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SİMGE VE KISALTMALAR 

 

CMN  : Curcumin 

DHF  : Dihidrofolat 

DHFR  : Dihidrofolat redüktaz 

DNA  : Deoksiribo Nükleik Asit 

ERK  : Ekstraselüler sinyal düzenleyici kinaz 

H+E  : Hematoksilen+Eozin 

IKK  : İnhibitör kinaz kompleks 

ig.  : İntragastrik 

ip.  : İntraperitoneal 

JNK  : Jun N-terminal kinaz 

MAPK : Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz  

MAPKK : Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz kinaz 

MAPKKK : Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz kinaz kinaz 

MTX  : Metotreksat 

NF-kB  : Nükleer faktör-kappa B 

THF  : Tetrahydrofolat 

TNF-α  : Tümör nekroz faktör-α 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Metotreksat (MTX) antimetabolitler grubunda olup, moleküler etki mekanizmasını 

dihidrofolat redüktaz (DHFR) enzimi aracılığı ile gerçekleştiren antikanser bir ilaçtır (1). 

Deoksiribo nükleik asit (DNA) öncülerinin sentezini inbibe ederek hücre döngüsünün S 

fazındaki hücreler üzerine etki eder. Akut lenfoblastik lösemi, lenfoma, osteosarkoma, meme, 

baş ve boyun bölgesi kanserlerine ek olarak psöriyazis ve romatoid artrit gibi malign olmayan 

hastalıkların tedavisinde de kullanılmaktadır (2).  

Metotreksat gibi antikanser ilaçlar, sadece kanser hücreleri üzerine öldürücü etki 

göstermekle kalmaz aynı zamanda yüksek çoğalma gücüne sahip kemik iliği, bağırsak 

mukozası, gonadlar gibi normal dokuları da etkiler (3,4) ve oogenez/spermatogenez hatalarına 

neden olarak fertilizasyonu azaltır (5,6). 

Kötü huylu tümörlerde en yaygın kullanıldığı alan olan akut lenfoblastik lösemilerin 

çocuklarda gözlenmesi başta olmak üzere, diğer tümörler ve yine psöriyazis, romatoid artrit 

gibi hastalık tanılarıyla tedavi edilen genç erkek bireylerde oluşacak gonad 

disfonksiyonlarının ileride doğuracağı infertilite, göz önüne alınması gereken önemli bir 

sorundur (3,7). 

Sıçanlara uygulanan tek doz MTX, testislerde oksidatif stresin artmasına yol açar. 

Artmış olan bu oksidatif stres veya doğrudan toksik etkisi yoluyla testiküler toksisiteye sebep 

olarak (6), infertiliteye yol açabilir. Ayrıca MTX’e maruz kalan erkek bireylerde 

oligozoospermi ve hücresel-kromozomal değişiklikler de meydana gelir (5).  
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Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinazlar (MAPK); hücre proliferasyonu, 

hücre farklılaşması ve hücre ölümü ile ilgili çeşitli sinyallerin düzenlenmesinde önemli rol 

oynarlar (8). Özellikle p38 MAPK oksidatif stresi de içeren çeşitli hücresel stresler ile aktive 

olabilen ve sonuçta hücrede serbest oksijen radikallerinin artmasına yol açan bir kinazdır. 

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

Akciğer bronşiyal hücre serisinde yapılan bir çalışmada MTX verilmesiyle doza bağlı 

olarak p38 MAPK bileşenleri ekspresyonu ve fosforilasyonunun arttığı, p38 MAPK inhibitörü 

olan SB203580’in verilmesiylede bu ekspresyonunun ve fosforilasyonun azaldığı 

gözlenmiştir. Bu sonuçlar p38 MAPK sinyal yolağının MTX ile bağlantılı olabileceğini 

göstermektedir (11). Nazal polip doku kültürü ile yapılan bir çalışmada da MTX’in, p38 

MAPK sinyal yolu üzerinden apopitozise neden olduğu rapor edilmiştir (12).  

King ve ark. (13) tarafından 2012’de yapılan bir araştırmada MTX’in hem kemik iliği 

hem de dolaşımda pro-osteoklastogenik bir üretimle nükleer faktör-kappaB (NF-kB) 

aktivasyonunda artışa ve osteoklast farklılaşmasına neden olduğu ortaya konmuştur. Yine 

başka bir çalışmada, MTX’in MAPK/NF-kB sinyal yolu aktivasyonu aracılığıyla intestinal 

permeabiliteyi artırdığı gösterilmiştir (14). Ayrıca, MTX’in NF-kB’nin nükleer 

translokasyonunu önemli ölçüde arttırdığı da bildirilmiştir (15). Benzer şekilde, MTX’in NF-

kB aktivasyonunu arttırdığı, van’t Land ve ark.’nın (16) yaptıkları bir çalışmada 

gösterilmiştir. Yine aynı çalışmada curcuminin (CMN) NF-kB inhibisyonunu azalttığı da 

ortaya konmuştur. 

Metotreksat’ın testis dokusunda neden olduğu hasarı önlemeye yönelik çeşitli 

antioksidan maddeler kullanılmıştır (5,6,17-19).  

Curcumin, Zingiberaceae (Zencefilgiller) familyasına ait Curcuma longa bitkisinin 

yumrusundan elde edilen farmakolojik ve biyolojik aktiviteleri çok geniş bir yelpaze içeren 

sarı-oranj renkli lezzetli bir baharattır (20,21). CMN’nin antioksidan (22,23) ve bunun 

yanında antiinflamatuvar (24) aktivitesi çeşitli çalışmalarda bildirilmiştir. Bundan başka, 

CMN’nin, analjezik, antiseptik ve antikanserojen özellikleri bilinmekte ve yüzyıllardır 

kullanılmaktadır (21). 

Yapılan çalışmalar sıçan enterit modelinde CMN’nin, p38 MAPK sinyal yolunun 

inaktivasyonuna ve NF-kB aracılı transkripsiyonun inhibisyonuna neden olarak bağırsak 

mukoza hasarını iyileştirdiği gösterilmiştir (25,26). Buna ek olarak, deneysel kolit modelinde 
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CMN’nin NF-kB aktivitesini inhibe ederek ve p38 MAPK aktivitesini azaltarak hasarı 

iyileştirdiği gösterilmiştir (25). Yine başka bir çalışmada CMN, cisplatinin oksidatif hasar ve 

MAPK/NF-kB aktivasyonu aracılığıyla neden olduğu testis hasarını azaltmıştır (23). 

Sonuç olarak, yapılan literatür araştırmalarında, MTX’in neden olduğu testis hasarı 

üzerine CMN’nin etkisi ile ilgili yapılan immünohistokimyasal düzeyde bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Bu nedenle, MTX’in neden olduğu testis hasarı üzerine CMN’nin etkisinin 

incelendiği bu çalışmada, histolojik ve immünohistokimyasal düzeyde araştırma yapılarak bu 

hasarın azaltılmasına yönelik katkı sağlanması amaçlandı.  
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GENEL BİLGİLER 

 

TESTİSİN ANATOMİSİ VE HİSTOLOJİSİ  

Erkek genital sistem, bir çift testis, genital boşaltım yolları ve bu yollara açılan 

yardımcı bezler, penis ve scrotumdan meydana gelir (Şekil 1). 

 

Şekil 1. Erkek genital sistem (27) 

Testisler, erkek üreme hücrelerinin yapıldığı, elips şeklinde, scrotum içinde oblik bir 

pozisyonda yerleşmiş ve funiculus spermaticus ile scrotum içinde asılı bulunan bir çift 
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organdır. Üst ve alt olmak üzere iki ucu (extramitas superior, extramitas inferior) vardır. Üst 

ucu anterolaterale, alt ucu ise posteromediale bakar. Ayrıca facies medialis ve facies lateralis 

adı verilen iki yüzü, margo anterior ve margo posterior adı verilen iki kenarı vardır (28). 

Testisler, sahip oldukları sitogenik ve endokrin fonksiyonlarıyla erkek üreme hücrelerini 

(spermatozoon) ve testosteron ile inhibin hormonlarını üretirler (29). Bu özellikleriyle 

testisler, üreme ve hormon salgılama gibi iki önemli fonksiyona sahiptir (30).  

Sol testis, scrotumda sağ testise göre yaklaşık 1 cm daha distalde yer alır. Bunun 

nedeni sol testisin kan birikimi nedeniyle daha ağır olmasıdır (29).  

Her testis erişkinde 15-20 cc hacminde, longitudinal olarak 4,5-5,1 cm boyutlarında 

(31) ve 10-14 gr ağırlığındadır (28).   

Testis üç tabaka ile sarılmıştır. Bu tabakalar dıştan içe doğru; tunica vaginalis, tunica 

albuginea ve tunica vasculosadır (29,32). Tunica albuginea testisleri örten kalın ve fibröz 

yapıda bir tabakadır (28) ve içerisine uzanan fibröz bölmeler testisi piramidal şekilli 250-300 

lopçuğa (lobuli testis) ayırır (29). Bu lopçuklar içerisinde bulunan ve kıvrımlı şeklinden 

dolayı tubuli seminiferi concorti (seminifer tübül) adı verilen kanalcıklar testis parankimini 

oluşturur (28). Seminifer tübüllerin arası intersitisiyel doku adı verilen gevşek bir bağ doku ile 

doludur. Bu bağ doku içerisinde ince kollagen ve retiküler lifler, fibroblastlar, histiyositler ve 

mast hücreleri bulunur. Ayrıca kan ve lenf damarları ve bunların çevresinde tek tek ya da 

gruplar halinde yerleşmiş olan Leydig hücreleri de (intersitisyel hücreler) yer alır (30,33).  

Leydig hücreleri 15-20 mikrometre çapında, köşeli (polygonal) ya da yuvarlak şekilli, 

endokrin işlev gören hücrelerdir ve testosteron salgılarlar. Çekirdekleri hücrenin ortasında 

yerleşmiştir ve bir ya da iki tane bulunabilir. İyi gelişmiş bir Golgi kompleksi, çok sayıda 

mitokondriyon, büyük çomak şeklinde protein karakterinde Reinke kristalloidleri 

(crystalloideum), C vitamini ve yaş ilerledikçe artan lipofuksin pigmenti içerirler (33). 

 Her bir lopçuktan gelen kanalcık mediastinuma sokulur ve birlikte rete testis adı 

verilen ağı oluştururlar. Rete testis, ductuli eferentes testis adı verilen kanallar aracılığıyla 

epididimise bağlanır. Böylece testislerde yapılan spermatozoonlar epididimise ulaşır (28). 

 Seminifer tübüllerin duvarında iki tip hücre yer alır: Spermatogenik seri hücreler 

(germinal hücreler) ve Sertoli hücreleri (destek hücreleri) (29,32, Şekil 2). 
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Şekil 2. Seminifer Tübül Epiteli (27) 

 Spermatogenik veya germinal hücreler seminifer tübüllerin bazal membranı ile lümeni 

arasında 4-8 tabaka halinde dizilmiş olarak bulunurlar. Bu tabakalar kademeli olarak 

spermatogenezin farklı aşamalarını temsil ederler (29).  

 Sertoli hücreleri tabanları bazal membran üzerine oturan apikal uçları ise lümene 

kadar uzanan hücrelerdir. Spermatogenik seri hücrelere göre daha büyük hücrelerdir ve 

belirgin oval nukleusları bulunur. Şekilleri düzensizdir. Çok sayıda lateral uzantıları vardır. 

Spermatogenik hücrelerin beslenmesi, korunması ve desteklenmesinden sorumludur. Ayrıca 

kan-testis bariyerini oluşturarak kandaki zararlı maddelere karşı spermatogenik hücreleri 

korurlar ve fagositoz yetenekleri vardır (29,32). Birçok molekülü sentezleyebilirler. 

Bunlardan bazıları androjen bağlayıcı protein (ABP), kollajen tip I ve V, seruloplazmin, 

transferin, inhibin, somatomedin benzeri maddeler ve antimüllerian hormondur (AMH ya da 

MIS) (embriyogenez sırasında) (32). MIS, erkeğin seksüel gelişimi sırasında Müllerian 

kanalların gerilemesini başlatır. MIS'ın yokluğunda Müllerian kanallar dişilerde uterus, fallop 

tüpleri ve vajinanın üst üçte birine farklılaşır. MIS'ın bu temel rolüne ek olarak, doğum 

sonrası devam eden ekspresyonu, gonadal fonksiyonun düzenlenmesi, testiküler iniş, akciğer 

gelişimi ve tümör büyümesinin baskılanması gibi diğer rollere sahip olabileceği hipotezini 

destekler (34). 
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TESTİSİN GELİŞİMİ 

Düşünce tarihinin en az 3 bin yılı, farklı cinsiyetlerin nasıl oluştuğunu kapsar. Cinsiyet 

belirlenmesinde bilimsel çalışmanın spermin keşfi ile 17. yüzyılda başladığı söylenebilir, 

ancak 1841’e kadar araştırmacılar, “küçük hayvancıkların” köken ve işlevini atlamışlardır. 

Memeli yumurtası 1827’de keşfedilmiş ve yy’nin son çeyreğinde fertilizasyon gözlenmiştir. 

O dönemde yaygın olan, cinsiyet tayininin çevre kontrolü altında olduğu görüşü, 20. yy’nin 

ilk çeyreğinde kromozomal belirlenme fikrine dönüşmüştür. Yüzyılın 3. çeyreği boyunca, 

insan ve diğer memeli kromozom çalışmaları ve cinsiyet kromozom anomalilerinin keşfi, 

erkek cinsiyetinin belirlenmesinde Y kromozomunun önemi üzerinde durulmuştur (35). 

Zwingman ve ark. (36) pre-implantasyon ve post-implantasyon dönemlerinde görülen 

XY fetüslerinin daha ileri gelişiminin Y kromozomunun hızlandırıcı etkisinden 

kaynaklandığını kabul etmiş ve ZFY ve SRY “cinsiyet belirleyici gen” bölgelerinin bundan 

sorumlu olabileceğini ileri sürmüşlerdir. Mevcut genetik inceleme Y kromozomunun etkisini 

ve X kromozom yapısındaki farklılıkların etkisini içeren daha karmaşık bir genetik kontrolü 

ortaya koymuştur.  

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti fertilizasyon sırasında belirlenmiş 

olsada, morfolojik karakteristiği gelişimin 7. haftasına kadar belli değildir (37-39). Bu 

nedenle genital sistem gelişiminin başlangıç periyodu “seksüel gelişimin farklanmamış 

safhası” olarak adlandırılır (38).   

Memelilerde cinsiyetin belirlenmesi üç aşamalı bir sürece bağlıdır; (1) fertilizasyonda 

cinsiyet kromozomlarının yerleşmesi (XX veya XY), (2) SRY'nin etkisi yoluyla (ya da 

bunların eksikliği), kromozomal cinsiyete göre gonadal farklılaşmanın erkek ya da dişi 

yönünde olması ve (3) gonadal cinsiyete göre iç ve dış genital organları içeren sekonder seks 

karakterlerinin düzgün gelişmesi. Bu üç aşamanın herhangi birisinde meydana gelecek bir 

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

Genital sistem erkekte ve dişide gonadlar, iç duktal sistem ve dış genital organlardan 

meydana gelir (41). Gonadlar (testisler ve overler) başlangıçta bir çift uzunlamasına sölomik 

epitelin proliferasyonu ve altındaki mezenkimin yoğunlaşmasıyla oluşmuş genital (gonadal) 

kabarıklık olarak ortaya çıkarlar (39) ve mezodermal epitel, embriyonik bağ dokusu, 

primordial germ hücreleri olmak üzere üç farklı kaynaktan köken alırlar (38).  
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Primordial germ hücreleri, epiblasttan köken alır, primitif çizgi boyunca göç eder ve 3. 

haftada yolk kesesinin allantoise yakın duvarındaki endoderm hücrelerinin arasına yerleşirler 

(39). Daha sonra ameboid hareketlerle genital kabarıklıklara göç eder (38,39) ve primordial 

cinsiyet kordonları denilen düzensiz şekilli kordonları oluştururlar. Primordial germ hücreleri 

gonadların over veya testis yönünde farklanmasında belirleyici etkiye sahiptir. Eğer embriyo 

erkekse, primordial germ hücreleri XY sex kromozom kompleksini taşırlar (39). 

