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OZET

Bu caligma ratlara methotreksat (MTX) uygulamasinin oksidatif stres,
antioksidan sistem ve spermatogenez iizerine olan etkileri ve bu etkilere
Kisspeptin-10 uygulamasinin  meydana getirdigi  degisiklikleri aragtirmak

amaciyla yapilmistir.

Bu amagla 48 wistar albino rat Kontrol Grubu kontrol (n:6, serum
fizyolojik), 2. Grup MTX (n:10, i.p MTX 20 mg/kg tek doz), 3. Grup (n:6, i.p
Kisspeptin-10, 50 nmol/kg, 5giin/doz), 4. Grup (n:6, Kisspeptin-10, 50 nmol/kg
10giin/doz), 5. Grup (n:10, MTX 20 mg/kg tek doz + Kisspeptin-10, 50 nmol/kg 5
giin/doz), 6. Grup (n:10, MTX 20 mg/kg tek doz + Kisspeptin-10, 50 nmol/kg 10

giin/doz) gruplarma ayrilmigtir.

Uygulama yapilan gruplarda plazma ve testis dokusu MDA, GSH, GSH.px
ve Katalaz aktivitesi diizeylerine, spermatolojik parametrelere ve serum

testesteron seviyelerine bakildi.

13. giin sonunda testis dokusunda MTX uygulamasi ile artan MDA diizeyi
(p<0.05) 5. ve 6. gruplarda Kisspeptin uygulanmasi ile anlamli bir azalma
gostermistir (p<0.05). Testis dokusu ve plazma GSH diizeyleri ise tedavi gruplari
olan 5. Ve 6. Gruplarda anlmali bir artig gostermistir. Testis dokusu GSH .px
diizeyleri MTX uygulamasi ile azalma gosterirken (p<0.05), 6. Grupta Kisspeptin
uygulamasi ile artig gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). Katalaz diizeylerinde ise
plazma ve testis dokularinda 6nemli farklilik goriilememistir. Serum testesteron
diizeyleri MTX uygulamasi ile 6nemli bir azalma gostermis (p<0.001), meydana

gelen bu azalma tedavi grubunda 10 giinliik kisspeptin uygulamasi ile normal



seviyesine gelmistir (p<0.001). Spermatolojik parametrelerde MTX uygulamasi
ile azalma gosteren motilite (p<0.001) ve artan anormal spermatozoon oranlari
(p<0.05) tedavi gruplar1 olan 5. ve 6. Gruplarda ise diizelme goriilmiis, motilitede
artis (p<0.001), anormal spermatozoon sayisinda ise azalma (p<0.05) tespit

edilmistir.

Bu c¢aligma sonucunda MTX uygulamas: ile olumsuz etkilenen iireme
sisteminin kisa ve uzun siireli Kisspeptin-10 uygulamasi ile bu olumsuz etkilerin

ortadan kaldirilmasina yardimer olabilecegi goriisiine varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Kisspeptin, Metotreksat, Antioksidan, Sperm Kalitesi
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ABSTRACT

EFFECT OF KISSPEPTIN ON METHOTREXATE INDUCED LIPID PEROXIDATION, OXIDATIVE
STRESS AND THE CHANGES IN SPERM QUALITY IN RATS

The purpose of this study is to determine effects of metotrexate on
oxidative stress, antioxidative system and spermatogenesis and changes caused by

Kisspeptin-10 administration on these effects.

For this purpose, total of 48 wistar albino rats are divided into groups as;
group 1 control (n:6, saline), group II MTX (n:10, i.p MTX 20 mg/kg single
dose), group III (n:6, i.p Kisspeptin-10, 50 nmol/kg, 5 days/dose), group IV (n:6,
Kisspeptin-10, 50 nmol/kg, 10 days/dose), group V (n:10, MTX 20 mg/kg single
dose + Kisspeptin-10, 50 nmol/kg 5 days/dose) and group VI (n:10, MTX 20

mg/kg single dose + Kisspeptin-10, 50 nmol/kg, 10 days/dose).

Plasma and testicular tissue MDA, GSH, GSH.px and activity of catalase
levels, semen parameters and serum testesteron levels were measured in treated

groups.

At the end of the study, MDA levels that increased by MTX applications
in testicular tissue (p<0.05) showed significant decrease in group V and group VI
by Kisspeptin administration (p<0.05).The levels of GSH in the testicular tissue
and plasma were significantly increased in group V and group VI. While testicular
tissue GSH.px levels decreased with MTX administration (p<0.05), while in
group VI was increased by Kisspeptin adminstration(p<0.05). Serum testesteron
levels showed a significant decrease with MTX administration (p<0.001) and it

returned the normal levels with 10 day Kisspeptin administration in treatment

XII



group (p<0.001). In case of spermatological parameters with MTX administration,
decreased motility (p<0.001), and increased rates of abnormal spermatozoon
(p<0.05), an improvement was seen in treatment groups (group V and VI) with
increased motility (p<0.001), and decreased abnormal spermatozoon counts

(p<0.05).

As a result of the study, it was concluded that adverse effects on
reproductive system with MTX administration may be eliminated with short and

long-term Kisspeptin-10 administration.

Key Words: Kisspeptin, Methotrexate, Antioxidant, Sperm Quality
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1. GIRIS

Birgok kemoterdpatikler, radyoterapi uygulamalari ve hatta birtakim
cerrahi uygulamalar, {ireme organi bozukluklarina, hipogonadizme neden oldugu
gibi, kalict infertilite ve menopoza da neden olabilmektedir. Her ne kadar kansere
yakalanma yasinin 60 yas tizeri oldugu belirtilse de, tiim kanserlerin yaklasik
%4’1 15-40 yagslar arasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalarin ¢ogu halen ¢ocuk
sahibi olmayan kisilerden olusabilmektedir, bu nedenle tedavinin fertilite iizerine

etkileri bu hastalar i¢in ¢cok dnemli hale gelebilmektedir (1).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda heniiz ¢ocuk sahibi olmamis geng
erkeklerde; uygulanan sitotoksik kemoterapilerle uzun siireli remisyon ve
kanserden tamamen kurtulma oranlarinin bir hayli artmis oldugu belirtilmistir.
Bununla birlikte, s6z konusu hastalarda tedavi ile birlikte, yan etki olarak ortaya

cikan fertilite sikliginda bir azalmanin oldugu ifade edilmektedir (2).

Verilere gore ABD’de her yil 20.000°den fazla iireme donemindeki geng
ve ¢ocuk kanser hastas1 kemoterapi ve/veya radyoterapi almaktadir. Bu hastalarin
yaklasik olarak %80-90’1nda tedavi uygulanmakta ve cogunda fertilite problemi

ortaya ¢ikmaktadir (2).

Kemoterapi alan evli ¢iftlerde tedavi sonrast %15-30’lara varan oranlarda

infertilite gortiilmektedir (3).

Kemoterapdtik ilaglarin hemen hepsi hizli boliinen hiicreler lizerinde etki
gostermektedir. Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden daha hizli ¢ogalmasi ve

biiylimesi nedeniyle kemoterapotikler bu tipteki hiicreleri ortadan kaldirmak icin



ortaya ¢cikmistir. Buna ragmen saglikli hiicrelerde de ayni etkiler ortaya ¢ikmakta
ve kemoterapi sonucu direkt olarak etkilenmektedir. Bu etkilenmeler ¢esitli yan
etkilere de neden olmaktadir. Yan etkiler genellikle kemik iligi, sindirim sistemi
mukozasi, kil follikiilleri ve spermler gibi ¢cabuk cogalabilen hiicreler iizerinde
ger¢ceklesmektedir. Bunun disinda c¢esitli kemoterapotikler kalp, bdobrekler,
mesane, akcigerler ve sinir sistemi gibi hayati fonksiyonlar1 bulunan organlar
tizerinde de istenmeyen etkiler meydana getirebilmektedir (4,5).

Kemoterapdtikler saglikli doku ve hiicrelerde de olumsuz etkilere sebep
oldugu icin erkeklerde infertilite ve sterilite gibi komplikasyonlar
kemoterapoétiklerin iireme sisteminde meydana getirdigi istenmeyen etkilerdir
(6,7,8).

Spermatogenezis ve sperm kalitesini etkileyen parametrelerdeki sorunlar,
hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG) aksindaki aksakliklar, cinsel islev
disfonksiyonu gibi semptomlar kemoterapétik ilaglarin  iireme sisteminde
meydana getirdigi olumsuz etkiler arasinda bulunmaktadir (7,8,9).

Kemoterapotik ilaglar bircok kanser tedavisinde uygulanmaktadir bunlar;
antimetabolitler, alkilleyiciler, antibiyotikler, mitotik inhibitorler, enzimler,
sentetik yapili hormonlar gibi ayrilirlar ve bunlarin farkli etki sekilleri mevcuttur

(10).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin yiiksek proliferasyona sahip
dokular {iizerine akut toksik yan etkilere neden olmakta ve bunlarin arasinda
gonadal hasar yaygin olarak goriilmesine ragmen, anti kanser ilaglarinin bu yan

etkisi diger yan etkilere gore daha az arastirilmistir (11,12).



Metotreksat (MTX) bir folik asit (FA) antagonisti olup; antimetabolit
0zelligi haricinde antiinflamatuvar, antiproliferatif, immiinosupresif, antipsoriatik
etkileri bulunmaktadir. Romatoid artrit gibi otoimmun hastaliklarin tedavisinde,
lenfoma, l6semi, osteosarkom, bas ve boyun bolgesinde bulunan tiimoérlerde,
akciger ve meme kanseri ile birlikte c¢esitli kanser tiplerinde kemoterapide

kullanilmaktadir. (13).

Cesitli arastirmalar, MTX’in, antioksidan sistemin etkisini bozarak,
hiicreleri ROB(reaktif oksijen bilesikleri)’a karsi duyarli hale getirip hasara
sebebiyet verdigini gostermektedir. Oksidatif stres, testis seminifer tiibiillerinde
hasara ve germ hiicrelerinin azalmasina neden olmaktadir (14,15). Bu yiizden,
antioksidanlar oksidatif strese karsi testis dokusunun korunmasina yardim edebilir

(16).

MTX uygulamasinin ratlarda spermatogenezis, iireme organlart ve
dolayisiyla fertilite {izerine olumsuz etkileri oldugu, yapilan ¢alismalarda

bildirilmistir (12,17,18).

Bir noropeptid ailesi olup, KiSS-1 geni (1q32) tarafindan kodlanan
kisspeptinler, 145 amino asit iceren Kiss-1 proteinidir. Kiss sozciigiindeki “ss”
takis1 supresor sekansi (suppressor sequence) ifade etmektedir ve bu gen bolgesi
Hershey, Kiss ¢ikolatasina ithafen Pensilvanya’da kesfedildigi i¢in bu yorenin

meshur “Ki” 6neki getirilerek ayni sekilde Kiss-1 geni ad1 verilmistir (19,20,21).

Kisspeptin hipotalamusta arkuat niikleus ve anteroventral periventrikiiler

cekirdekte bulunan ndronlardan gonodotroplarin etkisi ile sentezlenmektedir.



Kisspeptin henliz tam olarak tanimlanmamis homeostatik ve noéroendokrin

fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (22).

Kisspeptinin ~ bilinen  Kisspeptin-10,13,14, 52, ve 54 tiirevleri
bulunmaktadir(23).C- terminal dekapeptidini i¢eren biitiin bu formlarindan biri
olan kisspeptin-10 kiiltiire edilmis insan trofofoblast hiicrelerinden salinmaktadir.
(24) Reseptorii ise G Protein Coupled Receptor-54 (GPR54)’diir, genellikle KiSS-

1/GPR54 sistemi olarak tanimlanmaktadir (25).

Kisspeptinler hipofizden luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimulan
hormon (FSH) salgilanmasini uyaran ¢ok gii¢lii bir néropeptitdir ve bu etkisini

gonadotropin releasing hormone (GnRH) {izerinden yapmaktadir (22).

Ergenlik donemine giriste, GnRH sekresyonunu yapan ndronlarin
aktivasyonu baglamaktadir. Hipotalamusta sentezlenen bu hormon, Hipofizden

FSH ve LH salinmasini uyarmakta ve gonadlar1 aktiflestirmektedir (26).

Erkeklerde LH, Leydig hiicrelerini stimiile ederek testosteron salinimini
artirir. FSH ise Sertoli hiicrelerinden Androjen Baglayici protein (ABP) ve Inhibin

salgilanmasini stimiile ederek spermatogenezisi uyarmaktadir (27).

Seminara ve ark. (28), farelerdeki Gpr54 geninin delesyonu sonucunda
farelerin puberteye ulagamadigimi gostermislerdir. Kiss-/ geni bulunmayan
knockout farelerde, hipogonadizm tespit edilmistir. GPR54 bulunmayan farelerde
(GPR54—/-) anormal seksual gelisim ve dolasimda gonadotropinin diisiik

konsantrasyonlarda oldugu gézlenmistir (29).



Kisspeptinin, GnRH fizyolojisi i¢in dnemli olmasindan dolayr muhtemel
iki temel terapotik etkisi arastinlmistir. {lki reproduktif fonksiyonlari
hipotalamustan GnRH saliimin indiikleyerek yapmak ki, kendisi hipogonadizm,
infertilite ve anovulasyon iizerine tedavi edici potansiyeli belirlenmistir. Ikinci
olarak ise prostat kanseri, prostat hiperplazisi, endometritis ve meme kanseri gibi
reproduktif fonksiyonlar1 baskilayarak hormon tedavisine izin verilmesini

gerektiren durumlari igermektedir (30).

Santral ve periferik kisspeptin uygulamalarmin ¢esitli  hayvan

modellerinde HPG ekseni uyardigi bildirilmistir (31).

FSH ve LH seviyelerindeki ani yiikselmelerin akut etkilerine yonelik
calismalar ¢esitli tiirlerde yapilmustir. Ilk defa Dhillo ve arkadaslar1 tarafindan
Kisspeptin’in insanlar iizerine etkisine yonelik ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada
Kisspeptin-54 erkeklerde (0,125-40 pmol / kg / dk) uygulanmis ve doza bagh
olarak plazma LH, FSH ve testesteron seviyelerinde az miktarda artis gézlenmistir

@31).

George ve ark. (32), yaptig1 calismada, i.v Kisspeptin-10"u i.v bolus
uygulamasi doza bagimli olarak plazma LH ve FSH seviyelerinde 1 pg/kg’a varan
artisa neden olmustur. Buna ragmen 3 pg/kg Kisspeptin-10 uygulamasi plazma
LH ve FSH seviyeleri iizerine istatiksel olarak anlamli bir sonug ¢ikarmaya yeterli

olmamuistir ve altinda yatan sebep tam olarak bilinmemektedir.

Kisspeptin’in  kronik uygulamarinda ise gondatotroplar/testesteron

seviyelerinde ani yiikselmeyi takip eden ani diisiisler gdzlenmistir (30).



Ayrica periferal Kisspeptin-10 uygulanmasi prepubertal ve eriskin ratlarda
plazma LH ve FSH, juvenil erkek maymunda ise LH salinmasini uyarmaktadir

(23,33,34,35).

