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1. ÖZET 

 

Sıçanlarda Methotrexate Kaynaklı Testis Hasarı Üzerine Shilajitin Histopatolojik 

Etkisi 

 

Bu çalışmada sıçanlarda methotrexate (MTX) kaynaklı testis hasarı üzerine 

shilajitin (PS) histopatolojik etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Çalışmada 24 adet Spraque Dawley tipi erkek sıçan 4 gruba ayrıldı. 1. Grup’a 

(kontrol grubu) herhangi bir uygulama yapılmadı. 2. Grup’a tek doz i.p. 20 mg/kg MTX 

verildi. 3. Grup’a deney süresinin (7 gün) ilk gününde (0. Gün) tek doz i.p. 20 mg/kg 

MTX verilmeden 15 dk önce 2 ml/kg distile suda 100 mg/kg PS çözülerek gavaj 

yoluyla verildi. 0. günü takip eden gün aşırı günlerde sıçanlara toplamda üç kez olacak 

şekilde 2 kez daha 2 ml/kg distile suda 100 mg/kg PS çözülerek gavaj yoluyla verildi. 4. 

Grup’a 0. Gün ve akabindeki gün aşırı günlerde toplamda üç kez olacak şekilde 

sıçanlara 2 ml/kg distile suda 100 mg/kg PS çözülerek gavaj yoluyla verildi. Deney 

süresinin bitiminde hayvanların tümü sakrifiye edilerek sol testisleri alındı. Testis doku 

örnekleri ışık mikroskobunda histopatolojik olarak değerlendirildi.  

Histopatolojik olarak; MTX grubunda seminifer tübül çapında ve seminifer tübül 

epitel kalınlığında anlamlı derecede azalma gözlenirken, MTX+PS grubunda MTX 

grubuna göre seminifer tübül çapında ve seminifer tübül epitel kalınlığında artış olduğu 

gözlendi. Morfolojik bulgular değerlendirildiğinde; MTX grubuna ait testis kesitlerinde, 

lümende olgunlaşmamış seminifer tübül epitel hücreleri ve lümende spermatozoa azlığı, 

seminifer tübül epitelinde düzensizlikler, seminifer tübül bazal membranında 

düzensizlikler ve interstisyel alanda ödem izlendi. MTX+PS grubuna ait testis 

kesitlerinde ise, seminifer tübül epitelinde düzensizlik ve lümenine olgunlaşmamış 

seminifer tübül epitel hücrelerinin dökülmüş olduğu birkaç tübül dışında herhangi bir 

patolojiye rastlanmadı. 

Bulgularımız methotrexate’ın testis hasarı meydana getirdiğini ve PS 

uygulamasının bu hasarı önleyebileceğini göstermektedir. Sonuç olarak PS’nin, MTX 

tedavisi sonrasında oluşan testis hasarının önlenmesinde yararlı olabileceğini 

düşünmekteyiz. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Methotrexate, Shilajit,  Oksidatif stres, Sıçan, Testis.  



viii 

 

 

 

 
 

 

2. SUMMARY 

 

Histopathological Effect of Shilajit on the Testes Damage Caused by Methotrexate 

in Rats 

 

 With this study, it is aimed to investigate histopathological effect of shilajit (PS) 

on testes damage caused by methotrexate (MTX) on rats.  

In this study, twenty four Spraque Dawley type male rats were seperated into four 

groups. No application was done on the 1st Group (Control Group). Single doze 20 

mg/kg MTX was given to the 2nd Group (MTX Group) as intraperitonal. 100 mg/kg PS 

dissolved in 2ml/kg distilled water was given to the 3rd Group (MTX + PS Group) in 

the first day (0th day) of the experiment period (7 days) 15 minutes before single doze 

i.p. 20 mg/kg MTX is given by gavage. Every other day following the 0th day rats were 

given 100 mg/kg PS dissolved in 2 ml/kg distilled water by gavage two more times, 

totally three times. 0th day and the following every other day 100 mg/kg PS dissolved 

in 2 ml/kg distillate water were given to the 4th Group (PS Group) by gavaj three times 

totally. At the end of the experiment period left testes of all the animals were taken by 

sacrificing. Testes tissue samples were evaluated histopathologically in the light 

microscope. 

Histopathologically, while remarkable decreace was observed in the seminiferous 

tubules diameter and seminiferous epithelium thickness in MTX group, increase in the 

seminiferous tubules diameter and seminiferous epithelium thickness in MTX+PS group 

in comparison with MTX group. When morphological findings were evaluated, in testes 

sectios belong to the MTX group, immature seminiferous epithelium cells and lack of 

spermatozoas in lumen, irregularity in seminiferous tubule epithelium, irregularity in 

the basal membrane of seminiferous tubule and oedema in interstitial area were 

observed. In testes sections belong to the MTX+PS groups, no irregularity in the 

seminiferous tubules epithelium and no pathology except for a few seminiferous tubules 

in immature seminiferous tubule epithelium cells in lumen was found. 

Our findings shows that MTX causes testes damage and PS application can 

prevent this damage.  Consequently, we think that PS can be useful in the prevention of 

the testes damage that happens after MTX treatment. 

 

 

Key Words: Methotrexate, Shilajit, Oxidative stress, Rat, Testes. 

http://tureng.com/search/interstitial
http://tureng.com/search/oxidative%20stress
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

İlk olarak 1950’lerde klinik kullanıma sunulan, çoğunlukla akut lenfoblastik 

lösemi, non-hodgkin lenfoma (NHL), meme kanseri, mesane kanseri, baş-boyun kanser 

hastalıklarının yanı sıra testis kanserlerinin tedavisinde de kullanılan ve günümüzde 

antimetabolit grubunun halen kullanılmakta olan tek formu Methotrexate (4-amino-4-

deoxy-10-N-methylpteroylglutamic acid; MTX) olarak adlandırılmaktadır (1, 2, 3). 

MTX, hücre bölünmesini inhibe ettiği için uzun yıllardır antikanser ilacı olarak 

kullanılır. Bir folik asit antagonisti olan MTX, oksidatif stres sonucu organ toksisitesine 

neden olabilir (4, 5). 

Kanser tedavisinde kullanılan en etkili tedavi yöntemi kemoterapidir. Ancak 

kemoterapi tedavisinde kullanılan ilaçların ortak özelliği çoklu organ sistemlerinde akut 

toksik yan etkiler oluşturmalarıdır.  Gastrointestinal sistem, hematolojik ve merkezi 

sinir sistemi gibi kısımlar kemoterapiden etkilenen bölgelerden bazılarıdır. Kemoterapi 

tedavisinde sık olarak görülen gonadal hasar, antikanser ajanlarının potansiyel yan 

etkileri arasında yer almaktadır (1, 6). 

Erkek bireylere MTX uygulaması, bireyin testislerinde ki oksidatif stresin 

artmasına neden olur. Artan oksidatif stres neticesinde testis ve üreme hücrelerinin 

yapısında hasar oluşmaktadır ve bu hasar infertiliteye yol açmaktadır (7, 8, 9). MTX 

tedavisi almış bir erkek bireyde testiküler hasar oluşarak başta oligospermi oluşmakta 

spermatogenez ve fertilite zarar görmektedir (10, 11, 12, 13). 

Son yıllarda doğal ürünlere olan ilginin artması ve tıbbi özelliklerinin 

incelenmeye başlanmasıyla beraber birçok doğal ürün gibi Shilajit de (PS) araştırma 

konusu olmuştur. PS aynı zamanda salajit, shilajatu, mumie ya da mummiyo olarak da 

adlandırılmaktadır. Özellikle Hindistan yarımadasındaki Himalaya dağ dizilerinde ve 

dünyadaki birçok dağ dizisinin 0.6 km ile 5 km arasında ki yüksekliklerinde bulunan 

kaya katmanlarından sızan ve değişken kıvam gösteren soluk siyahımsı kahverengi bir 

sızıntıdır. PS, doğal habitatın kaya rizosferlerindeki mikrobiyal metabolitler ile bitki ve 

organik humuslu maddelerin kompleks bir karışımından oluşur ve birçok ülkede 

binlerce yıldır geleneksel tıp sistemlerinin (ayurveda) parçası olarak kullanılmaktadır.  

