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OZET

SICAN TESTiSINDE METOTREKSATIN YAPTIGI HASARA KARSI VITAMIN
VE L-KARNITIN'IN ETKISi

Kanser tedavisinde kullanilan MTX; kemik iligi, GIS mukozasi ve seminifer tiibiiller
gibi hizli boliinen hiicreler iceren doku ve organlarda akut toksik yan etkilere yol agar. Biz bu
calismada MTX’in sican testislerinde yaptigi hasarlar iizerine E vitamini ve L-karnitininin

koruyucu etkisini arastirdik.

Bu calismada siganlar biri kontrol grubu olmak iizere 4 gruba ayrildi. Hayvanlara 17
giin siiren deney boyunca intraperitoneal yoldan E vitamini (250 mg/kg/giin), L-karnitine (500
mg/kg/giin) veya plasebo verildi. Kontrol haricindeki gruplara, deneyin 3. ve 10. giinii

intraperitoneal yolla 20 mg/kg metotreksat yapildi.

Sadece metotreksat verilen gruptaki hayvanlarda kilo kaybi, testislerde agirlik kayb1 ve
onemli histolojik hasarlar, malondialdehit degerlerinde yiikselme ve siiperoksit dismutaz
degerlerinde diisme gozlendi. E vitamini ve L-karnitin metotreksatin sebep oldugu kilo kaybi
ve testis agirhigindaki diisiisleri etkilemezken, metotreksatin yol agtigi testisdeki histolojik
hasarlar1 azalttilar. E vitamini ve L-karnitin verilen gruplarda malondialdehit degerlerinde
yilkselme ve siiperoksit dismutaz degerlerinde diisme, MTX grubundaki degerlere gore

anlaml1 derecede azalmisti.

Anahtar kelimeler: Testis, metotreksat, E vitamini, L-karnitin, si¢can



ABSTRACT

EFFECTS OF VITAMIN E AND L-CARNITINE AGAINST METHOTREXATE-
INDUCED INJURY IN RAT TESTIS

Methotrexate (MTX), used commonly as an anti-metabolite drug in cancer therapy,
leads to acute toxic side effects in rapidly divided cells containing tissue or organs such as
bone marrow, gastrointestinal mucosa, and seminiferous tubules. In this study, we
investigated the protective effects of vitamin E and L-carnitine against MTX-induced injury

1n rat testis.

In this study, rats were divided in to 4 groups including control group. Vitamin E (250
mg/kg/day), L-carnitine (500 mg/kg/day), or placebo were administered to the rats for 17
days. MTX at 20 mg/kg was given intraperitoneally at day 3 and day 10 to all rats except

controls.

Weight loss, testicular weight loss and marked histological injuries, increased
malondialdehyde and decreased superoxide dismutase levels were observed in only MTX-
treated group. Vitamin E and L-carnitine treatments did not affect MTX-induced weight loss
and testicular weight loss, but these drugs inhibited the MTX-induced testicular histological
injuries. Vitamin E and L-carnitine treatments suppressed the increases in malondialdehyde

levels and decreases in superoxide dismutase levels.

In conclusion, vitamin E and L-carnitine treatments decrease the MTX-induced
testicular histological injuries, and these results are supported with biochemical

measurements.

Key words: Testes, methotrexate, vitamin E, L-carnitine, rat
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SIMGE VE KISALTMALAR
ALL: Akut lenfoblastik 16semi
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GIS: Gastrointestinal sistem
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1. GIRIS

Bir folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX); losemi ve diger malignitelerde
sitotoksik bir ajan olarak ve diisiik dozlarda da psoriazis ve romatoid artrit gibi inflamatuar
hastaliklarda yaygin olarak kullanilmaktadir (1, 2). Kanser tedavisinde kullanilan MTX’in
yiiksek proliferasyona sahip dokular iizerinde akut toksik yan etkilere neden oldugu
bilinmektedir. MTX etkisine 6zellikle duyarli olan hiicreler; kemik iligi, GIS mukozasi, kil
kokleri ve spermatogonik hiicreler gibi hizli boliinen hiicrelerdir. MTX tedavisinde gonadal
hasar yaygin olarak goriilmesine ragmen, antikanser ilaglarinin bu yan etkisi diger yan
etkilerine gore daha az arastirilmistir (3, 4).

Yapilan calismalar MTX’in, antioksidan enzim sisteminin etkinligini azaltarak,
hiicreleri reaktif oksijen partikiillerine karsi hassas duruma getirip hasara neden oldugunu
gostermektedir. Oksidatif stres testis seminifer tiibiillerinde hasara ve germ hiicrelerinde
azalmaya yol acmaktadir (5). Bundan dolayr antioksidanlar oksidatif strese karsi testis
dokusunun korunmasina yardim edebilir.

Diger antioksidanlar gibi Vitamin E’de, oksijen radikallerinin hiicre membrani
lipitlerine kars1 baslattiklar1 oksidatif reaksiyonu, antioksidan etkileriyle onler ve bu yolla
hiicrede koruyucu etkinlik gosterir (6).

Giiniimiizde yag yakici etkisinden dolayr baglica zayiflama amaciyla kullanilan L-
Karnitinin (L-carnitine), sperm kalitesini arttirdigr bildirilmistir. Erkeklerde baslica
epididimiste iiretilen karnitin hem kalitatif hem de kantitatif olarak sperm motilitesini ve diger

sperm parametrelerini etkileyerek fertilizasyon sansini yiikseltmektedir (7).



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Testis

2.1.1. Testis Histolojisi:

Erkek ilireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten olugsmustur
(8,9, 10). Testisler erkekte temel lireme organi olup, testis torbasi (skrotum) i¢inde yer alirlar
(9,10). Skrotum, perinede yer alan, icinde testisleri ve epididimisleri barindiran kutaneoz
fibromiiskiiler bir torbadir. Erken fetal donemde, karin boslugunda bobreklere yakin olarak
yer alan testisler, fetiis gelistikce asagiya dogru hareket ederek (descensus) dogumdan hemen
once inguinal kanal araciligr ile skrotuma inerler. Testislerin normal fonksiyonlarini
yapabilmeleri i¢in, karin boslugundan skrotuma inmeleri zorunludur. Ciinkii testislerin normal
fonksiyon goérebilmeleri (Or: spermatazoon iiretebilmeleri) icin descensus ve skrotum icinde
bulunmas1 gerekir (9). Testisin baslica gorevlerinden ikisi, hormon ve spermatozoonlari
tiretmektir. Testis, tunika albuginea denilen kalin kollejenaz bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilidir.
Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testisi olusturur. Burada
bezin i¢ine giren fibroz septumlar bu yapiy1 testikiiler lobiiller denilen yaklasik 250 adet
primidal bolmeye ayirirlar. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 seminfer tiibiil yer
alir. Bu bag dokusunda bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler ve interstisyel (leydig)
hiicreler bulunur. Seminifer tiibiiller erkek tireme hiicreleri olan spermatozoonlar: iiretirler.
Interstisyel hiicreler testikiiler androjenleri salgilarlar.

Her bir seminifer tiibiil yaklagik 150-250 um capinda ve 30-70 cm uzunluktadir, karmasik
yapida ¢ok katl epitel ile doselidir. Her tiibiil sonlanirken liimen daralir ve diiz tiibiiller ya da
tubuli rekti adiyla bilinen kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer
tiibiillerin rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini
saglar (8). Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete testis, 10-20 duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismina baglanmistir. Seminifer tiibiiller fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir
bazal lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii
saran fibroz tunika propria



birka¢ fibroblast katmanindan olugsmustur. Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en
icteki katman diiz kas 6zelligi gosteren yassilasmis miyoid hiicrelerden olusur. Epitel iki tip
hiicreden meydana gelmektedir; Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenik seriyi
olusturan hiicreler. Spermatagonik seri hiicreleri, bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini
dolduracak 4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler birka¢ boliinmeden sonra
farklilasir ve spermatazoonlari olustururlar. Bunlar erkek germ hiicrelerinin siirekli

farklilagsma siirecindeki cesitli evrelerde bulunabilirler (8).

2.1.1.1. Spermatogenez:

Spermatazoa seminifer tiibiillerde olusur. Seminifer tiibiillerin liimeninden tabanina
dogru, spermatogenezin ¢esitli evrelerinde farkli hiicreler bulunmaktadir. Tiibiiliin ¢evresini
saran seroz zara dayanan, en tabandaki hiicreler spermatogonialardir (11).

Baslangictan bitise kadar spermatogenez olarak adlandirilan bu olay ii¢ faza ayrilabilir;
spermatositogenez olarak adlandirilan evrede spermatogonyumlarin boliinmeleri sonucunda
olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelir.

Spermatositler ardi ardina iki boliinme (mayoz boliinme) gecirerek kromozom sayilarini
ve DNA miktarlarin1 esit olarak her hiicrede yariya diisiirerek spermatidleri olustururlar.
Spermatidlerin 6zenli bir hiicre farklilagsma siireci gecirerek spermatozoonlart olusturdugu
safha spermiyogenezdir.

Spermatogenez, bazal laminanin hemen iistiine yerlesmis bir germ hiicresi olan,
spermatogonyum ile baglar. Bu yaklasik 12 pum ¢apinda, nispeten kiiciik bir hiicredir. Seksiiel
olgunlagsmada bu hiicreler bir seri mitoz gegirirler ve yeni olusan hiicreler iki yol izleyebilir;
bir ya da daha fazla mitotik boliinmeden sonra farklilasmamis kok hiicreler olan tip A
spermatogonyumlar olarak devam ederler ya da siiregelen mitotik sikluslar boyunca
farklilagsarak tip B spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip A spermatogonyumlar
spermatogenik serinin kok hiicreleridir. Tip B spermatogonyumlar ise primer spermatositlere
farklilasan Onciil (progenitor) hiicrelerdir. Birinci mayotik bdliinmeden sonra sekonder
spermatositler denilen ve yalnizca 23 kromozom iceren daha kiiciik hiicreler olusur. Daha
sonra bu hiicreler ikinci mayotik boliinmeye girerek 23 kromozom igeren spermatidleri
olusturur (8). Spermatitlerde spermatozoaya olgunlasirlar. Tek bir spermatogonyumun

boliinmesi ve olgunlasmasi sirasinda, bundan



olusan yavrular gec spermatid doneme kadar sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagl
olarak bulunurlar. Bu durum goriiniirde her bir germ hiicresi klonunun es zamanli olarak
farklilagmasini saglamaktadir. Spermatidler spermiyogenez olarak adlandirdigimiz bir
farklilasma siireci gegirirler. Bu siirecte akrozom olusur, niikleus yogunlasir ve uzar,
flagellum gelisir ve sitoplazmanin ¢ogu kaybolur. Sonucta seminifer tiibiiliin liimenine salinan
olgun spermatozoon meydana gelir.

Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya cikan hiicreler tamamen ayrilmaz ve
sitoplazmik kopriilerle birbirlerine baglhh kalirlar. Bu kopriiler her primer ve sekonder
spermatositle spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin
vermesi sebebiyle bu kopriiler spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda
onemli bir rol oynamaktadir. Spermatogenez siiresi tamamlandiginda sitoplazma ve
sitoplazmik kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma
olur. Tek bir spermatogonyumdan olusan tahmini spermatid sayis1 512°dir. Bu diizenli
spermatogenez siireci boyunca insanlarda primitif bir germ hiicresinden olgun bir spermin
olusmasi ortalama 64 giinde gerceklesmektedir. Spermatogenez, es zamanli ya da es giidiimlii
olarak her seminifer tiibiilde ayn1 anda

gerceklesmez, bu olay dalgalanma bi¢iminde olur (8,12).

2.1.1.2. Sertoli Hiicreleri:

Sertoli hiicreleri bazal membrandan tiibiil liimenine dogru uzanan oldukga biiyiik hiicrelerdir
ve germ hiicrelerinin gelisimi i¢in oldukca onemlidir. Sertoli hiicreleri spermotogenik serideki
hiicreleri kismi olarak saran uzamig piramidal hiicrelerdir. Isik mikroskobunda, bu hiicrelerin
sinirlari belirsiz olarak goriiliir, ¢iinkii bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini cevreleyen ¢ok
sayida lateral uzantilar1 vardir. Elektron mikroskobu ile yapilan calismalarda hiicrelerin bol
miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar kaba endoplazmik retikulum, iyi gelismis
golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri ile lizozom icerdigi gosterilmistir (8). Siklikla
icgen biciminde olan uzamis nukleusta ¢ok sayida kivrilmalar, belirgin bir nukleolus ve az
miktarda heterokromatin goriiliir. Sertoli hiicreleri birbirleriyle bazal ve yan bolgelerde tight
junction denilen siki1 baglantilarla birlesmislerdir. Bu spermatogonyumlar i¢ine kanda bulunan
materyallerin serbestce girebildigi bazal kompartmanda yerlesirler. Spermatogenez sirasinda

spermatogonyum serisi, bu baglantilardan bir yolunu bulup



gecerek adluminal kompartmana cikarlar. Burada spermatogenezin daha ileri sathalari,
kandan gelen {iiriinlerden bir kan-testis bariyeri ile korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilar ile olusturulur. Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin
apikal ve lateral kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin flagellar
kuyruklar1 gelistikce bunlar Sertoli hiicrelerinin apikal uclarindan ¢ikan piiskiiller seklindeki
cikintilar halinde goriiliirler. Sertoli hiicreleri sik1 baglantilar (gap junction) denilen temaslarla

hiicreler arasi iyonik ve kimyasal aligveris yaparlar.

Sertoli hiicrelerinin en az dort onemli fonksiyonu vardir:

1- Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmelerinin
diizenlenmesi: Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan testis bariyeri ile kan
desteginden izole edildigi ic¢in, bu spermatogenik hiicreler besin maddelerinin ve
metabolitlerin alip verilmesinde Sertoli hiicrelerinin araciligina muhtactirlar.

2- Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda spermatidlerin fazla sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde dokiiliir. Bu sitoplazmik pargaciklar Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar
tarafindan yikilirlar.

3- Sekresyon: Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve sperm transportunu da saglayan bir sivi salgilarlar. Androjen baglayici
protein (ABP) sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan FSH ve testosteron kontrolii altinda
gerceklestirilir. Bu protein, seminifer tiibiil i¢inde spermatogenez icin gerekli olan
testosteronun yogunlasmasini saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu 6Ostradiyol haline
cevirebilirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini
onleyen inhibin adi verilen bir peptid salgilar.

4- Anti-Miillerian Hormon {iiretimi: bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek
fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir.
Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallardan koken alan yapilarin gelismesini saglar.

Sertoli hiicreleri lireme periyodu siiresince boliinmezler. Bunlar 6zellikle enfeksiyon,
kotii beslenme, x-151m1 1s1inimi gibi olumsuz kosullara karsi oldukc¢a dayaniklidirlar ve bu

zararh etkiler karsisinda spermatogenik seri hiicrelerine gore ¢cok daha direnclidirler (8,13).



2.1.1.3. interstisyel Doku:

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki bag dokusu birikintileri, sinirler, kan ve lenfatik
damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler pencerelidir ve kan proteinleri gibi
makromolekiillerin serbestce gecmesine miisade ederler. Interstisyel alandaki lenf
damarlarinin olusturdugu yogun sebeke, bu organda alinan interstisyel sivi ile lenf sivisinin
birlesimindeki benzerligi aciklamaktadir. Bag dokusu cesitli tipte hiicreler icerir. Bunlar
arasinda fibroblast, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar
bulunur. Puberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale gelir, bu yuvarlak ya da poligonal
sekilli olan ve merkezi bir nukleusu ve kiiciik lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik bir
sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Steroid salgilayan hiicre 6zelliklerini gosteren bu hiicreler,

testisin interstisyel ya da Leydig hiicreleridir (8,14).

2.1.1.4. Leydig Hiicresi:

Leydig hiicreleri erken fotal hayatta gelisen testiste cok sayida bulunur. Plesental kokenli
gonadotropinlerin kan yoluyla fotal testise ulasip, leydig hiicrelerini uyarmast sonucu Leydig
hiicreleri sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan
testosteronu {iretirler. Testosteron sentezi mitokondri ve diiz endoplazmik retikulumda
bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre organelleri arasi isbirligine bir 6rnek olusturur.
Leydig hiicrelerinin hem aktiviteleri hem de miktarlart hormonal uyarimlara bagldir. Insanda
hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon maternal kandan fetusa gecer ve
androjenik hormonlar1 iireten bol miktardaki fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir.
Hormonlarin bulunmasi embriyonik farklilasmada erkek genital organlarinin gelismesi igin
gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin 18. haftasina kadar tamamen
farklilasmis olarak kalirlar; bundan sonra testosteron sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte
gerilerler. Daha sonra gebelik boyunca ve hipofizden sonra salinan LH uyarimi altinda
testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklari prepubertal doneme kadar dinlenmede
kalirlar. Leydig hiicreleri insanda testis hacminin % 12’sini olusturur. Tek ya da gruplar

halinde, siklikla liggen biciminde kiimeler seklinde, bazen kan damarlarina yakin bulunurlar.



Biiylik ovoid ya da poligonal bi¢imli hiicrelerdir. Sitoplazmasi lipitten zengindir.
Hematoksilen- eozin boyamalarinda lipit eridiginden sitoplazma vakuoler ve graniiler

goriiniim kazanir, oldukga agik renkte boyanir (8,14).

2.1.2. Testisin Histofizyolojsi:

37 °C olan viicut i¢i sicakliginin altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
regulasyonunda 181 ¢ok onemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35 °C’dir, bu birka¢ mekanizma ile
kontrol edilir. Zengin bir vendz pleksus (pampiniform pleksus) her bir testikiiler arterin
etrafim1 sararak testikiiler 1sinin artmasini Onler. Daha diisiik 1sida bir kars1 kan 1s1 akimi
saglar. Diger faktorler; skrotumdaki terin buharlagmasi ile 1s1 kayb1 ve spermatik kordondaki
kramester kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir 1sida kalabilece§i inguinal
kanallara cekilmesidir.

Kotii beslenme, alkolizm ve bazi ilaglarin etkisi ile spermatogoniumlarda degisiklikler
ve sonugta spermatozoon yapiminda bir azalma ortaya cikar. X- 1smn1 irradyasyonu ve
kadmiyum tuzlar1 spermatogenik seri hiicrelerinde oldukca toksiktirler ve bu hiicrelerin
Oliimiine sebep olarak hayvanlarda steriliteye yol acarlar.

Spermatogenez iizerinde en 6nemli etkiyi endokrin faktorler olusturur. Spermatogenez,
hipofizin folikiiler stimiilan (FSH) ve liiteinizan hormonlariin (LH) testikiiler hiicreler
tizerindeki etkilerine baghdir. LH interstisyel hiicreler tizerine etki ederek spermatogenik seri
hiicrelerinin normal gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini stimiile eder. FSH’1n ise
Sertoli hiicrelerin etkileyerek adenilat siklaz yapimini stimiile ettigi ve sonucta cAMP’nin
artisina yol actigr ve ayni zamanda androjen baglayici proteinin sentez ve salgilanmasini
sagladig bilinmektedir. Bu protein testosteron ile baglanir ve testosteronu seminifer tubiillerin
liimenine tasir. Spermatogenez testosteron ile uyarilir, dstrojen ve progesteronlarla inhibe
edilir. Spermatozoonlar epididimise, uygun bir medyum olan testikiiler sivi i¢inde taginirlar.
Testikiiler s1v1 Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan iiretilir; bu sivi steroidler, proteinler,

iyonlar ve testosteronla birlesmis androjen baglayici protein icerir (8).



2.1.2.1. Kan-Testis Bariyeri:

Insanlar da dahil pek cok tiirde, komsu Sertoli hiicreleri arasinda olusturulmus siki
baglant1 birimleri insertisiyumdan kan ve lenfatik yolla gelen maddelerin seminifer tiibiiller
icerisine gecisini kontrol eden bir bariyer olarak gorev yaparlar. Puberte ©ncesi insan
testisinde, komsu Sertoli hiicrelerinin karsilikli gelen membranlar1 arasinda sadece birbirine
gecmis parmaksi uzantilar goriiliir. Pubertenin baslamasiyla birlikte bunlar islevsellik
kazanirlar. Bu bariyerin olusmasi ise, Sertoli hiicrelerinin boliinmeyen hiicre konumuna
gecmesi ve spermatogenezisin baslamasi ile es zamanl olarak gerceklesir. Kan-testis bariyeri;
immiin sistem tarafindan yabanci olarak tanimlanabilecek haploid erkek gamet icin
immiinolojik bakimdan korunmus bir bdolgenin yaratilmasini, Sertoli hiicreleri arasinda
baglantilarin siirdiiriilmesini ve yiiksek secicilikte gecirgenligi sayesinde, germ hiicre gelisimi

icin ideal bir mikro ¢evrenin siirdiiriilmesini saglamaktadir (15).

2.2. Metotreksat

2.2.1. Etki Mekanizmasi:

Bir folik asit antimetaboliti olan metotreksat (MTX) hiicre siklusunun S donemindeki

hiicreler {izerinde sitotoksik etki yapar (16).

MTX, kimyaca folik asidin 4-amino, N _metil analogudur. Folik asit ise DNA

sentezinde 6nemli olan tetrahidrofolat dnciiliidiir (Sekil 1).

. .. Folat Rediiktaz a0 . . 1 Dihidrofolat Rediiktaz .
Folik Asit | Dihidrofolik asid Tetrahidrofolat(THF)

Sekil 1: Folik asit metabolizmasi



MTX’in molekiiler yapist Sekil 2. de gdsterilmistir.

HoN N N
N P N
2N 0
H
NH, N,,
OH
0
0 OH

Sekil 2: Methotrexat’in Molekiiler Yapis1 (17).

Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz enzimini aktif noktasina siki bir sekilde baglanip
inhibe ederek tetrahidrofolat sentezini durdurur. Tetrahidrofolat sentezinin inhibisyonu DNA
ve RNA icin gerekli purin bazlarinin (adenin ve guanin) sentezinin durmasina yol acgar.
Ayrica protein sentezinin bozulmasina neden olur (16).

Metotreksat S donemindeki hiicreler iizerinde sitotoksik etki yapar. Metotreksat timor
hiicrelerinde ve karaciger ile bobrek hiicrelerinde uzun siire bagli kalir. Tiimor hiicrelerindeki
bu durumun tedavi yoniinden degeri vardir. S$oyle ki yukarida belirtildigi iizere,
antimetabolitler istirahat halindeki hiicrelerde sitotoksik etki yapmazlar. Fakat bu durumdaki
hiicrede uzun siire kalan metotreksatin, latent sitotoksik etkisi vardir; hiicre boliinmeye
basladig1 zaman bu etki belirgin hale gecer ve hiicreyi 6ldiiriir (16).

Santral sinir sistemine ve BOS’a giremez; meninjeal tiimorlerin tedavisi i¢in intratekal
verilmesi gerekir. Bobreklerde itrah suretiyle elimine edilir; eliminasyon yarilanma omrii 8
saat kadardir (16).

Metotreksat, kullanildigi duruma gore degisen dozlarda verilir. Akut lenfositik 16seminin
idame tedavisinde diisiik dozda (5-25 mg/m2) oral verilir. Haftada 2 kez 25 mg/m2 i.m. veya
i.v. injeksiyon suretiyle de verilebilir. Ayni amacla ayda bir, iki giin 175-525 mg/m” dozunda
i.m. verilebilir. Agir psoriyaziste immiinosiipresan olarak haftada 5 giin agizdan giinde toplam
2,5 mg gibi diisiik dozda veya haftada bir 10-25 mg i.v verilir. Koryokarsinomaya kars1 giin
asirt 1 mg/kg im. dort doz enjekte edilir ve bu uygulama 3 haftada bir tekrarlanir.

Osteosarkom, ¢ocukluk ¢agi I6semileri ve



Hodgkin-dis1 lenfomaya kars1 kalsiyum folinat ile birlikte yiiksek dozda (100-12.000
mg/m” dozunda) 10-60 dakika siiren i.v. infiizyonla 3 haftada bir verilir. infiizyonun sona
ermesinden sonra 15 mg/m2 kalsiyum folinat i.m. olarak 6 saatte bir 8 doz injekte edilir. Bu
yaklasima kanser kemoterapisinde 6zel bir ad konulmustur. Lokovorin (folinik asid) ile
kurtarma (leucovorine rescue) denilir (16).

Yiiksek doz metotreksat belirgin nefrotoksik etki gosterdigi i¢in uygulamadan Once
hasta hidrate edilmeli ve idrar alkalilestirilmelidir. Kalsiyum folinat daha kiiciik dozda (giin
asirt 0,1 mg/ kg i.m. gibi) metotreksatin diisiik dozlar1 ile yapilan uygulamalarda da onun
toksisitesini azaltmak i¢in kullanilabilir; ayrica metotreksata bagli intoksikasyonda kullanilir.
Metotreksat menenjiyal 16semi veya lenfomalarin profilaksisi ve tedavisi ve menenjiyal
karsinomatozisin tedavisi i¢in maksimum 12 mg intratekal injekte edilir; uygulama BOS’ta
tiimor hiicresi kaybolana kadar 4 giinde bir tekrarlanir. Yukarida sayilan tiimorlerden bagka,
metotreksat meme, testis ve akciger kanserleri, bas ve boyun kanseri ve mikozis fungoides’in

tedavisinde de kullanilabilir (16).

2.2.2. Yan Etkileri:

MTX tedavisi esnasinda ortaya cikan yan etkiler oldukca yaygindir. Yan etkinin siddeti
degisiktir. En sik rastlanan yan etkiler hafif ve geri doniisimliidiir. Bulanti, kusma,
transaminazlarda yiikselme ve stomatit gibi yan etkiler siklikla dozla iligkilidir. MTX tedavisi
alan romotoid artritli hastalarin yaklasik %30’unda ilag¢ toksisitesi nedeniyle tedavi kesilir (18).

Kemik iligi depresyonu, agiz ve barsak mukozasinda iilserasyon en sik goriilen yan
tesirlerdir. Hepatotoksik ve nefrotoksik etkileri vardir; akcigerlerde infiltrasyon yapabilir (16).
Losemi tedavisinde yiiksek doz intravendz veya intratekal MTX eklenmesi akut lenfoblastik
losemili (ALL) ¢ocuklarda artan yasam orani ile iliskilendirilmistir. Fakat ilacin santral sinir
sistemine belirgin toksik etkisi de vardir ve potansiyel olarak siddetli norolojik morbiditeye
yol acabilir. Toksik etkiler tedaviden hemen sonra akut olarak ortaya ¢ikabilir veya uzun siire
sonra progresif norolojik ve kognitif bozukluklara yol acabilir (19). MTX alan 16semi
hastalarinda yasam siiresinde uzama ve radyoterapi gerekliliginin azalma ile iliskili

bulunmustur. Bununla birlikte intratekal MTX



tedavisinde norotoksisite sik goriilen komplikasyondur. MTX norotoksisitesi saptanan
kisilerin serebral korteks, serebellum, bazal ganglionlarinda fibrinoid nekroz, hyalin

kalinlasma ve kalsifikasyon gibi vaskiiler yapida degisiklikler bulunmustur (19).

2.2.3. Direnc¢ olusmasi:

Tiimor hiicrelerinde mutasyon sonucu dihidrofolat rediiktazin (DHFR) metotreksata
afinitesinin azalmasi, diren¢ gelismesinde rol oynar. Ayrica DHFR geninin agir1 ekspresyona
ugramasi (gen amplifikasyonu) sonucu hiicrede bol miktarda tetrahidrofolat olusmasi da
direncte rol oynar. Metotreksat, hiicrelere folati ve tetrahidrofolati da tasiyan bir aktif
transport olayi ile girer; mutasyon sonucu bu mekanizmanin bozulmasinin da direngte rol

oynadig1 deneysel tiimorlerde gosterilmistir (16).

2.2.4. Kullamldig1 Alanlar:

Metotreksat kanser tedavisinde sik kullanilan antimetabolit yapidaki antifolat bir ilagtir.
Antifolatlar, DHFR’1 inhibe eder ve purin ve timidin biyosentezinin inhibe olmasina yol agar.
Metotreksat 16semiler, lenfomalar, meme kanseri, bas ve boyun kanserlerinde kullanilir. MTX
intratekal olarak tiimoriin leptomeningeal yayilimini dnlemek icinde uygulanir (20).

MTX’in romatizmal hastaliklardan kanser metastazina kadar olduk¢a genis kulanim
endikasyonlar1 bulunmaktadir. Cocuklarda gelisen akut lenfoblastik 16semi tedavisinde
onemli bir ilactir. Hem remisyon indiiksiyonunda hemde konsolidasyon sirasinda yiiksek
dozda intramuskiiler kullanilir. Bu durumda kiir sans1 olduk¢a yiiksektir Ancak eriskinlerde
goriilen 16semilerde, 16semik menenjitin onlenmesi ve tedavisi disinda MTX’in tedavi edici
etkisi daha simirlidir. Meningeal karsinomatozis tedavisinde, meningeal 16semi ve lenfomanin

profilaksi ve tedavisinde intratekal olarak kullanilir (21).



2.3. Vitamin E

1922 yilinda bilim adamlar1 Evans ve Bishop tecriibeleri sonucu gostermisler ki,
sicanlart uzun zaman, yapisinda % 18 kazein, % 54 nisasta, % 15 domuz yag1, % 5 tereyag,
% 4 inorganik maddeler bulunan besinle yemlediklerinde onlarda kisirlik olabilmektedir. Bu
tiir besinle beslenen disi sicanlar dollenme ©zelligi korumalarina ragmen dolii, gebeligin
sonuna kadar yasatamamaktadir. Yani onlarda istenmeyen bir kiirtaj olayr gozlenir.
Erkeklerde tohum kanalciklarinda degeneratif degisimler olustugundan spermatogenez
olayinda bozukluklar gozlenir. Spermatozoitlerin kuyruklar1 kaybolur ve hareketsiz kalirlar.
Deneyde kullanilan hayvanlarin yemegine tereyagi ilavesinde ise bu bozukluklar ortadan
kalkar. Bilim adamlar1 bu tecriibelere dayanarak A, D, C vitaminlerinin etkileyemedigi cinsel
yetersizlikleri etkileyebilen farkli 6zelliklere sahip bir vitamin varligim tespit etmislerdir. Bu
yagda coziilebilen vitamin, E vitamini (tokoferol) olarak adlandirilmistir. Tokoferol yunanca
Tokos= dogus, Fero= Tiiretmek anlamina gelmektedir (22). Tanimlanmis 7 ayr1 formu vardir.

En ¢ok iizerinde durulan formu a tokoferoldur.

2.3.1. Kimyasal Yapisi:

1936 yilinda bilim adami Evans bugday endosperminden alinabilen yagin
sabunlagmayan kisminin E vitaminine benzer aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir.
Arastirmacilar yagi hidroliz etmekle E vitaminini saf olarak elde ettiler. Tokoferolun empirik
formiiliit CosHs50O5” dir.

1938 yilinda Emerson kimyasal yapisi ile birbirine benzer ve biyolojik etkisine gore E
vitaminine yakin olan a, B ve y-tokoferol elde etmistir. o tokoferoliin vitamin aktivitesi
tokoferollerin diger iiyelerine gore daha yiiksektir. 1938 yilinda Karrer o-tokoferolii
trimetilhidroksikinon ve fenolbromitden sentez yolu ile elde etmistir. Vitamin etkisi gdsteren
ve bitkilerde sentezlenen 8 tane tabii tokoferol vardir. Bu tokoferoller tokol cekirdeginden
tirerler. Tokoferoldeki farklilik tokol c¢ekirdeginin degisik yerlerine metil grubunun
baglanmasindan kaynaklanir. Yan zincirlerinde doymamis yaglar bulunmaktadir.
Tokoferollerin etkinliklerinde de farkliliklar bildirilmistir. Tabiatta en fazla bulunan ve aktif

olan a-tokoferoldur (22).



E vitamininin organizmadaki rolii, canli hiicrelerin tiimiinde ortak olan oksidatif

metabolik yolda islevinin olmasiyla anlasilabilir.

2.3.2. Dogal Kaynaklari:

Vitamin E bitkisel kaynaklardan izole edilmistir. Tokoferol lipitlerle beraber disaridan
besinlerle alinir. Normalde digki ve idrarda bulunmaz. Vitamin E kaynagi olan besinler

bitkisel yaglar, tahil taneleri, yesil yaprakli sebzeler, et ve siit iiriinleridir (22).