Thomson ve ark. (23) yapmis oldugu ¢alismada kisspeptin-10"un 10 ve 30
nmol periferal uygulanmasimi takiben 20 dakika sonra plazma LH seviyesinde
anlamli bir artis gozlenmezken 100 nmol uygulamada plazma LH seviyesinde
Oonemli bir artis meydana gelmistir. Buna ek olarak, iv ya da ip Kisspeptin-10
uygulamasinin yetigkin erkek farelerde dolasimda bulunan testosteron seviyesini

artirdigt bildirilmektedir.

Kisspeptin’in iireme fonksiyonlar1 iizerine oynadigi rol kesfedildikten
sonra fizyolojik ve farmakolojik etkileri iizerine gectigimiz on yilda birgok
caligmalar Kiss1R agonistleri ve antagonistlerinin HPG aks1 kontrol etmede yeni
yaklagimlar saglanabilecegini gostermistir. Klinik c¢alismalarda ise kisspeptin
agonist ve antagonistlerinin miitkemmel giivenilirlikte oldugu ortaya konmustur

(31,32,36,37,38).

Cesitli caligmalarla oksidatif stres ve gonadotropinlerin iligkili oldugu
belirlenmistir. Hipotalamus fonksiyon bozukluklar1 sonucu LH ve FSH
tiretiminde meydana gelen azalma oksidatif stres olusumunu tetiklemektedir
(39,40). Aydin M ve ark. (41), yaptigi calismada Kisspeptinin antioksidan

etkilerinin olabilecegini belirtmiglerdir.

Son yillarda kisspeptinin erkek iireme sistemi iizerine olan etkisi ve lireme
hormonlar1 iizerine yapilan ¢aligmalarda artis gézlenmekle birlikte sperm kalitesi

ve antioksidan aktivite ilizerine etkilerini gdsteren ¢aligmalar kisitlidir.



Bu degerlendirmeler dikkate alinarak, bu caligmada; kisspeptin
uygulamasinin, MTX’in yol agtig1 birtakim etkileri (sperm kalitesi, ROB
olusumu, antioksidan enzim diizeyleri, serum testesteron diizeyi gibi) belirlenerek

bu parametrelerde meydana gelebilecek degisimlerin arastirilmast amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser ve Kemoterapi

Kanser, viicuttaki ¢esitli dokulara ait birtakim hiicrelerin normal
ozelliklerinin disinda degisim gostererek kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan
giinimiiziin en Onemli hastaliklarindandir (42). Hiicre sayisinin artmasi,
farklilagmasi ve oliimiinii diizenleyen genlerde meydana gelen bozukluk sonucu

olusan kanser, diinyada 6liimle sonuglanan hastaliklarin baginda gelmektedir (43).

Kanser, viicudun herhangi bir organinda veya dokusunda baslayabilmekte
ve yasaminin herhangi bir doneminde herkesi etkileyebilmektedir. Canli
viicudundaki tiim organlar, ihtiya¢ halinde yenilerini olusturmak iizere boliinen
hiicrelerden olusmaktadirlar. Eger hiicreler ihtiya¢ duyulmamasina ragmen
boliiniirlerse, tiimdr adinda asir1 bir doku kitlesi meydana getirmektedirler.
Tiimdrler, hayati tehdit etmeyen benign karakterli ya da kanseréz oOzellikte
malignant karakterli olabilirler. Malignant tiimérler, komsu doku ya da organlari
istila ederek onlara sonunda Oliimle sonuglanacak zararlar verebilmektedirler

(44).

Kanser hiicrelerinde karakteristik olarak alt1 belirti bulunmaktadir; gelisim
sinyalleri verebilme, sinirsiz bdliinme, biliylimeyi onleyebilecek sinyallere karsi
duyarsizlik, apoptozdan kagma yetisi, invazyon ve metastaz yapabilme, ¢ogalma
potansiyeline sahip olma ve anjiogenezi siirekli destekleyebilme o6zellikleridir

(45).



Kanser tedavisi iizerine c¢alismalara devam etmekle birlikte, c¢esitli
kemoterapotikler tedaviye yonelik olarak uygulanmaktadir. Kemoterapi, 6zellikle
cogalan hiicrelere kars1 segici oldiiriicii etkileri olan, dogal veya sentetik kimyasal,
biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi seklidir. 1960’11 yillara kadar
kemoterapi semptomatik amagla, bazi klinik bulgularin azaltilmasi ve hastanin
yasamini biraz daha uzatmak amaciyla kullanilmistir. Ancak 1960’11 yillardan
itibaren hiicre kinetigi bilgileri ve kinetik kavramlari kemoterapi protokollerinde
uygulanmaya baslanilmistir. Bu bilgiler arttik¢a yeni ilaglar antikanser aktiviteleri

acisindan arastirilmaya baslanmigtir (46).

Kanser olugsmayan saglikli yapilarda da birtakim olumsuz etkilere sahip
olan kemoterapotikler, erkeklerde infertilite ve sterilite gibi iireme sisteminde
istenmeyen etkilere sebep olmaktadir. Sperm kalitesinin  bozulmasi,
spermatogenezdeki aksakliklar, ejakiilasyon bozuklugu, hipogonadal aksta
meydana gelen fonksiyon bozukluklari, cinsel disfonksiyon gibi yan etkiler
kemoterapotik ilaglarin lireme sisteminde olusturdugu yan etkilerdir. Testisteki
Leydig ve Sertoli hiicreleri kemoterapotik ajanlara karsi bir miktar dayanikli
olmasina ragmen, germinal epitel bu ilaglara olduk¢a hasastir. Bununla birlikte
kemoterapide kullanilan ilaglar, bunlarin doz ve uygulama zamanlarma bagl
olmakla beraber, eger germinal epiteldeki kok hiicreler zarar gérmeyip saglikli
kaldiginda, spermatogenezde diizelme, tedavinin sonlandirilmasinit miitakip belli

stire i¢erisinde olabilmektedir (7,47,48,49).

Plazmada bulunan lipit hidroperoksitleri ve tiyobarbitiirik asit (TBA)-
reaktif bilesiklerin artis gostermesi, hastalarda kemoterapiklerin oksidatif hasara

neden oldugunu gostermektedir (50,51,52). Kemoterapi ile olusan ROB’un;



protein, lipid, DNA ve RNA gibi yapilarda hiicre 6liimiine kadar giden hasara yol

actig1 belirtilmistir (53,54).

Kemoterapi ile birlikte lipit peroksidasyon iiriinlerinin arttig1, dolasgimda
serbest radikal tutucu etkinin ve A, E, C vitaminleri gibi plazma antioksidan
diizeylerinin  azaldigi  gozlenmektedir. Kanser hastalarinin  antioksidan
seviyelerinin, kemoterapi etkinligi bakimindan o6nemli oldugu belirtilmistir
(55,56,57,58). Antioksidanlar1 tiiketen ajanlarla tedavi edilen hastalarda,
antioksidanlarin bu kaybi telafi etmek iizere kullanilmasi 6nerilmektedir (59,60).
Kemoterapi ve kanserli insan ve hayvanlar ile ilgili ¢alismalarda sperm ve testis
doku dondurma iglemlerinin, hormon uygulamalarinin, in vitro spermatogenezin
testikiiler biyopsi ile yapilmasi, testis transplantasyonu ve antioksidan
uygulamalarin kemoterapi Oncesi ve sirasinda ilaglarin erkek {ireme sistemi
tizerindeki istenmeyen etkilerin Oniine gegebilecegi belirtilmektedir. Yapilan
calismalarda kemoterapotiklerin genellikle oksidatif strese bagli gelisen DNA
hasar1 olusum mekanizmasiyla erkek tireme sisteminde istenmeyen sonuglara yol
actigi ve bu etkilere karst bircok antioksidanin koruyucu etkisinin oldugu

belirtilmektedir (7,8,61,62,63) .

Kemoterapotikler, yapilarina gore sitotoksite goOsteren antibiyotikler
alkilleyiciler, antimetabolitler, hormon tiirevleri, alkoloidler, bazi enzimler,

kortizoller gibi kategorilere ayrilmiglardir (64).

Antimetabolit ilaglar, hiicre metabolitlerine olan benzerliklerinden dolayz,

enzimler gibi islev gosteren metabolitlere benzer sekilde aktiviteyi bloke eder,
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azaltir ya da bu molekiillerin icine girerek fonksiyonu olmayan bir yapi

olustururlar (Tablo 1) (65).

Tablo 1. Antimetabolit laclar (65)

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

Pirin veya pirimidin prekiirsorlerinin  sentezini inhibe ve DNA
metilasyonunu 6nleyen antimetabolitler DNA ya da RNA sentezini durdururlar ve
maksimum sitotoksisiteyi siklusun S fazinda olustururlar. Bu yiizden, kemik iligi,
kil folikiilleri, iireme hiicreleri gibi ¢abuk cogalan hiicrelerde bulunan boliinme
hiz1 fazla tiimorler lizerinde etki gosterirler. Bunlardan bazilarinin farkli kimyasal
yapilarinin olmasi sebebiyle de niikleik asit ve niikleosid birlesimlerine girmekte

ve toksik etki gdstermektedirler (7, 66).

Antimetabolitlerin Temel Uygulama Alanlari: Melojenik ve Akut Lenfositik
Losemiler, Meme Kanserleri, Osteosarkom ve Ewing’s Sarkomunda, Hodgkin ve
Nonhodgkin Lenfomalar, Prostat Karsinomalari, Testis Karsinomu, Wilms

Tlimori gibi ¢esitli tiimor tedavilerinde kullanim alanlari bulunmaktadir (67).
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Antimetabolitlerin Istenmeyen Etkileri: Miyelotoksisite, immunsupresyon,
hizli cogalan hiicrelere olan toksisite, embriyotoksik ve teratojenik etki,
karsinojenik ve mutajenik etki, bulanti ve kusma, lokal reaksiyon hiperiirisemi,

alerjik reaksiyonlar (67) .

2.2. Metotreksat

Bir folik asit antimetaboliti olan MTX; 16semi ve diger malignitelerde
kemoterapotik bir ajan olarak, ve diisiik dozlarda da psoriazis ve romatoid artrit

gibi inflamasyon hastaliklarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (13,68).

2.2.1. Etki Mekanizmasi

MTX, kimyaca folik asidin 4-amino, N10 —metil analogudur. Folik asit ise

DNA sentezinde dnemli olan tetrahidrofolat dnciiliidiir. (Sekil 1) (69).

Folik Asit (Folat Redﬁktalz) Dihidrofolik asid (Dihidrofolat Rediiktaz) Tetrahidrofolat (THF)

Sekil 1. Folik asit metabolizmasi (69)

HoN N N
T X
N N
ZN\F o
NH2 Y4,

OH
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Sekil 2. Methotrexat (70)

HoN N N COOH
\H/ = = »)\/\
N / / CHoNH CON COOH
N
OH

Sekil 3. Folik Asit (71)

@ s

|
NH
N COOH
H H
Sekil 4. Dihidrofolat (72)
Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz enziminin aktif noktasina siki bir
sekilde baglanip inhibe ederek tetrahidrofolat sentezini durdurur. Bu durum DNA

ve RNA i¢in gerekli purin bazlarinin (adenin ve guanin) sentezinin durmasina yol

acar. Ayrica protein sentezinin bozulmasina neden olur (69).

Sitotoksik etkisini, S donemindeki hiicreler iizerine gosteren MTX,
ozellikle tiimor hiicreleri, karaciger ve bobrek hiicrelerinde uzun siire baglh kalir.
Tiimo6r hiicrelerindeki bu durumun tedavi yoOniinden degeri vardir.
Antimetabolitler istirahat halindeki hiicrelerde sitotoksik etki yapmamalarina

ragmen hiicrede uzun siire kalan metotreksatin, latent sitotoksik etkisi vardir;
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hiicre boliinmeye basladigi zaman bu etki belirgin hale gecer ve hiicreyi oldiiriir

(69).

Beyin Omurilik Sivisi (BOS)’a ve santral sinir sistemine giremeyen
MTX’in; meninjeal tliimorlerin tedavisi i¢in intratekal verilmesi gerekir.
Bobreklerde itrah suretiyle elimine edilir; eliminasyon yarilanma omrii 8 saat

kadardir (69).

2.2.2. Metotreksat Farmakokinetigi

Metotreksat, folik asitin hiicreye aktif tasinmasi ile folik asit yerine
yarigmacit olarak membrandan igeri girer. Diger folatlara benzer olarak
karacigerde poliglutamilasyona ugramasini takiben MTX hiicre i¢inde uzun
stireler burada bulunabildigi icin mevcut yapisindan hidrolitik enzimler
yardimiyla eski durumuna donebilmesi nedeniyle haftada tek doz kullanimi

tavsiye edilmektedir (73).

MTX’ 1n sindirim sisteminden emilimi doza bagl olarak degisir. Serumda
pik seviyeye ulagimi emilimi takiben 1-2 saat sonra gergeklesir. Normal sartlarda
kullanim dozu haftada 7,5-25 mg’dir ve bunun tek doz uygulanmasi tavsiye
edilmektedir. Fakat bu dozun birden fazla esit sekilde boliinmesi klinik olarak
degisiklige yol agmamasi nedeniyle hasta durumu goz Oniine alinarak sec¢im
yapilir. 5/25 mg dozlarinda emilimi iyi olup biyoyararlanimi % 60 oranindadir.
Doz artirildigl zaman intestinal flora yoluyla metabolize edilmesi ve bu sekilde
atilmasi nedeniyle emilim azalmaktadir. %50’ye varan oranlarda albiiminde bagh

bulunan diger maddeler ve serum proteinlerine baglanarak yarigmaci olur.
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Uygulanan dozun %60-90’1 iki giin i¢inde, biiyiik bir boliimii de 12 saat icerisinde
idrar yoluyla degismeden itrah edilir. MTX’ m bdbreklerden itrahi, glomeriiler
filtrasyonla birlikte tiibiiler sekresyon ile bobrek yoluyla ve az miktarda safrayla
yapilir. Bu sebeple, renal dolasimi azaltan, zayif organik asitler ya da
nefrotoksiklerle beraber uygulanmasi, bdbreklerden atilimi azaltacagindan
myelosupresyona sebep olabilmektedir. Insanlarda MTX metabolizmasi,
genellikle diisiik diizeyde olmasina ragmen yiiksek dozlarda uygulamasini takiben
7- hidroksi-MTX benzeri metabolitler tespit edilebilir. MTX sistemik dolagimdaki

dozun yaklasik %31 kadar santral sinir sistemine geger (73,74).

Metotreksat, kanserli hiicre membranindan transportu kolaylagtirma
amaciyla uygulama dozunun yiiksek olmasi tavsiye edilmektedir. Hiicre igerisinde
ilag yogunlugunun artisi, dihidrofolat rediiktaz (DHFR) artisina bagli olarak
MTX’e, DHFR afinitesinin azalmasi sonucu diren¢ olusumunun da Oniine
gecilebilecegi belirtilmektedir. MTX’in bahsedilen normalden fazla dozlarda
uygulanmasi hiicrede poliglutamatlarin olusumuna neden olarak ilacin etki
siiresinde artis meydana getirmektedir. Bununla beraber yiiksek doz
uygulamalarin etkinligi normal dozlarla kiyaslandiginda kayda deger bir

degisiklik gozlenmemektedir (67,75,76).