Modern bilimsel değerlendirmeler tarafından doğrulanan birçok iyileştirme özelliği de 
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bulunmaktadır. PS, eski zamanlardan beri ayurveda tıbbında kullanılan en büyük 

keşiflerden biridir ve erkek üreme bozukluklarının tedavisinde uygulanır. Modern tıpta 

PS ile ilgili yapılan bir çalışmada, PS’nin toplam sperm sayısını, sperm hareketini, 

serum 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 üzerine de önemli derecede katkı 

yapmaktadır. İşlenmiş PS’nin serbest radikaller üzerine etkisinin araştırıldığı bir 

çalışmada, PS’nin polimerizasyona neden olan hidroksil radikaline karşı metil meta 

krilat korumasını neredeyse sağladığı ve etkili bir biçimde nitrik oksit serbest 

radikallerinin etkisini azalttığı ifade edilmiştir (14, 15, 16, 17) 

Çalışmamızda antioksidan özelliği olan PS’nin, kemoterapi tedavisi almış olan 

erkek bireylerin üreme fonksiyonlarında oluşabilecek yan etkilerin önlenmesi üzerine 

sağlayacağı katkıların görülmesi amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Testis Embriyolojisi 

 

Testisler, seks kromozom kompleksinde normal bir Y kromozomu taşıyan 

embriyolarda gelişir. Koordineli bir gen dizisi, testis gelişimini uyarır ve Y 

kromozomunun kısa kolundaki testis belirleyici faktör (TBF) için sex-determining 

region Y (SYR geni), farklanmamış gonadın gelişimini bir testise yönlendiren anahtar 

olarak rol oynar. Genital kabarıklıkta yer alan bipotansiyel gonadal dokular testis 

belirleyici gen olan SRY geninin etkisiyle testis yönünde farklılaşır (18). Testiküler 

tayin için transkripsiyon faktörü SOX9 geninin ekspresyonu da gereklidir. TBF rete 

testisi oluşturmak üzere dallanıp anastomoz yapacağı farklanmamış gonadın 

medullasına doğru yoğunlaşması ve uzaması için gonadal kordonları uyarır. Çıkıntı 

oluşturan gonadal kordonların seminifer kordonun yüzey epiteli ile bağlantısı tunika 

albuginea geliştiği zaman kaybolur. Kalın, sıkı fibröz bir kapsül olan tunika albuginea, 

fetüste testiküler gelişimin karakteristik bir özelliğidir. Testis aşamalı olarak, dejenere 

olan mezonefrozdan ayrılır ve kendi mezenteriyle (mezorkiyum) asılı kalır. Seminifer 

kordonlar seminifer tübüllere, düz tübüllere (tubuli rekti) ve rete testise dönüşür (19). 

Seminifer tübüller, intersitisyal hücreleri oluşturan mezenşim ile ayrılmışlardır. 

Sekizinci haftada bu hücreler, mezonefrik kanalların ve dış genital organların erkeklik 

yönünde farklılaşmasını uyaran androjenik hormonlar olan testosteron ve 

androstenedion salgılarlar. Testosteron üretimi, embriyonik ve fötal gelişimin 8. ile 12. 

haftalarındaki dönemde en yüksek miktara ulaşan insan koryonik gonadotropin 

hormonu (HCG) tarafından uyarılır. Fötal testis ayrıca, antimüllariyan inhibe edici 

madde (MIS) olarak bilinen bir glikoprotein üretir. Puberteye kadar mevcut olan ve bu 

evrede düzeyleri azalan MIS, sustentaküler hücreler olan Sertoli hücreleri tarafından 

üretilir. MIS, uterus ve tuba uterinaları oluşturan paramesonefrik (Müller) kanalların 

gelişimini engeller. Seminifer tübüller lümenin gelişmeye başlayacağı puberteye kadar 

solid yani lümensiz olarak kalır. Seminifer tübüllerin duvarları iki tür hücreden oluşur. 

 Sertoli hücreleri, testisin yüzey epitelinden türeyen destekleyici hücreler 
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 Spermatogonyumlar, primordiyal germ hücrelerinden türeyen primordiyal 

sperm hücreleri 

Sertoli hücreleri, fötal testiste seminifer epitelin büyük bir kısmını oluşturur. Rete 

testisin efferent kanallarını döşeyen 15-20 kadar mesonefrik tübül ile devam etmektedir 

(19). 

 

4.2. Testisin Anatomisi 

 

Erkek üreme hücrelerinin üretildiği testisler erkekte temel üreme organıdır. Ovoid 

şekilli olan testisler erişkin bir erkekte 4x3, 5x3 cm boyutlarındadır ve yaklaşık olarak 

10-14 gr ağırlığındadır. Testisler, testis torbası (skrotum) içinde oblik pozisyonda 

dururlar. Üst ucu serbest, öne ve dışa doğru iken; alt ucu ise epididim, bağ dokusu ve 

damarlarla örtülü olup, arkaya ve içe doğru bakmaktadır. Testisler fötal hayatta karın 

boşluğu içinde, fascia transversalis ile periton arasında gelişir; ancak doğumdan önce, 

canalis inguinalisten geçerek skrotum içine iner. Testislerin normal fonksiyonlarını 

yapabilmeleri için, karın boşluğundan skrotuma inmeleri zorunludur (20, 21). 

Testis, tunica albuginea denen kalın fibröz bir tabaka ile çevrelenmiştir. 

Elastikiyeti ve genişleme özelliği bulunmayan bu tabaka fibroblastlar ve kollajenden 

yoğun bir yapıdadır. Tunika albuginea’nın iç kısmını örten nispeten daha gevşek bağ 

dokusu yapısında, tunika vaskulosa adı verilen damarsal bir tabaka yer alır. Tunika 

albuginea testisin arka kısmından testis içine girerek mediastinum testis olarak 

adlandırılan vertikal bir bölme oluşturur.  Mediastinium testisin ön ve yan kısımlarından 

çıkan uzantılara septula testis adı verilir ve bu uzantılar tunika albugineanın iç yüzünden 

fibröz septalar çıkararak testisi piramit şekilli ve yaklaşık 250 adet olan lobüllere ayırır. 

Bu her bir lobülün içinde seminifer tübül olarak adlandırılan 1-4 adet kıvrımlı yapı 

bulunur. Seminifer tübüller rete testise açılırlar. Tunika albuginea’nın üzerinde tunika 

vaginalis yer almaktadır. Tunika vaginalis; tunika albuginea ve tunika vaskulosa ile 

sarılmıştır. Bu üç tabakaya testis kapsülü denir ve testis kapsülü sempatik ile 

parasempatik uyarılara yanıt vererek spontan kasılmalar yapar (22, 23). 

Testisin ana damarı, sağ ve sol arteria testicularis denen aortanın ön yüzünden ve 

böbrek arterinin yaklaşık iki-üç cm altından çıkan testiküler arterdir. Her bir testisin 

arka tarafından küçük venler çıkarak birleşirler ve plexus pampiniformis’i meydana 
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getirirler. Plexus pampiniformis’i oluşturan venler çoğunlukla iç kasık halkası 

seviyesinde birleşerek vena testicularis’i oluştururlar. Sağ testiküler ven vena cava 

inferior’a; sol testiküler ven ise v. renalis sinistra’ya açılır (20, 23). 

Damarları takip ederek testise ulaşan ve tunika albuginea’ nın dışında dallara 

ayrılan sempatik postganglionik ve visseral afferent sinirler testis innervasyonunu 

sağlamaktadır.  Testis lenfatikleri ise seminifer tübüller etrafında ki lenfatik kapilerlerle 

interlobüler septadan başlayarak spermatik kordu takip eder ve paraaortik, 

interaortokaval ve perikaval lenf düğümlerine açılırlar (20, 23). 

 

4.3. Testis Histolojisi 

 

Testisler yaklaşık 1 mm kalınlığında beyaz fibromuskuler yapıdaki tunika 

albuginea ile sarılı,  skrotum içinde ayrı bölümlere yerleşmiş 2 adet oval şekilli 

organdır. Tunika albuginea sıkı düzenli bağ dokusundan meydana gelmiş fibröz bir 

membrandır. Tunika albugineanın derin kısmında tunika vaskulosa olarak isimlendirilen 

kan damarlarından zengin ve daha gevşek bir yapı mevcuttur. Tunika albuginea arka 

kenarında, parankim içine giren üçgen şekilli bir kalınlaşma meydana getirir ve bu yapı 

mediastrum olarak adlandırılır. Tunika albuginea dokusu mediastrum testis bölümünde 

kalınlaşır ve testisi 250 kadar lobüle böler. Her lobülde 1 ila 4 adet, kıvrımlı yapıda ve 

ana işlevi sperm üretimi olan seminifer tübül bulunur. Seminifer tübüller birkaç hücre 

tabakasından oluşan epitelle döşelidir. Bu epitelin bazal hücreleri Sertoli hücreleri ve 

spermatagonium hücrelerinden oluşmaktadır (24). 

