lizozomlar ve lipid
damlaciklar1 ve zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktinimikrotiibiiller) icerdigi
gosterilmistir. Siklikla {iggen bigiminde olan uzanmis ¢ekirdeginde ¢ok sayida girinti,

belirgin ¢ekirdekgik ve az miktarda heterokromatin bulunur (1, 40, 54, 90).

Bazolateral bolgelerinde, Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleri ile okludens
baglantilar1 olustururlar. Bu baglantilar; seminifer epiteli bir bazal ve adluminal
kompartimana bdler ve gelismekte olan spermatojenik hiicreleri otoimmiin

reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyeri olarak da adlandirilan elemanlar1 belirlerler

(1).
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Sertoli hiicrelerinin su fonksiyonlar: vardir ;

e Gelismekte olan spermatojenik hiicrelerin  desteklenmesi, korunmasi ve

beslenmesinin diizenlenmesi,

e Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidiiel (artik)
cisimcikler olarak adlandirilan fazla hiicre kisimlarini fagositoz ile elimine

edilmesi,

e Olgun spermatidlerin aktin-aracili kasilmalarla, spermiyasyon denilen bir siireg,

seminifer tiibiil limenine salinimini kolaylastirilmast,

o Gelismekte olan spermatositler ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan
koruyan kan-testis bariyeri olarak da adlandirilan bazolateral (alt yan yiiz)

baglantilar ile kandaki zararli maddelere kars1 korunmasi,

e Seminifer tilibiil liimenine genital kanallar yoniinde akan ve sperm taginmasi i¢in

kullanilan bir s1v1 salgilanmasi,

e Anti-Miillerian hormon iiretimi sayesinde erkek fetiiste Miiller kanallarinin

gerilemesinin saglanmasi,

e Seminifer tilibiil i¢inde spermatogenez icin gerekli olan testosteronunun

yogunlagmasini saglayan androjen-baglayici proteinin (ABP) salgilanmast.,
e Inhibin ve aktivin altiinitelerini (o ve B alt {initeleri) salgilayarak hipotalamus ve
on hipofizden salinan gonadotropin salgilatici faktér ve FSH salinimi iizerine

negatif ve pozitif feedback ( geri etkili) bir etki gosterilmesi,

e Ureme hiicrelerine demir tasidigina inamilan testikiiler transferrinin

sentezlenmesi ve salgilanmasinda gorev alinmasi (1, 22, 40, 54).
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2.3.1.3. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal membran ile direkt iliskide olan
yaklasik 12 pm ¢apinda diploid spermatojenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki
tikayic1 baglantilarin altinda yer alir ve bu nedenle kan-testis bariyerinin disinda yer

alirlar.

Spermatogonyumlar; spermatogonyal kok hiicreden koken alir ve puberte

caginda mitoz boliinmeyle gogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusur (1, 54).

Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilir: A tipi spermatogonyumlar
(insan testislerinde A koyu ve A acik spermatogonyumlar olarak goézlenir) olarak da
adlandirilan kok hiicreler olarak boliinmeyi siirdiirebilir ya da siirmekte olan mitoz
dongiileri boyunca farklilasarak B tipi spermatogonyumlart olustururlar. B tipi

spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan onciil hiicrelerdir (1, 40, 54, 90).

Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde 6nemli etkileri vardir. Bu
hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve kanser kemoterapisinde
direnglidirler. Mitotik olarak boliinen  spermatogonyumlar, mayotik bdliinen
spermatositler ve farklilagsmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve radyasyona
duyarlidirlar (1, 110).

2.3.1.4. Primer ve sekonder spermatositler

Basarili mitotik boliinmeler gegirdikten sonra, tip B spermatogonyumlar, son S
fazin1 (DNA sentezi) tamamladiktan sonra mayoz bdliinmenin profaz asamasina
girerler. Spermatojenik hiicrelerin yasam siiresindeki esas DNA sentez aktivitesinin bu
son turu, mayozun profaz | asamasina baglayan bir primer spermatositin
spermatogonyuma gore iki kat DNA miktarma sahip olacagini belirler. Primer
spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA (N haploid kromozom sayisini

[insanlarda 23 kromozom] ya da bu kromozom takimindaki DNA miktarin1 gosterir)
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icerir (1, 54). Spermatositler iki basarili mayotik hiicre boliinmesi gegirirler ve Sertoli
hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin hemen {izerinde, seminifer tiibiiliin adluminal
kompartmaninda yer alirlar. Dolayisiyla, mayoz boliinmenler kan-testis bariyeri iginde

gerceklesir (1, 40).

Olugmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz bdliinmenin profazina
girerler. Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak {izere birinci
mayoz boliinmeye gider. Bu boliinmenin profaz asamasi yaklasik 22 giin siirdiiglinden,
kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu asamada izlenecektir. Primer spermatositler
spermatojen serinin en biiyiik hiicreleridir ve g¢ekirdeklerinde, sarmalanma siirecinin
degisik asamalarinda kromozomlarin bulunmas: ile tanmirlar. Birinci mayoz
boliinmeden sonra sekonder spermatositler olarak adlandirilan ve yalnizca 23
kromozom (22+X veya 22+Y) igeren daha kiicikk hiicreler olusur. Sekonder
spermatositler ¢cok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve belirgin bir DNA sentezi
olmayan ikinci mayoz boliinmeye giderler. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin
gbzlenmesi zordur, c¢iinkii bunlar interfazda ¢ok kisa siire kalan ve cabucak ikinci
mayoz boliinmeye giren kisa omiirlii hiicrelerdir. Her bir sekonder spermatosit artik
herhangi bir hiicre boliinmesi gostermeden sperm seklinde olgunlasan iki adet haploid

spermatid meydana getirir. Déllenmeyle bunlar diploid sayiya donerler (1, 54, 90, 109).

2.3.1.5. Erken ve ge¢ donem spermatidler

Haploid spermatidler seminifer tiibiil limenine yakin adluminal kompartmanda
yerlesen, Sertoli hiicre sitoplmazma kriptalan i¢inde gomiilii, kiiciikk boyutlar1 (7-8 um
capta), yogunlasmis kromatin bolgeleri igeren ¢ekirdekleri ile ayirt edilebilir hiicrelerdir

(1, 54).
Spermatidin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda yer alan belirgin bir Golgi

kompleksi, mitokondriyumlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik

retikulumu tiibiillerini igerir. Proakrozomal graniiller olarak adlandirilan PAS-pozitif
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kiigiik graniiller Golgi kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek zarla sinirli bir

akrozom vezikiiliiniin i¢inde yer alan tek bir akrozom graniilii olustururlar (54, 112).

2.3.1.6. Spermatozoon (olgun spermatozoa)

Olgun bir insan spermatozoonu yaklasik 60 pm uzunlukta olup; bas ve kuyruktan olusur
(Sekil 5) (22).

Orta parga

Baglanti pargast

Bas

Sekil 5. Olgun spermatozoon (39).

Bas : Yaklasitk 4.5-5 pm uzunlugunda, 3 pm genisliginde ve 1 pm
kalinligindadir. Cekirdek basin biiyiik kismini olusturur ve 2/3 6n kismi hidrolitik
enzimleri i¢eren akrozomla ortiilidiir. Akrozomal enzimler oositi saran korona radiyata

ve zona pellusida’ya spermatozoon girisini kolaylastirmak i¢in déllenme aninda salinir
(109).
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Kuyruk : Sperm kuyrugu, baglanti pargasi, orta parga, esas parga ve son parca
olmak iizere dort kisimdan olusur. Baglanti parcasi yaklasik 5 pm uzunlugunda,
cekirdege tutunmus proksimal sentriyol ve aksoneme kaynaklik eden distal
sentriyolii bulunduran dar bir parcadir. Orta parga yaklasik 7 um uzunlugunda olup
spermatozoonun dairesel diizenlenmis mitokondrisini igeren kuyruk boliimidiir. Esas
parg¢a, kuyrugun en uzun parg¢asidir ve yaklasik 45 um uzunlugundadir. Dis yogun lifle
sartli merkezi aksonem ve fibréz bir kiliftan olusur. Son parca yaklasik 5 um
uzunlugundadir. Dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasi nedeniyle

sadece aksonemi kapsar ve kuyrugun en kisa pargasidir (22, 109).

2.3.2. Interstisyel alan

2.3.2.1. Interstisyel bag dokusu

Testisin interstisyel dokusu, androjen liretimi agisindan onemlidir. Testislerde
seminifer tlibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kapillerler ve lenf damarlari
ile doludur. Bag dokusu degisik tipte hiicreler igerir; bunlar arasinda fibroblastlar,
farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Ergenlikte
baska bir tip hiicre daha fonksiyonel olarak belirgin hale gelir. Bu hiicreler testisin

interstisyel ya da Leydig hiicreleridir (1, 54).

2.3.2.2. Leydig hiicreleri

Leydig hiicre topluluklari, kan damarlar1 ve lenfatik kanal veya sinozoidler
yakininda, intertiibiiler alanda yerlesmistir. Yuvarlak ya da c¢okgen sekilli, ¢ekirdegi
merkezde ve kiiciik lipid damlaciklarindan zengin, tiibiiler kristali mitokondriyumlar ve
1yi geligsmis bir diiz endoplazmik retikulumu iceren, eozinofilik sitoplazmasi bulunan bir

hiicredir. Bazilari, heniiz kesin yapis1 bilinmeyen sari-kahverengi bir pigment olan
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lipokrom pigmenti igerir. Sitoplazmalarinda insana &6zgii, 6zellikle elektron, bazen de
151tk mikroskobunda belirgin olarak goriilen ve heniiz fonksiyonlart bilinmeyen
renksiz Reinke kristalleri bulunur (1, 40, 54, 90).

Bu hiicreler, mitokondriyumlarinda ve diiz endoplazmik retikulumlarinda
bulunan enzimler tarafindan erkeklik hormonu olan testosteronu iiretirler. Testosteron
spermatogenez, embriyonal ve fetal yasam sirasindaki cinsiyet farklilasmasi ve
gonadotropin salgisinin kontrolii agisindan 6nemlidir. Serumda bulunana testosteronun
yaklagik % 95°1 Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir, kalan testosteron adrenal
korteks tarafindan iretilir. Ergenlikte ve eriskinde viicuttaki cogu organ ve dokuda etki
gosterir (1, 54).

Interstisyel hiicrelerin hem fonksiyonlar1 ve hem de sayilari hormonal uyarilara
baghdir. insanda gebelik sirasinda plasentadan iiretilen gonadotropik hormon, anne
kanindan fetlise geger ve androjenik hormonlar1 iireten bol miktardaki fetal testis
interstisyel hiicreleri uyarir. Bu hormonlarin varli§i, erkek genital organlarinin
embriyonik farklilagmasi i¢in gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin 4.
ayma kadar tamamen farklilasmis olarak kalirlar ve sonra testosteron sentezinde bir
azalmayla birlikte gerilerler. Daha sonra gebeligin geri kalan1 boyunca ve hipofizden
salgilanan luteinizan hormon (LH) uyarisi altinda testosteron sentezini yeniden

yapmaya basladiklar1 puberte 6ncesi doneme kadar dinlenmede kalirlar (54, 109).

2.3.3. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan olgun sperme doniisme asamasindaki bir
dizi olaylar siirecini kapsamaktadir (Sekil 6) . Puberteden kisa bir siire 6nce, hipofizden

salinan gonadotropinler sayesinde baslar ve hayat boyu devam eder (109).
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Tip A spermatogonvum

&5 % = (kok hiicreler)

s |- Tip B spermatogonyum
(6nciil'progenitdr hiicreler)

Mitoz bélinme

~ Spermivogenez

OCECOCOOCOO00e—Hrtk cisimeik
PNy (P ioat— Spermatozoonlar/

Sekil 6. Germ hiicrelerinin ge¢irdigi evreleri gosteren ¢izim (54).

Spermatogenez siireci ii¢ boliimde incelenmektedir:

1) Spermatositogenez
2) Mayoz
3) Spermiyogenez (109)

2.3.3.1. Spermatositogenez

Spermatogonyumlarin mitozla ¢ogalarak ve primer spermatosite

farklilagsmasini icermektedir.

Tip A spermatogonyumlar spermatojenik serinin kok hiicreleridir. Bir ya da daha

fazla mitotik bolinmeden sonra farklilasmamis kok hiicreler olan tip A
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spermatogonyumlar olarak devam ederler ya da siiregelen mitotik sikluslar boyunca
farklilasarak tip B spermatogonyumlari olustururlar. Sertoli bariyerinden gegen her bir
B tip spermatogonyum biiyliyerek, daha biiyikk yuvarlak hiicreler olan primer
spermatosit halini alir. Tip B spermatogonyumdan olusan primer spermatositler,

birinci mayozun profazina girerler (40, 54, 90, 111).

2.3.3.2. Mayoz boliinme

Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak {izere birinci
mayoz boliinmeye gider. Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir sekilde interfaz asamasi
ve belirgin bir DNA sentezi olmayan ikinci mayoz bélinmeye giderler. Her bir
sekonder spermatosit artik herhangi bir hiicre boliinmesi gostermeden sperm seklinde

olgunlasan iki adet spermatid meydana getirir (1).

Birinci mayoz bdliinmenin sonunda, primer spermatositin 4N DNA miktar
sekonder spermatositte 2N’ye diiser. Ikinci mayoz béliinmenin sonunda 2N DNA
miktar1 1N’ye diiser. Meydana gelen spermatidler haploid spermatidlerdir ve

spermiyogenez denilen bir farklilagma siirecini baslatirlar.

Birinci mayoz boélinmenin profazinda eslesmis homolog kromozomlar
ayrilirken, ikinci mayotik boliinme sirasinda interfaz sathasinin S agamasinda DNA
miktar1 iki katina ¢ikarilmamasi sebebi ile, sirasi ile; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz
asamalarindan sonra kardes kromatidler yavru hiicreler olan haploid spermatidlere
dagilirlar (1, 40, 54, 90).

2.3.3.3. Spermiyogenez

Haploid spermatidler seminifer tiibiill liimenine yakin  adluminal

kompartmaninda  yerlesmis ve Sertoli  hiicre  sitoplazma  kriptalar1 iginde
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gomiilidiirler. Spermiyogenez  spermatidlerin  hiicre boliinmesi gergeklesmeden

spermatozoona doniistiigii siire¢ olup spermatogenezin son asamasidir (Sekil 7) (1, 54).

Alcrozomal faz Erken maturasyon Ara :
Spermatid Golgi fazt faz maturasyon
Flagellum taz1

Niikleus 8
Akrozomal granil Mitokondri

Niikleus
, / Niikleus
Akrozomal vezikiill Akrozomal kep

Sekil 7. Spermiyogenezin agamalari (39).

Spermatidler, kiiglik boyutlar1 (7-8 pum c¢apta), yogunlasmis kromatin bolgeleri
iceren c¢ekirdekleri ile ayirt edilebilirler. Spermatidlerin sitoplazmasinda
mitokondriyumlar, bir sentriyol ¢ifti, serbest ribozomlar ve graniilsiiz endoplazmik

retikulumu bulunur, c¢ekirdeginin hemen yaninda ise Golgi kompleksi yer almaktadir
(40, 54).

