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OZET

Bir folik asit antimetaboliti olan metotreksat
(MTX) hiicre siklusunun S dénemindeki hticreler
tizerinde sitotoksik etki yapar. Hucre boliinmesini
inhibe ettiginden, kanser tedavisinde uzun zaman-
dan beri kullanilan bir kemoterapotiktir. Metotreksat
ethisine ozellikle duyarli olan hicreler, kemik iligi,
GIS mukozasi, kil kékleri ve spermatojenik hticreler
gibi, hizli bélinen hicrelerdir. MTX tedavisi alan er-
keklerde, yeni spermatozoon olusumunun bozulma-
sina bagh gelisen infertilite 6nemli bir sorundur. Bu
nedenle, biz bu ¢calismada, kimdlatif disik dozlar-
da (0.7 mg/kg, haftada bir, 6 hafta streyle) kullani-
lan MTX’in, rat testis germinal epiteli (zerindeki
morfolojik etkilerini inceledik. Ik dozdan sonraki,
2., 4., ve 6. haftalarda ila¢ verildikten bir hafta son-
ra sekrifiye edilen ratlardan elde edilen testikiler do-
ku incelemelerinde, ézellikle spermatosit ve sper-
matidlerde éldirticii hasar oldugunu goérdiik. Ger-
minal epitelin koék hicrelerini olusturan sper-
matogonyumlar ise en az etkilenen hiicre grubunu
olusturuyorlardi. Bu sonuglar, MTX'in testis dokusu
tzerindeki etkilerinin geri dénisimli oldugunu
distindiirdii.
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SUMMARY

Methotrexate Effects on Rat Testis Using Light
and Electron Microscopes

Methotrexate (MTX) that is a folic asid antime-
tabolite has cytotoxic effects on cells in S phase of
the cell cycle. Since, it inhibits the cell division, it
has been used in the treatment of cancer patients for
a long time. Cell populations especially susceptible
to methotrexate suppression include rapidly divi-
ding cells such as bone marrow, GIS mucosa, hair
roots and spermatogenic cells. Impairement of new
sperm development in man who was receiving MTX
causes infertility. Therefore, in this study, we exami-
ned the morphological changes in rat testes germi-
nal epithelium after repeated low doses (0,7 mg/kg
BW once a week for 6 weeks) of MTX i.v. When we
examined the testicular tissue prﬁparations obtained
from sacrificed rats (on 2., 4., 61" week of administ-
ration), we have observed that especially the sper-
matocytes and spermatids were fatally damaged on
6th week On the other hand, spermatogonia, the
stem cells of the germinal epitelium, were less affec-
ted cell group. These data suggest that the effects of
MTX on testes are reversible.
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Guntmiuzde ozellikle malign hastaliklar, Jenerali-
ze psoriazis ve artrit gibi deri hastaliklarinin tedavisin-
de bircok kemoterapoétik ilactan faydalaniimaktadir.
Esasen kontrolsiiz ve anormal hticre artisi ile karakte-
rize olan malign hastaliklarda hticre bolinmesinin
herhangi bir asamasinda etkili olan bu ilaclar ayni za-
manda normal hticreler tizerinde de benzer etki gos-
termektedirler. Kemik iligi, gastrointestinal mukoza ve
sag kokleri gibi hizli boltinen hiicreler bu ilaclara kar-
st daha duyarhdirlar. Germ hiicreleri de hizli bolinme
gostermekte ve bu ilaclarin testis dokusu tizerine olan
etkisi 6zellikle reproduktif cagdaki geng eriskinler icin
sonuglar agisindan 6nem tasimaktadir.

Jeneralize psoriazis ve artrit tanisiyla metotreksat
tedavisi alan bircok erkek hastanin cocuk sahibi ol-
mak istemesi ve bu sebeple tedaviye devam etmek is-
tememeleri (izerine bir dizi arastirma yapilmis, arastir-
malar sonucunda hastalarda ciddi oligospermi saptan-
mustir(1).

Malign hastaliklar arasinda ise metotreksatin en
onemli kullanim yeri Akut Lenfositik Losemidir(2). iler-
leyen kanser tedavileri sonucunda eriskin yaslara ka-
dar ulasan bu ¢ocuklarin gonad fonksiyonuna tedavi-
nin etkisi g6z ontinde bulundurulmahdir. Kullanilan
antineoplastik ila¢ grubu ve cocuklarin kemoterapiyi
aldiklart puberte donemi gonad disfonksiyonunun ne
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kadar genis olacagini belirleyen faktorlerdir. Giinii-
miizde kullanilan tedavi semalar ¢ok ilach oldugu
icin, tek bagina metotreksatin testis dokusundaki mor-
folojik ve hormonal degisikliklerden veya bu degisik-
liklerin herhangi birinden sorumlu olup olmadigini be-
lirlemek zordur (3).