Sertoli hücreleri spermatozoonların desteklenmesinde ve olgunlaşmasında çok 

önemli rol oynar. Ayrıca spermatogenetik artık ürünlerini fagosite eder ve kurduğu sıkı 

bağlantılarla kan-testis bariyerini oluşturur. 

Germ hücreleri, spermatogenezden sorumlu olan proliferatif hücrelerdir. İnsanda 

spermotogonium safhası ile spermatozoa oluşumu arasındaki süreç yaklaşık 64 gündür. 

Testis kesiti mikroskop altında incelendiği takdirde değişik evrelerdeki germ hücreleri 

görülebilir (25). 

Seminifer tübülleri saran bağ dokusu bol miktarda kan, lenf damarı, sinirler ve 

Leydig hücreleri olarak adlandırılan intersitisyal hücreleri içerir. Seminifer tübüller 



 

 

6 

 

erkek üreme hücreleri olan spermatozoonları üretirken, Leydig hücreleri de eozinofilik 

boyanma özelliği gösteren hücreler olup androjenleri salgılar (26). 

 

4.3.1. Seminifer Tübüller 

 

Spermatozoonların üretim yeri olan seminifer tübüller her iki testiste yaklaşık 

250-1000 adet olarak bulunur. Seminifer tübüller intersitisyel hücreleri oluşturan 

mezenşim ile ayrılmışlardır (19). Seminifer tübül epiteli olağanın dışında, iki tip hücre 

grubu barındıran çok katlı epitel özelliği sergiler. Bunlar; spermatogenik (germ ya da 

üreme) hücreler ve çoğalma özelliğine sahip olmayan Sertoli hücreleridir. Seminifer 

tübüller ayrıca tunika propria olarak adlandırılan fibröz bir bağ dokusu kılıfına sahip 

olup belirgin bir bazal lamina içerir ve en içte bazal laminaya yapışık olarak düz kas 

özellikleri de gösteren yassılaşmış miyoid hücreler bulundurur. Her bir seminifer tübül 

yaklaşık 150-250 mikrometre çapında olup 30-70 cm boyundadır ve normal bir 

testisteki toplam tübül uzunluğu yaklaşık 250 metredir. Tübüller kıvrımlı yapıda olup 

uçlarına doğru kıvrımları azaltıp lümeni daraltarak tubuli rekti adını verdiğimiz kısa 

segmentler haline dönüşür ve bu şekilde rete testise bağlanır. Rete testis mediyastinum 

testiste yerleşik, labirent benzeri boşluklardan oluşmaktadır. Spermler buradan 

epididimisin ilk parçası olan ve duktus epididimise açılan 15-20 adet ductuli efferentese 

geçer. Buradan da epididimin baş kısmına bağlanır (19, 25, 26, 27, 28). 

 

4.3.2. Seminifer Tübül Epiteli 

 

Seminifer tübül epiteli, destek hücreleri olan Sertoli hücreleri ve sprematogenetik 

hücreler olmak üzere iki tip hücreden meydana gelmektedir (29). 

 

4.3.2.1. Sertoli Hücresi 

 

Sertoli hücreleri, seminifer tübüllerin hücresel yapısının %10-15’ini oluşturan ve 

testislerin işlevi açısından oldukça önemli hücrelerdir. Bu hücreler bölünme yeteneği 

olmayan, seminifer tübülün bazal kısmından lümene doğru uzanarak spermatogenez 

serisindeki hücreleri saran uzun piramidal destek hücreleridir. Sertoli hücresinin 
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sınırları ışık mikroskobu altında, spermatogenik seri hücrelerini çevreleyen çok sayıda 

uzantı olması nedeniyle iyi belirlenemez. Ancak elektron miroskobu ile yapılan 

çalışmalarda çok sayıda düz endoplazmik retikuluma, az granüllü endoplazmik 

retikuluma, iyi gelişmiş golgi kompleksine ve çok sayıda mitokondri ile lizozoma sahip 

oldukları gösterilmiştir. Sertoli hücreleri, belirgin ancak düzensiz nükleolusları ile germ 

hücre elemanlarından ayrılır. Yan yana bulunan Sertoli hücreleri puberte çağındayken, 

hücrenin alt yan yüzlerinde engelleyici sıkı bağlantılarla birbirlerine tutunarak kan-testis 

bariyerini oluştururlar. Bu bariyer, kandan gelen makromoleküllerin lümen içerisine 

geçişini önler. Bu hücreler ayrıca; spermatogenezin düzenlenmesinde rol alan androjen 

bağlayıcı protein (ABP), transferrin, büyüme hormonu (growth hormone, GH), 

seruloplazmin ve inhibin gibi pek çok maddenin sentezini de yaparlar (27, 30). 

 

4.3.2.2. Spermatogenik Hücreler 

 

Spermatogenik hücreler seminifer tübüllerde, 4-8 tabaka halinde düzenlenmiş 

bazal lamina ile lümen arasına yerleşmiş hücre serileridir. Bu hücreler bazal laminadan 

lümene doğru; spermatogoniumlar, primer spermatositler, sekonder spermatositler, 

spermatidler ve spermatozoonlar şeklinde sıralanmıştır. Bu germ hücreleri ontojenik 

olarak farklı hücre tipleri değildirler, ancak germ hücreleri birbirini izleyen evrelerde 

devamlı bir değişim içerisindedir (31). 

 

4.3.3. Spermatogenez 

 

Spermatogenez, pubertedeki ilkel germ hücreleri olan spermatogoniumların 

büyüyüp bir takım mitoz ve mayoz bölünmeler geçirerek spermatozoonları oluşturduğu 

süreç olarak tanımlanır (26). Spermatogoniumlar bazal laminanın hemen üstünde yer 

alan yaklaşık 12 mm büyüklüğündeki hücrelerdir. Cinsel olgunluk çağına giriş ile 

birlikte spermatogonium hücreleri mitoz bölünmeyle çoğalmaya başlayarak yeni 

hücreler oluşturur (27). Oluşan bu yeni hücreler 2 şekilde gelişimlerini devam 

ettirebilirler. Birinci tip bölünmeyi sürdürebilecek kök hücreler olarak görev yapan A 

tipi spermatogoniumlar, ikinci tip ise farklılaşmaya devam ederek spermatozoa 

oluşumunu sağlayan B tipi spermatogoniumlardır. B tip spermatogoniumlar 
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farklılaşarak primer spermatositleri oluştururlar. Bu işlem adolesan çağında oluşmaya 

başlayan primer spermatositler 46 kromozom (44+ XY) ve 4N DNA içerir. Bir sonraki 

aşamada birincil spermatositler birinci mayoz bölünmenin profazına girerler ve 

içerdikleri kromozom ve DNA sayısını azaltırlar. Spermatositlerin bu formuna sekonder 

spermatosit adı verilir. Bu hücreler 23 kromozom (22+X veya 22+Y) ve 2N DNA 

içerirler. Bir sonraki bölünmede ise sekonder spermatositler 23 kromozomlu 

spermatidleri oluşturur. Spermatidlerin olgunlaşmasıyla spermatozoonlar (spermler) 

oluşur. Spermatozoonlar farklılaşma sırasında mitoz ve mayoz bölünme geçirip 

olgunlaşırken, tübüllerin lümenine doğru göç eder. Sertoli hücreleri tarafından koordine 

edilen bu işlem 64-74 günde gerçekleşir ve yaşam boyu devam eder (32). 

 

4.3.4. Spermatozoa 

 

Olgun sperm baş ve kuyruk olmak üzere temelde iki elemandan oluşur. Baş 

kuyruğa bir bağlantı parçasıyla bağlıdır. Baş akrozom tarafından sarılmış çekirdekten 

meydana gelir. Yassılaşmış yoğun bir yapıda olan çekirdeğin ön yarısını akrozom örter. 