Spermiyogenez dort faza ayrilir (1, 40, 90) :

2.3.3.3.1. Golgi fazi

Proakrozomal graniiller olarak adlandirilan PAS-pozitif kiigiik graniiller Golgi
kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek zarla sinirli bir akrozom vezikiiliiniin
icinde yer alan tek bir akrozom graniilii olustururlar. Sentriyoller gé¢ ederek akrozomun
olustugu bolgenin karsi tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma gelirler. Flagellar

aksonem olusmaya baslar ve sentriyoller yeniden ¢ekirdege dogru go¢ ederken hareket
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ettikge aksonem komponentleri ¢evresine sarilir (40, 54, 90).

2.3.3.3.2. Baslik (Cap) faz

Bu asamada, akrozom vezikiilii ¢ekirdegin 6n yarisindan fazlasini sarar. Bu
yeniden sekillenen yapi akrozomal kep olarak adlandirilir. Cekirdek etrafin1 saran

akrozomal kep kalinlasir. Bu arada c¢ekirdekteki yogunlasma devam eder (40, 90).

2.3.3.3.3. Akrozom fazi

Akrozom hyaluronidaz, nérominidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri
aktivitesi olan proteaz gibi bazi hidrolitik enzimleri icerir. Bu yilizden akrozom
lizozomun 6zellesmis bir tipi gibidir. Bu enzimlerin, yumurtay1 ¢evreleyen korona
radiata hiicrelerini birbirinden ayirdig1 ve zona pellusiday: sindirdigi bilinmektedir. Bu

islem akrozom reaksiyonu olarak bilinir ve fertilizasyonun ilk basamaklarindan biridir

(54).

Bu fazda spermatid kendisini yeniden diizenleyerek basini Sertoli hiicresine
dogru gomili bir bicimde tutar. Gelismekte olan kam¢i seminifer tiibiil liimenine
uzanir. Spermatidin yogunlasan cekirdegi yassilasir ve uzar. Ayn1 zamanda akrozom
hiicre zarmin 6n kismima hareket eder. Sitoplazmik mikrotiibiiller organize olarak
silindir haline gelirler ve g¢ekirdegi ¢evreleyen manset meydana gelerek spermatidin

arka kismina dogru ilerlerler (40).

Sentriyollerden biri geliserek kamgiy1 olusturur. Hiicre zar1 gelisen flagellumu
da sarar. Mitokondriler de flagellumun proksimal pargasi etrafinda toplanarak orta
parca adi verilen kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bolge spermatozoonlarin

hareketlerinin kaynagini aldig1 yerdir (40, 54, 90).
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Cekirdekteki kromatin yogunlasir. Somatik histonlar arjinin ve lizinden

zengin protaminlerle yer degistirerek sperme 6zel histonlara doniisiir (1).

2.3.3.3.4. Olgunlasma fazi

Spermatid sitoplazmasinda olusan artik cisimler spermiyasyon asamasinda
birakilir ve Sertoli hiicrelerince fagosite edilir. Sonuncu spermatid olgunlagsma evresi
sirasinda  mitokondriyumlar gelisen flagellum (kamgi) boyunca dizilmelerini
tamamlarlar. Flagellum keratin igeren dis yogun lifler ve bir fibroz kilif ile ¢evrilidir.
Aksonem es merkezli 9 + 2 mikrotiibiil ¢iftinden olusur. Cekirdek uzar yogunlasir ve
mangetin kaudaline ilerler. Olgunlagsma islemi, g¢ekirdek son uzamis, yogunlasmis
seklini aldiginda, manset dagilmaya basladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize

oldugunda tamamlanir (22, 109).

Spermatidler tiibiiliin limenine dogru hareket ederler. Sertoli hiicreleri ile
aralarindaki sitoplazmik kopriiler varligini siirdiirmektedir. Seminifer epitelde belirli
spermatojenik hiicreler sadece diger belirli spermatojenik hiicrelerle baglantilidirlar.
Seminifer tiibiil seritinde farkli hiicre gruplarin bir serisi bir dongili tamamlanincaya
kadar devam eder. Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik
kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma olur

(54, 57, 109).

Deneysel olarak H>-timidin enjeksiyonu ile gergeklestirilen arastirmalarda,
insanda spermatogonyum asamasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siirenin 6
evreden olustugu ve her dongiiniin 16 giin siirdiigiinii, boylece; yaklasik 64 giin oldugu
gosterilmistir. Tubil kesitinin farkli alanlarinda ve farkli tiibiil kesitlerinde,
spermatogenezin farkli agamalarinin izlenmesi iizerine, Spermatogenezin, tiim seminifer
tiiblillerde ve her seminifer tiibiil icinde ayn1 anda ya da zaman uyumlu olarak
gerceklesmedigi ortaya konulmustur. Bu durum, tiibiill duvarmin ayr1 ayri her

bolgesinde spermatogenezin komsu bdlgelerden az c¢ok bagimsiz olarak ilerledigi
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anlamina gelir. Bu, ayn1 zamanda, spermatozoonlarin neden seminifer tiibiillerin bazi
bolgelerinde bulundugunu, diger bolgelerin de yalnizca spermatidlerin goriildiigiini

aciklar. Bu durum, seminifer epitel dongiisii olarak adlandirilmaktadir (54, 22, 109).

2.4. Testisin Histofizyolojisi

Spermatogenez iizerinde en onemli uyarici etkiyi hormonlar yapar. Bunlar (2,
85, 111) :

1. Testosteron : Testisin interstisyel dokusunda yer alan Leydig hiicreleri tarafindan
salgilanir ve spermatojenik hiicrelerin biiyiimesi ve boliinmesi i¢in gereklidir. Ayrica

ikincil cinsiyet karakterlerinin devam ettirilmesinden de sorumludur (111).

2. Luteinizan hormon (LH) : On hipofizden salgilanir, Leydig hiicrelerini uyararak

testosteron salgilatir. Hipofizden LH salgilanmasi negatif geri besleme ile
diizenlenir. Testosteron sentezinin artmasiyla LH salinimi baskilanir ve tersine

testosteron diisiik ise LH salinimi artar (85, 111).

3. Folikiil stimiilan hormon (FSH) : On hipofizden salgilanir, Sertoli hiicrelerini uyarir.

Adenil siklaz yapimini, dongiisel adenozin monofosfat (cAMP) artigin1 uyarir. Ayrica
ABP’ nin sentez ve salgilanmasini harekete gecirir. Daha sonra ABP testosterona
baglanarak bu hormonu seminifer tiiblil liimenine tasir. Boylece spermatogenez

uyartlmig olur. Bu uyari olmazsa spermatidlerin sperme doniismesi ger¢eklesmez (85,
111).

4. Ostrojenler : FSH sonucunda uyarilan Sertoli hiicresinde testosterondan
yapilmaktadir (2, 111).

5. Biiyiime hormonu (GH) : Diger hormonlar gibi testisin metabolik fonksiyonlarinin

kontrolii i¢in gereklidir. GH 06zgiil olarak spermatogonyumun erken bdliinmesini

destekler, yoklugunda ise spermatogenez durur ya da sekteye ugrar (85, 111).
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6. Inhibin ve Aktivin : Adenohipofizden FSH salgilanmas: inhibinler tarafindan

baskilanirken, aktivinler tarafindan uyarilir (85).

37°C olan viicut sicakliginin altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
regiilasyonunda sicaklik ¢ok 6nemlidir. Testislerdeki sicaklik yaklasik 35°C’dir ve bu
birka¢ mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir vendz ag olan pampiniform pleksus
testis arterlerinin etrafin1 sararak testis sicaklifinin siirdiiriilmesini sicakligi dagitmak
icin ters yonlii akimla sicaklik degisimi yaparak saglamaktadir. Diger bir faktor ise,
diisiik sicakliklarda spermatik kordondaki kramester kaslarinin kasilmasi ile testislerin

daha yiiksek bir 1sida kalabilecegi inguinal kanallara ¢ekilmesidir (2, 85).

Insanda  giinlik sperm {iretimi testis basina 94.6 milyon olarak
hesaplanmistir. Spermler, disi lireme yollarinda normalde mevcut olan sivi akintisina
kars1 hareket etme yetenegine sahiptir ve bu Ozelligine pozitif reotaksis denir.
Spermler, disi iireme yollarinda bazi kimyasal maddeler tarafindan ise kendisine dogru

cekilir ve bu 6zellige de pozitif kemotaksis denir (85, 111).

Sertoli hiicreleri arasindaki 6zel baglanti kompleksleri olan kan-testis bariyeri
ise; iireme hiicrelerine hormon ve metabolitlerin alinmasini ayarlar, interstisyel sivinin
seminifer tiibiillere girmesini engelleyerek erkek germ hiicrelerini kandan gelecek
zararli maddelere karsi korurlar. Puberteden sonra olusan kan-testis bariyeri, gelisen
spermler ve bagisiklik sistemi arasinda olugabilecek etkilesimleri Onler. Bdylece

seminifer epiteli herhangi bir otoimmiin tepkiden de korumus olur (2, 57, 85, 111).

2.5. Kanser ve Kemoterapi

Kanser biiylime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimidir ve somatik

genetik hastaliklarin en sik, en yaygin ve ayni zamanda en komplike olanidir (38).
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Hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve Oliimiinii regiile eden genlerde
bozukluk sonucu olusan kanser, diinyada en ¢ok Oliime neden olan hastaliklardan
biridir (77).

Kanser, hem c¢evresel hem de kalitsal etkenlerin olusturdugu degisikler kaynakli
olup, hiicrenin genetik materyalini ilgilendirdigi i¢in, genetik bir hastalik olarak kabul
edilmektedir (70).

Kanser hiicrelerini karakterize eden alt1 6zellik tanimlanmistir. Bunlar, biiyiime
sinyalleri  olusturabilme, biliyiimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlasma,
programlanmis hiicre Sliimiinden (apoptoz) kacabilme, sinirsiz boliinme, ¢ogalma
potansiyeline sahip olma, anjiogenezi siirekli destekleyebilme, invazyon ve metastaz

yapabilme 6zellikleridir (77).

Giliniimiizde en yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleri ise cerrahi,

radyoterapi, immiinoterapi ve kemoterapidir (78).

Kemoterapi, hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden 6zellikle kontrolsiiz
cogalan hiicrelere kars1 secici oldiiriicti etkileri olan, tiimdr hiicrelerinin biiyiimesini,
cogalmasini durdurmak veya yok etmek amaci ile dogal veya sentetik kimyasal
maddeler, biyolojik ajanlar veya hormonlarla yapilan tedavilerin tiimiinii igine alan bir

tedavi seklidir (7).

Kemoterapotik ajanlar en fazla hiicreler proliferatif donemde iken etkilidirler.
Kanserli hiicrelerin normal hiicrelere gore hizli biiylimesi ve ¢ogalmasi nedeniyle ¢ogu
kemoterapotik ilag bu tiir 6zellik tasiyan hiicrelerin tahrip edilmesi i¢in gelistirilmistir.
Ancak bazi normal hiicrelerde de benzer Ozellikler bulunmakta ve bu hiicreler de
kemoterapiyle dogrudan etkilenmektedir. Bu etkilenmeler yan etkileri de
dogurmaktadir. Bu nedenle yan etkiler daha c¢ok kan hiicreleri gastrointestinal
sistemdeki hiicreler, kil folikiilleri ve spermler gibi hizli béliinebilen hiicreler {izerinden

olmaktadir. Bunun disinda bazi kemoterapotikler kalp, bobrekler, mesane, akcigerler ve
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sinir sistemi organlar1 gibi hayati organlar {lizerinde de olumsuz etkiler

olusturabilmektedir (7, 120, 127).

Kemoterapotikler kanserli olmayan normal doku ve hiicrelerde de cesitli
diizeylerde yan etkilere sahip oldugu icin erkek infertilitesi hatta sterilitesi
kemoterapotik ilaglarin {ireme sisteminde meydana getirdigi olumsuz faktorlerden
biridir. Spermatogenezdeki aksakliklar, sperm kalite parametrelerindeki bozukluklar,
ejakiilasyon bozuklugu, hipotalamus-hipofiz-gonad eksenindeki fonksiyon bozuklugu,
cinsel fonksiyon bozuklugu gibi olumsuz durumlar kemoterapotiklerin tireme
sisteminde meydana getirdigi yan etkiler arasinda gosterilmektedir. Testisteki Leydig ve
Sertoli hiicreleri kismen kemoterapotiklere direngli iken, germinal epitel bu ilaglara son
derece duyarhidir. Ancak kullanilan kemoterapi protokoliiniin ila¢ sayisi, dozlar1 ve
uygulama siirelerine bagli olmakla birlikte, eger germinal epiteldeki kok hiicreler
saglam kalirsa, tedavinin sonlandirilmasindan sonra belli zaman periyodunda

spermatogenez geriye donebilmektedir (88, 91, 119, 127).

Kanserli insan ve hayvanlarda yapilan pek c¢ok c¢alismada hormon
uygulamalarinin, sperm ve testikiiler doku kriyoprezervasyonunun, testikiiler biyopsi
aracilifiyla in vitro spermatogenezin, testis transplantasyonunun ve c¢esitli antioksidan
maddeleri ihtiva eden tamamlayici ve alternatif uygulamalarin kemoterapiden once ya
da kemoterapi esnasinda ilaglarin erkek iireme sistemindeki yan etkilerinin azaltilmasi
veya Onlenmesinde etkili oldugu belirtilmektedir. Bu caligmalarin pek cogunda
kemoterapotiklerin genellikle oksidatif stresle iligskili veya iligkisiz DNA hasart
olusturma mekanizmasiyla erkek {ireme sisteminde yan etkilere sebep oldugu,
dolayisiyla da farkli yapidaki bir¢ok antioksidan maddenin koruyucu rollere sahip
oldugu bildirilmektedir (28, 69, 88, 101, 116).

2.5.1. Antineoplastik (Antikanser) Ilaclar

Kemoterapotik ajanlar, kimyasal yapilarina ve hiicredeki aktivitelerine gore;
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alkilleyiciler, antimetabolitler, sitotoksik antibiyotikler, alkoloidler, enzimler,
kortikosteroidler (hormonlar ve hormon antagonistleri) olmak {izere etki mekanizmalari

birbirinden tamamen farkli ¢esitli kategorilere ayrilirlar (79).

- Alkillleyici ajanlar ve ilgili bilesikler, DNA ile kovalent baglar olusturarak etki ederler
ve boylece replikasyonu engellerler. Busulfan, Melphalan, Karmustin, Lomustin,
Klorambusil, Karboplatin, Cisplatin, Dakarbazin, Siklofosfamid, Prokarbazin,

Ifosfamid, Nitrojen mustard alkilleyici ajanlar arasinda yer alir.

-Antimetabolitler, DNA senteziyle ilgili bir veya daha fazla yolu bloke eder ve yikarlar.
Allopiirinal, Fluorourasil, Metotreksat, 6-Merkaptopiirin, Hidroksiiirea, Floksiiridin,
Gemsitabin, Fludarabin, 6-Tioguanin, Pentostatin anti-metabolit ajanlar arasinda yer

alir.