Çoğu memelide, cinsiyet tayini Y kromozomu üzerindeki SRY olarak bilinen (38,40), 

testis belirleyici genin etkisi ve varlığına bağlıdır. SRY'nin yokluğunda cinsiyet dişi gelişimi 

yönünde gerçekleşir. SRY, homolog X kromozomunda bulunmaz, sadece Y cinsiyet 

kromozomu üzerinde yer alır, böylece XX kromozom oluşumlu embriyolar tipik olarak dişi, 

XY'ler tipik olarak erkektir. Bir anlamda, memeli cinsiyeti, bir Y ya da bir X taşıyan sperm 

yumurtayı döllediğinde belirlenir. SRY geni olsa bile, farklılaşmamış gonad, sonraki 

embriyonik gelişime kadar testis farklılaşması yönünde hareket etmez (40).  

Yirminci yy'nin son çeyreğindeki kanıtlarla, farelerde Tdy ve insanlarda TBF (testis 

belirleyici faktör) adı verilen Y kromozomu üzerindeki varsayımsal "testis belirleyici" genin 

devamlı izi sürülmüştür (35). TBF, primordial cinsiyet kordonlarını uyararak çoğalmalarına 

ve testis (medullar) kordonlarını oluşturmak üzere farklanmamış gonadların medulla 

derinlerine doğru uzamalarına neden olur (38,39). İleride rete testisi oluşturacak bu kordonlar, 

burada dallanarak birbirleriyle anastamoz yaparlar ve ince hücre sıralarından oluşan bir ağ 

şeklini alırlar (38,39,42). Testis kordonları, testisin özel bağ dokusu olan yoğun fibröz 

yapıdaki tunica albuginea geliştikten sonra yüzey epiteli ile olan bağlantılarını kaybederler 

(38,39). Dördüncü ayda, testis kordonları uzayarak at nalı şeklini alır ve bu nalın açık uçları 

rete testis olarak devam eder. Testis kordonları bu haliyle primitif germ hücreleri ve Sertoli 

destek hücrelerinden oluşmaktadır (39).  

Seminifer tübüller puberteye kadar ortaya çıkmaz (38,39). Puberteden itibaren, solid 

halde bulunan testis kordonlarının lümenleri açılır ve seminifer tübüller oluşur. Daha sonra 

seminifer tübüller rete testis tübülleriyle birleşirler (39). Rete testis, eferent duktulileri 

oluşturan 15-20 adet mezonefrik tübülle devam eder. Bu duktuliler, duktus epididimisi 

oluşturan mezonefrik duktus ile bağlanırlar (38). 

İnsanda, 8-18. haftalarda, interstisyel doku arasında kalan mezenkimin hızla 

farklılaşmasıyla Leydig hücreleri oluşur (42). Gebeliğin 8. haftasında Leydig hücrelerinden 
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testosteron salgılanmaya başlar ve artık testisler cinsiyeti etkileyecek hale gelmiştir (39). 

Leydig hücrelerinden testosteron salgılanması, vas deferens, seminal veziküller ve epididimisi 

oluşturmak için mezonefrik (Wolf) kanalları uyarır. Boru şeklindeki genital dokularda, 

testosteron 5α-redüktaz tarafından dihidrotestosteron biçimine dönüştürülür, bu da prostat, 

üretra, penis ve skrotum oluşumunu uyarır. Hem testosteron hem de dihidrotestosteron hedef 

dokuda hücresel androjen reseptörüne bağlanma yoluyla aracılık eder. Böylece androjenler iç 

ve dış erkek genital yapıların her ikisinin gelişimini de yönetir (40). 

 

Spermatogenez 

 Spermatogenez spermatogonial kök hücrelerin bölünmesiyle başlar ve kendini 

yenileyerek ya da farklılaştırarak, kök hücre karakterinde spermatogoniayı üretme yeteneğine 

sahiptir. Spermatogonia primer spermatositleri vermek üzere birkaç mitotik bölünme geçirir. 

Sonra primer spermatosit, sekonder spermatositi vermek üzere mayotik bölünme geçirir (43). 

Sekonder spermatosit, küresel bir şekle sahiptir ve 4.6 kat daha küçük hücre hacmi, 6.2 kat 

daha az nukleoplazmik indeksi ile primer spermatositten ayırt edilir (44). Bundan sonra 

sekonder spermatositler doğrudan ikinci mayoz bölünmeye gider ve yuvarlak spermatidler 

oluşur. Son olarak yuvarlak spermatidler yapısal değişikliklerle spermiumu oluşturur (43).  

Spermium oluşumu spermiyogenez olarak isimlendirilir (45) ve 4 aşamada 

gerçekleşir: Golgi evresi, başlık evresi, akrozom evresi ve olgunlaştırma evresi (32, Şekil 3).  

Golgi evresi: Spermatidler içerisinde bulunan Golgi aygıtı nükleusa yakın 

yerleşimlidir. Bazı enzimler Golgi aygıtında modifiye olduktan sonra küçük veziküller 

halinde trans Golgi ağı aracılığıyla salınırlar. Bu veziküller birleşerek sperm ön yüzünün 

oluşacağı bölgede nükleus zarına tutunurlar ve akrozomal vezikülü meydana getirirler. Bu 

esnada sentrioller nükleustan uzağa taşınırlar. Distalde yer alan sentriol aksonem oluşumuna 

katılırken, proksimalde yer alan sentriol bağlantı parçasının oluşmasına katkı sağlar (32). 

 Başlık evresi: Sperm ön yüzünün oluşacağı bölgede nükleus zarına tutunan 

veziküllerin oluşturduğu akrozomal vezikül daha sonra nükleer zarın etrafını sarar ve 

akrozama dönüşür (32). 
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 Akrozom evresi: Bu evrede hücre uzar, nükleus yoğunlaşır ve mitokondriler 

nükleusun arka kısmına doğru kaymaya başlar (32). Akrozom nükleus yüzeyini sarar. Enzim 

içeriğinden dolayı, lizozom gibi işlev görür. Oositin döllenmesi sırasında bu enzimler oosit 

içerisine girmeyi kolaylaştırır (46). 

 Olgunlaştırma evresi: Bu aşamada sitoplazma hücreden uzaklaştırılır. Olgunlaşmaya 

devam eden sperm lümene salınır (32). Seminifer epitelden tübül lümenine salınan sperm hala 

olgunlaşmamış ise yumurtayı döllemesi mümkün değildir. Spermin olgunlaşması epididimiste 

gerçekleşir (45).  

          

Şekil 3. Spermiogenezis ve olgun spermium (33) 

Spermatogenez boyunca germ hücreleri farklılaşmanın her aşamasında Sertoli 

hücreleri ile yakın temastadırlar. Sertoli hücreleri germ hücrelerinin çoğalmaları, mayoz ve 

spermium haline başarılı bir şekilde dönüşmeleri için fiziksel ve metabolik destek sağlar (45). 

Spermatogenez yaşam boyunca devam eder ve otokrin ve parakrin yollar aracılığıyla 

hareket eden büyüme faktörleri, sitokinler ve kemokinler de dahil olmak üzere bölgesel olarak 

üretilen çok sayıda faktörün yanısıra hormonların karmaşık bir çeşitliliği ile düzenlenir (45). 

 

          TESTİSİN HİSTOFİZYOLOJİSİ 

Testislerin skrotum içindeki sıcaklığı, 37˚C olan normal vücut ısısından 2-3˚C daha 

düşüktür (yaklaşık 35˚C’dir). Bu sıcaklık spermatogenezin regülasyonu için gereklidir. 

Testislerin her biri testiküler arter yoluyla kanlanır. Testiküler arterin çevresi, testisten 
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abdominal venlere kan taşıyan pampiniform venöz pleksus tarafından çevrelenmiştir. Bu 

düzenleme mevcut testiküler ısının kan damarları arasındaki karşılıklı ısı değişimiyle 

korunarak testislerin düşük sıcaklıkta kalmasına yardım eder. Ortam sıcaklığının 

korunmasındaki diğer faktörler; skrotumdaki terin buharlaşması ve kasılıp gevşeyerek 

testisleri skrotum içinde aşağı yukarı hareket ettiren kremaster kasıdır. Kremaster kası 

kasılarak testislerin daha düşük sıcaklıkta kalacağı inguinal kanallara çekilmesini sağlar (27). 

Spermatogeneziste en önemli faktör hormonlardır (27). Bu hormonlar hipotalamus, 

pitüiter bezin anterior lobu ve gonadal hücreler (Sertoli hücreleri, spermatogenik hücreler ve 

Leydig hücreleri) arasında düzenlenmektedir (47). Spermatogenezis, follikül stimulan hormon 

(FSH) ve luteinizan hormonlarının (LH) testiküler hücreler üzerindeki etkilerine bağlıdır. 

LH’a yanıt olarak interstisyel Leydig hücreleri testosteron miktarını arttırır. Sertoli 

hücrelerinde FSH ve testosteron reseptörlerinin varlığı, bu hücrelerin spermatogeneziste 

primer düzenleyici olmalarını sağlar. Ayrıca FSH Sertoli hücrelerini etkileyerek adenilat 

siklaz yapımını ve sonuçta siklik adenozin monofosfat’ın (cAMP) artışını stimüle eder. Aynı 

zamanda androjen bağlayıcı proteinin (ABP) sentezi ve salgılanmasınıda harekete geçirdiği 

bilinmektedir. Bu protein testosteronla bağlanarak seminifer tübül lümenine gider ve 

spermatogenez testosteron yoluyla uyarılır, östrojen veya progesteronla inhibe edilir (27,47).  

 Spermiumlar epididimise uygun bir medium olan testiküler sıvı aracılığıyla taşınırlar. 

Bu sıvı Sertoli hücreleri ve rete testis tarafından yapılır. İçeriğinde; steroidler, proteinler, 

iyonlar ve testosteronla bağlantılı olarak androjen bağlayıcı proteinleri bulundurur (27). 

 

METOTREKSAT 

Metotreksat, folik asit (FA) antagonisti olup kemoterapötik bir ajandır (2,5,48-50). 

Akut lenfoblastik lösemi, lenfoma, osteosarkoma, meme, baş ve boyun bölgesi kanserlerine 

ek olarak psöriyazis ve romatoid artrit gibi malign olmayan hastalıkların tedavisinde de 

kullanılmaktadır (2).  

Dihidrofolat redüktaz, folat bağımlı yolların merkezî bir bileşeni olarak hizmet veren 

DHF'nin Trihidrofolat’a (THF) dönüşümünü katalizler. THF aynı zamanda pürin sentezinde 

yer alan basamaklarda ve homosisteinin (metil grubu akseptörü) metionine dönüşümü 

sırasında 5-metil-THF'den oluşturulur. Biyolojik olarak aktif folatlar tetrahidrofolatların 

türevleridir ve bir karbon transfer reaksiyonlarına katılırlar. Bu folatlar hücrelerde 
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poliglutamat formlarına dönüştürülebilir ve böylece hücre içinde hapsolur. MTX 

(ametopterin, 4-amino 4-deoksi-N10-metilpterol-glutamik asit) DHF'ye oldukça benzer bir 

yapısal formüle sahiptir. MTX’te hidroksil (OH) grubu yerine amino (NH2) grubu vardır ve 

fazladan bir metil grubu içerir (51, Şekil 4). DHFR’nin yüksek affiniteli bir inhibitörü olarak 

MTX, DHF havuzunun tükenmesine neden olur ve dolaylı olarak DNA sentezini baskılayarak 

timidilat sentezini etkiler (52).  

 

 

Şekil 4. MTX ve DHF’nin yapısal formülü (51) 

İnsanlarda, vücudun ana yapılarından birisi olan folatı sentezleme yeteneği 

olmadığından diyetle folat alınması şarttır. DHFR, DHF’yi folat bağımlı yollarda temel 

bileşen olarak hizmet eden THF’ye dönüştürür (51). Chabner ve ark. (53) MTX’in FA 

antagonisti mekanizması olarak iki teori öne sürmüşlerdir. Folik asit azalma teorisi; 

intrasellüler FA’nın azalması DHFR’nin blokajına dayanmaktadır. Yarışma teorisi; 

Nükleotidlerin sentezinde görevli basamakları MTX’in doğrudan inhibe etmesine ve DHF 

birikimine dayanmaktadır. MTX, DHFR’yi inhibe ederek THF’nin azalmasına neden olur.  

Ayrıca MTX glutamatları, 5,10 metilen THF redüktaz, glisinamid-ribozil-5-fosfat 

formiltransferaz ve aminoimidazol-karbokzamid-ribozil-5-fosfat formiltransferaz enzimlerini 

doğrudan inhibe eder. Bu enzimlerdeki inhibisyon sonucu pürin ve primidin metabolizmasıda 

inbibe olur ve bunu takiben tümör hücreleri ve normal hücrelerdeki DNA sentezinde 

bozulmalar meydana gelir. MTX; proteinler, lipidler ve miyelinin şekillenmesinde büyük 

önemi olan transmetilasyon reaksiyonlarınada belirgin olarak etki eder (54).  
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Metotreksat ile tedavi birden fazla organda artmış oksidatif stres oluşturmaktadır. 

Oksidatif stres denatürasyon ve fragmantasyonda sperm DNA’sının yüksek duyarlılığı ve 

apoptozisin indüklenmesinde önemli bir rol oynayabilir (55). 

Oksidatif stresin MTX kaynaklı testiküler hasarın patogenezinde önemli bir rol 

oynadığı bildirilmiştir. Spermatositlerde apoptozisin ve testiküler seminifer tübüllerde 

atrofinin reaktif oksijen türlerinde (ROS) bir artış ile bağlantılı olduğu gösterilmiştir (18). İlaç 

sitotoksisitesinin bir mekanizması olarak biyomoleküllere karşı ROS ve oksidatif hasarın 

sperm fonksiyonunu azaltarak erkek infertilitesine neden olabileceği öne sürülmüştür (56). 

Metotreksat kullanımında bulantı, transaminaz düzeyinde değişiklik ve ağız iltihabı 

gibi yan etkilerin doza bağımlı olduğu ve sıklıkla rastlandığı bildirilmiştir (51).  

Yan etkiler genellikle 2 hafta içinde tamamen geçsede, ilaç atılımının geciktiği böbrek 

fonksiyonu bozulmuş hastalarda uzun süreli miyelosüpresyon oluşabilir. MTX’in önemli bazı 

toksisiteleri; alopesi, dermatit, intersitisyel pnömoni, nefrotoksisite, hatalı oogenez veya 

spermatogenez, ve teratogenezdir (57).  