Akrozom yapısında, bol miktarda proteaz, asit fosfataz, hiyaluronidaz ve nöraminidaz 

gibi hidrolitik enzimleri içerir. Akrozom genellikle özel tip lizozom olarak ta ifade 

edilir. Akrozomal enzimler, döllenme esnasında spermin oositi saran korona radiata ve 

zona pellusidayı aşarak oosite girişini kolaylaştırmak için salınır.  

Kuyruk orta parça, esas parça ve son parça olmak üzere 3 parçaya ayrılmıştır. 

Bağlantı parçası dar bir parça olup bir çift sentriyol barındırır. Sperm kuyruğunun 

merkezi parçası olan aksoneme kaynaklık yapan sentriyol distal sentriyoldur. 

Kuyruğun orta parçası sarmal olarak dizilen mitokondriyonların meydana 

getirdiği tabakadır. 9+2 mikrotübüler aksonem ve dış yoğun lifler olarak adlandırılan 

sperm boynundaki bağlantı parçasından kuyruk boyunca uzanan 9 uzunlamasına 

seyreden kolonlardan oluşur. Esas parça 7 dış yoğun lifçe sarılı merkezi aksonem ve bir 

fibröz kılıftan oluşmuş kuyruğun en uzun parçasıdır. Eş uzaklıktaki uzunlamasına 

kolonlardan çıkan dairesel iskelet tarafından oluşturulmuş fibröz kılıf ve dış yoğun lifler 

spermin öne hareketi esnasında miktorübüler kayma ve kıvrılma için sağlam bir iskelet 

oluşturan keratin içerir. Son parça ise kuyruğun en kısa parçası olup dış yoğun lifler ve 

fibröz kılıfın erken sonlanmasından dolayı yalnızca aksonem bulundurur (25, 27, 33).  
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4.3.5. Seminifer Epitel Döngüsü 

 

Sağlıklı erişkin bir erkekte spermatogenez sürecinin tamamlanması yaklaşık 

olarak 64 gün sürmektedir. Buna rağmen sürekliliğinin olması spermatogenezin 

seminifer tübüllerde ve her seminifer tübülün kendi içerisinde aynı zamanda uyumlu 

olarak gerçekleşmemesinden kaynaklanır. Bu nedenle; bir tübül kesitinin farklı 

alanlarında ya da farklı tübül kesitlerinde, spermatogenezin farklı aşamaları 

görülebilmektedir. Bu durum seminifer epitel döngüsü olarak adlandırılmaktadır (27). 

 

4.3.6. İntersitisyel Alan ve Leydig Hücreleri 

 

Testis dokusunun %25-30’unu oluşturan intersitisyel alan, androjen üretimi 

açısından çok önemlidir. Testislerde seminifer tübüller arasındaki boşluklar Leydig 

hücreleri, kan damarları, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve mast hücrelerini ihtiva eder. 

Ergenlikte, çekirdeği merkezde, yuvarlak ya da çokgen şekilli ve küçük lipit 

damlacıklarından zengin eozinofilik sitoplazması bulunan başka bir tip hücre daha 

işlevsel hale gelir. Bu hücreler Leydig hücreleri olarak adlandırılır. Bunlar, görevi 

testosteron üretimi olan hücrelerdir. Testosteron, LH tarafından salgılanan sekonder 

seks karakterlerinin gelişmesinden sorumlu erkeklik hormonudur (30). 

Spermatogenez döngüsü hipofizden salgılanan FSH ile LH’ın testis üzerindeki 

etkileriyle bağlantılıdır. LH, Leydig hücrelerini etkiler ve testosteron yapımını uyararak 

normal spermatogenik hücrelerin gelişimini sağlar. FSH ise Sertoli hücrelerini etkiler ve 

adenilat siklazı uyararak siklik adenozin monofosfat artışını gerçekleştirir. Bunların 

sonucunda da androjen bağlayıcı protein sentezi ve salgısı artar. Androjen bağlayıcı 

protein ise testosteronu bağlayarak seminifer tübül lümenine taşınmasını sağlar (27, 30, 

34). 

Leydig hücreleri karakteristik olarak tübüler kristalı mitokondrionlar ile gelişmiş 

bir granülsüz endoplazmik retikulum içerir ve genellikle kapiller damarlara yakındırlar. 

Bu hücrelerin sitoplazmasında sadece insanlarda ve sıçanlarda görülen Reinke 

kristaloidleri de görülmektedir. Puberte ile birlikte görülmeye başlayan, yaşlılıkta ve 

infertilite vakalarında sayıları artan bu oluşumların fonksiyonları bilinmemektedir (29). 
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4.4. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem 

 

4.4.1. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller 

 

Yörüngelerinde bir veya daha fazla sayıda eşleşmemiş elektronun olduğu atom 

veya atom grupları serbest radikaller olarak adlandırılır (35). Serbest radikal 

molekülünün kararsız konumda bulunma nedeni eşleşmemiş elektrondur ve kararlı yapı 

kazanabilmesi için elektronunu başka bir elektronla eşleştirmesi gerekir. Serbest 

radikalin kimyasal aktivite potansiyelinin yüksek olması bu nedenledir. Oluşan oksidan 

ürünlerin arttığı durumlarda hedef moleküller olan membran yapısındaki fosfolipidler, 

glikolipidler, membran proteinleri ve doymamış yağ asitleri oksidatif strese maruz 

kalırlar ve bunun sonucunda metabolik bozukluklar, hücre hasarı ve hatta ölüme neden 

olurlar (36, 37). 

Reaktif oksijen ve nitrojen türleri ile antioksidan sistem arasındaki dengenin 

oksidan yönde bozulması oksidadif strese neden olur. Oksidatif hasar aslında doğal bir 

süreç olan oksidatif stresi kontrol altında tutan özelleşmiş mekanizmaların yetersizliği 

durumlarında oluşur (38).  

Serbest radikaller bağışıklık sistemine saldıran moleküllerdir. Antioksidanlar ise 

bu serbest radikallerin etkilerini nötralize eden, kanser, kalp hastalıkları ve erken 

yaşlanmaya neden olabilecek reaksiyonları engelleyen moleküllerdir. Organizmalar 

tarafından hücre içinde mitokondriyal solunum zincirinde ya da hücre dışında özellikle 

fagositler tarafından oluşturulan serbest radikaller; temel olarak oksijen kaynaklı 

metabolitler (süperoksit anyonları, hidrojen peroksit, hidroksil radikali), hipoklorik asit, 

kloraminmler, azot dioksit, ozon ve lipit peroksitlerdir (36). 

Biyolojik yapılar içinde reaktif oksijen ürünlerinin toksik etkilerine en duyarlı 

yapılar lipidlerdir. Hücre membranında bulunan ve membran akışkanlığını sağlayan 

çoklu doymamış yağ asitleri ile serbest oksijen ürünleri, yüksek oranda tepkimeye 

girerek peroksidasyon meydana getirirler. Doymamış yağ asitlerinde oluşan hasar 

membran akışkanlığında azalma olmasına neden olur. Lipid peroksidasyonu sırasında 

biyolojik yapılardan kolayca tespit edilebilen ve peroksidatif hasarın belirteci olan 

malondialdehit (MDA) oluşur (39). 
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4.4.2. Antioksidan Sistem 

 

Antioksidanlar, canlı hücrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi 

okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu önleyen veya geciktirebilen maddelerdir. 

Antioksidanlarda serbest radikal tarafından oluşturulan hasar durumlarında devreye 

giren savunma sistemleri bulunmaktadır (36). Organizmada sentezlenen (endojen) veya 

dışarıdan alınan (eksojen), oksidan molekülerin hücreye zarar vermesini önleyen 

antioksidan moleküller enzimatik veya nonenzimatik yapıdadırlar (40). 

Enzimatik antioksidanlara, Süperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon 

peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-S-transferazlar örnek verilebilir.  

 

4.4.2.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

 

SOD, oksidatif strese karşı savunmayı ilk olarak başlatan tepkime olan O2
- 

anyonunun H2O2’ye dismutasyonunu gerçekleştiren enzimdir (41). Bu tepkime 

sonucunda oluşan ürünlerin H2O’ye detoksifikasyonu, lizozomlardaki CAT tarafından 

veya mitokondrideki GSH-Px tarafından gerçekleştirilir (42). 