-Sitotoksik antibiyotikler, memelilerde hiicre bdlinmesini engelleyen mikrobiyal
kaynakli maddelerdir. Bleomisin, Aktinomisin, Daktinomisin, Adriyamisin,
Doksorubisin, Epirubicine, Daunorubicin, Mitomycin-c, Mitoxantrone, Idarubisin

antibiyotik ajanlar arasinda yer alir.

-Alkoloidler, bunlarin ¢ogu mikrotiibiil fonksiyonlarini ve bundan dolayr mitotik igleri
etkilerler. Etoposid, Teniposid, Vinkristin, Vinblastin, Vineralbin, Paklitaksel,

Doketaksel alkoloid ajanlar arasinda yer alir.

-Enzimler, protein sentezini inhibe ederek 16semik hiicre proliferasyonunu engeller. L-

asparaginase bu grupta yer alan ajanlardandir.
-Kortikosteroidler, hormon sekresyonlarini baskilayan veya antagonist hormon etkisi

gosteren ilaglardir ve timdriin biiylimesini geciktirici etkileri vardir. Prednisone,

Dexamethasone kortikosteroidler grubunda yer alan ajanlardir (21, 64, 79, 107).
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Kemoterapotik ilaglar olusturdugu etkiye gore iki gruba ayrilirlar;

Hiicre siklusuna bagiml ilaglar:

S fazina doniik ilaglar (Antimetabolitler): Hiicre metabolizmasini ve DNA
sentezini bozarak etki ederler. Methotrexate, S5Flourouracil, Cytarabine,

Procarbazine, 6 Tyoguanin, 6 Mercaptopurine gibi.

M fazina doniik ilaglar (Bitki alkoloidleri): Ana hiicreden iki yavru hiicre

olusmasini engellerler. Vincristine, Vinblastine bu gruptandir.

G2 fazina doniik ilaglar (Antitiimor antibiyotikler): RNA, DNA ve protein

sentezini etkilerler. Bleomisin, Acytinomycin-D, Daunorubisin gibi.

Hiicre siklusundan bagimsiz ilaglar:

Alkilleyici ajanlar: Hiicre ¢ekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkilerler. Hizli
cogalan hiicrelerin Oliimiine yol acarlar. Nitrojen mustard, Cisplatin,

Cyclophashamide, Procarbazine gibi

Hormonlar: Tiimor ortamini degistirerek biiylime ve ¢ogalmayr engellerler,

protein sentezini bloke ederler. Estrojenler, Kortikosteroidler gibi.

Antibiyotikler: DNA replikasyonunu bozarlar. Adriamisin gibi (7, 56, 79)
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2.5.2. Antimetabolitler

Antimetabolit ilaglar, hiicrenin normal metabolitleri ile benzerlik
gosterdiklerinden dolayi, enzimler i¢in benzerlik gosterdikleri metabolitlerin yerine
gecer veya ayni rolii alarak aktiviteyi bloke eder, azaltir yada makromolekiillerin igine

girerek, fonksiyonu olmayan bir makromolekiil yaratirlar (Tablo 1) (7).

Tablo 1. Antimetabolit ilaglar

ANTIMETABOLIT
ILACLAR
FOLIK ASIT PURIN PIRIMIDIN
METABOLITLERI | ANTIMETABOLITLERI ANALOGLARI
Metotreksat 6-Merkaptopurin 5-Fluorourasil
Raltireksed Tioguanin Kapesitabin
Pemetreksed Fludarabin Sitozin
Kladribin Arabinozid
Gemsitabin

Antimetabolit ilaglar ya ¢esitli enzimleri inhibe ederek folik asit, piirin ve
pirimidinlerin yapilmasini durdurur veya onlarin gerekli niikleosid ve niikleik asit
kompleksleri i¢ine girmelerine engel olarak DNA ve RNA sentezini onler. Doneme
Ozgii ilaglar olup oOzellikle hiicre dongiisinde “S” fazina etkilidirler. Bu da su
demektir; kemik iligi, kil kokleri ve spermatojenik hiicreler gibi hizli bdliinen
hiicrelerde  goriilen ¢ogalma kapasitesi yiiksek tiimdrlerde etkilidirler. Yine
bunlardan bazilar1 kimyasal yapilarmin farkli olusu (merkapto grubu, flor ihtiva
etmeleri gibi) nedeni ile niikleosid ve niikleik asit birlesimlerine girmekte ve toksik etki

gostermektedirler (21, 64).
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Bashica kullanim alanlar :

e Akut Lenfositik Losemi

e Akut Melojenik Losemi

e (Gogiis Kanseri

e Lenfoma

e Osteosarkom

e Ewing’s Sarkomu

e Hodgkin ve Hodgkin Dis1 Lenfoma
e Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

e Prostat Karsinomasi

e Testikiiler Karsinoma

e Wilms Timori

En 6nemli yan etkileri :

e Kemik Iligi Supresyonu

e Hepatotoksisite

e Nefrotoksisite

e Norotoksisite

e Enfeksiyonlar

e Sindirim Sistemi Irritasyonu
e Alopesi

e Dermatit

e Konjuktivit (10, 33, 56)



2.6. Metotreksat

Bir folik asit antogonisti olan metotreksat (Sekil 8), kanser kemoterapisinde en
yaygin olarak kullanilan antimetabolitlerden olup; dihidrofolik asit (Sekil 10)
analogudur (37). Ik kez 1948 yilinda c¢ocuklarin 18semilerini tedavi etmek amaciyla

kullanilmustir (33).

2.6.1. Metotreksatin Etki Mekanizmasi

Bir folik asit antagonisti olarak bilinen Metotreksat (MTX), kimyasal
olarak folik asidin (Sekil 9) 4-aminoN*°-metil analogu olup dihidrofolat rediiktaz
(DHFR) enzimi inhibitoridiir (60).

HoN N N
Y A A (l:H3
N CH.N CONH
/ R /L 2 —< >_
NH,

HOOCH,CH,C- - =-CH----COOH

Sekil 8. Metotreksatin kimyasal yapisi (81).

COOCH

HoN N N
T X AN
N~ o cww«@—cow COOH
N
OH

Sekil 9. Folik asitin kimyasal yapis1 (81).
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Saug oL

Sekil 10. Dihidrofolatin molekiil yapis1 (124).

Vitamin seklinde besinler iginde alinan folik asidin viicuttaki yararli sekli, folik
asit ve diger tetrahidrofolat tiirevi koenzimlerdir. Bu koenzimler, timidilatin, piirinlerin,
metionin ve glisinin sentezinde rol oynayan tek-karbon transferi reaksiyonlart igin
gereklidir. Folik asidin, dihidrofolat (FH;) lizerinden tetrahidrofolat (FH,)’a doniisiimii
su sekilde olur (56) :

Folik Asid f2tRed2 © Dihidrofolik asid 2idrotolatRedikiaz | etrahidrofolat(THF)
(-)
MTX
(16)

Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimine baglanarak enzimi geri
dontisli bir sekilde inhibe eder. THF sentezinin inhibisyonu, pirimidin timidilat ve piirin
niikleotidlerinin biyosentezinin durmasina yol agar. Bu yapi1 taslarinin lretilememesi
hiicre cogalmasi i¢in gerekli olan DNA ve RNA’nin sentezini ve enerji igin gerekli olan
ATP yapimini inhibe eder (16). Metotreksat, S donemindeki hiicreler iizerinde
sitotoksik etki yapar. Ayrica FH4’e dontisemeden kalan FHj, dihidrofolatpoliglutamatlar
(8FH2Gluy) ve metotreksatin poliglutamat tiirevleri (metotreksat Gluy) seklinde hiicrede

birikir; kanser hiicresi ic¢inde timidilat sentetaz ve transformilaz enzimlerinin
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inhibisyonundan poliglutamat metabolitleri sorumludur. Metotreksatin hiicrelerdeki
toksik etkileri folinik asid (N°-formiltetrahidrofolat) tarafindan antogonize edilir. Folik

asidin kendisi, THF’a donilisemediginden antidot olarak kullanilamaz (56, 60, 74).

MTX, DHFR’1 inhibe eder bu yiizden THF’in azalmasina neden olur. MTX
poliglutamatlar1 5,10 metilen THF rediiktaz, glisinamid ribozil 5 fosfat (GAR)
formiltransferaz ve aminoimidazol karbokzamid ribozil 5 fosfat (AICAR)
formiltransferaz enzimlerini dogrudan inhibe eder. Bu enzimlerdeki inhibisyon piirin ve
primidin metabolizmasinda inhibisyonla sonuglanir. Takiben DNA ve RNA sentezini
inhibe eder. 5-metil THF’in azalmasi homosisteinin remisyonunda azalmaya ve
homosistein ile adenozin diizeylerinde artmaya neden olur. MTX, SAM miktarindaki
azalmaya ek olarak dogrudan metionin sentetazi ve metionin transportunu inhibe

edebilir. Transmetilasyonun azalmasini takiben poliaminlerin sentezini de azaltir (124).

2.6.1.1. Metotreksatin antiproliferatif etkisi

MTX, vyiikksek dozlarda 16semi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun
timorleri, akciger kanseri, meme kanseri gibi  kanserlerin  tedavisinde
antiproliferatif olarak kullanilir. Bununla birlikte, Romatoid artrit’de (RA) diisiik
doz MTX tedavisinin mekanizmasi antiproliferatif etki ile agiklanmamasin; endotel
hiicre proliferasyonunun dogrudan inhibe oldugu goriisiinde olmakla birlikte bazi
aragtirmacilar  lenfosit proliferasyonunun inhibisyonu hakkinda zit goriisler
bildirmislerdir (75, 124). Antiproliferatif ve immiinomodiilator etkilerinin aktive T
hiicrelerinde ve keratinositlerde niikleik asit sentezinin inhibisyonuna bagli oldugu

diistiniilmektedir (115).
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2.6.1.2. Metotreksatin antiinflamatuvar etkisi

MTX, RA’da ve psoriatik artritin tedavisinde antiinflamatuvar etkisi nedeniyle
kullanilmaktadir. Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), interlokin 1-beta gibi sitokinler
ile metaloproteinazlar gibi inflamasyonun mediatorlerinin RA’da MTX tedavisi ile
azaldig1 gosterilmistir (23, 117). Adenozinin antiinflamatuvar etkisinin  baslica
notrofiller tizerinde oldugu, notrofil adezyonunu ve serbest oksijen radikallerinin
tretimini  engelledigi gosterilmistir. Bu MTX’ m gosterdigi antiinflamatuvar etkisini

aciklamaktadir (63, 128).

2.6.1.3. Metotreksatin immunmodiilator etkisi

Immiin mekanizmalar RA’nin patogenezinde &nemli rol oynarlar. B ve T
lenfositlerdeki aktivite artisinin MTX ile baskilandigi gosterilmistir. RA’l1 hastalarin
idrar, sinovyal sivi ve lenfositlerinde poliamin seviyeleri yiiksek bulundugu igin,
poliaminlerin RA’nin patogenezinde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Poliaminlerin
hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve immiin yanitta 6nemli gorevleri vardir. MTX’
m immiinmodulator etkisi poliaminlerin sentezindeki inhibisyon ile iligkili olabilir (15,
55, 124, 128).

2.6.2. Metotreksatin Farmakokinetik Ozellikleri

MTX, folatlarin hiicre i¢ine aktif transportu ile rekabete girerek hiicre icine
folatin yerine kendi girer. Karacigerde diger folatlarda oldugu gibi poliglutamilasyona
ugrar. Poliglutamasyon sonrast MTX intraselliiler olarak uzun siire kalabilir. Hidrolitik
enzimlerle bu halinden tekrar eski haline yeniden donebildiginden haftalik tek doz

seklinde kullanim 6nerilmektedir (34).
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MTX’ 1n gastrointestinal sistemden emilimi doza bagimli olup gidalarin emilim
tizerine etkileri hakkindaki bilgiler ¢eliskilidir. Serum pik seviyesine emilimden 1-2 saat
sonra ulasir. Genel kullanim dozu 7,5-25 mg/hafta olup bu dozun haftada bir giin tek
seferde alinmasi Onerilmektedir. Ancak bu dozun 2-3 esit miktara boliinerek alinmasi
klinik etkinlik a¢isindan fark olusturmadigi ic¢in hasta toleransina gore tercih
edilmelidir. 5-25 mg arasindaki dozlar1 iyi emilir ve % 60 oraninda biyoyararlanim
gosterir. Doz artirildiginda intestinal flora tarafindan metabolize edilerek atiliminin
saglanmasi nedeniyle emilimi azalir. Yaklasik % 50°si serum proteinlerine baglanir ve
diger albliimine baglanan maddelerle rekabete girer. Verilen dozun %60-90’a kadar olan
kismi, 48 saat i¢inde, en ¢ok da ilk 8- 12 saat icinde degismeden idrarla atilir. MTX’ 1n
bobreklerden atilimi, glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyonla bobreklerden ve az
bir kismida safra yollari ile olur. Bu yiizden, renal kan akimini azaltan, nefrotoksik ya
da zayif organik asit yapisindaki ilaglarla birlikte kullanimi, renal atilimi azaltarak daha
ciddi myelosupresyona neden olabilir. MTX metabolizmasi, insanlarda genellikle
minimal diizeydedir ancak yiliksek doz ilag uygulamasi ardindan 7- hidroksi-MTX
gibi metabolitler belirlenebilir. MTX’ 1n santral sinir sitemine, sistemik dolagimdaki
dozunun yaklasik %3’ i kadar gecer (34, 96, 97).

Metotreksat oral yolla (30 mg / m?) alindiginda gastrointestinal sistemden tama
yakin oranda absorbe oldugu halde, artan dozlarda bu oran azalmaktadir. Cocuklarin
akut lenfositer l10semilerinin niikslerinde absorbsiyonunun bozuldugu bildirilmistir.
Metotreksat 3 yar1 omiirlidiir (5 dakika, 2-3 saat, 8-10 saat ) ve son ikisi bobrek
yetmezligi durumunda ya da retansiyonu (tutulmasi) durumunda uzar. Eliminasyonun
bu son doneminde, bobrek hasar1 yiiziinden meydana gelecek uzama, ilacin kemik
iligi, gastrointestinal epitel ve cilt lizerindeki toksik etkilerinin artmasma neden
olur. MTX’ 1n plevral ya da peritoneal kavite gibi viicut bosluklarina dagilimi
yavastir. Ancak, asit ya da plevral efiizyon gibi nedenlerle meydana gelecek
genislemelerde, bu bolgeler ilag deposu gibi davranip ilacin yavas salinimina neden
olurlar. Bu nedenle plazma konsantrasyonundaki artis devam eder ve daha ciddi
toksisite bulgulart gelisebilir. Plazma-BOS konsantrasyon oranina gére metotreksatin
SSS’ ine gegisi disiiktiir (33, 97).
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Romatolojik olgularda genel kullanim dozu 10 mg/m®hafta olup, bu dozun
haftada bir giin ve tek dozda alinmasi Onerilmektedir. Ancak bu dozun 2-3
esit miktara boliinerek alinmast klinik etkinlik acisindan fark olusturmadigi
icin hasta toleransina gore tercih edilebilir. Bu dozda emilimi iyidir ve %60
oraninda biyoyararlanim gosterir. Doz arttirildiginda  intestinal flora tarafindan

metabolize edilerek atiliminin saglanmasi nedeniyle emilimi azalir (58).

