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ÖZ

AMAÇ: Günümüzde antimetabolit grubunun kullanılan 
tek formu olan Metotreksat (MTX) meme, mesane ve tes-
tis kanserlerinin tedavisinde kullanılmaktadır. Bu çalışma-
da MTX kullanımına bağlı, testiste oluşan histopatolojik 
değişikliklere karşı Shilajitin (PS)’in etkilerinin histopato-
lojik olarak incelenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM: Yirmi dört adet Spraque Dawley 
erkek sıçan 4 gruba ayrıldı. Kontrol grubuna herhangi 
bir uygulama yapılmadı. MTX grubuna, tek doz intra 
peritoneal (i.p.) 20 mg/kg MTX, MTX+PS grubuna deney 
süresinin (7 gün) ilk gününde tek doz i.p. 20 mg/kg MTX 
ve MTX verilmeden 15 dk önce 2 ml/kg distile suda 
100 mg/kg PS çözülerek gavaj yoluyla verildi. İlk günü 
takiben gün aşırı, toplamda üç kez olacak şekilde 2 kez 
daha 2 ml/kg distile suda 100 mg/kg PS çözülerek gavaj 
yoluyla verildi. PS grubuna, ilk gün ve akabinde gün aşırı 
toplamda üç kez olacak şekilde sadece 2 ml/kg distile 
suda 100 mg/kg PS çözülerek gavaj yoluyla verildi. Yedinci 
günün sonunda, hayvanların tümü sakrifiye edilerek sol 
testisleri alındı. Testis doku örnekleri ışık mikroskobunda 
histopatolojik olarak değerlendirildi.

BULGULAR: Gruplar arası, vücut ve testis ağırlıkları kar-
şılaştırıldığında kontrol ve deney grupları arasında ista-
tistiksel açıdan anlamlı bir farklılık bulunmadı (p>0.05). 
Histopatolojik değerlendirmede; MTX grubunda semi-
nifer tübül çapında ve tübül epitel kalınlığında anlamlı 
derecede azalma gözlenirken (p<0.04), MTX+PS grubun-
da MTX grubuna göre seminifer tübül çapında ve tübül 
epitel kalınlığında ki azalmanın daha az olduğu gözlendi 
(p<0.04). Morfolojik değerlendirmede; MTX grubuna ait 
testis kesitlerinde, lümende olgunlaşmamış seminifer tü-
bülepitel hücreleri ve spermatozoa azlığı, seminifer tübül 
epitelinde ve bazal membranında düzensizlikler ve in-
terstisyel alanda ödem izlendi. MTX+PS grubuna ait tes-
tis kesitlerinde ise, seminifer tübül epitelinde düzensizlik 
olan ve lümenine olgunlaşmamış seminifer tübül epitel 
hücrelerinin dökülmüş olduğu birkaç tübül dışında her-
hangi bir patolojiye rastlanmadı.

SONUÇ: Bulgularımız, MTX’in testiküler dokuda ha-
sar meydana getirdiğini ve PS uygulamasının bu hasarı 
önemli ölçüde düzeltebileceğini göstermektedir. Sonuç 
olarak PS’nin, MTX tedavisinde oluşan testis hasarının ön-
lenmesinde yararlı olabileceğini düşünmekteyiz.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Methotrexate, only using form of antime-
tabolite group, has been used for breast, bladder and 
testicular cancer treatment. In this study, we aimed to 
examine histopathologicly the effects of Shilajit (PS) on 
Methotrexate (MTX) induced testis damage.

MATERIALS AND METHODS: Twenty four Spraque 
Dawley male rats were divided up four groups.  
Control group was not treated. Group MTX was 
exposed to a single dose intraperitoneal (i.p.) 20 mg/
kg MTX, Group MTX+PS was exposed to 100 mg/kg PS 
in 2ml/kg saline by gava-ge before 15 minutes and 
then a single dose i.p. 20 mg/kg MTX. After first dosage 
of PS, it was given at the same dosage two times at the 
every other day during the expe-riment (7days). Group 
PS was exposed to only 100 mg/kg PS in 2ml/kg saline 
by gavage. At the end of experiement (7th day), all 
animals were sacrificed and left testises were taken. 
Testicular tissue samples were evaluated as histo-
patologically on the light microscope.