Metotreksat kaynaklı karaciğer hasarının, MTX’in kronik veya yüksek dozda 

uygulanması olabileceği ileri sürülmüştür. MTX’in steatoz, kolestaz, fibrozis ve siroz gibi 

karaciğer hepatoksisitesine yol açabileceği söylenmiştir (58). Karaciğer enzimlerinin 

yükselmesi yüksek doz MTX ile tutarlı bir bulgudur ancak genellikle geri dönüşümlüdür. 

Diğer yandan düşük doz MTX, psöriazisli hastalarda olduğu gibi uzun süreli kullanım sonrası 

siroza yol açabilir (57).   

Metotreksat, kriptler ve kısaltılmış villilerde indirgenmiş mitozla karakterize, bağırsak 

epitelinde akut bir hasara neden olur (59). Tek doz MTX’in ince bağırsakta ağır hasara yol 

açarak şiddetli villöz atrofi, epitelde düzleşme ve yoğun kript kaybına yol açtığı gösterilmiştir. 

Ayrıca belirgin selülarite ve stromadaki kan damarlarının sayıca arttığıda bildirilmiştir. 

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

Çeşitli nedenlerle erkek hastalarda MTX kullanımının ciddi oligospermi (61) ve yine 

deneysel hayvan modellerinde seminifer tübüllerin dejenerasyonu, çaplarının azalması, bazal 

lamina kalınlaşması ile interstisyel alanda ödem gibi histolojik değişikliklere neden olduğu ve 

spermatogenezisi bozduğu gösterilmiştir (5,17,55).  Ayrıca MTX’in kanda testosteron 

seviyesini düşürdüğü de rapor edilmiştir (50). MTX’in antioksidan enzim sisteminin 
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etkinliğini azaltarak ve hücrelerin ROS’a karşı daha duyarlı hale gelmelerini sağlayarak 

oksidatif stres sonucu hasara neden olduğu bildirilmiştir (4,52).   

Işık ve ark.’nın (7) yaptığı bir çalışmada, MTX’in düşük dozda kısa süreli 

kullanımında spermatogenezin bozulduğu, seminifer tübül duvarlarının kalınlaştığı, germ 

hücrelerinde matürasyon ve sıralanma bozukluğu olduğu, lümende spermium azlığı veya 

yokluğu dikkat çekmiştir. Tedavi süresinin artması en çok spermatosit ve spermatidleri 

etkilemiş, spermatogoniumlar ise daha az etkilenmiştir. Bu hücrelerde kromatin 

yoğunlaşması, parçalanması, vakuolizasyona bağlı hücre ölümü görülmüştür. Ayrıca dejenere 

olan spermatidlerin lümene döküldüğüde izlenmiştir. Spermiogenezdeki bozulmaya bağlı 

olarak spermatidlerdeki akrozomun duruşu değişmiştir. Azalan spermiumlar daha derinde 

yerleşim göstermiştir. Sertoli hücrelerinde yağ birikimi artmış, interstisyel dokuda ödem 

oluşmuş ve makrofajlarda artış meydana gelmiştir.  

 

CURCUMİN 

Curcuma longa, Zingiberaceae (Zencefilgiller) familyasına ait (21,62) sarı çiçekli, 

mızrak şeklinde yaprakları ve etli bir yumrusu olan (21) çok yıllık bir bitkidir (63-65). 

Turmerik ve körideki sarı pigment olan CMN antioksidan ve antikanserojen aktiviteye 

sahiptir (66,67, Şekil 5). Hindistan ve Çin başta olmak üzere Uzak Doğu ve Asya ülkelerinde 

yemek endüstrisi (tatlandırıcı, koruyucu, renklendirici, baharat vs.) ve geleneksel tıp 

(inflamasyon, burkulma vs.) alanında yaygın olarak kullanılmaktadır (68). Çeşitli 

çalışmalarda CMN’nin immün sistem düzenleyici, antitümöral, antipsöriatik (69), 

antioksidan, antiinflamatuvar (69,24), bakterisid, antihelmintik etkiler gibi terapötik 

uygulamalar ve yüksek kolesterolün düşmesinde yardımcı geniş bir spektruma sahip olduğu 

gösterilmiştir (70, Şekil 6). Bu polifenolik fitokimyasal halen güçlü bir antikanser ajan olarak 

kabul edilir. CMN’nin tümörosidal etkisi, fare sarkoma (S180), insan kolon kanser hücreleri 

(HT-29), insan böbrek hücre serisi 293 ve hepatosellüler karsinom (HepG2 hücreleri) gibi 

hücre serilerinde geniş ölçekte çalışılmıştır. CMN aynı zamanda insan meme kanseri MCF-3 

hücreleri üzerinde antiproliferatif etki gösterir. CMN aracılı tümörosidal etkinin mekanizması 

protein tirozin kinaz aktivitesi, protein kinaz aktivitesi ve arakidonik asit metabolizmasının 

engellenmesine dayandırılmıştır (24). Tümör hücrelerinin bölünmesini durdurduğu ve bazı 

kanser tiplerinde kanser hücrelerinin ölüm hızını arttırdığı için antikanser özelliğe sahip bir 

bileşiktir. Ayrıca CMN’nin antikanser bir ajan olarak meme bezleri, deri, mide, kolon, 

akciğer, prostat ve karaciğerde tümör oluşumunu engellediği gösterilmiştir (71-80). 
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Şekil 5. Curcumin (66) 

 

 

Şekil 6. Curcuminin Biyolojik Etkileri (70)  

Curcumin suda çözünmediğinden, hücre zarının hidrofobik ceplerinde bulunur. 

Kimyasal özelliklerinden dolayı, hücre membranına kolayca penetre olarak hızlıca 

sitoplazmaya aktarılır. Sitoplazmada biriken CMN’nin nükleusa girmediği gözlenmiştir. 

Hidrofobik özelliklerinden dolayı yoğunlukla plazma membranı, endoplazmik retikulum ve 

çekirdek kılıfı gibi membranlı yapılar içerisinde bulunur. CMN dolaşımda ya çok az bulunur 

veya hiç bulunmaz (81).  
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Vitamin E gibi CMN de yağda çözünen bir fenoldür ve bir fenoksi radikal üretmek 

için oksitleyici radikallerin yayılan zincirleriyle kendi fenolik OH grubu reaksiyon gösterir. 

Bu, iki fenolik OH grubu ile birleşmiş halde bulunan bir β-diketon’a sahiptir. Oksitleyici 

ajanların saldırısı boyunca elektron transferi ile üretilen fenoksi radikal, molekülün 

genişleyerek birleşmesiyle sağlamlaşmıştır. Ancak, β-diketon yapısının antioksidan 

aktivitedeki kesin rolü hala bilinmemektedir (82, Şekil 7). 

 

Şekil 7. Curcuminin kimyasal formülü (66) 

Curcuminin metabolizması ratlarda hem oral hem intraperitoneal uygulama sonrası 

incelenmiştir. İzole edilen ürünlerin ana metabolitleri tetrahidrocurcumin (THC), 

hekzahidrocurcumin, dihidroferulik asit vb. dir. THC, CMN’nin bağırsaktaki metabolizması 

sırasında üretilen, CMN’nin kısmen indirgenmiş bir ürünüdür (82).  

Yapılan bir deneysel kolit çalışmasında CMN’nin, p38 MAPK inhibisyonu yaparak 

kolonik mukozada koruma sağladığı bildirilmiştir (25). Buna ek olarak, daha önce sıçan 

enterit modeli çalışmasında da CMN’nin inhibitör faktör I-kB’nin kinaz aktivitesini 

engellediği, bu mekanizmanın NF-kB aktivasyonunu engelleyen muhtemel yolak olduğu 

düşünülmüştür. CMN, mitojen ile aktive edilen protein kinaz fosfataz-1’i (MKP-1) aktive 

ederek p38 MAPK inaktivasyonuna ve I-kB’yi baskılayarak ta NF-kB inhibisyonuna neden 

olmuştur. Sonuç olarak, CMN, inflamatuvar cevabın azalmasına yol açmıştır (26). 

 

MİTOJENLER TARAFINDAN AKTİVE EDİLEN PROTEİN KİNAZLAR 

Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinazlar, hücre dışı sinyallerin hücre içine 

taşınmasında fonksiyon gören protein kinaz ailesidir. Farklı MAPK yolları farklı sinyallerle 

iletilir ve fizyolojik süreçte geniş çeşitlilikte bir role sahiptir (83). Yapılan son araştırmalar 
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tanımlanan mevcut MAPK yolaklarının biyotik ve abiyotik faktörlerin yanısıra hücre 

çoğalması ve hormon fizyolojisinde de önemli rol oynadığını doğrulamaktadır (84). Bitkilerde 

abiyotik stresler, patojenler, bitki hormanları ve hücre döngüsü hattının sinyallenmesinde 

MAPK’ların rol oynadığı kanıtlanmıştır (85). Ayrıca MAPK’lar ökaryot hücrelerde de hücre 

içi sinyal iletiminde büyük öneme sahiptir (86) ve tüm ökaryotlarda büyüme, ölüm, 

farklılaşma, çoğalma ve stres tepkilerinin yüksek oranda korunmuş merkezî düzenleyicileri 

işlevini görürler (84).  

Temel MAPK yolağı 3 sinyal zincirine dayanır. Aktive edilmiş MAP kinaz kinaz 

kinaz (MAPKKK), MAP kinaz kinazı (MAPKK) aktive eder (86,87), MAPKK ise MAPK’nın 

veya ekstraselüler sinyal düzenleyici kinaz (ERK) aktivasyonundan sorumludur. MAPKKK 

düzenleyici domain olarak N-ucu ve serin/triyonin protein kinaz domaini olarak C-ucu içerir. 

Aktivasyonuyla MAPKKK, MAPKK üzerinde aktivasyon halkasında bulunan iki serin ve 

treonin köklerini fosforile eder. Bu köklerin fosforlanmasıyla aktive olan MAPKK, MAPK 

üzerinde triyonin ve tirozin köklerini fosforlar. Bu fosforilasyon şekilsel değişikliğe sebep 

olarak MAPK’yı aktif hale getirir (87). Nükleusta yer değiştirip aktifleşen bu MAPK daha 

sonra belirli traskripsiyon faktörleri tarafından fosforillenen çeşitli gen effektörlerinin 

ekspresyonuyla düzenlenir (86, Şekil 8) 

           

Şekil 8. Tipik MAPK sinyal yolağı (88) 
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Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz ailesi üç ana kinazdan oluşmaktadır: 

ERK, Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK (89-92). ERK mitojen veya büyüme faktörü 

uyarılmasına cevaben aktive edilmesine karşın JNK ve p38 MAPK proinflamatuvar sitokinler 

ve UV ışık, hiperosmolarite, ısı şoku ve mikrotübül bozan ilaçları da içeren çeşitli hücresel 

stresler tarafından aktive edilirler (90). Buna ek olarak ERK3, ERK5, ERK7 ve ERK8 de 

dahil olmak üzere pekçok diğer kinazın klasik yolakların dışında farklı etki ve işlevlere sahip 

olduğu görülmektedir (93). Bu kinazların hücre büyümesi, proliferasyonu, farklılaşması, 

hücre ölümü ve bağışıklık yanıtları da dahil olmak üzere çeşitli hücresel süreçlerde rol 

oynadığı gösterilmiştir (89, Şekil 9). 

 

Şekil 9. Memelilerde MAPK sinyal yolağı diyagramı (94) 

Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz yolaklarına ilişkin farmasötik 

gelişmeler MAPK’ları engelleyen moleküller üzerinde odaklanmıştır. Örneğin p38 MAPK 

inhibitörleri, inflamatuvar hastalığı olan hastalarda etkinliği açısından değerlendirilmektedir 

ve ERK inhibitörleri kanser hücre kültürlerinde test edilmektedir ki, burada ERK yolağının 

aktivasyonuna bazı kemoterapötik ajanlar ile anti-apoptotik yanıtı takip eden tedavi aracılık 

etmiştir (93). 
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p38 Sinyal İleti Yolu  

İlk olarak 1994'te tanımlanan p38 MAPK kaskadı, çeşitli hücresel yanıtları stres, 

inflamasyon ve diğer sinyallere karşı düzenlemiştir. p38 MAPK iki Treonin-Glisin-Tirozin 

(Thr-Gly-Tyr) motifi fosforilasyonuyla hızlıca aktive edilir ve fosforillenmemiş formunda 

nispeten inaktiftir (93).  

p38 MAPK inflamatuvar tepkide önemli rol oynayan yaygın ve yüksek oranda 

korunmuş bir proteindir (8,92). Nötrofil, makrofaj ve T-lenfositler gibi inflamatuvar 

hücrelerin uyarılmasında, p38’in fosforilasyonundan sorumlu protein fosforilasyon 

mekanizmalarını başlatmak üzere reseptör bağlantılı G-bağlı ve G-bağlı olmayan proteinlerin 

aktivasyonunu tetikler. Fosforil p38 aktive edici transkripsiyon faktörü 2 (ATF-2) gibi 

transkripsiyon faktörlerini fosforlamak ve aktive etmek için nükleusa taşınır. Bu etkileşim 

interlökin-1β (IL-1β)  ve tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) gibi proinflamatuvar sitokinlerin 

üretimi ve salınımıyla sonuçlanır (8). 

p38 MAPK’nın α, β, γ ve δ olmak üzere 4 izoformu bulunur (8,92,93). p38α en 

karakterize olanıdır ve inflamatuvar yanıtlarda rol oynayan en belirgin kinaz olması 

muhtemeldir (92). Ozmotik yanıtın önemli bir düzenleyicisi olan p38α (MAPK14)  proteini, 

Saccharomyces cerevisia Hog1'in homoloğu olarak bulunmuştur. p38 MAPK aile üyeleri 

yaklaşık olarak benzerdir. p38 MAPK’ların dördü de farklı doku ekspresyon şekillerine 

sahiptir ve farklı genler tarafından şifrelenmişlerdir. p38α çoğu hücre tipinde önemli 

seviyelerde eksprese edilirken diğerleri, daha dokuya özgü bir tarzda eksprese edilir. Örneğin 

beyinde p38β, iskelet kasında p38γ ve endokrin bezde p38δ eksprese edilir (95). Bu 

izoformlar homolog dizilimler taşıdığı gibi Thr-X-Tyr motifinde Thr ve Tyr aminoasitlerinin 

MAPK kinazları tarafından fosforile edilmesiyle aktif hale gelirler (8,93). 

Substrat özgüllükleri örtüşen p38 MAPK aile üyeleri, bazı farklılıklar bildirilmesine 

rağmen özellikle substratlarla p38γ ve p38δ ya da tam tersine p38α ve p38β tarafından daha 

iyi fosforile edilmiştir. Spesifik p38 MAPK aile üyelerinin genetik ablasyonu, fonksiyonal 

fazlalığın varlığını göstermiştir. Örneğin, SAP (sinaps ile ilişkili protein) 97/hDlg’nin (insan 

disk büyüklüğü) ozmotik şok kaynaklı fosforilasyonu genellikle p38γ aracılıdır, ancak bu 

kinazın yokluğunda diğer p38 MAPK'lar bu fonksiyonu yapabilirler (95). 

p38 MAPK’lar, geniş çeşitlilikte uyaranlarla birçok MAPKKK tarafından sırasıyla 

aktive edilen, MAPKK3 ve MAPKK6 olarak adlandırılan, bir üst MAPKK tarafından 



20 

 

Treonin180 ve Tirozin182 üzerinde ikili fosforilasyonla aktive edilirler. p38 MAPK yolağının 

aktivasyonu, apoptozun indüklenmesine yol açan, oksidatif stresi de içeren çeşitli uyaranlara 

karşı inflamatuvar yanıtın gelişmesinde önemlidir. Örneğin, tekli oksijen, hidrojen peroksit, 

nitrik oksit ve peroksinitrit p38 MAPK’yı aktifleştirir. p38 MAPK, TNF kodlayan genler ve 

siklooksijenaz-2 (COX-2) de dahil olmak üzere bir takım inflamasyon ilişkili gende meydana 

gelen, AU tekrarlarını içeren mRNA’ların stabilizasyonuna katılır. Ayrıca IL-1β ve IL-6’yı da 

içeren diğer proinflamatuvar sitokinlerin üretimini teşvik eder (92). 