Kanser hiicreleri membranindan gec¢isi  kolaylastirmak  diislincesiyle
metotreksatin yiiksek dozlarda uygulanmasi Onerilmektedir. Hiicre iginde ilacin
konsantrasyonunun artmasi, DHFR artisindan ya da metotreksata DHFR’1n afinitesinin
azalmasindan kaynaklanan direnci de yenecegi belirtilmektedir. Metotreksatin bu
yiiksek dozlar1 hiicrede poliglutamatlarin olusumunu ve dolayisiyla ilacin etki siiresini
artirmaktadir. Ancak bu yiiksek dozlarin etkinligi konvansiyonel (normal) dozlarla
karsilastirildiginda 6nemli bir farklilik ortaya ¢ikmamaktadir. Yiiksek doz tedavisine 5-
formil-tetra folik asit (I6kovorin) eklenmesi yararli olmaktadir. Ayrica metotreksatin
yiiksek dozlarmin uygulanmasinda timidin ve 1-asparaginazla hiicre siklusu bloku

yapilmasi da denenmistir (33, 61, 63).

Birgok ilag MTX ile etkilesime girebilmekte ve emilimi, yapisi ve atilimi
etkilenebilmektedir. Diger antifolat ajanlardan olan trimetoprim-sulfametoksazol ile
birlikte alim1 agir1 folat yetersizligine, salisilatlarla alimi1 kan serumundaki serbest ilag
oranini artiracagindan toksik etkilerde artisa neden olabilmektedir. Ayrica non-steroid
antiinflamatuvar ilaglarla alindiginda bobreklerle atiliminin etkilendigi yoniinde geligkili
yayinlar vardir, ancak renal fonksiyonlar1 1iyi olanlarda rahatlikla kombine
edilebilmektedir. Yasli ve renal fonksiyonlar1 iyi olmayan hastalarda dikkatli olmak
gerekir (34, 58).

Bunun yaninda ilacin etkileri disardan verilen folinik asit tarafindan antagonize

edilir (42).
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2.6.3. Metotreksatin Endikasyonlart

Onkolojide  yiiksek  dozda  (3-10g/m%giin)  kullamlan  metotreksat;
koriyokarsinomlar, 16semiler, lenfomalar, osteosarkomlar, KBB kanserleri ve meme
kanseri, bas ve boyun kanseri, ovaryum ve mesane kanserlerinde; diger
antineoplastiklerle kombine edilerek de kullanilmaktadir (13, 33, 74, 131). Onkolojide
uygulanan dozlarin 100-1000 kez daha azaldigi diisiik dozda (1,000-33,000 mg/m2)
uygulanan metotreksat ise; antiinflamatuvar ve hiicre boliinmelerini inhibe edici etkileri
nedeniyle psoriyazis, romatoid poliartritler, testis kanseri, sindirim kanalinin,
karacigerin bazi inflamatuar hastaliklart ve baz1 siddetli siddetli astimlarda

kullanilabilmektedir (13, 27, 33, 53, 74, 81).

2.6.4. Metotreksatin Yan etkileri

MTX’ 1n yan etkileri fazla ve siddetlidir. MTX kullanimi sirasinda gelisebilecek

yan etkiler sunlardir:

-Toksisitenin ilk belirtileri agizdaki agr1 ve iilserasyonlardir (10, 56).

-Kemik iligi depresyonu sonucu 10kopeni, trombositopeni, agraniilositoz
goriilebilmektedir (10, 55, 107).

-Sindirim mukozalarinda inflmasyon olusturmasiyla bulanti, kusma, anoreksi, karin

agrisi olusabilir (10, 21).

-Enfeksiyonlara kars1 duyarlilik artabilmektedir (33).

-Radyoterapi ile birlikte, intraketal yolla uygulandiginda, bas agrisi, ates ve ensede
sertlik gibi belirtilerle karakteristik kimyasal bir araknoidit tablosu ortaya c¢ikar.

Uygulamadan 2-3 hafta sonra motor paralizi, kraniyal sinirlerin paralizi, konviilsiyonlar

ve koma goriilebilir (SSS ile ilgili yan etkiler, radyoterapi ile siddetlenebilir) (21, 33).
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-Teratojen etki; metotreksat kullanimi gebeligin  biitiin  dénemlerinde zarar
verebilmektedir (10, 56).

-Gonadlar tizerinde toksik etkilir, spermazoidlerde degisme ve oligospermiye neden
olmaktadir (10, 33).

-Uzun siireli oral tedaviler siroz ve vena porta fibrozuna neden olabilir. Kimyasal

hepatit kolin uygulanmasiyla giderilebilmektedir (56).

-Diisiik dozlarda sik olarak saglarin incelmesi gézlenmektedir (10).

-Yiiksek dozlar alopesi ve deride pigmentasyon ve fotosansibiliteye sebep olur (10).

-Nefrotoksik etkileri vardir. Bu nedenle tedaviye baslanmadan ince hasta hidrate

edilmeli, I6kovorin ile idrar alkalilestirilmelidir (56, 107).

-Akcigerlerde infiltrasyon yapabilir (56).

Metotreksat bazi ilaglarla zararh etkilesimler yapmaktadir. Metotreksat yliksek
oranlarda plazma proteinlerine baglandigindan asit yapili ilaglar MTX-protein baginm
bozarlar. Fenitoin, NSAII ilaglar, salisilatlar, siilfonamidler, tetrasiklinler, tiazid
ditiretikler ve probenesid bobrek tubiiliislerinde MTX transportunu bozarak

eliminasyonunu azaltmakta, dolayisiyla toksisitesini artirmaktadirlar (33).

MTX gibi anti-kanser ilaglarinin, hiicreler {lizerindeki sitotoksik etkisi kanser
hiicreleri igin selektif degildir. Bu nedenle yiiksek proliferasyon oranina sahip olan
kemik iligi, bagirsak mukozasi ve sag folikiilleri gibi saglam dokular iginde toksik olan

bir ajandir. Antikanser ajanlar gonadlari da etkiler (126).
Yapilan ¢alismalar MTX" 1n, antioksidan enzim sisteminin etkinligini azaltarak,

hiicreleri reaktif oksijen partikiillerine (ROP)’ne karsi hassas duruma getirip hasara

neden oldugunu gostermektedir. Oksidatif stres testis dokusunda ve germ hiicrelerinde
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hasara yol agmaktadir. MTX’ m seminifer tiibiillerde atrofiye, germinal hiicrelerin

dokiilmesine ve apoptosize yol agtigini gézlemlenmistir (126).

MTX oksidatif stres ya da dogrudan toksik etkisi ile testikiiler hasara yol agarak
tiremeyi etkilemektedir. Fareler {izerinde ¢alisilan MTX uygulamasinda seminifer tiibiil
atrofisi, vakualizasyon, hiicresel deskuamasyon ve morfolojik degisiklikler goriilmiistiir
(76).

Fareler iizerinde yapilan bir aragtirmaya gore; MTX’ 1n; testis agirliginda
azalma, sperm sayisinda azalma, sperm bas anormallikleri arttirdigi, seminifer tiibiil ve

sperm DNA’sinda hasar meydana getirdigi rapor edilmistir (80).

MTX, birincil ve ikinci spermatosit boyutlarinda degisiklik, kromatin Kitle
yogunlagmasi ve vakuolizasyon, spermatid ve Leydig hiicre biiytikliiklerinde farkliliga
neden olmaktadir. MTX, hiicresel ve kromozomal degisiklikler ile oligospermiye yol
agmaktadir (98).

2.7. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, elektronlarin1 paylasabilmek i¢in diger molekiillerle hizla
reaksiyona giren, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunan atom veya molekiillerdir.
Genellikle radikal olmayan herhangi bir molekiil veya atoma elektronun girmesi
ctkmast ile meydana gelirler. Insan viicudunda biitiin hiicrelere hicbir zorlukla
karsilagmadan giren ve en cok kullanilma o6zelligine sahip olan molekiiler oksijen
(O2), yapisi itibariyle radikal olmaya ¢ok uygun oldugundan serbest radikal
denilince aslinda serbest oksijen radikalleri (SOR) akla gelmektedir (9, 31, 92).

Eger elektron ciftlesmemisse molekiil daha reaktif duruma gelir ve kararsizlasir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve siilfiir merkezli radikaller

oksidan smifina girer. Reaktif oksijen molekiilleri, tek elektronunu bir baska molekiile
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verebilenler (radikaller) ve elektron eksigi olmadigi halde baska molekiiller ile
radikallerden daha zayif bir sekilde birlesebilenler (radikal olmayanlar) olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadirlar. Canlilarda toksik olan molekiiler oksijenin tam olmayan

indirgenmesi ile olusan oksijen radikalleridir (9, 118).

Polimorf ¢ekirdekli 16kositler (PMNL)‘in aktive olmasi ile ortaya ¢ikan solunum
patlamasinda rol alan Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz),
stiperoksit dismutaz (SOD), nitrik okit sentaz (NOS) ve MPO gibi enzimler siiperoksit
anyonu (Oy), hidrojen peroksit (H20,), nitrik oksit (NO) ve hidroklorik asit
(HOCI) gibi reaktif {irinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar. Asir1 reaktif bu maddeler
diger atom ve molekiillerle elektron aligverisine girerek, onlarin kimyasal

yapilarini degistirip kararsiz (reaktif) bir atom haline getirme egilimindedirler (31).

Serbest radikaller elektron transferi, enerji iretimi ve diger metabolik
fonksiyonlarda temel olustururlar. Ancak radikallerle reaksiyona giren molekiillerin
bir elektronu azaldigi i¢in onlar da reaktif bir hale gelir ve bu reaksiyon
zincirleme olarak devam ederken kontrolsiiz bir davranig gosterirse hiicrede hasarlara

neden olurlar (49).

Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan {riinii olarak, hem de
toksik maddelerin etkisiyle olusabilmektedir. Serbest radikal yaratan kaynaklar
radyasyon, virlisler, giines 1sinlarinin  birkismi1  olan ultraviole 1sinlari, hava
kirliligini yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma sonundaki iiriinleri, sigara dumani,
enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda ¢ikan {rlinler gibi  hiicre
metabolizmasinin toksik triinleri, baz1 tahrip edici kimyasallar, hasere kontrol
ilaglar1 ve birgok baska etkenlerdir. iginde bulundugumuz ¢evrede gesitli fiziksel
ve kimyasal olaylar nedeniyle devamli bir radikal yapimi vardir, hiicresel

kosullarda da ciddi miktarda ve gesitlilikte radikal tiretilmektedir (49).
Serbest oksijen radikallerinin endojen kaynaklar1 ise; mitokondriyal elektron

transport sistemi, oksidatif stres durumlari (iskemi, travma, intoksikasyon gibi

durumlara bagl olarak), peroksizomlarda bulunan enzimler, enzimler ve proteinler;
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triptofan dioksijenaz, hemoglobin vb., kiigiik molekiillerin otooksidasyonu; tioller,
katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler, antibiotikler vb.,
endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek membran elektron transport sistemleri (sitokrom
p-450), makrofaj gibi fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen

solunumsal patlama olarak siralanabilmektedir (31).

Yapilan c¢alismalarla, c¢esitli kategorideki sitostatik ajanlarin hem in vivo

hem de in vitro olarak serbest radikal iiretimine neden olduklar1 gosterilmistir (26, 35).

2.8. Oksidatif Stres

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan SOR ile antioksidan defans
sistemi bir denge halindedir. Yogun SOR iiretimi ya da antioksidan defansin
azalmasi, biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara yol acarak

oksidatif strese neden olur (9, 31).

Temel olarak oksidatif stres, biyolojik sistemde prooksidanlarla antioksidanlar
arasindaki dengenin, prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanir. Hiicreler hafif
oksidatif stresi tek baslarina tolere edebilseler de genellikle antioksidan enzim
sistemlerini aktive ederler. Ancak, hiicre i¢i savunma sistemlerinin yeterli olamadig
durumlarda, oksidatif stresin taniminda belirtildigi {izere, reaktif oksijen bilesikleri
(ROB) ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur, dolayisiyla oksidan hasara duyarli

DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel makromolekiiller zarar goriir (20,
45, 89, 133).
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Lipid peroksidasyonu serbest oksijen radikalleri tarafindan baslatilan ve zar
yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir. Lipid
peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki
doymamis yag asidi zincirinin a-metilen gruplarindaki hidrojen atomunun
uzaklastirilmasiile baslar. Yag asidi zincirinden serbest radikal etkisi ile hidrojen atomu
uzaklastirilirsa yag asidi zinciri radikal 6zelligi kazanir. Lipid peroksidasyonunun; zar
lipid yapisindaki degisiklikler nedeniyle zar fonksiyonunun bozulmasi, olusan serbest
radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenleri iizerine etkisi, son iriinler olan
aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarmma neden oldugu
diisiinilmektedir. Malondialdehit, oksidatif stres sonucu gelisen lipidlerin
peroksidasyon hasarmin son iriinii olarak lipid hasar1 gostergesi, luminol, oksidatif
stresin hiicre sitoplazma diizeyi goOstergesi, lusigenin ise oksidatif stresin hiicre

mitokondriyal diizey hasar gostergesi olarak kullanilmaktadir (20, 43).

2.9. Antioksidanlar

Antioksidan ise; okside olabilen substrata gore ortamda daha az derisimde
bulunan ve bu substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen
madde olarak tanimlanabilir. Bu tanima gore antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest
radikalleri iceren kimyasal tepkimelerin sonucunda hiicresel bilesenlere gelebilecek

zarar1 onlemektir (129).

Antioksidanlar lipid peroksidasyonunu engellemeleri yaninda protein, niikleik
asitler ve Kkarbonhidratlarin korunmasimi saglarlar. Serbest radikaller ve reaksiyon
tirtinleri biyomolekiiller, fagositler ve myofibroblastlarin aktivitelerini artirirlar. Lipid
peroksidasyonu ve lipid peroksidasyon tiriinleri ile olusturulan fibrozun, bazi hayvan

modellerinde antioksidanlarin kullanimi ile azaldig1 gosterilmistir (4, 43).
Antioksidan sistemler enzimatik ve nonenzimatik olmak tizere iki kisma

ayrilirlar. Baglica antioksidan enzimler; Glutatyon peroksidaz (GPX), Kkatalaz
(KAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)’dir.  Nonenzimatik antioksidan sistem
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icerisinde; E vitamini, C vitamini, seruloplazmin, transferrin, iirik asit, albumin,
bilirubin, glukoz, piruvat, taurin, B-Karoten, melatonin, glutatyon ve sistein gibi

molekiiller yer alir (122).

2.10. Kurkumin

Yaygin olarak gida renklendirici ve baharat olarak kullanilan; Zencefilgiller
ailesine (Zingiberaceae) ait zerdecal (Curcuma longa, turmeric, zerdegop, Safran koki,
sariboya, zerdecav, hint safrani) bitkisinin koklerinden elde edilen polifenolik bir bilesik
olan Kurkumin, sari-turuncu pigmentli bir maddedir (112, 130). Basta Pakistan,
Hindistan, Cin ve Banglades olmak tizere Asya’nin tropik bdlgelerinde yetismekte olup;
bitkinin rizomlarindan elde edilen tozunun yaklasik 1:30 - 1:100 kadarin1 kurkumin
olusturur. 1 silme tath kasig1 zerdegal (~3 gram), ortalama 30-90 mg kurkumin igerir (5,
48).

