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SIMGE VE KISALTMALAR
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GIRIS VE AMAC

Metotreksat (MTX) antimetabolitler grubunda olup, molekiiler etki mekanizmasini
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimi araciligi ile gergeklestiren antikanser bir ilagtir (1).
Deoksiribo niikleik asit (DNA) onciilerinin sentezini inbibe ederek hiicre dongiisiiniin S
fazindaki hiicreler tizerine etki eder. Akut lenfoblastik 16semi, lenfoma, osteosarkoma, meme,
bas ve boyun bolgesi kanserlerine ek olarak psériyazis ve romatoid artrit gibi malign olmayan

hastaliklarin tedavisinde de kullaniimaktadir (2).

Metotreksat gibi antikanser ilaclar, sadece kanser hiicreleri {izerine Oldiiriicii etki
gostermekle kalmaz ayni zamanda yiiksek cogalma giiciine sahip kemik iligi, bagirsak
mukozasi, gonadlar gibi normal dokular1 da etkiler (3,4) ve oogenez/spermatogenez hatalarina

neden olarak fertilizasyonu azaltir (5,6).

Koti huylu tiimorlerde en yaygin kullanildigr alan olan akut lenfoblastik 16semilerin
cocuklarda gozlenmesi basta olmak iizere, diger tiimorler ve yine psoriyazis, romatoid artrit
gibi  hastalik tanilariyla tedavi edilen gen¢ erkek bireylerde olusacak gonad
disfonksiyonlarinin ileride doguracagi infertilite, gz Oniine alinmasi gereken Onemli bir

sorundur (3,7).

Sicanlara uygulanan tek doz MTX, testislerde oksidatif stresin artmasina yol acar.
Artmis olan bu oksidatif stres veya dogrudan toksik etkisi yoluyla testikiiler toksisiteye sebep
olarak (6), infertiliteye yol acabilir. Ayrica MTX’e maruz kalan erkek bireylerde

oligozoospermi ve hiicresel-kromozomal degisiklikler de meydana gelir (5).



Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinazlar (MAPK); hiicre proliferasyonu,
hiicre farklilagmasi ve hiicre 6liimii ile ilgili gesitli sinyallerin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynarlar (8). Ozellikle p38 MAPK oksidatif stresi de igeren cesitli hiicresel stresler ile aktive
olabilen ve sonugta hiicrede serbest oksijen radikallerinin artmasina yol acan bir kinazdir.

Buna ek olarak, gogunlukla inflamasyon ve apoptozis ile ilgilidir (8-10).

Akciger bronsiyal hiicre serisinde yapilan bir ¢alismada MTX verilmesiyle doza bagl
olarak p38 MAPK bilesenleri ekspresyonu ve fosforilasyonunun arttig1, p38 MAPK inhibitorii
olan SB203580’in verilmesiylede bu ekspresyonunun ve fosforilasyonun azaldigi
gozlenmistir. Bu sonuglar p38 MAPK sinyal yolaginin MTX ile baglantili olabilecegini
gostermektedir (11). Nazal polip doku kiiltiirii ile yapilan bir ¢alismada da MTX’in, p38
MAPK sinyal yolu ilizerinden apopitozise neden oldugu rapor edilmistir (12).

King ve ark. (13) tarafindan 2012’de yapilan bir arastirmada MTX’in hem kemik iligi
hem de dolasimda pro-osteoklastogenik bir iretimle niikleer faktor-kappaB (NF-kB)
aktivasyonunda artisa ve osteoklast farklilasmasina neden oldugu ortaya konmustur. Yine
bagka bir ¢alismada, MTX’in MAPK/NF-kB sinyal yolu aktivasyonu araciligiyla intestinal
permeabiliteyi  artirdigi  gosterilmistir  (14).  Ayrica, MTX’in NF-kB’nin niikleer
translokasyonunu 6nemli dl¢iide arttirdigr da bildirilmistir (15). Benzer sekilde, MTX’in NF-
kB aktivasyonunu arttirdigi, van’t Land ve ark.’min (16) yaptiklar1 bir ¢alismada
gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada curcuminin (CMN) NF-kB inhibisyonunu azalttigi da

ortaya konmustur.

Metotreksat’in testis dokusunda neden oldugu hasari Onlemeye yonelik cesitli
antioksidan maddeler kullanilmistir (5,6,17-19).

Curcumin, Zingiberaceae (Zencefilgiller) familyasina ait Curcuma longa bitkisinin
yumrusundan elde edilen farmakolojik ve biyolojik aktiviteleri ¢ok genis bir yelpaze igeren
sari-oranj renkli lezzetli bir baharattir (20,21). CMN’nin antioksidan (22,23) ve bunun
yaninda antiinflamatuvar (24) aktivitesi gesitli ¢alismalarda bildirilmistir. Bundan baska,
CMN’nin, analjezik, antiseptik ve antikanserojen ozellikleri bilinmekte ve yiizyillardir
kullanilmaktadir (21).

Yapilan galismalar si¢can enterit modelinde CMN’nin, p38 MAPK sinyal yolunun
inaktivasyonuna ve NF-kB aracili transkripsiyonun inhibisyonuna neden olarak bagirsak

mukoza hasarini iyilestirdigi gosterilmistir (25,26). Buna ek olarak, deneysel kolit modelinde
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CMN’nin NF-kB aktivitesini inhibe ederek ve p38 MAPK aktivitesini azaltarak hasari
iyilestirdigi gosterilmistir (25). Yine bagka bir ¢alismada CMN, cisplatinin oksidatif hasar ve
MAPK/NF-kB aktivasyonu araciligiyla neden oldugu testis hasarini azaltmistir (23).

Sonug olarak, yapilan literatiir arastirmalarinda, MTX’in neden oldugu testis hasari
tizerine CMN’nin etkisi ile ilgili yapilan immiinohistokimyasal diizeyde bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle, MTX’in neden oldugu testis hasari lizerine CMN’nin etkisinin
incelendigi bu ¢aligmada, histolojik ve immiinohistokimyasal diizeyde arastirma yapilarak bu

hasarin azaltilmasina yonelik katki saglanmas1 amaglandi.



GENEL BIiLGILER

TESTISIN ANATOMISI VE HISTOLOJISI

Erkek genital sistem, bir ¢ift testis, genital bosaltim yollart ve bu yollara agilan

yardimc1  bezler, penis ve scrotumdan meydana gelir  (Sekil 1).
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Sekil 1. Erkek genital sistem (27)

Testisler, erkek lireme hiicrelerinin yapildigy, elips seklinde, scrotum iginde oblik bir

pozisyonda yerlesmis ve funiculus spermaticus ile scrotum iginde asili bulunan bir ¢ift



organdir. Ust ve alt olmak iizere iki ucu (extramitas superior, extramitas inferior) vardir. Ust
ucu anterolaterale, alt ucu ise posteromediale bakar. Ayrica facies medialis ve facies lateralis
ad1 verilen iki yiizii, margo anterior ve margo posterior adi verilen iki kenar1 vardir (28).
Testisler, sahip olduklar1 sitogenik ve endokrin fonksiyonlariyla erkek iireme hiicrelerini
(spermatozoon) ve testosteron ile inhibin hormonlarini tretirler (29). Bu o6zellikleriyle

testisler, tireme ve hormon salgilama gibi iki 6nemli fonksiyona sahiptir (30).

Sol testis, scrotumda sag testise gore yaklasik 1 cm daha distalde yer alir. Bunun

nedeni sol testisin kan birikimi nedeniyle daha agir olmasidir (29).

Her testis eriskinde 15-20 cc hacminde, longitudinal olarak 4,5-5,1 cm boyutlarinda
(31) ve 10-14 gr agirhigindadir (28).

Testis {i¢ tabaka ile sarilmistir. Bu tabakalar distan ige dogru; tunica vaginalis, tunica
albuginea ve tunica vasculosadir (29,32). Tunica albuginea testisleri 6rten kalin ve fibroz
yapida bir tabakadir (28) ve igerisine uzanan fibroz bolmeler testisi piramidal sekilli 250-300
lopguga (lobuli testis) ayirir (29). Bu lopguklar igerisinde bulunan ve kivrimli seklinden
dolay1 tubuli seminiferi concorti (Seminifer tiibiil) adi verilen kanalciklar testis parankimini
olusturur (28). Seminifer tiibiillerin arasi intersitisiyel doku ad1 verilen gevsek bir bag doku ile
doludur. Bu bag doku igerisinde ince kollagen ve retikiiler lifler, fibroblastlar, histiyositler ve
mast hiicreleri bulunur. Ayrica kan ve lenf damarlar1 ve bunlarin gevresinde tek tek ya da

gruplar halinde yerlesmis olan Leydig hiicreleri de (intersitisyel hiicreler) yer alir (30,33).

Leydig hiicreleri 15-20 mikrometre ¢apinda, kdseli (polygonal) ya da yuvarlak sekilli,
endokrin islev goren hiicrelerdir ve testosteron salgilarlar. Cekirdekleri hiicrenin ortasinda
yerlesmistir ve bir ya da iki tane bulunabilir. Iyi gelismis bir Golgi kompleksi, ¢cok sayida
mitokondriyon, biiyilk ¢omak seklinde protein karakterinde Reinke kristalloidleri

(crystalloideum), C vitamini ve yas ilerledikge artan lipofuksin pigmenti igerirler (33).

Her bir lopguktan gelen kanalcik mediastinuma sokulur ve birlikte rete testis adi
verilen ag1 olustururlar. Rete testis, ductuli eferentes testis adi verilen kanallar araciligiyla

epididimise baglanir. Boylece testislerde yapilan spermatozoonlar epididimise ulasir (28).

Seminifer tiibiillerin duvarinda iki tip hiicre yer alir: Spermatogenik seri hiicreler

(germinal hiicreler) ve Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri) (29,32, Sekil 2).
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Sekil 2. Seminifer Tiibiil Epiteli (27)

Spermatogenik veya germinal hiicreler seminifer tiibiillerin bazal membrani ile liimeni
arasinda 4-8 tabaka halinde dizilmis olarak bulunurlar. Bu tabakalar kademeli olarak

spermatogenezin farkli asamalarini temsil ederler (29).

Sertoli hiicreleri tabanlari bazal membran iizerine oturan apikal uclar1 ise liimene
kadar uzanan hiicrelerdir. Spermatogenik seri hiicrelere gore daha biiylik hiicrelerdir ve
belirgin oval nukleuslar1 bulunur. Sekilleri diizensizdir. Cok sayida lateral uzantilar1 vardir.
Spermatogenik hiicrelerin beslenmesi, korunmasi ve desteklenmesinden sorumludur. Ayrica
kan-testis bariyerini olusturarak kandaki zararli maddelere karsi spermatogenik hiicreleri
korurlar ve fagositoz yetenekleri vardir (29,32). Birgok molekiilii sentezleyebilirler.
Bunlardan bazilar1 androjen baglayici protein (ABP), kollajen tip I ve V, seruloplazmin,
transferin, inhibin, somatomedin benzeri maddeler ve antimiillerian hormondur (AMH ya da
MIS) (embriyogenez sirasinda) (32). MIS, erkegin seksiiel gelisimi sirasinda Miillerian
kanallarin gerilemesini baslatir. MIS'in yoklugunda Miillerian kanallar disilerde uterus, fallop
tipleri ve vajinanin st tigte birine farklilasir. MIS'in bu temel roliine ek olarak, dogum
sonrast devam eden ekspresyonu, gonadal fonksiyonun diizenlenmesi, testikiiler inis, akciger
gelisimi ve tiimor biiylimesinin baskilanmasi gibi diger rollere sahip olabilecegi hipotezini
destekler (34).



TESTISIN GELiSiMi

Diisiince tarihinin en az 3 bin yil1, farkli cinsiyetlerin nasil olustugunu kapsar. Cinsiyet
belirlenmesinde bilimsel ¢alismanin spermin kesfi ile 17. ylizyilda bagsladigi sdylenebilir,
ancak 1841°e kadar arastirmacilar, “kii¢iik hayvanciklarin” koken ve islevini atlamislardir.
Memeli yumurtas1 1827°de kesfedilmis ve yy’nin son ¢eyreginde fertilizasyon gbzlenmistir.
O donemde yaygin olan, cinsiyet tayininin g¢evre kontrolii altinda oldugu goriisii, 20. yy’nin
ilk ¢eyreginde kromozomal belirlenme fikrine doniismistiir. Yizyilin 3. ¢eyregi boyunca,
insan ve diger memeli kromozom ¢aligmalar1 ve cinsiyet kromozom anomalilerinin kesfi,

erkek cinsiyetinin belirlenmesinde Y kromozomunun 6nemi iizerinde durulmustur (35).

Zwingman ve ark. (36) pre-implantasyon ve post-implantasyon donemlerinde goriilen
XY fetiislerinin daha ileri gelisiminin Y kromozomunun hizlandirict etkisinden
kaynaklandigini kabul etmis ve ZFY ve SRY “cinsiyet belirleyici gen” bolgelerinin bundan
sorumlu olabilecegini ileri siirmiislerdir. Mevcut genetik inceleme Y kromozomunun etkisini
ve X kromozom yapisindaki farkliliklarin etkisini iceren daha karmasik bir genetik kontrolii

ortaya koymustur.

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olsada, morfolojik karakteristigi gelisimin 7. haftasina kadar belli degildir (37-39). Bu
nedenle genital sistem gelisiminin baslangi¢ periyodu “seksiiel gelisimin farklanmams

safhas1” olarak adlandirilir (38).

Memelilerde cinsiyetin belirlenmesi ii¢ asamali bir siirece baghdir; (1) fertilizasyonda
cinsiyet kromozomlarinin yerlesmesi (XX veya XY), (2) SRY'nin etkisi yoluyla (ya da
bunlarin eksikligi), kromozomal cinsiyete gore gonadal farklilagmanin erkek ya da disi
yoniinde olmas1 ve (3) gonadal cinsiyete gore i¢ ve dis genital organlari igeren sekonder seks
karakterlerinin diizgiin gelismesi. Bu {i¢ asamanin herhangi birisinde meydana gelecek bir

hata, cinsiyet belirleme siirecinde aksamalara neden olabilir (40).

Genital sistem erkekte ve diside gonadlar, i¢ duktal sistem ve dig genital organlardan
meydana gelir (41). Gonadlar (testisler ve overler) baslangigta bir ¢ift uzunlamasina sélomik
epitelin proliferasyonu ve altindaki mezenkimin yogunlasmasiyla olusmus genital (gonadal)
kabariklik olarak ortaya c¢ikarlar (39) ve mezodermal epitel, embriyonik bag dokusu,

primordial germ hiicreleri olmak iizere {i¢ farkli kaynaktan koken alirlar (38).



Primordial germ hiicreleri, epiblasttan koken alir, primitif ¢izgi boyunca gog¢ eder ve 3.
haftada yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler
(39). Daha sonra ameboid hareketlerle genital kabarikliklara go¢ eder (38,39) ve primordial
cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz sekilli kordonlar1 olustururlar. Primordial germ hiicreleri
gonadlarin over veya testis yoniinde farklanmasinda belirleyici etkiye sahiptir. Eger embriyo

erkekse, primordial germ hiicreleri XY sex kromozom kompleksini tagirlar (39).

