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The histopathological evaluation of healing effects of vitamin C
administered before methotrexate therapy on testicular injury
induced by methotrexate
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ABSTRACT

Objective: Methotrexate (MTX) leads to acute toxic side effects in tissues or organs containing rapidly
dividing cells such as seminiferous tubules. In this study, we investigated the protective effects of vitamin C
against MTX-induced injury in rat testis.

Material and methods: A total of 31 rats were divided into 4 groups, including the control group. The study
was completed within 4 weeks and the rats received daily doses of 2 mL/kg SF, 100 mg/kg vitamin C and 10
mg/kg/day MTX i.p according to their groups. The mean seminiferous tubular diameter, germinal epithelial
cell thickness, and mean testicular biopsy score were determined by histologic examination of each group.

Results: The vitamin C + MTX group showed more similarity with the control group. Statistically significant
results were achieved between groups as for mean seminiferous tubular diameter, germinal epithelial cell
thickness, and mean testicular biopsy score. When compared with the group which received vitamin C after
MTX therapy, values for mean seminiferous tubular diameter, germinal epithelial cell thickness, and mean
testicular biopsy score were significantly higher in the group which received vitamin C before initiation of
MTX therapy.

Conclusion: Vitamin C decreased MTX-induced testicular histological injuries, especially when used before
MTX therapy.
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Amac: Metotreksat’in (MTX) seminifer tiibiil gibi hizli boliinen hiicrelerde akut toksik hasara yol acabildi-
81 bilinmektedir. antioksidan etkinligini azaltarak testis dokusu ve germ hiicrelerinde hasara neden oldugu
bilinmektedir. Calismamizda rat testisinde MTX ile birlikte kullanilan C vitamininin MTX in toksik etkileri
tizerine olan iyilestirici sonuglarini gostermek amaglanmigtir.

Gerec ve yontemler: Calismamizda 31 rat biri kontrol grubu olmak iizere 4 gruba ayrildi. Caligma 4 haftalik
bir siirede tamamlandi. Ratlara ait olduklar1 gruplar g6z oniinde bulundurulacak sekilde giinliik 2 mL/kg SF,
100 mg/kg vitamin C ve 10 mg/kg/glin MTX i.p. uygulandi. Histolojik inceleme ile gruplara gore ortalama
seminifer tiibiil ¢ap1, germinal epitel tabaka kalinli§1 ve ortalama testikiiler biyopsi skorlar1 belirlendi.

Bulgular: MTX oncesi vitamin C uygulanan grubun kontrol grubu ile benzer bulgulara sahip oldugu goriil-
dii. Gruplara gore ortalama seminifer tiibiil ¢ap1, germinal epitel tabaka kalinligi ve testikiiler biyopsi skorlari
arasinda anlamli istatistiksel sonuglara ulagildi. C vitamininin MTX tedavisi 6ncesi ve sonrast uygulanmasi
arasinda yapilan karsilastirmada tedavi oncesi vitamin C uygulanan grupta ortalama seminifer tiibiil capi,
germinal epitel tabaka kalinlig1 ve testikiiler biyopsi skoru belirgin olarak yiiksek saptandi.

Sonug: C vitamininin 6zellikle MTX tedavisi oncesinde kullanildiginda MTXin toksik etkilerini 6nemli
oOl¢iide azaltti81 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Vitamin C; metotreksat; testis.
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Giris

Folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX), kemoterapotik
amaglarla malign tiimérlerde kullanilan bir ajandir.’*! Uzun za-
mandir kullanilan bir kemoterdpatik olan MTX, hiicre siklusunun
S doneminde sitotoksik etki yaparak, hiicre boliinmesini inhibe
eder. Testisin germinatif epiteli, kil folikiilii hiicreleri vb. hizli bo-
liinen hiicreler MTXin etkisine duyarlidir. MTX, akut lenfoblastik
16semi, osteosarkom, koriokarsinom, non-Hodgkin’s ve lenfoma,
g6giis kanseri, mesane kanseri, bas ve boyun kanseri gibi bircok
neoplazinin ve neoplazi olmayan romatoid artrit, sedef hastalig1
tedavilerinde kullamlmaktadir.>$! MTX’in testiste bulunan semi-
nifer tiibiillerdeki hasar1 sperm sayisini azalttign ve MTX kulla-
nildiktan sonra sperm DNA’sinin da hasarlandig1 gosterilmigtir.’®”

Yapilan caligmalar MTX’in hiicreler iizerine etkisi, hiicrelerin
antioksidan etkinligini azaltarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
etkilerine acik hale gelmelerini ve bdylece testis dokusu ve germ
hiicrelerinde hasara neden olduklarini gostermektedir. Seminifer
tiibiillerde atrofiye, germinal hiicrelerde de apopitoza neden oldugu
goriilmiistiir.*% Antioksidan materyallerin metotreksatin toksik et-
kilerini azaltmaktaki rolleri yogun olarak caligilmigtir.™ C vitamini,
seminal plazmadaki antioksidan kapasitesinin kirtlmasinda 6nemli
bir zincirdir. C vitamini spermatogenezi desteklemektedir.”!