2.3.3. Giinliik Gereksinimi Ve Viicudun Giinliik Thtiyac:

E vitamini besinlerde yaygin olarak bulundugundan ve 6zellikle, giinliik besinin dnemli
bir miktarin1 olusturan hububat tiirleri bu vitamini igerdiklerinden, eriskinlerde dengesiz bir
diyet bile giinliik gereksinimi karsilayabilir (16).

Giinliik ihtiyag¢ viicut ebatlarina, kisinin fizyolojik durumuna, hatta beslenmede bulunan
uzun zincirli yaglarin oranina gore degismektedir. Buna karsin giinlilk E vitamini miktart
yetiskinlerde 10 ile 12 mg olarak kabul edilir. Yenilen rafine yaglar, yagda kizarmis
yiyecekler bu ihtiyact arttirmaktadir (16).

2.3.4. Emilimi, Metabolizmasi ve Fonksiyonlari:

Tokoferol lipitlerle birlikte ince barsaklarda emilmektedir. Tokoferol daha sonra
lipoprotein ve kilomikronlara baglanarak lenf sivisiyla plazmaya taginir ve boylelikle tim
organizmaya dagilir (23).

Karaciger, plazma ve yag dokularinda yiiksek oranda vitamin E bulunur (22). Vitamin
E’nin en 6nemli gorevi oncelikle antioksidan etkiye sahip olmasidir. Membranlarda bulunan
doymamis yag asitleri, flavoprotein oksidaz tarafindan olusturulan hidrojen peroksit iiretimi
ile oksitlenir. Oksidasyon esnasinda ortaya ¢ikan siiperoksit diger radikaller ve peroksit,
membran enzimleri sitokrom P450 oksidaz ve ksantin oksidaz tarafindan katalizlenir ve diger
proteinlerle serbest radikalleri olusturur. Doymamis yag asitlerinin molekiillerinde

otooksidasyon olayina ¢ok yakin olan alil



hidrojenleri vardir. Bunlar serbest oksijenle, bir radikal reaksiyonu sonunda
hidroperoksitlere doniisiirler (22).

Vitamin E’nin selenyum ile de iliskisi vardir. Daha 1950 yillarinda hayvanlarda bazi
klinik sendromlarin vitamin E ile anorganik bir maddenin yetersizliginden ileri geldigi
bilinmekteydi. Bu madde selenyum idi. Selenyum, glutatyon peroksidaz (GSH-Py) enziminin
ayrilmaz bir parcasidir. Ciinkii (GSH-Py) hiicre membraninda peroksidasyon olayim onler,
boylece hiicre oksidatif dejenerasyondan korunmus olur (22).

Immun fonksiyonlar iizerinde vitamin E’nin ¢énemli etkileri vardir. Humoral immiinite

izerine de benzeri etki yaparak B-lenfositleri uyarir ve Ig sentez hizin1 arttirir (22).

2.3.5. Yetersizligi:

Oski ve diger arastirmacilar yagsiz inek siitiinden yapilan siit formiilleriyle beslenen
cocuklarda hemolitik anemi, in vitro eritrositlerin hidrojen peroksite karsi rezistanslarinin
azalmasi, trombositoz ve nadiren 6dem ile seyreden bir sendrom gozlemislerdir. Bu E
vitamini eksikligine bagli olarak insanlarda goriilen ilk hastaliktir. Siit formiillerine E vitamini
ilavesiyle hastaligin oniine gegmek miimkiin olmustur (24).

E vitamininin yetersizligi sonucu hayvanlarda adale zayifli§i gozlenir. Bu tiir
hayvanlarin ayaklar fel¢ olur. Metabolizma bozuldugundan oksijen alma ozelligi 2-2,5 defa
artabilir. Besinlere E vitamini ilave edildiginde oksijenin kullantmini normallestirir. E
vitamini antioksidan Ozelligi tasimaktadir. Besinlerde bulunan selenyum elementi vitamin
E’nin emilmesinde etkili bir maddedir. Vitamin E ve Se yetersiz oldugu durumlarda
kanathilarda yumurtadan c¢ikma oraninda azalma, semen konsantrasyonu ve fertilitede
diismeler so0z konusudur. E vitamini besinlerde yaygin oldugundan avitaminozuna nadiren

rastlanir (22).

2.3.6. Asir1 Alimmmm ve Toksisite:

Prematiire bebeklerde, yiiksek dozlarda E vitamini zararli olabilmektedir. Toksik

etkilerin arasinda en goze carpanlar sepsis sikliginda artma ve nekrotize edici



enterokolittir. Yetiskinlerde yliksek oral dozlar kullanilmasina karsin bu tiir yan etkilere
rastlanmamustir (23).

Yalniz hayvanlarda fazla vitamin ilavesi ile kronik bir toksisite meydana gelebilecegi
bilinmektedir. Vitamin E’nin asir1 alinmasi vitamin K’nin emilimini baskilayacagindan bu
yonde bir bozukluk ortaya cikabilir. Tokoferol yetmezliginde toksik nitelikte olan
hidroperoksitler meydana gelir. Organik peroksitler glutasyon peroksidaz esliginde alkollere

indirgenerek toksik etkileri giderir (22).

2.4. L-Karnitin (L-Carnitine)

L-karnitin yapisal olarak aminoaside benzeyen vitamin benzeri bir molekiildiir. Iskelet
kasi, kalp, bobrek, karaciger ve beyin gibi dokularda esansiyel aminoasitler olan lizin ve
metioninden endojen olarak sentezlenir (25). L-Karnitin ilk kez 1905 yilinda hayvan
kaslarindan izole edilmis, kimyasal yapis1 1927°de belirlenmistir (26).

Viicuttaki L-Karnitinin %75’1 diyet ile alinmaktadir. Geri kalan %25’i ise viicutta
iskelet kasi, kalp, beyin, karaciger ve bobrek gibi organlarda esansiyel amino asitler olan lizin
ve metioninden endojen olarak sentezlenebilmektedir. Bu olay i¢in C vitamini, niasin,
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD), flavin adenin diniikleotid (FAD), piridoksin, demir ve
S-adenozilmetionine gerek vardir (27). Diyetteki basglica kaynaklar1 et ve siit iiriinleridir.
Serbest karnitinin plazma konsantrasyonu 30-70 pmol/L arasindadir. Kalp, iskelet kaslari, yag
dokulari, epididimis ve seminal sivi L-karnitinden zengindir. Epididimiste testosteronun
etkisiyle L-karnitin diizeyi artmaktadir. Ancak burada L-karnitin sentezi yapilmaz, plazmadan
saglanir (27). L-karnitinin plazma ve doku seviyelerini siirdiirmesi; gastrointestinal emilim,
endojen biyosentez, renal tubiiler geri emilim ve tastyici bagimli transportla plazma ve doku

arasinda gecislerle saglanir (28).

2.4.1. Biyokimyasi ve Farmakokinetigi:

L-karnitin kiiciik, suda eriyebilen ve memelilerde yag metabolizmasinda gorev alan bir
molekiildiir. L-karnitin, mitokondri tarafindan yag asitlerinin normal oksidasyonu i¢in
gereklidir ve ac¢il KoA’nin transesterifikasyonu ve atilimi, dalli zincirli a-ketoasidlerin

oksidasyonu, toksik acilkarnitin esterlerinin mitokondride yikimi



olaylarina da katilir (27). L-Karnitin idrardan serbest sekilde giinde total 200-500 pmol
atilir. Erkeklerdeki eliminasyon orani kadinlardan fazladir. Hemodiyaliz hastalarinda L-
karnitin kayb1 oldukca fazladir. Bu nedenle disaridan verilme zorunlulugu vardir (27).

Oral doz olarak alininca biyo-yararlanimi en diisilk %16, en cok ise %87 arasindadir
(29, 30).

Intravendz yoldan uygulanan L-karnitin esas olarak renal yoldan atilir; metabolik
bilesen, reversibl olarak L-karnitinin esterlerine doniisiimii disinda tamamen ihmal edilebilir
diizeydedir. Buna karsilik oral uygulamay:1 takiben, L-karnitin bagirsak bakteri florasi
tarafindan trimetilamin ve -butirobetain agiga cikacak sekilde yikima ugratilir. Sistemik
dolasima hicbir degisime ugramadan gectiginden ve ila¢ miktar1 yaklasik %10-20 civarinda
oldugundan, oral yoldan wuygulanan bir L-karnitin dozunun yaklasik %80-90'nin
eliminasyonundan bagirsak metabolizmasinin sorumlu oldugu diisiiniilebilir. Sistemik
dongiide, L-karnitin ekstraseliiler voliim gibi merkez kompartmanlara dagilir. L-Karnitinin
fizyolojik dagilim hacmi, kaslarda karnitinin depolanmasindan dolay1 yiiksektir (31).

Insanlarda yiiksek dozda L-karnitin alimina bagh toksisite bildirilmemistir. Hayvanlarda
ise letal doz (LD50) 19.2 g/kg’dir. Doz calismalar ile bir seferde 2 g’dan fazla verilmesinin
kan konsantrasyonunu degistirmedigi gosterilmistir. L-Karnitin ile yapilan koruma amaclh
calismalarda, 100-300 mg/kg/giin doz araligi kullamlmustir (32). Insan viicudu L-karnitin
tiretmektedir ancak iiretilen miktar viicut gereksiniminin ancak %10 u kadardir. Viicudumuz
ortalama 20-25 mg L-karnitin barindirir. Viicudun giinliik L-karnitin ihtiyac1 200-500 mg
arasidir. Fiziksel aktivite ve stres gibi faktorler eklenince bu ihtiyag¢ giinliikk 1200 mg’a kadar
cikabilir.

Besinlerden ileri gelen L-karnitin eksikligine seyrek rastlanir. Daha ¢ok metabolizmanin
bozulmas1 sonucu endojen kaynakli eksiklikler goriiliir. Ozellikle biyosentezinin bozulmasi
asirt elimasyonu ya da harcanmasindan kaynaklanir. Bazi kalitsal metabolizma hastaliklarinda
kanda organik asitlerin artmasi, harcanmasini arttirabilmektedir. Eksiklik belirtileri ¢izgili kas
ve kardiyak bozukluklar seklinde ortaya cikar. Eforlarda kas zayifliklari, miyaljiler, kaslarda
yag infiltrasyonu gibi ¢izgili kas bozukluklar1 ve kardiyomiyopati gibi kardiyak bozukluklar
goriiliir (27).



2.4.2. L-Karnitinin Klinikte Kullanimi:

L-karnitin ve tiirevlerinin reaktif oksijen tiirevleri olusumunu 6nleme, serbest radikalleri
stiptirme ve hiicreleri peroksidatif stresten koruma etkileri oldugu da bilinmektedir. Singlet
oksijen siipiiriicii ve peroksil, hidroksil radikallerle etkilesimi ile biyolojik membran lipitlerini
oksidasyona karsi koruma ve sonu¢ olarak lipid peroksidasyonu son iiriinii olan MDA
olusumunu inhibe etme yetenegindedirler (33).