Zerdecalin aktif bilesenleri kurkuminoit olarak adlandirilir; ve dogal Curcuma
longa bitkisinde 3 6nemli kurkuminoit bulunmaktadir. Bunlar; kurkumin (%75) (Sekil
11), demetoksikurkumin (%20) (Sekil 12) ve bisdemetoksikurkumindir (%5) (Sekil 13)
(65). Aktif bilesenlerinde ayrica ve tumerone, atlantane ve zingiberone dahil olmak
tizere gesitli ugucu yaglar bulunmaktadir. Diger bilesenleri ise sekerler, proteinler ve
recineleri igerir. Ham zerdegalin igerisinde % 0,3-5.4 oraninda kurkuminoit

bulunmaktadir (19, 30, 73).

CH30 OCH3

HO OH

Sekil 11. Kurkuminin molekiiler yapis1 (3)
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N V a OCH3

HO OH

Sekil 12. Demetoksikurkuminin molekiiler yapist (3).

Sekil 13. Bisdemetoksikurkuminin molekiiler yapist (3).

2.10.1 Kurkuminin Fonksiyonel Ozellikleri

Kurkuminin (Diferuloylmethane), sistematik kimyasal ad1 (1E,6E)-1,7-bis (4-
hidroksi-3-methoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion olup keto ve enol olmak {izere iki
tautomerik sekli bulunmaktadir (Sekil 14). Keto formu asidiktir ve notral sivi
soliisyonlarda ve hiicre membranlarinda bulunmaktadirlar. pH 3-7 araliginda kurkumin
giiclii bir H atom dondriidiir. Buna karsin pH 8’in iizerinde enol form hakimdir ve
kurkumin bir elektron donérii gibi hareket etmektedir ki bu fenolik antioksidanlarin
baglanma aktivitesi i¢in tipik bir mekanizmadir. Kurkumin bazik pH’a karsi
dayaniksizdir ve 30 dakika iginde trans-6-(4'-hidroksi-3'metoksifenil)-2-4-diokso-5-
hekzanal, ferulik asit, feruloilmetan ve vanilline indirgenir. pH 7’nin iizerinde rengi
saridan kirmiziya dogru doner. Molekiil formiilii C;1H2006 0lan kurkuminin molekiil
agirhg : 368,38 g/mol olup; erime noktasi 183°C (361°F) (456.15°K)’dir. Kurkumin
suda ¢ozlinmeyen, ancak etanol; Dimetil siilfoksit (DMSO) ve asetonda ¢6ziinebilen bir

molekiildiir. Bilinen bir yan etkisi yoktur (30, 68, 103).
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Kurkumin enol form

Sekil 14. Kurkuminin keto enol form molekiil yapis1 (65).

Siganlarla yapilan bir ¢alismada, oral olarak verilen kurkuminin %60 oranda
absorbe edildigi, geri kalan biiyiik kismina gaitada ve glukuronid ve siilfat konjugatlar
halinde idrarda gorildiigi gosterilmistir (103). Bagirsak ve karacigerde kurkumin
glukuronid ve kurkumin siilfata konjuge edilir yada hekzahidrokurkumine indirgenir
(43). Bagirsaklarda hidrojenasyon ile tetrahidrokurkumin (THC)'e doniisiir (Sekil 15).
Fakat metabolitleri kurkumin ile ayni biyolojik aktiviteye sahip degildir. Ancak
THC’nin  kurkuminin fizyolojik aktiviteleri {izerinde rol sahip olabilecegi
distiniilmektedir. Kurkumin, bagirsaklardan emilerek, kana ve bdylece dokulara
dagilmakta, safra ile atilmaktadir. Safrada ise ferulik asit ve dehidroferulik asit
formlarinda bulunmaktadir (Sekil 16) (8, 82).
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Sekil 15. Kurkumin ve tetrahidrokurkuminin molekiiler yapilari (5).
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Sekil 16. Kurkumin ve metabolitlerinin molekiiler yapilar1 (8).

Kurkumin biyoyararlanim potansiyelini artirmak i¢in yapilan bir ¢alismada

piperin ile kullaniminda %154 artig gézlenmistir (103).

Zerdegalin tibbi olarak 6000 yildir kullanildigi Ayurveda’da (Hint Tip Sistemi)
belgelenmistir (3). Kurkumin; antioksidan, antikanserojen, antimutajenik, antidiyabetik,
antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuvar, antinosiseptif etkileri ile genis bir biyolojik ve
farmakolojik etki skalasina sahiptir (108, 114).
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Asidik ve nétral pH’da antioksidan etkisi yaninda siklooksijenaz, glutatyon-s-
transferaz tizerine etkileri, immun modulasyon etkisi, angiogenezis ve hiicre-hiicre
adezyon etkisi vardir. Gen transkripsiyonu ve apoptozisi indikleyerek kanser
hastalarinda olumlu etkileri goriilmiistiir. In vivo ve in vitro ¢alismalarla inhibitér
etkisini karsinogenezin ii¢ basamaginda da; timor artisi, angiogenez Ve  timor
biiyiimesinde etkilidir. Kurkumin mitogen-uyarimli kan mononiikleer hiicrelerinin
cogalmasmmi baskilamakta; notrofil aktivasyonunu inhibe etmekte, lenfositik
reaksiyonlarda ve serumla uyarilmis veya trombosit kaynakli biiyiime faktorlerine baglh
diiz kas hiicrelerindeki mitogenezi baskilamaktadir. Son ¢alismalarla kurkuminin doza
bagimli bircok hayvanda timore karst kimyasal koruyucu oldugu gosterilmistir. Bu
koruyucu etkisi; kolon, duodenum, mide, Osefagus, prostat ve oral kanserlerinde
gosterilmistir. Kurkuminin antikarsinogenik ve kimyasal koruyucu etkisinin molekiiler
temeli; transkripsiyon faktorleri, biiylime diizenleyicileri, adhezyon molekiilleri,
apoptotik genler, angiogenez diizenleyicileri ve hiicresel sinyal molekiilleri iizerinden

oldugu kabul edilmektedir (43, 59).

Keto gruplar1 ve ¢ift baglarin varligi inflamasyon, kanser ve antimutagen
etkinliklerde rol oynamaktadir. Kurkumin ile lipid peroksidasyonunun bastiriimasi
inflamasyonun baskilanmasina yol agabilir. Antiinflamatuvar etkisini, Fosfolipaz A-2
(Pla2), siklooksijenaz-2 (Cox-2) ve 5-lipoksijenaz (5-Lox) enzimlerini inhibe ederek
gosterir. Ayrica 5-Lox’m Kkatalitik etkisini direkt olarak da inhibe edebilir. Kurkumin,
inflamatuvar hastaliklar1 belli oranda kontrol edebildiginden tedavide yaygin olarak

kullanilmaktadir (47, 51, 83, 104).

Uzun yillardir yara iyilesmesinde alternatif tipta destek olarak kullanilmakta
olan kurkuminin fibronektin (FN) ve kollagen ekspresyonu arttirdigi, insan
keratinositlerinde ve fibroblastlarinda hidrojen perokside bagli hasar1 azalttig1 ve yara

iyilesme zamanini kisalttig1 gosterilmistir (125).

2.10.2 Kurkuminin Antioksidan Etkisi

Kurkumin, B pozisyonunda baglanmis 2 keton grubu igerir. Fenil halkas1
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tizerindeki hidroksil gruplarmin varligi, tipik bir radikal tutma o6zelligi gostererek
antioksidan olmasinda rol oynar. Bir¢ok reaktif oksijen radikallerini Ozellikle de
stiperoksit anyon radikallarinin, nitrojen dioksit radikallerinin ve hidroksil radikallerinin
atimin1 kolaylastirir. Genel olarak, oksijen radikali reaksiyonlarinda ikili etkiye sahiptir;
ya hidroksil radikallerini tutarak hareket eder ya da hidroksil radikallerinin olusumunu
katalize eder. Kurkuminin antioksidan aktivitesi, siiperoksit dismutaz, katalazlar ve
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler araciligi ile olabilir. Ayrica oksidatif
enzimlerin inhibisyonu, oksidatif kaskad ile etkilesimde olarak sonuglarinin 6nlenmesi,
demir gibi metal iyonlarina baglanarak ya da devreden g¢ikararak antioksidan 6zelligini

stirdirmektedir (82, 83, 125).

Kurkuminin antioksidan ozelligi, in vivoda goriildigii gibi, in vitro PtO;
katalizorligiinde THC’e donistiiriilerek de gosterilmistir. Her iki maddenin de lipid
peroksidasyonu {lizerinde inhibe edici etkileri arastirilmis, THC'nin antioksidan
mekanizmasinin, B-diketon tiirevinden kaynaklandigi goriilmiistiir. Kurkumin, kuvvetli
hidroksil radikal temizleyicisi oldugu gibi, siiperoksit radikallerini de yakalar. Serbest
radikalleri tutma 6zelliginden dolayr DNA'y1 oksidatif hasarlardan korur. Radyasyona

kars1 koruyucu etkisi, antioksidan 6zelliginden kaynaklanir (82, 84, 99).

Lipid peroksidasyonu inhibisyonu; nitrik oksit sentetaz aktivitesi; reaktif oksijen
tiirevlerinin iretimi; protein kinaz C aktivitesi; Niikleer faktor-kappa B (NF-kB)
aktivitesi 1ile gilicli bir antioksidan etki gostermektedir. NF-xB baghi gen
transkripsiyonunu inhibe edip Cox-2 indiiksiyonunu inhibe etmis olur. Cox-2 asiri
ekspresyonunda kolon, rektum, meme, bas-boyun, akciger, pankreas, mide ve prostat
timorlerinde karsinogenezis gozlenebilmektedir. Cox-2 uyarimi baskilanmasi ile
inflamatuvar ~ prostaglandinlerin ~ sentezi  baskilanmaktadir. Kurkuminin  direkt
antioksidan etkisi yaninda inflamatuvar enzimlerin aktivitelerini inhibe ederek ve
onemli bir intraselliiler antioksidan olan glutatyonun sentezini artirarak dolayl
antioksidan etkisi de vardir. Bunu da glutamat sistein ligaz geninin transkripsiyonunu
artirarak yapar (87, 125, 132).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada kullanilan gere¢ ve yontemler asagida agiklanmistir.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda, 3 aylik, 200-290 g agirliginda, toplam 28 adet, eriskin Spraque-
Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
ortamda anabilim dalimiz hayvan laboratuvarinda, uygun kafesler i¢inde barindirilarak
Serbestce beslenmeleri ve su igmeleri saglandi. Tiim gruplari olusturan sicanlar deney
stiresi boyunca normal pelet yem ve su ile beslendi. Calismamizda yapilan tiim islemler
Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
27.03.2013 tarihli ve 329 sayili karari ile onaylanmustir. Deney hayvanlar1 her bir grupta
7 adet sican olacak sekilde Kontrol, Metotreksat, Kurkumin ve Metotreksat+Kurkumin

grubu olarak 4 gruba ayrildi.

1) Kontrol grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina, 5 giin boyunca giinde bir
kez siganlarin viicut agirliklarina gore belirlenen hacimde DMSO (Kurkumin ¢oziiciisi

oldugundan) (2 cc/kg) intraperitoneal olarak verildi.

2) Metotreksat grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina, birinci giin tek
doz Metotreksat 20 mg/kg/ip verildi (12, 71, 76, 124).

3) Kurkumin grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarna, 5 giin boyunca
giinde bir kez 200 mg/kg/ip kurkumin verildi (14, 36, 50).

4) Metotreksat+Kurkumin grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina, birinci

giin tek doz Metotreksat 20 mg/kg/ip ve bu uygulamadan yarim saat 6nce ve devam
eden 5 giin boyunca giinde bir kez 200 mg/kg/ip kurkumin verildi.
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Tablo 2. Enjeksiyon programi ; Metotreksat : 20 mg/kg, Kurkumin : 200 mg/kg, DMSO(+) : 2 cc/kg

DENEY 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin
GRUPLARI
Kontrol Grubu + + + + +
(DMSO) Kesim
Metotreksat 20 mg/kg - - - -
Grubu Kesim
Metotreksat 20 mg/kg
+ + 200mg/kg 200mg/kg 200mg/kg 200mg/kg Kesim
Kurkumin 200mg/kg
Grubu
Kurkumin Grubu | 200mg/kg | 200mg/kg 200mg/kg 200mg/kg 200mg/kg
Kesim

3.2. Kimyasallar

Metotreksat olarak, Kogak Farma firmasinin Methotrexate 50 mg/5 ml Enjektabl

soliisyon iceren flakon adli {irini kullanildi. Kurkumin olarak, Sigma firmasina ait

C1386 SIGMA Curcumin from Curcuma urini

kullanild: ve -20 °C’lik buzlukta saklandi.

longa (Turmeric), powder adh

3.3. Viicut Agirhklarinin Olciimii

Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklar1 uygulanacak madde

dozlarim1 belirlemek iizere giinlilk olarak tartildi. Deney sonunda agirliklar

tartilarak kaydedildi.
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3.4. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin ¢ozeltisi asagidaki sekilde hazirlandz;

s Doymus pikrik asit ¢ozeltisi 75 ml
+« Formaldehit (% 40) 25 mi
s Glasiyal asetik asit 5mil

Molekiil agirligi kadar tartilan pikrik asit (12.2 g) 1000 ml saf su igerisinde ¢oziildi.
Iyice ¢ozdiiriilmesine dikkat edilerek gerekli miktarda pikrik asit kullanildi. Cozelti
kullanilmadan 6nce siiziildii. Bouin ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 6nce doymus pikrik asit
cozeltisi ile formaldehit karistirildi, daha sonra tizerine yavasca glasiyal asetik asit ilave
edilerek ¢ozelti karigtirildi (18).

3.5. Dokularin Alinmasi

Hayvanlar 6. giinde viicut agirliklar1 6l¢iiliip kaydedildikten sonra ketamin
(90 mg/kg) + ksilazin -hidrokloriir (10 mg/kg) i.p. olarak verilerek servikal dislokasyon
ile oldirildii (46, 67, 72, 102). Hayvanlarin karin bolgesi agilarak testisleri ¢ikarildi.

3.6. Testis Agirhklarmin Ol¢iimii

Cevre dokularindan iyice temizlenen testislerin her biri Ohaus (Adventurer Pro
AV264C) marka hassas terazi ile tartildi. Testis agirliklari her si¢an igin ayr1 ayri sag ve
sol olmak tizere tartilarak kaydedildikten sonra, sol testisler Bouin ¢ozeltisine ve sag

testisler ise %10’luk formaldehit igerisine alindi.
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3.7. Testis Agirhk indeksinin Hesaplanmasi

Deneyin son giinii Ol¢iilen viicut agirligi ile ayni hayvana ait sag ve sol
testis agirligi toplami asagidaki formiile gdre hesaplanarak her bir hayvan igin TAI
degerleri belirlendi (79);

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

3.8. Isik Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Cikarilan sol testislerin lizerine Bouin ¢dzeltisi, sag testislerin {izerine ise
%10’luk formaldehit dokiildiikten sonra testislerin uzun eksenlerine dik olacak
sekilde enjektor ucu ile testislerin kapsiillerine karsilikli birka¢ delik ag¢ildi. Fiksatif
icerisindeki testis dokular1 sertlestikten sonra testisler enine olacak sekilde Once
ortadan iki esit parcaya ve daha sonra bu pargalar da yeniden ikiye boliinerek kasetlere
alind1 ve etiketlenerek kodlandi. Dokular Bouin fiksatifi icinde 24 saat bekletildi ve
daha sonra rutin doku takibi islemi uygulanarak her hayvana ait parafin bloklar
hazirlandi. Her testisten iki blok elde edildi.