Cogu memelide, cinsiyet tayini Y kromozomu iizerindeki SRY olarak bilinen (38,40),
testis belirleyici genin etkisi ve varligina baghdir. SRY'nin yoklugunda cinsiyet disi gelisimi
yoniinde gergeklesir. SRY, homolog X kromozomunda bulunmaz, sadece Y cinsiyet
kromozomu {izerinde yer alir, boylece XX kromozom olusumlu embriyolar tipik olarak disi,
XY'ler tipik olarak erkektir. Bir anlamda, memeli cinsiyeti, bir Y ya da bir X tasiyan sperm
yumurtayr dollediginde belirlenir. SRY geni olsa bile, farklilasmamis gonad, sonraki

embriyonik gelisime kadar testis farklilagmasi yoniinde hareket etmez (40).

Yirminci yy'nin son ¢eyregindeki kanitlarla, farelerde Tdy ve insanlarda TBF (testis
belirleyici faktor) adi verilen Y kromozomu tizerindeki varsayimsal "testis belirleyici” genin
devamli izi siiriilmiistiir (35). TBF, primordial cinsiyet kordonlarini uyararak ¢ogalmalarina
ve testis (medullar) kordonlarini olusturmak tzere farklanmamis gonadlarin medulla
derinlerine dogru uzamalarina neden olur (38,39). Ileride rete testisi olusturacak bu kordonlar,
burada dallanarak birbirleriyle anastamoz yaparlar ve ince hiicre siralarindan olusan bir ag
seklini alirlar (38,39,42). Testis kordonlari, testisin 6zel bag dokusu olan yogun fibroz
yapidaki tunica albuginea gelistikten sonra yiizey epiteli ile olan baglantilarin1 kaybederler
(38,39). Dordiincii ayda, testis kordonlar1 uzayarak at nali seklini alir ve bu nalin agik uglart
rete testis olarak devam eder. Testis kordonlart bu haliyle primitif germ hiicreleri ve Sertoli

destek hiicrelerinden olugmaktadir (39).

Seminifer tiibiiller puberteye kadar ortaya ¢ikmaz (38,39). Puberteden itibaren, solid
halde bulunan testis kordonlarinin liimenleri agilir ve seminifer tiibiiller olusur. Daha sonra
seminifer tiibiiller rete testis tiibiilleriyle birlesirler (39). Rete testis, eferent duktulileri
olusturan 15-20 adet mezonefrik tiibiille devam eder. Bu duktuliler, duktus epididimisi

olusturan mezonefrik duktus ile baglanirlar (38).

Insanda, 8-18. haftalarda, interstisyel doku arasinda kalan mezenkimin hizla

farklilasmasiyla Leydig hiicreleri olusur (42). Gebeligin 8. haftasinda Leydig hiicrelerinden

8



testosteron salgilanmaya baglar ve artik testisler cinsiyeti etkileyecek hale gelmistir (39).
Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasi, vas deferens, seminal vezikiiller ve epididimisi
olusturmak i¢in mezonefrik (Wolf) kanallar1 uyarir. Boru seklindeki genital dokularda,
testosteron 5a-rediiktaz tarafindan dihidrotestosteron bigimine dontstiiriiliir, bu da prostat,
iiretra, penis ve skrotum olusumunu uyarir. Hem testosteron hem de dihidrotestosteron hedef
dokuda hiicresel androjen reseptoriine baglanma yoluyla aracilik eder. Bdylece androjenler i¢

ve dis erkek genital yapilarin her ikisinin gelisimini de yonetir (40).

Spermatogenez

Spermatogenez spermatogonial kok hiicrelerin boliinmesiyle baglar ve kendini
yenileyerek ya da farklilastirarak, kok hiicre karakterinde spermatogoniayi liretme yetenegine
sahiptir. Spermatogonia primer spermatositleri vermek iizere birkag mitotik boliinme gegirir.
Sonra primer spermatosit, sekonder spermatositi vermek iizere mayotik bolinme gegirir (43).
Sekonder spermatosit, kiiresel bir sekle sahiptir ve 4.6 kat daha kiiglik hiicre hacmi, 6.2 kat
daha az nukleoplazmik indeksi ile primer spermatositten ayirt edilir (44). Bundan sonra
sekonder spermatositler dogrudan ikinci mayoz boliinmeye gider ve yuvarlak spermatidler

olusur. Son olarak yuvarlak spermatidler yapisal degisikliklerle spermiumu olusturur (43).

Spermium olusumu spermiyogenez olarak isimlendirilir (45) ve 4 asamada

gerceklesir: Golgi evresi, baslik evresi, akrozom evresi ve olgunlastirma evresi (32, Sekil 3).

Golgi evresi: Spermatidler igerisinde bulunan Golgi aygiti niikleusa yakin
yerlesimlidir. Bazi enzimler Golgi aygitinda modifiye olduktan sonra kiigiik vezikiiller
halinde trans Golgi ag1 araciligiyla salinirlar. Bu vezikiiller birleserek sperm 6n yliziiniin
olusacag1 bolgede niikleus zarina tutunurlar ve akrozomal vezikiili meydana getirirler. Bu
esnada sentrioller niikleustan uzaga taginirlar. Distalde yer alan sentriol aksonem olusumuna

katilirken, proksimalde yer alan sentriol baglant1 par¢asinin olusmasina katki saglar (32).

Bashk evresi: Sperm o6n yiiziiniin olusacagi bdlgede niikleus zarma tutunan
vezikiillerin olusturdugu akrozomal vezikiil daha sonra niikleer zarin etrafin1 sarar ve

akrozama doniisiir (32).



Akrozom evresi: Bu evrede hiicre uzar, niikleus yogunlasir ve mitokondriler
niikleusun arka kismina dogru kaymaya baslar (32). Akrozom niikleus yiizeyini sarar. Enzim
iceriginden dolayi, lizozom gibi islev goriir. Oositin dollenmesi sirasinda bu enzimler oosit

igerisine girmeyi kolaylastirir (46).

Olgunlastirma evresi: Bu asamada sitoplazma hiicreden uzaklastirilir. Olgunlasmaya
devam eden sperm liimene salinir (32). Seminifer epitelden tiibiil limenine salinan sperm hala

olgunlagmamis ise yumurtay1 déllemesi miimkiin degildir. Spermin olgunlasmas1 epididimiste
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Sekil 3. Spermiogenezis ve olgun spermium (33)

Spermatogenez boyunca germ hiicreleri farklilasmanin her asamasinda Sertoli
hiicreleri ile yakin temastadirlar. Sertoli hiicreleri germ hiicrelerinin ¢ogalmalari, mayoz ve

spermium haline basaril bir sekilde doniismeleri i¢in fiziksel ve metabolik destek saglar (45).

Spermatogenez yasam boyunca devam eder ve otokrin ve parakrin yollar araciligiyla
hareket eden biiyiime faktorleri, sitokinler ve kemokinler de dahil olmak iizere bolgesel olarak

tiretilen ¢ok sayida faktoriin yanisira hormonlarin karmasik bir ¢esitliligi ile diizenlenir (45).

TESTISIN HiSTOFiZYOLOJISI

Testislerin skrotum igindeki sicakligi, 37°C olan normal viicut isisindan 2-3°C daha
disiiktiir (yaklasik 35°C’dir). Bu sicaklik spermatogenezin regiilasyonu i¢in gereklidir.

Testislerin her biri testikiiler arter yoluyla kanlanir. Testikiiler arterin ¢evresi, testisten
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abdominal venlere kan tasiyan pampiniform vendz pleksus tarafindan cevrelenmistir. Bu
diizenleme mevcut testikiiler 1smnin kan damarlar1 arasindaki karsilikli 1s1 degisimiyle
korunarak testislerin diisilk sicaklikta kalmasina yardim eder. Ortam sicakliginin
korunmasindaki diger faktorler; skrotumdaki terin buharlasmasi ve kasilip gevseyerek
testisleri skrotum icinde asagi yukari hareket ettiren kremaster kasidir. Kremaster kasi

kasilarak testislerin daha diisiik sicaklikta kalacagi inguinal kanallara ¢ekilmesini saglar (27).

Spermatogeneziste en 6nemli faktér hormonlardir (27). Bu hormonlar hipotalamus,
pitiiiter bezin anterior lobu ve gonadal hiicreler (Sertoli hiicreleri, spermatogenik hiicreler ve
Leydig hiicreleri) arasinda diizenlenmektedir (47). Spermatogenezis, follikiil stimulan hormon
(FSH) ve luteinizan hormonlariin (LH) testikiiler hiicreler iizerindeki etkilerine baglhdir.
LH’a yanit olarak interstiSyel Leydig hiicreleri testosteron miktarini arttirir. Sertoli
hiicrelerinde FSH ve testosteron reseptorlerinin varligi, bu hiicrelerin spermatogeneziste
primer diizenleyici olmalarin1 saglar. Ayrica FSH Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat
siklaz yapimin1 ve sonugta Siklik adenozin monofosfat’in (cAMP) artisini stimiile eder. Ayni
zamanda androjen baglayict proteinin (ABP) sentezi ve salgilanmasinida harekete gegirdigi
bilinmektedir. Bu protein testosteronla baglanarak seminifer tiibiil liimenine gider ve

spermatogenez testosteron yoluyla uyarilir, strojen veya progesteronla inhibe edilir (27,47).

Spermiumlar epididimise uygun bir medium olan testikiiler siv1 araciligiyla taginirlar.
Bu sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan yapilir. Igeriginde; steroidler, proteinler,

iyonlar ve testosteronla baglantili olarak androjen baglayici proteinleri bulundurur (27).

METOTREKSAT

Metotreksat, folik asit (FA) antagonisti olup kemoterapétik bir ajandir (2,5,48-50).
Akut lenfoblastik I6semi, lenfoma, osteosarkoma, meme, bas ve boyun bolgesi kanserlerine
ek olarak psoriyazis ve romatoid artrit gibi malign olmayan hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir (2).

Dihidrofolat rediiktaz, folat bagimli yollarin merkezi bir bileseni olarak hizmet veren
DHF'nin Trihidrofolat’a (THF) doniisiimiini katalizler. THF ayni1 zamanda piirin sentezinde
yer alan basamaklarda ve homosisteinin (metil grubu akseptdrii) metionine doniislimii
sirasinda 5-metil-THF'den olusturulur. Biyolojik olarak aktif folatlar tetrahidrofolatlarin

tirevleridir ve bir karbon transfer reaksiyonlarina katilirlar. Bu folatlar hiicrelerde
11



poliglutamat formlarma doniistiiriilebilir ve bdylece hiicre iginde hapsolur. MTX
(ametopterin, 4-amino 4-deoksi-N10-metilpterol-glutamik asit) DHF'ye oldukg¢a benzer bir
yapisal formiile sahiptir. MTX’te hidroksil (OH) grubu yerine amino (NH2) grubu vardir ve
fazladan bir metil grubu igerir (51, Sekil 4). DHFR ’nin yiiksek affiniteli bir inhibitorii olarak
MTX, DHF havuzunun tiikenmesine neden olur ve dolayli olarak DNA sentezini baskilayarak

timidilat sentezini etkiler (52).
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Sekil 4. MTX ve DHF’nin yapisal formiilii (51)

Insanlarda, viicudun ana yapilarindan birisi olan folati sentezleme yetenegi
olmadigindan diyetle folat alinmasi sarttir. DHFR, DHF’yi folat bagimli yollarda temel
bilesen olarak hizmet eden THF’ye donistiriir (51). Chabner ve ark. (53) MTX’in FA
antagonisti mekanizmasi olarak iki teori One siirmiislerdir. Folik asit azalma teorisi;
intraselliiler FA’nin azalmast DHFR’nin blokajina dayanmaktadir. Yarigma teorisi;
Niikleotidlerin sentezinde gorevli basamaklart MTX’in dogrudan inhibe etmesine ve DHF

birikimine dayanmaktadir. MTX, DHFR’yi inhibe ederek THF 'nin azalmasina neden olur.

Ayrica MTX glutamatlari, 5,10 metilen THF rediiktaz, glisinamid-ribozil-5-fosfat
formiltransferaz ve aminoimidazol-karbokzamid-ribozil-5-fosfat formiltransferaz enzimlerini
dogrudan inhibe eder. Bu enzimlerdeki inhibisyon sonucu piirin ve primidin metabolizmasida
inbibe olur ve bunu takiben tiimor hiicreleri ve normal hiicrelerdeki DNA sentezinde
bozulmalar meydana gelir. MTX; proteinler, lipidler ve miyelinin sekillenmesinde biiyiik

Oonemi olan transmetilasyon reaksiyonlariada belirgin olarak etki eder (54).
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Metotreksat ile tedavi birden fazla organda artmis oksidatif stres olusturmaktadir.
Oksidatif stres denatiirasyon ve fragmantasyonda sperm DNA’sinin yiiksek duyarliligi ve

apoptozisin indiiklenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir (55).

Oksidatif stresin MTX kaynakli testikiiler hasarin patogenezinde oOnemli bir rol
oynadig1 bildirilmistir. Spermatositlerde apoptozisin ve testikiiller seminifer tiibiillerde
atrofinin reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) bir artis ile baglantili oldugu gosterilmistir (18). Ilag
sitotoksisitesinin bir mekanizmas1 olarak biyomolekiillere karsi ROS ve oksidatif hasarin

sperm fonksiyonunu azaltarak erkek infertilitesine neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (56).

Metotreksat kullaniminda bulanti, transaminaz diizeyinde degisiklik ve agiz iltihab1

gibi yan etkilerin doza bagimli oldugu ve siklikla rastlandigi bildirilmistir (51).

Yan etkiler genellikle 2 hafta icinde tamamen geg¢sede, ila¢ atiliminin geciktigi bobrek
fonksiyonu bozulmus hastalarda uzun siireli miyelosiipresyon olusabilir. MTX’in 6nemli bazi
toksisiteleri; alopesi, dermatit, intersitisyel pndmoni, nefrotoksisite, hatali oogenez veya

spermatogenez, ve teratogenezdir (57).

Metotreksat kaynakli karaciger hasarinin, MTX’in kronik veya yiiksek dozda
uygulanmasi olabilecegi ileri stirilmistiir. MTX’in steatoz, kolestaz, fibrozis ve siroz gibi
karaciger hepatoksisitesine yol agabilecegi soylenmistir (58). Karaciger enzimlerinin
yiikselmesi yiiksek doz MTX ile tutarli bir bulgudur ancak genellikle geri doniisimlidiir.
Diger yandan diisiik doz MTX, psoriazisli hastalarda oldugu gibi uzun siireli kullanim sonrasi

siroza yol agabilir (57).

Metotreksat, kriptler ve kisaltilmis villilerde indirgenmis mitozla karakterize, bagirsak
epitelinde akut bir hasara neden olur (59). Tek doz MTX’in ince bagirsakta agir hasara yol
acarak siddetli villoz atrofi, epitelde diizlesme ve yogun kript kaybina yol actig1 gdsterilmistir.
Ayrica belirgin seliilarite ve stromadaki kan damarlarinin sayica arttigida bildirilmistir.

Bunlara ek olarak ciddi mukozal hipoplazi s6z konusudur (60).