2.2.3. Metotreksat’in Endikasyonlari

Kemoterapide yiiksek dozda (3-10g/m?/giin) uygulanan MTX;
koryokarsinomlar, lenfomalar, 16semiler, osteosarkomlar, gdgiis kanseri, bas
bolgesinde olusan kanserler, ovaryum ve sidik kesesi kanserlerinde; diger

antineoplastik ilaglarla beraber uygulanmaktadir (18, 67, 77, 78). Onkolojide
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uygulanan dozlardan 100-1000 kat diisiik dozlarda (1,000-33,000 mg/m?)
uygulanma durumunda; antiinflamatuar, hiicre boliinmesini baskilayan etkisi
sebebiyle psoriyazis, romatoid artritler, testikuler kanser, gastrointestinal kanalin
ve karacigerde olusan bazi inflamatuar hastaliklar ve siddetli astim durumlarinda

uygulanmaktadir (18, 67, 77, 79,80,81).

2.2.4. Yan Etkileri

MTX tedavisi esnasinda fazla sayida ve siddetli yan etkiler ortaya
cikabilmektedir. Yan etkinin giddeti degisiktir. Siklikla rastlanan yan etkiler hafif
ve geri donlisiimlidiir. Bulanti, kusma, transaminazlarda yiikselme ve stomatit
gibi yan etkiler siklikla dozla iligkilidir. MTX tedavisi alan romotoid artritli

hastalarin yaklagik %30’ unda ilag¢ toksisitesi nedeniyle tedavi kesilir (82).

Cesitli yan etkiler sunlardir:

Oncelikle ortaya c¢ikan belirtiler, agizda agr1 ve iilserasyon

olusumlaridir.

e Teratojen etki; gebeligin biitiin donemlerinde metotreksat kullanimi
zarar verebilmektedir (83, 84).

e Kemik iligi baskilanmasi sonucunda trombositopeni, lokopeni,
agraniilositoz goriilebilmektedir (83,85) .

e Radyoterapi ile intratekal uygulamalarda, bas agrisi ile birlikte ates

ve ense bolgesinde sertlik ile karakterize araknoidit olusumu

meydana gelir. Uygulamay1 takiben birkag¢ hafta i¢inde kraniyal ve

16



motor sinir paralizler; konviilsiyon ve koma sekillenmesi
gozlenebilir (86).

e Sindirim kanalinda inflamasyon sonucu kusma, mide bulantisi,
anoreksiya, abdominal agr1 goriilebilir (83).

e Enfeksiyon duyarlilig: artabilmektedir (67).

e Oral yolla uzun siireli sagaltimlarda siroz ve vena porta fibrozuna
neden olabilir.

e Yiiksek dozlarda uygulanmasi durumunda alopesi ve deride
pigmentasyon ve fotosensibiliteye sebep olabilmektedir (83).

e Akcigerlerde infiltrasyon yapabilir.

¢ Diisiik dozlarda saglarda incelme gozlenmektedir (84).

e (Gonadlara toksik etkilir, spermazoidlerde degisme ve

oligospermiye gibi sperm kalitesinde bozukluklara neden

olmaktadir (67,83).

MTX gibi kemoterapotik ilaglarin, hiicreler iizerine sitotoksik etkisi bu
hiicreler icin secici olmamasi nedeniyle ¢ogalma hiz1 yiiksek olan kemik iligi,
intestinal mukoza, kil kokleri gibi saglikli dokularda da toksisite
gozlenebilmektedir. Antikanser ilaglar bunun yaninda gonadlar iizerine de

etkilidir (87).

MTX, oksidatif hasar yoluyla veya dogrudan toksisite gostererek testikiiler
hasara neden olmakta ve iireme sistemi {izerine olumsuz etkilere sebep

olmaktadir. Farelerde yapilan ¢alismada MTX uygulamasi ile seminifer tiibiillerde
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atrofiyle beraber vakualizasyon, hiicresel deskuamasyon ve yapisal farkliliklar

gbzlenmistir (88).

Farelerde yapilan arastirmada; MTX’ in; sperm sayisinda azalma, testis
agirhig1 azalmasi, sperm bas anormalliklerinde artis, seminifer tiibiiller ve sperm

DNA’s1 lizerinde hasar olusturdugu belirtilmistir (89).

2.2.5. Kullamildig1 Alanlar

Metotreksat kemoterapide siklikla kullanilan antimetabolit yapidaki bir
antifolattir. Antifolatlar, DHFR’1 ve purin ve timidin biyosentezini inhibe eder.
Metotreksat 16semiler, lenfomalar, meme kanseri, bas ve boyun kanserlerinde

kullanilir (90).

MTX’in romatizmal hastaliklardan kanser metastazina kadar yaygin
kullanim endikasyonlar1 bulunmaktadir. Cocuklarda gelisen akut lenfoblastik
l6semi tedavisinde kullanilan 6nemli bir ilagtir. Hem remisyon indiiksiyonunda
hemde konsolidasyon sirasinda yiiksek dozda i.m kullanilir. Bu durumda kiir sans1
ylksek olmasma ragmen erigkinlerde goriilen 16semilerde, 16semik menenjitin
Onlenmesi ve tedavisi disinda MTX’in tedavi edici etkisi daha siirlidir.
Meningeal karsinomatozis tedavisinde, meningeal 16semi ve lenfomanin profilaksi

ve tedavisinde intratekal olarak kullanilir (91).

2.3. Antioksidan Sistem, Oksidatif Stres ve Kemoterapi

Serbest radikaller, eslenmemis elektron tasiyan molekiillerin atomik

orbitali {lizerinde bulunmasi1 olarak tanimlanir (92,93).Oksidatif stresin

18



tetiklenmesi ise ROB olusumu artmasi ile sekillenmektedir. Temel olarak
oksidatif stres, antioksidanlarla prooksidanlar arasindaki dengenin, prooksidanlar
yoniinde artmasi seklinde belirtilmistir (94,95). Hiicreler hafif seyirli oksidatif
stres ile miicadele edebilmelerine ragmen antioksidan enzim sistemleri
aktivasyonunu baglatirlar. Bununla birlikte, hiicrenin savunma sistemleri yetersiz
kaldig1 zaman, ROB ve antioksidan arasi denge bozulur. Bu durumda oksidan
hasara duyarli niikleotidler, proteinler, karbonhidratlar ve lipidler dahil olmak

lizere cesitli yapilar zarar goriir (96,97,98,99,100).

Lipid peroksidasyon bir hidrojen atomunun reaktif bir radikal tarafindan
metil gruplarindan koparilmasi ile baglar. Serbest radikal olusmasi ve takiben

molekiiler oksijenin baglanmast ile lipit peroksidasyon olusur (101).

Lipid peroksidasyonu; zar lipid yapisinda degisikliklere yol agmas1 sonucu
zar fonksiyonunda bozulma ve enzimlerle diger hiicre komponentleri iizerinde
serbest radikallerin etkisiyle ortaya ¢ikan aldehitlerin toksik etkiler sonucu ¢esitli
yollarla hiicrede hasara sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir.Malondialdehit (MDA)
lipit hidroperoksitleri ile son yikim fiiriinii olan diisiik molekiil agirlikli lipit

peroksidasyonunun belirteci olarak bildirilmistir (95,102).

Cesitli kemoterapotikler ve radyoterapi uygulamalari serbest radikal
olusturarak hiicre hasarina sebep olurlar, antioksidanlar ise serbest radikalleri ve

oksidatif reaksiyonlarin etkisini ortadan kaldirmaktadirlar (55,103).
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Eslenmemis Elektron

Antioksidan

Elektron
Transferi

Serbest Radikal

Sekil 5. Antioksidan ve Serbest Radikal (104)

Kemoterapi uygulamasi yapilan hastalarda, plazma lipit peroksitleri ile
TBA-reaktif bilesikleri olusumda meydana gelen artis, kemoterapotiklerin

oksidatif hasara neden oldugunu gostermektedir (50,52,105).

Kemoterapi ile olusan ROB’larin; niikleik asitler, protein ve lipid gibi

yapilarda hiicre 6liimiiyle sonug¢lanan hasara olusturmaktadir (53,54).

Kemoterapi lipid peroksidasyona sebep olmasina ragmen, kemoterapi
aracilt hiicre sitoksisitesinden, ROB olusumu sorumlu tutlmaktadir. Cesitli
calismalarda, kematerapotik ve antioksidan wuygulanan arastirmalarda,
antioksidanlarin, deney hayvanlarinda doksorubisin, sisplatin gibi sitostatik
ilaglara bagl antitiimor etkiyi azaltmadigi ve sadece kemoterapi uygulananlara
gore hayatta kalma siiresinde artis oldugu belirtilmistir (106,107). Etkili bir

antineoplastik olan metotraksat, akut lenfoblastik 16semi gibi hastaliklarda
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klinikte siklikla uygulama alant bulmaktadir (24). Normalden fazla verilen
dozlarda, nérokognitif bozukluk benzeri istenmeyen etkilere yol agmaktadir. Bu
etkilerde, MTX uygulamasi sonucu stimiile edilen oksidatif stresin de rolii oldugu

belirtilmistir (108).

Antioksidanlar yardimiyla, kemoterapi uygulamalarin bazi sitotoksik
etkilerin Oniine gegilebilecegi belirtilmistir. Cesitli ¢alismalarla antioksidanlarin
kemoterapiye bagh toksisite sebeplerini azalttig1 belirtilmistir

(59,55,109,110,111).

Kemoterapiye bagli toksisitenin antioksidanlar tarafindan indirgenerek,

daha fazla etki edebilecek dozlarin kullanilabilecegi belirtilmistir (109,112).

Antioksidanlar, lipid peroksidasyonunu engellemeleri yaninda hiicre ici
makromolekiillerin de korunmasini saglarlar ve oksidasyona ugrayan substrata
kiyasla mevcut, az derisimli bulunan ve bu substratta meydana gelen oksidasyonu

geciktirebilen veya oniine gegen madde seklinde tanimlanmaktadirlar (113,114).

Lipid peroksidasyon olusumundan hipotalamustaki hormonlarin hiicre
reseptorlerine zayif baglanmasi sorumlu tutulabilmektedir. Bu nedenle lipid
peroksidasyondaki artis ve antioksidan seviyede meydana gelen azalma
dolasimdaki diisiik testesteron ve gonadotrop seviyesiyle iliski kurulmasi

miimkiindiir (115).

Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik seklinde iki gruba ayrilabilirler;
bunlarin baglicalari; Glutatyon (GSH), Glutatyon rediiktaz (GSH-Red), Glutatyon
peroksidaz (GSH.px), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)’ gibi

enzimatik olanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar igerisinde; E ve C
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vitaminleri, transferrin, seruloplazmin, iirat, bilirubin, albumin, f-Karoten, glukoz,

piruvat, taurin, sistein, glutatyon ve melatonin bulunmaktadir (116, 117).

2.4. Kisspeptinler

Kisspeptinler, ilk olarak 1996 yilinda kesfedilen ve metastaz siipresor geni
olarak tanimlanan Kiss-1 geni tarafindan kodlanan ndropeptidlerdir (19). Bu gen
tarafindan kodlanan 145 amino asit yapisina sahip Oncii protein, post-
translasyonel modifikasyonlar sonucunda C-terminal bolgelerinde, 10,13,14,54
amino asit uzunlugunda (Sekil 6) cesitli aktif formlarina doniismektedir ve bu
sekanslarin hepsi GPR54’¢ baglanarak etkisini gosterir (118, 119). Bu formlar
enerji metabolizmasi ve reprodiiksiyon ile yakindan iligkili olan ve C-
terminallerinde ortak arginin-fenilalanin motifine sahip olan RF-amid peptid

hormon ailesi i¢erisinde yer almaktadir (120,121,122).
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Sekil 6. Kisspeptin prekiirsorii KP-145 ve karboksi terminal parcasindan

olusan kisspeptin-54 (metastin), kisspeptin-14,13 ve 10 (123).

13 ”

Kiss sozcligiindeki “ss” takisi supresor sekansi tanimlamaktadir ve bu gen
yapisi ilk olarak ABD’nin Pennsylvania Eyaleti’nin Hershey sehrindeki bilim

adamlan tarafindan kesfedildiginden dolay1 bu bdlgenin meshur Kiss ¢ikolatasina

ithaf edilerek “Ki” 6n eki getirilip, Kiss-1 geni olarak adlandirilmistir (19,20,21).

Kisspeptinler, arginin, fenilalanin amid peptid hormon ailesine baghdir
(124).Kisspeptinlerin tiim fragmentleri G protein ile eslesen GPR54°1 etkili bir
sekilde aktive eder. Ancak en kisa yapidaki kisspeptin-10 reseptdr diizeyinde
maksimum etki gosterir. Daha uzun formlarin in vivo etki baslangici daha yavas

ve muhtemelen daha uzun siireli etkilidirler (22).

GPR54’iin ve ligandinin histokimyasal yapisina bakildigr zaman, cesitli
organlar, bezler ve dokularda salindigi ortaya ¢ikmistir. Bunlar arasinda
hipotalamus, beyin sap1, hipofiz, omurilik, over, plasenta ve prostat
vardir.Kisspeptinin bu farkli dokulardan salinimi, {ireme sisteminin farkl

basamaklarinda diizenleyici rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (125, 126).
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Seminara ve ark. (28) farelerde GPR54 geni tahribati sonucu farelerin
puberteye ulagamadigini belirlemislerdir. De Roux ve ark. (127) ile Seminara ve
ark. (28) ayn1 zamanda yaptiklari c¢alismalar sonucunda idiyopatik
hipogonadotropik hipogonadizm tanis1 konulmus hastalarda ayn1 zamanda GPR54
mutasyonu bulundugunu belirmislerdir ve GPR54 KO (knock out) farelere benzer
sekilde, bu hastalarin puberteye ulasamama ve hipogonadotropik hipogonadizm

haricinde saglikli olduklar1 bildirilmistir (28).

Bu caligmalarn takiben Funes ve ark. (29) GPR54 KO farelerde de ayni1
belirtilerin meydana geldigini belirtmislerdir. GPR54 ve Kiss-1 ekspresyonu
degisikliklerinin de ergenlige girme zamanimnin belirlenmesinde etkili oldugu
bildirilmistir. Navarro ve ark. (128) ratlarda erigkinlige ulasirken, Kiss-1 mRNA

ve GPR54 mRNA seviyesinde artig sekillendigini gostermislerdir.

Eriskinlige ulasan hayvanlarda {ireme baslangict 6nbeyin, hipofiz ve
gonadlarin etkilesimini gerektirir. Puberte baslangicinda, kisspeptin néroendokrin
olaylardan sorumlu temel peptid olarak kabul edilir (129). Kisspeptin ve buna
bagli olarak GnRH salgilanmasimi internal ve eksternal c¢esitli faktorler
diizenlerler (130). Ergenlik, GnRH iireten hipotalamustaki néronlarin aktivasyonu
ile baslar. Bununla beraber, disi sicanlarda kisspeptinin santral yolla kronik
uygulanmasinin pubertenin birkag giin erken baslamasina sebep oldugu
bildirilmistir (128). Buna bagli olarak puberte donemlerinde, hayvan
calismalarinda kisspeptin noronlarinin aktivitelerinde artis olduguyla ilgili ¢esitli
veriler elde edilmistir (128,131). Clarkson ve Herbison (132), disi farelerin

hipotalamusunda, anteroventral ve preoptik periventrikiiler ¢ekirdeklerinde
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erkeklerinkine gore yaklasik 10 kat daha fazla Kiss-1 néronu kapsadigini

gostermistir.