RESULTS: When all groups compared with each other 
according to testicular and body weights, there was no 
statistically significant difference between all groups (p> 
0.05). At the histopathological evaluation; the diamater 
and epithelial thickness of seminiforus tubules signifi-
cantly decreased in Group MTX (p<0.04) and reduction 
was less in Group MTX+ PS compared with Group MTX 
(p<0.04). At the morfological evaluation; immature tu-
bular epithelial cells, decreasing of sperm amount in 
the lumen, irregularities in the tubule epithelium and in 
the basal membrane, and edema in the interstitial space 
were observed in Group MTX. İt was observed no patho-
logical changes in the seminiforus tubules except a few 
ones that represented irregularities and immature tubu-
lar epithelial cells in Group MTX+ PS.

CONCLUSION: Our results showed that (MTX) might give 
rise to testicular damage and the treatment of PS may 
prevent this damage. As a result, PS may be useful for the 
prevention of testicular damage after MTX treatment.
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GİRİŞ

Kanser tedavisinde kullanılan en etkili tedavi 
yöntemlerinden biri kemoterapidir. Kemotera-
pide kullanılan ilaçlar çoklu organ sistemlerinde 
akut toksik yan etkiler oluşturmaktadırlar. Gast-
rointestinal sistemde, merkezi sinir sistemin-
de ve hematolojik tablo üzerinde yan etkileri 
bilinmektedir. Ayrıca, kemoterapide sık olarak 
görülen gonadal hasar, anti kanser ajanlarının 
potansiyel yan etkileri arasında yer almaktadır 
(1, 2). Metotreksat (MTX), hücre bölünmesini 
inhibe ettiği için uzun yıllardır anti kanser ilacı 
olarak kullanılan kemoterapötik bir ilaçtır (3, 
4). Dihidro folat redüktaz enzimini inhibe eden 
MTX; DNA, RNA ve ATP sentezinde gerekli olan 
tetrahidrofolat (THF) sentezini durdurarak timi-
dilat, pürin nükleotidleri ve aminoasitlerin sen-
tezinde azalmaya neden olur. Böylece nükleik 
asit ile protein metabolizmasını önler (5). Ayrıca 
bir folik asit antagonisti olan MTX, oksidatif stres 
sonucu organ toksisitesine neden olabilir (3, 4). 
Kanserli erkek hastalarda, tedavi sonucu hasar 
gören fertilite önemle üzerinde durulması gere-
ken bir durumdur. Kemoterapi sonucu artan ser-
best radikaller, testis dokusunda hasara neden 
olmakta ve spermatogenezi olumsuz yönde et-
kilemektedir. Erkek bireylere MTX uygulaması, 
artan oksidatif stres neticesinde testis ve üreme 
hücrelerinin yapısında hasar oluşturabilmekte 
ve bu hasar infertiliteye yol açmaktadır (6, 7, 8). 
MTX tedavisi almış bir erkek bireyde, testiküler 
hasar oluşarak başta oligospermi oluşmakta, 
spermatogenez ve fertilite zarar görmektedir 
(9-12). Son yıllarda doğal ürünlere olan ilginin 
artması ve tıbbi özelliklerinin incelenmeye baş-
lamasıyla beraber birçok doğal ürün gibi Shilajit 
de (PS) araştırma konusu olmuştur. PS aynı za-
manda salajit, shilajatu, mumie ya da mummiyo 
olarak da adlandırılmaktadır. Özellikle Hindis-
tan yarımadasındaki Himalaya dağ dizilerinde 
0.6 km ile 5 km arasındaki yüksekliklerinde bu-
lunan kaya katmanlarından sızan ve değişken 
kıvam gösteren soluk siyahımsı kahverengi bir 
sızıntıdır. PS, doğal habitatın kaya rizosferlerin-
deki mikrobiyal metabolitler ile bitki ve organik 
humuslu maddelerin kompleks bir karışımın-
dan oluşmaktadır ve birçok ülkede binlerce yıl-
dır geleneksel tıp sistemlerinin (Ayurveda) bir 
parçası olarak kullanılmaktadır (13). Modern 

