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Tek ve Multi Doz Methotrexate Uygulamalarlna Bagh Overyan
Histopatolojik Degisimler ve Folikiil Gelisimi Uzerine Etkileri

Hiisnii CELIK*, Remzi ATILGAN**, Nusret AKPOLAT***, Bilgin GURATES****,
Fethi HANAY**, Aziz KARAOGLU**#5#*

OZET

Amag: Sistemik tek doz ve multidoz Methotrexate (MTX) ve-
rilmesinin over folikiil rezervi lizerine etkilerinin karsilagtirilmasi.

Metod: Calismada toplam 32 adet Wistar Albino cinsi kulla-
nildi. Diizenli sikluslara sahip oldugu tespit edilen ratlar rastgele
dort gruba ayrildi. Grup I (n=8)’de: Intra muskiiler (IM) olarak
tek doz, 50mg/m2 MTX, Grup II (n=8)’de: IM, tek doz ayn1 ha-
cimde serum fizyolojik (SF), Grup III (n=8)’de IM, multidoz
MTX+ folinik asit, Grup IV (n=8)’de IM, multidoz protokoliinde-
ki MTX ve folinik asit ile ayn1 hacimde SF verildi. Her bir grup-
ta olmak lizere, tedavi sonras: 15. giinde ratlar genel anestezi al-
tinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi ve bilateral overleri
cikarildi. Cikarilan overlerden hazirlanan preparatlarda primordi-
al, primer, sekonder, preantral, antral, atretik folikiiller ve korpus
luteum sayildi. Ayrica, fonksiyonel over kistleri, Fibrozis varligi
ve histiyosit infiltrasyonu arastirildi.

Bulgular: Gruplar arasi kargilagtirmalarda multidoz MTX ve-
rilen Grup III ratlarin overlerinde, fibrozis, histiyosit infiltrasyon
skorlar1 ve fonksiyonel over kist olusumunda anlamli artiglar tes-
pit edildi (p<0.05). Primordial, primer, sekonder, preantral, antral,
atretik folikiiller ve korpus luteum sayilarinda anlaml degisiklik
saptanmadi (p>0.05). Gruplarin hi¢birisinde ila¢ uygulama sonra-
st siklus diizensizligi saptanmadi (p>0.05).

Sonug: Calismamizda tespit ettigimiz multidoz MTX’1n over-
lerde fibrozis skorlarinda yaptig1 anlamli artiglar uzun dénemde
overyan rezervleri etkileyebilir. Insanlardaki klinik etkilerinin be-
lirlenebilmesi i¢in daha ileri diizeyde caligsmalara ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Methotrexate, overyan histopatolojik
degisimler.

ABSTRACT

Objective: To compare the effects of single-dose and multi-do-
se Methotrexate (MTX) administration on ovarian follicle reserve.

Materials and methods: The study included 32 Wistar Albino
species rats. Rats that were found to have regular cycles were ran-
domly allocated to four groups. Group I (n=8) was administered
intra-muscular (i.m.) single-dose 50 mg/m2 MTX; Group II (n=8)
was administered i.m. single-dose serum physiologic (SP); Group
IIT (n=8) was administered i.m. multi-dose MTX and Group IV
(n=8) was administered the same volume of SP as MTX and le-
ucovarin in the multi-dose protocol. In each group, the rats were
sacrificed under general anesthesia by cervical dislocation on the
15th day after treatment and their bilateral ovaries were taken out.
Preparations from the ovaries were examined in terms of primor-
dial, primary, secondary, preantral, antral, atretic follicle and cor-
pus luteum counts. In addition, functional ovarian cysts, presence
of fibrosis, and histiocyte infiltration were examined.

Results: Comparisons among groups showed that there were
significant increases in fibrosis, histiocyte infiltration scores and
functional ovarian cyst formation in the ovaries of rats in group
III, which was administered multi-dose MTX (p<0,05). No signi-
ficant change was found in primordial, primary, secondary, pre-
antral, antral, atretic follicles and corpus luteum counts (p>0,05).
There was no cycle irregularity in the groups after drug administ-
ration.

Conclusion: The significant increases caused by multi-dose
MTX in fibrosis scores of the ovaries, as we found in our study,
can influence ovarian reserves in the long run. Further studies are
needed to determine the clinical effects in women.
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GIRIS

Kemoterapi rejimlerinin bir ¢ogunun over fonksi-
yon kayb1 ya da azalmasi ile olan iligkisi uzun zaman-
dan beri bilinmektedir. Ajanin tiirli, dozu, hastanin
yast ve ilacin kullanim siiresine bagli olarak over
fonksiyonlar1 degisik oranlarda etkilenmektedir (1).