EERATE HYPOTHALAMUS LR

AVPV
) =)
0 o)
ﬁ —
ARC
Testosterone

)

I (+/)

Estrogens
Progesterone

Sekil 7. Memelilerde Hipotalamo-Hipofizer Gonadal Aks (133)

AVPYV: Anterolateral Periventrikuler Nukleus ME: Median Eminens

ARC: Arkuat Nukleus POA: Preoptik Alan

Puberte doneminde GnRH nin pulsatil salgilanmasi gonadotrop hormonlar
FSH ve LH’nin salinmasini uyarir. Gonadlarla ilgili bu hareket, gamet olusumu ve
GnRH, FSH, LH gibi gonadal steroidlerin iiretimini stimiile eder. Kisspeptin

noronlart (Kiss1) steroid geri bildirim i¢in GnRH sekresyonu iizerinde temel bir
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baslatic1 etki gosterir. Disilerde Ostrojen ve progesteronun yiiksek seviyeleri
GnRH/LH’nin preovulator dalgalanmalarini uyarmak i¢cin AVPV’deki Kisspeptin
noronlarini uyarirken arkuat niikleustaki (ARC) Kiss1 ekspresyonunu inhibe eder.
Erkeklerde ise GnRH ve gonadotroplarin salimimi ARC’deki kisspeptin
ndronlarmin aktivitesi ile dolasimdaki testesteron tarafindan negatif geri

beslemeyle diizenlenir(Sekil 7) (133).

In vivo kosullarda kisspeptinin uygulanmasi, fare, sigan, maymun ve
koyunlart igeren farkli tiirlerde plazma LH seviyesini artirdigi bildirilmistir.
Kisspeptin intraserebroventrikiiler, intraven6z (damar igi), intraperitoneal (karin
ici), ya da subkutan (deri alt1) yollar ile uygulandigi zaman, LH salinimini

uyardigi gozlenmistir (134).

Tovar ve ark. (135), yapmis oldugu caligmada sirasiyla 0.3, 3 ve 30 nmol
1.v  kisspeptin-10 uygulamasi sonucunda 3 ve 30 nmol diizeylerindeki
uygulamanin 0.3 nmol’e gére LH uyaris1i daha yiliksek oldugu bildirilmistir.
Ayrica 30 nmol uygulama ise 3 nmol’e gore istatiksel anlamlilik gostermese de

daha yiiksek oranda LH uyarisina sebep olmustur (135).

Ramzan ve ark. (136), fertil ve infertil erkekler lizerinde yapmis oldugu
calismada fertil erkeklerde serum kisspeptin seviyesi ortalama 23.32 ng/ml

bulunmus olup, infertil erkeklerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

GPR54 agonistleri gecikmis ergenlik tedavilerinde ergenligi baslatmak
icin potansiyel tedavi edici ve ovulasyon olmayan hastalarda ovulasyonu uyarici

etkisi vardir (37).Yapilan bir calismada (8-30 saat) i.v. kisspeptin uygulamasi
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mevsimsel andstrus olan koyunlarda, hayvanlarin %80 inde (% 20 si kontrol ile

karigilatirildiginda) ovulasyon goriilmiistiir (137).

Infertil erkeklerde yapilan calismada serum Kisspeptin seviyelerinin

saglikli erkeklere oranla diisiik oldugu belirtilmistir (138).

Kissl geninin spermatozoa fonksiyonlarin1 diizenledigi de yapilan

calismalarda ortaya konmustur (139).

Thompson ve ark. (140,141), kisspeptinin kronik olarak eriskin erkek
siganlara uygulanmasinin testikiiler dejenerasyona sebep oldugunu, bu etkinin bir
GnRH antagonisti olan cetrorelixin 6nce uygulanmasi ile in vivo olarak HPG aksi1
tizerine kisspeptinin etkisinin onlenebilirligini gostermislerdir. Kisspeptin-54’iin
eriskin siganlara uzun siireli subkutan uygulamasi testislerde, sertoli ve germ
hiicreleri kaybi ile sonuglanan belirgin dejenerasyona sebep olmustur (140).
Kisspeptin-54’iin sebep oldugu bu testikiiler dejenerasyonunun mekanizmasi tam
olarak aydimnlatilamamistir. Kisspeptin’in spermatogenezis ve testikiiller doku

tizerine etkileri hakkinda az sayida bilgi mevcuttur (34, 35, 142, 143).

Kisspeptin-GPR54 sistemi iireme sistemini ve iireme sisteminde meydana
gelebilecek hastaliklarin  tedavisinde kullanilmas1 Ongdriilen bir peptiddir.
Memelilerde kisspeptinin uygulanmast HPG aksi giiglii bir sekilde uyarir. Bu
nedenle infertilite, puberteye girmesi gecikmis genglerde potansiyel tedavi edici
etkisi bulunmakta ve ovulasyonu olmayan hastalarda bu peptidin agonistlerinin

ovulasyonu uyarici etkisi bulunmaktadir (31).
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2.5. Erkekte Ureme Fizyolojisi

Erkek tireme sistemi iki testis, spermleri depolayan ve disar1 tagiyan bir
kanallar sistemi, bu kanllara bosalan bezler ve penisten olugur. Kanal sistemi,

bezler ve penis erkek aksesuar ireme organlarini yapmaktadir (144).

Erkekte esas tireme fonksiyonu sperma hiicresini (spermatozoon'u)
olusturmaktir (spermatogenezis'tir). Sperma hiicresini festis olusturur. Testis
ayrica erkek cinslik hormonu olan testesteron'u yapar. Testis iki ayr1 doku tasir;
birisi tubuli seminiferi'den olusur ve sperma hiicrelerini meydana getirir; digeri
interstitiai hiicrelerden olusur ve testosteron hormonunu meydana getirir (Sekil

8). Spermatogenezis i¢in testosteron hormonuna ihtiyag¢ vardir (145).

2.5.1. Testisin Yapis1 ve Spermatogenezis

Testis bir¢cok tubuli seminiferi'den yapilmistir. Bu tubuller testisin
ortasindaki rete adi verilen ag manzarasindaki borulara acilirlar. Tubuli
seminiferi'de olusan spermatozoa reteye, buradan epididimis borularina gegerler.
Epididimisin bir bag bir de kuyruk kismi vardir. Kuyruk kismi ductus deferens 'e
eklidir. Spermatozoa ejekiilasyon esnasinda epididimisten ductus deferens'e,
buradan ejekiilasyon borusu (ductus ejacuiatorius) yoluyla prostat iginden gegen
uretraya gecerler (Sekil 4). Tubuli seminiferi arasinda Leydig'in interstisiyel
hiicreleri bulunur ki, bu hiicreler erkek cinsiyet hormonu olan festosteronn

salgilar (Sekil 8) (146).
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Sekil 8. Erkekte Ureme Sistemi (A) ve Testisin Yapis (B) (147)

Testisi besleyen arterler (arteria testicularis) ve venalar (vena testicularis)
birbirine paralel seyrederler; i¢clerinden akan kan birbirinin aksi yondedir. Boylece
arterler ve venalar arasinda ters akim alis - veris sistemi kurulmustur; 1s1 ve
testosteron alis - verisi saglanir. Testisin interstisiyel hiicrelerince salinan
testosteron venalara girer, ters akim yoluyla venadan arterlere geger, viicuda
dagilir, testis ve Ozellikle skrotum sicakligi 32 C'de (genellikle 33C - 35C'de)
tutulmak iizere hassas bir sekilde ayarlanir; zira sperma yapimi viicut ig
sicakligindan daha disiik bir sicakliga (33-35C) ihtiyag gdOsterir. Deney
hayvanlarinda testisler viicut sicakliginda tutulduklarinda, sterilite goriliir.
Seminiferus tubul epitelyumunda bazal membrana en yakin hiicreler,

spermatogonia, ergenlik c¢aginda mitotik olarak c¢ogalirlar ve primer
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spermatositieri olustururlar. Bu hiicreler meiozis ile kromozom sayisini1 yariya
indirirler ve bunlardan sekunder spermatositler meydana gelir. Sekunder
spermatositler de spermatidieri olustururlar. Spermatogoniumdan spermatidlere
kadar olan olgunlagsma evrelerinde hiicreler birbirine sitoplasmik kopriilerle bagl

bulunurlar (146). (Sekil 9)
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Sekil 9. Seminifer Tiibiiliin Enine Kesiti (A) ve Spermatogonyumdan sperm

gelismesine kadar olan asamalar (B) (147).

Spermatidier biiylik Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasina gomiiliidiirler ve
burada olgun spermatozoa meydana getirirler. Insanda spermatogoniumdan
spermatozoon olusumuna kadar gegen siire ortalama 74 giin kadardir. Olgunlasan
spermatozoa Sertoii hiicrelerinden serbest birakilirlar ve tubul bosluguna (tubul

lumenine) girerler. Sertoii hiicreleri androjen baglayict protein(ABP) ve inhibin
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salgilarlar. Androjen deyimi erkek cinsilk hormonlar1 karsiligi olarak kullanilir.
Androjenler sadece testis tarafindan degil, diger yerlerden, Ornegin adrenal
korteksten, salinan erkek cinslik hormonlarint da kapsar. Testis androjeni
testosterondur. FSH Sertoili hiicrelerinin ABP salgilamasini uyarir. Bu protein
testosteron ve dihidrotestesteron baglayarak hormonlarin taginmasini, seminifer
tubullerde yiiksek yogunlukta ve stabil olmasimmi saglar. Testosteron

spermatogenezisi uyarir.

Sertoili hiicrelerinin salgiladig1 inhibin, bir polipeptid, FSH salinmasini
onler. Ozet olarak, androjenler (testosteron) ve FSH gametogenezis
(spermatogenezis) fonksiyonunun devamini saglarlar. Adenohipofizden salinan
LH ya da interstisiyel hiicre stimiile edici hormon (ICSH) Leydig hiicrelerinin

testosteron salgilamalarini uyarir (Sekil 9) (146).

Ejekulasyon ile penisten disari verilen semen (meni), seminal vezikiil,
prostat, bulbouretral bez salgilar1 ile spermatozoa tasiyan bir sividir. Bir defalik
ejekulasyonda 2.5-3,5 ml kadar semen ¢ikarilir ve 1 ml'de 100 milyon kadar
spermatozoa bulunur. Mililitrede 20 milyonun altinda spermatozoa bulunan
erkekler sterildirler (¢ocuk yapamazlar). Semende yiiksek yogunlukta
prostaglandinler bulunur. Hernekadar adinm1 prostat bezinden almis iseler de

prostaglandinler prostat bezinden degil seminal vezikiilden gelirler (146).
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2.5.2. Erkek Cinsel Islevlerinin Hipotalamus ve On Hipofiz Bezinden

Salgilanan Hormonlarla Kontrolii

Her iki cinsiyette cingel islevler hipotalamustan GnRH salinmasiyla
kontrol edilir. Bu hormon, LH ve FSH denilen gonadotropik hormonlar 6n hipofiz
bezini uyararak salinmasina yol agar. LH, testislerden testosteron salgilanmasini

uyarirken, FSH spermatogenezi stimiile eder (147).

2.5.2.1. GnRH'min LH ve FSH Salgisim Artiric1 Etkisi

GnRH 10 amino asitli bir peptit olup, hipotalamusun arkuat ¢ekirdeginden
salgilanir. Bu noronlarin sonlanmalan baglica, hipotalamusun medyan eminens
bolgesinde gerceklesir. Bu bolgedeki noronlardan salgilanan GnRH, hipotalamus-
hipofiz portal sistemi damarlarina serbestlenir. Daha sonra, GnRH portal kan
yoluyla 6n hipofize tasinir ve iki gonadotropin, LH ve FSH'nin salgilanmasini

uyarir.

GnRH aralikli olarak 1-3 saatte bir, birka¢ dakika siireyle salgilanir.
Hormonun uyaricilik siddeti, iki olaydan etkilenir: (1) Salgilama dongiilerinin
siklig1 ve (2) herbir dongiide salgilanan GnRH'nin diizeyi 6n hipofizden salgilanan
LH da GnRH gibi dongiiler halinde, pulsatil olarak salgilanir. Oysa FSH salgisi,
GnRH diizeyindeki kiiclik degisimlere bagl olarak ¢ok hafif artis ya da azalma
gosterir. GnRH'daki uzun siireli degisimlere karsin, FSH birkag saatten fazla bir
donem sonunda ¢ok yavas yanit verir. GnRH salgis1 ile LH salgis1 arasindaki ¢ok
yakin iligki nedeniyle, GnRH ayni zamanda LH-serbestlestirici hormon olarak

kabul edilir (147).
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2.5.2.2. Gonadotropik Hormonlar: LH ve FSH

Gonadotropik hormonlar, FSH ve LH’mn testisler ilizerine olan etkileri
arasinda net bir farklilik vardir (Sekil-10). FSH esas olarak sertoli hiicrelerinin
spermatogenez i¢in gereken parakrin ajanlar1 salgilamasini uyarir. LH ise aksine,
esas olarak Lydig hiicrelerinin testesteron salgilamasin1 uyarir. Leydig
hiicrelerinden salgilanan testesteron, bir hormon olarak 6nemli sistemik etkilerine
ek olarak, interstisyel bosluklardan seminifer tiibiillerin i¢ine sizarak yerel sekilde
parakrin tarzda etki gosterir. Testesteron, spermatogenezi kolaylastirdigi sertoli
hiicrelerine girer. Yani, seminifer tiibiillerdeki hiicreler iizerine dogrudan bir
etkisinin bulunmamasina karsin LH, spermatogenez i¢in gereken testesteronun
salgilanmasini uyarmasi nedeniyle esas olarak dolayli bir etki gostermektedir

(144).

2.5.2.3. Testosteron Yapimimin LH ile Diizenlenmesi

Testislerin Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasi, yalnizca hipofiz
bezinden salgilanan LH'nin uyarisi ile gergeklesir. Bunun da 6tesinde, salgilanan

testosteron miktari, uyarict LH miktariyla yaklasik dogru orantilidir.