Cesitli nedenlerle erkek hastalarda MTX kullaniminin ciddi oligospermi (61) ve yine
deneysel hayvan modellerinde seminifer tiibiillerin dejenerasyonu, ¢aplarinin azalmasi, bazal
lamina kalinlagsmasi ile interstisyel alanda 6dem gibi histolojik degisikliklere neden oldugu ve
spermatogenezisi bozdugu gosterilmistir (5,17,55). Ayrica  MTX’in  kanda  testosteron

seviyesini diistirdiigii de rapor edilmistir (50). MTX’in antioksidan enzim sisteminin
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etkinligini azaltarak ve hiicrelerin ROS’a karsi daha duyarli hale gelmelerini saglayarak

oksidatif stres sonucu hasara neden oldugu bildirilmistir (4,52).

Isik ve ark.’nin (7) yaptig1 bir calismada, MTX’in diisik dozda kisa siireli
kullaniminda spermatogenezin bozuldugu, seminifer tiibiil duvarlarimin kalinlastigi, germ
hiicrelerinde matiirasyon ve siralanma bozuklugu oldugu, liimende spermium azligi veya
yoklugu dikkat ¢ekmistir. Tedavi siiresinin artmasi en ¢ok spermatosit ve spermatidleri
etkilemis, spermatogoniumlar ise daha az etkilenmistir. Bu hiicrelerde kromatin
yogunlagmasi, parcalanmasi, vakuolizasyona bagli hiicre 6liimii goriilmiistiir. Ayrica dejenere
olan spermatidlerin liimene dokiildigiide izlenmistir. Spermiogenezdeki bozulmaya bagl
olarak spermatidlerdeki akrozomun durusu degismistir. Azalan spermiumlar daha derinde
yerlesim gostermistir. Sertoli hiicrelerinde yag birikimi artmis, interstisyel dokuda &dem

olugsmus ve makrofajlarda artis meydana gelmistir.

CURCUMIN

Curcuma longa, Zingiberaceae (Zencefilgiller) familyasina ait (21,62) sar1 ¢igekli,
mizrak seklinde yapraklari ve etli bir yumrusu olan (21) ¢ok yillik bir bitkidir (63-65).
Turmerik ve korideki sar1 pigment olan CMN antioksidan ve antikanserojen aktiviteye
sahiptir (66,67, Sekil 5). Hindistan ve Cin basta olmak tizere Uzak Dogu ve Asya iilkelerinde
yemek endiistrisi (tatlandirici, koruyucu, renklendirici, baharat vs.) ve geleneksel tip
(inflamasyon, burkulma vs.) alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir (68). Cesitli
calismalarda CMN’nin  immiin sistem diizenleyici, antitimoral, antipsoriatik (69),
antioksidan, antiinflamatuvar (69,24), bakterisid, antihelmintik etkiler gibi terapotik
uygulamalar ve yiiksek kolesteroliin diismesinde yardimer genis bir spektruma sahip oldugu
gosterilmistir (70, Sekil 6). Bu polifenolik fitokimyasal halen giiclii bir antikanser ajan olarak
kabul edilir. CMN’nin tiimorosidal etkisi, fare sarkoma (S180), insan kolon kanser hiicreleri
(HT-29), insan bobrek hiicre serisi 293 ve hepatoselliiler karsinom (HepG2 hiicreleri) gibi
hiicre serilerinde genis dlgekte calisilmigtir. CMN ayni1 zamanda insan meme kanseri MCF-3
hiicreleri lizerinde antiproliferatif etki gosterir. CMN aracil1 tlimorosidal etkinin mekanizmasi
protein tirozin kinaz aktivitesi, protein kinaz aktivitesi ve arakidonik asit metabolizmasinin
engellenmesine dayandirilmistir (24). Timor hiicrelerinin boliinmesini durdurdugu ve bazi
kanser tiplerinde kanser hiicrelerinin 6liim hizini arttirdigi ig¢in antikanser 6zellige sahip bir
bilesiktir. Ayrica CMN’nin antikanser bir ajan olarak meme bezleri, deri, mide, kolon,

akciger, prostat ve karacigerde tiimor olusumunu engelledigi gosterilmistir (71-80).
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Sekil 5. Curcumin (66)

Curcuminin Biyolojik Etkileri

Yara iyilestirici Anti-iflamatuvar
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Sekil 6. Curcuminin Biyolojik Etkileri (70)

Curcumin suda ¢oziinmediginden, hiicre zarimin hidrofobik ceplerinde bulunur.

Kimyasal o6zelliklerinden dolay1, hiicre membranina kolayca penetre olarak hizlica

sitoplazmaya aktarilir. Sitoplazmada biriken CMN’nin niikleusa girmedigi goézlenmistir.

Hidrofobik 6zelliklerinden dolayr yogunlukla plazma membrani, endoplazmik retikulum ve

cekirdek kilifi gibi membranli yapilar igerisinde bulunur. CMN dolagimda ya ¢ok az bulunur

veya hi¢ bulunmaz (81).
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Vitamin E gibi CMN de yagda ¢oziinen bir fenoldiir ve bir fenoksi radikal tiretmek
icin oksitleyici radikallerin yayilan zincirleriyle kendi fenolik OH grubu reaksiyon gosterir.
Bu, iki fenolik OH grubu ile birlesmis halde bulunan bir B-diketon’a sahiptir. Oksitleyici
ajanlarin  saldiris1 boyunca elektron transferi ile iiretilen fenoksi radikal, molekiiliin
genisleyerek birlesmesiyle saglamlagmistir. Ancak, [B-diketon yapisinin antioksidan
aktivitedeki kesin rolii hala bilinmemektedir (82, Sekil 7).

OMe OMe

Sekil 7. Curcuminin kimyasal formiilii (66)

Curcuminin metabolizmasi ratlarda hem oral hem intraperitoneal uygulama sonrasi
incelenmistir. Izole edilen iiriinlerin ana metabolitleri tetrahidrocurcumin (THC),
hekzahidrocurcumin, dihidroferulik asit vb. dir. THC, CMN’nin bagirsaktaki metabolizmasi

sirasinda iiretilen, CMN’nin kismen indirgenmis bir tiriiniidiir (82).

Yapilan bir deneysel kolit ¢alismasinda CMN’nin, p38 MAPK inhibisyonu yaparak
kolonik mukozada koruma sagladigi bildirilmistir (25). Buna ek olarak, daha 6nce sigan
enterit modeli calismasinda da CMN’nin inhibitor faktér I-kB’nin kinaz aktivitesini
engelledigi, bu mekanizmanin NF-kB aktivasyonunu engelleyen muhtemel yolak oldugu
diistinilmiistir. CMN, mitojen ile aktive edilen protein kinaz fosfataz-1’i (MKP-1) aktive
ederek p38 MAPK inaktivasyonuna ve 1-kB’yi baskilayarak ta NF-kB inhibisyonuna neden

olmustur. Sonug olarak, CMN, inflamatuvar cevabin azalmasina yol agmistir (26).

MITOJENLER TARAFINDAN AKTIiVE EDILEN PROTEIN KiNAZLAR

Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinazlar, hiicre dis1 sinyallerin hiicre igine
tasinmasinda fonksiyon goren protein kinaz ailesidir. Farkli MAPK yollar1 farkli sinyallerle

iletilir ve fizyolojik siirecte genis ¢esitlilikte bir role sahiptir (83). Yapilan son arastirmalar
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tanimlanan mevcut MAPK yolaklarinin biyotik ve abiyotik faktorlerin yanisira hiicre
¢ogalmasi ve hormon fizyolojisinde de dnemli rol oynadigini dogrulamaktadir (84). Bitkilerde
abiyotik stresler, patojenler, bitki hormanlar1 ve hiicre dongiisii hattinin sinyallenmesinde
MAPK ’larin rol oynadigi kanitlanmistir (85). Ayrica MAPK’lar 6karyot hiicrelerde de hiicre
ici sinyal iletiminde biiyiikk Oneme sahiptir (86) ve tim Okaryotlarda biiyliime, &liim,
farklilasma, ¢ogalma ve stres tepkilerinin yliksek oranda korunmus merkezi diizenleyicileri

islevini gortirler (84).

Temel MAPK yolagi 3 sinyal zincirine dayanir. Aktive edilmis MAP kinaz kinaz
kinaz (MAPKKK), MAP kinaz kinazi (MAPKK) aktive eder (86,87), MAPKK ise MAPK’nin
veya ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) aktivasyonundan sorumludur. MAPKKK
diizenleyici domain olarak N-ucu ve serin/triyonin protein kinaz domaini olarak C-ucu igerir.
Aktivasyonuyla MAPKKK, MAPKK iizerinde aktivasyon halkasinda bulunan iki serin ve
treonin koklerini fosforile eder. Bu koklerin fosforlanmasiyla aktive olan MAPKK, MAPK
izerinde triyonin ve tirozin koklerini fosforlar. Bu fosforilasyon sekilsel degisiklige sebep
olarak MAPK’y1 aktif hale getirir (87). Niikleusta yer degistirip aktiflesen bu MAPK daha
sonra belirli traskripsiyon faktorleri tarafindan fosforillenen c¢esitli gen effektorlerinin

ekspresyonuyla diizenlenir (86, Sekil 8)

U-‘f“ Biiyiime faktorii, Hormon, Sitokin, Stres, TGF-p
Reseptor Reseptor Tirozin kinaz, Reseptor Ser/Thr kinaz, integrinler, GPCR
Transdiiser Ras siiperailesi: Ras, Rab, Rho
MAPKKK Raf MEKK2/3 MEKKI1-4 TAK1
MAPKK MEK172 MEKS MKK4/7 MKKG6/3
MAPK ERK1/2 ERKS JNK/SAPK p38/HOG
Substrat Elk MEF2 C-Jun MAPKAPK.2
Hiicresel cevap Biiyiime ve farkllasma  Biiyiime ve farkhlasma  Sitokin
Hiicresel siirvi Apoptozis Uretim
inflamasyon Apoptozis
Yolak ERK1/2 Yolag1 ERKS Yolag: JNK Yolag: p38 Yolag1

Sekil 8. Tipik MAPK sinyal yolag: (88)
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Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz ailesi li¢ ana kinazdan olugmaktadir:
ERK, Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK (89-92). ERK mitojen veya biiyliime faktorii
uyarilmasina cevaben aktive edilmesine karsin JNK ve p38 MAPK proinflamatuvar sitokinler
ve UV 1s1k, hiperosmolarite, 1s1 soku ve mikrotiibiil bozan ilaglar1 da i¢eren ¢esitli hiicresel
stresler tarafindan aktive edilirler (90). Buna ek olarak ERK3, ERK5, ERK7 ve ERKS8 de
dahil olmak tizere pekcok diger kinazin klasik yolaklarin disinda farkli etki ve islevlere sahip
oldugu goriilmektedir (93). Bu kinazlarin hiicre biiylimesi, proliferasyonu, farklilasmasi,
hiicre 6liimii ve bagisiklik yanitlar1 da dahil olmak tizere c¢esitli hiicresel siire¢lerde rol

oynadig gosterilmistir (89, Sekil 9).
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Sekil 9. Memelilerde MAPK sinyal yolag: diyagram (94)

Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz yolaklarma iliskin farmasotik
gelismeler MAPK ’lar1 engelleyen molekiiller {izerinde odaklanmistir. Ornegin p38 MAPK
inhibitorleri, inflamatuvar hastaligi olan hastalarda etkinligi agisindan degerlendirilmektedir
ve ERK inhibitorleri kanser hiicre kiiltiirlerinde test edilmektedir ki, burada ERK yolaginin
aktivasyonuna bazi kemoterapdtik ajanlar ile anti-apoptotik yaniti takip eden tedavi aracilik
etmigtir (93).
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p38 Sinyal Tleti Yolu

Ilk olarak 1994'te tanimlanan p38 MAPK kaskadi, cesitli hiicresel yanitlari stres,
inflamasyon ve diger sinyallere karsi diizenlemistir. p38 MAPK iki Treonin-Glisin-Tirozin
(Thr-Gly-Tyr) motifi fosforilasyonuyla hizlica aktive edilir ve fosforillenmemis formunda

nispeten inaktiftir (93).

p38 MAPK inflamatuvar tepkide Onemli rol oynayan yaygin ve yiiksek oranda
korunmus bir proteindir (8,92). Notrofil, makrofaj ve T-lenfositler gibi inflamatuvar
hiicrelerin  uyarilmasinda, p38’in fosforilasyonundan sorumlu protein fosforilasyon
mekanizmalarini baglatmak tizere reseptor baglantili G-bagl ve G-bagli olmayan proteinlerin
aktivasyonunu tetikler. Fosforil p38 aktive edici transkripsiyon faktorii 2 (ATF-2) gibi
transkripsiyon faktorlerini fosforlamak ve aktive etmek igin niikleusa tasinir. Bu etkilesim
interlokin-1p (IL-1B) ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi proinflamatuvar sitokinlerin

tiretimi ve salinimiyla sonuglanir (8).

p38 MAPK’nin a, B, y ve 6 olmak lizere 4 izoformu bulunur (8,92,93). p38a en
karakterize olanidir ve inflamatuvar yanitlarda rol oynayan en belirgin kinaz olmasi
muhtemeldir (92). Ozmotik yanitin 6nemli bir diizenleyicisi olan p38a (MAPK14) proteini,
Saccharomyces cerevisia Hogl'in homologu olarak bulunmustur. p38 MAPK aile {iiyeleri
yaklasik olarak benzerdir. p38 MAPK’larin dordii de farkli doku ekspresyon sekillerine
sahiptir ve farkli genler tarafindan sifrelenmislerdir. p38a ¢ogu hiicre tipinde Onemli
seviyelerde eksprese edilirken digerleri, daha dokuya 6zgii bir tarzda eksprese edilir. Ornegin
beyinde p38p, iskelet kasinda p38y ve endokrin bezde p386 eksprese edilir (95). Bu
izoformlar homolog dizilimler tagidigi gibi Thr-X-Tyr motifinde Thr ve Tyr aminoasitlerinin
MAPK kinazlar tarafindan fosforile edilmesiyle aktif hale gelirler (8,93).

Substrat ozgiilliikleri ortiisen p38 MAPK aile iiyeleri, baz1 farkliliklar bildirilmesine
ragmen Ozellikle substratlarla p38y ve p385 ya da tam tersine p38a ve p38p tarafindan daha
1yi fosforile edilmistir. Spesifik p38 MAPK aile {iyelerinin genetik ablasyonu, fonksiyonal
fazlaligm varhigmi gostermistir. Ornegin, SAP (sinaps ile iligkili protein) 97/hDlg’nin (insan
disk biyiikliigii) ozmotik sok kaynakli fosforilasyonu genellikle p38y aracilidir, ancak bu
kinazin yoklugunda diger p38 MAPK'lar bu fonksiyonu yapabilirler (95).

p38 MAPK lar, genis ¢esitlilikte uyaranlarla bircok MAPKKK tarafindan sirasiyla
aktive edilen, MAPKK3 ve MAPKKG6 olarak adlandirilan, bir iist MAPKK tarafindan
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Treonin180 ve Tirozin182 iizerinde ikili fosforilasyonla aktive edilirler. p38 MAPK yolagimin
aktivasyonu, apoptozun indiiklenmesine yol acan, oksidatif stresi de igeren ¢esitli uyaranlara
kars1 inflamatuvar yanitin gelismesinde énemlidir. Ornegin, tekli oksijen, hidrojen peroksit,
nitrik oksit ve peroksinitrit p38 MAPK’y1 aktiflestirir. p38 MAPK, TNF kodlayan genler ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) de dahil olmak {izere bir takim inflamasyon iligkili gende meydana
gelen, AU tekrarlarini igeren mRNA’larin stabilizasyonuna katilir. Ayrica IL-1p ve IL-6’y1 da

igeren diger proinflamatuvar sitokinlerin {iretimini tesvik eder (92).