 

4.4.2.2. Katalaz (CAT) 

 

CAT, H2O2’ nin yüksek yoğunlukta olduğu durumlarda yüksek aktivite gösteren 

ve H2O2’ yi suya dönüştüren glikoprotein yapıdaki bir hemoproteindir (42, 43). 

 

4.4.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Redüktaz (GR) 

 

GSH-Px, yapısında selenyum metali bulunan ve H2O2’yi suya çeviren bir 

metalloenzimdir. Bunun yanı sıra redükte glutatyonu okside glutatyona dönüştürür. GR 

ise oluşan okside glutatyonun NADPH kullanılarak yeniden redükte glutatyona 

dönüştürülmesini sağlar (44). GSH-Px aktivitesi ortamda bulunan H2O2 oranına göre 

değişir.  
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Nonenzimatik antioksidanlara ise vitamin E, vitamin C, koenzim Q10, beta 

karoten, serüloplazmin, transferrin, melatonin ve glutatyon örnek olarak verilebilir (42, 

45, 46, 47). 

 

4.4.3. Serbest Radikaller ve Testis Hasarı 

 

Reaktif oksijen türleri (ROS) serbest radikal sınıfına ait yüksek düzeyde 

oksitlenen reaktif bileşiklerdir. Karaciğer ve testis gibi çeşitli organlarda ROS üretimi 

normal fizyolojik bir olaydır.  Testis gibi kan damarları açısından zengin bir organda 

kanla taşınan toksik maddelerin oksidan-antioksidan sistem arasındaki dengeyi 

dokuların aleyhine değiştirmesi olasıdır. Bu durumda artan serbest radikaller, testiste 

doku hasarına yol açar. Ayrıca oksidatif stresin spermatozoa fonksiyonlarını bozduğu ve 

anormal spermatozoa üretimine yol açtığı bilinmektedir. Bununla birlikte ROS 

sentezindeki artış hücrelerde oksidasyona ve DNA hasarına yol açmaktadır (48). 

ROS’un düşük miktarlarının, sperm kapasitasyonu, spermin oositi dölleyebilme 

yeteneği kazanabilmesi ve akrozom reaksiyonu için gerekli olduğunu belirten 

çalışmalarda literatürde yer almaktadır. Fakat aşırı miktardaki ROS spermatozoa ve 

seminal plazmanın antioksidan kapasitesinin bozulmasına yol açmaktadır. Yine 

spermatozoada oksidatif stres sperm motalitesinde düşüklüğe ve sperm canlılığında 

azalmaya neden olduğundan dolayı erkek infertilitesi ile yakından ilişkilidir (49, 50). 

 

4.5. Methotrexate 

 

4.5.1. Etki Mekanizması 

 

Kimyasal yapısı aşağıdaki gibi olan MTX antimetabolit grubunun halen 

kullanılmakta olan tek formudur. Folik asidin 4-amino-N
10 

– metil analogudur (3). 
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Şekil 1. MTX’in Kimyasal Yapısı, (3). 

 

Dihidrofolat redüktaz enzimini inhibe eden MTX, DNA, RNA ve ATP sentezinde 

gerekli olan tetrahidrofolat (THF) sentezini durdurarak timidilat, pürin nükleotidleri ve 

aminoasitlerin sentezinde azalmaya neden olur. Böylece nükleik asid ile protein 

metabolizmasını önler (51). 

MTX, hücre bölünmesini inhibe ettiği için uzun süredir kanser tedavisinde 

kullanılan kemoterapik bir ilaçtır. MTX düşük dozlarda oral olarak alındığında büyük 

oranda böbrekler tarafından emilime uğrar ve hücrelere aktif taşıma yoluyla girer (5, 

52). 

 

4.5.2. Endikasyonları 

 

MTX, romatizmal hastalıklardan kanser metastazına kadar oldukça geniş etki 

mekanizmasına sahip olan bir kemoterapiktir. MTX bunun yanı sıra çocuklarda ve 

erişkinlerde lösemi tedavisinde, meningeal karsinomatozis tedavisinde, 

karyokarsinomada kullanılan ve tedavilerinde oldukça etkili olan bir ilaçtır. Ayrıca 

astımla ilgili yapılan klinik bir çalışmada, MTX kullanımının semptomların şiddetinde 

hafifleme meydana getirdiği gösterilmiştir (53, 54, 55). MTX göğüs, baş-boyun, 

ovaryum ve mesane kanserinde kullanılan tedavi rejimlerinde de yerini almıştır. 

Lökoverin kurtarma tedavisi ile birlikte uygulanan yüksek doz MTX, osteosarkomun 

adjuvan tedavisinde kullanılan standart protokolün bir parçasıdır (56). 
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 Ancak MTX’in en önemli kullanım yeri ise Akut Lenfositik Lösemidir (ALL) 

(3). Uzun süreli kanser tedavilerinde erişkin yaşa kadar ulaşan çocuklarda gonad 

fonksiyonuna bu tedavi sürecinin çok önemli etkileri bulunmaktadır (57). 

 

4.5.3. Yan Etkileri 

 

MTX’in yan etkileri nedeniyle ilk 5 yılda ilacın kesilme olasılığı %20’dir. 

MTX’in yaygın yan etkileri kemik iliği supresyonu, cilt ile gastrointestinal mukozada 

meydana gelen hasar ve germ hücreleri üzerine yapmış olduğu etkilerdir (5, 51). Ayrıca 

MTX tedavisi karaciğer fonksiyonları üzerine de etkide bulunabilir. Lösemi, psöriazis 

ve romatoid atritin tedavisi sırasında hepatotoksisite gelişebilir. Nükleer polimorfizm, 

hepatosit nekrozu, kronik portal inflamasyon, fibrozis ve siroz gibi patolojik lezyon ve 

durumlar gözlenir. Bu karaciğer hasarı mekanizması tam olarak anlaşılamamakla 

birlikte intrasellüler MTX poliglutamat birikimi ve folat azalmasının sorumlu 

olabileceği düşünülmektedir (58). 

 

4.5.4. MTX ve Testis Hasarı 

 

Kanserli erkek hastalarda tedavi sonucu hasar gören fertilite önemlilikle üzerinde 

durulması gereken bir durumdur. Kemoterapi sonucu artan serbest radikaller testis 

dokusunda hasara neden olmakta ve spermatogenezi olumsuz yönde etkilemektedir. 

Buna yönelik olarak Işık ve arkadaşlarının 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 (5). Koehler ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada ise 

tavşanlarda kullanılan MTX’in tübüler bazal membranda kalınlaşmalara neden olduğu, 

spermatogonium sayısında azalma olduğu ve var olan spermatogoniumlarda şişme 

meydana geldiği ifade edilmiştir (57). Modi ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir 

çalışmada ise MTX’in insan gonadlarında apoptozise neden olduğu gösterilmiştir (59). 

Bayram ve arkadaşlarının yapmış oldukları bir çalışmada ise ratlarda kullanılan MTX’in 

oogenez ve spermatogenezde bozukluklara neden olduğu gösterilmiştir (13). 
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4.6. Shilajit (PS) 

 

Son birkaç yıldır, doğal ürünlerin tıbbi özellikleri üzerinde ki araştırmalar önemli 

ölçüde artmıştır. PS’de bu alanda araştırma konusu olan doğal ürünlerden biridir. PS 

aynı zamanda salajit, shilajatu, mumie ya da mummiyo olarakta bilinen özellikle 

Hindistan yarım adasındaki Himalaya ve Hindikus dağ dizilerinde ayrıca dünyadaki 

birçok dağ dizisinin 0.6 km ile 5 km arasında ki yüksekliklerinde olmak üzere kaya 

katmanlarından sızan değişken kıvam gösteren organik bileşikler,  mikrobiyal 

metabolitler, kaya humuslarını ve minerallerini içeren soluk kahverengi-siyahımsı bir 

sızıntıdır. Bitki ve organik humuslu maddelerin kompleks bir karışımından 

oluşmaktadır. Binlerce yıldır özellikle Rusya, Altay Dağları’nda, Moğolistan, İran 

Kazakistan ve Kırgızistan’da ayruvedik tıp sistemlerinin bir parçası olarak yenileyici ve 

adaptojen şeklinde kullanılmaktadır. Ayrıca modern bilimsel değerlendirmeler 

bakımından da doğrulanan birçok iyileştirme özelliği bulunmaktadır (14, 15, 17, 60). 