Methotrexate (MTX) bir folat antagonisti kemote-
ropatik ajandir. Gestasyonel trofoblastik hastaliklar
(GTH) ya da benign jinekolojik hasta grubundan ek-
topik gebelikte yaygin olarak tek ve multi doz rejim-
leri halinde kullanilmaktadir (2,3). Literatiirde multi-
doz MTX’dan sonra over fonksiyon kayiplarini bildi-
ren ¢alismalar mevcuttur. Bower ve ark’lar tarafin-
dan yapilan calismada GTH nedeniyle MTX verilen
hastalarin kontrol grubuna gore daha erken menapoza
girdikleri tespit edilmistir (4). Yine erken evre meme
kanseri nedeniyle MTX verilen hastalarda %30 ora-
ninda degisik diizeylerde over fonksiyon kayiplari
bildirilmigtir (5). Daha once tek doz MTX kullanimi-
nin ovaryan morfoloji lizerine etkilerini aragtirdigi-
miz bir 6n ¢alismada overler {lizerinde anlamli bir de-
gisiklik olmadigini tespit ettik. Ancak, MTX tek ajan
kemoterapi protokolii cercevesinde ozellikle GTH’
larda multi doz “MTX rescue protokolii” seklinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bildigimiz kadar1 ile
literatiirde tek doz ve multidoz seklinde kullanilan
MTX rejimlerinin mikroskopik diizeyde overyan
morfoloji ve folikiil geligsimi iizerine etkilerinin kargi-
lagtirldig: bir ¢caligma bulunmamaktadir.

Bu calismamizda ratlarda tek doz ve multi doz
MTX rejimleri model alinarak bu tedavilerin histopa-
tolojik diizeyde overyan folikiil gelisimi ve morfoloji
tizerine etkileri aragtirilmisgtir.

MATERYAL ve METOD

Bu calisma, Firat tiniversitesi Tip Fakiiltesi Hay-
van Deneyi Laboratuvarinda gerceklestirildi. Calisma
kapsaminda Diizenli sikluslara sahip 200 — 220 gram
agirhiginda, 16 haftalik, erigkin disi Wistar Albino
cinsi rat kullanild1. Deney Oncesi ve deney sirasinda
tiim hayvanlar 12 saat 151k 12 saat karanlik fotoperi-
yodunda ve 22-23 °C sabit 1s1daki odalarda barindiril-

di. Hayvanlarin beslenmesinde, standart pellet yemi
ve sehir suyu kullanildi. Calismanin tiim asamalarin-
da 1983 Helsinki deklarasyonunda bildirilen “hay-
vanlarda bilimsel ¢aligsmalar i¢in etik kurallar”a uyul-
du.

Ratlardaki Ostrus donemlerini belirlemek igin
Mallenby ve ark. (6) kullandiklar1 vajinal smear yon-
temi uygulandi. Smear takiplerinde diizenli Ostrus
siklusuna sahip oldugu tespit edilen ratlar rastgele
olugturulan ve her birinde 8 rat bulunan dort gruptan
birine dahil edildi.

Grup I (n=8)’de: Tek doz MTX (Bu grupta bulu-
nan ratlara 50mg/m2 MTX, Intra muskiiler (IM) tek
doz olarak uygulandi). Grup II (n=8)’de: Tek doz se-
rum fizyolojik (SF) (Bu grupta bulunan ratlara I.
Grupta uygulanan MTX ile ayn1 hacimde, IM, tek doz
SF uygulandi). Grup III (n=8): Multi doz MTX IM
olarak, 1,3, 5 ve 7. giinlerde 1 mg/kg MTX, 24,6 ve
8. giinlerde 0.1 mg/kg folinik asit uygulandi. Grup
IV(n=8): Multidoz SF (IM olarak, 1,3,5 ve 7. giinler-
de multidoz MTX grubunda uygulanan MTX ile ayn1
hacimde SF, 2, 4, 6 ve 8. giinlerde multidoz protoko-
liinde uygulanan folinik asit ile ayn1 hacimde SF uy-
guland1). (MTX: Methotrexate DBL PF flk 50 mg,
Orna, Istanbul. Folinik asit: Calcium leucovorine
DBL flk 15 mg/ m2, Orna, Istanbul)