İnflamatuvar tepkide p38 MAPK sinyal yolakları hakkında çoğu bilgi hücre kültürü 

çalışmalarına dayanır. Sınırlı sayıda çalışma inflamatuvar hayvan modellerinde p38 

MAPK’nın patolojik rollerini ortaya koymuştur. p38 MAPK yolağının in vivo inflamasyonda 

nasıl yer aldığı hala tam olarak bilinmemektedir. Özellikle p38 MAPK’nın hangi hücre 

tiplerinde aktive edildiği ve hangi inflamatuvar yolakların p38 MAPK bağımlı olduğu hala 

cevaplanamamıştır (8). 

JNK Sinyal İleti Yolu  

JNK sinyal ileti yolu stresle aktive olan protein kinaz (SAPK) ailesinin bir üyesidir. 

Hücreler aracılığıyla bağlantı sağlar, hücredışı (ya da hücreiçi) strese cevap verebilir ve 

genleri devreye sokar (yani aktif transkripsiyon yapar). Çok sayıda [endotoksin, reaktif 

oksijen türleri, proinflamatuvar sitokinler (IL-1, TNF-a), kemokinler (MCP-1), seramidler, 

büyüme faktörleri, ışınlama ya da ozmotik stres gibi] strese maruz kalan hücreler, belirli 

sitoplazmik kinazları kapsayan fosforilasyon reaksiyonlarının bir kaskadını uyarır ve 

aktivasyon dolayısıyla JNK'nın fosforilasyonuna yol açar (96). 

JNK sinyal ileti yolunun birden fazla izoformu vardır (JNK 1,2 ve 3). Bunlar, tek tek 

genler tarafından kodlanır ve alternatif mRNA zinciri daha büyük enzim heterojenitesine 

sebebiyet verebilir. JNK3'ün ifadesi büyük ölçüde merkezi sinir sistemiyle sınırlı olsa da, hem 

JNK1 hem de JNK2 pek çok dokuda birçok hücre tipinde yaygın olarak ifade edilir (97). 

JNK sinyal ileti yolu 1, 2 ve 3 MAPKKK'ların (örneğin, MAPKKK1/2 ya da TGF-β 

ile aktive edilen kinaz 1) etkidiği MKK 4 ve 7 tarafından aktive edilir. JNK, hücreler içinde 

çok farklı işlevlere sahiptir ancak en çok hücresel ve çevresel streslere maruz kaldıktan sonra 

apoptozu tetikleme rolü ile bilinir. Klasik olarak, JNK c-Jun’ı fosforile eder. c-Fos ile c-Jun’ın 

bağlanması AP-1’in aktivasyonuna yol açar. Sonuçta hücre proliferasyonu teşvik edilmiş olur 

(98). 
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ERK Sinyal İleti Yolu 

ERK, MAPK süper ailesinin bir üyesidir (99,100). ERK grubu içinde sekiz izoformu 

vardır (ERK1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8). Bunlardan ERK1 ve ERK2 daha çok çalışılmıştır. ERK1 

ve ERK2, hem bir treonin hem de bir çift özgül motif (Thr-Glu-Tyr) içinde bitişik bir tirozin 

artığının fosforilasyonu boyunca ikili özgül kinaz MEK1 ve MEK2 tarafından düzenlenir 

(99). 

ERK1/2 Ras-Raf-MEK yolağının rol oynadığı farklı mekanizmalar yoluyla çeşitli stres 

uyaranlarına yanıt olarak aktive edilir (99). ERK1/2 yüzeylerinde transkripsiyonel 

düzenleyiciler, apoptoz regülatörleri ve steroid hormon reseptörleri (örneğin, östrojen 

reseptörü (ER) α) bulunur (98). 

Aktivasyonda, birkaç sitoplazmik hedef veya nükleusa göç, ERK enzimlerini 

fosforilleyebilir. ERK, c-fos ve karışık kökenli kinaz 1 (ELK1) de dahil çeşitli transkripsiyon 

faktörlerini aktive eder ve fosforiller. ERK1/2 ve diğer MAPK’lar sadece transkripsiyon 

faktörleri değil aynı zamanda membran proteinlerinide hedefler. ERK1/2’nin aktivasyonu 

hücre çoğalmasını arttırır ve hücreleri apoptoza karşı koruyan genleri düzenler. Ayrıca 

transkripsiyon faktörlerinin fosforilasyonuna yol açar (91). 

ERK MAPK yolağının aktivasyonunun, hücre bölünmesini teşvik ettiği 

bildirilmektedir. ERK’nın kısa süreli aktivasyonu, çoğalmayı teşvik için mitojenik bir yanıt 

verirken, uzun süreli aktivasyonu farklılaşmayı uyarır (91). 

 

NÜKLEER FAKTÖR-KAPPA B (NF-kB) 

Nükleer faktör-kappa B inflamatuvar ve doğuştan gelen bağışıklık yanıtlarını 

düzenlediği bilinen bir dizi spesfik transkripsiyon faktörüdür (101).  

Nükleer faktör-kappa B, ilk olarak B hücrelerinde immünglobulin kappa hafif zincirini 

arttırıcı bir diziye bağlı olan bir protein olarak tespit edilmiştir (102,103). Bu dimerik 

transkripsiyon faktörü, stres cevapları, inflamasyon ve programlanmış hücre ölümüyle 

(apoptozis) alakalı genlerin büyük çeşitliliğini aktive edebilen farklı üyelerden oluşmaktadır 

(102). 
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Nükleer faktör-kappa B sistemi redoks duyarlı bir mekanizmadır. Aktivasyonu, 

immün ve inflamatuvar yanıtları düzenler. NF-kB istirahat halindeki hücrelerde Inhibitör 

kappa B (I-kB)’ye bağlanarak sitoplazmada inaktif formda bulunur. Bununla birlikte, I-kB 

proteinleri uyarıldıktan sonra fosforile olur ve yıkılır. Daha sonra NF-kB nükleus içine geçer 

ve inflamatuvar genlerin ekspresyonunu tetikler (104). 

Nükleer faktör-kappa B sinyal yolunun önemli bir özelliği NF-kB tarafından 

düzenlenen hedef genlerin sayısının yanısıra NF-kB aktivasyonunu uyaran hücredışı ajan 

veya aracıların çeşitliliğidir (105). Örneğin; bakteriyal toksinler, TNF-α, IL-1, T hücre 

mitojenleri, UV ışığı, iyonize radyasyon (IR) ve oksidatif stres NF-kB aktivasyonunu indükler 

(102). 

Nükleer faktör-kappa B, beş farklı gen içeren [NF-kB1 (p80/p105), NF-kB2 

(p52/p100), RelA (p65), c-Rel ve RelB], transkripsiyon faktörleriyle yakın ilişkili bir ailedir 

(103,106,107). Bu beş gen kendi sekansında bir Rel Homoloji Alanı (RHD) paylaşarak yedi 

gene yükselir. RHD, dimerizasyona, kendi inhibitörleriyle etkileşime ve DNA bağlanımına 

aracılık eder. NF-kB proteinlerinin iki türü vardır: 1) RelA, c-Rel ve RelB, onların olgun 

formlarında sentezlenir ve transkripsiyon aparatı ile etkileşim içinde olan bir transaktivasyon 

alanı içerir ve 2) NF-kB1-p105/p50 ve NF-kB2-p100/p52, bir ön-madde biçiminde 

sentezlenmektedir. Ön-madde formları (p100 ve p105), olgun proteinlerin (p50 ve p52) 

üretimi ile sonuçlanan proteozom tarafından proteoliz edilen C-terminal ankyrin tekrarı içerir. 

p50 ve p52 de DNA bağlanma alanı içerir ancak bir transaktivasyon alanından yoksundur 

(106,107). 

Nükleer faktör-kappa B anahtar regülatörleri, NF-kB (I-kB) önleyicileridir. Bunlardan 

en yaygın olanları I-kBα, I-kBβ ve I-kBε’dur. I-kB proteinleri uyaranların yokluğunda 

sitoplazmada fonksiyonel NF-kB dimerlerine bağlanır ve nükleer translokasyonu önler. IL-1 

reseptör (IL-1R) veya Toll Benzeri Reseptör (TLR) sinyal yoluyla, myeloid farklılaşma 

birincil yanıt geni 88 (MYD88) ve interlökin-1 reseptör ilişkili kinazın (IRAK) göçünü içeren 

bir kaskadı aktive edebilir. IRAK aktivasyonu, transforme edici büyüme faktörü β ile 

aktifleşen kinaz 1’in (TAK1) aktifleşmesine yol açarak TNF-reseptör ilişkili faktör 6’nın 

(TRAF6) fosforilasyonunu sağlar. Bunun yanısıra I-kappaB kinaz kompleks (IKK) 

fosforilasyonu için de gereklidir. IKK, I-kBα proteinini fosforilledikten sonra proteozomla 

IkappaBα parçalanır ve NF-kB’den ayrılır. Sonuçta ubikitinasyon ve proteozomal parçalanma 

gerçekleşmiş olur. Daha sonra NF-kB proteini nükleusa doğru ilerler, burada spesifik DNA’ya 
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bağlanır ve sitokinler, kemokinler, matriks metaloproteinazları ve diğer inflamatuvar 

aracılarıda içeren çoklu genlerin transkripsiyonunu başlatır (103, Şekil 10). 

   

Şekil 10: NF-kB sinyal ileti yolu (103) 

Nükleer faktör-kappa B aktivasyonu çeşitli sitokinler, büyüme faktörleri ve tirozin 

kinazlar tarafından tetiklenen farklı sinyal yolaklarından kaynaklanabilir. Epidermal büyüme 

faktör reseptörü, insülin büyüme faktör reseptörü ve tümör nekroz faktör reseptörü aile 

üyelerinin gelişmiş ekspresyonu, NF-kB aktivasyonu için sorumlu olabilir. Ayrıca, 

Ras/MAPK ve P13K/Akt gibi diğer sinyal ileti yollarının aktivasyonu aynı zamanda NF-kB 

aktivasyonuna katılmaktadır (106). 

Nükleer faktör-kappa B, immün ve inflamatuvar yanıtların düzenlenmesinin yanı sıra 

karsinogenezde de önemli rol oynayan bir transkripsiyon faktörüdür. Hücre çoğalmasını 

uyaran, apoptozisi düzenleyen, anjiyogenezisi kolaylaştıran, invazyon ve metastazı uyaran 

çeşitli hedef genlerin ekspresyonuna neden olur (108,109). Ayrıca birçok kanser hücresi, 

kemoterapi ve radyoterapi direncine aracılık eden anormal veya yapıcı NF-kB aktivasyonunu 

gösterir. Bu nedenle NF-kB aktivasyon ve sinyal ileti yolunun engellenmesi potansiyel bir 

kanser tedavi stratejisi sunmaktadır. Ayrıca son zamanlardaki çalışmalar NF-kB’nin belirli 

ortamlarda tümör baskılayıcı bir rol oynayabildiğini göstermiştir (108). 

Uyarana ve hücre tipine bağlı olarak NF-kB aktivasyonu iki farklı yolla teşvik edilir; 

klasik ve alternatif yollar. Her iki yolda da NF-kB aktivasyonu, ya katalitik kinazlar IKKα ve 
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IKKβ ve regülatör protein NEMO (IKKγ) tarafından veya IKKα homodimerleri tarafından 

oluşan IKK komplekslerinin aktivasyonuna aracılık eder. Klasik NF-kB yolu öncelikli olarak 

TNF reseptör aile üyeleri, Toll reseptör aile üyesi ve antijen reseptörleri gibi proinflamatuvar 

reseptörlerin uyarılması ile aktive edilir. Ayrıca bazı antikanser tedavilerde bu yolu 

etkinleştirir. Bu uyaranlar I-kBα proteininin fosforilasyonunu ve daha sonra proteozomal 

parçalanmasını teşvik ederek IKK kompleksini aktive eder. Bu, hedef genlerin yükseltici 

bölgelere bağlanarak hücre yaşamı, proliferasyonu, inflamatuvar ve doğuştan gelen 

bağışıklığını kontrol altına alarak serbest NF-kB dimerlerinin nükleusa translokasyonunu 

sağlar (110, Şekil 11). 

Alternatif NF-kB yolu LTβR, CD40 ve BAFFR'nin de dahil olduğu ve lenfoid 

organların oluşumunda, B hücrelerinin olgunlaşmasında, adaptif bağışıklıkta önemli rol 

oynayan TNF reseptörlerinin uyarılmasıyla aktifleşir. Alternatif yolda NF-kB bağımlı kinazın 

(NIK) stabilizasyonu ve akümülasyonu IKKα homo dimerin aktivasyonunu tetikleyen önemli 

bir sinyaldir. Bunun aksine uyarıcı, alternatif NF-kB sinyal olaylarının negatif regülasyonunu 

teşvik eden NIK'ın proteozomal parçalanmasını indükler. Bu işlemden sonra NF-kB2/p100'ün 

(genellikle Rel B ile bağlantılı) fosforilasyonunu indükleyen IKKα, p52 oluşturmak için 

proteozom tarafından işlemi kendisi başlatır. Bu, hedef genin transkripsiyonunu düzenleyen 

nükleusun içine p52/RelB dimerlerinin translokasyonunu sağlar (110, Şekil 11). 

 

Şekil 11: Klasik ve alternatif NF-kB sinyal ileti yolu (110) 
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

Etik Kurul Onayı 

Çalışmanın deneysel kısmı, Trakya Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulundan onay alındıktan sonra (11.07.2013 tarih ve 2013.05.03 no’lu onay belgesi) (Ek-1) 

Trakya Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma Laboratuvarı’nda yapılmıştır. 

Deney Hayvanları ve Deney Gruplarının Oluşturulması 

Çalışmamızda Trakya Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma Birimi’nde üretilmiş 

ağırlıkları 250-300 gr arasında değişen 18 adet erkek Wistar albino sıçan kullanıldı. Deney 

süresi boyunca tüm sıçanlar standart laboratuvar koşulları (22±1ºC, 12 saat aydınlık/karanlık 

siklusunda) altında günlük içme suyu ve %21 ham protein içeren pelet yemlerle beslendi. 

Aynı biyolojik ve fizyolojik özelliklere sahip erkek sıçanlardan, ağırlıkları birbirine yakın 

olanlar aynı grupta olacak şekilde, üç grup oluşturuldu. Deneklerin gruplandırılması aşağıdaki 

şekilde düzenlendi; 

Grup 1 (Kontrol): Dimetilsülfoksit (DMSO, Merck, Darmstadt, Almanya), 

intragastrik (ig.) yol ile 14 gün boyunca verildi (n=6). 