Inflamatuvar tepkide p38 MAPK sinyal yolaklar1 hakkinda ¢ogu bilgi hiicre kiiltiirii
caligmalarina dayanir. Sinirli sayida calisma inflamatuvar hayvan modellerinde p38
MAPK’nin patolojik rollerini ortaya koymustur. p38 MAPK yolaginin in vivo inflamasyonda
nasil yer aldig1 hala tam olarak bilinmemektedir. Ozellikle p38 MAPK’nin hangi hiicre
tiplerinde aktive edildigi ve hangi inflamatuvar yolaklarin p38 MAPK bagimli oldugu hala

cevaplanamamustir (8).
JNK Sinyal ileti Yolu

JNK sinyal ileti yolu stresle aktive olan protein kinaz (SAPK) ailesinin bir tiyesidir.
Hiicreler araciligiyla baglanti saglar, hiicredisi (ya da hiicreigi) strese cevap verebilir ve
genleri devreye sokar (yani aktif transkripsiyon yapar). Cok sayida [endotoksin, reaktif
oksijen tiirleri, proinflamatuvar sitokinler (IL-1, TNF-a), kemokinler (MCP-1), seramidler,
biiylime faktorleri, 1sinlama ya da ozmotik stres gibi] strese maruz kalan hiicreler, belirli
sitoplazmik kinazlar1 kapsayan fosforilasyon reaksiyonlarinin bir kaskadmi uyarir ve

aktivasyon dolayisiyla JNK'nin fosforilasyonuna yol agar (96).

JNK sinyal ileti yolunun birden fazla izoformu vardir (JNK 1,2 ve 3). Bunlar, tek tek
genler tarafindan kodlanir ve alternatif mRNA zinciri daha biiyilk enzim heterojenitesine
sebebiyet verebilir. JINK3'in ifadesi biiyiik 6lgiide merkezi sinir sistemiyle sinirli olsa da, hem

JNK1 hem de JNK2 pek ¢ok dokuda bir¢ok hiicre tipinde yaygin olarak ifade edilir (97).

JNK sinyal ileti yolu 1, 2 ve 3 MAPKKK!'larin (6rnegin, MAPKKKZ1/2 ya da TGF-§3
ile aktive edilen kinaz 1) etkidigi MKK 4 ve 7 tarafindan aktive edilir. JNK, hiicreler i¢inde
cok farkli islevlere sahiptir ancak en ¢ok hiicresel ve ¢evresel streslere maruz kaldiktan sonra
apoptozu tetikleme rolii ile bilinir. Klasik olarak, JNK c-Jun’1 fosforile eder. c-Fos ile c-Jun’in

baglanmasi AP-1’in aktivasyonuna yol agar. Sonugta hiicre proliferasyonu tesvik edilmis olur

(98).
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ERK Sinyal ileti Yolu

ERK, MAPK siiper ailesinin bir {iyesidir (99,100). ERK grubu i¢inde sekiz izoformu
vardir (ERK1, 2, 3,4, 5, 6, 7 ve 8). Bunlardan ERK1 ve ERK2 daha ¢ok c¢alisilmistir. ERK1
ve ERK2, hem bir treonin hem de bir ¢ift 6zgiil motif (Thr-Glu-Tyr) iginde bitisik bir tirozin
artiinin fosforilasyonu boyunca ikili 6zgiil kinaz MEK1 ve MEK?2 tarafindan diizenlenir
(99).

ERK1/2 Ras-Raf-MEK yolaginin rol oynadig: farkli mekanizmalar yoluyla ¢esitli stres
uyaranlarina yanit olarak aktive edilir (99). ERKI1/2 yiizeylerinde transkripsiyonel
diizenleyiciler, apoptoz regiilatorleri ve steroid hormon reseptorleri (6rnegin, Ostrojen

reseptorii (ER) o) bulunur (98).

Aktivasyonda, birkag sitoplazmik hedef veya niikleusa go¢, ERK enzimlerini
fosforilleyebilir. ERK, c-fos ve karisik kokenli kinaz 1 (ELK1) de dahil gesitli transkripsiyon
faktorlerini aktive eder ve fosforiller. ERK1/2 ve diger MAPK’lar sadece transkripsiyon
faktorleri degil ayni zamanda membran proteinlerinide hedefler. ERK1/2’nin aktivasyonu
hiicre ¢ogalmasmi arttirir ve hiicreleri apoptoza karst koruyan genleri diizenler. Ayrica

transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuna yol agar (91).

ERK MAPK yolaginin aktivasyonunun, hiicre béliinmesini tesvik ettigi
bildirilmektedir. ERK’nin kisa siireli aktivasyonu, ¢ogalmayi tesvik i¢in mitojenik bir yanit

verirken, uzun siireli aktivasyonu farklilagsmay1 uyarir (91).

NUKLEER FAKTOR-KAPPA B (NF-kB)

Niikleer faktor-kappa B inflamatuvar ve dogustan gelen bagisiklik yanitlarini

diizenledigi bilinen bir dizi spesfik transkripsiyon faktoridiir (101).

Niikleer faktor-kappa B, ilk olarak B hiicrelerinde immiinglobulin kappa hafif zincirini
arttirict bir diziye bagli olan bir protein olarak tespit edilmistir (102,103). Bu dimerik
transkripsiyon faktorii, stres cevaplari, inflamasyon ve programlanmis hiicre Oliimiiyle
(apoptozis) alakali genlerin biiyiik ¢esitliligini aktive edebilen farkli iiyelerden olugsmaktadir
(102).
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Niikleer faktor-kappa B sistemi redoks duyarli bir mekanizmadir. Aktivasyonu,
immiin ve inflamatuvar yanitlar1 diizenler. NF-kB istirahat halindeki hiicrelerde Inhibitor
kappa B (I-kB)’ye baglanarak sitoplazmada inaktif formda bulunur. Bununla birlikte, 1-kB
proteinleri uyarildiktan sonra fosforile olur ve yikilir. Daha sonra NF-kB niikleus i¢ine geger

ve inflamatuvar genlerin ekspresyonunu tetikler (104).

Niikleer faktor-kappa B sinyal yolunun onemli bir ozelligi NF-kB tarafindan
diizenlenen hedef genlerin sayisinin yanisira NF-kB aktivasyonunu uyaran hiicredisi ajan
veya aracilarin gesitliligidir (105). Ornegin; bakteriyal toksinler, TNF-o, IL-1, T hiicre
mitojenleri, UV 15181, iyonize radyasyon (IR) ve oksidatif stres NF-kB aktivasyonunu indiikler
(102).

Niikleer faktor-kappa B, bes farkli gen igeren [NF-kB1 (p80/p105), NF-kB2
(p52/p100), RelA (p65), c-Rel ve RelB], transkripsiyon faktorleriyle yakin iliskili bir ailedir
(103,106,107). Bu bes gen kendi sekansinda bir Rel Homoloji Alan1 (RHD) paylasarak yedi
gene ylikselir. RHD, dimerizasyona, kendi inhibitorleriyle etkilesime ve DNA baglanimina
aracilik eder. NF-kB proteinlerinin iki tiirii vardir: 1) RelA, c-Rel ve RelB, onlarin olgun
formlarinda sentezlenir ve transkripsiyon aparati ile etkilesim i¢inde olan bir transaktivasyon
alan1 icerir ve 2) NF-kB1-p105/p50 ve NF-kB2-p100/p52, bir 6n-madde bigiminde
sentezlenmektedir. On-madde formlar1 (p100 ve pl105), olgun proteinlerin (p5S0 ve p52)
tiretimi ile sonuglanan proteozom tarafindan proteoliz edilen C-terminal ankyrin tekrari igerir.
p50 ve p52 de DNA baglanma alani igerir ancak bir transaktivasyon alanindan yoksundur
(106,107).

Niikleer faktor-kappa B anahtar regiilatorleri, NF-kB (I-kB) onleyicileridir. Bunlardan
en yaygin olanlart I-kBa, I-kBf ve I-kBe’dur. I-kB proteinleri uyaranlarin yoklugunda
sitoplazmada fonksiyonel NF-kB dimerlerine baglanir ve niikleer translokasyonu o6nler. IL-1
reseptor (IL-1R) veya Toll Benzeri Reseptér (TLR) sinyal yoluyla, myeloid farklilasma
birincil yanit geni 88 (MYDS88) ve interlokin-1 reseptor iliskili kinazin (IRAK) gbg¢iinii iceren
bir kaskadi aktive edebilir. IRAK aktivasyonu, transforme edici biiyiime faktori f ile
aktiflesen kinaz 1’in (TAK1) aktiflesmesine yol acarak TNF-reseptor iligkili faktor 6’nin
(TRAF6) fosforilasyonunu saglar. Bunun yanisira I-kappaB kinaz kompleks (IKK)
fosforilasyonu icin de gereklidir. IKK, I-kBa proteinini fosforilledikten sonra proteozomla
IkappaBa parcalanir ve NF-kB’den ayrilir. Sonugta ubikitinasyon ve proteozomal parcalanma

gerceklesmis olur. Daha sonra NF-kB proteini niikleusa dogru ilerler, burada spesifik DNA’ya
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baglanir ve sitokinler, kemokinler, matriks metaloproteinazlar1 ve diger inflamatuvar

aracilarida i¢eren ¢oklu genlerin transkripsiyonunu baglatir (103, Sekil 10).
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Sekil 10: NF-kB sinyal ileti yolu (103)

Niikleer faktor-kappa B aktivasyonu cesitli sitokinler, biiytime faktorleri ve tirozin
kinazlar tarafindan tetiklenen farkli sinyal yolaklarindan kaynaklanabilir. Epidermal biiyliime
faktor reseptorii, insiilin biiyiime faktor reseptorii ve tiimor nekroz faktdr reseptorii aile
tyelerinin gelismis ekspresyonu, NF-kB aktivasyonu i¢in sorumlu olabilir. Ayrica,
Ras/MAPK ve P13K/Akt gibi diger sinyal ileti yollarinin aktivasyonu ayni zamanda NF-kB
aktivasyonuna katilmaktadir (106).

Niikleer faktor-kappa B, immiin ve inflamatuvar yanitlarin diizenlenmesinin yani sira
karsinogenezde de onemli rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre ¢ogalmasini
uyaran, apoptozisi diizenleyen, anjiyogenezisi kolaylastiran, invazyon ve metastazi uyaran
cesitli hedef genlerin ekspresyonuna neden olur (108,109). Ayrica birgok kanser hiicresi,
kemoterapi ve radyoterapi direncine aracilik eden anormal veya yapict NF-kB aktivasyonunu
gosterir. Bu nedenle NF-kB aktivasyon ve sinyal ileti yolunun engellenmesi potansiyel bir
kanser tedavi stratejisi sunmaktadir. Ayrica son zamanlardaki ¢alismalar NF-kB’nin belirli

ortamlarda timor baskilayici bir rol oynayabildigini gostermistir (108).

Uyarana ve hiicre tipine bagli olarak NF-kB aktivasyonu iki farkli yolla tesvik edilir;

klasik ve alternatif yollar. Her iki yolda da NF-kB aktivasyonu, ya katalitik kinazlar IKKo ve
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IKKp ve regiilator protein NEMO (IKKy) tarafindan veya IKKa homodimerleri tarafindan
olusan IKK komplekslerinin aktivasyonuna aracilik eder. Klasik NF-kB yolu 6ncelikli olarak
TNF reseptor aile tiyeleri, Toll reseptor aile liyesi ve antijen reseptorleri gibi proinflamatuvar
reseptorlerin uyarilmasi ile aktive edilir. Ayrica bazi antikanser tedavilerde bu yolu
etkinlestirir. Bu uyaranlar I-kBa proteininin fosforilasyonunu ve daha sonra proteozomal
parcalanmasinit tesvik ederek IKK kompleksini aktive eder. Bu, hedef genlerin yiikseltici
bolgelere baglanarak hiicre yasami, proliferasyonu, inflamatuvar ve dogustan gelen
bagisikligini kontrol altina alarak serbest NF-kB dimerlerinin niikleusa translokasyonunu
saglar (110, Sekil 11).

Alternatif NF-kB yolu LTPR, CD40 ve BAFFR'nin de dahil oldugu ve lenfoid
organlarin olusumunda, B hiicrelerinin olgunlagsmasinda, adaptif bagisiklikta 6nemli rol
oynayan TNF reseptorlerinin uyarilmasiyla aktiflesir. Alternatif yolda NF-kB bagimli kinazin
(NIK) stabilizasyonu ve akiimiilasyonu IKKo homo dimerin aktivasyonunu tetikleyen énemli
bir sinyaldir. Bunun aksine uyarici, alternatif NF-kB sinyal olaylarinin negatif regiilasyonunu
tesvik eden NIK'in proteozomal parcalanmasini indiikler. Bu islemden sonra NF-kB2/p100'in
(genellikle Rel B ile baglantili) fosforilasyonunu indiikleyen IKKa, p52 olusturmak igin
proteozom tarafindan islemi kendisi baglatir. Bu, hedef genin transkripsiyonunu diizenleyen

niikleusun i¢ine p52/RelB dimerlerinin translokasyonunu saglar (110, Sekil 11).

Klasik NFkappaB Yolu Alternatif NFkappaB Yolu
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Sekil 11: Klasik ve alternatif NF-kB sinyal ileti yolu (110)
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GEREC VE YONTEMLER

Etik Kurul Onay:

Calismanm deneysel kismi, Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan onay alindiktan sonra (11.07.2013 tarih ve 2013.05.03 no’lu onay belgesi) (Ek-1)

Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari'nda yapilmustir.
Deney Hayvanlari ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde iiretilmis
agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen 18 adet erkek Wistar albino sigan kullanildi. Deney
sliresi boyunca tiim si¢anlar standart laboratuvar kosullar1 (22+1°C, 12 saat aydinlik/karanlik
siklusunda) altinda giinliik icme suyu ve %21 ham protein iceren pelet yemlerle beslendi.
Ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip erkek siganlardan, agirliklari birbirine yakin
olanlar ayn1 grupta olacak sekilde, ti¢ grup olusturuldu. Deneklerin gruplandirilmas: asagidaki

sekilde diizenlendsi;

Grup 1 (Kontrol): Dimetilsiilfoksit (DMSO, Merck, Darmstadt, Almanya),
intragastrik (ig.) yol ile 14 giin boyunca verildi (n=6).

Grup 2 (Metotreksat): Metotreksat (20 mg/kg, Kogak Farma, Tekirdag, Tirkiye), tek
doz intraperitoneal (ip.) olarak 11. giin verildi (n=6).

Grup 3 (Metotreksat+Curcumin): Curcumin (100 mg/kg, DMSO i¢inde ¢oziilerek)
ig. yol ile 14 giin ve 11. giin metotreksat (20 mg/kg) tek doz ip. olarak verildi (n=6).
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Curcumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD), iginde rahat ¢6ziindiigli ve stabilitesini

korudugu bir soliisyon olan DMSO i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

Kontrol grubuna ig. yol ile 14 giin boyunca DMSO (CMN ile esit hacimde); 2. gruba
ip. olarak 11. giin tek doz MTX (20 mg/kg); 3. gruba, ig. yol ile 14 giin boyunca CMN (100
mg/kg, DMSO iginde ¢oziilerek) ve ek olarak yine 3. gruba ip. olarak 11. giinde tek doz MTX
(20 mg/kg) verildi ve CMN son dozundan 24 saat sonra ksilazin (Basilazin-baVET/ Bosensel-
Almanya)-ketamin (Ketasol-Richter Pharma ag/Wels-Avusturya) anestezisi altinda deney
sonlandirildi (Sekil 12). Biitiin gruplarin testis doku 6rnekleri alindi ve bu 6rnekler histolojik
ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda rutin islemlere tabi tutuldu.