Bu nedenle ¢alismamizda, tedavi programlarinda
stk olarak kullanilan metotreksatin hizli boliinme 6zel-
ligi gosteren testis hiicreleri tizerine olan etkilerinin,
deneysel olarak doz-siire iliskisi bazinda histopatolo-
jik olarak aydinlatilmasi amaclanmustir.

MATERYAL - METOD

Bu calismada 16 adet Wistar tipi erkek eriskin si-
¢an kullanilmigtir. Hayvanlarin 4 tanesi kontrol grubu
olarak ayrilmig, digerleri 4’erli gruplara bélinmiistiir.
Bu hayvanlara 0.7mg/kg. metotreksat haftada bir kez 6
hafta siireyle anestezi altinda (iV) olarak verilmis, 2.
hafta, 4. hafta, 6. haftada ila¢ uygulandiktan bir hafta
sonra hayvanlar anestezi altinda 6ldiiriilerek testisler
ctkarlmistir. ilacin testis dokusunda kantitatif olarak
spermatogenez (izerine olan etkileri morfolojik yon-
den incelenmistir. ilacin dozu insanda kullanilan mu-
tant ila¢c dozunun siganlara gore hesaplanmasiyla bu-
lunmugtur. Cikarilan 6rnekler 1sik mikroskobu takibi
icin Bouin soltisyonunda tespit edilip parafin bloklara
gomulmustir. Alinan kesitler Hematoksilen-eozin ve
PAS boyalariyla incelenmistir. EM icin hazirlanan
bloklar icinse %2.5 gluteraldehitle tesbit edilip yari in-
ce kesitleri Toluidin mavisi Azur Il ile boyanmistir. Isik
mikroskop incelemeleri Axioskope fotomikroskobu al-
tinda yapilmistir. ince kesitler kursun sitrat ve dranil
asetatla boyanarak jeol 100 EM mikroskobu altinda in-
celenmistir.

BULGULAR

Istk mikroskobu incelemelerinde tubuli seminiferi
kontorti duvarinda spermatogenezis incelendiginde
Johnsen kriterlerine gore ortalama puan 2. haftada =
8.86 , 4. haftada =7.90, 6. haftada = 7.20 olarak bu-
lundu. Normal testiste bu oranin 9.39 olmasi bekleni-
yordu.(4) Kontrol grubuna ait olan testikiiler doku in-
celemelerinde ise ortalama deger 9.10 olarak bulun-
du.

JOHNSEN KRITERLERI VE DEGERLENDIRILMESI

Johnsen’in 1970’de olusturdugu puanlama siste-
mine gore tiibuli seminiferi kesitleri incelenerek asagi-
daki kriterlere gére her tiibtiliise verilen puanlarin top-

lami, sayilan tibdl sayisina béliinerek ortalama puan
hesapland:.

10 Germ epiteli ¢cok tabakali, acik santral liimen,
cok miktarda spermatozoa,

9 Germ epiteli ¢cok tabakali ancak disorganize, li
mendeki epitel hiicreleri spermatozoonlarla
karismis,

8 Germ epiteli ¢cok tabakali, [iimende 10’dan
daha az spermatozoa,

7 Cok miktarda spermatid, ancak hic
spermatozoon yok,

6 Hig spermatozoon yok, spermatid sayisi 10’dan
daha az,

5  Bir kag tane spermatosit, spermatid veya
spermatozoon yok,

4  Spermatozoon ve spermatid hig yok,
spermatosit sayisi 5'den az,

3 Sadece birka¢ spermatogonya,

2 Birkag sertoli hiicresi, germ hiicresi hic yok,

1 Seminifer tiibtilde hi¢ hiicre yok,

Ortalama degerin azalmasi spermatogenezin bo-
zulmasi lehine degerlendirildi (Sekil 1). 2. haftadan
baglamak tizere 6. haftada daha fazla olmak tizere tu-
buli seminiferi duvarlarinda bazal membranlarinda
kalinlagma (Sekil 2), germ hiicrelerinde maturasyon ve
siralanma bozuklugu, limende spermatozoon azhgi
veya yoklugu dikkat cekti (Sekil 1). Stireyle artan oran-
da en cok spermatositlerin ve spermatidlerin, daha az
sayida spermatogonyumlarin ilagtan etkilendigi sap-
tandi. Bu htcrelerde kromatin yogunlasmasi, parca-
lanmasi, hiicrede vakuolizasyonla tanimlanan apopto-
zisle hiicre 6limi, dejenere spermatidlerin limene
dokilmesi soz konusuydu (Sekil 3). Kontrollerde bii-
tin spermatid akrozomlari Sertoli hiicre bazal sitop-
lazmasina dontik duruglu iken, metotreksat sonrasi
spermiyogenezde bozukluga bagli spermatidlerde ak-
rozomlar ters duruslu olarak izlendi (Sekil 2,3). Azal-
mis sayidaki spermatozoonlarda ltimene verilis bozuk-
luguna bagh spermatozoonlarin derinlerde yerlesimi
dikkat cekti (Sekil 4). Sertoli hiicre sitoplazmalarinda
yag birikimi artmisti (Sekil 5), interstisiyel dokuda
o6dem (Sekil 1) ve makrofajlarda (Sekil 5) artig izlendi.