Grup 2 (Metotreksat): Metotreksat (20 mg/kg, Koçak Farma, Tekirdağ, Türkiye), tek 

doz intraperitoneal (ip.) olarak 11. gün verildi (n=6). 

Grup 3 (Metotreksat+Curcumin): Curcumin (100 mg/kg, DMSO içinde çözülerek) 

ig. yol ile 14 gün ve 11. gün metotreksat (20 mg/kg) tek doz ip. olarak verildi (n=6).  
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Curcumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD), içinde rahat çözündüğü ve stabilitesini 

koruduğu bir solüsyon olan DMSO içinde çözülerek hazırlandı. 

Kontrol grubuna ig. yol ile 14 gün boyunca DMSO (CMN ile eşit hacimde); 2. gruba 

ip. olarak 11. gün tek doz MTX (20 mg/kg); 3. gruba, ig. yol ile 14 gün boyunca CMN (100 

mg/kg, DMSO içinde çözülerek) ve ek olarak yine 3. gruba ip. olarak 11. günde tek doz MTX 

(20 mg/kg) verildi ve CMN son dozundan 24 saat sonra ksilazin (Basilazin-baVET/ Bösensel-

Almanya)-ketamin (Ketasol-Richter Pharma ag/Wels-Avusturya) anestezisi altında deney 

sonlandırıldı (Şekil 12). Bütün grupların testis doku örnekleri alındı ve bu örnekler histolojik 

ve immünohistokimyasal incelemeler için Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarı’nda rutin işlemlere tabi tutuldu. 

 

 

Şekil 12: Deney protokolü  

 

Yine sakrifikasyon öncesi hayvanlardan kardiak ponksiyon yoluyla kan örnekleri 

alınarak serumda total testosteron, Trakya Üniversitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarı’nda 
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kimyasal immunoassay (Chemiluminescence Immunassay-Architect i2000SR, Abbott, ABD) 

yöntemi ile çalışıldı. 

Ayrıca deney başında ve sonunda tüm deneklerin vücut ağırlık ölçümü takibi ve deney 

sonunda da testis ağırlık ölçümü yapıldı. Deney sonunda sakrifikasyon öncesi ölçülen vücut 

ağırlığı ile aynı hayvana ait sağ ve sol testis ağırlığı toplamı aşağıdaki formüle göre 

hesaplanarak her bir hayvan için testis ağırlık indeksi (TAİ) belirlendi. 

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

 Histolojik İncelemeler İçin Doku Hazırlanması 

Histolojik incelemeler için alınan testis dokuları, %10’luk tamponlu formol ile fikse 

edildi. Fiksasyondan sonra dokular çeşme suyunda yıkanarak, yükselen alkol serilerinden 

geçirilmesi suretiyle dehidratasyon işlemi yapıldı. Dehidratasyon aşamasından sonra 

saydamlaştırma basamağı için dokular, toluol (Merck, Darmstadt, Almanya) ile muamele 

edilerek önce yumuşak parafine (Merck), sonrasında ise sert parafine (Merck) alındı ve 

parafin bloklar elde edildi. Bu parafin bloklardan Leica RM-2245 silindirli mikrotom 

kullanılarak alınan 5 mikrometre (μm) kalınlığındaki kesitlere, testisin histolojik yapı 

özelliklerini ortaya koyacak Hematoksilen+Eozin (H+E) boyası uygulandı. Entellan (DPX 

Mounting Medium, Atom Scientific Ltd, Manchester, İngiltere) ile kapatılarak kalıcı preparat 

haline getirildikten sonra, ışık mikroskobunda (Olympus BX51 trinoküler mikroskop, DP20 

dijital kamera ataçmanlı, Japonya) incelenerek değişik büyütmelerde fotoğraflandırıldı.  

Hematoksilen+Eozin boya prosedürü için; %10'luk tamponlu formol ile fikse edilip 

parafine gömülen testis dokularından elde edilen 5 μm kalınlığındaki kesitler, lam üzerine 

alınarak dikey cam şalelere dizildi ve 1 gün kurumaya bırakıldı. Kuruyan kesitler 

deparafinizasyon işlemi için toluole (Merck, Darmstadt, Almanya) alındı. Parafini giderilen 

kesitler, alçalan alkol serilerinden (100o, 100o, 96o, 90o, 70o) geçirilerek suya indirildi. Suya 

indirilen kesitler nükleus boyaması için hematoksilene alındı. Kesitler hematoksilen 

boyamasından sonra morartma işlemi için 10 dk çeşme suyu altında bekletildi. İkinci olarak 

sitoplazma boyası olan eozine alındı ve sitoplazmanın boyanması sağlandı. Yükselen alkol 

serilerinden (70o, 90o, 96o, 100o, 100o) geçirilerek suyu alındı ve 10 dk toluolde (Merck, 

Darmstadt, Almanya) bırakıldıktan sonra entellan (DPX Mounting Medium, Atom Scientific 

Ltd, Manchester, İngiltere) kulanılarak kesitlerin üzeri lamelle kapatıldı ve kurumaya 

bırakıldı. Böylece kalıcı preparatlar elde edilmiş oldu. 
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Hematoksilen+Eozin boyanmış preparatlarda, testislerde seminifer tübül çapı, 

seminifer epitel kalınlığı ve iki tübül arasında kalan interstisyel alan genişliği; Görüntüleme 

Analiz Sistemi (Versiyon 2.11.5.1, Kameram-Argenit, İstanbul, Türkiye) kullanılarak x100 ve 

x400 büyütmede ölçüldü. Bu ölçümler, her hayvana ait üç testis kesitinde yuvarlak ya da 

yuvarlağa yakın rastgele seçilen 10 tübül olmak üzere toplam 30 tübülün enine kesiti 

değerlendirilerek yapıldı (19,111). 

Germinal seri hücre değişiklikleri, histolojik olarak, her hayvana ait 6 testis kesiti x100 

büyütmede incelenerek aşağıdaki kriterlere göre değerlendirildi: Ayrılma (spermatosit hücre 

kitlesinin seminifer epitelden kopup ayrılması), dökülme (germ hücre kümesinin seminifer 

epitelden ayrılıp lümene dökülmesi) ve vakuolizasyon (seminifer tübül içerisinde boşluklar 

oluşması). Her parametre için normal ve hasarlı tübüllerin ortalama yüzdesi belirlendi. 

Ortalama yüzde, her örnek için histolojik olarak hasarlı (vakuolizasyon, ayrılma, dökülme) ya 

da normal yuvarlak tübül sayısının aynı sahadaki total yuvarlak tübüllere bölünmesiyle elde 

edildi ve sonuç 100 ile çarpıldı. Her kesit için üç saha değerlendirilerek bunların ortalaması 

alındı (112). 

İmmünohistokimya 

İmmünohistokimyasal olarak; NF-kB ve p38 MAPK proteinlerinin 

immünreaktivitelerinin değerlendirilebilmesi için, yine parafin bloklardan 5 μm kalınlığındaki 

kesitler, pozitif şarjlı lamlara alındı ve üretici firmanın önerileri doğrultusunda 

immunohistokimyasal işlemler uygulandı. 

İmmünohistokimya prosedürü için; %10’luk tamponlu formol ile fikse edilip, parafine 

gömülen testis dokularından alınan 5μm’lik kesitler, bir gece 56°C etüvde bekletildikten sonra 

deparafinizasyon işlemini takiben suya indirildi. Antijen geri kazanımı için kesitler, 15 dakika 

10 mM’lık sitrik asit tamponunda (pH 6) mikrodalgada kaynatıldı. Oda sıcaklığında 20 dk 

soğumaya bırakıldıktan sonra kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek için 15 dk 

hidrojen peroksit (Thermo Scientific/Lab Vision, Fremont, CA, ABD) ile muamele edildi. 

Fosfat tampon solüsyonu (PBS-phosphate buffer saline) ile yıkandıktan sonra, özgün olmayan 

antijenleri bloklamak için bloklama solüsyonunda (Ultra V Block-Thermo Scientific/Lab 

Vision) 5 dk oda sıcaklığında nemli çember içerisinde bekletildi. Daha sonra yine aynı 

çember içerisinde kesitler, primer antikor olarak NF-kB/p65 antikoru (poliklonal tavşan 

antikoru 1:100 oranında dilüe edilerek, Thermo Scientific/Lab Vision) ile 1 saat oda 

sıcaklığında veya fosfo (f)-p38 MAPK antikoru (monoklonal tavşan 1:50 oranında dilüe 
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edilerek, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD) ile gece boyunca 4°C’de inkübe 

edildi. Negatif kontrol için ise, kesitlere primer antikor yerine PBS damlatıldı. Bunu takiben 

PBS ile 3 kez yıkamanın ardından biotinlenmiş sekonder antikor (Biotinlated Goat Anti-

Polyvalent, Thermo Scientific/Lab Vision) ile oda sıcaklığında 10 dk muamele edildi. Yine 3 

kez PBS ile yıkama sonrasında, streptavidin peroksidaz (Streptavidin Peroxidase, Thermo 

Scientific/Lab Vision) 10 dk uygulanarak kromojen olarak 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC, 

Thermo Scientific/Lab Vision) kullanıldı. Distile suda 5 dk yıkanan kesitlere daha sonra 

hematoksilen zıt boyama yapıldı. Tekrar sudan geçirilen kesitler su bazlı uygun kapatma 

solüsyonu (Vision Mount, Thermo Scientific/Lab Vision) ile kapatıldı (23,113,114). 

Yapılan immünohistokimyasal işlemler sonucunda NF-kB immünoreaktivitesi, 

histolojik skorlama yöntemi ile semikantitatif olarak değerlendirildi. Değerlendirmeler her bir 

hayvana ait preparatta testis kesitinde rastgele 5 alan seçilerek x400 büyütme kullanarak ışık 

mikroskobunda (Olympus BX-51, Japonya) yapıldı. Skorlama, kesitlerde immünoreaktivite 

gösteren hücrelerin yüzdesi (Pi) ve boyanma derecesi (i) dikkate alınarak gerçekleştirildi. 

Boyanma derecesi 0 (boyanma yok), 1 (zayıf boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (güçlü boyanma) 

olarak değerlendirildi. Ortalama histolojik skor (H SCORE) her bir hayvana ait kesit için H 

SCORE= Σ i x Pi formülü ile hesaplandı (114). 

Fosfo-p38 MAPK immünopozitif boyanma indeksi için ise, x400 büyütmede her 

hayvana ait testis kesitinde 10 seminifer tübül rastgele seçilerek ışık mikroskobunda 

(Olympus BX-51, Japonya) değerlendirmesi yapıldı. Nükleusu kırmızı boyanan hücreler 

pozitif olarak değerlendirildi. Boyanan ve boyanmayan hücreler sayılarak her bir seminifer 

tübül için f-p38 MAPK indeksi, boyanan hücrelerin total hücrelere oranı alınıp 100 ile 

çarpılmasıyla (% olarak) hesaplandı. Daha sonra tübüllerin indekslerinin ortalamaları alınarak 

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

Mikroskopta yapılan tüm semikantitatif değerlendirmeler, birbirinden bağımsız iki 

gözlemci tarafından yapılarak ortalamaları alındı. 

İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizler için, Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyoistatistik ve Tıbbi 

Bilişim Anabilim Dalı’nda SPSS 20.0 paket programı (Lisans no: 10240642) kullanılmış, 

değerler ortalama ± standart sapma (SD) olarak alınmıştır. P<0.05 değeri istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. Deneklere ait verilerin normal dağılıma uygunluğu tek örneklem 
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üzerinden Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra değerlerin normal dağılım 

göstermesi üzerine parametrik testlerden tek yönlü varyans analizi (Tek Yönlü ANOVA) 

yapıldı. Gruplar arası farkı saptamada grup varyanslarının homojenliğine göre Tukey ya da 

Tamhane çoklu karşılaştırma testleri kullanıldı. Deneklerdeki ağırlık değişimini belirlemek 

için, nonparametrik Kruskal-Wallis testi kullanıldı, gruplar arası farkı saptamak için 

Bonferroni düzeltmeli Mann-Whitney U testi yapıldı.  
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BULGULAR 

 

Ondört gün süren çalışmanın tamamlanmasıyla, kontrol, MTX ve MTX+CMN 

gruplarına ait deneklerden elde edilen kan örneklerinden serum testosteron değerleri ölçülerek 

karşılaştırması yapıldı. Yine deney sonunda alınan testis doku örnekleri, histolojik ve 

immünohistokimyasal düzeyde karşılaştırılarak incelendi. Ek olarak, denek ağırlıkları deney 

başında ve sonunda ölçülerek ağırlık değişimi, testis ağırlıkları da deney sonunda ölçülerek 

testis ağırlığı/vücut ağırlığı oranı hesaplandı. 

 Gözlemlerimiz; 

Grup 1 (Kontrol, n=6): 14 gün boyunca ig. yol ile DMSO verilen grup, 

Grup 2 (Metotreksat, n=6): 11. gün ip. olarak tek doz MTX (20 mg/kg) verilen grup, 

Grup 3 (Metotreksat+Curcumin, n=6): 14 gün boyunca ig. yol ile CMN (100 

mg/kg, DMSO içinde çözülerek) ve 11. gün ip. olarak tek doz MTX (20 mg/kg) verilen grup 

bulguları olarak değerlendirildi. 

 

HAYVAN AĞIRLIK BULGULARI 

 Deneyin başında ve sonunda deneklerin vücut ağırlıkları ölçülmesi sonucunda, kontrol 

grubundaki deneklere kıyasla MTX verilen deneklerin vücut ağırlıklarında anlamlı bir azalma 

gözlenirken (P<0.05, Tablo 1) sağ ve sol testislerin ağırlıklarında ve testis ağırlığı/vücut 
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ağırlığı oranında bir değişim gözlenmedi (P>0.05). MTX+CMN grubunda ise MTX grubu ile 

karşılaştırıldığında deneklerin vücut ağırlıklarındaki düşüşte istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma olduğu görüldü (Tablo 1). 

 

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarının vücut ağırlıkları (VA) değişimi, testis ağırlıkları, 

testis ağırlığı/vücut ağırlığı oranları (TAİ=TA/VAx100) ve serum tetosteron 

değerlerinin karşılaştırılması 

Parametre 
Kontrol 

(n=6) 

Metotreksat 

(n=6) 

Metotreksat+Curcumin 

(n=6) 

VA değişimi (g) 13.17±5.00 -21.50±6.16* -9.33±4.18*,† 

Testis ağırlığı (sağ) 1.26±0.07 1.26±0.06 1.25±0.10 

Testis ağırlığı (sol) 1.26±0.07 1.27±0.06 1.27±0.09 

Testis ağırlığı 

(TA) toplam 
2.52±0.14 2.53±0.12 2.52±0.19 

TAİ=TA/VAx100 0.97±0.04 0.94±0.06 0.94±0.03 

Serum testosteron 

(ng/ml) 
1.97±0.27 0.25±0.11** 0.80±0.14**,†† 

Değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. 
*P<0.05 kontrol ile karşılaştırıldığında 
**P<0.001 kontrol ile karşılaştırıldığında 
†P<0.05 metotreksat ile karşılaştırıldığında 
††P<0.001 metotreksat ile karşılaştırıldığında  

 

SERUM TESTOSTERON DÜZEYİ BULGULARI 

Deney sonunda tüm deneklerden kardiak ponksiyon sonucunda elde edilen kan 

örneklerinden serum testosteron değerleri ölçülmüştür. Kontrol grubu ile MTX grubu 

karşılaştırıldığında serum testosteron değerlerinin anlamlı olarak düştüğü tespit edilmiştir. 

