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AMAC: GUnimuzde antimetabolit grubunun kullani lan tek
formu olan Metotreksat (MTX) meme, mesane ve tes tis
kanserlerinin tedavisinde kullani Imaktadi r.Bucali sma
da MTX kullani mi1 na bag I , testiste olusan histopatolojik
deg isikliklere karsi  Shilajitin (PSYin etkilerinin histopato
lojik olarak incelenmesi amaglanmi sti r.

GEREC VE YONTEM: Yirmi dért adet Spraque Dawley erkek si can
4 gruba ayri Idi . Kontrol grubuna herhangi bir uygulama

yap! Imadi . MTX grubuna, tek doz intra peritoneal (i.p.) 20 mg/
kg MTX, MTX+PS grubuna deney suresinin (7 giin) ilk giiniinde tek
doz i.p. 20 mg/kg MTX ve MTX verilmeden 15 dk 6 nce 2 ml/kg
distile suda 100 mg/kg PS ¢ 6 zllerek gavaj yoluyla verildi. T Ik
gunl takiben gun asi rn , toplamda ug kez olacak sekilde 2 kez
daha 2 ml/kg distile suda 100 mg/kg PS ¢6zllerek gavaj yoluyla
verildi. PS grubuna, ilk giin ve akabinde giin agi r1 toplamda Ug
kez olacak sekilde sadece 2 ml/kg distile suda 100 mg/kg PS
¢6zllerek gavaj yoluyla verildi. Yedinci giniin sonunda,
hayvanlari n tumu sakrifiye edilerek sol testisleri ali ndi . Testis
doku 6rnekleri1 si k mikroskobunda histopatolojik olarak

deg erlendirildi.

BULGULAR: Gruplar arasi , viicut ve testisag 1 rli klari  kar
si lastt r Idi §1 nda kontrol ve deney gruplari arasi nda
ista tistiksel agi dan anlamli  bir farkli It k bulunmadi (p>0.05).

Histopatolojik deg erlendirmede; MTX grubunda semi nifer tubul
¢ap! ndave tubul epitel kali nli § 1 ndaanlamh derecede
azalma gozlenirken (p<0.04), MTX+PS grubun da MTX grubuna
g6 re seminifer tibll capi nda ve tibul epitel kali nli § 1 ndaki
azalmani ndaha az oldug u g6zlendi (p<0.04). Morfolojik

deg erlendirmede; MTX grubuna ait testis kesitlerinde, lumende
olgunlagsmami s seminifer ti bulepitel hiicreleri ve spermatozoa
azli g1 , seminifer tibul epitelinde ve bazal membrani nda
duzensizlikler ve in terstisyel alanda ¢ dem izlendi. MTX+PS grubuna
ait tes tis kesitlerinde ise, seminifer tibul epitelinde duzensizlik
olan ve limenine olgunlasmami s seminifer tubul epitel
hucrelerinin dé kilmus oldug u birkag tubil di s1 nda her hangi
bir patolojiye rastlanmadi .

SONUGC: Bulgulart mi z, MTX'in testikuler dokuda ha sar meydana
getirdig ini ve PS uygulamasi ni nbuhasari  dnemli 6I¢lde
duzeltebileceg ini g6 stermektedir. Sonug olarak PS'nin, MTX
tedavisinde olusan testis hasari ni n6n lenmesinde yararli
olabilecegd ini disinmekteyiz.

ANAHTAR KELI MELER: Metotreksat, Shilajit, S can, Testis
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AMAC: Antime tabolit grubunun sadece formunu kullanan
metotreksat meme, mesane ve testis kanseri tedavisinde

kullani Imaktadi r.Bucali smada, Shilajit'in (PS) Metotreksat
(MTX) ile indUklenen testis hasari  Uzerindeki etkilerini histopatolojik
olarak incelemeyi amagladi k.

GEREC VE YONTEM: Yirmi dért Spraque Dawley erkek rat dért gruba
ayri Idi .