tıpta PS ile ilgili yapılan bir çalışmada, PS’nin 
toplam sperm sayısını, sperm hareketini, se-
rum testosteron, follikül stimülan hormon (FSH) 
ve spermatogenezin başlaması ve devamı için 
gerekli olan lüteinizan hormon (LH) seviyesini 
önemli derecede artırdığı gösterilmiştir (14). PS 
serbest radikal seviyesinin baskılanması üzeri-
ne de önemli derecede katkı yapmaktadır. Po-
limerizasyona neden olan hidroksil radikaline 
karşı, metil metakrilat korumasını sağladığı ve 
etkili bir biçimde nitrik oksit serbest radikalle-
rinin etkisini azalttığı ifade edilmiştir (13-16). 
Çalışmamızda, antioksidan özelliği olan PS’ nin, 
kemoterapi tedavisi almış olan erkek bireylerin 
üreme sisteminde oluşabilecek yan etkilerin 
önlenmesinde, sağlayacağı katkılar açısından 
incelenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Deney Hayvanları ve Etik Kurul

Çalışmamız, Karadeniz Teknik Üniversitesi  (KTÜ) 
Tıp Fakültesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuru-
lu’ndan onay alındıktan sonra başlatıldı (Tarih: 
15.01.2013, Sayı: 5). KTÜ Tıp Fakültesi Cerra-
hi Araştırma Merkezi’nden sağlanan, 24 adet 
Spraque Dawley erkek sıçan (6 haftalık, 150-200 
gr) kullanıldı. Hayvanlar KTÜ Cerrahi Araştırma 
Merkezinde, tip III kafeslerde, 22±2 °C sıcaklık, 
% 50±5 ortalama nem, 12 saat aydınlık/ karanlı-
ğın sağlandığı ortamda, içme suyu olarak çeşme 
suyu verilerek, standart sıçan yemi ile beslendi.  

Deney Prosedürü
Deney grupları ve verilen madde miktarları aşa-
ğıda özetlenmiştir (Tablo 1):

Yedinci günün sonunda, deney hayvanları derin 
anestezi (Ketamin 50 mg/kg) altında sol testisleri 
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Tablo 1: Deney grupları ve verilen madde miktarları

1	
	

	

Gruplar	 Uygulama	 Denek	Sayısı	

	

1.	Kontrol	Grubu	

	

2.	MTX	Grubu	

	

3.	MTX	+	PS	Grubu	

	

4.	PS	Grubu	

	

Herhangi	bir	uygulama	yapılmadı.	

	

Tek	doz	i.p.	20mg/kg	MTX	

	

Tek	doz	i.p.	20mg/kg	MTX	+	100mg/kg	PS	(gavaj	yoluyla)	

	

100mg/kg	PS	(gavaj	yoluyla)	

	

6	

	

6	

	

6	

	

6	

MTX:	Metotreksat		
PS:	Shilajitin		
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alındıktan sonra kansızlaştırma yöntemi ile sak-
rifiye edildi.  Çıkarılan testislerin ağırlıkları has-
sas terazide ölçüldü ve vertikal olarak 2’ye bö-
lünerek histolojik incelemeler için Bouin tespit 
solüsyonuna alındı.  Fiksasyon solüsyonunda 72 
saat bekletilen dokular, artan alkol serilerinden 
ve ksilol’den geçirilerek doku takibi işleminden 
sonra parafin blok haline getirildi. Parafin blok-
lardan (tam otomatik mikrotom, LEICA RM 2255, 
Almanya) 4μm’lik kesitler alınarak, hematoksi-
len&eozin ile boyandı. Hazırlanan preparatlarda 
ortalama 10-12 seminifer tübülde, tübül çapı ve 
germinal epitel kalınlığı Olympus DP 71 (Japan) 
kameralı ışık mikroskobunda (Olympus, BX51, 
Japan) Analysis 5 Research (Olympus Soft Ima-
ging Solution, Germany) programı ile hesaplan-
dı ve aynı mikroskopta spermatogenetik hücre-
ler ve interstisyel alanların fotoğrafları çekilerek 
değerlendirme yapıldı. 