Bu caligmada, C vitamininin MTX’1n testis dokusu iizerinde
yaptig1 olumsuz etkiyi azaltip azaltmadiginin histopatolojik ola-
rak arastirilmasi amag¢lanmustir.

Gerec ve yontemler

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi’nden
2014-065’nolu etik kurul onay1 alinmigtir.

Calismada merkezimizde agirliklar1 300-550 gr arasinda degisen
10-12 haftalik 31 adet erkek rat kullanildi. 22+2°C oda sicakligi,
%60 nem orani, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ritim saglanda.

Deney hayvan gruplari

Ratlar; 1. grup (n=7) kontrol, II. grup (n=8) MTX tedavisi alan, III.
grup (n=8) MTX ve ardindan C vitamini alan, IV. Grup (n=8) C
vitamini alip ardindan MTX alan grup olmak iizere 4 gruba ayrildi.

Grup I (kontol grubu): Ratlara 2 hafta + 10 giin boyunca izotonik
salin soliisyonu 2 mg/kg/glin intraperitoneal (ip.) olarak uyguland.

Grup II (MTX grubu): Ratlara 2 hafta siiresince haftada 1 giin
tek doz MTX, 10 mg/kg/giin intraperitonel (i.p) uygulandi.

Grup III (MTX + C vit grubu): Ratlara 6nce 2 hafta siiresince
haftada 1 giin tek doz MTX, 10 mg/kg/giin intraperitoneal (i.p)
uygulandiktan sonra 10 giin boyunca giinliik C vitamini, tek doz
100 mg/kg/giin intraperitoneal (ip.) uygulandi.

Grup IV (C vit + MTX grubu): Ratlara ilk 10 giin siiresince
giinliik tek doz C vitamini 100mg/kg/giin intraperitoneal (i.p)

uygulandiktan sonra 2 hafta boyunca haftada 1 giin tek doz
MTX, 10 mg/kg/giin intraperitoneal (ip.) uygulandi.

Deneyin sonunda %10’luk ketamin 20 mg/kg ve %2’lik ksilazin
3 mg/kg intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi. Anestezi altinda
testisler cikarildi.

Histopatolojik hazirlik ve inceleme

Testisler %10°luk formaldehit igerisinde tespit edildi. Daha sonra
uygun doku ornekleri %10’luk formaldehit icerisinden aliarak
akan cesme suyu altinda yikandi. Yikanan dokular artan alkol se-
rilerinden (%70, %80, %90, %96) gecirilerek dehidrate edildi ve
ksilen ile seffaflandirildi. Seffaflandirilan testis dokular1, parafinde
bekletildikten sonra oda 1sisinda parafin icine gémiilerek bloklan-
d1. Parafin bloklardan HM 325 MIKRON marka mikrotom ile 4-5
mikrometre kalinliginda kesitler elde edilerek, lam izerine alindi.
Alnan kesitler Hemotoksilen & Eozin (H&E) ve Periyodik Asit
Shift (PAS) boyalar ile boyandi. Hazirlanan preparatlardan 10’ar
adet seminifer tiibiil gelisi giizel secilerek, Olympus CX31 marka
mikroskopta X400’liik biiylitmede, gruplara gore ortalama semi-
nifer tiibiil cap1 (OSTC), germinal epitel tabaka kalinlig1 (GETK)
ve testikiiler biyopsi skor (TBS) degerleri belirlendi.” Her grupta
rastgele 20 seminifer tiibiil i¢in ayr1 bir skor verildi ve bunlarin
hesaplanan ortalamalari ile gruplarin ortalama testikiiler biyopsi
skorlart (Johnsen skorlar1) belirlendi."! OSTC mikroskop uyum-
Iu mikrometre yardimu ile hesaplandi. GETK bazal membrandan
liimene dogru epitelyal hiicreler sayilarak hesaplandi.”

Deney gruplart i¢in hesaplanan ortalamalar arasindaki farklilik tek yon-
lii varyans analizi (ANOVA) ile karsilagtirildi, farklihigin hangi gruplar
arasinda oldugu Tukey karsilagtirma testi uygulanarak tespit edildi.