CMN verilerek tedavi edilen grupta ise serum testosteron değerlerinin MTX grubuna göre 

anlamlı olarak daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (P<0.001, Tablo 1). 
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MORFOMETRİK BULGULAR 

Deney sonunda tüm gruplardaki deneklerden elde edilen testis dokularından H+E ile 

boyanmış, her hayvana ait preparatlarda seminifer tübül çapı, epitel kalınlığı ve interstisyel 

alan ölçülmüştür. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında MTX grubunda seminifer tübül çapı 

ve epitel kalınlığının anlamlı olarak azaldığı, interstisyel alan genişliğinin ise anlamlı olarak 

arttığı tespit edilmiştir (P<0.001, Tablo 2). CMN verilmesiyle, MTX grubuna göre seminifer 

tübül çapı ve epitel kalınlığının anlamlı olarak daha yüksek olduğu gözlenirken (P<0.05, 

Tablo 2), interstisyel alan genişliğinin ise anlamlı olarak daha düşük olduğu belirlenmiştir 

(P<0.001, Tablo 2). 

 

Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarının seminifer tübül çapı, seminifer epitel kalınlığı ve 

interstisyel alan genişliğinin karşılaştırılması 

Parametre 
Kontrol 

(n=6) 

Metotreksat 

(n=6) 

Metotreksat+Curcumin 

(n=6) 

Seminifer tübül 

çapı (µm) 
280.20±6.91 250.65±5.55** 267.67±3.01*,† 

Seminifer tübül 

epitel kalınlığı 

(µm) 

63.23±0.84 48.80±1.26** 58.27±2.33*,† 

İnterstisyel alan 

genişliği (µm) 
22.16±1.80 39.53±2.20** 30.22±1.60**,† 

Değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. 
*P<0.05 kontrol ile karşılaştırıldığında 
**P<0.001 kontrol ile karşılaştırıldığında 
†P<0.001 metotreksat ile karşılaştırıldığında 

 

MORFOLOJİK BULGULAR 

 

Histolojik Bulgular 

Kontrol grubuna ait bulgular: Kontrol grubu deneklerinden alınan ve H+E ile 

boyanan testis doku kesitleri ışık mikroskobunda incelendiğinde, dışta bağ dokudan yapılmış 

tunika albuginea ile kuşatılmış, düzgün sınırlı ve çok katlı bir epitel tabakası ile döşeli 
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seminifer tübüller, normal görünümlü idi (Şekil 13). Tübül çapları ve epitel kalınlıkları 

değerlendirildiğinde sırasıyla ortalama 280.20 µm ve 63.23 µm olduğu belirlendi (Tablo 2). 

Seminifer tübül epitelini meydana getiren iki tip hücreden prolifere olan spermatogenetik seri 

hücreleri ve prolifere olmayan destekleyici Sertoli hücrelerinin düzenli dizildikleri gözlendi 

(Şekil 13-16). Bu tübüllerin duvarlarında bazal lamina üzerine yerleşen, oval nükleuslara 

sahip spermatogoniumlar ve Sertoli hücreleri yer almaktaydı. Primer spermatositlerler 

çoğunlukla büyük yuvarlak nükleusa ve ayırt edici kromatin yapısına sahip olarak 

spermatogoniumların hemen üzerinde bulunmaktaydı. Daha küçük olan sekonder 

spermatositlere ise primer spermatositlerin üzerinde nadir olarak rastlandı.  Spermatidler, bir 

ya da iki tabaka halinde lümene yakın yerleşen hücreler olarak izlenmekteydi. Bu hücreler, 

yuvarlak hücrelerden oluşmuş erken ve lümene uzanan kuyruklarıyla belirgin olan geç 

spermatidler olarak ayırt edildi. Çoğu semifer tübüllerin lümeninde spermiyumlara rastlandı. 

Her bir seminifer tübülde bazal laminanın dış kısmında tübülün yavaş peristaltik hareketinden 

sorumlu myoid hücreler izlendi. Komşu tübüller arasında kalan interstisyel sahada kümeler 

halinde yer alan, poligonal şekilli, küçük yuvarlak nükleusları ve eozinofilik boyanan 

sitoplazmaları ile Leydig hücreleri normal histolojik yapıda gözlendi (Şekil 15,16). Ek olarak, 

interstisyel alan genişliği ölçüldüğünde ortalama ve 22.16 µm olduğu belirlendi (Tablo 2).  

Metotreksat grubuna ait bulgular: MTX (20 mg/kg ip tek doz) verilen deneklerden 

alınan ve H+E ile boyanan testis doku kesitleri ışık mikroskobunda incelendiğinde, seminifer 

tübül çapları ve epitel kalınlığında kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma gözlendi 

(P<0.001, Tablo 2). Epitel kalınlığında azalma, daha çok olgunlaşmasını tamamlamayan 

hücrelerin döküldüğü seminifer tübüllerde gözlendi. Ayrıca, seminifer tübüllerde Sertoli 

hücreleri arasında yer alan germinal seri hücre kayıpları ile düzeninde (organizasyonunda) 

bozulma ve tübüllerde yer yer vakuolizasyon görüldü. Hasarlanmış çoğu tübülde primer 

spermatositlerden itibaren ayrılmalara veya lümeninde olgunlaşma sürecini tamamlamamış 

dökülmüş hücrelere rastlandı. Bazı seminifer tübüllerin bazal laminalarında ondülasyonlar 

değişik şiddette izlenirken bazılarında germinal seri hücreleri ile arasında boşlukların oluştuğu 

gözlendi. Sertoli hücreleri yapısında bir değişiklik gözlenmedi. İnterstisyel alanda yer yer 

ödem ve düzensizlikle birlikte hücre kayıpları olduğu görüldü (Şekil 17-21). Ek olarak, 

interstisyel alan genişliğinnde kontrol grubuna göre anlamlı bir artış olduğu saptandı 

(P<0.001, Tablo 2). Bu alanlarda inflamatuvar hücre artışına rastlanmadı.  

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

ve 11. gün tek doz MTX (20 mg/kg) verilen deneklerden elde edilen, H+E ile boyanan testis 
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doku kesitleri ışık mikroskobunda incelendiğinde, seminifer tübül çap ve epitel kalınlıklarında 

MTX grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı olarak bir artış meydana geldiği (P<0.001; Tablo 

2) belirlendi. MTX verilen grupta saptanan, seminifer tübül epitelinde organizasyon 

bozukluğu, vakuolizasyon, lümeninde dökülmüş hücrelerin bulunması gibi bulguların belirgin 

oranda azaldığı gözlendi. İnterstisyel alanda düzensizlik ve hücre kayıplarının MTX grubuna 

göre azaldığı, ödemin de gerilediği görüldü. İnterstisyel alan genişliğinde de anlamlı azalma 

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

Tüm gruplara ait açıklanan seminifer tübül histolojik yapı değişikliklerinin belirlendiği 

skor sonuçları Tablo 3’te özetlenmiştir. 

 

Tablo 3. Kontrol ve deney gruplarında seminifer tübüllerin histolojik yapı 

değişikliklerinin karşılaştırılması 

Seminifer tübül 

yüzdesi 

Kontrol 

(n=6) 

Metotreksat 

(n=6) 

Metotreksat+Curcumin 

(n=6) 

Normal 95.01±1.04 31.08±6.17** 67.14±4.83**,†† 

Ayrılan 3.03±0.87 27.84±4.13** 14.26±1.82**,† 

Dökülen 0.80±0.32 25.28±6.24* 11.17±1.89**,† 

Vakuolize 1.16±0.51 22.23±3.66** 10.18±1.93**,†† 

Değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. 
*P<0.05 kontrol ile karşılaştırıldığında 
**P<0.001 kontrol ile karşılaştırıldığında 
†P<0.05 metotreksat ile karşılaştırıldığında 
††P<0.001 metotreksat ile karşılaştırıldığında 

 

İmmünohistokimyasal Bulgular 

Kontrol ve deney gruplarına ait testis dokularında uygulanan NF-kB 

immünoreaktivitesi ve f-p38 indeksi sırasıyla H SCORE ve seminifer tübülde f-p38 pozitif 

hücre sayısı (%) değerlendirilerek Tablo 4’te özetlenmiştir. 

NF-kB immünoreaktivite bulguları: Testis seminifer tübül kesitlerinde NF-kB 

immünoreaktivitesi AEC kromojen ile kırmızı renkte sitoplazmik boyanma karakteri gösterdi. 

Kontrol grubu testis seminifer tübül kesitlerinde, primer spermatositlerde çoğunlukla zayıf 

şiddette, spermatidlerde çok zayıf şiddette boyanma izlenirken spermatogoniumlar ve Sertoli 
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hücrelerinde ise boyanma gözlenmedi. Benzer şekilde interstisyel alanda Leydig hücrelerinde 

de boyanma gözlenmedi (Şekil 26,27). MTX grubu seminifer tübül kesiti incelendiğinde, 

özellikle primer spermatositlerde güçlü ve spermatidlerde orta-güçlü şiddette boyanma 

gözlenirken spermatogoniumlarda boyanma çoğunlukla zayıf veya orta şiddetteydi. Sertoli 

hücrelerinin yer yer zayıf ve Leydig hücrelerinin de zayıf-orta şiddette immünoreaktivite 

gösterdiği izlendi. NF-kB immünoreaktivitesi kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, 

istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığı görüldü (P<0.001, Şekil 28-30). MTX+CMN 

grubu seminifer tübül kesiti incelendiğinde ise, NF-kB immünoreaktivitesi MTX grubu ile 

karşılaştırıldığında belirgin oranda (P<0.001) azalmıştı. Boyanma, primer spermatositlerde 

orta derecede devam etmekteyken spermatid ve spermatogoniumlarda çoğunlukla zayıf 

şiddette gözlendi. Leydig hücrelerinde zayıf şiddette boyanmaya rastlanırken, Sertoli 

hücrelerinde boyanma gözlenmedi (Tablo 4, Şekil 31-33). Negatif kontrolde de herhangi bir 

boyanmaya rastlanmadı (Şekil 34). 

f-p38 MAPK immünopozitif boyanma bulguları: Testis seminifer tübül kesitlerinde 

f-p38 MAPK immünopozitif boyanma, AEC kromojen ile kırmızı renkte nükleer boyanma 

karakteri gösterdi. Kontrol grubu testis seminifer tübül kesitlerinde boyanma zayıf şiddette 

bazı seminifer tübüllerde spermatogonium ve Sertoli hücrelerinde gözlenirken, çoğu tübülde 

ise, primer spermatositlerde izlendi (Şekil 35). MTX grubu seminifer tübül kesiti 

incelendiğinde, benzer boyanma paterni güçlü şidette görülürken immünopozitif hücre sayısı 

anlamlı olarak artmıştı (P<0.001, Şekil 36). MTX+CMN grubunda da, artmış olan f-p38 

MAPK immünopozitif hücre sayısında anlamlı bir azalmanın olduğu tespit edildi (P<0.001, 

Tablo 4, Şekil 37). Negatif kontrolde de herhangi bir boyanmaya rastlanmadı (Şekil 38). 

 

Tablo 4. Kontrol ve deney gruplarının NF-kB immünoreaktivitesi ve f-p38 MAPK 

indeksinin karşılaştırılması 

Parametre Kontrol  

(n=6) 

Metotreksat  

(n=6) 

Metotreksat+Curcumin 

(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*,† 

Değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. 
*P<0.05 kontrol ile karşılaştırıldığında 
**P<0.001 kontrol ile karşılaştırıldığında 
†P<0.001 metotreksat ile karşılaştırıldığında 
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Şekil 13. Kontrol grubuna ait testis kesitinde normal yapıda tunika albuginea (ok), 

spermatogenezin farklı aşamalarında olan seminifer tübüller (yıldız) ve interstisyel 

saha (ok başı) gözlenmektedir. H+E, x100. 

 

 

Şekil 14. Kontrol grubuna ait testis kesitinde spermatogenezin aktif olduğu, düzgün sınırlara 

sahip, normal yapıda seminifer tübüller (yıldız) ve aralarında yer alan interstisyel alan 

(ok başı) izlenmektedir. H+E, x200. 
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Şekil 15. Kontrol grubuna ait testis kesitinde spermatogenezin aktif olduğu, düzenli yerleşime 

sahip germinal seri hücreleri (GSH) ile Sertoli hücrelerinin (SH) yer aldığı normal 

yapıda bir seminifer tübül (yıldız) ve interstisyel alanın bir kısmı (ok başı) 

görülmektedir. Tübüllerin etrafında myoid hücreler (My) iğ şeklindeki nükleusları ile 

dikkati çekmektedir. H+E, x400. 

 

 

Şekil 16. Kontrol grubuna ait testis kesitinde normal yapıda seminifer tübüllerde primer 

spermatositler (PS) belirgin bir şekilde gözlenirken, tübüllerden birinde primer 

spermatositlerin bölünme aşamasında (ok) olduğu dikkati çekmektedir ve interstisyel 

alanda Leydig hücreleri (ok başı) görülmektedir. H+E, x400. 

 



39 

 

 

Şekil 17. Metotreksat grubuna ait testis kesitinde yapısı değişmemiş tunika albuginea (ok), çapları 

küçülmüş, hasarlanmış seminifer tübüller (yıldız) ve aralarında genişlemiş interstisyel 

saha (ok başı) dikkati çekmektedir. H+E, x100. 

 

 

Şekil 18. Metotreksat grubuna ait testis kesitinde germinal seri hücreleri arasında vakuolizasyon 

veya ayrılmanın meydana geldiği seminifer tübüllerin lümenlerinde dökülmüş immatür 

hücrelerin bulunduğu (yıldız) göze çarpmaktadır. Ek olarak, interstisyel alanda 

genişleme (ok başı) görülmektedir. H+E, x100. 
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Şekil 19. Metotreksat grubuna ait testis kesitinde germinal seri hücrelerinin disorganize bir 

şekilde yerleştiği ve hücreler arasında vakuolizasyon (V) ile lümenlerinde dökülmüş 

immatür hücrelerin bulunduğu (yıldız) seminifer tübüller yer almaktadır. Ek olarak, 

interstisyel alanda genişleme (ok başı) ve düzensizlik ile hücre kayıpları görülmektedir. 

H+E, x200. 

 

 

Şekil 20. Metotreksat grubuna ait testis kesitinde germinal seri hücrelerinin disorganize bir 

şekilde yerleştiği ve hücreler arasında vakuolizasyon (V) ile lümenlerinde dökülmüş 

immatür hücrelerin bulunduğu (yıldız)  seminifer tübüller yer almaktadır. Tübüllerden 

birinde bazal laminada ayrılma (ok) dikkati çekmektedir. Ek olarak, interstisyel 

alanda genişleme (ok başı) ve düzensizlik ile hücre kayıpları görülmektedir. H+E, x200. 
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Şekil 21. Metotreksat grubuna ait seminifer tübülden geçen kesitte germinal seri hücrelerinin 

disorganize bir şekilde yerleştiği ve hücreler arasında vakuolizasyon (V) ile lümeninde 

dökülmüş immatür hücrelerin bulunduğu (yıldız)  gözlenmektedir. H+E, x400. 

