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SICANLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI TESTiS HASARI UZERINE SHILAJITIN’IN
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HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS OF SHILAJIT ON METHOTREXATE INDUCED TESTICULAR DAMAGE IN RATS
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AMAGC: Gilinimizde antimetabolit grubunun kullanilan
tek formu olan Metotreksat (MTX) meme, mesane ve tes-
tis kanserlerinin tedavisinde kullaniimaktadir. Bu ¢calisma-
da MTX kullanimina bagli, testiste olusan histopatolojik
degisikliklere karsi Shilajitin (PS)'in etkilerinin histopato-
lojik olarak incelenmesi amacglanmistir.

GEREC VE YONTEM: Yirmi dort adet Spraque Dawley
erkek sican 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna herhangi
bir uygulama yapilmadi. MTX grubuna, tek doz intra
peritoneal (i.p.) 20 mg/kg MTX, MTX+PS grubuna deney
stiresinin (7 glin) ilk gliniinde tek doz i.p. 20 mg/kg MTX
ve MTX verilmeden 15 dk 6nce 2 ml/kg distile suda
100 mg/kg PS coziilerek gavaj yoluyla verildi. Ik ginu
takiben giin asiri, toplamda (i¢ kez olacak sekilde 2 kez
daha 2 ml/kg distile suda 100 mg/kg PS ¢ozllerek gavaj
yoluyla verildi. PS grubuna, ilk giin ve akabinde giin asiri
toplamda Ug¢ kez olacak sekilde sadece 2 ml/kg distile
suda 100 mg/kg PS ¢ozilerek gavaj yoluyla verildi. Yedinci
gliniin sonunda, hayvanlarin timu sakrifiye edilerek sol
testisleri alindi. Testis doku ornekleri 1sik mikroskobunda
histopatolojik olarak degerlendirildi.

BULGULAR: Gruplar arasi, viicut ve testis agirliklarn kar-
silastirildiginda kontrol ve deney gruplar arasinda ista-
tistiksel agidan anlamli bir farkhihk bulunmadi (p>0.05).
Histopatolojik degerlendirmede; MTX grubunda semi-
nifer tibul capinda ve tibul epitel kalinliginda anlamh
derecede azalma gozlenirken (p<0.04), MTX+PS grubun-
da MTX grubuna gore seminifer tiibil capinda ve tibdl
epitel kalinliginda ki azalmanin daha az oldugu gozlendi
(p<0.04). Morfolojik degerlendirmede; MTX grubuna ait
testis kesitlerinde, limende olgunlasmamis seminifer ti-
bilepitel hiicreleri ve spermatozoa azlidi, seminifer tibul
epitelinde ve bazal membraninda duzensizlikler ve in-
terstisyel alanda 6dem izlendi. MTX+PS grubuna ait tes-
tis kesitlerinde ise, seminifer tiibil epitelinde diizensizlik
olan ve limenine olgunlasmamis seminifer tiibil epitel
hicrelerinin dokilmis oldugu birkac tlbdl disinda her-
hangi bir patolojiye rastlanmadi.

SONUC: Bulgularimiz, MTX'in testikiler dokuda ha-
sar meydana getirdigini ve PS uygulamasinin bu hasari
onemli 6lglide diizeltebilecegini gostermektedir. Sonug
olarak PS’'nin, MTX tedavisinde olusan testis hasarinin 6n-
lenmesinde yararli olabilecegini diisinmekteyiz.
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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. It 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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GiRiS