Diyalize bagh kas giicsiizliigii ve kramplar, diyaliz sonras1 goriilen yorgunluk ve diyaliz
sirasindaki hipotansiyonda L-karnitinin etkinligini arastiran ¢esitli calismalar yapilmistir.
Bunlarin ¢ogunda diyalizle iligkili muskuler semptomlar ve yorgunlukta subjektif diizelmeler
oldugu tespit edilmis olsa da, calisma dizaynlarinin cesitliligi, standardize olmayislari,
cogunda kontrol kolunun olmayis1 tam bir degerlendirme yapilmasii engellemektedir (28).
Uzun siireli diyaliz uygulamalarindan sonra plazma ve doku L-karnitin diizeylerinin anlamli
Olclide azaldigi bugiin iyi bilinmektedir. Bunun temel nedeninin L-karnitinin diyalizle
uzaklastirilmasi oldugu gosterilmistir. Ger¢ekten de hemodiyalizden hemen sonra plazma L-
karnitin diizeyi %75 civarinda azalmaktadir (34). Hemodiyaliz hastalarinda L-karnitinin i.v
verilmesinin diyaliz sirasinda hipotansiyonu azalttigi, miyokardi korudugu, anemi olusumunu
engelledigi, kas giicii ve egzersiz kapasitesini olumlu etkiledigi bildirilmektedir (35).

Kalp dokusunun oncelikli enerji kaynagi yag asidi oksidasyonu oldugundan, kalp
kasinda L-karnitin yeterli diizeylerde bulunmalidir. Dilate kardiyomiyopati ve konjestif kalp
yetmezligi hastalarinda toplam ve serbest miyokardiyal L-karnitin diizeyleri anlamli olarak
diisiik bulunmustur. Ayrica diger kardiyovaskiiler hastaliklar, periferal damar hastaligi, anjina,
kardiyak aritmiler ve antrasikline bagl gelisen kardiyotoksisitede tedavi amaciyla kullanim
potansiyeline sahiptir (36). L-Karnitinin diger kullanim alanlarina iskelet kasi iizerindeki
olumlu etkileri kas kramplari, dispne ve dermansizlikta azalma, egzersiz performansi, kas
giicli, kas kitlesi ve tepe oksijen tiikketiminde artis olarak sayilabilir. L-Karnitin hiicre
membranlarindan uzun zincirli yag asitlerini uzaklastirmak suretiyle membran
stabilizasyonuna katkida bulunur (37). Artmis L-karnitin diizeyi ayrica mitokondriyal
membran gecirgenligini degistirerek apoptozu kolaylastinir. Membran gecirgenliginin
degismesi insulin reseptoru gibi ¢esitli reseptorlerin aktivitesini degistirir (36). Erkek iireme

fonksiyonlarinda karnitinlerin



etkisi oldukca iyi tamimlanmistir. Bununla beraber, karnitinin erkek infertilitesinin
kontroliinii hangi mekanizma ile yaptig1 heniiz tam olarak ag¢iklanamamastir.

Daha once yapilan calismalar epididimiste L-karnitinin spermatozoa maturasyonuna
olumlu etki ettigi gosterilmistir. Testiste iiretilen spermatozoalar immotil ve infertildir ve
epididimiste postgonodal modifikasyona girerek fertil hale gelirler. Spermin motilitesini
kazanmasi L-karnitinin artisina paralel oldugu gosterilmistir (37, 38). Son zamanlarda
karnitin/asetilkarnitin kompleksinin, bakteriyal prostato-vesikiiloepididimitisli hastalara
uygulanmasiyla, ROS iiretiminde azalma, sperm hareketliligi ve canliliginda artis ve spontan

gebelik oraninda yiikselme gozlenmistir (39).

3. MATERYAL METOD

3.1. Deney Hayvanlarinin Bakimi:

Calismada Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezinden elde edilen 26 adet ortalama 5-6 aylik genc erigskin, Wistar albino si¢an
kullanildi. Hayvanlar ortama aligmalar1 i¢in deneye baslamadan bir hafta once digerlerinden
ayrilarak, ortam 1518min 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olarak ayarlandigi, ortam 1sisinin
21+1 °C ’a sabitlendigi odalardaki tel kafeslere alindi. Deney siiresince tiim hayvanlar
standart yem ve ¢esme suyu ile beslendiler.

Tiim hayvanlarin calisma baslangicinda ve sakrifiye edilmeden Once tartilarak
agirhiklart kayit edildi. Sicanlar biri kontrol grubu olmak {izere dort gruba ayrildi. Kontrol

grubu (n=5) ve 3 deney grubu (n=7) olmak iizere 4 grup olusturuldu.

3.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar:

1.grup MTX grubu (n=7) :

Bu gruptaki sicanlara MTX (ABBOT LABORATARIES) enjeksiyonundan 3 giin once
baslanarak hayvanlar sakrifiye edilene kadar (17. giin), plasebo olarak (E vitamini ve karnitin

yerine) ayni hacimde (0.5 ml) intraperitoneal serum fizyolojik verildi. 3. giin



intraperitonal olarak 20 mg/kg dozunda MTX uygulandi. MTX enjeksiyonu bir hafta

sonra (10. giin) tekrarlandi.

2.grup VEMTX grubu (n=7) :

Bu gruptaki sicanlara 3. ve 10. giinlerde yapilacak ayni dozdaki intraperitonel MTX
enjeksiyonlarinin yani sira 17 giin boyunca her giin aym saatte 250 mg/kg dozunda E vitamini

(Aksu Farma) intraperitoneal olarak verildi.

3.grup LCMTX grubu (n=7) :

Bu gruptaki sicanlara 3. ve 10. giinlerde yapilacak ayn1 dozdaki intraperitonel MTX
enjeksiyonlarinin yani sira 17 giin boyunca her giin ayni saatte 500 mg/kg dozunda L-

carnitine (ASSOS) intraperitoneal olarak verildi (40).

4.grup Kontrol grubu (n=5) :

Bu gruptaki sicanlara, MTX, E vitamini ve L carnitin yerine plasebo olarak ayni

yollarla, aym giinlerde ve ayn1 hacimde serum fizyolojik enjekte edildi.

Tiim hayvanlar 17. giin sonunda 50 mg/kg intraperitoneal ketamin ile anestezi
uygulanarak dekapitasyonla sakrifiye edildi. Hayvanlarin testisleri komsu dokulardan
temizlenerek hizli bir sekilde ¢ikarilarak tartildi. Elde edilen doku orneklerinin bir kismi 151k
mikroskobik inceleme i¢in Bouin tesbit soliisyonu i¢ine atildi. Bir kisim testis doku 6rnegi ise
elektron mikroskobik inceleme icin takibe alindi.

Hayvanlardan elde edilen dokularin bir kismi ise MDA ve Siiperoksit Dismutaz tayini

icin kullanildi.

3.3. Biyokimyasal Olciimler:

Biyokimyasal analizler i¢in alinan testis doku 6rnekleri éncelikle soguk (+4 °C) 0.15

M’lik potasyum kloriir (KCI) ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu. Daha



sonra dokular homojenizator ile (Ultra Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic,
Germany) 0.15 M’lik KCI ¢ozeltisi icinde 16000 rpm’de 3 dakika homojenize edildi.

Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde gerceklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1
saat (+4 °C’de) santrifiijlenerek siipernatant elde edildi ve analiz zamanina kadar (1 hafta) 40
°C’de bekletildi. Elde edilen siipernatanda, antioksidan enzimlerden olan siiperoksit dismutaz
(SOD) ile oksidatif hasarin bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) degerleri
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD tayini: Siiperoksit dismutaz enzim degerleri Sun ve ark.’nmin modifiye ettigi
metotla belirlendi (62). Bu metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT) siiperoksit
tireticisi olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir.

Calismamizda SOD aktivitesi iinite/gram (U/g) doku proteini olarak ifade edildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon ol¢iim metodu olan Esterbauer metodu uygulanarak
yapildi (42). Tiyobarbutirik asit ile 90-95 °C’de reaksiyona giren malondialdehit, pembe
renkli kromojen olusturmaktadir. On bes dakika sonra hizla sogutulan numunelerin
absorbanslart 532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu. Sonuclar nanomol/gram (nmol/g)

doku proteini olarak ifade edildi.

3.4. Isik Mikroskobu Icin Dokularin Hazirlanmasi

Testis dokularinin 151k mikroskobik incelemeler ic¢in ayrilan kisimlart Bouin i¢inde fikse
edildi. Yikama ve dehidrasyon islemlerinden sonra dokular parafin bloklar haline getirildi.
Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom (Shandom AS325) ile 67 p kalinliginda her bloktan
10’ar kesit atlanarak kesit almip 4’er preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar
hematoksilen-eozin (HE) ve masson boyalar1 ile boyanip, Olympus BX50 model 151k
mikroskobunda degerlendirilerek fotograflar cekildi.

Hazirlanan preparatlar 6 parametrede 0’dan 4’e kadar skorlama ile incelendi. incelen bu

preparatlar ortalamalar1 alinarak istatiksel olarak degerlendirildi.



3.5. Elektron Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmasi:

Elektron mikroskobik incelemeler i¢in Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis % 5’lik
glutaraldehit soliisyonun icerisine alinan testis dokular1 dis¢i mumu ile kaplanmis petri
kutularinda 1 mm3 biiyiikliigiinde parcalara ayrilarak 4 saat siire ile +4°C’de tespit edildi.
Tespit isleminden sonra, dokular Millonig fosfat tampon soliisyonunda yikanarak ayni tampon
icerisinde bir gece bekletildi. Ertesi giin Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis % 1’°lik
osmium tetraoksit soliisyonuna alinarak 2 saat siireyle ikinci tesbiti yapilan dokular tampon
soliisyonu ile iki kez 10’ar dakika yikanarak derecesi giderek artan alkol serilerinde dehidrate

edildi (Tablo 1).

Tablo 1 . Elektron mikroskobik doku takip isleminde dehidratasyon islemi.

SOLUSYON SURE

% 50 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 70 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 86 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 96 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 100 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 100 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 100 Etil alkolde oda 1s1sinda 15 dakika
Propilen oksitte ~ oda 1s1sinda 15 dakika
Propilen oksitte ~ oda 1sisinda 15 dakika
Propilen oksit + gdmme materyali (rezin) 30 dakika

Oda 1sisinda seffaflandirilan dokular, asagida belirtildigi gibi hazirlanan gomme

materyali icerisinde bir gece siireyle rotatorda immerse edildi.

GOmme materyali :

Araldit CY 212 20 ml
Sertlestirici  HY 964 20 ml
Hizlandirici DY 064 0.6 ml

Plastiklestirici-Dibiitil Fitalat 1 ml

Ertesi giin doku parcalar1 taze hazirlanmis gomme materyali kullanilarak polietilen
kapsiillere gomiildii ve 60° C’de etiivde 48 saat siireyle polimerize edildi. Daha sonra elde
edilen bloklar etiivden c¢ikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Reichert Ultracut S

ultramikrotomu ile yar1 ince kesitler alinarak, toluidin mavisi ile




boyandi ve ince kesit alinacak alanlar belirlendi. 500 A° kalinhiginda alinan kesitler
bakir gridlere toplandi ve % 70’lik etil alkolde doymus uranil asetat ve Reynolds’un kursun
sitrat soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan kesitler Jeol JEM 1400 Transmisyon Elektron

Mikroskobu ile incelendi ve mikrograflar elde edildi.