Elektron mikroskobu incelemelerinde, 151tk mik-
roskobu bulgularini destekler nitelikte 6zellikle sper-
miyogenez bozukluguna bagl akrozomlarda malro-
tasyon, 4. haftada ozellikle spermatid hiicrelerinde
apoptozis (Sekil 6) dikkat ¢ekti. Bu evrede limende
goriilen spermatozoonlarin ilag etkisinden onceki
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Sekil 1: Dordiincii haftaya ait mikrografda germ epitelinde bo-  Sekil 2: Altinci haftaya ait mikrografda bazal membranda ka-
zulmus hiicre sira dizilimi ve ltiimenlerde spermatozo- linlasma, spermatidlerde spermiyogenez bozukluguna
on yoklugu, dokiilmiis spermatidler (*) izlenmektedir.. bagh olarak akrozom malrotasyonu (T) izleniyor. (x
interstisiyel bolgede odem vardir (T). (x 40 HE) 100 PAS).

- Figw i : \

Sekil 4: ikinci haftaya ait mikrografta mekik seklindeki sper-
matozoon baslarinin limene verilis bozukluguna
bagl derinlerde yerlesimi (T) izleniyor. (x 100 To-
luidin mavisi Azur Il)

sSekil 3: 6. deney haftasina ait mikrografta apoptotik spermatid-  $ekil 5: Altici deney haftasina ait grupta apoptotik hiicreler
ler limende izlenmekte (T). Spermatidlerde akrozom (M,yag birikimine ait vakuoller (*) interstisiyel do-

reaksiyonundaki bozukluk dikkat cekmektedir (T). (x kuda makrofajlar izlenmekte (Kivrik ok). (x 100 To-
100 Toluidin mavisi Azur II') luidin mavisi  Azur Il )
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Sekil 6: Dordiincii haftaya ait mikrografta apoptotik spet-
matidler (T), limende spermatozoonlar gériiliiyor.
(X 2900)

devreye ait oldugu kabul edildi. 6. haftada spermatid
ve spermatositlerde artan apoptozis yaninda hala
spermatogonyumlarin saglam kaldig tesbit edildi (Se-
kil 7).

Kontrol grubuna ait kesitlerde (Sekil- 8) tubuli se-
miniferi kontorti limenleri agikti ve bol spermatozoon
iceriyordu. Germinal epitel ¢cok tabakaliydi, siralanma
bozuklugu tesbit edilmedi. Spermiyogenezdeki akro-
zom durusu ve spermatozoonlarin ltimene verilisi nor-
mal olarak izlendi. Apoptotik hiicre yoktu. .

TARTISMA

Kanserli erkek hastalarda fertilitenin korunmasi
problemi giderek 6nem kazanan bir konudur. Kanser
tedavisinde yeni gelismeler sonucunda uzun siireli
yasam ytizdeleri giderek artmaktadir. Bu yiizden teda-
vinin akut etkileri yaninda geg baslayan toksik etkile-
ri su anda daha onem kazanmistir. Kemoterapiden
sonra uzamis infertilite ve spermatojenik hticrelerdeki
kromozomal hasar uzun siireli ve gec baslayan toksik
etkilerdir. Hastalarda son yillarda yapilan ¢aligmalarin
sonuglart hem radyoterapi hem kemoterapiden sonra
gonadlarda 6nemli morfolojik degisikliklerin oldugu-
nu gostermigtir. Fakat MTX"in gonadlar tizerindeki et-
kisine dair ¢ok az ¢alisma vardur.