Kanser tedavisinde kullanilan en etkili tedavi
yontemlerinden biri kemoterapidir. Kemotera-
pide kullanilan ilaclar coklu organ sistemlerinde
akut toksik yan etkiler olusturmaktadirlar. Gast-
rointestinal sistemde, merkezi sinir sistemin-
de ve hematolojik tablo tzerinde yan etkileri
bilinmektedir. Ayrica, kemoterapide sik olarak
gorilen gonadal hasar, anti kanser ajanlarinin
potansiyel yan etkileri arasinda yer almaktadir
(1, 2). Metotreksat (MTX), hicre bolinmesini
inhibe ettigi icin uzun yillardir anti kanser ilaci
olarak kullanilan kemoterapétik bir ilactir (3,
4). Dihidro folat rediiktaz enzimini inhibe eden
MTX; DNA, RNA ve ATP sentezinde gerekli olan
tetrahidrofolat (THF) sentezini durdurarak timi-
dilat, pirin nukleotidleri ve aminoasitlerin sen-
tezinde azalmaya neden olur. Boylece nikleik
asit ile protein metabolizmasini 6nler (5). Ayrica
bir folik asit antagonisti olan MTX, oksidatif stres
sonucu organ toksisitesine neden olabilir (3, 4).
Kanserli erkek hastalarda, tedavi sonucu hasar
goren fertilite 5Snemle Gizerinde durulmasi gere-
ken bir durumdur. Kemoterapi sonucu artan ser-
best radikaller, testis dokusunda hasara neden
olmakta ve spermatogenezi olumsuz yonde et-
kilemektedir. Erkek bireylere MTX uygulamasi,
artan oksidatif stres neticesinde testis ve Gireme
hicrelerinin yapisinda hasar olusturabilmekte
ve bu hasar infertiliteye yol agmaktadir (6, 7, 8).
MTX tedavisi almis bir erkek bireyde, testikuler
hasar olusarak basta oligospermi olusmakta,
spermatogenez ve fertilite zarar gormektedir
(9-12). Son yillarda dogal urtinlere olan ilginin
artmasi ve tibbi 6zelliklerinin incelenmeye bas-
lamasiyla beraber bir¢ok dogal trtin gibi Shilajit
de (PS) arastirma konusu olmustur. PS ayni za-
manda salajit, shilajatu, mumie ya da mummiyo
olarak da adlandiriimaktadir. Ozellikle Hindis-
tan yanimadasindaki Himalaya dag dizilerinde
0.6 km ile 5 km arasindaki yuksekliklerinde bu-
lunan kaya katmanlarindan sizan ve degisken
kivam gosteren soluk siyahimsi kahverengi bir
sizintidir. PS, dogal habitatin kaya rizosferlerin-
deki mikrobiyal metabolitler ile bitki ve organik
humuslu maddelerin kompleks bir karisimin-
dan olusmaktadir ve bir¢cok lilkede binlerce yil-
dir geleneksel tip sistemlerinin (Ayurveda) bir
parcasi olarak kullanilmaktadir (13). Modern

tipta PS ile ilgili yapilan bir ¢alismada, PS'nin
toplam sperm sayisini, sperm hareketini, se-
rum testosteron, folliktl stimilan hormon (FSH)
ve spermatogenezin baslamasi ve devami igin
gerekli olan liteinizan hormon (LH) seviyesini
onemli derecede artirdigi gosterilmistir (14). PS
serbest radikal seviyesinin baskilanmasi tzeri-
ne de dnemli derecede katki yapmaktadir. Po-
limerizasyona neden olan hidroksil radikaline
karsi, metil metakrilat korumasini sagladigi ve
etkili bir bicimde nitrik oksit serbest radikalle-
rinin etkisini azalttig1 ifade edilmistir (13-16).
Calismamizda, antioksidan 6zelligi olan PS' nin,
kemoterapi tedavisi almis olan erkek bireylerin
ureme sisteminde olusabilecek yan etkilerin
onlenmesinde, saglayacagi katkilar acisindan
incelenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlar ve Etik Kurul

Calismamiz, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU)
Tip Fakdiltesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuru-
lu'ndan onay alindiktan sonra baslatildi (Tarih:
15.01.2013, Sayr: 5). KTU Tip Fakdiltesi Cerra-
hi Arastirma Merkezi'nden saglanan, 24 adet
Spraque Dawley erkek sican (6 haftalik, 150-200
gr) kullanildi. Hayvanlar KTU Cerrahi Arastirma
Merkezinde, tip Il kafeslerde, 22+2 °C sicaklik,
% 50+5 ortalama nem, 12 saat aydinhk/ karanl-
gin saglandigi ortamda, icme suyu olarak cesme
suyu verilerek, standart sican yemi ile beslendi.