PS eski zamanlardan beri, hastalıkların giderilmesi, yaşlanmanın yavaşlatılması ve 

farmakolojik aktivitenin sağlanması için kullanılan geleneksel bir ilaçtır. 3000 yıllık 

antik yazıtlar, PS’nin Vaidyas ve Hakims tarafından uzun süre kullanıldığı ve eşsiz bir 

yere sahip olduğu gösterilmektedir. 

Geçmişten günümüze en geniş kapsamlı tıp eserlerinden olan Caraka Samhita’da, 

PS’nin bütün hastalıkların tedavisinde kullanılabilir olduğu ve 4 farklı çeşidinin 

bulunduğu belirtilmiştir. Bunlar; savrana, rayat, tamra ve lauhadır. Savrana kırmızı 

renkteki altın PS, tamra mavi renkteki bakır PS, lauha PS kahverengi- siyah renkte olup 

yapısında demir içerdiğinden beyaz renkte görülür ve tamra PS ise gümüş PS olarak 

adlandırılır. Bu PS tiplerinden tamra, sarvana ve rajat çok nadir bulunup, bugün 

kullanılan PS türü lauha PS’dir (14, 15). 

Binlerce yıldır yerel tıp ilacı olarak kullanılan bu maddenin tadı acıdır ve kokusu 

bir ineğin bayat idrarının kokusunu andıran bu madde genital hastalıklar, diyabet, 

sindirim sistemi hastalıkları, sinir sistemi hastalıkları, tüberküloz, kronik bronşit, astım, 

anemi, egzema ve kemik hastalıklarının tedavisinde kullanılır (15, 60). 
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4.6.1. Kimyasal Bileşenleri 

 

Dünyanın farklı yerlerinden alınan PS örnekleri benzer fiziksel ve kimyasal 

özelliklere sahip olmalarına rağmen tek tek bileşen oranları farklıdır. PS, %60-80 oranın 

da humuslu organik maddeden oluşurken, %20-40 oranında da mineral maddeler içerir. 

PS’nin önemli bir oranını oluşturan organik bileşikler; biyoaktif oksijenlenmiş dibeno-

alfa-pironlar, fenolik lipidler ve küçük tannoidlerdir. Kimyasal analizler bu maddenin 

zamk, albuminler, yağ asitleri, büyük oranda benzoik ve huppiric asit ayrıca bunların 

tuzlarını içerdiğini göstermiştir. Tıbbi açıdan en baştaki aktif madde ise benzoik asit ve 

benzoatlardır (60, 15). 

 

4.6.2. Etkisi  

 

PS kullanılarak gastrik ülser tedavisi yapılmış ve gastrik ülser endeksinde azalma 

ayrıca mukus bariyerinde artış görülmüştür. Aynı zamanda PS’nin akut, subakut ve 

kronik olan 3 tip inflamasyonda güçlü bir antiinflamatuavar etkinliğe sahip olduğu 

bulunmuştur (61). 

İşlenmiş PS ile işlenmemiş PS’nin antioksidan ve C vitamini özelliklerinin 

karşılaştırılması amacıyla yapılan bir çalışmada işlenmemiş PS’nin sürekli olarak 

antioksidan aktivite sergilemediği, buna rağmen işlenmiş PS’nin yüksek 

konsantrasyonlarının yüksek serbest radikal koruması sağladığı görülmüştür (62, 63). 

Sıçan karaciğeri ile yapılan bir diğer çalışmada ise, PS’nin karaciğer homojenatlarında 

lipit peroksidasyon ve glutatyon içeriği araştırıldı. Yapılan bu çalışmada PS’in lipit 

peroksidasyon seviyesinde azalma meydana getirdiği gösterilmiştir (64). 

 PS’nin antidiyabetik aktivitesinin araştırılmış olduğu streptozotosin 

uygulamasına bağlı olarak oluşturulan deneysel diyabet çalışmasında erkek ratlar 

pankreas ada hücrelerinde süperoksit dismutaz aktivitesi açısından değerlendirilmiştir. 

Streprozotosin uygulamasına bağlı olarak oluşan hiperglisemide artan süperoksit 

dismutaz seviyesi PS uygulamasıyla beraber istatistiksel açıdan anlamlı olarak 

azalmıştır. PS’nin serbest radikal aktivitesini önleyebileceğinin öngörüldüğü bu 

çalışmaya göre diyabet gelişiminde PS koruyucu olabileceği düşülmektedir (65). 
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PS ve aktif elemanları ile mast hücrelerinin antijen özelliği üzerine yapılan bir 

çalışmada PS’nin önemli derecede koruma etkisi sağladığı ve alerjik hastalıkların 

tedavisinde PS’nin teropatik kullanımı ile uyumlu olabileceği gösterilmiştir (66). 

PS’nin immunomodüler aktivitesinin araştırılması için yapılan bir çalışmada PS 

uygulanan farelerde beyaz kan hücrelerinin aktivitesinde artış meydana geldiği ve 

gözlenen aktivitenin shilajit ekstraktının dozuyla orantılı olarak arttığı belirlenmiştir 

(67). Ratlarda beyin monoamin seviyeleri üzerine PS’nin etkisinin araştırıldığı bir başka 

immunomodüler aktivite çalışmasında PS’nin dopamin, noradrenalin ve onların 

metabolit seviyelerinde artışa neden olduğu belirtilmiştir. Nörotransmitter madde 

seviyesinde ki bu değişimin artan immun aktiviteye işaret olabileceği ve bundan dolayı 

da PS’nin ayurvedik rasayana olarak kullanılabileceği ifade edilmiştir (68). 

Park ve arkadaşları tarafından yapılan kronik PS uygulamasının spermatogenik ve 

ovogenik etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada testis ve epididimisteki sperm sayısının 

uygulama yapılan grup ile kontrol grubu kıyaslandığında hatırı sayılır derecede arttığı 

ifade edilmiştir. Kalp, karaciğer, böbrek, beyin, testis ve epididimis gibi çeşitli 

organların ağırlıkları alınmış ve kontrol grubu ile kıyaslandığında istatistiksel açıdan 

anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür. Ayrıca dişi sıçanlarda ovulasyon aşamaları 

izlenmiş ve PS uygulamasına bağlı olarak oositlerde çoğalma ve farklılaşmanın arttığı 

ve buna ek olarak PS’nin ovulasyon frekansını artırdığı belirtilmiştir. Histopatolojik 

olarak ise PS’nin testiste herhangi bir patolojiye neden olmadığı, normal yapıda Sertoli 

ve Leydig hücreleri gözlemlendiği, ayrıca normal seminifer tübül yapısının korunduğu 

belirtilmiştir (16). 
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

5.1. Deneysel Çalışma Aşaması  

 

5.1.1. Deney Hayvanları  

 

Çalışmaya Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi, Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu’ndan onay alındıktan sonra başlandı (Tarih: 15.01.2013, Sayı: 5). 

Çalışmada, erişkin 6 haftalık ve 150-200 gram ağırlığında Spraque Dawley cinsi 24 adet 

erkek sıçan kullanıldı. Çalışma grubunu oluşturan sıçanların tamamı KTÜ Tıp Fakültesi 

Cerrahi Araştırma Merkezi’nden sağlandı. Çalışma süresince sıçanların bakımı, 

beslenme ve barınması için KTÜ Tıp Fakültesi Cerrahi Araştırma Merkezi’nde bulunan 

sıçan takip odaları kullanıldı. Deney için kullanılan sıçanların tamamı Cerrahi Araştırma 

Merkezi’nden temin edildiği için çevre stresi ve uyum problemi yaşanmadı. 

 

5.1.2. Laboratuar Koşulları 

 

Deney süresince laboratuarın sıcaklığı 22 ± 2 
o
C, nisbi nem ortalama %50 ± 5 

olarak ayarlandı. 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık olacak şekilde aydınlatılma 

sağlandı. Sıçanlara içme suyu olarak çeşme suyu verildi ve standart sıçan yemi ile 

beslendi. Çalışma süresince sıçanların barındırılmasında standart Tip III kafesleri 

kullanıldı (Resim 1). 
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Resim 1. Tip III Kafesler 

 

5.1.3. Deneysel Çalışma Planı 

 

Çalışmada Spraque Dawley cinsi erkek sıçanlar kullanıldı. 24 adet sıçan 

ağırlıklarına göre rastgele, her bir grupta 6 sıçan olacak şekilde 4 gruba ayrıldı. 