Testislerde olgun Leydig hiicreleri normalde dogumdan sonra birkag hafta
kadar bulunur; daha sonra 10 yasindan sonrasina kadar bulunmaz. Ancak, herhan-
gi bir yastaki ¢ocuga saflagtinlmis LH enjekte edildiginde veya piiberte
doneminde LH salgisinin arttig1 durumlarda, testislerdeki fibroblastlara benzeyen

interstisyel hiicreler, islevsel Leydig hiicrelerine doniisiirler (147).
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2.5.2.4. On Hipofiz FSH ve LH Salgisinin Testosteron Tarafindan

Baskilanmasi-Testosteron Salgisinin Negatif Geribildirimle Kontrolii

LH uyarisi ile testislerden salgilanan testosteron hormonu, 6n hipofizden
LH salgisin1 baskilar (Sekil-10). Bu baskilamanin biiylik kismi olasilikla,
testosteronun dogrudan hipotalamusa etkisi sonucu, GnRH salgisinin
azaltilmasima baglidir. Bu da daha sonra, 6n hipofizden LH ve FSH salgisini
azaltir ve LH'min azalmasi da testislerin testosteron salgisinda azalmaya neden
olur. Boylece, testosteron salgisinin ¢ok fazla olmasi halinde, otomatik olarak
negatif geri-bildirim etkisiyle hipotalamus ve On hipofizin salgis1 azaltilarak
testosteron sekresyonu baskilanir ve hormon diizeyi normale getirilir. Buna zit
olarak, testosteronun ¢ok az olmasi halinde hipotalamustan yiiksek diizeyde
GnRH salgilanir. On hipofizden LH ve FSH salgisi artar ve testikiiler testosteron

sekresyonu ytikselir (147).
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Sekil 10. Erkek Ureme Sisteminin Hormonal Diizenlenmesi (144)
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2.6. Testis Histolojisi

Testisler, spermatozoonun {iretildigi ve erkek cinsiyet hormonu
testosteronun tretilip salgilandigi ekzokrin ve endokrin islevi olan yapilardir.
Spermatogenezisin olustugu her bir seminifer tiibiil yaklasik 150-250 um ¢apinda

ve 30-70 cm uzunlugundadir (148).
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Sekil 11. Testis ve genital kanallarin sematik goriiniimii (149)

Seminifer tiibiiller bir fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
kompleks bir germinal veya seminifer epitelden olusur (Sekil 11). Bu tiibiili saran
birka¢ fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal lamina disindaki tabakada diiz

kas 6zelligi gosteren yassilasmis miyoid hiicreler bulunur (148).
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2.7. Spermatogenez

Spermatogenezde mitoz, mayoz ve spermiyogenez adi verilen {i¢ biyolojik
aktivite gergeklesir. (Sekil-12) Bu asamalarin her biri spermatogenezin toplam

stiresinin yaklasik 1/3"inii kapsar (145).
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Sekil 12. Spermatogenez (150)
2.7.1. Mitoz

Spermatositogenez sirasinda spermatogoniya mitoz bdliinme gegirir ve
mitozdan dogan hiicrelerin bazilar1 her bir seminifer tiibiiliin bazal membranina
yakin bir noktada inaktif olarak kalir. Bu sayede, erkek kok hiicreleri igin bir
rezerv olusturulur ve bunlar ihtiya¢ duyuldukca spermatogoniyanin yerini alir.

Cok sayida germ hiicresi spermatogoniyanin mitozu yoluyla saglanir. Erkek ve
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disi germ hiicre iiretimindeki (6megin spermatogenez ve oogenez) ana farkliliklar
,sunlardir: 1) Disilerde {ireme yasami boyunca oosit liretiminde siirekli azalma soz
konusuyken, erkeklerde normalde azalan germ hiicrelerinin yerine yenisi iretilir,
2) erkeklerde mitoz yoluyla spermatozoanin sayisi oldukya artmasma karsin,
disilerde doguma yakin bir zamanda mitoz boliinme durur ve oogenez dnceden
sekillenmis sinirli sayidaki germ hiicre toplulugunun gelismesi seklinde devam

eder (145).

Bir fertil testisten infertil alic1 bir fare testisine farenin spermatogoniyal
kok hiicreleri basarili bir sekilde aktarilabilmektedir. Aynca, transjenik ratlarin
isaretlenmis testis hticreleri, immun sistemi zayif olan farelere aktarilmig ve 110
giin sonra fare epididimisinde normal rat spermatozoasinin bulundugu kanitlanmis
ve rat spermatogenezinin olustugu dogrulanmistir. Fare spermatogoniyasinin
dondurularak 196°C'de saklamnasi sonrasinda spermatogenezin aliclarinin (fare)
seminifer tilbtil- lerinde olustugu belirlenmistir. Bu yaklasim, belirli baz1 erkek
germ hiicre hatlarinin biyolojik olarak dliimsiizlestirilmesi amaciyla kullanilabilir

(145).

2.7.2. Mayoz Boliinme

Birinci mayoz bdliinme amact primer spermatositten iki adet sekonder
spermatosit olusturmaktir. Ikinci mayoz béliinmede ise sekonder spermatositlerin
interfaz asamasi1 ve tam belirgin olmayan DNA sentezi sekillenir. Sekonder
spermatositlerin her biri hiicre boliinmesi gerceklestirmeden iki tane spermatid
olusturlar (151). Birinci mayoz sonucu, 4N olan primer spermatositteki DNA

miktar1 sekonder spermatositte 2N miktarina diisiis gosterir. ikinci mayozda ise
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DNA, 1N’ye azalir. Homolog kromozomlar birinci mayoz boliinmede profazda
ayrilirlarken, sekonder mayoz boliinmede interfaz agamasinda S sathasinda ise
kardes kromatidler DNA miktarinin iki katina ¢ikarilmadigi i¢in, yavru hiicreler

olan haploid spermatidlere ayrilirlar (151,152,153).

2.7.3. Spermiyogenezis

Degisim donemi olarak bilinen Spermiyogenez doneminde, spermatidlerin
cekirdekleri kiigtiliir, yogunlasir. Hiicreler kuyruk olusturarak spermatozoonlara
dondigiirler. Spermatid 6zelligini kazanan hiicreler bir daha boliinme gegirmezler.
Olgunlagarak yine haploid sayida kromozoma sahip spermiyumlara doniisiirler.
Spermiyogenezde spermatogenetik hiicreler gibi seminifer tiibiillerde yer alan
Sertoli hiicreleri 6nemli role sahiptirler. Degisim siiresince, spermatidler Sertoli
hiicre zarma baglh kalirlar. Spermiyogenezde hiicrelerin yeni 6zellikler kazanarak

degismesi dort donemde incelenir (154).

2.7.3.1. Golgi faz

Golgide birikerek zarla ¢evrelenmis bir akrozom vezikiiliinde yer alan bir
adet akrozom graniilii proakrozomal graniiller olarak isimlendirilen periyodik asit
shift (PAS)-pozitif kiigiik graniiller meydana getirirler. Hiicre ylizeyine yakin bir
konuma gelen sentriyoller go¢ ederek akrozom yapisinin sekillendigi bolgeye zit
olarak konumlanirlar. Sentriyoller tekrar ¢ekirdege dogru goc ederken flagellar
aksonem olusumu baslar ve hareket ettik¢e aksonem bilesenleri etrafinda baglanir

(152).
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2.7.3.2. Kep donemi

Akrozomal vezikiil ¢ekirdegin 6n boliimiinii kaplayacak sekilde genisleyip
sapka gibi bu boliimii orter (akrozomal kep). Cekirdek zarimin buraya bakan

boliimiinde porlar kaybolur, zar kalinlasir ve ¢ekirdek yogunlasir incelenir (154).

2.7.3.3. Bashk (Cap) Asamasi

Proteaz benzeri hidrolitik enzimler iceren akrozom, hyaluronidaz,
nérominidaz, asit fosfataz ve tripsin igerdiginden dolay1 lizozomun 6zellesmis bir
yapist olarak bulunmaktadir. Bu enzimler, yumurtayr saran korona radiata
hiicrelerini birbirinden ayirdigi ve zona pellusiday1 sindirdigi i¢in akrozom
reaksiyonu olarak adlandirilir ve  fertilizasyon sekillenmesinin  ilk
asamalarindandir. Bu fazda basini sertoli hiicresine uzatan spermatid kendisini
tekrar diizenleyerek gomiilii halde bulunur. Spermatidin yogunlasan g¢ekirdegi
yassilagsarak uzar ve bununla birlikte akrozom hiicre membraninin 6n tarafina
gecer. Buradaki sitoplazmik mikrotiibiiller silindir seklinde ¢ekirdegi saran bir
yap1 olusturur ve spermatidin arkasina dogru hareket eder ve Sentriyollerden birisi
gelisim gostererek kamgiyr meydana getirir. Hiicre membrani burada gelisim
gosteren flagellumu g¢evreler. Flagellumun proksimal pargasini iizerinde toplanan
Mitokondriler de orta parga olarak adlandirilan yapiy1 sekillendirir. Buradaki yap1

spermatozoonlarin hareketlerini olugturan bolgedir (152, 153).
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2.7.3.4. Olgunlasma

Sitoplazma miktarinin azaldigi son donemdir. Fazla sitoplazma Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir. Spermatidler birbirleri ile
olan baglantilarin1 kaybederler, Sertoli hiicrelerinden ayrilarak liimene diiserler
(154). Goniilliler iizerinde yapilan arastirmalarda, testislere deneysel *H-timidin
uygulanmast sonucu insanda spermatogonyumdan spermatozoon olusumuna
kadar gecen siirenin yaklasik 64 giin oldugu gosterilmistir. Yavas bir siireg
gecirmesine ragmen, spermatogenez, es zamanli olarak her seminifer tiibiilde ayni
anda gerceklesmez; bu olay bir dalgalanma bi¢iminde olur. Bdylece,
spermatogenez her bolgede farkli bir safha izleyerek, diizensiz bir goriiniim alir.
Bu olay da, seminifer tiibiillerin baz1 bolgelerinde spermatozoonlar bulunurken,
diger bolgelerinde sadece spermatidlerin bulundugunu agiklamaktadir. Seminifer
epitel siklusu germinal epitelde belli bir hiicre evresinin ardisik iki gdriiniimii
arasinda olusan matiirasyon degisiklikler dizisini ifade eder. insanda her bir siklus
yaklasik 16 + 1 giin siirer ve spermatogenez 4 siklustan sonra biter (64 = 4.5 giin)

(152, 153).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

Bu calisma, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Etik Kurulu
Baskanligi’nin “26.03.2014 tarihli ve 78 no’lu izni” ile yapildi. Calismada hayvan
materyali olarak Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Unitesi’nden
temin edilen 48 adet, 4-5 aylik erkek Wistar-Albino cinsi (450 + 30 g) sican
kullanildi ve arastirmanin deneysel bdliimii Firat Universitesi Hayvan Uygulama
ve Arastirma Merkezi“nde yapildi. Siganlar standart sartlarda (25 = 2°C sabit 1s1,
% 60-65 diizeyinde nem ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat
karanlik olmak iizere) ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde standart sigan yemi
ile (Tablo-2) ad-libitum olarak beslendi. Uygulamalara 1 haftalik adaptasyon
stiresinden sonra baglanild1 ve uygulamalar her giin 11:00 -12:00 saatleri arasinda
yapildi. Hayvanlar her kafeste 5 hayvan olacak sekilde asagida belirtildigi gibi 6

gruba ayrildi. Deney toplam 13 giin siirdii.

1. Grup kontrol (n:6), (13 giin boyunca intraperitonal (i.p) serum

fizyolojik uygulandi),

2. Grup MTX (n:10), (Metotreksat 20 mg/kg (i.p) olarak tek doz

uygulandi,

3. Grup Kisspeptin-5 (n:6), (Kisspeptin 50 nmol/kg (i.p) olarak 5 giin

boyunca uygulandi.

4. Grup Kisspeptin-10 (n:6), (Kisspeptin 50 nmol/kg (i.p) olarak 10 giin

boyunca uygulandi.
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5. Grup MTX+Kisspeptin-5 (n:10), (Metotreksat 20 mg/kg (i.p) olarak
tek doz uygulanmasini takip eden 3. Giinden itibaren Kisspeptin 50 nmol/kg (i.p)

olarak 5 giin boyunca uygulandi.

6. Grup MTX+Kisspeptin-10 (n:10), (Metotreksat 20 mg/kg (i.p) olarak
tek doz uygulanmasini takip eden 3. giinden itibaren Kisspeptin 50 nmol/kg (i.p)

olarak 10 giin boyunca uygulandi.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Laboratuar ¢alismalarinda Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji

Anabilim Dalinda bulunan asagida belirtilen ekipmanlar kullanilmistir.

1. Spektrofotometre (Shimadzu)

[\9)

. Homojenizator (Ultraturrax)

(O8]

. Hassas terazi (Shimadzu)

4. Deiyonize su cihazi (Niive)

5. Sogutmali santrifiij (Niive)

6. Derin dondurucu (Ugur)

~

. Buzdolab1 (Profilo)

[o¢]

. Analitik terazi (Precisa)

Ne)

. pH metre (Thermo Orion)

10. Etiiv (Niive)
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11. Vorteks (Heidolph)

12. Dispenser (Brand)

13. Ayarlanabilir otomatik pipetler (Brand) (1,10, 20, 100, 1000 pL)

14. Isitma Tablali (+38°C) Faz-Kontrast Mikroskobu (Olympus)

3.1.2. Kullanmilan Diger Malzemeler

1. Steril enjektor (5, 10 ml) (Hayat)

2. Steril insiilin enjektorii (1 ml) (Hayat)

3. EDTA" kan tiipili (Venoject)

4. Jelli tiip (Vacutainer)

5. Eppendorf tiip (1,5, 2 ml) (Eppendorf)

6. Otomatik pipet uclar1 (10, 100 ve 1000 ul) (Brand)

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan biitiin kimyasallar analitik saflikta olup Merck
(Almanya), Sigma (A.B.D) firmalarindan temin edilmistir. Kisspeptin-10

(Genscript-A.B.D) , Metotreksat (Kocak-Tiirkiye) firmalarindan temin edilmistir.
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Tablo 2. Sican Yemi Bilesimi

SICAN YEMI BILESIMI

KULLANILAN MADDELER

SU En Cok (%) 12
HAM PROTEIN En Az (%) 24
HAM SELULOZ En Gok (%) 7
HAMKUL En ok (%) §
HCL'de COZULMEYEN KUL | En ok (%) 2.0

Bugday, Arpa, Sova Kiispesi,
Findik Kiispesi, Melas Mayasi,
Aycicegi Tohumu Kiispesi,

Pamuk Tohumu Kiispesi, Masir

NaCl En Cok (%0) 1.0 Proteini, Rasmol, Bahk Unu,
KALSIYUM En Az- En Cok (%) 1.0-2.8 Tuz, Mermer Tozu, Melas,
FOSFOR En Az (%) 0.9 Tapiyoka, Sorgun, Kolza
SODYTM En Az- En Cok (%) 0.5-0.7 Eflypeend; Santelilc Lisin;
METABOLIK ENERJI En Az (%) 2.650 Sentetik Methionin, Premiksler,
Kcealkg Kepek, Siit Tozu

3.2. Yontem

3.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Deneysel asamanin sonunda 0,4 ml/kg sodyum pentobarbital ile anestezi

altina alinan hayvanlardan enjektorlerle a. femoralis'in bifurkasyon bdlgesinden

girilerek EDTA’l1 ve jelli tiiplere yaklagik 4-6 ml kan alindi. Kan 6rnekleri 3000

rpm’de 4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek plazma ve serumlar1 ayrildi.

Elde edilen plazma ve serumlar analizlere kadar +4 C’de saklandu.

3.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Kan o6rneklerinin alinmasin takiben; hayvanlardan testis dokular1 alindu.