-—-—- -—-—-

\ 4
Sekil 12: Deney protokolii

Yine sakrifikasyon oncesi hayvanlardan kardiak ponksiyon yoluyla kan &rnekleri

alinarak serumda total testosteron, Trakya Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
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kimyasal immunoassay (Chemiluminescence Immunassay-Architect i2000SR, Abbott, ABD)

yontemi ile ¢alisildu.

Ayrica deney basinda ve sonunda tiim deneklerin viicut agirlik 6lglimii takibi ve deney
sonunda da testis agirlik dlgiimii yapildi. Deney sonunda sakrifikasyon dncesi Olgiilen viicut
agirhigr ile aym hayvana ait sag ve sol testis agirligi toplami asagidaki formiile gore

hesaplanarak her bir hayvan igin testis agirlik indeksi (TAI) belirlendi.
TAI: [(sag+sol testis agirliklart toplami)/viicut agirhigi] x 100
Histolojik Incelemeler i¢in Doku Hazirlanmasi

Histolojik incelemeler i¢in alinan testis dokulari, %10’luk tamponlu formol ile fikse
edildi. Fiksasyondan sonra dokular ¢esme suyunda yikanarak, yiikselen alkol serilerinden
gecirilmesi  suretiyle dehidratasyon islemi yapildi. Dehidratasyon asamasindan sonra
saydamlastirma basamagi i¢in dokular, toluol (Merck, Darmstadt, Almanya) ile muamele
edilerek once yumusak parafine (Merck), sonrasinda ise sert parafine (Merck) alind1 ve
parafin bloklar elde edildi. Bu parafin bloklardan Leica RM-2245 silindirli mikrotom
kullanilarak alman 5 mikrometre (um) kalinligindaki kesitlere, testisin histolojik yap1
Ozelliklerini ortaya koyacak Hematoksilen+Eozin (H+E) boyasi uygulandi. Entellan (DPX
Mounting Medium, Atom Scientific Ltd, Manchester, Ingiltere) ile kapatilarak kalic1 preparat
haline getirildikten sonra, 151k mikroskobunda (Olympus BX51 trinokiiler mikroskop, DP20

dijital kamera atagmanli, Japonya) incelenerek degisik biiylitmelerde fotograflandirildi.

HematoksilentEozin boya prosediirii igin; %10'luk tamponlu formol ile fikse edilip
parafine gomiilen testis dokularindan elde edilen 5 pm kalinligindaki kesitler, lam {izerine
alinarak dikey cam salelere dizildi ve 1 giin kurumaya birakildi. Kuruyan kesitler
deparafinizasyon islemi igin toluole (Merck, Darmstadt, Almanya) alindi. Parafini giderilen
kesitler, algalan alkol serilerinden (100°, 100°, 96°, 90°, 70°) gegirilerek suya indirildi. Suya
indirilen kesitler niikleus boyamasi icin hematoksilene alindi. Kesitler hematoksilen
boyamasindan sonra morartma islemi i¢in 10 dk ¢esme suyu altinda bekletildi. ikinci olarak
sitoplazma boyas1 olan eozine alind1 ve sitoplazmanin boyanmasi saglandi. Yiikselen alkol
serilerinden (70°, 90° 96° 100° 100°) gegirilerek suyu alindi ve 10 dk toluolde (Merck,
Darmstadt, Almanya) birakildiktan sonra entellan (DPX Mounting Medium, Atom Scientific
Ltd, Manchester, Ingiltere) kulanilarak kesitlerin iizeri lamelle kapatildi ve kurumaya

birakildi. Boylece kalici preparatlar elde edilmis oldu.
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Hematoksilen+Eozin boyanmis preparatlarda, testislerde seminifer tiibiil c¢api,
seminifer epitel kalinligi ve iki tiibiil arasinda kalan interstisyel alan genisligi; Goriintiileme
Analiz Sistemi (Versiyon 2.11.5.1, Kameram-Argenit, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak x100 ve
x400 biyiitmede oOlgiildii. Bu olgtimler, her hayvana ait ii¢ testis kesitinde yuvarlak ya da
yuvarlaga yakin rastgele secilen 10 tiibiil olmak {iizere toplam 30 tiibiiliin enine Kkesiti
degerlendirilerek yapildi (19,111).

Germinal seri hiicre degisiklikleri, histolojik olarak, her hayvana ait 6 testis kesiti x100
biiyiitmede incelenerek asagidaki kriterlere gore degerlendirildi: Ayrilma (spermatosit hiicre
kitlesinin seminifer epitelden kopup ayrilmasi), dokiilme (germ hiicre kiimesinin seminifer
epitelden ayrilip liimene dokiilmesi) ve vakuolizasyon (seminifer tiibiil icerisinde bosluklar
olugmasi). Her parametre i¢cin normal ve hasarli tiibiillerin ortalama yiizdesi belirlendi.
Ortalama yiizde, her 6rnek i¢in histolojik olarak hasarli (vakuolizasyon, ayrilma, dokiilme) ya
da normal yuvarlak tiibiil sayisinin ayni1 sahadaki total yuvarlak tiibiillere boliinmesiyle elde
edildi ve sonug¢ 100 ile carpildi. Her kesit i¢in {i¢ saha degerlendirilerek bunlarin ortalamasi

alind1 (112).
Immiinohistokimya

Immiinohistokimyasal ~ olarak; NF-kB ve p38 MAPK proteinlerinin
immiinreaktivitelerinin degerlendirilebilmesi i¢in, yine parafin bloklardan 5 um kalinligindaki
kesitler, pozitif sarjli lamlara alindi ve iretici firmanin Onerileri dogrultusunda

immunohistokimyasal islemler uygulandi.

Immiinohistokimya prosediirii igin; %10’luk tamponlu formol ile fikse edilip, parafine
gomiilen testis dokularindan alian Sum’lik kesitler, bir gece 56°C etiivde bekletildikten sonra
deparafinizasyon islemini takiben suya indirildi. Antijen geri kazanimi i¢in kesitler, 15 dakika
10 mM’lik sitrik asit tamponunda (pH 6) mikrodalgada kaynatildi. Oda sicakliginda 20 dk
sogumaya birakildiktan sonra kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in 15 dk
hidrojen peroksit (Thermo Scientific/Lab Vision, Fremont, CA, ABD) ile muamele edildi.
Fosfat tampon soliisyonu (PBS-phosphate buffer saline) ile yikandiktan sonra, 6zgiin olmayan
antijenleri bloklamak i¢in bloklama soliisyonunda (Ultra V Block-Thermo Scientific/Lab
Vision) 5 dk oda sicakliginda nemli ¢ember icerisinde bekletildi. Daha sonra yine ayni
cember igerisinde kesitler, primer antikor olarak NF-kB/p65 antikoru (poliklonal tavsan
antikoru 1:100 oraninda diliie edilerek, Thermo Scientific/Lab Vision) ile 1 saat oda

sicakliginda veya fosfo (f)-p38 MAPK antikoru (monoklonal tavsan 1:50 oraninda diliie
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edilerek, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD) ile gece boyunca 4°C’de inkiibe
edildi. Negatif kontrol i¢in ise, kesitlere primer antikor yerine PBS damlatildi. Bunu takiben
PBS ile 3 kez yikamanin ardindan biotinlenmis sekonder antikor (Biotinlated Goat Anti-
Polyvalent, Thermo Scientific/Lab Vision) ile oda sicakliginda 10 dk muamele edildi. Yine 3
kez PBS ile yikama sonrasinda, streptavidin peroksidaz (Streptavidin Peroxidase, Thermo
Scientific/Lab Vision) 10 dk uygulanarak kromojen olarak 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC,
Thermo Scientific/Lab Vision) kullanildi. Distile suda 5 dk yikanan kesitlere daha sonra
hematoksilen zit boyama yapildi. Tekrar sudan gegirilen kesitler su bazli uygun kapatma
soliisyonu (Vision Mount, Thermo Scientific/Lab Vision) ile kapatildi (23,113,114).

Yapilan immiinohistokimyasal islemler sonucunda NF-kB immiinoreaktivitesi,
histolojik skorlama yontemi ile semikantitatif olarak degerlendirildi. Degerlendirmeler her bir
hayvana ait preparatta testis kesitinde rastgele 5 alan segilerek x400 biiyiitme kullanarak 151k
mikroskobunda (Olympus BX-51, Japonya) yapildi. Skorlama, kesitlerde immiinoreaktivite
gosteren hiicrelerin yiizdesi (Pi) ve boyanma derecesi (i) dikkate alinarak gerceklestirildi.
Boyanma derecesi 0 (boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (gii¢lii boyanma)
olarak degerlendirildi. Ortalama histolojik skor (H SCORE) her bir hayvana ait kesit i¢in H
SCORE= X i x Pi formiilii ile hesapland1 (114).

Fosfo-p38 MAPK immiinopozitif boyanma indeksi i¢in ise, x400 biiyiitmede her
hayvana ait testis kesitinde 10 seminifer tiibiil rastgele secilerek 151k mikroskobunda
(Olympus BX-51, Japonya) degerlendirmesi yapildi. Niikleusu kirmizi boyanan hiicreler
pozitif olarak degerlendirildi. Boyanan ve boyanmayan hiicreler sayilarak her bir seminifer
tibiil icin f-p38 MAPK indeksi, boyanan hiicrelerin total hiicrelere orani alinip 100 ile
carpilmasiyla (% olarak) hesaplandi. Daha sonra tiibiillerin indekslerinin ortalamalar: alinarak

her bir hayvan i¢in ortalama f-p38 MAPK indeksi belirlendi (115,116).

Mikroskopta yapilan tiim semikantitatif degerlendirmeler, birbirinden bagimsiz iki

gozlemci tarafindan yapilarak ortalamalar1 alindi.
Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali’nda SPSS 20.0 paket programi (Lisans no: 10240642) kullanilmis,
degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak alinmigtir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir. Deneklere ait verilerin normal dagilima uygunlugu tek 6rneklem
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tizerinden Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra degerlerin normal dagilim
gostermesi lizerine parametrik testlerden tek yonlii varyans analizi (Tek Yonli ANOVA)
yapildi. Gruplar arasi farki saptamada grup varyanslarinin homojenligine gére Tukey ya da
Tamhane coklu karsilastirma testleri kullanildi. Deneklerdeki agirlik degisimini belirlemek
icin, nonparametrik Kruskal-Wallis testi kullanildi, gruplar arasi farki saptamak igin

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi yapildi.
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BULGULAR

Ondort giin siiren ¢alismanin tamamlanmasiyla, kontrol, MTX ve MTX+CMN
gruplarina ait deneklerden elde edilen kan 6rneklerinden serum testosteron degerleri dlgiilerek
karsilastirmasi yapildi. Yine deney sonunda alinan testis doku oOrnekleri, histolojik ve
immiinohistokimyasal diizeyde karsilagtirilarak incelendi. Ek olarak, denek agirliklart deney
basinda ve sonunda Ol¢iilerek agirlik degisimi, testis agirliklart da deney sonunda olgiilerek

testis agirligi/viicut agirligi orani hesaplandi.
Gozlemlerimiz;
Grup 1 (Kontrol, n=6): 14 giin boyunca ig. yol ile DMSO verilen grup,
Grup 2 (Metotreksat, n=6): 11. giin ip. olarak tek doz MTX (20 mg/kg) verilen grup,

Grup 3 (Metotreksat+Curcumin, n=6): 14 giin boyunca ig. yol ile CMN (100
mg/kg, DMSO ig¢inde ¢oziilerek) ve 11. giin ip. olarak tek doz MTX (20 mg/kg) verilen grup

bulgular1 olarak degerlendirildi.

HAYVAN AGIRLIK BULGULARI

Deneyin basinda ve sonunda deneklerin viicut agirliklar1 6lgiilmesi sonucunda, kontrol
grubundaki deneklere kiyasla MTX verilen deneklerin viicut agirliklarinda anlamli bir azalma

gozlenirken (P<0.05, Tablo 1) sag ve sol testislerin agirliklarinda ve testis agirhigi/viicut
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agirhigi oraninda bir degisim gozlenmedi (P>0.05). MTX+CMN grubunda ise MTX grubu ile
karsilagtirildiginda deneklerin viicut agirliklarindaki diististe istatistiksel olarak anlamli bir

azalma oldugu gorildi (Tablo 1).

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarinin viicut agirhklar: (VA) degisimi, testis agirhklari,
testis agirhgy/viicut agirh@ oranlan (TAI=TA/VAXx100) ve serum tetosteron
degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol Metotreksat Metotreksat+Curcumin
Parametre
(n=6) (n=6) (n=6)
VA degisimi (g) 13.17+5.00 | -21.50+6.16" -9.33+4.18"
Testis agirhigi (sag) 1.26+0.07 1.26+0.06 1.25+0.10
Testis agirhgi (sol) 1.26+0.07 1.27+0.06 1.27+0.09
Testis agirhg:
2.52+0.14 2.53+0.12 2.52+0.19
(TA) toplam
TAI=TA/VAx100 0.97+0.04 0.94+0.06 0.94+0.03
Serum testosteron o
(ng/ml) 1.97+0.27 0.25+0.11 080:&014**’ﬁ

Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
"P<0.05 kontrol ile karsilastirildiginda
"P<0.001 kontrol ile karsilastirildiginda
"P<0.05 metotreksat ile karsilastirildiginda
P<0.001 metotreksat ile karsilastirildiginda

SERUM TESTOSTERON DUZEYi BULGULARI

Deney sonunda tiim deneklerden kardiak ponksiyon sonucunda elde edilen kan
orneklerinden serum testosteron degerleri Olgiilmistiir. Kontrol grubu ile MTX grubu
karsilagtirildiginda serum testosteron degerlerinin anlamli olarak diistligli tespit edilmistir.
CMN verilerek tedavi edilen grupta ise serum testosteron degerlerinin MTX grubuna gore

anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0.001, Tablo 1).
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MORFOMETRIK BULGULAR

Deney sonunda tiim gruplardaki deneklerden elde edilen testis dokularindan H+E ile
boyanmis, her hayvana ait preparatlarda seminifer tiibiil ¢api, epitel kalinlig1 ve interstisyel
alan Olclilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTX grubunda seminifer tiibiil ¢ap1
ve epitel kalinliginin anlamh olarak azaldigi, interstisyel alan genisliginin ise anlamli olarak
arttigi tespit edilmistir (P<0.001, Tablo 2). CMN verilmesiyle, MTX grubuna gore seminifer
tibiil ¢ap1 ve epitel kalinliginin anlamli olarak daha yiiksek oldugu goézlenirken (P<0.05,
Tablo 2), interstisyel alan genisliginin ise anlamli olarak daha diisiik oldugu belirlenmistir

(P<0.001, Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarimin seminifer tiibiil ¢api, seminifer epitel kalinhg ve
interstisyel alan genisliginin karsilastirilmasi