Grupların özellikleri ve çalışma sırasında gruplardaki sıçanlara uygulanan işlemler şu 

şekildedir (Tablo 1). 

1.Kontrol grubu (n:6) :  Herhangi bir uygulama yapılmadı.  

2.MTX grubu (n:6) : deney süresinin ilk gününde (0. Gün)Tek doz i.p. 20mg/kg 

MTX verildi (Resim 2).  

3.MTX + PS grubu (n:6) : Deney süresinin (7 gün) ilk gününde (0. Gün) tek doz 

i.p. 20mg/kg MTX verilmeden 15 dk önce 2ml/kg distile suda 100mg/kg PS çözülerek 

gavaj yoluyla verildi (Resim 3). 0. günü takip eden gün aşırı günlerde sıçanlara 

toplamda üç kez olacak şekilde 2 kez daha 2ml/kg distile suda 100mg/kg PS çözülerek 

gavaj yoluyla verildi. 
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4. PS grubu (n:6) : 0. Gün ve akabindeki gün aşırı günlerde toplamda üç kez 

olacak şekilde sıçanlara 2ml/kg distile suda 100mg/kg PS çözülerek gavaj yoluyla 

verildi. 

 

Tablo 1. Çalışma Grupları ve Özellikler 

 

Gruplar Uygulama 
Denek 

Sayısı 

1. Kontrol Grubu Herhangi bir uygulama yapılmadı. 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. PS Grubu 100mg/kg PS (gavaj yoluyla) 6 

 

Çalışmanın deney aşaması ve dokuların elde edilmesi işlemlerinin tümü KTÜ Tıp 

Fakültesi Cerrahi Araştırma Merkezi’nde özel olarak hazırlanmış hayvan takip ve 

cerrahi müdahale odalarında gerçekleştirildi. Uygulamalar aynı saatler arasında(Saat: 

09.00-10.00) yapıldı. Deney süresinin bitiminde sıçanlar abdominal aorta makasla 

kesilerek kansızlaştırma yoluyla sakrifiye edildi. 
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Resim 2. Sıçanlara İntraperitoneal MTX Verilmesi 
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Resim 3. Sıçanlara Gavaj Yoluyla PS Verilmesi 

 

5.1.4. Doku Örneklerinin Toplanması 

 

Tüm hayvanlar deney süresinin bitiminde derin anestezi (Ketalar 50 mg/kg) 

altındayken hayvanların karın bölgesi açılarak testisleri çıkarıldı (Resim 4, 5). Çevre 

dokularından iyice temizlenen sol testisler hassas terazide tartıldı, kayıt altına alındıktan 

sonra vertikal olarak 2’ye bölündü. Testislerin yarısı histoloik incelemeler için Bouin 

tespitine alındı.  
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Resim 4. Hayvanların Karın Bölgelerinin Açılması 

 

 
 

Resim 5. Testislerin Çıkarılması 
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5.1.5. Bouin Tespitinin Hazırlanışı  

 

Dokuların tespitinde kullanılacak bouin solüsyonu aşağıdaki şekilde hazırlandı;  

- Doymuş Pikrik Asit çözeltisi 75 ml  

- Formaldehit (%37) 75 ml  

- Glasiyal Asetik Asit 5 ml  

Bouin tespitini hazırlamak için önce doymuş pikrik asit çözeltisi formaldehit ile 

iyice karıştırıldı, sonra üzerine yavaşça glasiyal asetik asit eklenerek tekrar karıştırıldı. 

 

5.1.6. Işık Mikroskobu için Dokuların Hazırlanması  

 

Dokuların takip, kesit alma ve boyanma işlemlerinin tümü KTÜ Tıp Fakültesi 

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı Laboratuarlarında gerçekleştirildi. Bouin 

solüsyonuna alınan testisler 3 gün ışık almayan kuru ortamda oda sıcaklığında 

saklandıktan sonra aşağıdaki aşamalardan sırasıyla geçirilerek parafin blok haline 

getirildi.  

1.  % 70’lik alkol......................................................................... 1 gün 

2.  % 90’lık alkol ........................................................................ 1 gün 

3.  % 96’lık alkol ........................................................................ 1 gün 

4.  % 100’lük alkol ...................................................................... 1 gün 

5.  % 100’lük alkol ...................................................................... 1 saat (1 kez) 

6.  Ksilen ..................................................................................... 5 dakika (3 kez) 

7.  Dokular eritilmiş parafin içerisinde 58 °C’de etüvde 3 kez 15 dakika bekletildi 

ve sonrasında tekrar etüv içerisinde 2 saat bekletildi. 

8.  Dokular bloklandı. 

 

5.1.7. Kesitlerin Alınması  

 

Kesitler KTÜ Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

laboratuarlarındaki tam otomatik mikrotom (LEICA RM 2255) yardımıyla dokunun 

başlangıcına kadar 20 μm’lik kesitlerle trimlendi, dokuya ulaşınca 4 μm’lik kesitler 
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alındı. Alınan kesitler 45°C’de benmari içindeki sıcak su üzerinde kırışıkların açılması 

bekletildi ve lam üzerine alındı. 

 

5.1.8. Hematoksilen-Eozin Boyama Yöntemi  

 

Kesit alma işlemi tamamlandıktan sonra lam üzerine alınan dokular 

Hematoksilen&Eozin boyaması için zembile yerleştirildi. Parafinin erimesi için 1 saat 

58°C’lik etüvde bekletildi ve sırasıyla aşağıdaki işlemlerden geçirildi:  

1.  Ksilen ......................................................................... 5 dakika 

2.  Ksilen ......................................................................... 5 dakika 

3.  %100’lük alkol ........................................................... 5 dakika 

4.  %96’lık alkol .............................................................. 5 dakika 

5.  %70’lik alkol .............................................................. 5 dakika 

6.  Distile su .................................................................... 2-3 dakika 

7.  Hematoksilen ............................................................. 35 saniye* 

8.  Musluk suyu ............................................................... 5 dakika 

9.  Asit alkol .................................................................... 1kez batırılıp çıkartılır 

10.  Distile su .................................................................... 1 dakika 

11.  Amonyaklı su ............................................................. 10 saniye 

12.  Distile su .................................................................... 1 dakika 

13.  Eozin .......................................................................... 30 saniye 

14.  Distile su .................................................................... 1 dakika 

15.  % 70’lik alkol ............................................................. 5 dakika 

16.  % 96’lık alkol ............................................................. 5 dakika 

17.  %100’lük alkol ........................................................... 5 dakika 

18.  Ksilen ......................................................................... 5 dakika 

19.  Ksilen ......................................................................... 5 dakika 

20.  Entellan ile kapatıldı. 

Hazırlanan preparatlarda seminifer tübül çapı ve germinal epitel kalınlığı KTÜ 

Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı, Stereoloji Laboratuarında 

bulunan Olympus DP 71 (Japan) kameralı ışık mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan) 

Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution, Germany) programı kullanılarak 
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hesaplandı. Seminifer tübüldeki spermatogenetik hücreler ve interstisyel alan, yine aynı 

mikroskopta incelendi ve fotoğrafları çekilerek dijital ortama aktarıldı. 

 

5.2. İstatistiksel Analizler  

 

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, 

version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) programı kullanıldı. Her bir gruba ait 

sayısal veriler ortalama±standart sapma (SS) olarak verildi ve Kruskal Wallis varyans 

analizi (post hoc olarak Bonferroni düzeltmeli Mann-Whitney U testi) ile karşılaştırıldı. 

Tüm karşılaştırmalarda p<0.05 değeri anlamlı kabul edilmiştir. 
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6. BULGULAR 

 

6.1. Vücut ve Testis Ağırlığına Ait Bulgular 

 

Kontrol ve deney gruplarına ait sıçanların vücut ağırlıkları ile testis ağırlıklarının 

karşılaştırılması tablo 2’de verilmiştir. 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. Deney Gruplarının Vücut ve Testis Ağırlığına Ait Ortalama ve Standart 

Sapmalar 

 

GRUPLAR Vücut Ağırlığı (gr) Testis Ağırlığı (gr) 

Kontrol Grubu 228.17 ± 41.53 1.15 ± 0.23 

MTX Grubu 187.17 ± 36.57 1.13 ± 0.20 

MTX + PS Grubu 202.33 ± 21.77 1.20 ± 0.32 

PS Grubu 216.50 ± 35.17 1.15 ± 0.16 

 

6.2. Morfometrik Bulgular 

  

Deney gruplarına ait seminifer tübül çapı ve germinal epitel kalınlığı ölçüm 

sonuçları tablo 3’de verilmiştir. 