Kontrol grubu tedavi edilmedi. Grup MTX tek doz intraperitoneal
(ip) 20 mg/kg MTX'e, Grup MTX+PS 15 dakika 6 nce gava-ge ile 2ml/
kg salin icinde 100 mg/kg PS'ye ve ardi ndan tek doz ip 20 mg'a
maruz bi raki Idi ./kg MTX.1 Ik PS dozundan sonra, deney
boyunca (7 gin) giin agi r1 ayni dozda iki kez verildi. Grup PS,
sonda ile 2 ml/kg salin icinde sadece 100 mg/kg PS'ye maruz

bi raki Idi . Deney sonunda (7. giin) tim hayvanlar sakrifiye edildi
ve sol testisleriali ndi .

Testis dokusu 6rnekleri1 si k mikroskobunda histopatolojik
olarak deg erlendirildi.

BULGULAR: Tum gruplar kendi aralari nda testis ve vicut

ag 1 rh klart nagoérekars lasti n Idi g1 ndatim gruplar
arasi nda istatistiksel olarak anlamli  fark yoktu (p> 0.05).
Histopatolojik deg erlendirmede; seminiforus tubdullerin cap ve
epitel kali nli g1 Grup MTX'te anlamli olarak azaldi (p<0.04)
ve Grup MTX+ PS'de Grup MTX'e gdre azalma daha azdi (p<0.04).
Morfolojik ded erlendirmede; Grup MTX'te olgunlagsmami s tubuler
epitel hicreleri, [imende sperm miktari nda azalma, tibul epiteli
ve bazal membranda duzensizlikler ve interstisyel boslukta 6 dem
g6zlendi. Grup MTX+ PS'de seminiforus tlbullerinde diizensizlik ve
immatur tibuler epitel huicrelerini temsil eden birkag tanesi

di 51 nda patolojik deg isiklik g6 zlenmedi.

SONUC: Bulgulart mi z, (MTX) testis hasari na neden olabileced ini
ve PS tedavisinin bu hasari  é nleyebileceg ini go sterdi. Sonug
olarak PS, MTX tedavisi sonrasi testis hasari ni n énlenmesinde
faydali olabilir.

ANAHTAR KELI MELER: Methotrexate, Shilajit, Rat, Testis
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Gi RI S

Kanser tedavisinde kullani lan en etkili tedavi

yo ntemlerinden biri kemoterapidir. Kemotera pide
kullani lanilaglar ¢oklu organ sistemlerinde akut
toksik yan etkiler olusturmaktadi rlar. Gast
rointestinal sistemde, merkezi sinir sistemin de ve
hematolojik tablo Uzerinde yan etkileri bilinmektedir.
Ayri ca, kemoterapide si k olarak gorulen gonadal
hasar, anti kanser ajanlari ni1 n potansiyel yan
etkileri arasi nda yer almaktadi r (1, 2). Metotreksat
(MTX), huicre bdlinmesini inhibe ettig i i¢cin uzun

yi llardi ranti kanserilaci olarak kullani lan
kemoterapotik birilagti r (3, 4). Dihidro folat
reduktaz enzimini inhibe eden MTX; DNA, RNA ve
ATP sentezinde gerekli olan tetrahidrofolat (THF)
sentezini durdurarak timi dilat, purin ntkleotidleri
ve aminoasitlerin sen tezinde azalmaya neden olur.
Boylece nikleik asit ile protein metabolizmasi ni
onler (5). Ayri ca bir folik asit antagonisti olan MTX,
oksidatif stres sonucu organ toksisitesine neden
olabilir (3, 4).