Deney Prosediirii
Deney gruplari ve verilen madde miktarlar asa-
gida 6zetlenmistir (Tablo 1):

Tablo 1: Deney gruplari ve verilen madde miktarlari

Gruplar Uygulama Denek Sayist

1. Kontrol Grubu Herhangi bir uygulama yapilmad. 6

2. MTX Grubu Tek doz i.p. 20mg/kg MTX 6
3. MTX + PS Grubu

Tek doz i.p. 20mg/kg MTX + 100mg/kg PS (gavaj yoluyla) 6

4.P5 Grubu 100mg/kg PS (gavaj yoluyla) 6

MTX: Metotreksat
PS: Shilajitin

Yedinci glinin sonunda, deney hayvanlari derin
anestezi (Ketamin 50 mg/kg) altinda sol testisleri



alindiktan sonra kansizlastirma yontemi ile sak-
rifiye edildi. Cikarlan testislerin agirlklari has-
sas terazide Olculdiu ve vertikal olarak 2'ye bo-
linerek histolojik incelemeler icin Bouin tespit
sollisyonuna alindi. Fiksasyon soltiisyonunda 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) 4um’lik kesitler alinarak, hematoksi-
len&eozin ile boyandi. Hazirlanan preparatlarda
ortalama 10-12 seminifer tibulde, tibul capi ve
germinal epitel kalinhdi Olympus DP 71 (Japan)
kamerali 151tk 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 alanlarin fotograflari cekilerek
degerlendirme yapildi.

istatistiksel Analizler

SPSS (Statistical Package for the Social Scien-
ces, version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA)
programi kullanilarak verilerin analizi yapildi.
Her bir gruba ait sayisal veriler ortalama + stan-
dart sapma (SS) olarak verildi ve Kruskal Wallis
varyans analizi (post hoc olarak Bonferroni du-
zeltmeli Mann-Whitney U testi) ile karsilastirildi.
Tdm karsilastirmalarda p< 0.05 degeri anlamli
kabul edilmistir.

BULGULAR

Viicut ve Testis Agirhgina Ait Bulgular

Elde edilen istatistiksel verilere gore kontrol
grubuna ait sicanlarin viicut ve testis agirliklan
diger gruplar ile karsilastirldiginda istatistiksel
acidan anlamh bir farkhlik bulunmadi (Tablo 2).

Tablo 2: Deney Gruplarinin Viicut ve Testis Agirhgina Ait
Ortalama ve Standart Sapmalar

Morfometrik Bulgular

Kontrol grubu ile PS grubu karsilastinldiginda
istatistikselacidananlamlibirfark bulunmazken,
kontrol grubuna gére MTX grubunda seminifer
tlbll capinda ve germinal epitel kalinhginda
istatistiksel acidan anlamli derecede azalma
gozlendi.MTX grubuna gére MTX+PS grubunda
seminifer tubill capinda ve germinal epitel
kaliniginda istatistiksel agidan azalmanin daha
az oldugu gozlendi (Tablo 3).

Tablo 3: Deney Gruplarina Ait Morfometrik Olciimlerin
Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Gruplar

Seminifer Tiibiil Capi (m)

Germinal Epitel Kalinhig1 (um)

Kontrol Grubu

MTX Grubu

MTX + PS Grubu

PS Grubu

273.72£11.70
200.77°+7.55
237.94"+6.26

263.51+4.79

107.13+2.79
71.97"£3.65
96.86°+ 1.72

109.44 +4.73

Gruplar

Viicut Agirlig (gr)

Testis Agirhg (gr)

Kontrol Grubu

MTX Grubu

MTX + PS Grubu

PS Grubu

228,17 441,53

187,17 £ 36,57

202,33+21,77

216,50+ 35,17

115023

1,1310,20

1,20£0,32

1,15+0,16

MTX: Metotreksat
Ps: Shilajitin

MTX: Metotreksat
PS: Shilajitin

* MTX grubundaki degerler kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,04).