Parafin bloklar hazirlamak i¢in kullanilan doku takip yOnteminin

basamaklar1 Tablo 2’ de gosterilmistir.
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Tablo 2. Doku takip yontemine ait siireler

Kimyasal Uygulama siiresi (saat)
Bouin Cozeltisi 24 saat
%50 Alkol calkalama
%70 Alkol 1 saat
%80 Alkol 1 saat
%90 Alkol 1 saat
%96 Alkol 1 1 saat
%96 Alkol Il 1 saat
%100 Alkol 15-20 dk
Ksilol | 10 dk
Ksilol 1 10 dk
%50 Parafin - %50 Ksilol 30 dk
Parafin | 45 dk
Parafin Il 1 saat
Parafin I11 1 saat
Bloklama

%10’ luk formaldehit ile tespit edilen kontol ve deney gruplarina ait dokular rutin

histolojik islemlerden gegirilerek parafin blok haline getirildi.
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3.9. Boyalarin Hazirlanmasi

3.9.1. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilin (PAS+H) boyasinin hazirlanigt

Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya ¢6zeltisi asagidaki sekilde hazirland1 (18).

A- Periyodik asit 19
Saf su 200 ml
B- Schiff ¢ozeltisi;
Bazik fuksin 1g
Saf su 200 ml
C- Potasyum metabisiilfit 29
D- Hidroklorik asit 2ml
E- Aktif komiir 29

Schiff ¢ozeltisi boyama yapilmadan bir giin 6nce hazirlandi. Periyodik asit saf
suda ¢Ozdirildii ve kaynatildi. Kaynatilan ¢ozeltiye bazik fuksin eklenerek
karistirtldi ve 50°C' ye kadar sogutuldu. Daha sonra 2 g potasyum metabisiilfit
eklenerek karistirtldi. Oda sicakligna geldiginde 2 ml hidroklorik asit eklenerek
Karistirildi ve 2 g aktif komiir eklenip yeniden karigtirildiktan sonra karanlik ortamda

oda sicakliginda bir gece bekletildi. Cozelti kullanilmadan 6nce siiziildii.

3.10. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Her bloktan 60 pm trim araligi ile 3 um kalinliginda seri kesitler alindi. Her
lam iizerinde 2 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina gére lamlar numaralandi.

Her bloktan alinan 3 uym kalinhgindaki seri kesitler 151k mikroskobunda inceleme
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icin Hematoksilin-Eozin (H-E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS)+Hematoksilin (H) ile

boyandi. Boyama yonteminin basamaklar1 ve uygulama siireleri Tablo 3 ve Tablo

4’ de gosterilmistir.

Tablo 3. Hematoksilin Eozin boyama yontemi basamaklari siireleri

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk.)
Ksilol | 10 dk

Ksilol 1 10 dk

%96 Alkol | 5dk

%96 Alkol II 5 dk

%90 Alkol 5 dk

%80 Alkol 5 dk

%70 Alkol 5 dk

Distile Su 5dk

Hematoksilin 1dk

Cesme suyunda yikama Suyun rengi seffaf olana kadar
Eozin 5 dk

%70 Alkol 2 dk

%80 Alkol 2 dk

%90 Alkol 2 dk

%96 Alkol 1 2 dk

%96 Alkol Il 2 dk

Ksilol | 10 dk

Ksilol 11 10 dk

Lamlarin kapatilmasi
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Tablo 4. PAS+H boyama yontemi basamaklari siireleri.

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)
Ksilol | 10 dk
Ksilol 11 10 dk
%96 Alkol | 5dk
%96 Alkol Il 5dk
%90 Alkol 5dk
%80 Alkol 5 dk
%70 Alkol 5 dk
Distile Su 5dk
Periyodik asit 5dk
Distile Su 2 dk
Schiff ¢ozeltisi 15 dk
Cesme suyu 2 dk
Hematoksilin 1,5 dk
Cesme suyu 2 dk
%70 Alkol 2 dk
%80 Alkol 2 dk
%90 Alkol 2 dk
%96 Alkol 1 2 dk
%96 Alkol Il 2 dk
Ksilol | 10 dk
Ksilol 11 10 dk

Lamlarin kapatilmasi
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3.11. Histolojik Degerlendirme

H-E ve PAS+H ile boyanan kesitlerin histolojik degerlendirmesi i¢in DP 70
dijital kamera ile donatilmis Olympus BXS51 1sik mikroskobu (Olympus Corp.
Tokyo, Japonya) kullanildi. Tiim preparatlar bu mikroskopta incelenerek gruplari

temsil eden goriintiiler elde edildi.

3.12. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi IBM Statistics 20 ve SigmaStat 3,5 paket programinda
yapildi. Baslangi¢ viicut agirligi, deney sonu viicut agirligi, sag testis agirligi, sol testis
agirlig, toplam testis agirhigi ve testis agirlik indeksi degerleri ortalama =+ standart
sapma olarak hesaplandi. Deneklere ait verilerin Oncelikle normal dagilip
dagilmadiklar1 ve varyanslarinin homojenligi test edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda
veriler normal dagiliyor ise tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmigtir. Normal dagilim gdstermeyen ¢oklu gruplarin testinde ise Kruskal-
Wallis H testi kullanilmistir. Verilerin normal dagilim varsayimina uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile test edilmistir. Baglangi¢ viicut agirliklar ile deney sonu
viicut agirliklart kiyaslanirken normal dagilima uygunluk olan verilerde Paired t Test,
normal dagilima uygunluk gostermeyen verilerde Wilcoxon Rank Test ile test

edilmistir. Istatistik anlamlilik degeri p<0,05 olarak almmustir.
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4. BULGULAR

Bulgularimiz, deney sonu viicut agirligi farki, toplam testis agirligi, testis agirlik

indeksi ve histopatoloji bulgular1 olmak iizere 4 alt baslikta degerlendirildi.

4.1. Viicut Agirhg

4.1.1 Baslangig¢ viicut agirlig

Calismamizda hayvanlarin ilk 6lgiilen viicut agirliklarina iliskin bulgulari Tablo

5’de verilmistir.

Hayvanlarin ilk agirliklarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi sonucunda

gruplar arasmda dnemli bir fark saptanmamstir (p=0,204") (Sekil 17).

Tablo 5. Gruplara gore deney oncesi viicut agirliklar: farklart (g) (NS= Not Significant) (Anlamli Degil).

Gruplar Medyan(25-75) p
Kontrol 230,000 (221,500-233,500)
Metotreksat 238,000 (236,250-249,500)
0,204"

Metotreksat+Kurkumin 228,000 (217,750-257,500)

Kurkumin 247,000 (227,000-249,500)
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Sekil 17. Sicanlarin deney oncesi viicut agirliklarinin karsilastiriimasi.

4.1.2 Deney sonu viicut agirligi

Kontrol grubunda deney oncesi ve deney sonrasi siganlarin viicut agirliklar
karsilastirildiginda siganlarin viicut agirliklarinda artis goriildii ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlendi (p<0,001***). Metotreksat uygulanan grupta deney Oncesi
ve deney sonrast si¢anlarin viicut agirliklar1 karsilastirildiginda siganlarin viicut
agirhiklarinda diistis goriildii ve istatistiksel olarak onemli fark gozlendi (p<0,001**%*).
Metotreksat+Kurkumin  uygulanan grupta deney sonrasi viicut agirligi deney
oncesinden diistik saptandi, istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0,001***).
Kurkumin uygulanan grupta deney oOncesi ve deney sonrasi si¢anlarin viicut
agirliklar1  karsilastirildiginda  sicanlarin - viicut agirliklarinda  diistis  goriildii  ve

istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlendi (p=0,004**) (Tablo 6, sekil 18).
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Tablo 6. Gruplara gore deney Oncesi ve sonrasi viicut agirliklari farklari (g).

Deney Oncesi ve Sonrasi Viicut Agirhklar: Farka
Gruplar Ortalamalarinin p
Farki
Kontrol +17,87 <0,001***
Metotreksat -37,71 <0,001***
Metotreksat
+ -57,15 <0,001***
Kurkumin
Kurkumin -25,93 0,004**
300 *kk JETERER **
~ 250 ]
C) [
80 200 -
=
)8b 150 -
B 100 -
=
> 50 .
0 - dnce, sonra once sonra once_ sonra
~ & & 6.‘&
& S &
& & &
> \ég
&

Sekil 18. Siganlarin deney Oncesi ve sonrasi viicut agirhigi farklarimin karsilastiriimast.
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Deney sonu viicut agirliklar: istatistiksel olarak karsilastirildiklarinda gruplar
arast vicut agirliklarinin  birbirinden Onemli derecede farkli oldugu saptandi
(p<0.001***). DMSO grubundaki siganlar ortalama 20 g kilo alirken diger gruplar kilo
kaybetmisti. En az kilo kaybi kurkumin grubunda iken en fazla kilo kaybi
metotreksat+kurkumin grubunda saptandi. Yapilan ikili karsilagtirmalarda da kontrol
grubunun metotreksat (p=0,010**), metotreksat+kurkumin (p=0,009**) ve kurkumin
(p=0,017*) gruplarindan; metotreksat+kurkumin grubunun kurkumin (p=0,013%*)
grubundan; metotreksat grubunun kurkumin (p=0,025*) ve metotreksat+kurkumin
(p=0,050%*) gruplarindan énemli derecede farkli oldugu belirlendi (Tablo 7, Sekil 19).

Tablo 7. Gruplar arasinda deney sonu viicut agirliklar: farklari (g).

Deney Sonrasi Viicut Agirhiklarn

Gruplar Ortalamalarmin p
Farka
Kontrol-Metotreksat 41,429 0,010**
Metotreksat-Kurkumin 18,000 0,025*
Metotreksat
- 15,429 0,050*
Metotreksat+Kurkumin
Metotreksat+Kurkumin- 56,857 0,009**
Kontrol
Kontrol-Kurkumin 23,429 0,017*
Metotreksat+Kurkumin- 33,429 0,013*
Kurkumin
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Sekil 19. Sicanlarin deney sonrast viicut agirliklarinin gruplar arasinda karsilagtirtlmasi.

4.2. Sag Testis Agirhd

Gruplar arasinda sag testis agirliklari istatistiksel olarak degerlendirildiginde
anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p=0,832"). En yiiksek sag testis agirlig1 kontrol
grubunda goriilirken; en disik sag testis agirh@ ise metotreksat ve
metotreksat+kurkumin gruplarinda gozlendi. Ancak gruplar arasi ikili karsilagtirmada

anlamli bir fark belirlenmemistir.
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Tablo 8. Siganlarin gruplarina gore sag testis agirliklari (g).

Gruplar Ortalama + Standart Sapma p
Kontrol 1,33+0,09
Metotreksat 1,28+0,05 ns
0,832
Metotreksat+Kurkumin 1,28+0,18
Kurkumin 1,31+ 0,09
1,5
1,45
@ 14
8 1,35
= 1,3 -
o0
= 1,25 -
2 12 -
e
op 115 -
@ 11 -
1,05 -
1 4
.‘& .&
& &
& «
2
NG
(S@
o

Sekil 20. Sicanlarin sag testis agirliklarinin deney gruplarina gore karsilastiriimast.
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4.3. Sol Testis Agirhgi

Gruplar arasinda sol testis agirliklar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde
anlamli  bir fark olmadigi gozlendi (p=0,820"). En yiiksek sol testis agirhig
metotreksat grubunda goriiliirken; en diisiik sol testis agirlig1 ise metotreksat+kurkumin
grubunda go6zlendi. Ancak gruplar arasi ikili karsilastirmada anlamli bir fark

belirlenmemistir.

Tablo 9. Siganlarin gruplarina gére sol testis agirliklari ().

Gruplar Medyan(25-75) p
Kontrol 1,305 (1,217-1,376)
Metotreksat 1,307 (1,283-1,397)
0,820™
Metotreksat+Kurkumin 1,226 (1,192-2,047)
Kurkumin 1,306 (1,297-1,393)
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Sekil 21. Siganlarin sol testis agirliklarinin deney gruplaria gore karsilastirilmast.

4.4. Toplam Testis Agirhgi (TTA)

Gruplar arasinda toplam testis agirliklari istatistiksel olarak degerlendirildiginde
anlamli bir fark olmadign gozlendi (p=0,932"). En yiiksek TTA kontrol grubunda
goriiliirken; en diisiik TTA ise metotreksat+kurkumin grubunda gozlendi. Ancak gruplar

arasi ikili karsilastirmada anlamli bir fark belirlenmemistir (Sekil 22).

Tablo 10. Siganlarin gruplarina gore toplam testis agirliklari (g, NS= Not Significant) (Anlamli Degil).

Gruplar Medyan(25-75) p
Kontrol 2,664 (2,527-2,748)
Metotreksat 2,595 (2,517-2,717)
0,032
Metotreksat+Kurkumin 2,401 (2,344-3,389)
Kurkumin 2,654 (2,552-2,800)
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Sekil 22. Sicanlarin toplam testis agirliklarinin deney gruplarina gore karsilastirilmasi.

4.5. Testis Agirhk indeksi (TAI)

Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analiz ile belirlenen TAI degerleri arasinda
anlamli derecede farkhilik gdzlendi (p=0,030*). En yiiksek TAI degerine
metotreksat+kurkumin grubunda iken, en diisiik TAI degeri kontrol grubunda
goriilmiistiir. Yapilan ikili karsilastirmada kontrol grubunun metotreksat+kurkumin
(p=0,009**) grubundan anlamli derecede farkli oldugu saptanmistir (Tablo 11, Sekil
23).

Tablo 11.Siganlarin gruplarina gore testis agirlik indeksi (%)

Gruplar Ortalama + Standart Sapma p
Kontrol 0,55+0,05
Metotreksat 0,57+0,032
0,030*
Metotreksat '
+Kurkumin 0,66+0,112
Kurkumin 0,57+0,05
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Sekil 23. Si¢anlarin gruplarina gore testis agirlik indeksi (%).

4.6. Mikroskobik inceleme

Istk mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan
testislerinin genel goriiniimii saptamak i¢in Hematoksilin-Eozin (H-E), Periyodik
Asit Schiff (PAS)+Hematoksilin (H) boyalar1 uygulanmistir.