Doku ornekleri laktath ringer soliisyonu ile yikandiktan sonra polietilen posetlere
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sartlip etiketlendi ve analizlere kadar -20 C’daki derin dondurucuda saklandi.
Analizlerin hemen oOncesinde testis dokusu Orneklerinden bir miktar tartilip
tizerine agirhiginin 9 kati fosfat tampon c¢ozeltisi eklenerek (1/10 oraninda)
homojenizatér yardimi ile analizlere uygun sekilde homojenize edildi.
Homojenize edilen doku orneklerinden santrifiij yardimiyla ayrilan homojenatlar
polietilen tiiplere alindi. Ureme oraganlarinda yapilacak ¢alismalar icin testis ve
epididimisleri yag dokularindan arindirildiktan sonra tartildi. Eklenti bezlerinden
v. semilunaris ile ventral prostat ¢ikarilarak tartildi. Absolut ve rolatif (Absolut

organ agirligi (g) / viicut agirhigi (g) X 100) tireme organ agirliklar1 kaydedildi.

3.2.3. Protein Tayini

Doku protein tayini Lowry(155) metodu kullanilarak yapilmstir.

Fenol ayiracinin bakir ile muamele edilip karisima ilave edilmesiyle mor-
mavi renk sekillenmigtir. Olusan bu karistm 650 nm’de spektrofotometrede

okunmasiyla protein tayini yapilmistir.

3.2.4. Doku ve Plazmada Lipit Peroksidasyon Tayini

Plazma ve dokuda Lipit peroksit tayini (MDA) Placer ve ark. 'nin (156)

tanimladig1 spektrofotometrik yonteme gore belirlendi.

Prensip: pH'nin 3.4 oldugu aerobik bir ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile MDA’ nin 100°C'de inkubasyonu pembe renkli bir kompleks olusturur. Pembe
rengin 532 nm'de spektrofotometrik olarak olusumu ile lipit peroksidasyon

saptanir. Belirlenen absorbans degeri MDA standart egrisinden ya da yine standart
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egriden hesaplanan 0,0092 sabit rakamina boliinerek plazma MDA degeri

nmol/ml, dokuda ise nmol/g protein olarak hesaplanir.

Standart egri ¢izimi i¢in 1,1,3,3 Tetraethoxypropane'den 10u/10 ml absolut
etanolde hazirlanarak +4 °C' de koyu bir sisede saklanir ve bu stok solusyondan

farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak standart egri ¢izilir.

3.2.5. Doku ve Plazma GSH-Px Tayini

Plazma ve dokuda GSH-Px aktivitesi duzeyi Lawrence ve arkadaglanin

(157), belirttigi sekilde belirlendi.

Prensip: Plazma ve dokulardaki GSH-Px, GSH Cumenehidroperoksit
(CHPOa) ile oksidasyona ugratir. Renk ajan1 olarak 5,5-ditiyo-bis (2- nitrobenzoik
asit) (DTNB) solusyonu ile karistirilmasi sonucu hem kor ve hem de 6rneklerde
meydana gelen san renk kompleksinin spektrofotometrede 412 nm'de okunmasi

sonucu belirlenir.

3.2.6. Doku ve Plazmada Redukte Glutasyon (GSH) Diizeyinin Tayini

Doku ve plazmada GSH duzeyi Sedlak ve Lindsay (158) 'in belirttigi

sekilde yapilmustir.

Prensip: Plazmadaki biitiin non-protein  sulfidril grupla, GSH seklinde
bulunur. Renk ajan1 olarak DTNB'nin sulfidril gruplariyla reaksiyonu sonucu sari
renkli kompleks meydana gelir. Olusan renk degisiminin kore karst 412 nm'de

spektrofotometrik 6l¢timiiyle belirlenir.
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3.2.7. Doku ve Plazmada Katalaz Aktivitesinin Tayini

Plazma katalaz enzimi tayini Goth'un (159) tarif ettigi sekilde yapildi.

Prensip: Plazma, hidrojen peroksit (H202) i¢eren substrat ile inkube edilir.
H20: katalaz aktivitesi ile H20 ve O'e parcalanir. Ortama ilave edilen amonyum
molibtat H20Oz ile birleserek reaksiyon sonlandirilir. Bu siire i¢erisinde meydana

gelen renk degisimi 405 nm'de kore karsi spektrofotometrik olarak belirlenir.

3.2.8. Spermatolojik Muayeneler

3.2.8.1. Epididimal Spermatozoon Yogunlugu

Sag epididimis petri kutusu igerisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda
(%0,9’luk NaCl) bistiiri ve makas yardimiyla iyice parcalanarak 2 dakika boyunca
bir pensle pargaciklar iyice ezildi. Sonra epididimal dokudaki biitiin
spermatozoonlarin siviya gecmesi i¢in oda sicakliginda 4 saat inkubasyona
birakildi. Bekleme siiresini takiben spermatozoon ihtiva eden siipernatant alyuvar
pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar, 5 g sodyum bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin
ve 100 ml distile su iceren soliisyon da 101 ¢izgisine kadar ¢ekildi. Dolayisiyla
siipernatant 1:200 oraninda sulandirilmis oldu. 10 pl sulandirilmis siipernatant
onceden lamel yapistirilmis Neubauer laminin (0,1 mm derinlik, 0,0025 mm?’lik
alan, LABART, Munich, Germany) her iki sayim alanina lamelin kenarina
pipetin ucu degdirilerek yerlestirildi. Neubauer lami1 151k mikroskobuna
yerlestirilip 5 dakika beklenerek soliisyon igerisindeki spermatozoonlarin tiim

alana homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Her iki sayim alanindaki tiim
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karelere diisen spermatozoonlar 1s1tk mikroskobunun 200’lik biiyiitmesinde

sayildi ve hesapland1 (160).

3.2.8.2. Spermatozoon Motilitesi

Bunun i¢in bir lam, mikroskobun 1sitma tablasina yerlestirilerek
sicakligmin 37 °C’ye ulasmasi saglandi. Birkag damla Tris buffer soliisyonu (Tris
(hidroksimetil) aminometan 3,63 g, glukoz 0,50 g, sitrik asit 1,99 g ve distile su
100 ml) 1sitma tablasi tiizerindeki lama damlatildiktan sonra sol kauda
epididimisten kesit yapilarak alinan ve spermatozoon ihtiva eden kii¢iik bir damla
siispansiyon bu soliisyon iizerine yerlestirilip lamel yardimiyla karistirilarak
homojen bir hal almasi1 saglandi. Daha sonra 400’liik biiylitmede gozle motilite
yiizdesi belirlendi. Motilite tahminleri sol kauda epididimisten alinan bir damla
stispansiyon i¢in 3 farkli saha incelenerek yapildi. Bu 3 farkli sahanin ortalama

degerleri ylizde motilite oran1 olarak hesaplandi (160).

3.2.8.3. Anormal Spermatozoon Orani

Anormal spermatozoon oranini tayin etmek i¢in birka¢ damla Tris buffer
soliisyonu temiz, kuru ve 6nceden 1sitilmis (37 °C) bir lama damlatildiktan sonra
tizerine sol kauda epididimisten alinan kiiciik bir damla silispansiyon ve birkag
damla Eozin-Nigrozin karisimi boya (1,67 g eozin, 10 g nigrozin, 2,9 g sodyum
sitrat, 100 ml distile su) damlatilarak bir lam yardimiyla karistirilip homojen hale
getirildi. Daha sonra bu karigimdan ince frotiler g¢ekilerek c¢ok kisa siirede

kurumasi saglandi. Kurutma isleminden sonra frotiler 151k mikroskobunun 400°’liik
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bliyiitmesinde incelendi. Bir frotide toplam 200 spermatozoon incelenip bas,

kuyruk ve toplam anormal spermatozoon orani ylizde olarak ifade edildi (160).
3.2.9. Serum Testosteron Seviyelerinin Belirlenmesi

Ratlardan alinan kan 6renekleri jelli kan alma tiiplerine konarak santrifuj
edilip serum kisimlar1 ayrilarak, Firat Universitesi Arastirma Hastanesi Merkez
Laboratuarinda kemiluminesans Ol¢lim otoanalizatoriinde (Siemens Immulite

2000 xP1 S.N. C0369) testosteron seviyeleri tespit edilmistir.

4. ISTATIKSEL ANALiZ

Calismalar sonucunda elde edilen veriler ortalama standart hata(X + Sx)

degerleri olarak sunuldu. P<0.05 degeri 6nemli olarak degerlendirildi.

Olgiilen tiim parametrelerde her gruba ait ham degerlerin normal dagilim
gosterip gostermediklerini belirlemek i¢in Shapiro-Wilk normallik testi uygulandi
ve testin sonucunda tiim parametrelerdeki degerlerin normal dagilim gosterdigi

tespit edildi.

Grup ortalamalarmi karsilastirmak amaciyla tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ve gruplar aras1 farkliliklar1 belirlemek i¢in de Duncan testi uygulandi.

Yapilan tiim istatistiki analizlerde SPSS istatistik programi (22.0, Chicago,

IL, USA) kullanilarak yapildi.
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5. BULGULAR

5.1. Serum Testesteron Diizeyleri

Sekil-13 ve Tablo-6 incelendiginde;

Kontrol grubu serum testesteron seviyesi MTX grubundan yiiksek olup,
aralarinda istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.001). Kontrol
grubu serum testesteron seviyesi, Kiss-5 grubundan yiiksek olup istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.001). Kontrol grubu serum testesteron seviyesi ile Kiss-
10 grubu serum testesteron seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
(p>0.05). Kiss-10 grubu serum testesteron seviyesi Kiss-5 grubundan yiiksek
olup, aralarindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).
MTX+Kiss-5 grubu serum testesteron seviyesi MTX grubundan yiiksek olup,
aralarindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). MTX+Kiss-10
grubu serum testeron seviyesi MTX grubundan yiiksek olup, aralarindaki fark
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). MTX+Kiss-10 grubu serum
testesteron seviyesi ise MTX+Kiss-5 grubundan yiiksek olup, aralarindaki fark

istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Ayni siitun icerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir.
Sekil 13. Serum Testesteron Seviyeleri
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5.2. Plazma MDA Diizeyleri

Sekil-14 ve Tablo-6 incelendginde;

Kontrol grubu plazma MDA diizeyi ile MTX Grubu plazma MDA diizeyi
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05). Kontrol Grubu plazma
MDA diizeyi ile Kiss-10 Grubu Plazma MDA diizeyi arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir (p>0.05). Kontrol Grubu plazma MDA diizeyi Kiss-5 Grubundan
yiiksek olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) . Kiss-10 Grubu
plazma MDA diizeyi Kiss-5 Grubu MDA diizeyinden yiiksek olup istatiksel
olarak anlamli bulunmustur(p<0.05). MTX grubu plazma MDA diizeyi ile
MTX+Kiss-5 Grubu Plazma MDA diizeyi arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). MTX Grubu plazma MDA diizeyi ile MTX+Kiss-10 Grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). MTX+Kiss-5 Grubu plazma MDA

diizeyi ile MTX+Kiss-10 Grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamstir (p>0.05).
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Aynut siitun icerisinde degisik harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.

Sekil 14. Plazma MDA Diizeyleri
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5.3. Plazma GSH Diizeyleri

Sekil-15 ve Tablo-6 incelendiginde;

Kontrol Grubu plazma GSH diizeyi MTX Grubundan yiiksek olup,
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubu plazma GSH
diizeyi ile Kiss-5 grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Kontrol
grubu plazma GSH diizeyi ile Kiss-10 grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Kiss-5 grubu plazma GSH diizeyi ile Kiss-10 grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). MTX+Kiss-5 grubu plazma
GSH diizeyi MTX grubundan yiiksek olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.001). MTX+Kiss-10 grubu plazma GSH diizeyi MTX grubundan yiiksek
olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). MTX+Kiss-5 grubu plazma
GSH diizeyi ile MTX+Kiss-10 grubu Plazma GSH diizeyi arasinda anlamli bir

fark bulunmamistir (p>0.05).
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Ayni siitun icerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir.

Sekil 15. Plazma GSH Diizeyleri
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5.4. Plazma GSH.px Diizeyleri

Sekil-16 ve Tablo-6 incelendiginde;

Kontrol Grubu plazma GSH.px diizeyi MTX grubundan yiiksek olup
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubu plazma GSH.px
diizeyi ile Kiss-5 grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Kontrol
grubu plazma GSH.px diizeyi ile Kiss-10 grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Kiss-5 grubu plazma GSH.px diizeyi ile Kiss-10 Grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). MTX grubu plazma GSH.px
diizeyi ile MTX+Kiss-5 grubu arasinda arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). MTX grubu plazma GSH.px diizeyi ile MTX + Kiss-10 grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). MTX+Kiss-5 grubu plazma GSH.px

diizeyi ile MTX+Kiss-10 grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamstir (p>0.05).
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Ayni siitun icerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir.

Sekil 16. Plazma GSH.Px Diizeyleri
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5.5. Plazma Katalaz Diizeyleri

Sekil-17 ve Tablo-6 incelendiginde;

Gruplar arasinda istatiksel bir farklilik bulunmamistir(p>0.05).
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Sekil 17. Plazma Katalaz Diizeyleri

5.6. Testis Dokusu MDA Diizeyleri

Sekil-18 ve Tablo-7 incelendiginde;

Kontrol Grubu doku MDA diizeyi MTX Grubu MDA diizeyinden diisiik
olup, istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Kontrol Grubu ve Kiss-5
Grubu doku MDA diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Kontrol Grubu ve Kiss-10 Grubu doku MDA diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Kiss-10 Grubu doku MDA diizeyi Kiss-5 Grubu
arasinda anlaml bir fark bulunmamistir (p>0.05). MTX Grubu doku MDA diizeyi
MTX+Kiss-5 Grubuna gore yiiksek olup, istatiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.05). MTX Grubu doku MDA diizeyi MTX+Kiss-10 Grubuna gore yiiksek
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olup, istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). MTX+Kiss-5 Grubu ve

MTX+Kiss-10 Grubu doku MDA diizeyleri arasinda anlamli bir fark

bulunmamistir (p>0.05).
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Aynut siitun icerisinde degisik harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.

Sekil 18. Testis Doku MDA Diizeyleri

5.7. Testis Dokusu GSH Diizeyleri

Sekil-19 ve Tablo-7 incelendiginde;

Kontrol Grubu ve MTX Grubu testis dokusu GSH diizeyleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Kontrol Grubu ve Kiss-5 Grubu testis
dokusu GSH diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Kiss-5
Grubu ve Kiss-10 Grubu testis dokusu GSH diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). MTX+Kiss-5 Grubu testis dokusu GSH diizeyi MTX
Grubundan yiiksek olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
MTX+Kiss-10 Grubu testis dokusu GSH diizeyi MTX Grubundan yiiksek olup

istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). MTX+Kiss-5 Grubu ve
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MTX+Kiss-10 Grubu testis doku GSH diizeyleri arasinda anlamli bir fark

bulunmamistir (p>0.05).
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Ayni siitun icerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir.