Kontrol Metotreksat Metotreksat+Curcumin
Parametre
(n=6) (n=6) (n=6)
Seminifer tibil | 50, 50,591 | 250654555 267.67+3.01""
capi (um)
Seminifer tiibiil
epitel kalinhig 63.23+0.84 48.80+1.26™ 58.27+2.33""
(nm)
Interstisyel alan | 55 15,180 | 39.53:2.20” 30.22+1.60™
genisligi (um)

Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
"P<0.05 kontrol ile karsilagtirildiginda
*"P<0.001 Kkontrol ile karsilastirildiginda
fP<0.001 metotreksat ile karsilastirildiginda

MORFOLOJIK BULGULAR

Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait bulgular: Kontrol grubu deneklerinden alinan ve H+E ile
boyanan testis doku kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde, dista bag dokudan yapilmis

tunika albuginea ile kusatilmis, diizgiin sinirli ve c¢ok katli bir epitel tabakasi ile doseli
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seminifer tiibiller, normal goriiniimlii idi (Sekil 13). Tibiil gaplar1 ve epitel kalinliklart
degerlendirildiginde sirasiyla ortalama 280.20 um ve 63.23 pm oldugu belirlendi (Tablo 2).
Seminifer tiibiil epitelini meydana getiren iki tip hiicreden prolifere olan spermatogenetik seri
hiicreleri ve prolifere olmayan destekleyici Sertoli hiicrelerinin diizenli dizildikleri g6zlendi
(Sekil 13-16). Bu tiibiillerin duvarlarinda bazal lamina iizerine yerlesen, oval niikleuslara
sahip spermatogoniumlar ve Sertoli hiicreleri yer almaktaydi. Primer spermatositlerler
cogunlukla biiyiik yuvarlak niikleusa ve ayirt edici kromatin yapisina sahip olarak
spermatogoniumlarin  hemen {izerinde bulunmaktaydi. Daha kiiglik olan sekonder
spermatositlere ise primer spermatositlerin iizerinde nadir olarak rastlandi. Spermatidler, bir
ya da iki tabaka halinde limene yakin yerlesen hiicreler olarak izlenmekteydi. Bu hiicreler,
yuvarlak hiicrelerden olusmus erken ve liimene uzanan kuyruklariyla belirgin olan geg
spermatidler olarak ayirt edildi. Cogu semifer tiibiillerin limeninde spermiyumlara rastlandi.
Her bir seminifer tiibiilde bazal laminanin dis kisminda tiibiiliin yavas peristaltik hareketinden
sorumlu myoid hiicreler izlendi. Komsu tiibiiller arasinda kalan interstisyel sahada kiimeler
halinde yer alan, poligonal sekilli, kiigiikk yuvarlak niikleuslar1 ve eozinofilik boyanan
sitoplazmalari ile Leydig hiicreleri normal histolojik yapida gézlendi (Sekil 15,16). Ek olarak,
interstisyel alan genisligi 6l¢iildiigiinde ortalama ve 22.16 um oldugu belirlendi (Tablo 2).

Metotreksat grubuna ait bulgular: MTX (20 mg/kg ip tek doz) verilen deneklerden
alinan ve H+E ile boyanan testis doku kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde, seminifer
tiblil caplart ve epitel kalinliginda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gozlendi
(P<0.001, Tablo 2). Epitel kalinliginda azalma, daha ¢ok olgunlagmasini tamamlamayan
hiicrelerin dokiildigii seminifer tiibiillerde gozlendi. Ayrica, seminifer tiibiillerde Sertoli
hiicreleri arasinda yer alan germinal seri hiicre kayiplari ile diizeninde (organizasyonunda)
bozulma ve tiibiillerde yer yer vakuolizasyon goriildii. Hasarlanmis ¢ogu tiibiilde primer
spermatositlerden itibaren ayrilmalara veya liimeninde olgunlagsma siirecini tamamlamamis
dokiilmiis hiicrelere rastlandi. Bazi seminifer tiibiillerin bazal laminalarinda ondiilasyonlar
degisik siddette izlenirken bazilarinda germinal seri hiicreleri ile arasinda bosluklarin olustugu
gozlendi. Sertoli hiicreleri yapisinda bir degisiklik gozlenmedi. Interstisyel alanda yer yer
o6dem ve diizensizlikle birlikte hiicre kayiplari oldugu goriildii (Sekil 17-21). Ek olarak,
interstisyel alan genisliginnde kontrol grubuna gore anlamli bir artis oldugu saptandi

(P<0.001, Tablo 2). Bu alanlarda inflamatuvar hiicre artigina rastlanmadi.

Metotreksat+Curcumin grubuna ait bulgular: 14 giin boyunca CMN (100 mg/kg)

ve 11. giin tek doz MTX (20 mg/kg) verilen deneklerden elde edilen, H+E ile boyanan testis
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doku kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde, seminifer tiibiil ¢cap ve epitel kalinliklarinda
MTX grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak bir artis meydana geldigi (P<0.001; Tablo
2) belirlendi. MTX verilen grupta saptanan, seminifer tiibiil epitelinde organizasyon
bozuklugu, vakuolizasyon, limeninde dokiilmiis hiicrelerin bulunmasi gibi bulgularin belirgin
oranda azaldig1 gozlendi. Interstisyel alanda diizensizlik ve hiicre kayiplarmin MTX grubuna
gore azaldigi, ddemin de geriledigi goriildii. Interstisyel alan genisliginde de anlaml1 azalma

tespit edildi (P<0.001, Tablo 2, Sekil 22-25).

Tiim gruplara ait agiklanan seminifer tiibiil histolojik yap1 degisikliklerinin belirlendigi

skor sonuglar1 Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3. Kontrol ve deney gruplarinda seminifer tiibiillerin histolojik yap1
degisikliklerinin karsilastirilmasi

Seminifer tiibiil Kontrol Metotreksat Metotreksat+Curcumin
yiizdesi (n=6) (n=6) (n=6)
Normal 95.01+1.04 31.08+6.17" 67.14+4.83 1T
Ayrilan 3.03+0.87 27.84+4.13™ 14.26+1.82°"F
Dékiilen 0.80+0.32 25.28+6.24" 11.17+1.89"F
Vakuolize 1.16+0.51 22.23+3.66™ 10.18+1.93™T

Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
“P<0.05 kontrol ile karsilastirildiginda
“P<0.001 kontrol ile karsilastirildiginda
"P<0.05 metotreksat ile karsilastirildiginda
P<0.001 metotreksat ile karsilastirildiginda

Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve deney gruplarma ait testis dokularinda wuygulanan NF-kB
immiinoreaktivitesi ve f-p38 indeksi sirasiyla H SCORE ve seminifer tiibiilde f-p38 pozitif

hiicre sayis1 (%) degerlendirilerek Tablo 4’te 6zetlenmistir.

NF-kB immiinoreaktivite bulgulari: Testis seminifer tiibiil kesitlerinde NF-kB
immiinoreaktivitesi AEC kromojen ile kirmizi renkte sitoplazmik boyanma karakteri gosterdi.
Kontrol grubu testis seminifer tiibiil kesitlerinde, primer spermatositlerde cogunlukla zayif

siddette, spermatidlerde ¢ok zayif siddette boyanma izlenirken spermatogoniumlar ve Sertoli
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hiicrelerinde ise boyanma gozlenmedi. Benzer sekilde interstisyel alanda Leydig hiicrelerinde
de boyanma gozlenmedi (Sekil 26,27). MTX grubu seminifer tiibiil kesiti incelendiginde,
Ozellikle primer spermatositlerde giiglii ve spermatidlerde orta-giiglii siddette boyanma
gozlenirken spermatogoniumlarda boyanma ¢ogunlukla zayif veya orta siddetteydi. Sertoli
hiicrelerinin yer yer zayif ve Leydig hiicrelerinin de zayif-orta siddette immiinoreaktivite
gosterdigi izlendi. NF-kB immiinoreaktivitesi kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi goriildii (P<0.001, Sekil 28-30). MTX+CMN
grubu seminifer tiibiil kesiti incelendiginde ise, NF-kB immiinoreaktivitesi MTX grubu ile
karsilastirildiginda belirgin oranda (P<0.001) azalmisti. Boyanma, primer spermatositlerde
orta derecede devam etmekteyken spermatid ve spermatogoniumlarda g¢ogunlukla zayif
siddette gozlendi. Leydig hiicrelerinde zayif siddette boyanmaya rastlanirken, Sertoli
hiicrelerinde boyanma gozlenmedi (Tablo 4, Sekil 31-33). Negatif kontrolde de herhangi bir
boyanmaya rastlanmadi (Sekil 34).

f-p38 MAPK immiinopozitif boyanma bulgulari: Testis seminifer tiibiil kesitlerinde
f-p38 MAPK immiinopozitif boyanma, AEC kromojen ile kirmizi renkte niikleer boyanma
karakteri gosterdi. Kontrol grubu testis seminifer tiibiil kesitlerinde boyanma zayif siddette
baz1 seminifer tiibiillerde spermatogonium ve Sertoli hiicrelerinde gozlenirken, ¢ogu tiibiilde
ise, primer spermatositlerde izlendi (Sekil 35). MTX grubu seminifer tiibiil kesiti
incelendiginde, benzer boyanma paterni giiclii sidette goriiliirken immiinopozitif hiicre sayisi
anlamli olarak artmisti (P<0.001, Sekil 36). MTX+CMN grubunda da, artmig olan f-p38
MAPK immiinopozitif hiicre sayisinda anlamli bir azalmanin oldugu tespit edildi (P<0.001,

Tablo 4, Sekil 37). Negatif kontrolde de herhangi bir boyanmaya rastlanmadi (Sekil 38).

Tablo 4. Kontrol ve deney gruplarnmn NF-kB immiinoreaktivitesi ve f-p38 MAPK
indeksinin karsilastirilmasi

Parametre Kontrol Metotreksat | Metotreksat+Curcumin
(n=6) (n=6) (n=6)
NF-kB 86.67+13.66 237.50+18.37" 150.00+17.89™""
f-p38 MAPK indeksi (%) | 3.24+1.11 12.55+2.40™ 7.39+1.35"F

Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
"P<0.05 kontrol ile karsilagtirildiginda
“P<0.001 kontrol ile karsilastirildiginda
fP<0.001 metotreksat ile karsilastirildiginda
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Sekil 13. Kontrol grubuna ait testis kesitinde normal yapida tunika albuginea (0k),
spermatogenezin farklhh asamalarinda olan seminifer tiibiiller (yildiz) ve interstisyel
saha (ok basi) gozlenmektedir. H+E, x100.

Sekil 14. Kontrol grubuna ait testis kesitinde spermatogenezin aktif oldugu, diizgiin sinirlara
sahip, normal yapida seminifer tiibiiller (yildiz) ve aralarinda yer alan interstisyel alan
(ok bas) izlenmektedir. H+E, x200.
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Sekil 15. Kontrol grubuna ait testis kesitinde spermatogenezin aktif oldugu, diizenli yerlesime
sahip germinal seri hiicreleri (GSH) ile Sertoli hiicrelerinin (SH) yer aldigi normal
yapida bir seminifer tiibiill (yildiz) ve interstisyel alamin bir kismu (ok basi)
goriilmektedir. Tiibiillerin etrafinda myoid hiicreler (My) ig seklindeki niikleuslar ile
dikkati cekmektedir. H+E, x400.

Sekil 16. Kontrol grubuna ait testis kesitinde normal yapida seminifer tiibiillerde primer
spermatositler (PS) belirgin bir sekilde gozlenirken, tiibiillerden birinde primer
spermatositlerin béliinme asamasinda (ok) oldugu dikkati ¢cekmektedir ve interstisyel
alanda Leydig hiicreleri (ok basi) goriilmektedir. H+E, x400.

38



Sekil 17. Metotreksat grubuna ait testis kesitinde yapis1 degismemis tunika albuginea (ok), caplari
kiiciilmiis, hasarlanmis seminifer tiibiiller (yildiz) ve aralarinda genislemis interstisyel
saha (ok basi) dikkati cekmektedir. H+E, x100.

Sekil 18. Metotreksat grubuna ait testis kesitinde germinal seri hiicreleri arasinda vakuolizasyon
veya ayrilmanin meydana geldigi seminifer tiibiillerin liimenlerinde dokiilmiis immatiir
hiicrelerin bulundugu (yildiz) goéze carpmaktadir. Ek olarak, interstisyel alanda
genisleme (ok basi) goriilmektedir. H+E, x100.
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Sekil 19. Metotreksat grubuna ait testis kesitinde germinal seri hiicrelerinin disorganize bir
sekilde yerlestigi ve hiicreler arasinda vakuolizasyon (V) ile liimenlerinde dokiilmiis
immatiir hiicrelerin bulundugu (yildiz) seminifer tiibiiller yer almaktadir. EK olarak,
interstisyel alanda genisleme (ok basi) ve diizensizlik ile hiicre kayiplar1 goriilmektedir.
H+E, x200.

Sekil 20. Metotreksat grubuna ait testis Kkesitinde germinal seri hiicrelerinin disorganize bir
sekilde yerlestigi ve hiicreler arasinda vakuolizasyon (V) ile liimenlerinde doékiilmiis
immatiir hiicrelerin bulundugu (yildiz) seminifer tiibiiller yer almaktadir. Tiibiillerden
birinde bazal laminada ayrilma (ok) dikkati cekmektedir. Ek olarak, interstisyel
alanda genisleme (ok basi) ve diizensizlik ile hiicre kayiplari goriilmektedir. H+E, x200.
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Sekil 21. Metotreksat grubuna ait seminifer tiibiilden gecen Kesitte germinal seri hiicrelerinin
disorganize bir sekilde yerlestigi ve hiicreler arasinda vakuolizasyon (V) ile limeninde
dokiilmiis immatiir hiicrelerin bulundugu (y1ldiz) gozlenmektedir. H+E, x400.

Sekil 22. Metotreksat+Curcumin grubuna ait testis kesitinde normal yapida tunika albuginea (ok)
ile normal ya da normale yakin seminifer tiibiiller (yildiz) ve interstisyel saha (ok basi)
gozlenmektedir. H+E, x100.
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Sekil 23. Metotreksat+Curcumin grubuna ait testis kesitinde normal seminifer tiibiiller yaninda
liimene dokiilmils immatiir hiicrelerin yer aldig1 ve ayrilmanin meydana geldigi

seminifer tiibiiller (yildiz) de az sayida géze carpmaktadir. Interstisyel sahada
genislemeler (ok basi) azalmis olarak gozlenmektedir. H+E, x100.

Sekil 24. Metotreksat+Curcumin grubuna ait testis kesitinde normal ve spermatogenezin aktif
oldugu seminifer tiibiiller yaninda liimene dokiilmiis immatiir hiicrelerin yer aldig: bir
(yildiz) ve ayrilmanmin meydana geldigi bir seminifer tiibiill (0k) goriilmektedir.
Interstisyel sahada genisleme (ok basi) azalmis olarak gézlenmektedir. H+E, x200.
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Sekil 25. Metotreksat+Curcumin grubuna ait iki seminifer tiibiilden gecen Kesitte birinin
liimeninde dokiilmiis immatiir hiicrelerin bulundugu (yildiz) ve digerinde ise
spermatogenezin aktif oldugu goriilmektedir. H+E, x400.