4.6.1. Kontrol grubu

Kontrol grubunu olusturan sigan testis Orneklerinin 151k  mikroskobik
incelemelerinde, gerek interstisyel alan gerekse seminifer tiibiiller normal histolojiye
sahipti. Interstisyel alanda o6zellikle damarlar etrafinda gruplar halinde bulunan
Leydig hiicreleri, koyu boyanan c¢ok sayida c¢ekirdek¢ik igeren oval sekilli
cekirdekleri ile belirgindi (Sekil 24). Interstisyel alandaki damarlar normal yapida
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gozlendi. PAS+H ile boyadigimiz testis Orneklerinde PAS pozitif boyanmis bazal
membran ve tunika albuginea yapisi normal yapida gozlendi. Diizgiin bir
spermatogenezin oldugu tiibiil duvari, Sertoli hiicreleri, belirgin spermatogonyumlari
ve spermatojenik seri hiicreleri ile normal yapida gozlendi. Gelismekte olan
spermatidler, klasik goriintiilerindeki gibi kuyruk liimende, bas tiibiill duvarma

yonelik, Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize olmus sekilde gozlendi (Sekil 25).

4.6.2. Metotreksat grubu

Metotreksat uygulanan grupta, interstisyel alanda o6dem olustugu ve
interstisyel alanin genellikle genisledigi saptandi. Ayrica damarlarda dilatasyon ve
konjesyon gozlendi (Sekil 26). Testislerde seminifer tiibiill capinda azalma, seminifer
epitelde incelme gibi daha 6nceki ¢alismalarda bildirilen bulgulara rastlandi (Sekil 27).
Seminifer tiibiillerdeki en belirgin degisiklik; spermatogonyumlarda hiperkromazi,
cekirdek seklinde diizensizlik ve tiibiillerde yer yer vakuoller goriilmesidir. Seminifer
tiiblillerdeki bazal membranda ondiilasyon gozlendi (Sekil 28). Sertoli hiicrelerinin
yapisi ve sayisi bakimindan bir farklilik gdzlenmedi. Interstisyel alanda yer alan
Leydig hiicreleri eozinofilik sitoplazmalari, eksantrik yerlesimli ¢ekirdekleri ve
tipik yerlesim yerleriyle normal yapida izlendi. Kanama ve PMNL artig1 ise

saptanmamistir.
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4.6.3. Kurkumin grubu

Kurkumin grubunu olusturan sigan testis Orneklerinin 1s1k mikroskobik
incelemelerinde, seminifer tiibiil, bazal membran ve interstisyel alan kontrol
grubuna benzer bir yapi gosteriyordu. Spermatogenezin normal devam ettigi
gozlendi (Sekil 29). Seminifer tiiblil duvarindaki spermatojenik hiicre serileri,
spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid hiicresi ve Sertoli hiicresi normal
olarak goriildii (Sekil 30). PAS pozitif boyanmis normal bazal membran yapisi
goriildii. Interstisyel alanda bulunan Leydig hiicreleri ve damar yapilari normal olarak
gozlendi (Sekil 31).

4.6.4. Metotreksat + Kurkumin grubu

Metotreksat+Kurkuminin birlikte verildigi gruplarin sigan testis Ornekleri
tizerinde yapilan 151k mikroskobik incelemelerde, birkag tiibiilde hasarin az da
olsa devam ettigi goriilmekle birlikte, azalmis tiibiller —hasar, korunmus
spermatojenik  hiicreler ile spermatogenezin devam ettigi, ayrica;
spermatogonyumlardaki degisimin metotreksat verilen gruptaki kadar yogun olarak
bulunmadiklar1 saptand1 (Sekil 32). Interstisyel alanda ise az miktarda 6dem
goriilmesine ragmen, konjesyon ve dilatasyona rastlanmadi, Leydig hiicreleri normal
yapida gozlendi (Sekil 33). Tibiillerde gelismekte olan spermatidler, klasik
goriintlilerindeki gibi kuyruk liimende, bas tiibiil duvarina yonelik, Sertoli hiicrelerinin

arasina lokalize olmus, normale yakin yapida goriilmiistiir (Sekil 34).
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Sekil 24. Kontrol grubu sigan testis dokusunun 11tk mikroskobik gériintiisii. Interstisyel alanda normal
yapidaki Leydig hiicreleri, seminifer tiibiil duvarinda normal yapidaki spermatojenik hiicre serileri
goriilmektedir (bar: 100um, bar: 50.0pum, H-E) (a-b).

75



Sekil 25. Kontrol grubu sican testis dokusunun 1g1k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer
tiibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatojenik hiicreler , interstisyel alanda normal goriiniimlii damar yapisi
ile PAS pozitif bazal membran yapisi gézlenmektedir (bar: 100pum, bar: 50.0pm, PAS+H)(a-b).



Sekil 26. 20 mg/kg metotreksat verilen sigan testis dokusunun 151k mikroskobik  goriintiisii.
Interstisyel alanda dem ( €= ) ve damarlarda dilatasyon ve konjesyon ( —> ) dikkat ¢ekmekte,
seminifer tiibiil duvarinda vakuolizasyon ( I:> ), seminifer tiibiil duvarindaki spermatojenik hiicrelerde
dejeneratif degisiklikler ve spermatogonyumlarin g¢ekirdeklerinin yogunlastigi ve kiigiildigii ( )
goriilmektedir (bar: 100pm, bar: 50.0um, H-E)(a-b).
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Sekil 27. 20 mg/kg metotreksat verilen sigan testis dokusunun 1stk mikroskobik goriintiisil.
Seminifer epitel boyunda kisalma ve spermatojenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler, tiibiil duvarinda
vakuolizasyon ( ), spermatogonyumlarin gekirdeklerinin yogunlastig1 ve kiigiildiigii ( [>), bazal
membranda ondiilasyon (=) goriilmektedir (bar: 50.0um, bar: 50.0um, H-E)(a-b).
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Sekil 28. 20 mg/kg metotreksat verilen sigan testis dokusunun 1sitk mikroskobik goriintiisil.
Interstisyel alanda 6dem ( €—> ), seminifer epitel boyunda kisalma, bazal membranda ondiilasyon
(—), seminifer tiibiil duvarinda vakuolizasyon ( E>) goriilmektedir (bar: 100um, bar: 50.0pm
PAS+H).
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Sekil 29. 200 mg/kg kurkumin verilen sigan testis dokusunun isik mikroskobik goriintiisii. Normal
yapidaki seminifer tiibiiller ve interstisyel alan, spermatojenik hiicreler ve tiibiillerde devam eden
spermatogenez goriilmektedir (bar: 100um, bar: 100um, H-E)(a-b).

80



Sekil 30. 200 mg/kg kurkumin verilen sigan testis dokusunun isik mikroskobik goriintiisii. Normal
yapidaki seminifer tiibiiller ve tiibiillerde devam eden spermatogenez, spermatojenik hiicreler ve
interstisyel alan goriilmektedir (bar: 50.0pum, bar: 50.0um, H-E)(a-b).
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Sekil 31. 200 mg/kg kurkumin verilen sigan testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii. Normal
yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatojenik hiicreler ve tiibiillerde devam eden
spermatogenez goriilmektedir. Ayrica PAS pozitif bazal membran yapis1 gozlenmektedir (bar: 100pm,

bar: 100um, PAS+H)(a-b).
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Sekil 32. 20 mg/kg metotreksat ve 200 mg/kg kurkumin verilen sigan testis dokusunun 1sik
mikroskobik goriintiisii. Normale yakin goriiniimlii seminifer tiibiil yapilari, korunmus spermatojenik
hiicreler ile birlikte devam eden spermatogenez ve tiibiil liimeninde spermatozoonlar ( )
goriilmektedir (bar: 100um, bar: 100pm, H-E)(a-b).
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Sekil 33. 20 mg/kg metotreksat ve 200 mg/kg kurkumin verilen sican testis dokusunun i1sik
mikroskobik gorlintiisii. Normale yakin goériiniimlii  seminifey tiibiil yapilar1 ve devam eden
spermatogenez, spermatojenik hiicreler, spermatozoonlar ( ) dikkat ¢ekmektedir. Ayrica
interstisyel alanda da Leydig hiicreleri ( |:> )goriilmektedir (bar: 50.0um, bar: 50.0um, H-E)(a-b).
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Sekil 34. 20 mg/kg metotreksat ve 200 mg/kg kurkumin verilen sican testis dokusunun i1gik
mikroskobik goriintiisii. Normale yakin korunmus seminifer tiibiil yapilar ile tiibiillerde devam eden
spermatogenez, spermatojenik hiicreler dikkat cekmektetir. Intersitisyel alanda da korunmus Leydig
hiicreleri ( Es ) ve az miktarda 6dem goriilmektedir ( €= ). Ayrica PAS pozitif bazal membran
yapisi (== ) normal olarak gozlenmektedir (bar: 100pum, bar: 50.0pm, PAS+H)(a-b).
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5. TARTISMA

Calismamizda elde ettigimiz bulgular metotreksatin testisler iizerinde bazi
olumsuz etkilerinin oldugunu ve metotreksat ile birlikte kurkumin verilmesi durumunda
testislerde belirli 6l¢iide diizelme saglandigini gostermistir. Calismamizda elde ettigimiz
bulgularin var olan literatiir esliginde yapilan tartismasi ve yorum ve Onerilerimiz

asagida yer almaktadir.

5.1. Viicut Agirhg:

Calismamizin viicut agirligi bulgulart incelendiginde DMSO verilen kontrol
grubunda ortalama 20 g viicut agirligi artis1 gorilirken diger gruplarda kilo kaybi
gozlendi. En az kilo kaybi kurkumin grubunda iken en fazla kilo kaybi
metotreksat+kurkumin  grubunda saptandi. Deney sonu viicut agirliklarinin
karsilagtirmasinda DMSO grubunun metotreksat, metotreksat+kurkumin ve kurkumin
gruplarinda; metotreksat grubunun metotreksat+kurkumin ve kurkumin gruplarinda;
kurkumin grubunun metotreksat+kurkumin grubu arasinda anlamli miktarda farkli
oldugunu gozlemledik. En yiiksek TTA metotreksat+kurkumin grubunda goriiliirken; en
disik TTA 1ise metotreksat grubunda gozlenmis; ancak gruplar arast ikili
karsilastirmada anlamli bir fark belirlenmemistir. 5 gilinlilk gruplar kendi iginde
karsilagtirildiginda metotreksat+kurkumin grubu diger gruplara gore daha yiiksek bir
TATI’ ne sahipken en diisiik TAI degeri kontrol grubunda gézlenmis ve iki grup arasinda
anlamli derecede bir farklilik saptanmistir. Metotreksat grubu ile kurkumin grubu
arasinda fark saptanamamasinin nedeni olarak, antioksidanlarin yapmis oldugu
iyilesmenin testis agirligina kisitli deney siiresi iginde tam olarak yansimamasi olarak
diistindiik. Calismamizda hayvanlarin agirliklarinda genel bir azalma gozledik. Bunu
kismen metotreksat ve kurkuminin peritonu irrite etmesi sonucu si¢anlarin yeterince
beslenememesine bagladik. Bizim calismamiza benzer ¢alismalarda bildirilen bazi

bulgular asagida siralanmistir.
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Padmanabhan ve arkadaslarinin (2008) fareler lizerinde yaptigi ¢aligmada; 10
hafta boyunca haftada bir 10 ve 20 mg/kg dozlarinda uygulanan MTX grubu ve kontrol
grubu viicut agirliklarn karsilastirildiginda; viicut agirhiginin MTX gruplarinda azaldigi
ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlendigi ortaya konulmustur
(80).

Padmanabhan ve arkadaslarimin (2009) fareler tizerinde yaptigi diger bir
caligmada 10 hafta boyunca haftada bir uygulanan 20 mg/kg MTX’ 1n viicut agirhgimni
hafif derecede azalttig1; ancak diger tedavi gruplar ile karsilastirilmasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik belirlenememistir (81).

Armagan ve arkadaslarinin (2008) sican testisi tizerinde yaptigi 6 giinliik bir
calismada ilk giin verilen tek doz 20 mg/kg MTX ve ilk giin 20 mg/kg MTX ve 6 giin
boyunca 10 pmol/kg kafeik asit fenil ester (CAPE) grubundaki viicut agirliginda
goriilen azalmanin yapilan istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu arasinda
anlamli derecede farklilik bulundugu ortaya konulmustur. Bizim ¢alismamizda da
Armagan ve arkadaglarinin ¢alismasina paralel olarak, MTX grubunda viicut agirlig

azalmig ve istatistiksel olarak anlamli fark goriilmistiir (12).

Nouri ve arkadaslarmim (2008) siganlar iizerinde yaptigi 28 giinlik bir
calismada haftada bir 1 mg/kg dozda uygulanan MTX’ 1n viicut agirh@ini azalttigi; 14.
ve 28. giin viicut agirligi karsilastirllmasinda istatistiksel olarak kontrol grubundan

anlamli derecede farkli bulundugu gosterilmistir (74).

5.2. Testis Agirh@

Calismamizda testis agirliklarina bakildiginda kontrol grubunda sag testis
agirliklarimin - sol  testis  agirhiklarindan  fazla oldugu, ancak metotreksat,
metotreksattkurkumin ve kurkumin gruplarinda sag testis agirliklarinin sol testis

agirliklarindan diisiik oldugu goriilmiistiir. En yiliksek TTA metotreksat+kurkumin
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grubunda goriiliirken; en diisiik TTA ise metotreksat grubunda gozlendi. Ancak sag ve
sol testis ile gruplar arast1 TTA degerlerinin ikili karsilagtirilmasinda anlamli bir fark

gorilmemistir.

Padmanabhan ve arkadaslarinin (2008) fareler iizerinde yaptigi ¢alismada; 5 ve
10 hafta boyunca haftada bir 5, 10, 20 and 40 mg/kg dozlarinda uygulanan MTX grubu
ve kontrol grubu testis agirliklari/100 g viicut agirligi karsilastirildiginda; bulunan
degerlerin MTX gruplarinda azalmasina ragmen; iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik gézlenmedigi ortaya konulmustur (80).

Padmanabhan ve arkadaglarimin (2009) fareler iizerinde yaptigi diger bir
caligmada 10 hafta boyunca haftada bir uygulanan 20 mg/kg MTX’ in testis agirhgimni
hafif derece azalttig1 ancak istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi gosterilmistir

(81).

Armagan ve arkadaslarinin (2008) sigan testisi lizerinde yaptigi 6 giinlikk bir
calismada; ilk giin verilen tek doz 20 mg/kg MTX ve ilk giin 20 mg/kg MTX ve 6 giin
boyunca 10 pumol/kg CAPE grubundaki testis agirliginda goriilen azalmanin yapilan
istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu arasinda anlamli derecede farklilik
bulunmadig1 gozlendi. Ancak yapilan 6l¢iimler ile testis hasarinin MTX’ 1n yol agtigi

oksidatif hasardan kaynaklandigi ortaya konulmustur (12).

Nouri ve arkadaglarinin (2008) si¢anlar tizerinde yaptig1 28 giinliik bir ¢aligmada
haftada bir 1 mg/kg dozda uygulanan MTX’ 1n testis agirhigini azalttigi; 14. ve 28. giin
testis agirligr karsilastirllmasinda istatistiksel olarak kontrol grubundan anlaml
derecede farkli bulundugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da Nouri ve
arkadaslarinin ¢alismasina paralel olarak, MTX’ in TTA’ nm1 azallttig1 goriilmiis, ancak

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamuistir (74).
[Ibey ve arkadaslarmin (2009) sigan testisi {izerinde yaptig1 bir calismada; 1. giin

tek doz 7 mg/kg sisplatin (CIS) uygulanmasi ile ilk giin ve devam eden 10 giin boyunca
200 mg/kg dozunda uygulanan CMN” in; testis agirliginda CIS+CMN grubunda anlamli
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derece korudugu ve artirdigr belirlenmistir. CMN grubu testis agirhiginin CIS grubu
testis agirhigina gore daha fazla oldugu; ancak istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

olmadigi gosterilmistir (50).