İstatistiksel Analizler

SPSS (Statistical Package for the Social Scien-
ces, version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) 
programı kullanılarak verilerin analizi yapıldı. 
Her bir gruba ait sayısal veriler ortalama ± stan-
dart sapma (SS) olarak verildi ve Kruskal Wallis 
varyans analizi (post hoc olarak Bonferroni dü-
zeltmeli Mann-Whitney U testi) ile karşılaştırıldı. 
Tüm karşılaştırmalarda p< 0.05 değeri anlamlı 
kabul edilmiştir.

BULGULAR

Vücut ve Testis Ağırlığına Ait Bulgular

Elde edilen istatistiksel verilere göre kontrol 
grubuna ait sıçanların vücut ve testis ağırlıkları 
diğer gruplar ile karşılaştırıldığında istatistiksel 
açıdan anlamlı bir farklılık bulunmadı (Tablo 2).

Morfometrik Bulgular

Kontrol grubu ile PS grubu karşılaştırıldığında 
istatistiksel açıdan anlamlı bir fark bulunmazken, 
kontrol grubuna göre MTX grubunda seminifer 
tübül çapında ve germinal epitel kalınlığında 
istatistiksel açıdan anlamlı derecede azalma 
gözlendi. MTX grubuna göre MTX+PS grubunda 
seminifer tübül çapında ve germinal epitel 
kalınlığında istatistiksel açıdan azalmanın daha 
az olduğu gözlendi (Tablo 3). 

Morfolojik Bulgular

Testiküler dokuya ait histopatolojik 
değerlendirmede, Kontrol ve PS gruplarında, 
seminifer tübüllerin spermatogenik seriye 
ait hücreler ve interstisyel dokuda Leydig 
hücreleri ile normal yapıda olduğu gözlendi 
ve değerlendirme herhangi bir patolojiye 
rastlanmadı (Resim 1, 2). MTX grubunda ise, 
seminifer tübül lümeninde olgunlaşmamış 
germinal epitel hücreleri gözlendi. Ayrıca 
seminifer tübül lümeninde spermatozoa azlığı, 

Tablo 2: Deney Gruplarının Vücut ve Testis Ağırlığına Ait 
Ortalama ve Standart Sapmalar  

1	
	

		

Gruplar	 Vücut	Ağırlığı	(gr)	 Testis	Ağırlığı	(gr)	

Kontrol	Grubu	

MTX	Grubu	

MTX	+	PS	Grubu	

PS	Grubu	

228,17	±	41,53	

187,17	±	36,57	

202,33	±	21,77	

216,50	±	35,17	

	

1,15	±	0,23	

1,13	±	0,20	

1,20	±	0,32	

1,15	±	0,16	

	
MTX:	Metotreksat		
PS:	Shilajitin		

Tablo 3: Deney Gruplarına Ait Morfometrik Ölçümlerin 
Ortalama ve Standart Sapma Değerleri 

1	
	

	

Gruplar	 Seminifer	Tübül	Çapı	(µm)	 Germinal	Epitel	Kalınlığı	(µm)	

	

Kontrol	Grubu	

MTX	Grubu	

MTX	+	PS	Grubu	

PS	Grubu	

	

273.72	±	11.70	

200.77a	±	7.55	

237.94	b	±	6.26	

263.51	±	4.79	

	

107.13	±	2.79	

71.97a	±	3.65	

96.86b	±	1.72	

109.44	±	4.73	
MTX:	Metotreksat		
PS:	Shilajitin		

a	:	MTX	grubundaki	değerler	kontrol	grubuna	göre	anlamlı	bir	şekilde	azalmıştır	(p˂0,04).	

b			:	MTX+PS	grubundaki	değerler	MTX	grubuna	göre	anlamlı	bir	şekilde	daha	yüksektir	(p˂0,04).			