Bulgular

Histolojik degerlendirme sonucunda gruplara gore OSTC, GETK
ve TBS degerleri Tablo 1’de verilmistir (Sekil 1-4). Buna gore;
kontrol grubu- MTX (p<0,001) ile MTX + Cvit grubu - MTX
(p<0,05) ile Cvit +MTX grubu- MTX (p<0,01) ile kargilagtiril-
diginda OSTC, GETK ve TBS degerleri acisindan istatistiksel
olarak anlamli degerlere ulagildi. OSTC, GETK ve TBS, MTX
sonrast C vitamini uygulanan grupta sadece MTX uygulanan
gruba gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Ayni zamanda Cvi-
tamininin MTX tedavisi Oncesi ve sonrasi uygulanmasi arasinda
yapilan karsilagtirmada tedavi 6ncesi C vitamin uygulanan grupta
OSTC, GETK ve TBS degerleri belirgin olarak yiiksek saptandi.

Tartisma

Metotreksatin testikiiler toksisitesi iizerinde, infertiliteyi acikla-
yabilecek 6nemli yan etkileri vardir. Spermatogenezis sirasinda,
anti-kanser ila¢ kullaniminin, hiicresel ve molekiiler yonden go-
nadal hasar1 degerlendirebilmek i¢in kapsamli aragtirmalar yapil-
mugtir.4 Birgok yetigkin erkek, MTX ile bagarili bir sekilde te-
davi olduktan sonra, bu kigilerde oligospermi goriilmiigtiir.[5!4!7)
Birincil ve ikincil spermatosit boyutlarinda degisiklik, spermatid
ve Leydig hiicre biiyiikliiklerinde farkliliga neden olmaktadir.!"®!
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Tablo 1. Gruplara gore OSTC, GETK ve TBS degerleri

OSTC=SS GETK
Grup (um) (OrtalamazSS)  TBS:SS
Kontrol 22225£12.82 605+131 9712045
MTX* 180,7510.79 3454105 3,74+1.44
MTX +C vitamini® ~ 186,25+9,11 441£109 5.60+1.89
C vitamini + MTX¢ 1982547 82 5.11125 7174168

“Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda p<0,001. "MTX grubu ile
karsilagtirildiginda p<0,05. “‘MTX grubu ile karsilastirildiginda p<0,01. OSTC:
ortalama seminifer tiibiil cap;; MTX: metotreksat; GETK: germinal epitel tabaka
kalinligi; TBS: tetsikiiler biyopsi skor; SS: standart sapma
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Sekil 1. a, b. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiilerin H&E

boyasi ile goriintiisii (x40) (a). x200 (b)

Mevcut caligmalarda da belirtildigi lizere, MTX in, testiste bu-
lunan seminifer tiibiillerdeki hasarin, sperm sayisini azalttigi
ve MTX kullanildiktan sonra sperm DNA’sinin da hasarlandigi
gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar, MTX’in hiicreler iizerine et-

Sekil 2. a, b. (a) MTX grubuna ait seminifer tiibiilerin H&E
boyasi ile goriintiisii (x40). (b) Leydig hiicreleri yanisira tii-
biilleri birbirinden ayiran 6demat6z bosluklar (x200)

kisi, hiicrelerin antioksidan etkinligini azaltarak, ROS etkilerine
acik hale gelmelerini ve boylece testis dokusu ve germ hiicre-
lerinde hasara neden olduklarmi gostermektedir.'*'”! Seminifer
tiibiillerde atrofiye, germinal hiicrelerde de apoptoza neden oldu-
gu goriilmiigtiir.® Farelerde ve sicanlarda yapilan ¢aligmalarda,
MTXin testis agirliginda azalmaya, sperm sayisinda azalmaya,
sperm baginda anormalliklerin artigina, seminifer tiibiil ve sperm
DNA’sinda hasara sebep oldugu gosterilmistir.!'*2!

Vard ve ark ®! larinin yapmig olduklari bir ¢aligmada, MTX in an-
tioksidan enzim sisteminin etkinligini azalttig1 ve hiicreleri reaktif
oksijen partikiillerine kars1 hassas hale getirdigi ve testiste hasara
neden oldugu gosterilmistir. Oksidatif stres testis dokusunda ha-
sara neden olmusg ve kullandiklar1 bir antioksidan olan klorogenik
asitin testis hasarini azaltt181 ve seminifer tiibiilleri oksidatif stresin
zararh etkilerine karg1 korudugu gosterilmistir. Ahmed ve ark.*?
yapmis olduklar1 bir caligmada, ratlarda sisplatine bagli olusan
oksidatif hasara kars! vitamin C, DPPD ve L-Sistein’in antiok-
sidan aktivitesini degerlendirmislerdir. Antioksidan enzimlerin
SOD, CAT ve GST aktivitelerinde anlamli bir diismenin eslik et-
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Sekil 3. a, b. MTX + C vitamini grubuna ait seminifer tii-

biillerin H&E boyasi ile goriintiisii (x100) (a). PAS boyasi ile
gortintiisii (x200) (b)