Salama ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 2 aylik bir calismada 15 mg/kg dozunda
verilen CMN” in; kontrol grubu ile en yiiksek testis agirliklarina sahip olmalarina

ragmen; istatistiksel olarak 6nemli bir degisim olusturmadigi gosterilmistir (94).

Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analiz ile belirlenen TAI degerleri arasinda
onemli derecede farklilik gdzlendi. En yiiksek TAI degerine metotreksat+kurkumin
grubunda iken, en diisiik TAI degeri kontrol grubunda goriilmiistiir. Yapilan ikili
karsilastirmada kontrol grubunun metotreksattkurkumin (p=0,009**) grubundan

anlamli derecede farkli oldugu saptanmaistir.

5.3. Mikroskobik inceleme

Padmanabhan ve arkadaslarinin (2008) fareler lizerinde yaptigi ¢alismada; 5 ve
10 hafta boyunca haftada bir 5, 10, 20 and 40 mg/kg dozlarinda uygulanan MTX’ 1n;
seminifer tiibilillerde diizensizlik, vakuolizasyon gibi morfolojik degisiklikler ve
spermatogonial seri ve spermatid sayilarinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
MTX’ 1 neden oldugu seminifer tiibiil hasarina dayali1 yapilan istatistiksel skorlama
analizinde MTX gruplari ve kontrol grubu arasinda anlamli derecede fark oldugu
gozlenmistir. 5 hafta boyunca haftada bir 10 mg/kg dozunda uygulanan MTX anlamlilik
derecesi p<0.010** iken, diger gruplarda p<0.001*** olarak belirlenmistir (80).

Padmanabhan ve arkadasglarinin (2009) fareler iizerinde yaptigi diger bir
calismada 10 hafta boyunca haftada bir uygulanan 20 mg/kg MTX’ 1n seminifer tiibiil
hasarina yol agtig1 ve diger gruplarla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik belirlendigi ve sperm sayisinda 6nemli bir azalma goriildiigii gosterilmistir

(81).
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Nouri ve arkadaslarinin (2008) sicanlar {izerinde yaptigt 28 giinliik bir
calismada haftada bir 1 mg/kg dozda uygulanan MTX’ 1n; 14. giinde bazi bolgelerde
seminifer tlibiiller aras1 mesafeyi arttirdigi ve nekrotik alanlar olugsmasina neden oldugu
gbzlenmistir. Spermatogonyum, primer spermatosit ve Sertoli hiicrelerinde degisim
olmadig1 kaydedilmistir. Ancak 28. giinde atrofik seminifer tiibiillerin belirgin derecede
goriilmekte oldugu ve seminifer tiibiil ¢apinin kontrol grubuna gore énemli derecede
azaldig belirtilmistir. 14. ve 28. giinlerde epitel kalinliginin azaldigi, interstisyel alan
kalinligiin arttig1 ve 28. giinde kapsiil kalinliginin kontrol grubu ile karsilastiriimasinda
onemli derecede arttig1 bulunmustur. Sperm sayisinin 6nemli derecede azaldigi ortaya

konulmustur (74).

Vardi ve arkadaglarinin (2010) siganlar tizerinde yaptigi 24 giinliik bir ¢alismada
21. giinde tek doz 20mg/kg MTX uygulanan grupta; incelenen tiibiillerden 43.5-24.2°
sinin germinatif epitelinin limene dokildigt, 27.5-30.2” sinin atrofik ve 1.0-2.0” inin
ise dejeneratif oldugu tespit edildi. MTX’ 1n seminifer tiibiillerde atrofiye, germinal
hiicrelerin dokiilmesine ve apoptozise yol actigi; ancak Sertoli hiicrelerine zarar
vermedigi gozlenmistir. Bizim ¢alismamizda da Vardi ve arkadaslarinin ¢aligmasina
paralel olarak, MTX grubunda seminifer tiibiillerde atrofi izlenirken; Sertoli

hiicrelerinde hasar goriilmemistir (126).

Isik ve arkadaslarinin (1997) sigan testisi lizerinde MTX” 1n etkilerini inceledigi
bir arastirmada; 2, 4 ve 6 hafta siiresinde haftada bir 0.7 mg/kg dozunda uygulanan
MTX’ 1n; ozellikle spermatosit ve spermatidlerde oldiiriicii hasar yarattigi, ancak;
germinal epitelin kok hiicrelerini olusturan Spermatogonyumlarin en az etkilenen hiicre
grubunu olusturduklari, boéylece; MTX' 1n testis dokusu tizerindeki etkilerinin geri
dontigiimlii oldugu diisiincesini ortaya koymuslardir. 2. haftadan baslamak iizere 6.
haftada daha fazla olmak iizere tubuli seminiferi duvarlarinda bazal membranlarinda
kalinlasma, germ hiicrelerinde maturasyon ve siralanma bozuklugu, liimende
spermatozoon azligi veya yoklugu dikkat ¢ekmistir. Spermatosit ve spermatidler ile
spermatogonyumlarda kromatin yogunlasmasi, pargalanmasi, hiicrede vakuolizasyonla
tanimlanan apoptozisle hiicre 6limii, dejenere spermatidlerin limene dokiildiigi tespit

etmiglerdir. MTX sonras1 spermiyogenezde bozukluga bagli spermatidlerde akrozomlar

90



ters duruslu olarak izlenmistir. Azalmis sayidaki spermatozoonlarda limene verilis
bozukluguna bagli spermatozoonlarin derinlerde yerlesimi dikkat ¢ekmistir. Sertoli
hiicre sitoplazmalarinda yag birikimi artmisti, interstisiyel dokuda o6dem ve
makrofajlarda artis izlenmistir. Bizim ¢alismamizda da Isik ve arkadaslarinin
caligmasina paralel olarak, MTX grubunda spermatogonyumlarda kromatin
yogunlagsmast ve vakuolizasyon, spermatozoon azligi ve interstisyel alanda 6dem

goriilmiistiir (52).

Oktar ve arkadaglarmin (2010) fare testisi lizerinde yaptiklart 7 giinliik bir
calismada; birinci giinde 10 mg/kg dozunda uygulanan MTX’ 1n ; seminifer tiibiil
atrofisi, vakuolizasyon, hiicresel deskuamasyona neden oldugu gozlenirken; interstisyel
alan ve Leydig hiicrelerinde degisimin s6z konusu olmadigi bildirilmistir. Yapilan
analizlar ile MTX’ 1n; noétrofil aracili inflamatuvar hasart ve oksidatif stresin

yiikselmesine neden olarak testis toksisitesine neden oldugu gosterilmistir (76).

Shrestha ve arkadaslarinin (2007) sigan testisi iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada
60 giin boyunca 25 ug ve 50 ug dozlarinda uygulanan MTX’ 1n; seminifer epiteli bazal
membraninda diizensizlige neden oldugu, yapilan istatistik degerlendirmelerinde
anlamli derecede; seminifer tiibiil ¢apinda daralma, interstisyel alan gapinda artis,
primer spermatosit ve spermatidlerin ¢apinda azalma goriiliirken Leydig hiicrelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlenmemis ancak morfolojik olarak yuvarlak

veya oval olarak degisebilen farkliliklar belirlenmistir (105).

Yulug ve arkadaslarmin (2013) yaptiklar1 10 giinliik bir calismaya gore; 7.
giinde tek doz 30 mg/kg dozunda uygulanan MTX’ 1n; plazma malondialdehit (MDA)
konsantrasyonunu anlamli derecede artirirken SOD ve CAT aktivitesini anlamli
derecede diislirdiigii belirlenmistir. Ayrica; seminifer tiibiil liimeninde spermatozoon

sayisinda azalma ve olgunlagmamis germinal hiicreler gozlenmistir (130).
Kumar ve arkadaslarinin (2011) fareler {izerinde yaptiklar1 20 giinlik bir

calismada; birinci giin tek doz 20 mg/kg uygulanan MTX grubunda; anormal spermatid

ve olgunlasmamis spermlerin belirgin goriilmekte oldugu belirtilmistir. Yapilan
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histopatolojik ve morfometrik arastirmalar ile; seminifer tiibiil capinin azaldigi ve
seminifer duvar1 boyunda kisalma oldugu ve testosteron 6l¢iimiinde MTX grubunda en

az degere sahip oldugu gosterilmistir (62).

Saxena ve arkadaslarinin (2004) sigan testisi iizerinde yaptiklar1 17 giinliik bir
calismada; her giin 12.5 microgram dozunda uygulanan MTX’ 1n; anlamli derecede
seminifer tiibiil capinda azalma ve interstisyel alan ¢apinda artig, biiytikliikleri degismis
primer ve sekonder spermatositler ile spermatidler, sekilleri ovalden yuvarlaga degisen
ve vakuolizasyon goriilen spermatositler, Sertoli ve Leydig hiicresi boyutlarinda 6nemli
derecede azalma ve bazal membranda yer yer incelme ve diizensizlik gorildigi
belirtilmistir (98).

Gokge ve arkadaslarinin (2011) yaptiklart 4 giinlikk bir ¢alismada; ilk giin tek
doz 20 mg/kg dozunda uygulanan MTX’ 1n; seminifer tiibiil epitel boyunda kisalma,
interstisyel alanda dilatasyon ve 6dem, spermatogonyum sayisinda azalma ve birkag
seminifer tiiblilde bazal membran kalinlagsmasi goriildigi belirtilmistir. Bizim
calismamizda da Gokce ve arkadaslarinin g¢alismasina paralel olarak, MTX grubunda

interstisyel alanda 6dem ve dilatasyon gortilmiistiir (41).

[lbey ve arkadaslarinin (2009) sigan testisi iizerinde yaptig1 bir calismada; birinci
giin tek doz 7 mg/kg sisplatin uygulanmast ile ilk giin ve devam eden 10 giin boyunca
200 mg/kg dozunda uygulanan kurkuminin; spermatogenezi anlamli derece korudugu
ve sisplatin+kurkumin grubunun morfolojik olarak testis 6zelliklerinin kontrol grubuna
benzer oldugu belirlenmistir. Sisplatin grubunda;  interstisyel bag dokusunda
perivaskiiler fibrozis ve hiyalinizasyon goriiliirken; konrol ve sisplatin+kurkumin
grubunda gozlenmemistir. Germ hiicre tabakasi sayisi, seminifer tiibiill ¢ap1 ve
testosteron diizeyleri; sisplatin grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmis
iken; sisplatin+kurkumin grubunda anlamli derecede artmis oldugu, kurkumin grubunda

da artis gézlenmesine ragmen anlamli derecede fark belirlenmedigi gézlenmistir (50).
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Salama ve arkadaslarinin (2007) sicanlar {izerinde yaptigi 2 aylik bir ¢aligmada
giinlik 15 mg/kg dozunda verilen kurkuminin; sperm motilitesi ve sayisini artirdigi,
sperm anomalilerini azalttigi, ancak bu etkilerin istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 gosterilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalrda; 2 ay boyunca giinliikk 25 mg/L
Kadmiyum+15 mg/kg CMN ve 25 mg/L Kadmiyum gruplari karsilastirildiginda; sperm
motilitesi ve sayisininin anlamli derecede arttigi, sperm anomalilerinin ise anlamli
derecede azaldigr goriilmesinin yani sira; testis agirliklarinda degisim olmadigi
belirtilmistir. Yapilan testosteron Olgtimlerinde ise; en yiiksek testosteron seviyesi

CMN” de anlamli miktarda artis gostermistir (94).

Singh ve arkadaslarinin (2012) fareler tizerinde yaptigi 15 giinliik bir ¢alismada;
her giin 10 mg/kg dozunda uygulanan CMN grubunun histolojik olarak kontrol grubu
ile benzer 6zellikler gosterdigi belirtilmistir. 15 giin boyunca 50 mg/kg kadmiyum klorit
(CdClI)+10 mg/kg CMN uygulanan grup ise; primer ve sekonder spermatositler,
olgunlagan spermatid ve Sertoli hiicrelerine gdmiilii spermatozoonlari ve piknotik

cekirdekli Leydig hiicreleri ile hafif histopatolojik hasar gostermistir (106).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, metotreksatin  si¢an testisi lizerinde nasil bir toksik etki
olusturdugu ve kurkuminin ise bu toksik etkide nasil bir gorev dustlendigi 151k

mikroskobik diizeyde arastirilmistir.

Deney siireci sonunda yapilan istatiksel analizlere gore;

1. Metotreksat, 5 giinliikk deney siirecinin birinci giiniinde tek doz 20 mg/kg

verildiginde, viicut agirliginda 6nemli bir diisiise yol agmaktadir.

2. Metotreksat, testis tizerinde toksik etki gostermektedir. Bazal membranda
ondiilasyon, seminifer tiibiillerde vakuolizasyon, tiibiiller ve spermatojenik
hiicrelerde yogun hasar, spermatogonyumlarda kromatin yogunlagmasina bagh
piknotik ¢ekirdek, interstisyel alanda 6dem olusumu ve damarlarda konjesyon
ve dilatasyona neden olarak spermatogenezi olumsuz yonde -etkilemektedir.
Interstisyel dokuda bulunan Leydig hiicreleri ve makrofajlar iizerinde ise

degisiklige yol agmamaktadir.

3. 5 giinliik deney siirecinin birinci giiniinde tek doz 20 mg/kg metotreksat ile 5
gin  boyunca her gin 200 mg/kg kurkumin verilen  grupta,
metotreksat+kurkuminin viicut agirhginda disiise yol agtigi  gozlenmistir.
Kurkuminin  kullandigimiz doz ve siireler iginde metotreksatin viicut

agirhgint azaltict etkisini dnleyemedigi gozlenmistir.

4. Metotreksat ile kurkuminin birlikte verildigi grupta, kurkuminin verilmesi,
testisteki hiicresel ve seminifer tiibiil yapisindaki bozukluklarin dnlenmesine

katkida bulunmaktadir.

5. 5 giin boyunca her giin 200 mg/kg verilen kurkumin, testis agirliginda énemli
bir degisiklige yol ag¢mazken, viicut agirhginda diisise yol acgtif1

gozlenmistir.
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6. Sonu¢ olarak, bu calismada metotreksatin, uygulanan siire ve doz goz
Ontine alindiginda testis dokusu igin toksik oldugu ve histolojik yapiy1
bozdugu saptandi. Antioksidan etkiye sahip kurkuminin ise metotreksatin

testiste olugturdugu bu hasar1 6nemli dl¢lide onledigi goriilmektedir.

7. Kurkumin ve metotreksat arasindaki bu iliskinin daha ayrintili olarak
incelenmesi ve mekanizmalarinin daha net bir sekilde agiga c¢ikarilmasinin,
biyokimyasal analizler, ileri enzimatik ve immunohistokimyasal diizeyde

yapilacak olan calismalar ile miimkiin olacagi kanisinday1z.
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