Sekil 19. Testis Doku GSH Diizeyleri

5.8. Testis Dokusu GSH.px Diizeyleri

Sekil -20 ve Tablo-7 incelendiginde;

Kontrol Grubu GSH.px diizeyi, MTX Grubu GSH.px diizeyine gore
yiiksek olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Kiss-5 Grubu
GSH.px diizeyi, Kontrol Grubu GSH.px diizeyine gore yiiksek olup istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Kontrol Grubu ve Kiss-10 Grubu doku
GSH.px diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Kiss-5
Grubu ve Kiss-10 Grubu doku GSH.px diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). MTX Grubu ve MTX+Kiss-5 Grubu doku GSH.px

diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). MTX+Kiss-10 Grubu
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Testis Doku GSH.Px (IUlg protein)

GSH.px diizeyi MTX Grubu GSH.px diizeyine gore yiiksek olup istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). MTX+Kiss-5 Grubu ve MTX+Kiss-10 Grubu

doku GSH.px diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
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Ayni siitun icerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir.

Sekil 20. Testis Doku GSH.px Diizeyleri

5.9. Testis Dokusu Katalaz Diizeyleri

Sekil-21 ve Tablo-7 incelendiginde;

Kontrol Grubu doku katalaz diizeyi ile MTX Grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmamistir (p>0.05). Kontrol Grubu ve Kiss-5 Grubu doku katalaz
diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Kontrol Grubu doku
katalaz diizeyi Kiss-10 Grubutan diisiik olup, fark istatiksel olarak anlamli
cikmistir (p<0.05). Kiss-5 Grubu doku katalaz diizeyi Kiss-10 Grubutan diisiik
olup fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). MTX Grubu ve
MTX+Kiss-5 Grubu doku katalaz diizeyleri arasinda anlamli bir fark

bulunmamistir (p>0.05). MTX Grubu ve MTX+Kiss-10 Grubu doku katalaz
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Testis Doku Katalaz (kUIg protein)

diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). MTX+Kiss-5 Grubu
doku katalaz diizeyi ile MTX+Kiss-10 Grubu arasinda anlamli bir fark

bulunmamistir (p>0.05).

10,00

9,00

8,00

7.00

5,00

5,00

3,00

2,007

1,00

0,00—

T T T
Kontrol AT Kiss-5 Kiss-10 MTE+Kiss-5 MTH+Kiss-10

Aynut siitun icerisinde degisik harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.

Sekil 21. Testis Doku Katalaz Diizeyleri
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5.10. Ureme Organ Agirliklari

Absolut ve relatif tireme organ agirliklart Tablo-3 ve Tablo-4 ‘de verilmistir.
Absolut tireme organi agirliklar1 gruplar arasi karsilastirma yapildigr zaman; testis,
epididimis ve kauda epididimis agirliklarinda 6nemli bir farklilik belirlenmemistir
(p>0.05). Vezikula semilunaris agirliklar1 kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman Kiss-
10 grubunda anlamli bir artig, MTX grubunda ise anlamli bir azalma goriilmektedir
(p<0.001). Ventral prostat agirliklart gruplar arasinda karsilagtirildiginda ise Kiss-5
grubunun kontrol grubuna gore agirliklarinin artmis oldugu(p<0.05), MTX grubu ile
kontrol grubunun ve MTX+Kiss-5 ile MTX+Kiss-10 gruplarinin MTX grubuna gore,
agirliklarinin degismedigi tespit edilmistir (p>0.05). Relatif ireme organ agirliklarina
bakildig1 zaman,; testis agirliklarinda bir farklilik gézlenmezken (p>0.05) epididimis,
vezikula semilunaris ve ventral prostat agirliklarinda anlamli farkliliklar tespit

edilmistir (p<0.05).
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Tablo 3. Absolut tireme organ agirliklari

Absolut iireme organ agirliklari (g)

Testis Epididimis Sag kauda epididimis Vezikula Ventral
(Sag+Sol)/2 (Sag+Sol)/2 semilunaris prostat
Gruplar
Kontrol 1,775+0,086 0,673+0,026 0,254+0,017 1,426+0,127? 0,683+0,088%
MTX 1,618+0,042 0,624+0,009 0,223+0,012 1,030+0,081°¢ 0,623+0,047?
Kiss-5 1,796+0,114 0,628+0,024 0,260+0,018 1,550+0.050? 0,930+0,096°¢
Kiss-10 1,750+0,061 0,688+0,016 0,268+0,007 1,878+0,104° 0,840+0,069"
MTX+Kiss-5 1,830+0,086 0,674+0,049 0,263+0,013 1,445+0,149? 0,664+0,047%
MTX+Kiss-10 1,794+0,072 0,679+0,027 0,279+0,015 1,589+0,077* 0,756+0,0397¢
Onemlilik P>0.05 P>0.05 P>0.05 P<0.001 P<0.05
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Ayni siitun icerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.



Tablo 4. Rolatif iireme organ agirliklar

Rolatif iireme organ agirliklar1 (Absolut organ agirlig (g)/viicut agirligi (g) X100)

Testis Epididimis Sag kauda epididimis Vezikula Ventral
(Sag+Sol)/2 (Sag+Sol)/2 semilunaris prostat
Gruplar
Kontrol 0,385+0,019 0,149+0,005% 0.058+0,002? 0,331+0,027? 0,163+0,023%
MTX 0,364+0,008 0,136+0,005° 0,049+0,002° 0,230+0,012°¢ 0,139+0,009°
Kiss-5 0,404+0,015 0,151+0,006% 0.059+0,003? 0,376+0,020? 0,226+0,019¢
Kiss-10 0,413+0,022 0,162+0,008? 0,063+0,004% 0,441+0,025° 0,197+0,016"
MTX+Kiss-5 0,407+0,009 0,147+0,003% 0.058+0.001? 0,323+0,018* 0,144+0,010°
MTX+Kiss-10 0,424+0,014 0,160+0,004% 0,065+0,002% 0,376+0,019* 0,178+0,008%
Onemlilik P>0.05 P<0.05 P<0,01 P<0.001 P<0,01

Aynut siitun igerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir.
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5.11. Spermatolojik Muayeneler

Sperm motiliteleri gruplar arasinda karsilastirma yapildig1 zaman (Tablo-
5); MTX grubunda kontrol grubuna goére anlamli bir azalma oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Tedavi gruplarinin bulundugu MTX+Kiss-10 grubunun
motilitesinin MTX grubuna gore anlamli bir artis gosterdigi tespit edilmistir

(p<0.05).

Toplam anormal spermatozoon oranlari incelendigi zaman (Tablo-5);
MTX grubunun kontrol grubuna gore anlamli bir artis gosterdigi(p<0.05), tedavi
grubu olan MTX+Kiss-10 grubunda ise MTX grubuna goére anlamli diisiis oldugu
tespit edilmistir(p<0.05). Spermatolojik yogunluklar ile ilgili gruplar arasi

karsilagtirma yapildig1 zaman anlamli bir fark bulunmamuistir (p>0.05)(Tablo-5).
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Tablo 5. Spermatolojik parametreler.

Spermatolojik parametreler

Motilite Yogunluk Anormal spermatozoon orani (%)
(%) (milyon/sag kauda
epididimis) Bas Kuyruk Toplam
Gruplar
Kontrol 82,00+2,00% 140,67+2,91 3,40+0,93 4,40+1,17° 7,80+2,08°
MTX 72,22+2,78° 108,33+10,85 5,83+0,79 8,83+1,40° 14,66+1,54°
Kiss-5 83,33+3,33% 152,00+18,00 2,60+0,60 5,20+0,86% 7,801,022
Kiss-10 88,66+2,26° 150,67+14,14 5,33+1,99 3,67+0,67° 9,00+1,69?
MTX+Kiss-5 77,90+2,88% 132,40+17,75 7,20+0,80 4,80+1,56° 12,00+2,30%
MTX+Kiss-10 82,00+3,74% 149,75+18,12 4,75+1,11 4,38+0,80? 9,13+1,11%
Onemlilik P<0,01 P>0.05 P>0.05 P<0.05 P<0.05
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Ayni siitun igerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.



Tablo 6. Plazma MDA, GSH, GSH.Px, Katalaz ve Serum Testosteron Diizeyleri

Plazma MDA ve Antioksidan Diizeyleri, Serum Testesteron Diizeyi

Grup MDA (nmol/ml) GSH (nmol/ml) GSH.px (IU/L) Katalaz (ku/L) Testesteron (ng/dl)
Kontrol 3,53+0,12% 0,22+0,007* 16,55+1,08* 26,10+4,20 97,66+2,21%
MTX 3,78+0,09% 0,18+0,004° 9,39+0,29%° 20,98+2,59 26,50+1,06°
Kiss-5 2,98+0,06" 0,24+0,012% 16,42+2,95% 34,03+4,42 77,26+2,00°
Kiss-10 3,25+0,10% 0,21+0,009* 19,63+4,16% 33,01+1,36 96,60+1,48*
MTX+Kiss-5 3,48+0,15% 0,23+0,004* 15,93+1,84% 27,81+4,05 56,00+1,294
MTX+Kiss-10 3,60+0.05% 0,234+0,004* 10,62+1,24° 29,31+3,33 103,70+1,42%

Onemlilik p<0.05 p<0.05 p<0.05 p>0.05 p<0.001

Ayni siitun icerisinde degisik harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir.
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Tablo 7. Testis Dokusu MDA, GSH, GSH.Px ve Katalaz Diizeyleri

Testis Dokusu MDA ve Antioksidan Diizeyleri

Grup MDA (nmol/g protein) GSH (nmol/g protein) GSH.Px (IU/g protein) | Katalaz (kU/g protein)
Kontrol 14,27+0,45% 2,28+0,12° 13,85+0,99% 3,12+0,06?
MTX 16,93+0,43° 2,19+0,092 8,08+0,71° 5,570,712
Kiss-5 14,11+0,19% 2,33+0,10? 18,87+0,28° 3,77+0,57°
Kiss-10 15,19+0,31% 2,56+0,17% 14,88+2,697¢ 6,77+0,41°
MTX+Kiss-5 15,01+0,39* 2,59+0,04° 10,08+1,08% 7,07+1,18%
MTX+Kiss-10 15,08+0,62% 2,64+0.05° 11,24+0,38* 4,08+0,38

Onemlilik p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
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TARTISMA ve SONUC

Kanser giiniimiiziin baslica saglik sorunlarindan birisi olarak goriilmekte
ve gittikce daha da yayginlasmaktadir. Kanser goriilme sikliginda meydana gelen
artisla beraber cesitli tedavi yollar1 da arastirilmakta, bir yandan da mevcut tedavi
yontemlerinin olumsuz etkileri ve bunlarin ortadan kaldirilmasina yonelik

caligsmalar da yapilmaktadir.

Antikanserojen ilaglaran biri olan MTX ‘in kullanimi hastalarda ¢ok
sayida istenmeyen etkilere neden olabilmektedir. Kemoterapotikler normal doku
ve hiicrelerde de istenmeyen etkilere neden oldugu igin erkek infertilitesi ve
sterilitesi kemoterapdtik ilaglarin {ireme sisteminde meydana getirdigi istenmeyen

etkilerdir (7, 8, 47).

Antineoplastik ilaglarin yol actig1 olumsuz etkilerden kurtulmak amaciyla
yan etkileri azaltacak veya dnleyecek ilag¢ veya ilaclar tedaviye eklenebilmektedir.
Literatirde MTX toksisitesine karsi kullanilan ¢esitli antioksidan maddelerle

yapilan ¢alismalar vardir (161,162,163,164,165).

Ureme ile ilgili bir peptid olan Kisspeptin, pubertenin baslamasini
saglayan bir ¢esit molekiiler diigme gibi davranir. Erigkinlige ulasan hayvanlarda
tireme baslangic1 6nbeyin, hipofiz ve gonadlarin etkilesimini gerektirir. Puberte
baslangicinda kisspeptin, noroendokrin olaylardan sorumlu temel peptid olarak
kabul edilir (129).Kisspeptin salgilanmasint ve buna bagli olarak GnRH
salgilanmasin1 internal ve eksternal ¢esitli faktorler diizenlerler (130). Son
yillarda, memelilerin {liremesi {lizerine Kkisspeptinin rolii yogun olarak

calisilmaktadir. Kisspeptin iiretimini etkileyen faktorler gonadal fonksiyonlarda
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degisikliklere yol agabilmektedir (166). Biitiin bu bilgilerden yola c¢ikilarak
yapilan bu calismada farmasotik potansiyele sahip yeni maddeler arayisinda
biiyilk bir potansiyele sahip bir ndropeptid olan kisspeptinin uygulamasinin,
MTX’in tireme sisteminde yol actifi olumsuz etkiler ve infertilite sorunlari
lizerine etkisinin arastirllmasi amaclanmistir. Bu amagla antioksidan enzim
diizeyleri, serum testesteron seviyeleri ve sperm kalitesi parametrelerinden elde
edilen sonuclar belirlenip, MTX-infertilite iliskisi ve Kisspeptin-MTX
etkilesimleri irdelenmis ve lireme sistemi ile antioksidan sistemde meydana gelen

degisimler incelenmistir.

Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini yiikselten MTX’in giicli bir
antienflamatuar madde oldugu bilinmektedir (164).Yiksek MPO seviyesinin
ndtrofil infiltrasyonuna neden oldugu ve serbest radikallerin dokularda lokosit
infiltrasyonunu uyardigi belirtilmistir. MTX’e bagli toksisite prositokinlerin
artmis Uretimi ile birlikte goriilen inflamatuar cevabin olusmasiyla karakterizedir
(68, 167). Gao ve arkadaslar1 (168), MTX’in ksenobiyotiklerin ve endotoksinlerin
ince barsaga geg¢melerine sebep olduklarini, bunun da makrofaj ve ndtrofil
infiltrasyonunu baslattigin1 ve sonunda reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde artisa
yol agtiklarin1 gostermislerdir. Bu etkiyle aym1 dogrultuda, Oktar ve arkadaslar
(88) MTXin testis i¢ine infiltre olan makrofaj ve notrofiller araciligi ile oksidatif

stresin arttigini gostermislerdir.

Yapilan caligmalarda 20 mg/k ya da daha yiiksek dozlarda MTX’e maruz
kalmanin kanda, karacigerde, bobreklerde ve testislerde MDA seviyesini arttirdigi
ifade edilmistir (68, 169). Daha diisiik dozlarin (10 mg/Kg) kullanildig1 bazi

calismalarda MDA seviyesinin etkilenmedigi ve bunun diisiik doz yaninda,
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anestezi yapilmamis olmasinin da onemli bir faktor olabilecegi vurgulanmistir
(88).Yapmis oldugumuz calismada da MTX uygulanan grupta testis dokusunda
MDA diizeyinin artmis oldugu goriilmektedir. (Tablo 6-7) (Sekil 14, Sekil 18)
Antikanser ilaglarin kullanimini takiben gelisen maruziyetin hiiceresel ve
moliiker yonlerinin incelenmesi amaciyla spermatogenez ve gonadal hasar

kapsamli olarak incelenmistir (170, 171).