	

Resim 1.    Kontrol  grubuna  ait  normal  yapıdaki  testis  kesit  görüntüsünde, 
seminifer tübüller ( ), spermatogenik seriye ait hücreler ( ) ve 
interstisyel  alandaki  Leydig  hücreleri  ( )  izlenmektedir  (A; 

                        H&E, X400) 
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germinal epitelde ve seminifer tübül bazal 
membranında düzensizlikler, interstisyel alanda 
ödem gözlendi (Resim 3, 4). MTX+PS grubunda, 
germinal epitelde düzensizlik ve lümenine 
germinal epitel hücrelerinin dökülmüş olduğu 
birkaç tübül dışında herhangi bir patolojiye 
rastlanmadı (Resim 5, 6). 

TARTIŞMA

MTX, ALL, osteosarkom, baş ve boyun tümörle-
ri, meme ve mesane gibi pek çok kanser türü-
nün tedavisinde yaygın olarak kullanılan sito-
toksik bir ilaçtır (17). Hücre siklusunu etkileyip, 
DNA prekürsörlerinin sentezini inhibe eden bu 
sitotoksik ilaçlar, testiküler doku gibi yüksek mi-
totik aktiviteye sahip organlar için ayrı bir risk 
arz etmektedir (4, 7). Erkek fertilitesi spermato-
gonyumların devamlı kendini yenilemesine ve 
spermatojenik hücrelere farklılaşmasına bağlı 
olduğundan, antikanser ilaçları testiküler doku-
yu yapısal ve fonksiyonel olarak etkilemekte ve 
fertilite üzerine olumsuz etkileri olabilmektedir 
(1, 2).  MTX’e bağlı toksisite gelişiminin, serbest 
oksijen radikalleri ve hidrojen peroksit ile ilişki-
li olduğu gösterilmiştir (18). Son dönemlerde 
yapılan çalışmalarda, MTX ile oluşan organ ha-

Resim 3.    MTX grubuna ait testis kesit görüntüsünde, lümende olgunlaşmamış 
germinal epitel hücreleri ( ), seminifer tübül germinal epitelinde 
düzensizlikler ( )ve interstisyel alanda ödem  ( ) izlenmektedir 

                        (C1; H&E, X200) 

 
  

 

 
 

Resim 4.    MTX grubuna ait testis kesit görüntüsünde, lümende olgunlaşmamış 
germinal   epitel   hücreleri       (  ), lümende  spermatozoa azlığı  (     ) 
ve interstisyel alanda ödem      (   ) izlenmektedir (C2; H&E, X400) 

 

Resim 5.    MTX+PS grubuna ait testis kesiti görüntüsü, lümende spermatoza 
yoğunluğu ( ) ve az sayıda lümende olgunlaşmamış germinal 
hücrelerin görüldüğü seminifer tübüller ( ) izlenmektedir (D1; 
H&E, X200, X400) 

Resim 6.    MTX+PS grubuna ait testis kesiti görüntüsü, lümende spermatoza 
yoğunluğu ( ) ve az sayıda lümende olgunlaşmamış germinal 
hücrelerin görüldüğü seminifer tübüller ( ) izlenmektedir (D2; 
H&E, X200, X400) 

 

Resim 2.  PS  Grubuna  ait  testis  kesit  görüntüsünde  seminifer  tübüllerin 
histolojik yapısının kontrol grubuna benzer olduğu izlenmektedir 

                     (B; H&E, X400) 
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sarını önlemek için melatonin, E vitamini gibi 
antioksidan ajanlar kullanılmıştır (19-21). Antik 
zamanlardan beri Ayurveda tıbbında en büyük 
keşiflerden biri olan PS’ den de, erkek üreme bo-
zukluklarının tedavisinde yararlanılmıştır. PS ile 
ilgili yapılan bir çalışmada PS’nin toplam sperm 
sayısını, sperm hareketini, serum testosteron 
seviyesini, FSH ve spermatogenezin başlaması 
ve devamı için gerekli olan LH seviyesini önemli 
derecede artırdığı belirtilmiştir (13, 14). Biz de 
bu çalışmada MTX’ e dayalı testis hasarında bir 
antioksidan olarak bilinen PS’nin koruyucu etki-
sinin olup olmadığını araştırdık.
 