 

 

Şekil 22. Metotreksat+Curcumin grubuna ait testis kesitinde normal yapıda tunika albuginea (ok) 

ile normal ya da normale yakın seminifer tübüller (yıldız) ve interstisyel saha (ok başı) 

gözlenmektedir. H+E, x100. 
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Şekil 23. Metotreksat+Curcumin grubuna ait testis kesitinde normal seminifer tübüller yanında 

lümene dökülmüş immatür hücrelerin yer aldığı ve ayrılmanın meydana geldiği 

seminifer tübüller (yıldız) de az sayıda göze çarpmaktadır. İnterstisyel sahada 

genişlemeler (ok başı) azalmış olarak gözlenmektedir. H+E, x100. 

 

 

Şekil 24. Metotreksat+Curcumin grubuna ait testis kesitinde normal ve spermatogenezin aktif 

olduğu seminifer tübüller yanında lümene dökülmüş immatür hücrelerin yer aldığı bir 

(yıldız) ve ayrılmanın meydana geldiği bir seminifer tübül (ok) görülmektedir. 

İnterstisyel sahada genişleme (ok başı) azalmış olarak gözlenmektedir. H+E, x200. 
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Şekil 25. Metotreksat+Curcumin grubuna ait iki seminifer tübülden geçen kesitte birinin 

lümeninde dökülmüş immatür hücrelerin bulunduğu (yıldız) ve diğerinde ise 

spermatogenezin aktif olduğu görülmektedir. H+E, x400. 

 

 

Şekil 26. Kontrol grubuna ait testis kesitinde zayıf immünoreaktivite gösteren primer 

spermatositler ve spermatidlerin bulunduğu seminifer tübüller (yıldız) 

gözlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zıt boyaması, x200. 
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Şekil 27. Kontrol grubuna ait seminifer tübülde zayıf immünoreaktivite gösteren primer 

spermatositler (PS) belirgin bir şekilde gözlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zıt 

boyaması, x400. 

 

 

Şekil 28. Metotreksat grubuna ait olgunlaşmamış hücrelerin lümene döküldüğü üç seminifer 

tübülde (yıldız) güçlü immünoreaktivite gösteren primer spermatositler ve 

spermatidler gözlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zıt boyaması, x200. 



45 

 

 

Şekil 29. Şekil 28’de yer alan seminifer tübüllerden biri büyük büyütmede incelendiğinde, güçlü 

immünoreaktivite gösteren primer spermatositler (PS) ve spermatidler (S) 

gözlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zıt boyaması, x400. 

 

 

Şekil 30. Metotreksat grubuna ait seminifer tübülde güçlü immünoreaktivite gösteren primer 

spermatositler (PS) ve spermatidler (S) ile orta derecede immünoreaktivite gösteren 

Leydig hücresi (LH) gözlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zıt boyaması, x400. 
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Şekil 31. Metotreksat+Curcumin grubuna ait testis kesitinde lümenine olgunlaşmamış hücrelerin 

döküldüğü seminifer tübüllerde (yıldız) orta derecede immünoreaktivite gösteren 

primer spermatositler ve zayıf derecede immünoreaktivite gösteren spermatidler 

gözlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zıt boyaması, x200. 

 

 

Şekil 32. Şekil 31’de yer alan seminifer tübüllerden (yıldız) biri büyük büyütmede incelendiğinde, 

lümenine olgunlaşmamış hücrelerin döküldüğü, orta derecede immünoreaktivite 

gösteren primer spermatositler ve zayıf derecede immünoreaktivite gösteren 

spermatidler görülmektedir. NF-kB, hematoksilen zıt boyaması, x400. 
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Şekil 33. Metotreksat+Curcumin grubuna ait seminifer tübülde orta derecede immünoreaktivite 

gösteren primer spermatositler (PS) ve zayıf derecede immünoreaktivite gösteren 

spermatidler (S) ile Leydig hücreleri (LH) gözlenmektedir. NF-kB, hematoksilen zıt 

boyaması, x400. 

 

 

Şekil 34. Testis kesitinde seminifer tübülün NF-kB için negatif boyanması gözlenmektedir. 

Negatif, hematoksilen zıt boyaması, x400 
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Şekil 35. Kontrol grubuna ait seminifer tübülde zayıf şiddette immünopozitif boyanan primer 

spermatositler (PS) gözlenmektedir. f-p38 MAPK, hematoksilen zıt boyaması, x400. 

 

 

Şekil 36. Metotreksat grubuna ait seminifer tübülde güçlü immünopozitif boyanan primer 

spermatositler (PS) gözlenmektedir. f-p38 MAPK, hematoksilen zıt boyaması, x400. 
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Şekil 37. Metotreksat+Curcumin grubuna ait seminifer tübülde orta derecede immünopozitif 

boyanma gösteren primer spermatositler (PS) gözlenmektedir. f-p38 MAPK, 

hematoksilen zıt boyaması, x400. 

 

 

Şekil 38. Testis kesitinde seminifer tübülün f-p38 MAPK için negatif boyanması gözlenmektedir. 

Negatif, hematoksilen zıt boyaması, x400. 
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TARTIŞMA 

 

Kemoterapi, kanser tedavisinde kullanılan en etkili yöntemlerden birisidir, ancak kısa 

ve uzun vadede çok sayıda toksisiteye neden olmaktadır (117). Kemoterapide kullanılan 

ilaçlar diğer farmasötik ilaçlardan çok daha toksiktir ve bu ilaçların birçoğu, normal ya da 

kanserli olsun, bölünen tüm hücreler üzerine sitotoksik etki gösterir (19). Bu etkiler, ilacın 

DNA replikasyonu, tamiri, kromozom ayrılması gibi aşamalara etki etmesiyle DNA hasarı 

şeklinde ortaya çıkmaktadır (118). Yine çoğu kemoterapötik ilaç, kan-testis bariyerini geçip 

germ hücrelerinin sayısını azaltarak bu hücrelere zarar verir ya da testiküler interstisyel 

dokuda hyalinizasyon ve fibrozise neden olur. Kemoterapötiklerin spermatogenez üzerine bu 

zararlı etkileri, ilacın çeşidine, dozuna, tedavi öncesi semen kalitesine ve spermatogenetik 

siklusun evresine bağlıdır (119).   

Kemoterapide yaygın olarak kullanılan antikanser ilaçlardan bir tanesi de MTX’tir 

(19,53,120). Kanser tedavisi dışında psöriyazis ve romatoid artrit gibi malign olmayan 

hastalıkların tedavisinde de kullanılmaktadır (2). Antimetabolitler olarak bilinen ilaç 

grubunda yer alan MTX, bir folik asit antagonistidir (48,121). Sentez aşamasındaki hücreleri 

etkileyerek hücre replikasyonunda önemli bir enzim olan DHFR’ye bağlanır ve THF sentezini 

inhibe eder (19). THF; DNA, RNA ve ATP sentezi için gerekli olan bir koenzimdir. THF’nin 

inhibisyonuyla birlikte bu moleküllerin sentezi durur ve sonuçta timidilat, pürin/pirimidin 

nükleotidleri ve aminoasitlerin sentezinde azalma gerçekleşir. Bu da nükleik asit ve protein 

sentezinin engellenmesine neden olur (57). 
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Yapılan çalışmalarda, MTX’in erkek üreme sisteminde ciddi hasara yol açarak, 

spermatogenezi etkilediği, testislerdeki seminifer tübüllerin (5,19,55,122) ve Leydig 

hücrelerinin morfolojisini bozduğu (123); seminifer tübül çapı (5,19), germinal seri hücre 

çapları (19,123) ve seminifer epitel kalınlığını (50) azalttığı, buna karşın interstisyel alan 

(5,19), tübüler bazal lamina ve (5) kapsül kalınlığını arttırdığı (50), testosteron seviyesini 

düşürdüğü (19,50,124) ve sperm sayısını azaltarak anormal başlı sperm sayısını arttırdığı 

(125) gösterilmiştir. Bunlara ek olarak, seminifer tübül epitelinde çok çekirdekli dev hücrelere 

de rastlandığı bildirilen morfolojik bozukluklardandır (126). Elektron mikroskobik (EM) 

çalışmalarda spermatosit ve spermatidlerde apoptozis görülmüş ancak spermatogoniumların 

sağlam kaldığı bildirilmiştir (7). Yine başka bir EM çalışmasında da seminifer tübüllerin 

bazal laminalarında kalınlaşma ve düzensizlik olduğu, Sertoli hücreleri ile spermatogoniumlar 

arasındaki mesafenin arttığı, Sertoli hücrelerinin sitoplazmik dansite artışı ile birlikte hücre 

içinde çeşitli büyüklüklerde vakuolizasyonların görüldüğü, düz endoplazmik retikulum 

sisternalarının genişlediği ve nükleusunda heterokromatin kümeleşmenin meydana geldiği 

gösterilmiştir. Leydig hücrelerinde ise herhangi bir değişikliğe rastlanmamıştır (126). 

Literatürde, MTX’in neden olduğu testis hasarına karşı çok sayıda koruyucu maddenin 

kullanıldığı çalışmalar bulunmaktadır (5,18,19,55,127). Bu deneysel çalışmada, MTX’e bağlı 

olarak gelişen testis hasarında CMN’nin koruyucu etkisinin histolojik ve 

immünohistokimyasal olarak araştırılması amaçlandı. 

Tüm gruplarda deney öncesi ve sonrası vücut ağırlıkları ölçüldü. MTX grubunda, 

kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma olduğu belirlendi. MTX+CMN grubu MTX grubu ile 

karşılaştırıldığında, MTX grubunda görülen kilo kaybının anlamlı olarak daha az olduğu 

gözlendi. MTX grubundaki bu ağırlık kaybı, birçok çalışmayla desteklenmektedir 

(50,124,128,129). Ancak Padmanabhan ve ark.’nın (125) yaptığı bir çalışmada, 5 ve 10 

haftalık iki grup oluşturulmuş ve farelere haftada bir kez olmak üzere 5, 10, 20 ve 40 mg/kg 

MTX verilmiştir. Deneyin başında ve sonunda hayvan ağırlıkları ölçülmüş ve karşılaştırma 

yapıldığında 5 haftalık grubun hiçbir dozunda bizim çalışmamızın tersine anlamlı bir farklılık 

görülmezken, 10 haftalık grupta aynı dozlar kullanıldığında bizim çalışmamızla benzer olarak 

vücut ağırlıklarında anlamlı oranda bir azalma olduğu görülmüştür. Yine Padmanabhan ve 

ark.’nın (127) farelerle yaptığı başka bir çalışmada, 10 hafta boyunca haftada bir 20 mg/kg 

MTX verilen grupta deney sonunda vücut ağırlıkları ölçüldüğünde kontrole göre bir miktar 

azalma olduğu bulunmuştur. Ancak bu azalma anlamlı kabul edilmemiştir.  
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Deneklerden alınan testisler (sağ ve sol testis ayrı ayrı) tartıldı ve elde edilen sonuçlar 

istatistiksel olarak değerlendirildi. Değerlendirme sonucunda her üç grupta da herhangi bir 

değişiklik saptanmadı. Yine, toplam testis ağırlığı değerlendirildiğinde benzer sonuçlar tespit 

edildi. Bazı çalışmalarda toplam testis ağırlığı ölçülerek değerlendirilmiş ve bizim 

sonucumuza benzer olarak bir farklılığa rastlanmamıştır (50,125,127,128). Testis ağırlığında 

bir farklılık olmaması MTX’in testislerde seminifer tübül çapını azaltmasına karşın 

interstisyel alanda ödeme neden olmasıyla kompanse edilmiş olabilir. Ancak yapılan bir 

çalışmada, MTX verilen grupta kontrole göre anlamlı bir azalma olduğu gösterilmiştir (126).  

Toplam testis ağırlığı/toplam vücut ağırlığı oranına El-Sheikh ve ark.’nın (124) yaptığı 

çalışmada 20 mg/kg tek doz MTX verilen sıçanlarda, 9. günün sonunda bakılmış ve bu oranın 

anlamlı olarak azaldığı görülmüştür. Padmanabhan ve ark.’nın (125,127) yaptığı çalışmalarda 

ise TAİ değerlerinde bir anlamlılığa rastlanmamıştır. Bizim çalışmamızda da benzer şekilde, 

TAİ istatistiksel olarak değerlendirildiğinde bir farklılık göstermediği tespit edildi. 

Spermatogenezde önemli rol oynayan testosteron seviyelerinin MTX’e bağlı olarak 

azaldığı, yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (50,124,130). Buna karşılık, değişiklik 

olmadığını bildiren Oufi ve ark’nın (19) yaptığı bir çalışma da bulunmaktadır. Bu çalışmada, 

tek doz 20 mg/kg MTX verilen farelerde 6 hafta sonra deney sonlandırılarak testosteron 

seviyelerine bakılmış ve MTX grubunda anlamlı bir azalma olmadığı gözlenmiştir. Aynı 

zamanda Leydig hücrelerinde de bir değişikliğe rastlanmadığı bildirilmiştir. Testosteron 

seviyelerinde anlamlı bir değişiklik olmaması da buna bağlanmıştır. MTX’in testis dokusu 

üzerine olan etkisinin geri dönüşümlü olabileceği yapılan bir çalışmada bildirilmiştir (7). Bu 

bilgiler ışığında Oufi ve ark.’nın (19) yaptığı çalışmada testosteron seviyelerindeki anlamlı 

olmayan değişiklik, deney süresinin uzunluğuna bağlı olarak yan etkilerin geri dönmüş 

olabileceğini düşündürmektedir. Bizim çalışmamızda, serum testosteron seviyeleri ölçülerek 

karşılaştırıldığında, MTX grubunun kontrole göre anlamlı olarak azaldığı belirlendi. Yapılan 

bazı çalışmalarda germinal seri hücreleriyle birlikte Leydig hücrelerinin boyutlarında ve 

yapılarında değişiklik olduğu rapor edilmiştir (50,123). Testosteron seviyesindeki bu 

azalmanın, Leydig hücrelerinde bildirilen bu değişikliklere bağlı olarak meydana gelen hasar 

sonucu ortaya çıkmış olabileceği düşünüldü. 

 Çalışmamızda H+E boyanmış histolojik kesitlerde seminifer tübül çapları, seminifer 

tübül epitel kalınlığı ve interstisyel alan genişliği ölçülerek gruplar arası karşılaştırması 

yapıldı. 
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Seminifer tübül çapları ölçülüp karşılaştırıldığında, MTX grubunda kontrole göre 

anlamlı bir azalma gözlendi. Bizim çalışmamızdaki gibi tek doz 20 mg/kg MTX kullanılan 

bazı çalışmalarda da seminifer tübül çaplarının azaldığı gösterilmiştir (5,19). Günlük ve 

haftalık olarak düşük dozların uygulandığı çalışmalarda da yine seminifer tübül çaplarının 

azaldığı bununla birlikte seminifer epitelde de hasar olduğu bildirilmiştir (50,123).  