Baz1 6zel enzimler, canlinin iireme yetenegini korumasi igin oksidatif stres
olusumuna kars1 6nemli rol oynamaktadir. Dolayisiyla bu koruyucu mekanizma
gonadlar icin biiylik 6nem tagimaktadir. Bu enzimler arasinda ROB ve bunlari
zararsiz hale getiren SOD, GSH-Px, glutatyon rediiktaz ve CAT bulunmaktadir.
Bunlar arasinda da SOD ve GSH.Px’1n erkek lireme sisteminde ROB ve serbest
radikalleri temizlemede goérev alan en 6nemli enzimler oldugu ifade edilmektedir

172).

GSH.Px’in erkek ve disi ilireme sisteminde fizyolojik acgidan Onemli
rolliniin oldugu yapilan caligmalarda tespit edilmistir (173). GSH.Px seminal
vezikiil, prostat bezi ve vaz deferens epiteli gibi yapilarda yiiksek miktarda
salinmaktadir (172).Bununla birlikte MTX’in, antioksidan enzim sisteminin
etkinligini azaltarak, hiicreleri ROB’a kars1 hassas duruma getirip hasara neden
oldugunu gostermektedir. Oksidatif stres testis seminifer tiibiillerinde hasara ve
germ hiicrelerinde azalmaya yol agmaktadir (14,15). Bu yiizden, antioksidanlar

oksidatif strese karsi testis dokusunun korunmasina yardim edebilir (16).

Vardi ve ark. (174,175), Armagan ve ark. (169) ve Yulug ve ark. (176)

yapmis olduklar1 ¢aligmalarda; ratlarda MTX uygulanmasi sonucu testis
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dokusunda MDA diizeyinde artis, katalaz ve glutatyon peroksidaz degerlerinde
azalma oldugunu belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada; (Tablo 7) (Sekil 18,20)
testis dokusu MTX grubunda MDA seviyesinin arttigi, GSH.Px seviyesinin
azaldig1 goriilmiistiir (P<0.05). Bu durum MTX °‘in oksidatif stresi arttirdigini
gostermektedir. Bilindigi gibi MTX, hiicrelerde NADPH’1 azaltip glutatyonun
tilkenmesine yol acarak hiicrenin ROB’a kars1 duyarli olmasina ve dolayisiyla
oksidatif strese sebep olmaktadir(174).

Ratlarda testis lizerinde metotreksatla yapilan ¢alismalarda testis agirligi,
seminifer tubiil ¢ap1 ve germinal epitel kalinliginda azalmalarla (177) birlikte
dejenerasyonlarin sekillendigi (174), tiim spermatogenik hiicreler olmak iizere
ozellikle spermatosit ve spermatidlerde 6ldiiriicii, Sertoli ve Leydig hiicrelerinin
biiyiikliiklerinde de azaltici (12) etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica
farelerdeki sitogenetik caligmalarin sonuglart metotreksatin germ hiicrelerinde
cesitli dlizeylerde kromozamal aberasyonlar, DNA hasar1 ve apoptosis
olusturdugunu, epididimal sperm sayist ve motilitesinde azalmalara ve anormal
sperm oranlarinda da artislara neden oldugunu gostermektedir(71,79,81).Daha
once yapilmig ¢calismalarda MTX’in, gonadal hasara neden oldugu, spermatozoon
sayisinda ve kalitesinde meydana gelen diisiisler ile anormal spermatozoon
oraninda meydana gelen artisin dihidrofolat rediiktaz sentezinin inhibisyonu
sonucu DNA replikasyonunun sekillenememesiyle olustugu
bildirilmistir(12,177,179,180). Calismamizda da bu verilere benzer sekilde, MTX
uygulamasi yapilan grupta serum testesteron seviyesinde(Tablo-6) anlamli azalma
(p<0.05) tespit edilirken, spermatozoon motilitesinin diistigli (p<0,01), anormal

spermatozoon oraninin arttig1 (p<0.05) belirlenmistir (Tablo 5-6).
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Kisspeptin ve GPR54 sistemi, HPG eksenin diizenlenmesinde ¢ok kritik
bir rol oynamaktadir. GPR54 pubertal gelisim ve tireme fonksiyonlari i¢in gerekli

bir yap1 konumundadir (140).

GPR54 mutasyonlar1 insanlarda hipogonadotropik hipogonadizm ve

ergenlige girememeye sebep olmustur (28, 127, 181).

Kisspeptin-10 veya kisspeptin-54’iin merkezi ya da periferik uygulanmasi

HPG aks1 uyarir (31, 33, 128, 142).

Kisspeptin-10 in vivo ve in vitro ortamda GnRH salinimini uyarir ve HPG
aks tizerindeki bu etkisi GnRH antagonistleri tarafindan bloke edilebilir (34, 35,

142, 143).

Calismamizda ratlara uyguladigimiz giinliik 50 nmol/kg kisspeptin-10 -
reseptore baglanmasi ve aktivasyonu i¢in en kisa molekiiler yapiyr igermesi

sebebiyle tercih edilmistir (124, 182).

Kisspeptinlerin, intraserebral (i.c.), intraserebroventrikiiler (i.c.v.),
intrahipotalamik (i.h.), sistemik intravendz (i.v.), intraperitonel (i.p.) ve subkutan
(s.c.) gibi farkli yollarla verildiginde LH salgilanmasinda degisikliklere yol

agmaktadir (22, 35, 128, 183).

Cesitli calismalarda, primatlarda kisspeptine karst HPG aksinin
desensitizasyonunun hipotalamik GPR54'iin desensitizasyonu oldugunu O6ne
stiriilmiistiir (184). HPG aks: iizerinde Kisspeptin-10, -14, ve -54'in akut olarak
uygulanmasi sonucunda farkli etkilerin ortaya c¢iktigi gorilmistiir. In vitro

ortamda, Kisspeptin-10, -14, ve -541n, GPR54 ile etkilesiminin benzedigi
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bildirilmistir (124). Ayrica, kisspeptin-10 ya da kisspeptin-54'in, in vivo olarak
ventrikiil i¢ine uygulanmasiyla, gonadotropin salgilanmasinin uyarilmasinda
benzer etkiye yol actigi tespit edilmistir (142). Kisspeptin-10 ve -14 gibi daha kisa
formlarinin, subkutan uygulanmasi sonucunda akut donemde plazma LH
seviyesini artirirken, kronik donemde artisin anlamli olmadigi, kisspeptin-14'in

plazma total testosteron seviyesini 6nemli dl¢iide artirdigi saptanmistir (140).

Farkl1 bir ¢aligmada ise kisspeptin-10 uygulamasinin testesteron seviyesini
diisiirdiigii, bu olaym LH salgilanmasindaki diisiisten daha c¢ok testis
dejenerasyonunun sorumlu olabilecegi Ramzan ve Qureshi (185) tarafindan 6ne
stirlilmiistiir. Bu veriye paralel olarak ¢calismamizda bes giinliik uygulama yapilan
kisspeptin-10’un serum testesteron seviyesini kontrol grubuna gére anlamli dl¢iide
diisiirdiigii, on giinliik uygulamanin ise énemli bir farklilik olusturmadig: tespit

edilmistir(Tablo 6) .

Thompson ve ark. (140), yapmis oldugu calismada s.c. olarak kisspeptin-
54 1in siirekli uygulanmasinin kisspeptine karst HPG aksinda bir desensitizasyon
olusmasma karsin, dolasimdaki gonadotropinlerin baskilanmasina neden
olmadigini belirtmistir. Ramzan ve ark. (185) ise puberte dncesi erkek siganlarda
kisspeptinin siirekli verilmesi, FSH seviyesini degistirmezken LH salgilanmasinda
azalmasina neden oldugu, bunun HPG aksinin duyarliliginin azalmasi ile iliskili
olmadigmi bildirmistir. Thompson ve ark. (141) Kisspeptin-54’ iin tetikledigi
testis dejenerasyonunun gonadotropinler araciligi ile olustugu hipotezini
desteklemek amaciyla, kisspeptin-54’iin (5 nmol) bir kez i.c.v. yiiksek doz
uygulanmasinin testikiiler dejenerasyona sebep oldugunu gostermislerdir. (23, 33,

182).
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Ramzan ve ark. (185), yapmis oldugu c¢alismada Kisspeptin-10
uygulamasinin testis agirliklarinda bir farkliliga yol agmadigimi bildirmislerdir.
Yaptigimiz c¢alismada bu veriye paralel olarak kullandigimiz Kisspeptin-10'un
intraperitonel olarak uygulanmasi sonucunda, 5 ve 10 giinliik uygulamalarda,
testis agirliklarinda anlamli farkliliklar bulunmazken absolut ve relatif vezikula
seminalis agirliklarinda, MTX+Kiss-10 grubunun MTX grubuna gore ve Kiss-10
grubunun kontrol grubuna gbére anlamli bir artis gosterdigi  tespit

edilmistir(p<0.001) (Tablo 3.4).

Kiss-1 ve GPR54 sisteminin sperm ve spermatogenez iizerine etkileri
irdeleyen calismalar kisitli sayidadir. Calismamizda (Tablo 5) on giin siireyle
uygulanan Kisspeptin-10’un motilite lizerine kontrol grubuna goére anlaml 6l¢iide
yiikseldigi (p<0,01) goriiliirken, yogunluk ve anormal spermatozoon sayisinda ise

bir farklilik olmadigi tespit edilmistir.

Cesitli caligmalarla oksidatif stres ve gonadotropinlerin iliskili oldugu
belirlenmistir. Hipotalamus fonksiyon bozukluklart sonucu LH ve FSH
iiretiminde meydana gelen azalma oksidatif stres olusumunu tetiklemektedir. (39,
40)Hurtado ve ark. (40), yaptig1 calismada bir varikosel hastasinda serum LH ve
FSH diizeylerine paralel olarak SOD ve katalaz diizeylerinin de arttig1
goriilmiistiir. Sex steroidleri, 6zellikle Ostrojenin etkili bir antioksidan oldugu,
serbest radikal stipiiriicii ve lipid peroksidasyon durdurucu 6zellige sahip oldugu
cesitli ¢alismalarda da bildirilmistir (186,187). Bununla birlikte testesteronun

direkt antioksidan etkisinin olmadigi belirtilmistir (188).
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Hipotalamik hormonlarin hiicre membran reseptorlerine baglanmasinda
yasanan sorunlar ve bunun sonucunda dolasimdaki gonadotroplarin ve
testesteronun azalmasi lipid peroksidasyona yol agabilmektedir(115). Lipid
peroksidasyonun artisi hiicre igi ileti sisteminde sorunlara yol agarak hipotalamik
hormonlarin saliniminda diizensizlige sebep olabilmektedir (189).Bununla birlikte
fizyolojik olarak salgilanan LH’nin etkinligi de rat testisinde intersitisyel dokuda

lipid peroksidasyonun pro okside olmasini da metabolize etmektedir (190).

Navenot ve ark. (191) yaptiklar1 aragtirmada, GPR54 sisteminin kisspeptin
yardimiyla uyarilmasinin tiimor hiicrelerinde Rho ve rhokiinasin indiiklenmesiyle
apoptotik etki gosterebilecegini belirtmiglerdir. RhoA ¢esitli hiicre i¢i iletisimi
saglayan kritik bir molekiildir. ROB, Rho GTPaz aktivitesini artirip, GDP
salinmasina sebep olarak etkinlik gosterdigi belirtilmistir(192). Ayrica RhoA’nin

metastaz baskilayici roliiniin olabilecegi de bildirilmistir (193).

Son yillarda kisspeptinin HPG aks ve lireme sistemi {izerine etkisine
yonelik c¢aligmalar bulunmaktadir (26,32,37).Bununla birlikte kisspeptinin
antioksidan 6zelligine yonelik caligmalar son derece kisitlidir (41). Aydin M. ve
ark. karaciger dokusu flizerinde yapmis oldugu calismada kisspeptinin lipid
peroksidasyonu diisiirdiigiinii ve antioksidan etkisinin olabilecegini belirtmislerdir
(41). Calismamizda testis dokusunda kisspeptin  ve MTX kombine
uygulanmasinin sadece MTX uygulamasina gore MDA seviyesini anlamli
(p<0.05) bir sekilde diistirdiigii tespit edilirken (Tablo 7) (Sekil 18), plazma MDA
sevilerinde ise anlamh bir degisiklik olmadig1r gozlenmis, MTX uygulamasi ile
azalma gosteren testis dokusu GSH.Px diizeyinin MTX+Kiss-10 grubunda artis

gostermesi(p<0.05), ayrica plazma ve testis dokusu GSH seviyelerinin ise 5 ve 10
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giinliik Kisspeptin uygulamasi ile anlamli artiglar (p<0.05) gostermesi(Tablo 6-
7)(Sekil 13,14,19,20) bu veriyi destekler niteliktedir. Dokularda, kisspeptinin
metastaz baskilayici etkisi sayesinde RhoA aracili olarak ROB olusumunun dniine
gecebilecegi ve bu sekilde antioksidan etkinligini  gosterebilecegini

distindlirm{istiir.

Sonuc¢ Olarak;

Bu ¢alismayla, MTX ‘in doku MDA diizeylerini artirdigi, bunun yaninda
antioksidan etkili GSH, GSH.px, ve Katalaz diizeylerini diislirdiigii ve serum
testesteron seviyesini azalttigl tespit edilmistir. Kisspeptin ve MTX’in 5 ve 10
glinliik kombine uygulanmasiyla ise doku MDA diizeyini azalttigi, doku ve
plazma GSH seviyelerini arttirdigi, testis dokusu MTX+Kiss-10 grubunda
GSH.Px seviyesini artirdifi, azalan serum testesteron seviyesini ise 10 giinliik
uygulama ile tekrar eski seviyesine cikarttifi belirlenmistir. MTX uygulamasi
sonucu azalan sperm motilitesi ve artan toplam anormal spermatozoon oranlarinin
Kisspeptin ile MTX ‘in kombine 10 giin uygulanmasi sonucu, motilite oraninin

artt1g1 ve anormal spermatozoon oraninin diistiigii gozlenmistir.

Kisspeptin uzun yillardir yapilan ¢alismalarla HPG aks ve iireme sistemi
tizerine etkili bir peptid oldugu bilinmekte ve bu yonde her gecen giin yeni

aragtirmalar literatiire sunulmaktadir. Bu peptidin lireme sistemine olan etkileri
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hakkinda bir¢ok calismalar bulunsa da oksidatif stres ve antioksidan enzim
lizerine olan etkileriyle ilgili calismalar son derece kisithidir. Calismamizda
kisspeptinin MTX’in artirdigt MDA diizeyini azaltmasi, yine MTX uygulamasi ile
azalan GSH ve GSH.px diizeylerinde artis gostermesi ve sperm parametrelerinde
tyilestirici etkilerinin tespit edilmesi, bu peptidin antioksidan etkinligi ve erkek
infertilitesinin diizelmesine yardimc1 olabilecegi diisiincesini ortaya koymaktadir.
Fakat kisspeptinin farkli formlar1 ve analoglarinin antioksidan etkinliginin daha
detayli olarak irdelenmesi, spermatogenez iizerine olan ¢alismalarin daha
detaylandirilmasi daha fazla veri elde edilmesini saglayarak bu peptidin terapotik

etkilerinin daha belirgin olarak ortaya ¢ikmasini saglayacaktir.
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