3.6. Istatistiksel yontem:

Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunluk kontroliinde Kolmogorov Smirnov testi
kullanilmistir.  Normal dagilima sahip degiskenlerin 2'den fazla bagimsiz grup
karsilagtirllmasinda ANOVA ve LSD coklu karsilastirma testi, normal dagilima sahip
olmayan degiskenler i¢in Kruskal Wallis ve Dunn c¢oklu karsilastirma testi, kullanilmistir.
Bagiml iki 6l¢iimiin karsilastirllmasinda Eslestirilmis t testi kullanilmistir. Tanitic1 istatistik
olarak frekans, yiizde ve ortalamazstd.sapma, medyan [%25-%75] degerleri verilmistir.
Istatistiksel analizler icin SPSS for Windows version 11,5 paket programi kullamlmis ve

P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4. BULGULAR

4.1. Viicut ve Organ Agirhiklar:

Deneysel gruplarin her birinde deney oOncesi agirlik bakimindan anlamli farklilik

goriilmedi (p = 0,763).

Deney boyunca kontrol grubundaki hayvanlarda agirlik artist gozlenirken, diger tiim
gruplarda kilo kaybi1 gozlendi (p=0,001). Bu gruplardaki kilo kaybi kendi aralarinda
kiyaslandiginda anlamhi farklilik goriilmedi. Hayvanlardaki agirliklar deney sonunda kontrol
grubunda % 0,45 artarken diger gruplarda MTX’de %15,49, VEMTX’de % 25,22,
LCMTX’de % 24,43 ‘liik bir azalma oldu (Sekil 3).
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Sekil 3: Hayvanlarin viicut agirliklar

Deney sonlandirildiktan sonra hayvanlarin testis agirliklarinin, kontrol grubuna gore
tim gruplarda daha diisiik oldugu goriildii (p= 0,001). Fakat ii¢ deney grubunun kendi
iclerindeki testis agirlik farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 2).

Tablo 2 : Deney sonrasi testis agirliklari

N Testis agirlig
(ortalama ) + SD/g
KONTROL 5 2,6280+0,1785
MTX 7 2,0243+0,2533
VEMTX 7 1,8986+0,3036
LCMTX 7 1,7714+0,1190




4.2. Biyokimyasal Bulgular

Gruplara ait testis doku Orneklerinde, spektrofotomekrik olarak lipid peroksidasyon

tiriinii olan MDA ve SOD degerleri tayin edildi (Tablo 3).

MTX verilen gruptaki hayvanlarin MDA degerleri diger tiim gruplardan anlamli
derecede yiiksekti (p=0,001). MDA degeri LCMTX grubunda, VEMTX grubundakinden daha
biiyiiktii ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,059). Ayrica tiim deney grubundaki
hayvanlarin MDA degeri kontrol grubundakilerden daha yiiksekti (p=0,001).

Tablo 3. Gruplardaki MDA ve SOD Degerleri

GRUPLAR | MDA nmol/g SOD U/g

ortalama + SD | ortalama * SD

KONTROL | 9,45 +0,947 131,20 + 8,843

MTX 14,08 + 1,712 | 96,29 + 10,144

VEMTX 10,73 £1,684 | 123,00 + 2,646

LCMTX 12,17 £0,592 | 115,00 £ 5,066

SOD degerlerine bakildiginda; MTX grubu SOD degeri diger gruplardakinden anlaml
derecede daha diisiiktii (p<0,001). VEMTX grubundaki SOD degeri, LCMTX grubundaki
degerle karsilastirildiginda anlamli diizeyde daha diisiiktii (p=0,048). Kontrol grubu SOD
degerleri diger tiim gruplardan yiiksek olmasina ragmen VEMTX grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak bulunan fark anlamli degildi (p=0,063). Fakat diger iki gruptan (MTX,
LCMTX ) anlamli 6lciide yiiksek oldugu goriildii.



4.3. Histolojik Bulgular

Kontrol grubunda normal seminifer tiibiiller goézlendi (Tablo 4). Deney gruplarinda
degisik derecelerde cesitli histopatolojik bulgulara rastlandi. Gézlenen histopatolojik

degisiklikler 6 parametrede siniflandirarak bulgularin siddeti 0-4 arasinda derecelendirildi.

Her bir grupta tiim parametrelerindeki toplam hasara bakildiginda, MTX in belirgin bir
hasara yol actig1 gozlendi (p<0,0001). Keza VEMTX ve LCMTX gruplarinda da kontrol
grubu ile kiyaslandiginda anlamli hasar vardi (p<0,001 ve p<0,0001). Ancak bu iki gruptaki
hasar indeksi MTX grubundan daha diisiiktii. Boylece toplam hasara bakildiginda VEMTX
(p=0,0049) ve LCMTX (p=0,0278), MTX’in sebep oldugu hasart azaltmisti (Tablo 4).

Tablo 4. Kontrol ve deney gruplarindaki toplam histopatolojik hasar indeksi degerleri.

N Toplam Hasar indeksi
ortalama+SD
Kontrol 5 0.0183+0,0425
MTX 7 0.9736+0,6183
VEMTX 7 0.4921+0,4308
LCMTX 7 0.5648+0,4228

MTX’in yol agtigi hasarlar ile E vitamini ve L-karnitinin koruyuculugunun hangi
parametreleri ne kadar etkiledigini ortaya koymak i¢in istatistiksel analizler yapildi. Ayrica

sonuclar sekil 4.’de grafik olarak gosterilmistir.

Alt1 alt simifa ayirdigimiz parametreleri A-B-C-D-E-F harfleriyle gosterdik (Sekil.4)

Bu parametreleri 6zet olarak degerlendirirsek:

A. Germ hiicrelerinde azalma: MTX grubundaki hasar diizeyi kontrol grubundan
anlaml derecede yiiksekti (p= 0,000048). VEMTX grubunda hasar siddetinin anlamli olarak
azaldig gozlendi (p=0,0294). LCMTX grubunda da hasarda



bir azalma var ise de bu istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,1208). Ancak VEMTX
grubu ile LCMTX grubu arasinda da anlamli fark yoktu.

B. interstisyel alanda 6dem: Bu parametrede de MTX grubundaki hasar diizeyi
kontrol grubundan anlamli diizeyde farkli bulundu (p=0,0018). Diger iki deney grubundaki
hasar siddeti MTX grubundakinden diisiikse de istatistiksel anlamlilik yoktu. Vitamin E
verilen gruptaki hasar siddeti kontrol grubundan da farkli degildi. LCMTX ise kontrol
grubuna gore daha fazla bir hasar siddetine sahipti (p=0,0190). Bu parametredeki hasar1 E

vitamini daha giiclii engellemisti.

C. Interstisyel alanda konjesyon: Bu parametrede de MTX grubu kontrol grubundan
anlamh diizeyde fazla hasar siddetine sahipti (p=0,0022). VEMTX grubunda hasar siddeti
kontrol grubundan daha fazlaydi (p=0,0299). LCMTX grubu ise kontrole daha yakin bir
hasara sahipti ve istatistiksel olarak kontrol grubuyla arasinda fark yoktu (p= 0,1143). Bir
diger deyisle istatistiksel anlam olmamakla beraber LCMTX verilen hayvanlar bu parametre

acisindan daha 1yi korunmustu.

D. Hiicrelerde vakuol: Bu parametremiz icin MTX grubu kontrol grubundan anlaml
diizeyde siddetli hasara sahipti (p=0,0140). VEMTX ve LCMTX gruplarinda bir miktar hasar
goriilmekle beraber kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli degildi (her ikisi i¢in de p=

5677).

E. Bazal laminada ayrilma: Bu parametremiz icin MTX grubunda sadece 3 denekte bu

hasar orneklerine rastladik. Diger gruplarda bazal laminada ayrilmaya rastlanmadi.

F. Spermatidlerin kaynasarak olusturdugu dev hiicreler: MTX grubundaki dev
hiicreler kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede fazlaydi ( p= 0,0139). Diger
gruplarda da az sayida bu hiicrelere rastlanmakla birlikte kontrol grubundan istatistiksel

olarak farkli degildi (VEMTX: p=0,9345, LCMTX: P=0,1804).
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Sekil 4: Gruplardaki her bir parametrenin ortalama hasar skorlari
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e

Resim 1. Kontrol grubu normal seminifer tiibiil. HE, X 400



Resim 2. MTX grubu A: germ hiicrelerinde azalma. Masson, X 100

Resim 3. MTX grubu ~ ——¢erm hiicrelerinde azalma V*uolizasyon. Masson,
X 200



Resim 4. LCMTX grubu  ——germ hiicrelerinde azalma *ﬁkuolizasyon. Masson,
X 200

Resim 5. MTX grubuA bazal laminada ayrllrf* bazi seminifer tiibiillerde
vakuollesme — germ hiicrelerinde azalma. HE, X 200



Resim 6. MTX grubu — bazal laminada ayrilma. HE, X 400

Resim 7. LCMTX grubu * intersistiyal alanda 6dem  —®bazal laminada ayrilma
konjesyond vakuollesnll. HE, X 400



Resim 8. VEMTX grubu —» vakuoluzasyon. HE, X 400

Resim 9. LCMTX grubu — germ hiicrelerinde azalma * vakuol.
HE, X 400



Resim 10. VEMTX grubu * Intersistiyal alanda 6dem. Masson, X 200

Resim 11. VEMTX grubu — konjesyon. HE, X 400



Resim 12. VETMX grubu*intersistiyal alanda 6dem. HE, X 200

Resim 13. MTX grubu — spermatidlerin kiimelesmesi sonucu ortaya ¢ikmis dev
hiicreler. HE, X 400



Resim 14. LCMTX grubu W dev hiicreler. HE, X 200

Resim 15. LCMTX grubu * dev hiicreler. HE, X 400



Resim 16. VEMTX grubu — konjesyon. HE, X 400

Resim 17. VEMTX grubu —» dev hiicreler. HE, X 200



Resim 18. LCMTX grubu* intersistiyal alanda 6dem —» konjesyon.
HE, X200

4.4 Elektron Mikroskobik Bulgular

4.4.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubuna ait sigan testis doku oOrneklerinin elektron mikroskobik olarak
incelenmesinde membrana proprianin normal yapida oldugu gozlendi. Membrana propria,
bazal lamina, kollajen lifler ve myoid hiicrelerden olusmaktaydi. Membrana proprianin i¢
hiicresel tabakasinda ince, uzun sekilli myoid hiicreler bulunmaktaydi. Myoid hiicrelerin
etrafinda kollajen lif demetlerinin varligi gozlendi. Membrana proprianin i¢ hiicresel olmayan
tabakasi lizerinde seminifer tiibiilde yer alan Sertoli hiicrelerinin ve spermatogenik hiicrelerin
varligr izlenmekteydi (Sekil 19).