® : MTX+PS grubundaki degerler MTX grubuna gére anlamli bir sekilde daha yiiksektir (p<0,04).

Morfolojik Bulgular

Testikuler dokuya ait histopatolojik
degerlendirmede, Kontrol ve PS gruplarinda,
seminifer tubdllerin spermatogenik seriye

ait hucreler ve interstisyel dokuda Leydig
hicreleri ile normal yapida oldugu gozlendi
ve degerlendirme herhangi bir patolojiye
rastlanmadi (Resim 1, 2). MTX grubunda ise,
seminifer tibul limeninde olgunlasmamis
germinal epitel hicreleri goézlendi. Ayrica
seminifer tlbil limeninde spermatozoa azlgi,

Resim 1.  Kontrol grubuna ait normal yapidaki testis kesit goriintiisiinde,
seminifer tiibiiller (*), spermatogenik seriye ait hiicreler (+) ve
interstisyel alandaki Leydig hiicreleri (=) izlenmektedir (A;
H&E, X400)



4

germinal epitelde ve seminifer tiibll bazal
membraninda duzensizlikler, interstisyel alanda
0dem gozlendi (Resim 3, 4). MTX+PS grubunda,
germinal epitelde dizensizlik ve limenine
germinal epitel hiicrelerinin dokiilmus oldugu
birka¢ tibul disinda herhangi bir patolojiye
rastlanmadi (Resim 5, 6).

Resim 5. MTX+PS grubuna ait testis kesiti goriintiisii, limende spermatoza
yogunlugu (M) ve az sayida limende olgunlasmamis germinal
hiicrelerin goriildiigii seminifer tiibiiller (*) izlenmektedir (Dy;
H&E, X200, X400)

Resim 2. PS Grubuna ait testis kesit goriintiisiinde seminifer tiibiillerin
histolojik yapisinin kontrol grubuna benzer oldugu izlenmektedir
(B; H&E, X400)

Resim 6. MTX+PS grubuna ait testis kesiti goriintiisii, limende spermatoza
yogunlugu (A) ve az sayida limende olgunlagmanmis germinal
hiicrelerin goriildiigi seminifer tiibiiller (*) izlenmektedir (Da;
H&E, X200, X400)

TARTISMA

MTX, ALL, osteosarkom, bas ve boyun tlimorle-
ri, meme ve mesane gibi pek ¢cok kanser tiru-

Resim 3. MTX grubuna ait testis kesit goriintiisiinde, limende olgunlagmamas nun tEdaVISI nde yaygin Ola ra k ku | Ia ni Ia n sito-
germinal epitel hiicreleri (), seminifer tiibiil germinal epitelinde . . . . . .
diizensizlikler (+)ve interstisyel alanda 6dem (*) izlenmektedir tO kS | k b Ir i Iagtl r (1 7). H ucre Slkl usunu etkl Ieyl p,

(Cit A, 200 DNA prekiirsérlerinin sentezini inhibe eden bu

sitotoksik ilaglar, testikller doku gibi yuksek mi-
totik aktiviteye sahip organlar igin ayri bir risk
arz etmektedir (4, 7). Erkek fertilitesi spermato-
gonyumlarin devamli kendini yenilemesine ve
spermatojenik hicrelere farklilasmasina bagh
oldugundan, antikanser ilaglari testikiler doku-
yu yapisal ve fonksiyonel olarak etkilemekte ve
fertilite Gzerine olumsuz etkileri olabilmektedir
(1,2). MTX’e bagli toksisite gelisiminin, serbest
oksijen radikalleri ve hidrojen peroksit ile iligki-
li oldugu gosterilmistir (18). Son dénemlerde
yapilan ¢alismalarda, MTX ile olusan organ ha-