Kanserli erkek hastalarda, tedavi sonucu hasar
goren fertilite nemle Uzerinde durulmasi gere
ken bir durumdur. Kemoterapi sonucu artan ser
best radikaller, testis dokusunda hasara neden
olmakta ve spermatogenezi olumsuz yo nde et
kilemektedir. Erkek bireylere MTX uygulamasi ,
artan oksidatif stres neticesinde testis ve Greme
hicrelerinin yapi si nda hasar olusturabilmekte

ve bu hasar infertiliteye yol ag maktadi r (6, 7, 8).
MTX tedavisi almi s bir erkek bireyde, testikiler
hasar olusarak basta oligospermi olusmakta,
spermatogenez ve fertilite zarar gé rmektedir (9-12).
Sonyi llarda dog al Grtnlere olan ilginin artmasi
ve ti bbi dzelliklerinin incelenmeye bas lamasi yla
beraber bir¢ok dog al truin gibi Shilajit de (PS)
arasti rma konusu olmustur. PS ayni  za manda
salajit, shilajatu, mumie ya da mummiyo olarak da
adlandi ri Imaktadi r. Gellikle Hindis tan

yarl madasi ndaki Himalaya dag dizilerinde 0.6
km ile 5 km arasi ndaki yuksekliklerinde bu lunan
kaya katmanlari ndansi zanve deg isken ki vam
goOsteren soluk siyahi msi kahverengi bir

st zi nti di r.PS, dog al habitati n kaya
rizosferlerin deki mikrobiyal metabolitler ile bitki ve
organik humuslu maddelerin kompleks bir

kari si mi n dan olusmaktadi rve bir¢ok Ulkede
binlerceyr | di r geleneksel ti p sistemlerinin
(Ayurveda) bir pargasi

ti pta PSileilgiliyapr lan bir cali smada, PS'nin
toplam sperm sayi si ni , sperm hareketini, se
rum testosteron, folliktl stimtlan hormon (FSH) ve
spermatogenezin baslamasi ve devami icin
gerekli olan Itteinizan hormon (LH) seviyesini
onemli derecede arti rdi § 1 gosterilmistir (14).
PS serbest radikal seviyesinin baski lanmasi

Gzeri ne de 6 nemli derecede katki yapmaktadi r.
Po limerizasyona neden olan hidroksil radikaline
karsi , metil metakrilat korumasi ni sag ladi g1
ve etkili bir bigimde nitrik oksit serbest radikalle
rinin etkisini azaltti g 1 ifade edilmistir (13-16).
GCali smami zda, antioksidan 6 zellig i olan PS' nin,
kemoterapi tedavisi almi s olan erkek bireylerin
Ureme sisteminde olusabilecek yan etkilerin
O0nlenmesinde, sag layacag 1 katki laraci si ndan
incelenmesi amaglanmi sti r.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlari ve Etik Kurul

Cali smami z, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU)
T p Fakultesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuru
lu'ndan onay ali ndi ktan sonra baslati Idi

(Tarih: 15.01.2013, Say1 :5). KTUTI p Fakiiltesi
Cerra hiArasti rma Merkezi'nden sag lanan, 24
adet Spraque Dawley erkek si ¢an (6 haftali k,
150-200 gr) kullani Idi . Hayvanlar KTU Cerrahi
Arastt rma Merkezinde, tip III kafeslerde, 2242 °C
st cakli k, % 5045 ortalama nem, 12 saat

aydi nh k/karanlh g1 nsag landi g1 ortamda,
icme suyu olarak ¢esme suyu verilerek, standart si ¢an yemi ile

Deney Prosedlru
Deney gruplari ve verilen madde miktarlari
g 1 da 6zetlenmistir (Tablo 1):

asa

Tablo 1: Deney gruplari ve verilen madde miktarlari

Gruplar Uygulama Deneksay! si

1. Grub Kontrold Herhangibiruygulamayapi Imadi 6

2. MTX Grubu

Tekdozip. 20mg/kgMTX 6

3MTX+PS Grubu Tekdozi p.20mg/kgMTX+100mg/kg 6

4.5 Grubu 100mg/kgPS(gavajyoluyla) ¢

MTX: Metotreksat

Not: Silajit

Yedinci giiniin sonunda, deney hayvanlari derin

olarak kullani Imaktadi r (13pm@saftKetamin 50 mg/kg) alti nda sol testisleri
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ali ndi ktan sonra kansi zlasti rma yontemiile