Biz MTX'in testislerdeki spermatojenik aktivite ve
fertilite etkisini belirlemek icin, basit ve objektif bir
metod olan Johnsen’in 1970'de olusturdugu puanlama
sistemini kullandik (4). Buna gore tibiltus seminiferi
kontorti kesitleri incelenerek Johnsen’in belirledigi kri-
terlere gore her tiibiiliise verilen puanlarin toplami sa-
ytlan tibul sayisina boltinerek ortalama puan hesap-

landi. Alti hafta boyunca, haftada tek doz MTX alan
grupta ortalama puan en dsiik olarak bulundu. Orta-
lama degerdeki bu azalma spermatogenez ve spermi-
yogenezin bozulmasi lehine degerlendirildi. ikinci ve
4. haftalarda ilacin akut ve subakut etkisi izlenirken 6.
haftada ilag verildikten bir hafta sonra kesilen hayvan-
larda ise sican igin gerekli spermatojenik siklus stiresi
(48 gun) tamamlandigi icin kronik etki belirlendi. ikin-
ci haftadan baslamak tizere 6. haftada en fazla olmak
tzere tubuli seminiferi duvarlarinda yer yer bazal
membran kalinlasmalari, germ hiicrelerinde maturas-
yon ve siralanma bozuklugu, liimende spermatozoon
azhgi veya yoklugu dikkat cekti. Bu bulgular diger ya-
zarlarin ¢alismalari ile uyumlu bulundu (3, 6). Stre ile
artan oranda 6zellikle spermatositlerin ve spermatidle-
rin etkilendigi fakat spermatogoniumlarin daha az
miktarda etkilendigi saptandi.

Metotreksat'in toksik dozda kullanildigi bir galis-
mada yiiksek (100-300 mg./kg.) tek doz I.V. olarak ve-
rilen MTX’a bagli olusan testikiler hasarin kisa do-
nemde (5 gtin) 6Gnemli oldugu ortaya konmus sperma-
tozoon sayisi azalmis olarak bulunmustur ancak rat
testis germ epitelinin spermatojenik siklus stiresi bek-
lendikten sonra yapilan tubuli seminiferi kontorti ince-
lemelerinde iyilesme tesbit edilmistir. Bu durum
MTX"in toksik etkisinin dihidrofolat rediiktaz inhibito-
rii olmasindan kaynaklandigi ve genotoksik mekaniz-
malarla toksisitesini gostermedigi seklinde yorumlan-
mustir (5). Erkek fertilitesi, kok hiicresi olan spermato-
gonyum rejenerasyonuna ve bu hicrelerden koken
alan spermatozoonlarin olusumuna baghdir. Sitotoksik
ilag verilisini takiben meydana gelen infertilitenin dif-
feransiye spermatositlerdeki éldiiriicti hasardan dolayi
hizla gelistigi kabul edilmistir. Fertilitenin geri donust
ise yeterli sayida hayatta kalmis kok hiicrelerine bagli-
dir ki bu hiicrelerin tiibullerde tekrar cogalip sonugda
differansiye spermatojenik htcreler olusturmasi ve
bunlardan da fertilizasyon icin gerekli spermatozoon-
larin meydana gelmesi gereklidir. Bizim ¢alismamizda
ratlara duistik doz MTX verilmesine karsin bu galisma-
yi destekler nitelikte germinal hasarin 6zellikle diffe-
ransiye spermatositleri etkiledigi ve spermatogonyum-
larin en az etkilenen hiicre grubu oldugu belirlenmis-
tir. Dolayisiyla yukardaki ¢alismayla parelel olarak bi-
zim sonugclarimizda gostermistir ki MTX'in testis doku-
su (izerine olan etkisi geri donebilir.

Tavsanlarda yapilan bir baska galismada ise uzun
stireli (14 hafta) disiik doz (6mg/kg) MTX uygulama-
sindan sonra spermatogonyum sayisinda bir azalma
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Sekil 7: Altinci haftada, saglam yapisini koruyan spermatogon-
yurnlar(S) iistte apoptotik hiicreler (T) ve altta kalinlas-
mis bazal lamina (*) dikkat cekmistir. (X 4800)

tibtler bazal membranlarda bir kag tibtilde gortilen
kalinlagmalar, pek ¢ok spermatogonyumda hticre bi-
yukligunde artma ve sitoplazmada sisme gozlenmistir
(3). Bizim ¢alismamizda kullandigimiz doz daha du-
stiktlr ve stiremiz daha kisadir. Bazal membran kalin-
lagmasi ortak bulgumuzdur, ancak spermatogonyum
degisiklikleri bizde bulunmamuistir.

KAYNAKLAR

1. Morris LF, Harrod M), Menter AM, Silverman AK. Methotre-
xate and Reproduction in men: Case report and recom-
mendations. Journal of the American Academy of Der-
matology, 1993; 29, 5 p:2 :913-6.

2. Kayaalp O. Tibbi Farmakoloji, Cilt I, 1994 ; 1035-36.

3. Koehler M, Waldherr R, Ludwig RI. Effects of MTX on Rabbit
Testes. Part 1: Morphological Changes. Pediatric Hema-
tology Oncology. 1986; 3(4):335-41.

4. Damjanov Ivan: Clinical evaluation of the infertile couple ,
Pathology of Infertility . Mosby - Year Book , Inc, 1993:
7-42.

Sekil 8: Normal tiibiili seminiferi kontorti kesitleri (X 20 HE)
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