Metotreksat’ın DHFR’yi inhibe ederek etki gösterdiği bilinmektedir (53). DNA'nın 

normal sentezi için gereken başlıca enzim olan DHFR’nin inhibisyonu nedeniyle 

primer/sekonder spermatositlerin DNA replikasyonu başarısız olduktan sonra seminifer 

tübüllerin hücresel içerik miktarının anlamlı olarak değiştiği, böylece mitozda gecikme, 

anormal protein sentezi ve hücre genişlemesinin meydana geldiği, yapılan bir çalışmada 

bildirilmiştir. Yine aynı çalışmada, seminifer tübülde yer alan tüm hücrelerin ve Leydig 

hücrelerinin çapları ölçülmüş, primer/sekonder spermatositlerin ve spermatidlerin kontrole 

göre anlamlı olarak küçüldüğü, Sertoli hücrelerinde ise bir değişiklik olmadığı görülmüştür 

(123). Shrestha ve ark. da (131) MTX verdikleri sıçanların seminifer epitelinde primer 

spermatositlerin ve spermatidlerin çaplarının kontrole göre anlamlı olarak azaldığını 

bildirmişlerdir. Bizim çalışmamızda da, seminifer epitel kalınlıkları ölçülerek tüm gruplar 

karşılaştırıldığında, MTX verilen grupta kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma olduğu görüldü. Bu azalmanın, hücre çaplarının azalmasıyla ve/veya MTX’in dolaylı 

olarak yaptığı DNA hasarı nedeniyle olgunlaşmadan lümene atılan seminifer epitel 

hücrelerinin yokluğundan kaynaklanabileceği düşünüldü. Bizim sonuçlarımızla paralel olan 

bazı çalışmalar mevcuttur. Nouri ve ark.’nın (50) yaptığı bir çalışmada, 14 ve 28 gün boyunca 

haftalık 1mg/kg MTX verilen sıçanlarda seminifer epitel kalınlığı ölçüldüğünde MTX 

grubunda kontrol grubuna göre 14. ve 28. günlerde anlamlı bir azalma olduğu görülmüştür. 

Sukhotnik ve ark.’nın (122) yapmış olduğu bir çalışmada ise sıçanlarda iki farklı MTX grubu 

oluşturulmuştur. İki gruba da tek doz ip. olarak 20 mg/kg MTX verilmiştir. Bir grup 2. günde 

diğer grup 4. günde sakrifiye edilmiştir. Bu grupların seminifer epitel kalınlıkları ölçülmüş ve 

karşılaştırılmıştır. Dördüncü günde hem kontrol hem de 2. gün grubuna göre anlamlı bir 

azalma gözlenirken, 2. gün grubundaki azalma kontrole göre anlamlı bulunmamıştır. 

Seminifer tübül çap ve epitel kalınlığının birlikte azalması, seminifer epitelde yer alan hücre 

çaplarının azalması ve hasarı sonucu ortaya çıkan, birbiriyle bağlantılı olabilecek parametreler 

olarak değerlendirildi. 

Seminifer tübül çap ve epitel kalınlığına ek olarak, interstisyel alan genişlikleri de 

ölçülerek karşılaştırıldığında, MTX grubunda anlamlı bir artış olduğu saptandı. Oufi ve 
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ark.’nın (19) yaptığı çalışmada bu bulguyla paralel olarak, MTX grubunda interstisyel alan 

genişliğinde artış olduğu rapor edilmiştir. Bir başka çalışmada da benzer şekilde, 

araştırmacılar tarafından 17 gün boyunca her gün 12,5 mikrogram MTX verilen sıçanların 

histolojik kesitlerinde interstisyel alan ölçüldüğünde anlamlı bir artış olduğu bildirilmiştir 

(123).  Nouri ve ark.’nın (50) yaptığı bir çalışmada ise, 14 ve 28 gün boyunca haftalık 1mg/kg 

MTX verilen sıçanlarda interstisyel alan ölçüldüğünde 14. günde anlamlı bir değişiklik 

gözlenmezken 28. günde MTX grubunda intersitisyel alan genişliğinin anlamlı olarak arttığı 

bildirilmiştir.  

Seminifer tübüllerin histolojik yapı değişiklikleri değerlendirildiğinde, normal, ayrılan, 

dökülen ve vakuolize seminifer tübüllerin sayıları belirlenerek gruplar arasında istatistiksel 

olarak karşılaştırıldı. MTX grubunda, normal seminifer tübüllerin kontrole göre istatistiksel 

olarak anlamlı derecede azaldığı, ayrılan, dökülen ve vakuolize seminifer tübüllerin ise 

istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığı saptandı. Padmanabhan ve ark.’nın (125,127) 

yaptığı çalışmalar da bizim bu sonuçlarımızı doğrulamaktadır. 

Metotreksat’ın testiste yaptığı histolojik hasarlar, birçok çalışmayla benzer olarak 

(5,6,7), seminifer tübüllerde organizasyon bozukluğu, tübül lümenine dökülen henüz 

olgunlaşmamış seminifer epitel hücreleri, tübüllerde yer yer vakuolizasyon, tübüller arası 

interstisyel alanda artış ile birlikte ödem ve hücre kayıpları, bazal laminada ondülasyon 

şeklinde gözlendi. Sertoli hücrelerinde bir değişiklik görülmedi ve interstisyel alanda da 

inflamatuvar hücre artışına rastlanmadı.  

Metotreksat+Curcumin grubunda, MTX grubuna göre sağ ve sol testis, toplam testis 

ağırlıkları ve TAİ değerlerinde bir fark görülmedi. Serum testosteron seviyeleri, seminifer 

tübül çapı ve seminifer epitel kalınlığı MTX grubu ile karşılaştırıldığında, anlamlı olarak daha 

yüksek olduğu, interstisyel alan genişliğinin ise daha az olduğu belirlendi. Kontrol grubunda 

seminifer tübüllerin normal yapıda olduğu gözlenirken, MTX’in yan etkilerini azaltmak 

amacıyla CMN verilen grupta, bazı tübüllerde dökülme, ayrılma, vakuolizasyon gibi hasarlara 

rastlansa da MTX grubuna göre oldukça normal bir yapıya sahip olduğu gözlendi.  

Curcumin, Curcuma longa bitkisinin kökünden elde edilen (76) antioksidan, 

antikanserojen, antiinflamatuvar (132,133,72) aktiviteleri çeşitli çalışmalarda bildirilmiş olan 

ve baharat olarak ta kullanılan (72,76) bir bitkidir. Malignitelere karşı olan kemopreventif 

özelliği de ayrı bir ilgi konusu olmuştur (72). CMN’nin MTX’in testis ve testis dışı dokularda 

yan etkilerini azalttığına dair bazı çalışmalar yapılmıştır (129,134,135). Başka ajanlarla 
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oluşturulan testis hasarı üzerine olan koruyucu etkisi de çok sayıda araştırmacı tarafından 

bildirilmiştir (23,46,136,137). 

Çalışmamızda ayrıca testiste NF-kB immünoreaktivitesi ve f-p38 MAPK 

immünopozitif boyanması incelendi. NF-kB immünoreaktivitesi, MTX grubunda özellikle 

primer spermatositlerde güçlü, spermatidlerde güçlü-orta şiddette gözlendi. 

Spermatogoniumlarda ise zayıf-orta şiddetteydi. Sertoli hücrelerinin de yer yer zayıf şiddette 

immünoreaktivite gösterdiği görüldü. f-p38 MAPK immünopozitif boyanması MTX 

grubunda değerlendirildiğinde, boyanma bazı seminifer tübüllerde spermatogonium ve Sertoli 

hücrelerinde gözlenirken, çoğu seminifer tübülde primer spermatositlerde izlendi. 

MTX+CMN grubunda, NF-kB immünoreaktivitesi ve f-p38 immünopozitif boyanan hücre 

sayısının MTX grubuna göre anlamlı olarak daha düşük olduğu görüldü. MTX ile yapılan 

testis hasarında NF-kB aktivasyon artışı, daha önce gösterilmiştir (124). Yine, bizim 

çalışmamızdaki p38 immünoreaktivite artışıyla uyumlu olarak, Kim ve ark.’nın (11) yaptığı 

bronşiyal hücre kültürü çalışmasında MTX, p38 MAPK sinyal artışına neden olmuştur. NF-

kB ve p38 MAPK sinyal artışı MTX dışındaki testis hasarlarında da bildirilmiştir (23). 

Nükleer faktör-kappa B, inflamatuvar ve doğuştan gelen bağışıklık cevapları da dahil 

olmak üzere bilinen bir dizi spesifik transkripsiyon faktörüdür (101). NF-kB, ilk olarak B 

hücrelerinde immünglobulin kappa hafif zincirini arttırıcı bir diziye bağlı olan bir protein 

olarak tespit edilmiştir (102,103). Bu dimerik transkripsiyon faktörü, stres cevapları, 

inflamasyon ve programlanmış hücre ölümüyle (apoptozis) alakalı genlerin büyük çeşitliliğini 

aktive edebilen farklı üyelerden oluşmaktadır (102). 

p38 MAPK, inflamatuvar cevapta önemli rol oynayan yaygın ve yüksek oranda 

korunmuş bir proteindir (8,92). Oksidatif stresi de içeren çeşitli hücresel stresler ile aktive 

olabilen ve sonuçta hücrede serbest oksijen radikallerinin artmasına yol açan bir kinazdır. 

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

van’t Land ve ark.’nın (16) intestinal sıçan hücre serilerinde yapmış olduğu çalışmada, 

MTX kaynaklı NF-kB aktivasyonunun CMN ile azaltılabileceği bildirilmiştir. Camacho-

Barquero ve ark.’nın (25) yaptığı bir kolit çalışmasında ise CMN’nin kolonda f-p38 sinyalini 

azalttığı görülmüştür. Bizim çalışmamızda da CMN’nin MTX grubuyla karşılaştırıldığında 

belirgin olarak NF-kB ve p38 MAPK aktivasyonlarını azalttığı tespit edildi. 
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Birçok alanda yaygın olarak kullanılan MTX’in neden olduğu testis hasarını, değişik 

alanlarda koruyucu etkisi kanıtlanmış olan CMN’nin, çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlar 

doğrultusunda azaltabileceği ve dolayısıyla erkekte infertilite tedavisine katkı 

sağlayabileceğini düşünmekteyiz.  
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SONUÇLAR 

 

Metotreksat’ın neden olduğu testis hasarına karşı koruyucu etkileri olduğu düşünülen 

CMN’nin etkinliğinin histolojik ve immünohistokimyasal olarak gösterilmesinin amaçlandığı 

bu çalışmada; aynı biyolojik ve fizyolojik koşullar altında tutulan Wistar albino erkek 

sıçanlardan, kontrol grubu (n=6), MTX grubu (n=6) ve MTX+CMN grubu (n=6) olmak üzere 

üç farklı grup oluşturuldu ve denekler CMN son dozundan 24 saat sonra anestezi altında 

sakrifiye edildi. 

Her üç grubunun bulguları birbiri ile karşılaştırıldığında; 

1. Vücut ağırlıklarının MTX grubunda kontrole göre anlamlı olarak azaldığı, 

MTX+CMN grubunda ise MTX grubuna göre vücut ağırlıklarındaki düşüşte anlamlı 

bir azalma tespit edildi. 

2. Testis ağırlıklarında ve testis ağırlık indekslerinde (TAİ) bir değişiklik saptanmadı. 

3. Seminifer tübül çap ve epitel kalınlığının kontrole göre MTX grubunda anlamlı olarak 

azalırken, interstisyel alan genişliğinin arttığı, MTX+CMN grubunda ise, MTX’e göre 

seminifer tübül çap ve epitel kalınlığı azalmasında anlamlı bir artış olurken, 

interstisyel alan genişliği artışında da anlamlı bir azalma tespit edildi. 

4. Serum testosteron seviyeleri karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre MTX grubunda 

anlamlı olarak azaldığı, MTX+CMN grubu MTX grubu ile karşılaştırıldığında ise, bu 

azalmanın anlamlı olarak artış gösterdiği saptandı. 
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5. Seminifer tübül histolojik hasar skoru yapıldı ve kontrol grubuna göre MTX grubunda 

ayrılma, dökülme ve vakuolizasyon gösteren histolojik olarak hasarlı seminifer tübül 

sayısının arttığı, MTX+CMN grubunda MTX grubuna göre bu hasarlı tübül sayısı 

artışının anlamlı olarak azaldığı belirlendi. 

6. NF-kB immünoreaktivitesi ve f-p38 immünopozitif hücre sayısının MTX grubunda 

kontrole göre anlamlı bir artış gösterdiği, MTX+CMN grubunda ise bu artışın MTX 

grubuna göre anlamlı olarak azaldığı tespit edildi. 

Sonuç olarak, MTX uygulamasından önce verilen CMN’nin MTX’in oluşturduğu 

testis hasarını azaltmada NF-kB ve p38 MAPK sinyal yolları üzerinden etkili 

olabileceği, dolayısıyla klinikte yaygın olarak kullanılan bir antimetabolit olan 

MTX’in kullanılması durumunda tedaviye CMN eklenmesinin yararlı olabileceği 

kanısına varıldı. 
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ÖZET 

 

 Metotreksat (MTX), kemik iliği, bağırsak mukozası, gonadlar gibi yüksek çoğalma 

gücüne sahip dokular üzerine yan etkileri olan ve yaygın kullanılan kemoterapötik bir ajandır. 

Bu çalışmada MTX’in yol açtığı testis hasarına karşı curcumin (CMN)’nin koruyucu etkisinin 

araştırılması amaçlandı. 

 Onsekiz adet Wistar albino erkek sıçan herbirinde altı adet olacak şekilde 3 gruba 

ayrıldı. Kontrol grubuna intragastrik (ig.) yolla 14 gün boyunca dimetilsülfoksit (DMSO, 

CMN ile eşit hacimde); 2. gruba, intraperitoneal (ip.) olarak 11. gün tek doz MTX (20 

mg/kg); 3. gruba, ig. yol ile 14 gün boyunca CMN (100 mg/kg/gün, DMSO içinde çözülerek) 

ve ek olarak yine 3. gruba, ip. olarak 11. günde tek doz MTX (20 mg/kg) verildi ve CMN son 

dozundan 24 saat sonra sakrifiye edilerek testis dokuları histolojik ve immünohistokimyasal 

olarak çalışıldı. İntrakardiak ponksiyon yoluyla kan örnekleri alınarak serumda total 

testosteron değerleri saptandı. Deneklerin vücut ve testis ağırlıkları ölçülerek testis 

ağırlığı/vücut ağırlığı oranı hesaplandı. Ek olarak, testis dokularında seminifer tübül çap ve 

epitel kalınlığı ile interstisyel alan genişliği ölçüldü. 

 Hayvan ağırlıkları, serum testosteron seviyeleri, seminifer tübül çap ve epitel 

kalınlığının MTX grubunda kontrole göre anlamlı olarak azaldığı, testis ağırlıklarında ve 

testis ağırlığı/vücut ağırlığı oranında bir değişiklik olmadığı, histolojik olarak hasarlı 

seminifer tübül sayısının ve interstisyel alan genişliğinin anlamlı olarak arttığı görüldü. Buna 

ek olarak, NF-kB immünoreaktivitesi ve p38 MAPK immünopozitif hücre sayısında kontrole 

göre bir artış olduğu saptandı. 
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 Curcumin, MTX’in neden olduğu vücut ağırlıkları, serum testosteron seviyeleri, 

seminifer tübül çap ve epitel kalınlığındaki azalmayı önlerken, histolojik olarak hasarlı 

seminifer tübül sayısı ve interstisyel alan genişlik artışını anlamlı olarak azalttı. Bundan 

başka, artmış olan NF-kB immünoreaktivitesi ve f-p38 MAPK immünopozitif hücre sayısında 

azalmaya neden oldu. 

 Sonuç olarak, CMN’nin MTX’in neden olduğu testis hasarını NF-kB ve p38 MAPK 

yolu üzerinden etki göstererek azaltabileceği kanısındayız. 

 

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Curcumin, Testis, Nükleer faktör-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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