sak rifiye edildi. C1 kar1 lan testislerinag 1 rli klan
has sas terazide 6l¢uldu ve vertikal olarak 2'ye bo
linerek histolojik incelemeler i¢in Bouin tespit
solusyonuna ali ndi . Fiksasyon solisyonunda 72
saat bekletilen dokular, artan alkol serilerinden ve
ksilol'den gecirilerek doku takibi isleminden sonra
parafin blok haline getirildi. Parafin blok lardan (tam
otomatik mikrotom, LEICA RM 2255, Almanya) 4pm’lik
kesitler ali narak, hematoksi len&eozin ile boyandi
Hazi rlanan preparatlarda ortalama 10-12 seminifer
tubulde, tibll capr ve germinal epitel kali nli g 1
Olympus DP 71 (Japan) kamerali 1 s1 k
mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan) Analysis 5
Research (Olympus Soft Ima ging Solution, Germany)
programi ile hesaplan di ve ayni mikroskopta
spermatogenetik hiicre ler ve interstisyel alanlari n
fotog raflari ¢ekilerek deg@ erlendirme yapi Idi

[ statistiksel Analizler

SPSS (Statistical Package for the Social Scien ces,
version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullani larak verilerin analizi yapr Idi

Her bir gruba ait sayr sal veriler ortalama * stan

dart sapma (SS) olarak verildi ve Kruskal Wallis
varyans analizi (post hoc olarak Bonferroni di zeltmeli
Mann-Whitney U testi) ile karsi lasti 1 Idi

Tam karsi lasti rmalarda p< 0.05 deg eri anlamli
kabul edilmistir.

BULGULAR

Vicut ve TestisAg 1 rli § 1 na Ait Bulgular

Elde edilen istatistiksel verilere gdre kontrol grubuna
aitsi canlari nvucutvetestisag 1 rli klari dig er

gruplarile karsi lasti r Idi § 1 nda istatistiksel

act dananlamh birfarkh I k bulunmadi (Tablo 2).

Tablo 2: Deney Gruplart ni nVicutve TestisAg 1 rh g1 naAit
Ortalama ve Standart Sapmalar

Morfometrik Bulgular

Kontrol grubu ile PS grubu karsi lasti ri Idi § 1 nda
istatistiksel a¢1 dan anlamh
kontrol grubuna g6 re MTX grubunda seminifer tubul

bir fark bulunmazken,

¢ap! ndave germinal epitel kali nli § 1 nda

istatistiksel a¢1 dan anlamh

derecede azalma

g06zlendi. MTX grubuna gére MTX+PS grubunda
seminifer tibll capr nda ve germinal epitel
kali nli § 1 ndaistatistiksel agi dan azalmani n

daha az oldug u gdzlendi (Tablo 3).

Tablo 3: Deney Gruplari na Ait Morfometrik G¢ Gimlerin
Ortalama ve Standart Sapma Deg erleri

Gruplar

Seminifer TubalGapi (um)

Germinal EpitelKali nli g1 (um)

Kontrol Grubu

MTX Grubu

MTX+PS Grubu

PS Grubu

273,72411,70

200,772 47,55

237,94 6,26

263,5144,79

107,13£2,79

71,972 £3,65

96,86b £1,72

109,4424,73

Gruplar

VicutAg 1 g1 (gn)

TestisAg 1 il g1 (gr)

Kontrol Grubu

MTX Grubu

MTX+PS Grubu

PS Grubu

228,17+41,53

187,17436,57

2023342177

216,50+35,17

1,15£0,23

1,1340,20

1,20£0,32

1,1540,16

MTX: Metotreksat
Not: Silajit

MTX: Metotreksat
Not: silajit

?:MTX ideg i st r(p0,04).

® ideg erlerMT 6 i iksektir (p0,04).