Sekil 26. Kontrol grubuna ait testis kesitinde zayif immiinoreaktivite gosteren primer
spermatositler ve spermatidlerin  bulundugu seminifer tiibiiller (yildiz)
gozlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zit boyamasi, x200.
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Sekil 27. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiilde zayif immiinoreaktivite gosteren primer
spermatositler (PS) belirgin bir sekilde gozlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zt
boyamasi, x400.

Sekil 28. Metotreksat grubuna ait olgunlasmamis hiicrelerin liimene dokiildiigii ii¢ seminifer
tiibiilde (yildiz) giiclii immiinoreaktivite gosteren primer spermatositler ve
spermatidler gozlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zit boyamasi, x200.
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Sekil 29. Sekil 28°de yer alan seminifer tiibiillerden biri biiyiik biiyiitmede incelendiginde, giiclii
immiinoreaktivite gosteren primer spermatositler (PS) ve spermatidler (S)
gozlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zit boyamasi, x400.

- o

Sekil 30. Metotreksat grubuna ait seminifer tiibiilde giiclii immiinoreaktivite gésteren primer
spermatositler (PS) ve spermatidler (S) ile orta derecede immiinoreaktivite gosteren
Leydig hiicresi (LH) gozlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 31. Metotreksat+Curcumin grubuna ait testis kesitinde liimenine olgunlasmamus hiicrelerin
dokiildiigii seminifer tiibiillerde (yildiz) orta derecede immiinoreaktivite gosteren

primer spermatositler ve zayif derecede immiinoreaktivite gosteren spermatidler
gozlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zit boyamasi, x200.

Sekil 32. Sekil 31°de yer alan seminifer tiibiillerden (yildiz) biri biiyiik biiyiitmede incelendiginde,
liimenine olgunlasmamis hiicrelerin dokiildiigii, orta derecede immiinoreaktivite
gosteren primer spermatositler ve zayif derecede immiinoreaktivite gosteren
spermatidler goriilmektedir. NF-kB, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 33. Metotreksat+Curcumin grubuna ait seminifer tiibiilde orta derecede immiinoreaktivite
gosteren primer spermatositler (PS) ve zayif derecede immiinoreaktivite gosteren
spermatidler (S) ile Leydig hiicreleri (LH) gozlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zit
boyamasi, x400.

Sekil 34. Testis kesitinde seminifer tiibiiliin NF-kB icin negatif boyanmasi1 gozlenmektedir.
Negatif, hematoksilen zit boyamasi, x400
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Sekil 35. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiilde zayif siddette immiinopozitif boyanan primer
spermatositler (PS) gozlenmektedir. f-p38 MAPK, hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 36. Metotreksat grubuna ait seminifer tiibiilde giiclii immiinopozitif boyanan primer
spermatositler (PS) gozlenmektedir. f-p38 MAPK, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 37. Metotreksat+Curcumin grubuna ait seminifer tiibiilde orta derecede immiinopozitif
boyanma gosteren primer spermatositler (PS) gozlenmektedir. f-p38 MAPK,
hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 38. Testis kesitinde seminifer tiibiiliin f-p38 MAPK i¢in negatif boyanmasi1 gozlenmektedir.
Negatif, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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TARTISMA

Kemoterapi, kanser tedavisinde kullanilan en etkili yontemlerden birisidir, ancak kisa
ve uzun vadede ¢ok sayida toksisiteye neden olmaktadir (117). Kemoterapide kullanilan
ilaglar diger farmasotik ilaglardan ¢ok daha toksiktir ve bu ilaglarin bir¢ogu, normal ya da
kanserli olsun, boliinen tiim hiicreler {izerine sitotoksik etki gosterir (19). Bu etkiler, ilacin
DNA replikasyonu, tamiri, kromozom ayrilmasi gibi asamalara etki etmesiyle DNA hasari
seklinde ortaya ¢ikmaktadir (118). Yine ¢ogu kemoterapétik ilag, kan-testis bariyerini ge¢ip
germ hiicrelerinin sayisini azaltarak bu hiicrelere zarar verir ya da testikiiler interstisyel
dokuda hyalinizasyon ve fibrozise neden olur. Kemoterapdotiklerin spermatogenez tizerine bu
zararl etkileri, ilacin ¢esidine, dozuna, tedavi Oncesi semen kalitesine ve spermatogenetik

siklusun evresine baglidir (119).

Kemoterapide yaygin olarak kullanilan antikanser ilaglardan bir tanesi de MTX’tir
(19,53,120). Kanser tedavisi disinda psoriyazis ve romatoid artrit gibi malign olmayan
hastaliklarin tedavisinde de kullaniimaktadir (2). Antimetabolitler olarak bilinen ilag
grubunda yer alan MTX, bir folik asit antagonistidir (48,121). Sentez asamasindaki hiicreleri
etkileyerek hiicre replikasyonunda 6nemli bir enzim olan DHFR’ye baglanir ve THF sentezini
inhibe eder (19). THF; DNA, RNA ve ATP sentezi igin gerekli olan bir koenzimdir. THF nin
inhibisyonuyla birlikte bu molekiillerin sentezi durur ve sonugta timidilat, piirin/pirimidin
niikleotidleri ve aminoasitlerin sentezinde azalma gergeklesir. Bu da niikleik asit ve protein

sentezinin engellenmesine neden olur (57).
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Yapilan calismalarda, MTX’in erkek {ireme sisteminde ciddi hasara yol acarak,
spermatogenezi etkiledigi, testislerdeki seminifer tibillerin (5,19,55,122) ve Leydig
hiicrelerinin morfolojisini bozdugu (123); seminifer tiibiil ¢ap1 (5,19), germinal seri hiicre
caplar1 (19,123) ve seminifer epitel kalinligin1 (50) azalttigi, buna karsin interstisyel alan
(5,19), tiibiiler bazal lamina ve (5) kapsiil kalinligimmi arttirdigi (50), testosteron seviyesini
distirdiigii (19,50,124) ve sperm sayisini azaltarak anormal bashi sperm sayisini arttirdigi
(125) gosterilmistir. Bunlara ek olarak, seminifer tiibiil epitelinde ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelere
de rastlandig1 bildirilen morfolojik bozukluklardandir (126). Elektron mikroskobik (EM)
calismalarda spermatosit ve spermatidlerde apoptozis goriilmiis ancak spermatogoniumlarin
saglam kaldig1 bildirilmistir (7). Yine bagka bir EM ¢aligmasinda da seminifer tiibiillerin
bazal laminalarinda kalinlagma ve diizensizlik oldugu, Sertoli hiicreleri ile spermatogoniumlar
arasindaki mesafenin arttig1, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik dansite artist ile birlikte hiicre
icinde ¢esitli biiytikliikklerde vakuolizasyonlarin goriildiigii, diiz endoplazmik retikulum
sisternalarinin genisledigi ve niikleusunda heterokromatin kiimelesmenin meydana geldigi

gosterilmistir. Leydig hiicrelerinde ise herhangi bir degisiklige rastlanmamistir (126).

Literatiirde, MTX’in neden oldugu testis hasarina karsi ¢ok sayida koruyucu maddenin
kullanildigi ¢alismalar bulunmaktadir (5,18,19,55,127). Bu deneysel ¢alismada, MTX’e bagl
olarak  gelisen testis hasarinda CMN’nin  koruyucu etkisinin histolojik  ve

immiinohistokimyasal olarak arastirilmasi amaglandi.

Tim gruplarda deney Oncesi ve sonrasi viicut agirliklart 6lgiildi. MTX grubunda,
kontrol grubuna gore anlamli bir azalma oldugu belirlendi. MTX+CMN grubu MTX grubu ile
karsilagtirildiginda, MTX grubunda goriilen kilo kaybinin anlamli olarak daha az oldugu
gozlendi. MTX grubundaki bu agirhik kaybi, bircok calismayla desteklenmektedir
(50,124,128,129). Ancak Padmanabhan ve ark.’nin (125) yaptigi bir ¢alismada, 5 ve 10
haftalik iki grup olusturulmus ve farelere haftada bir kez olmak iizere 5, 10, 20 ve 40 mg/kg
MTX verilmistir. Deneyin basinda ve sonunda hayvan agirliklar1 Slgiilmiis ve karsilastirma
yapildiginda 5 haftalik grubun hi¢bir dozunda bizim ¢alismamizin tersine anlamli bir farklilik
goriilmezken, 10 haftalik grupta ayn1 dozlar kullanildiginda bizim ¢alismamizla benzer olarak
viicut agirliklarinda anlamli oranda bir azalma oldugu goriilmiistiir. Yine Padmanabhan ve
ark.’nin (127) farelerle yaptig1 baska bir caligmada, 10 hafta boyunca haftada bir 20 mg/kg
MTX verilen grupta deney sonunda viicut agirliklari 6lgiildiigiinde kontrole gore bir miktar

azalma oldugu bulunmustur. Ancak bu azalma anlamli kabul edilmemistir.
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Deneklerden alinan testisler (sag ve sol testis ayr1 ayri) tartildi ve elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda her {i¢ grupta da herhangi bir
degisiklik saptanmadi. Yine, toplam testis agirligi degerlendirildiginde benzer sonuglar tespit
edildi. Bazi1 ¢alismalarda toplam testis agirligir Olclilerek degerlendirilmis ve bizim
sonucumuza benzer olarak bir farkliliga rastlanmamistir (50,125,127,128). Testis agirliginda
bir farklilik olmamast MTX’in testislerde seminifer tiibiil ¢apini azaltmasma karsin
interstisyel alanda 6deme neden olmasiyla kompanse edilmis olabilir. Ancak yapilan bir

calismada, MTX verilen grupta kontrole gére anlamli bir azalma oldugu gosterilmistir (126).

Toplam testis agirligi/toplam viicut agirligi oranina EI-Sheikh ve ark.’nin (124) yaptigi
caligmada 20 mg/kg tek doz MTX verilen siganlarda, 9. giiniin sonunda bakilmis ve bu oranin
anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir. Padmanabhan ve ark.’nin (125,127) yaptig1 ¢alismalarda
ise TAI degerlerinde bir anlamliliga rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde,

TAI istatistiksel olarak degerlendirildiginde bir farklilik gdstermedigi tespit edildi.

Spermatogenezde onemli rol oynayan testosteron seviyelerinin MTX’e baglh olarak
azaldigi, yapilan calismalarda gosterilmistir (50,124,130). Buna karsilik, degisiklik
olmadigini bildiren Oufi ve ark’nin (19) yaptig1 bir ¢calisma da bulunmaktadir. Bu ¢alismada,
tek doz 20 mg/kg MTX verilen farelerde 6 hafta sonra deney sonlandirilarak testosteron
seviyelerine bakilmis ve MTX grubunda anlamli bir azalma olmadigi gézlenmistir. Ayni
zamanda Leydig hiicrelerinde de bir degisiklige rastlanmadigi bildirilmistir. Testosteron
seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmamasi da buna baglanmistir. MTX’in testis dokusu
lizerine olan etkisinin geri doniisiimlii olabilecegi yapilan bir ¢alismada bildirilmistir (7). Bu
bilgiler 1s18inda Oufi ve ark.’nin (19) yaptigi ¢alismada testosteron seviyelerindeki anlamli
olmayan degisiklik, deney siiresinin uzunluguna bagli olarak yan etkilerin geri donmiis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bizim ¢alismamizda, serum testosteron seviyeleri Ol¢iilerek
karsilastirildiginda, MTX grubunun kontrole gore anlamli olarak azaldigi belirlendi. Yapilan
baz1 c¢aligmalarda germinal seri hiicreleriyle birlikte Leydig hiicrelerinin boyutlarinda ve
yapilarinda degisiklik oldugu rapor edilmistir (50,123). Testosteron seviyesindeki bu
azalmanin, Leydig hiicrelerinde bildirilen bu degisikliklere bagli olarak meydana gelen hasar

sonucu ortaya ¢cikmis olabilecegi diistiniildii.

Calismamizda H+E boyanmis histolojik kesitlerde seminifer tiibiil ¢aplari, seminifer
tibiil epitel kalinlig1r ve interstisyel alan genisligi Olgiilerek gruplar arasi karsilastirmasi

yapildi.

52



Seminifer tiibiil ¢aplart Olciiliip karsilastirildiginda, MTX grubunda kontrole gore
anlaml1 bir azalma gozlendi. Bizim ¢alismamizdaki gibi tek doz 20 mg/kg MTX kullanilan
baz1 galismalarda da seminifer tiibiil ¢aplarinin azaldigi gosterilmistir (5,19). Giinlik ve
haftalik olarak diisiik dozlarin uygulandigi ¢alismalarda da yine seminifer tiibiil ¢aplarinin

azaldig1 bununla birlikte seminifer epitelde de hasar oldugu bildirilmistir (50,123).

Metotreksat’m DHFR’yi inhibe ederek etki gosterdigi bilinmektedir (53). DNA'nin
normal sentezi igin gercken baslica enzim olan DHFR’nin inhibisyonu nedeniyle
primer/sekonder spermatositlerin DNA replikasyonu basarisiz olduktan sonra seminifer
tiibiillerin hiicresel icerik miktarinin anlamli olarak degistigi, boylece mitozda gecikme,
anormal protein sentezi ve hiicre genislemesinin meydana geldigi, yapilan bir calismada
bildirilmistir. Yine ayni ¢alismada, seminifer tiiblilde yer alan tiim hiicrelerin ve Leydig
hiicrelerinin ¢aplart dlglilmiis, primer/sekonder spermatositlerin ve spermatidlerin kontrole
gore anlamli olarak kii¢iildiigii, Sertoli hiicrelerinde ise bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir
(123). Shrestha ve ark. da (131) MTX verdikleri si¢anlarin seminifer epitelinde primer
spermatositlerin ve spermatidlerin ¢aplarinin kontrole goére anlamli olarak azaldiginm
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da, seminifer epitel kalinliklari dlgiilerek tim gruplar
karsilastirildiginda, MTX verilen grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu goriildii. Bu azalmanin, hiicre ¢aplarinin azalmasiyla ve/veya MTX’in dolayl
olarak yaptigt DNA hasar1 nedeniyle olgunlasmadan liimene atilan seminifer epitel
hiicrelerinin yoklugundan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Bizim sonuclarimizla paralel olan
bazi ¢alismalar mevcuttur. Nouri ve ark.’nin (50) yaptig1 bir ¢alismada, 14 ve 28 giin boyunca
haftalik 1mg/kg MTX verilen sicanlarda seminifer epitel kalinligi olgiildiiglinde MTX
grubunda kontrol grubuna gore 14. ve 28. giinlerde anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir.
Sukhotnik ve ark.’nin (122) yapmis oldugu bir ¢alismada ise siganlarda iki farkli MTX grubu
olusturulmustur. iki gruba da tek doz ip. olarak 20 mg/kg MTX verilmistir. Bir grup 2. giinde
diger grup 4. glinde sakrifiye edilmistir. Bu gruplarin seminifer epitel kalinliklar1 6l¢iilmiis ve
karsilastirilmistir. Dordiincti giinde hem kontrol hem de 2. giin grubuna gore anlamli bir
azalma gozlenirken, 2. giin grubundaki azalma kontrole goére anlamli bulunmamustir.
Seminifer tiibiil cap ve epitel kalinliginin birlikte azalmasi, seminifer epitelde yer alan hiicre
caplarinin azalmasi ve hasari sonucu ortaya ¢ikan, birbiriyle baglantili olabilecek parametreler

olarak degerlendirildi.