Resim 4. MTX grubuna ait testis kesit goriintiisiinde, limende olgunlasmamis
germinal epitel hiicreleri  (A), liimende spermatozoa azlig1 (wsb)

ve interstisyel alanda 6dem (*) izlenmektedir (C,; H&E, X400)



sarini onlemek icin melatonin, E vitamini gibi
antioksidan ajanlar kullanilmistir (19-21). Antik
zamanlardan beri Ayurveda tibbinda en buyuk
kesiflerden biri olan PS’den de, erkek tireme bo-
zukluklarinin tedavisinde yararlanilmistir. PS ile
ilgili yapilan bir calismada PS'nin toplam sperm
sayisini, sperm hareketini, serum testosteron
seviyesini, FSH ve spermatogenezin baslamasi
ve devami icin gerekli olan LH seviyesini 5nemli
derecede artirdigi belirtilmistir (13, 14). Biz de
bu calismada MTX’ e dayali testis hasarinda bir
antioksidan olarak bilinen PS’nin koruyucu etki-
sinin olup olmadigini arastirdik.

Calismamizda baktigimiz parametrelerden biri
olan, MTX'in viicut ve testis agirligi tzerine et-
kisine bakildiginda anlamli bir azalmaya neden
olmadigi gorulmustir. Bu bulgu Padmanabhan
ve ark. ve Armadan ve ark/nin bulgularini des-
tekler nitelikteydi (1, 6). MTX'in testikller doku
Uzerine yaptigi etkiye bakildiginda, daha énce-
ki cahismalar MTX'in seminifer tibul capinda ve
germinal epitel kalinhginda azalmaya neden ol-
dugu belirtilmistir (22-24). Isik ve ark/nin yapmis
oldugu bir calismada MTX'in seminifer ttbdul
membraninda kalinlasmalara neden oldugu,
germ hiicrelerinde maturasyon ve siralanma
bozuklugu oldugu ve limende spermatozoa
azhigi ya da yoklugu ifade edilmistir (4). Koehler
ve ark/nin yapmis oldugu bir calismada ise tav-
sanlarda kullanilan MTX'in tiibuler bazal memb-
randa kalinlasmalara neden oldugu, spermato-
gonium sayisinda azalma oldugu ve var olan
spermatogoniumlarda sisme meydana geldigi
ifade edilmistir (22). Bayram ve ark/nin yapmis
olduklarn bir calismada ise ratlarda kullanilan
MTX'in oogenez ve spermatogenezde bozuk-
luklara neden oldugu gosterilmistir (12). Russel
ve ark., Vardi ve ark., Daggulli ve ark/nin yapmis
olduklar calismalart MTX'in testis histolojisi-
ni bozdugu belirtilmistir (11, 25, 26). EI-Sheikh
ve ark. ise MTX'in serum testosteron seviyesini
dusirdigin, testikiler doku hasarini artirdigi-
ni, timor nekroz faktor-a seviyesini ve nikleer
faktor-k B ve siklooksijenaz-2 ekspresyonunu
artirdigini bildirmistir (5). Bizim calismamizda
da MTX uygulamasinin, testis seminifer tubdl
capi ve germinal epitel kalinhdginda kontrol gru-
buna gore anlaml bir azalmaya yol actigi gorul-
mustur. Ayrica seminifer tibulin bazal memb-
raninda agilmalar, interstisyel alanda 6dem ve

5

[imende olgunlasmamis germ hiicreleri goz-
lenmistir. Bu morfometrik degerlerdeki azalma
ve morfolojik degisikliklerin spermatogenezis
surecini olumsuz etkileyebilecegi kanaatinde-
yiz. Bununla birlikte PS ile verilen MTX uygu-
lamasinda, MTX grubu ile karsilastinldiginda,
morfometrik degerlerde anlamli bir artis go6-
ralmastar. Ayrica, testis seminifer tubdl limeni
birka¢ olgunlasmamis germ hiicresi icerse de
kontrol grubuna yakin bir mikroskobi goster-
mektedir.

Sonug olarak, MTX kullanimina bagl testikuler
dokuda histopatolojik hasar olusmakta ve bu
hasar kismen antioksidan karakterli PS kullani-
mi ile dnlenebilmektedir. Ancak ¢alismamizin
sonuclarinin desteklenebilmesi agisindan farkh
doz ve surelerde yeni ¢calismalarin yapilmasi ge-
rekmektedir.
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