Morfolojik Bulgular

Testikuler dokuya histopatolofik deg erlendirmede,
Kontrol ve PS gruplari nda, seminifer tubdillerin
spermatogenik seriye ait hiicreler ve interstisyel
dokuda Leydig htcreleriile normal yapi da oldug u
gozlendi ve deg erlendirme herhangi bir patolojiye
rastlanmadi (Resim 1, 2). MTX grubunda ise,
seminifer tibdl limeninde olgunlasmami s germinal
epitel hicreleri gézlendi. Ayri ca seminifer tubul
[imeninde spermatozoa azli § 1 ,

Resim 1. Kontrol grubuna ait normal yapi daki testis kesit g6 runtisiinde, ),
seminifer tibuller *spermatogenik seriye ait hiicreler () Vﬂ‘)
( interstisyel alandaki Leydig htcreleri ( mmizlenmektedir (A;
H&E, X400)
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germinal epitelde ve seminifer tubul bazal
membrani nda duzensizlikler, interstisyel alanda
6dem gozlendi (Resim 3, 4). MTX+PS grubunda,
germinal epitelde duzensizlik ve limenine
germinal epitel hucrelerinin dé kulmus oldug u
birkac tubul di g1 nda herhangi bir patolojiye
rastlanmadi (Resim 5, 6).

Resim 5. MTX+PS grubuna ait testis kesiti go riintlsu, limende spermatoza
yog unlug u (e az sayl da limende olgunlasmami s germinal

htcrelerin gortldig G seminifer tibdller t*i)aiﬂmakxmxm;

Resim 2. PS Grubuna ait testis kesit go riinttstinde seminifer tubullerin
histolojik yapt si ni n kontrol grubuna benzer oldug u
izlenmektedir (B; H&E, X400)

Resim 6. MTX+PS grubuna ait testis kesiti gé riintusy, limende spermatoza
yog unlug u (A/e azsayl dalimende olgunlasmami s germinal

hucrelerin gorildig G seminifer tibuller (FRiE|eX20@Kxadio)D2;

TARTISMA

MTX, ALL, osteosarkom, bas ve boyun timaérle
ri, meme ve mesane gibi pek ¢ ok kanser tlru

Resim 3. MTX grubuna ait testis kesit gé riinttistinde, limende ndn tedavisinde yaygl n olarak kullani lan sito
olgunlasmami s germinal&pitel hiicreleri (), seminifer tabadl . .. .. . . .
germinal epiteftinde diizensizlikler ( )ve interstiel alanda 6 dem toksik bir ||a(;t| r (17). Hucre siklusunu etklleylp,

izl ktedir (C1; H&E, L .. R
(0 eenmeldedir (C1; HEE, X200 DNA prekursorlerinin sentezini inhibe eden bu

sitotoksik ilaglar, testikuler doku gibi yuksek mi
totik aktiviteye sahip organlaricin ayri bir risk
arz etmektedir (4, 7). Erkek fertilitesi spermato
gonyumlari ndevamh kendini yenilemesine

ve spermatojenik hicrelere farkli lagsmasi na
bag I oldug undan, antikanser ilaglar
testikuler doku yu yapi sal ve fonksiyonel olarak
etkilemekte ve fertilite Uzerine olumsuz etkileri
olabilmektedir (1, 2). MTX'e bag Ii toksisite
gelisiminin, serbest oksijen radikalleri ve hidrojen
peroksitile iliski li oldug u gosterilmistir (18).
Son dénemlerde yapi lan ¢ali smalarda, MTX ile olusan org

Resim 4. MTX grubuna ait testis kesit gé rinttstinde, [imende olgunlasmami s
germinal epitel hicreleri (), linténtie speyehatenda dzderg () () ==
izlenmektedir (C2; H&E, X400) *
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sart ni 6nlemek icin melatonin, E vitamini gibi
antioksidan ajanlar kullant Imi1 sti r (19-21). Antik
zamanlardan beri Ayurveda ti bbi nda en buyutk
kesiflerden biri olan PS' den de, erkek Greme bo
zukluklart ni ntedavisinde yararlani Imi sti r. PS
ile ilgiliyapi lan bir cali smada PS'nin toplam
sperm sayl si ni , sperm hareketini, serum
testosteron seviyesini, FSH ve spermatogenezin
baslamasi  ve devami icin gerekli olan LH
seviyesini 6nemli derecede arti rdi g1
(13, 14). Bizde bucali smada MTX e dayall testis
hasari nda bir antioksidan olarak bilinen PS'nin
koruyucu etki sinin olup olmadi g1 ni