Çalışmamızda baktığımız parametrelerden biri 
olan, MTX’in vücut ve testis ağırlığı üzerine et-
kisine bakıldığında anlamlı bir azalmaya neden 
olmadığı görülmüştür. Bu bulgu Padmanabhan 
ve ark. ve Armağan ve ark.’nın bulgularını des-
tekler nitelikteydi (1, 6). MTX’in testiküler doku 
üzerine yaptığı etkiye bakıldığında, daha önce-
ki çalışmalar MTX’in seminifer tübül çapında ve 
germinal epitel kalınlığında azalmaya neden ol-
duğu belirtilmiştir (22-24). Işık ve ark.’nın yapmış 
olduğu bir çalışmada MTX’in seminifer tübül 
membranında kalınlaşmalara neden olduğu, 
germ hücrelerinde maturasyon ve sıralanma 
bozukluğu olduğu ve lümende spermatozoa 
azlığı ya da yokluğu ifade edilmiştir (4). Koehler 
ve ark.’nın yapmış olduğu bir çalışmada ise tav-
şanlarda kullanılan MTX’in tübüler bazal memb-
randa kalınlaşmalara neden olduğu, spermato-
gonium sayısında azalma olduğu ve var olan 
spermatogoniumlarda şişme meydana geldiği 
ifade edilmiştir (22). Bayram ve ark.’nın yapmış 
oldukları bir çalışmada ise ratlarda kullanılan 
MTX’in oogenez ve spermatogenezde bozuk-
luklara neden olduğu gösterilmiştir (12). Russel 
ve ark., Vardi ve ark., Daggulli ve ark.’nın yapmış 
oldukları çalışmaları MTX’in testis histolojisi-
ni bozduğu belirtilmiştir (11, 25, 26). El-Sheikh 
ve ark. ise MTX’in serum testosteron seviyesini 
düşürdüğünü, testiküler doku hasarını artırdığı-
nı, tümör nekroz faktör-α seviyesini ve nükleer 
faktör-κ B ve siklooksijenaz-2 ekspresyonunu 
artırdığını bildirmiştir (5). Bizim çalışmamızda 
da MTX uygulamasının, testis seminifer tübül 
çapı ve germinal epitel kalınlığında kontrol gru-
buna göre anlamlı bir azalmaya yol açtığı görül-
müştür. Ayrıca seminifer tübülün bazal memb-
ranında açılmalar, interstisyel alanda ödem ve 

lümende olgunlaşmamış germ hücreleri göz-
lenmiştir. Bu morfometrik değerlerdeki azalma 
ve morfolojik değişikliklerin spermatogenezis 
sürecini olumsuz etkileyebileceği kanaatinde-
yiz. Bununla birlikte PS ile verilen MTX uygu-
lamasında, MTX grubu ile karşılaştırıldığında, 
morfometrik değerlerde anlamlı bir artış gö-
rülmüştür. Ayrıca, testis seminifer tübül lümeni 
birkaç olgunlaşmamış germ hücresi içerse de 
kontrol grubuna yakın bir mikroskobi göster-
mektedir. 

Sonuç olarak, MTX kullanımına bağlı testiküler 
dokuda histopatolojik hasar oluşmakta ve bu 
hasar kısmen antioksidan karakterli PS kullanı-
mı ile önlenebilmektedir. Ancak çalışmamızın 
sonuçlarının desteklenebilmesi açısından farklı 
doz ve sürelerde yeni çalışmaların yapılması ge-
rekmektedir.
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