Seminifer tiibiillerin bazal laminasi iizerine oturmus olan Sertoli hiicrelerinin bir
tarafinda derin bir cokiintiiye sahip c¢ekirdegi icerisinde belirgin bir cekirdekg¢ik yer
almaktayd:r (Sekil 19). Sertoli hiicrelerin sitoplazmasinda ¢ok iyi gelismis agraniiler

endoplazmik retikiiliim sisternalari, belirgin Golgi kompleksi, az geligsmis graniiler



endoplazmik retikiilim sisternalari, lipid damlaciklar1 ve tiibiiler tip mitokondriyonlar
izlenmekteydi.

Komsu Sertoli hiicreleri arasinda siki baglanti kompleksleri yer almaktaydi. Bu
baglanti kompleksinin altinda, bazal lamina iizerine oturmus olan spermatogoniumlar
bulunmaktaydi. Spermatogoniumlarin merkezi yerlesmis yuvarlak cekirdekleri ve
sitoplazmalarinda daginik halde bulunan mitokondrileri vardi (Resim 19).

Seminifer tiibiiliin orta kistmlarinda, spermatogoniumlardan daha biiyiik hiicreler olan
primer spermatositler yer almaktaydi (Resim 19 ve 20). Primer spermatositler, Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasi ile sarilmiglardi. Primer spermatositlerin cekirdekleri icerisinde,
boliinmeyi simgeleyen sinaptonemal komplekslerin varligr izlenmekteydi. Sekonder
spermatositlerin orta derecede elektron dansiteye sahip oldugu goriilmekteydi. Bu hiicrelerin
sitoplazmalarinda mitokondriler ve c¢ekirdegin bir kutbuna yakin yerlesmis Golgi kompleksi
izlenmekteydi. Sekonder spermatositlerin iizerinde ve liimene yakin olarak yerlesim gosteren
spermatidler bulunmaktaydi. Spermatidlerde cekirdek ve sitoplazmik organeller normal
goriiniimdeydi. Seminifer tiibiiliin apikal kisimlarinda spermatozoonlar normal olarak
izlenmekteydi. Spermatozoonlarin bas kismi igerisinde, yogun halde kromatin igeren,
yassilasmis cekirdek, ayrica cekirdegin anterior kisminda akrozom bulunmaktaydi (Resim
20).

Seminifer tiibiillerin aralarinda yer alan Leydig hiicreleri tek tek veya gruplar halinde
secildi. Hiicrelerde oval ya da yuvarlak bir adet cekirdegin varligi gozlendi. Cekirdek kilifi
yer yer ¢ekirdek icerisine dogru derin invajinasyonlar gostermekteydi. Sitoplazmada gelismis
agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari, tiibiiler krista iceren mitokondriler ve lipid

damlaciklar1 belirgin olarak izlenmekteydi (Resim 21).

4.4.2. MTX Grubu

Metotreksat uygulanmis deney gruplarindan alinan testis doku orneklerinin elektron
mikroskobik olarak incelenmesinde, seminifer tiibiil etrafin1 saran membrana propriyada
kalinlasma oldugu, kollajen lif miktarinin arttig, bazal laminanin kalinlastigi ve
diizensizlestigi izlenmekteydi (Resim 22).

Sertoli hiicreleri arasinda, hiicreler aras1 mesafenin arttigi, c¢esitli biiyiikliiklerde

diizensiz sarmalst membrandz yapilarin bulundugu bosluklarin olustugu goriilmekteydi.



Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik dansitesinin arttigi, ¢ekirdek igerisinde periferal yerlesimli
heterokromatin kiimelesmesi bulundugu, sitoplazmalar1 igerisinde agraniiler

endoplazmik retikiiliim sisternalarinin genisledigi, lizozomlarin ve lipid damlaciklarinin
arttig1 gozlendi (Resim 22). Bunlarin yaninda sitoplazmada farkli biiyiikliiklerde vakuollerin
olustugu dikkati cekmekteydi.

Bazal lamina iizerinde yer alan spermatogoniyumlar ve Sertoli hiicreleri arasinda
hiicreler arasi araliklarin genisledigi, hiicrelerin birbirlerinden ayrildiklar1 izlenmekteydi.
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 igerisinde, daginik, elektron dens yapilar seklinde goriilen
litik alanlarin varligr dikkati cekmekteydi (Resim 23).

Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri, makrofajlar ve kapillerler kontrol grubu

ile benzer ozelliklerde izlenmekteydi (Resim 24).

4.4.3. LCMTX Grubu

LCMTX grubundan alinan testis dokulariin elektron mikroskobik olarak
incelenmesinde, membrana propriya yapisinin kontrol grubu ile benzer 6zelliklere sahip
oldugu goriilmekteydi (Resim 25).

Sertoli hiicrelerinin arasinda yer alan siki baglanti kompleksleri ve ¢ekirdekleri normal
goriiniimde izlenmekle birlikte, bu hiicrelerin sitoplazmalari icerisinde agraniiler endoplazmik
retikiilim sisternalarinda genislemeler oldugu, lizozomlarda ve lipid damlaciklarinda artig
bulundugu dikkati cekmekteydi (Resim 26).

Sertoli hiicrelerinin arasinda bulunan spermatogonyumlar, spermatositler ve
spermazozoonlar kontrol grubu ile benzer 6zelliklerdeydi (Resim 25 ve 27).

Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri ve kapillerler kontrol grubundan farkli

degillerdi (Resim 28).

4.4.4. VEMTX Grubu

VEMTX grubundan aliman testis dokularin elektron mikroskobik olarak
incelenmesinde, membrana propriyanin kontrol grubu ile benzer ozelliklere sahip oldugu
gozlendi (Resim 29).

Sertoli hiicrelerinin yer yer bazal laminadan ayrildigi, Sertoli hiicreleri arasinda,
hiicreler aras1 mesafenin arttigi, ¢esitli biiyiikliiklerde bosluklarin olustugu ve bu bosluklarda

sarmalims1 membrandz yapilarin yapilarin bulundugu izlenmekteydi. Hiicre ¢ekirdeklerinde



periferal yerlesimli heterokromatin kiimeleri oldugu, sitoplazmalar1 icerisinde agraniiler
endoplazmik retikiiliim sisternalarinda genislemeler bulundugu,
lizozomlarin ve lipid damlaciklarinin arttigi goriilmekteydi. Ayrica Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalari icerisinde, daginik, elektron dens yapilar seklinde goriilen litik alanlarin varligi
dikkati cekmekteydi (Resim 29 ve 30).

Interstisyel alan igerisinde yer alan Leydig hiicreleri, makrofajlar ve kapillerler normal

goriinlimde bulunmaktaydi (Resim 31).

Resim 19: Kontrol Grubu. Seminifer tiibiilleri cevreleyen membrana proprianin (MP) normal

yapida oldugu gozlenmektedir. Membrana proprianin iizerinde seminifer tiibiilde yer alan
Sertoli hiicreleri (S), spermatogoniyumlar (Sg) ve primer spermatositler (PSt) izlenmektedir.
Sertoli hiicreleri arasinda siki baglanti kompleksleri (ok) normal olarak izlenmektedir.

Cekirdek (C). Bar=0,2 um.



Resim 20: Kontrol Grubu. Normal goriintimlii primer spermatositler (PSt), spermatidler (Sd)

ve spermatozoonlar (Sz) ,Cekirdek (C), sinaptonemal kompleks (ok). Bar=2 pm.



Resim 21: Kontrol Grubu. Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicrelerinin (LH) sitoplazmasi

icerisinde tiibiiler yapida kristalara sahip mitokondriler (M) ve agraniiler endoplazmik

retikiiliim sisternalar1 (SER), Cekirdek (C). Bar=0,5 um.



Resim 22: MTX Grubu. Seminifer tiibiil etrafin1 saran kalinlagmis membrana propriya (MP),
artmis kollajen lif (KOL), kalinlagmig bazal lamina (BL), Sertoli hiicreleri (S) arasindaki
mesafeler artmis, cesitli biiylikliikte bosluklar olusmus ve bu bosluklarin bazilarinda
sarmalims1 membrandz yapilar (siyah ok) gelismis, Sertoli hiicrelerinin cekirdegi icerisinde
cevresel yerlesimli heterokromatin kiimelesmesi (beyaz ok), genislemis agraniiler
endoplazmik retikiilim sisternalar1 (ok basi), artmis lizozomlar ve lipid damlaciklart (L)

goriilmektedir. Bar=0,5 pm.



Resim 23: MTX Grubu. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalart icerisinde, daginik elektron dens

yapilar seklinde goriilen litik alanlar (beyaz ok) gézlenmektedir. PSt: Primer spermatosit, Sd:

spermatid. Bar=2 pm.



Resim 24: MTX Grubu. Normal goriiniimde Leydig hiicreleri (LH) goriilmektedir.
C: Cekirdek, KOL: kollajen lifler. Bar=1 pm.



Resim 25 : LCMTX Grubu. Membrana propriyanin, Sertoli hiicreleri (S) arasindaki siki
baglanti kompleksleri (ok), ve cekirdek (C) yapilarinin normal oldugu izlenmekte.

Sg: spermatogoniyum, Sd: spermatidler, MP: membrana propria. Bar=2 pm.



Resim 26 : LCMTX Grubu. Sertoli hiicreleri (S) arasindaki siki baglanti kompleksleri (beyaz
0k), ve ¢cekirdek (C) yapilarin normal oldugu, agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalarinin
(siyah ok) genisledigi goriilmekte. MP: Membrana propria,

Sd: Spermatid. Bar=2 um.



Resim 27: LCMTX Grubu. Lamina propriyanin (LP) iist kisminda bulunan Sertoli hiicreleri
(S), arasindaki siki baglanti kompleksleri (ok), ve cekirdek (C) normal olarak izlenmekte.
Sertoli hiicresinin sitoplazmasi igerisinde artmig lipid damlacigi (L) goriilmektedir. PSt:

Primer spermatosit, Sz: spermatozoon (Sz). Bar=2 um.



Resim 28: LCMTX Grubu. Normal goriiniimde Leydig hiicreleri (LH) ve Cekirdek (C).

Bar=1 pm.



Resim 29: VEMTX Grubu. Membrana propriya (MP) normal goriiniimde, Sertoli hiicreleri
(S) arasinda genislemeler (siyah ok), sitoplazmalar1 igerisindeki diiz endoplazmik retikiilim
sisternalarinda genislemeler (ok basi), artmis lizozomlar (beyaz ok) ve lipid damlaciklar1 (L)
goriilmekte. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalari igerisinde, daginik, elektron dens yapilar

seklinde goriilen litik alanlar (¢ift ok) bulunmaktadir. Bar=0,2 pm.
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Resim 30 : VEMTX Grubu. Membrana propria (MP) normal yapida, Sertoli hiicreleri (S),
bazi alanlarda bazal laminadan ayrilmis, hiicreler arasi aralikta membran6z sarmalimsi yapilar
iceren bosluklar olusmus (ok), sitoplazmalar1 icerisinde genislemis diiz endoplazmik

retikiiliim sisternalar1 (ok bas1) goriilmekte. Bar=2 yum.
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Resim 31: VEMTX Grubu. Interstisyel alan igerisinde yer alan normal yapida Leydig
hiicreleri (LH) goriilmekte. C: Cekirdek. Bar=0,5 um.