Cali smami zda bakti g1 mi z parametrelerden
biri olan, MTX'in vicut ve testisag 1 rli g1 Uzerine
et kisine baki Idi g1 ndaanlamli bir azalmaya
neden olmadi g1 goérulmustir. Bu bulgu
Padmanabhan ve ark.ve Armag anve ark.’ni n
bulgulari ni des tekler nitelikteydi (1, 6). MTX'in
testikuler doku Uzerineyapti g 1 etkiye

baki Idi g1 nda, daha 6énce kicali smalar MTXin
seminifer tibul capr ndave germinal epitel

kali nli § 1 nda azalmaya neden ol dug u
belirtilmistir (22-24). Is1 k ve ark.'ni nyapmi s
oldug u bir cali smada MTX'in seminifer tibul
membrani nda kali nlasmalara neden oldug u,
germ hucrelerinde maturasyon ve si ralanma
bozuklug u oldug u ve [umende spermatozoa

azli g1 yadayoklug u ifade edilmistir (4). Koehler
ve ark.'ni nyapmi s oldug u bir cali smada ise tav
sanlarda kullani lan MTX'in tubuler bazal memb
randa kali nlasmalara neden oldug u, spermato
gonium sayl sI nda azalma oldug u ve var olan
spermatogoniumlarda sisme meydana geldig i ifade
edilmistir (22). Bayram ve ark.'ni nyapmi s
olduklari bir ¢ali smada ise ratlarda kullani lan
MTX'in oogenez ve spermatogenezde bozuk luklara
neden oldug u goé sterilmistir (12). Russel ve ark.,
Vardi ve ark., Daggullive ark.'ni nyapmi s
olduklari ¢ali smalari  MTX'in testis histolojisi ni
bozdug u belirtilmistir (11, 25, 26). EI-Sheikh ve ark.
ise MTX'in serum testosteron seviyesini

disirdig Und, testiktler doku hasari ni

arti rdi g1 ni ,timor nekroz faktd r-a seviyesini
ve nukleer faktor-k B ve siklooksijenaz-2
ekspresyonunu arti rdi g1 ni bildirmistir (5).
Bizim ¢cali smami zda da MTX uygulamasi ni n,
testis seminifer tibil ¢capi ve germinal epitel

kali nli g1 nda kontrol gru buna gdre anlamli

bir azalmaya yol acti g 1

arasti rdi k.Sonuc olarak, MTX kullani mi na bag li

[imende olgunlasmami s germ hicreleri g6z
lenmistir. Bu morfometrik deg erlerdeki azalma ve
morfolojik deg isikliklerin spermatogenezis surecini
olumsuz etkileyebileceg i kanaatinde yiz. Bununla
birlikte PS ile verilen MTX uygu lamasi nda, MTX
grubuile kargi lastt n Idi g1 nda, morfometrik
deg erlerde anlamli  birarti $g6 rulmustar.

Ayri ca, testis seminifer tibdl lGmeni birkag
olgunlagsmami s germ hucresiicerse de kontrol

belirtiimistir grubuna yaki n bir mikroskobi g ster mektedir.

testikuler
dokuda histopatolojik hasar olusmakta ve bu hasar
ki smen antioksidan karakterli PS kullani - mi1 ile
O nlenebilmektedir. Ancak cali smami z1 n
sonucglart ni n desteklenebilmesi a¢i si ndan
farkl
yapi

doz ve surelerde yeni ¢ali smalari n
Imasi ge rekmektedir.
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