Seminifer tiibiil ¢ap ve epitel kalinligina ek olarak, interstisyel alan genislikleri de

Olctilerek karsilagtirildiginda, MTX grubunda anlamli bir artis oldugu saptandi. Oufi ve
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ark.’nin (19) yaptig1 calismada bu bulguyla paralel olarak, MTX grubunda interstisyel alan
genigliginde artis oldugu rapor edilmistir. Bir bagka ¢alismada da benzer sekilde,
arastirmacilar tarafindan 17 glin boyunca her giin 12,5 mikrogram MTX verilen si¢anlarin
histolojik kesitlerinde interstisyel alan Olgiildiiglinde anlamli bir artis oldugu bildirilmistir
(123). Nouri ve ark.’nin (50) yaptig1 bir ¢calismada ise, 14 ve 28 giin boyunca haftalik 1mg/kg
MTX verilen sicanlarda interstisyel alan oOlgiildiiglinde 14. giinde anlamli bir degisiklik
gozlenmezken 28. giinde MTX grubunda intersitisyel alan genisliginin anlamli olarak arttig1

bildirilmigtir.

Seminifer tiibiillerin histolojik yap1 degisiklikleri degerlendirildiginde, normal, ayrilan,
dokiilen ve vakuolize seminifer tiibiillerin sayilar1 belirlenerek gruplar arasinda istatistiksel
olarak karsilagtirildi. MTX grubunda, normal seminifer tiibiillerin kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldigi, ayrilan, dokiilen ve vakuolize seminifer tiibiillerin ise
istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi saptandi. Padmanabhan ve ark.’nin (125,127)

yaptig1 caligmalar da bizim bu sonug¢larimizi dogrulamaktadir.

Metotreksat’in testiste yaptigr histolojik hasarlar, bircok calismayla benzer olarak
(5,6,7), seminifer tiibiillerde organizasyon bozuklugu, tiibiil limenine dokiilen heniiz
olgunlagmamis seminifer epitel hiicreleri, tiibiillerde yer yer vakuolizasyon, tiibiiller arasi
interstisyel alanda artig ile birlikte 6dem ve hiicre kayiplari, bazal laminada ondiilasyon
seklinde gozlendi. Sertoli hiicrelerinde bir degisiklik goriilmedi ve interstisyel alanda da

inflamatuvar hiicre artisina rastlanmadi.

Metotreksat+Curcumin grubunda, MTX grubuna goére sag ve sol testis, toplam testis
agirhiklar1 ve TAI degerlerinde bir fark gériilmedi. Serum testosteron seviyeleri, seminifer
tiibiil ¢ap1 ve seminifer epitel kalinligit MTX grubu ile karsilastirildiginda, anlamli olarak daha
yiiksek oldugu, interstisyel alan genisliginin ise daha az oldugu belirlendi. Kontrol grubunda
seminifer tiibiillerin normal yapida oldugu gozlenirken, MTX’in yan etkilerini azaltmak
amaciyla CMN verilen grupta, bazi tiibiillerde dokiilme, ayrilma, vakuolizasyon gibi hasarlara

rastlansa da MTX grubuna gore olduk¢a normal bir yapiya sahip oldugu gozlendi.

Curcumin, Curcuma longa bitkisinin kokiinden elde edilen (76) antioksidan,
antikanserojen, antiinflamatuvar (132,133,72) aktiviteleri gesitli ¢alismalarda bildirilmis olan
ve baharat olarak ta kullanilan (72,76) bir bitkidir. Malignitelere karsi olan kemopreventif
0zelligi de ayr1 bir ilgi konusu olmustur (72). CMN’nin MTX’in testis ve testis dis1 dokularda

yan etkilerini azalttigina dair baz1 ¢alismalar yapilmistir (129,134,135). Baska ajanlarla
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olusturulan testis hasar1 {lizerine olan koruyucu etkisi de ¢ok sayida arastirmaci tarafindan

bildirilmistir (23,46,136,137).

Calismamizda ayrica testiste NF-kB immiinoreaktivitesi ve f-p38 MAPK
immiinopozitif boyanmasi incelendi. NF-kB immiinoreaktivitesi, MTX grubunda 6zellikle
primer  spermatositlerde  giiclii, spermatidlerde  giiclii-orta  siddette  gdzlendi.
Spermatogoniumlarda ise zayif-orta siddetteydi. Sertoli hiicrelerinin de yer yer zayif siddette
immiinoreaktivite gosterdigi goriildii. f-p38 MAPK immiinopozitif boyanmast MTX
grubunda degerlendirildiginde, boyanma bazi1 seminifer tiibiillerde spermatogonium ve Sertoli
hiicrelerinde  gozlenirken, ¢ogu seminifer tiiblilde primer spermatositlerde izlendi.
MTX+CMN grubunda, NF-kB immiinoreaktivitesi ve f-p38 immiinopozitif boyanan hiicre
sayisinin MTX grubuna gore anlamli olarak daha diisiik oldugu goriildii. MTX ile yapilan
testis hasarinda NF-kB aktivasyon artisi, daha oOnce gosterilmistir (124). Yine, bizim
calismamizdaki p38 immiinoreaktivite artisiyla uyumlu olarak, Kim ve ark.’nin (11) yaptig1
bronsiyal hiicre kiiltiirii calismasinda MTX, p38 MAPK sinyal artisina neden olmustur. NF-
kB ve p38 MAPK sinyal artist MTX disindaki testis hasarlarinda da bildirilmistir (23).

Niikleer faktor-kappa B, inflamatuvar ve dogustan gelen bagisiklik cevaplari da dahil
olmak tizere bilinen bir dizi spesifik transkripsiyon faktoriidiir (101). NF-kB, ilk olarak B
hiicrelerinde immiinglobulin kappa hafif zincirini arttirici bir diziye bagli olan bir protein
olarak tespit edilmistir (102,103). Bu dimerik transkripsiyon faktorii, stres cevaplart,
inflamasyon ve programlanmis hiicre 6liimiiyle (apoptozis) alakali genlerin biiyiik cesitliligini

aktive edebilen farkli iiyelerden olugmaktadir (102).

p38 MAPK, inflamatuvar cevapta 6nemli rol oynayan yaygin ve yiiksek oranda
korunmus bir proteindir (8,92). Oksidatif stresi de igeren ¢esitli hiicresel stresler ile aktive
olabilen ve sonugta hiicrede serbest oksijen radikallerinin artmasina yol acan bir kinazdir.

Buna ek olarak, cogunlukla inflamasyon ve apoptozis ile ilgilidir (8-10).

van’t Land ve ark.’nin (16) intestinal sican hiicre serilerinde yapmis oldugu ¢alismada,
MTX kaynakli NF-kB aktivasyonunun CMN ile azaltilabilecegi bildirilmistir. Camacho-
Barquero ve ark.’nin (25) yaptigi bir kolit ¢alismasinda ise CMN’nin kolonda f-p38 sinyalini
azalttigr goriilmiistlir. Bizim ¢alismamizda da CMN’nin MTX grubuyla karsilastirildiginda
belirgin olarak NF-kB ve p38 MAPK aktivasyonlarini azalttig1 tespit edildi.

55



Bircok alanda yaygin olarak kullanilan MTX’in neden oldugu testis hasarini, degisik
alanlarda koruyucu etkisi kanitlanmis olan CMN’nin, ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar
dogrultusunda azaltabilecegi ve dolayisiyla erkekte infertilite tedavisine katki

saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
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SONUCLAR

Metotreksat’in neden oldugu testis hasarina karsi koruyucu etkileri oldugu diisiiniilen
CMN’nin etkinliginin histolojik ve immiinohistokimyasal olarak gdsterilmesinin amaglandig1
bu calismada; ayni biyolojik ve fizyolojik kosullar altinda tutulan Wistar albino erkek
siganlardan, kontrol grubu (n=6), MTX grubu (n=6) ve MTX+CMN grubu (n=6) olmak iizere
tic farkli grup olusturuldu ve denekler CMN son dozundan 24 saat sonra anestezi altinda

sakrifiye edildi.
Her {i¢ grubunun bulgular birbiri ile karsilastirildiginda;

1. Viicut agirhiklarmin MTX grubunda kontrole goére anlamli olarak azaldigi,
MTX+CMN grubunda ise MTX grubuna gore viicut agirliklarindaki diististe anlamli

bir azalma tespit edildi.
2. Testis agirliklarinda ve testis agirlik indekslerinde (TAI) bir degisiklik saptanmadi.

3. Seminifer tiibiil cap ve epitel kalinliginin kontrole gére MTX grubunda anlamli olarak
azalirken, interstisyel alan genisliginin arttigi, MTX+CMN grubunda ise, MTX’e gore
seminifer tiibiil ¢ap ve epitel kalinlig1 azalmasinda anlamli bir artig olurken,

interstisyel alan genisligi artisinda da anlamli bir azalma tespit edildi.

4. Serum testosteron seviyeleri karsilagtirildiginda kontrol grubuna gére MTX grubunda
anlamli olarak azaldigi, MTX+CMN grubu MTX grubu ile karsilastirildiginda ise, bu

azalmanin anlamli olarak artis gosterdigi saptandi.
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Seminifer tiibiil histolojik hasar skoru yapildi ve kontrol grubuna gére MTX grubunda
ayrilma, dokiilme ve vakuolizasyon gosteren histolojik olarak hasarli seminifer tiibiil
sayisinin arttigr, MTX+CMN grubunda MTX grubuna gore bu hasarli tiibiil sayisi

artisinin anlamli olarak azaldig: belirlendi.

NF-kB immiinoreaktivitesi ve f-p38 immiinopozitif hiicre sayisinin MTX grubunda
kontrole gore anlamli bir artig gosterdigi, MTX+CMN grubunda ise bu artisin MTX

grubuna gore anlamli olarak azaldig: tespit edildi.

Sonu¢ olarak, MTX uygulamasindan once verilen CMN’nin MTX’in olusturdugu
testis hasarin1 azaltmada NF-KB ve p38 MAPK sinyal yollar1 {izerinden etkili
olabilecegi, dolayisiyla klinikte yaygin olarak kullanilan bir antimetabolit olan
MTX’in kullanilmasi durumunda tedaviye CMN eklenmesinin yararli olabilecegi

kanisina varildi.
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OZET

Metotreksat (MTX), kemik iligi, bagirsak mukozasi, gonadlar gibi yiiksek ¢ogalma
giiciine sahip dokular iizerine yan etkileri olan ve yaygin kullanilan kemoterapétik bir ajandir.
Bu ¢alismada MTX’in yol ac¢tig1 testis hasarina karsi curcumin (CMN)’nin koruyucu etkisinin

arastirilmasi amaclandi.

Onsekiz adet Wistar albino erkek sigan herbirinde alt1 adet olacak sekilde 3 gruba
ayrildi. Kontrol grubuna intragastrik (ig.) yolla 14 giin boyunca dimetilsiilfoksit (DMSO,
CMN ile esit hacimde); 2. gruba, intraperitoneal (ip.) olarak 11. giin tek doz MTX (20
mg/kQg); 3. gruba, ig. yol ile 14 giin boyunca CMN (100 mg/kg/giin, DMSO iginde ¢oziilerek)
ve ek olarak yine 3. gruba, ip. olarak 11. giinde tek doz MTX (20 mg/kg) verildi ve CMN son
dozundan 24 saat sonra sakrifiye edilerek testis dokular1 histolojik ve immiinohistokimyasal
olarak ¢aligildi. Intrakardiak ponksiyon yoluyla kan oOrnekleri almarak serumda total
testosteron degerleri saptandi. Deneklerin viicut ve testis agirliklar1 Olciilerek testis
agirhig/viicut agirligr orani hesaplandi. Ek olarak, testis dokularinda seminifer tiibiil ¢ap ve

epitel kalinligr ile interstisyel alan genisligi 6l¢tildii.

Hayvan agirliklar, serum testosteron seviyeleri, seminifer tiibiil ¢ap ve epitel
kalinliginin MTX grubunda kontrole gore anlamli olarak azaldigi, testis agirliklarinda ve
testis agirh@i/viicut agirligi oraninda bir degisiklik olmadigi, histolojik olarak hasarli
seminifer tiibiil sayisinin ve interstisyel alan genisliginin anlamli olarak arttigi goriildii. Buna
ek olarak, NF-kB immiinoreaktivitesi ve p38 MAPK immiinopozitif hiicre sayisinda kontrole

gore bir artig oldugu saptandi.
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Curcumin, MTX’in neden oldugu viicut agirliklari, serum testosteron seviyeleri,
seminifer tiiblil ¢ap ve epitel kalinligindaki azalmayi onlerken, histolojik olarak hasarli
seminifer tiibiil sayis1 ve interstisyel alan genislik artisin1 anlamli olarak azaltti. Bundan
baska, artmis olan NF-kB immiinoreaktivitesi ve f-p38 MAPK immiinopozitif hiicre sayisinda

azalmaya neden oldu.

Sonug olarak, CMN’nin MTX’in neden oldugu testis hasarini NF-kB ve p38 MAPK

yolu iizerinden etki gdstererek azaltabilecegi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Curcumin, Testis, Niikleer faktor-kappa B, p38
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PROTECTIVE EFFECT OF CURCUMIN AGAINST
METHOTREXATE-INDUCED TESTICULAR DAMAGE

SUMMARY

Methotraxate (MTX) is a chemotherapeutic agent which is commonly used and which
has side effects on tissues with high proliferation potential such as bone marrow, intestinal
mucosa and gonads. In this study, it is aimed to investigate the protective effects of curcumin
(CMN) against to MTX-induced testis damage.

Eighteen Wistar albino male rats were subdivided into three groups having each six
rats in. To control group, during 14 days intragastric (ig.) dimethylsulfoxide (DMSO, with
same volume of CMN); to 2. group, during 11 days, intraperitoneal(ip.) single dose MTX
(20mg/kg); to 3. group, during 14 days, ig. CMN (100 mg/kg/day, dissolved in DMSO) and
additionally to 3. group, during 11 days, ip. single dose MTX (20 mg/kg) were administered.
Twenty four hours later than last dose of CMN, rats were sacrified and testis tissues were
analysed for histological and immunohistochemical methods. Intracardiac blood samples were
analysed for total testosteron value in serum. After weights of body and testis were measured,
testis weight/body weight ratio was calculated. In addition, seminiferous tubules diameter,

epithelium thickness and interstitial space diameter were measured.

The weights of animals, serum testoteron levels and seminiferous tubules diameter

and epithelial thickness were decreased significantly in MTX group in comparison with
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control group whereas, weights of testis and testis weights/body weights ratios were not
changed. The number of histologically damaged seminiferous tubules and interstitial space
diameter were increased significantly. In addition to this, immunoreactivity of NF-kB and p-

p38 MAPK immunopsitive cell numbers increased in MTX group comparing to control

group.

Curcumin protects the decrase on MTX-induced body weights, serum testosteron
levels, seminiferous tubules diameter and epithelial thickness, whereas reduced the increase in
histologically damaged seminiferous tubules number and interstitial space diameter.
Moreover, it caused reduction in the increased immunoreactivity of NF-kB and numbers of p-

p38 MAPK immunopsitive cells.

In conclusion, we are of the opinion that CMN could reduce MTX-induced testicular

damage via the inhibition of NF-kB and p38 MAPK signaling pathway.

Key words: Methotrexate, Curcumin, Testis, Nuclear factor-kappa B, p38
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