MTX grubunda kontrol grubuna göre seminifer tübül çapında ve seminifer epitel 

kalınlığında istatistiksel açıdan anlamlı derecede azalma gözlendi. MTX+PS grubunun 

MTX grubuna göre seminifer tübül çapında ve germinal epitel kalınlığında istatistiksel 

açıdan artış olduğu gözlendi. Bu bulgulara ek olarak kontrol grubu ile PS grubu 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark bulunmadı. 
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Tablo 3. Deney Gruplarına Ait Morfometrik Ölçümlerin Ortalama ve Standart 

Sapma Değerleri 

 

GRUPLAR Seminifer Tübül Çapı Germinal Epitel Kalınlığı 

Kontrol Grubu 273.72 ± 11.70 107.13 ± 2.79 

MTX Grubu 200.77
 a

 ± 7.55 71.97
 a

 ± 3.65 

MTX + PS Grubu 237.94
 b

 ± 6.26
 

96.86
 b

 ± 1.72 

PS Grubu 263.51 ± 4.79 109.44 ± 4.73 
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 artmıştır 

(p˂0,04). 

 

6.3. Morfolojik Bulgular 

  

Testis dokusu histolojik olarak incelendiğinde; Kontrol grubuna ait kesitlerde 

normal yapıda seminifer tübüller, spermatogenik seriye ait hücreler, interstisyel dokuda 

Leydig hücreleri izlendi ve değerlendirme sonucunda herhangi bir patolojik bulguya 

rastlanmadı (Resim 6). MTX grubuna ait testis kesitlerinde, lümende olgunlaşmamış 

germinal epitel hücreleri ve lümende spermatozoa azlığı, seminifer tübül germinal 

epitelinde düzensizlikler, seminifer tübül bazal membranında düzensizlikler ve 

interstisyel alanda ödem izlendi (Resim 7, 8). MTX+PS grubuna ait testis kesitlerinde 

seminifer tübül germinal epitelinde düzensizlik ve lümende germinal epitel hücrelerinin 

dökülmüş olduğu birkaç tübül dışında herhangi bir patolojiye rastlanmadı (Resim 9). PS 

grubuna ait testis kesitlerinde ise kontrol grubuna benzer şekilde bir yapı gözlendi ve 

patolojiye rastlanmadı (Resim10). 
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Resim 6. 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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Resim 7. MTX grubuna ait testis kesit görüntüsünde, lümende olgunlaşmamış 

germinal epitel hücreleri ( ), seminifer tübül germinal epitelinde 

düzensizlikler ( ) ve interstisyel alanda ödem  ( ) izlenmektedir (B1; 

H&E, X200) 
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Resim 8. MTX grubuna ait testis kesit görüntüsünde, lümende olgunlaşmamış 

germinal epitel hücreleri ( ), lümende spermatozoa azlığı ( ) ve 

interstisyel alanda ödem ( ) izlenmektedir (B2; H&E, X400) 
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Resim 9. MTX+PS grubuna ait testis kesiti görüntüsü, lümende spermatozoa 

yoğunluğu ( ) ve az sayıda lümende olgunlaşmamış germinal 

hücrelerin görüldüğü seminifer tübüller ( ) izlenmektedir (C1, C2; 

H&E, X200, X400) 
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Resim 10. PS Grubuna ait testis kesit görüntüsünde seminifer tübüllerin histolojik 

yapısının kontrol grubuna benzer olduğu izlenmektedir (D; H&E, 

X400) 
 

 

 



 

 

34 

 

  

 

7. TARTIŞMA ve SONUÇLAR 

 

Bir folat antimetaboliti olan MTX; ALL, osteosarkom, baş ve boyun tümörleri 

gibi pek çok kanserin tedavisinde yaygın olarak kullanılan sitotoksik bir ilaçtır. Kanser 

tedavisinde kullanılan sitotoksik ilaçlar, hücre siklusunu etkileyip, DNA 

prekürsörlerinin sentezini inhibe etmektedir (4). Testiküler doku gibi yüksek mitotik 

aktiviteye sahip organlar da bu ilaçların hedefi haline gelmektedir (8). Erkek fertilitesi 

spermatogonyumların devamlı kendini yenilemesine ve spermatojenik hücrelere 

farklılaşmasına bağlı olduğundan, antikanser ilaçları testiküler dokuyu yapısal ve 

fonksiyonel olarak etkilemektedir. MTX’e bağlı toksisite gelişiminin serbest oksijen 

radikalleri ve hidrojen peroksit ile ilişkili olduğu gösterilmiştir.  Son dönemde yapılan 

çalışmalarda MTX ile oluşan organ hasarını önlemek için melatonin, nikotinamid, 

metiyonin, E vitamini ve n-asetilsistein gibi antioksidan ajanlar kullanılmıştır (69, 70, 

71). 

PS doğal habitatın kaya rizosferlerindeki mikrobiyal metabolitler ile bitki ve 

organik humik maddelerin kompleks bir karışımından oluşmuştur. PS, antik 

zamanlardan beri ayurveda tıbbında en büyük keşiflerden biridir ve erkek üreme 

bozukluklarının tedavisinde yararlanılır. Modern tıpta 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 (14). 

Biz de bu çalışmada MTX’e dayalı testis hasarında bir antioksidan olarak bilinen 

PS’nin koruyucu etkisinin olup olmadığını araştırdık. 

Yapılan çalışmalarda MTX’in vücut ve testis ağırlığında anlamlı bir azalmaya 

neden olmadığı belirtilmiştir (7, 72, 73). Bizim çalışmamızda da MTX’in testis ve vücut 

ağırlığında anlamlı bir azalmaya neden olmadığı görülmüştür. Bulgularımız bu yönüyle 

Padmanabhan ve arkadaşlarının yanı sıra Armağan arkadaşlarının yapmış oldukları 

çalışmaları destekler niteliktedir. 

Testislerden spermatozoa oluşum ve salınımına önderlik eden germ hücrelerinin 

olgunlaşması ve farklılaşması sürecine spermatogenez denir. Bu karmaşık süreç 

seminifer tübül epitelinde bulunan germ hücreleri ve Sertoli hücreleri arasındaki 



 

 

35 

 

etkileşime bağlıdır. Germinal epitelde meydana gelecek bir hasar hasar spermatogenez 

sürecini etkiler (74, 75). 

MTX ile yapılan diğer çalışmalarda da MTX’in seminifer tübül çapında ve 

germinal epitel kalınlığında azalmaya neden olduğu belirtilmiştir (57, 76, 77). Bizim 

çalışmamızda MTX uygulaması sonucu testis seminifer tübül çapı ve germinal epitel 

kalınlığında kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma görülmüştür. Bu morfometrik 

değerlerdeki azalmanın spermatogenezis sürecini olumsuz etkileyebileceği 

kanaatindeyiz. Bununla birlikte MTX uygulaması ile birlikte PS verilen grubun 

morfometrik değerlerinde, MTX grubu ile karşılaştırıldığında, anlamlı bir artış 

görülmüştür. 

Bizim çalışmamızda MTX uygulanan grubun seminifer tübülünün bazal 

membranında açılmalar, interstisyel alanda ödem ve lümende olgunlaşmamış germ 

hücreleri izlendi. Bununla beraber MTX tedavisi ile birlikte PS verilen grubun testis 

seminifer tübül lümeni birkaç olgunlaşmamış germ hücresi içersede kontrol grubuna 

yakın bir mikroskobi göstermektedir.  Ayrıca yapılan diğer çalışmalarda MTX’in testis 

histolojisini bozduğu belirtilmiştir. Çalışmamız bu yönleri ile Russel ve ark.’ ları ile 

Vardi ve ark.’ larının yapmış oldukları çalışmaları destekler niteliktedir (12, 78). 

Sonuç olarak, MTX tedavisi testiste histopatolojik hasar oluşturmakta ve bu hasar 

antioksidan karakterli PS ile önlenebilmektedir. Ancak çalışmamızın sonuçlarının 

desteklenebilmesi açısından farklı doz ve sürelerde yeni çalışmaların yapılması 

gerekmektedir. 
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