5. TARTISMA VE SONUC

Kanser giiniimiiziin basat saglik sorunlarindan biridir ve gittikce daha yaygin olarak
goriilmektedir. Giderek Onemi artan soruna karst bir yandan alternatif tedavi yollar
arastirtlirken, diger yandan da antineoplastik ilaglarin daha etkin kullanilabilmeleri i¢in, yan

etkilerini ekarte edebilecek mekanizmalar iizerinde yogun ¢alismalar yapilmaktadir.

Bir folik asit antagonisti olan metotreksat yaygin olarak kullanilan bir antineoplastik
ilagtir. Ancak kullanimin1 yan etkileri kisitlamaktadir. Yan etkilerinin yol agtifi bu
kisitlanmadan kurtulmanin bir yolu da, MTX ile birlikte, yan etkilerini azaltacak veya
onleyecek ila¢ veya ilaclarin tedaviye eklenmesidir. Literatirde MTX toksisitesine karsi
kullanilan kafeik asit, erdostein, E vitamini, simvastatin gibi cok sayida antioksidan
maddelerle yapilan calismalar vardir (6, 41, 43, 44, 45). Biz de calismamizda MTX in
testikiiler doku hasarina kars1 disaridan verilen vit E ve L karnitinin koruyucu etkisini

arastirmay1 amagladik.

Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini ve TAC seviyesin yiikselten (46) MTX in gii¢lii
bir antienflamatuar madde oldugu 6teden beri bilinmektedir (47). Yiiksek MPO seviyesinin
notrofil infiltrasyonuna sebep oldugu ve serbest radikallerin dokularda 16kosit (6zellikle
notrofil) infiltrasyonunu tetikledigi bilinir (1, 48). MTX’e bagl toksisite prositokinlerin
artmis iiretimi ile birlikte goriilen inflamatuar cevabin olugsmasiyla karakterizedir (1, 48). Gao
ve arkadaslart MTX’in ksenobiyotiklerin ve endotoksinlerin ince barsaga ge¢cmelerine sebep
olduklarini, bunun da makrofaj ve nétrofil infiltrasyonunu baglattiklarin1 ve sonunda reaktif
oksijen tilirlerinin {iretiminde artisa yol actiklarim1 gostermislerdir (49). Buradaki
mekanizmaya benzer olarak Oktar ve arkadaslart MTXin testis i¢ine infiltre olan makrofaj ve

notrofiller aracilig ile oksidatif stresin arttigin1 gostermislerdir (50).

E vitamini membranlarda siiperoksit ve lipit peroksitlerin aktivitelerini azaltarak,

membranlari lipit peroksidasyonuna karsi korur (51).

E vitamininin cesitli toksik etkenlere karsi testisleri korudugunu bildiren ¢ok sayida ¢alisma
vardir (52). Maneesh ve arkadaglari 4 hafta boyunca oral yoldan ethanol uygulayarak
testikiiler oksidatif strese yol actiklari sicanlara yine oral yoldan a-tokoferol vererek, o-
tokoferoliin testis dokusu iizerindeki iyilestirici etkisine bakmuslardir. Ethanol uygulanan

grupta ortaya cikan testis agirligindaki azalma, o-



tokoferol verilen grupta yerini artisa birakirken; yine ethanol etkisiyle testiste ortaya
cikan lipit peroksidasyonuna karsi a-tokoferoliin koruyucu etki gosterdigi de belirlenmistir
(53). Sahintiirk ve arkadaglar1 sicanlar {izerindeki yapmis olduklar1 calismada 3-7 giin
boyunca 100 mg/ kg Vit E verilmesinin etan dimetan siilfonata kars1 koruyucu etki yaptigini

ortaya koymuslardir (54).

Marin-Guzman ve arkadaslari, domuzlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, diyetle alinan
selenyum ve E vitamininin testis dokusu, semen kalitesi ve fertilizasyon {izerinde iyilestirici

etkiler yaptigini belirtmislerdir (55).

Chandra ve arkadaslar1 sicanlar iizerinde yaptiklart ¢calisma da verilen 50 ve 100 mg/kg
E vitamininin, vanadium maddesinin zararli etkilerine karst testisleri korudugunu

saptamiglardir (56).

Mauer ve Mason yaklasik 90 giin boyunca E vitamininden yoksun diyetle besledikleri
sicanlarin testis dokusu tiibiil duvarinda ileri derecede dejenerasyon saptamislar ayrica testis
agirhiginda da azalma oldugunu belirtmislerdir. Bu sicanlara 20 giin boyunca 10 mg d-o-
tokoferil asetat ya da 25 mg d-a-tokoferil hidrokuinon verdiklerinde ise testis agirliginda artig

ve histolojik olarak da germinal epitelde diizelme oldugunu bildirmislerdir (57).

L-karnitin uzun zincirli yag asitlerinin, hiicresel enerji iiretimi i¢in par¢alandig yer olan
mitokondriye taginmalarinda gerekli olan bir kofaktordiir. L-karnitinin cesitli toksik etkenlere

kars1 koruyuculugu antioksidan ve antiperoksidatif etkilerine baglanmaktadir (58, 59).
L-karnitinin, MTX’in sebep oldugu organ hasarlarin1 ve 16kosit oliimiinii onledigi
bildirilmistir. L-karnitinin antiapoptotik etkisi gosterilmistir (60).
L-karnitin erkek iireme organlarinda yaygin olarak bulunan endojen bir maddedir (61).

Sigan testislerinde yapilmis bir ¢alismada, L-karnitininin radyasyonla artmis apoptotik

germ hiicre sayisini azalttig1 gosterilmistir (52).

Bizim calismamizda deney oOncesi hayvan viicut agirliklar1 bakimindan gruplar arasinda
anlamli farklilik yoktu (p = 0,763). Deney boyunca kontrol disindaki tiim gruplarda kilo kaybi
gozlendi (p=0.001). Hayvanlar oldiiriildiikten sonraki testis agirliklar1 degerlendirildiginde

kontrol grubundaki hayvanlarin her iki testisin toplam



agirhigimin - diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli  diizeyde yiiksek oldugu
goriilmiistiir (p= 0.001). Fakat diger gruplar arasindaki agirlik farki istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Hayvanlar tiim deney gruplarinda hem kilo kayb1 hem testis agirliginda bir
kayba ugramislardi, ancak deney gruplari arasinda anlamli bir fark yoktu. Bir bagka deyisle
vitamin E ve L-karnitin MTX’in yaptigi hem viicut, hem de testis agirligindaki azalmayi

etkilemedi.

Daha onceki ¢esitli calismalarda 20 mg/Kg ya da daha yiiksek dozlarda MTX’e maruz
kalmanin kanda, karacigerde, bobreklerde ve testislerde MDA seviyesini arttirdigi
gosterilmistir (1,62). Daha diisiik dozlarin (10 mg/Kg) kullanildigr bazi ¢alismalarda MDA
seviyesinin etkilenmedigi ve bunun diisiik doz yaninda, anestezi yapilmamis olmasinin da
onemli bir faktor olabilecegi vurgulanmistir (50). Gergekten de anestezide kullanilan
maddeler lipit peroksidasyonunu arttirabilmektedir (63). Etik kaygilarla anestezi uygulanan ve
nispeten yiiksek doz MTX (20 mg/Kg) verilen ¢alismamizda, MDA diizeylerindeki anlaml
yiikselis, gecmis calismalarla uyumlu olarak degerlendirilebilir. Deney hayvanlarimizin SOD
degerlerine bakildiginda da MTX grubunun diger gruplardan anlaml diizeyde diisiik oldugu
goriilmiistiir. Deney gruplarindaki SOD degerlerinindeki bu diisiis MDA degerlerindeki artisla

paralellik gostermektedir.

MTX’in sperm sayisini diisiirdiigii ve anormal basli sperm oraninda artisa sebep oldugu
gosterilmistir (64, 65). Yine MTX’in farkli dozlarda uygulanmasiyla seminifer tiibiillerde ¢cap
incelmesi, spermatojenik hiicre icerigi azalmasi ve vakuolizasyona sebep olduklari,
interstisyel alanda da 6dem gibi degisikliklere yol actiklari bildirilmistir (64,66). Bizim
calismamizda da MTX verilmesiyle benzer histolojik bulgular gézlendi. MTXin yani sira E
vitamini ve L-karnitin verilmesi bu hasarlari tamamen ortadan kaldiramasa da anlaml

derecede azaltti.

Elektron mikroskobik olarak yaptigimiz incelemelerde kontrol grubunda normal testis yapisi
gozlenmistir. MTX grubuna ait dokularda ise seminifer tiibiilii saran lamina probriyada
kalinlasma, kollejen lif miktarinda artma, bazal laminada kalinlasma ve diizensizlikler, sertoli
hiicreleri ve spermatagoniumlar arasinda hiicreler arasi mesafede artis gozlenmekteydi.
Ayrica Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde heterokromatin kiimelesmesi, sitoplazmalarinda
lizozom ve lipid damlaciklarinda artis, agraniiler endoplazmik retikulum sisternalarinda
genisleme, elektron dens yapilar seklinde goriilen daginik litik alanlar ve sarmalimsi

membrandz yapilarin olustugu goriilmiistiir.



Bu bulgular genel olarak hiicrelerde bir bozulmaya isaret etmektedirler. MTX grubunda
da gozlenen bulgularin bazilari, (sertoli hiicrelerinin agraniiler endoplazmik retikulum
sisternalarinda genisleme, lizozom ve lipid damlaciklarinda artis, litik alanlar ve sarmalimsi
membrandz yapilar iceren bosluklar gibi) VEMTX ve LCMTX gruplarinda da goriildiiyse de
bu bulgularin sayis1 ve siddeti MTX grubunda gézlenenlerden daha azdi.

Ozet olarak, calismamizda sadece MTX verilen grupta deney sonrasi dokular histolojik
olarak incelendiginde seminifer tiibiilllerdeki germ hiicrelerinde azalma, intersistiyal alanda
o0dem ve konjesyon, seminifer tiibiilde vakuollesme, bazal laminada ayrilma ve epitelde ortaya
cikan cok niikleuslu dev hiicreler seklinde hasarlara rastlanmistir. Elektron mikroskobik
bulgularda bunlar teyit etmistir. Tiim hasarlar1 goz oniine aldigimizda hem vitamin E, hem L-
karnitin MTX’in yaptig1 histolojik hasarlar1 kismen onlemistir. Nitekim bu koruyuculugu

biyokimyasal parametrelerden MDA ve SOD degerleri de desteklemektedir.

Sonug olarak biz ¢alismamizda; MTX’in testislerde onemli hasara neden oldugunu ve
bu hasar1 6nlemede ya da azaltmada Vit E ve L karnitinin etkisinin olup olmayacagini
gormeyi amagladik. Elimizdeki sonuglara gore vit E ve L karnitin MTX’in testislerdeki

hasarin1 tamamen Onleyemese bile, hasar siddetini nemli derecede azaltmaktadirlar.
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