tigi, belirgin lipid peroksidasyonu, total peroksidaz ve siiperoksit
anyon diizeylerinin ise yiikseldigi izlenmistir. Sisplatin ile tedavi
edilmis ratlarm testisleri kontrol grubuyla kiyaslanmig ve glutat-
yon, E vitamini ve C vitamini igeriginin anlamli olarak diistiigii
izlenmistir. Sisplatinin C vitamini, DPPD veya L-sistein ile birlik-
te verilmesi, sisplatinin siiperoksit anyon ve antioksidan icerikler
tizerinde etkisini diisiirdiigli goriilmiis, sisplatin enjeksiyonundan
once C vitamini, DPPD veya L-sistein verilmesinin histolojik tab-
loyu diizelttigi ve apoptotik hiicre sayisini azalttig1 saptanmigtir.**!
Caligmamizda da antioksidan olarak kullandigimiz C vitamini
MTXden 6nce ve sonra olacak sekilde iki sekilde uygulanmig ve
benzer sonuglar elde edilmistir. C vitamininin 6nceden verilmesi-
nin metotreksatin testis dokusuna yapmig oldugu hasari azaltmasi
antioksidanlarin koruyucu etkisinin giizel bir 6rnegidir. Sperma-
togenez saniyede 1000 sperm tiretebilme kapasitesine sahip ve
aktif olarak siirekli tekrarlanan bir siirectir ve oksidatif stresle
hasar gormektedir. Testis bu hasardan korunmayi saglayabilmek
icin cesitli antioksidan enzimler ve serbest radikal temizleyiciler
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Sekil 4. a,b. C vitamini + MTX grubuna ait seminifer tiibiille-
rin H&E boyasi ile goriintiisii (x100) (a). (x400) (b)

icermektedir. C vitamini seminal plazmadaki antioksidan kapa-
sitenin kirilmasinda 6nemli bir zincirdir ve spermatogenezi des-
teklemektedir.” Bizim ¢alismamizda da Johnsen TBS neticesinde
C vitamini + MTX grubunda MTX + C vitaminine oranla daha
anlamh ve yiiksek degerler bulunmustur. Oncesinde herhangi bir
antioksidan almayan ratlarda, antioksidan alan ratlara oranla se-
minifer tiibiillerin ¢ogunda, hiicrelerin bazal membrandan ayrilip
liimene dokiildiigii, spermatogenetik seri hiicrelerin yer yer kay-
ba ugradigi izlendi. Bu iki grubu kiyasladigimizda C vitamininin
MTX hasarimi en aza indirip, seminal plazmay1 biiyiik oranda ko-
rudugu izlendi. Mevcut bulgular, MTX tedavisi 6ncesi C vitamini
kullaniminin ucuz ve pratik oldugunu gostermektedir.

Bir bagka galismada Aitken ve ark .*! antioksidan alimimin oksida-
tif stresin testiste yaratti81 hasarlari en aza indirdigini ve koruyucu
etkilerini gostermiglerdir. Prasad ve ark.'” yaptigi caligmalarda C
vitamini ve E vitamininin eksikliginin oksidatif stresi baglattig1
vurgulanmig, C vitamininin membran biitiinliiglinii ve hiicresel
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fonksiyonlar1 koruyarak oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir.
Benzer bir ¢calismada MTX ile uyarilmug testis hasarina karst bir
antioksidan olan resveratrol’iin biyokimyasal, histopatolojik ve
apopitotik diizeylerde koruyucu etkisine isaret etmektedir.! Ca-
Iismada sicanlar kontrol grubu, MTX grubu, resveratrol grubu ve
MTX + resveratrol grubu olmak iizere 4 gruba ayrilmigtir. MTX
grubundaki sigcanlara 7 giin boyunca hergiin i.p yolla 30 mg/kg/
giin MTX uygulanmis. Tedavi grubundaki sicanlara 20 mg/kg res-
veratrol i.p yolla 10 giin siiresince uygulanmigtir. Diger bir grup
olan MTX + resveratrol grubuna ise 3 giin siiresince 30 mg/kg/
giin MTX i.p yolla uygulandiktan sonra resveratrol 7 giin siireyle
20 mg/kg olarak uygulanmistir. Deney sonunda MTX+resveratrol
grubunun TBS degeri anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur.
M Caligmamizda antioksidanlar kullanilarak yapilan diger ¢alis-
malardan farkli olarak TBS yan1 sira OSTC ve GETK degerleri de
hesaplanmis olup, sonuglarin ¢aligma gruplari arasinda istatistik-
sel olarak anlamli degerler sergilemesi dikkat ¢ekicidir.

Calismamizin sonucunda elde edilen histopatolojik bulgular, bir
antioksidan olan C vitamininin kemoterapi dncesi uygulanmasi-
nin MTX e bagli testis hasarii belirli bir 6l¢iide onleyebilece-
gini gostermektedir.
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