Ratlarin tiimiinde MTX, SF ya da folinik asit uy-
gulamalar1 6gleden sonra saat 17:00 ve 18:00 arasin-
da yapildi. Her grupta, son MTX veya SF uygulanma-
sindan sonra smear takipleri yapilarak siklus diizen-
sizlikleri olup olmadiklar1 aragtirildi. Tedavi sonrasi
15. giinde ratlar genel anestezi altinda servikal dislo-
kasyon ile sakrifiye edilerek bilateral overleri ¢ikaril-
d1 ve elde edilen dokular %10 formaldehit icerisinde
patoloji laboratuvarina ulastirildi. Rutin hazirlik ig-
lemlerinden sonra her bir overden 3 mm. araliklarla
kesitler hazirlandi. Bu kesitlerin her birinden 0.3 mik-
ron kalinlifinda preparatlar hazirlandi. Bunlardan
rastgele secilen 5 tanesi hematoksilen-eozin ile boya-
narak; primordial, primer, sekonder, preantral, antral,
atretik folikiiller ve korpus luteum sayildi. Her bir
preparata ait ortalama degerler bulundu. Folikiil geli-
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simine ait mikroskopik klasifikasyonda Mazaud ve
arkadaslarinin metodu kullanildi (7). Ayrica, fonksi-
yonel over kistleri, fibrozis varlig1 ve histiyosit infilt-
rasyonu aragtirildi. Fibrozis varlig1 ve histiyosit infilt-
rasyonu yoOniinden ordinal skala olusturularak skor-
land1 (az: 1, orta: 2, ¢ok: 3 puan). Elde edilen say1 ve
skorlarin ortalamasi alinarak her bir rat icin ortalama
degerler olusturuldu.

Istatistiksel yontem olarak, Kruskal Wallis var-
yans analizi, Mann Whitney U testleri kullanildi.
P<0.05 anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

Calisma boyunca ratlarin hig birisinde 6liim ve ak-
tivitede azalma izlenmedi. Deneyin tiim asamalari
ratlarin tamaminda gerceklestirildi. Calismada kulla-
nilan deneklerin agirliklar1 ve yaglari arasinda fark
yoktu (p>0.05, Mann Whitney U). Gerek MTX ge-
rekse SF verilen deneklerin tedavi sonrasi smear ince-
lemelerinde tamaminin diizenli 6strus siklusuna sahip
oldugu goriildii.

Tiim gruplarda histopatolojik olarak incelenen pa-
rametreler Tablo-1’de gosterildi. Ikili karsilastirma-

larda folikiiler gelisim basamaklarindan primordial,
primer, sekonder, preantral, antral, atretik folikiiller
ve korpus luteum sayilari arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p>0.05, Kruskal Wallis). Ancak multidoz
MTX verilen Grup III ratlarda, diger gruptakilere go-
re incelenen parametrelerden fonksiyonel kist olusu-
munda, histiyosit infiltrasyonu ve fibrozis skorlarinda
anlamli artig bulundu (p<0.05, Mann Whitney U).

TARTISMA

Calismamiz tek ve multidoz MTX rejimlerinin
over folikiil rezervi iizerinde etkilerinin histopatolojik
diizeyde karsilastirildigr ilk caligmadir. Caligmamiz-
da, multidoz MTX verilen gruplarin overyan histopa-
tolojik incelemelerinde fonksiyonel kist olusumu, his-
tiyosit infiltrasyonu ve fibrozis skorlarinda anlaml
artiglar kaydedilmistir. Calismamiz bir deneysel hay-
van calismasi olmakla birlikte elde etti§imiz sonugla-
rin klinik a¢idan yorumlanmasi multidoz MTX kulla-
nilan hastalarda over fonksiyonlarinda bozulma ve
kontrol grubuna gore daha erken menapoz goriildiigii-
nii bildiren ¢aligmalar1 destekleyici niteliktedir (4.5).

Tablo 1. Her iki grupta incelenen parametreler (primordial, primer, sekonder, preantral, antral, atretik folikiiller, korpus lu-

teum, fonksiyonel over kistleri: Adet, fibrozis varlif1 ve histiyosit infiltrasyonu: Skor, puan) (Ortalama + Standart sapma)

Grupl Grup IT Grup IIT Grup IV P degeri
Primordial folikiil (adet) 14.6£2.4 13.4+3.4 14.3+4.1 13.6+2.7 >0.05
Primer folikiil (adet) 24.5+6 .4 234443 223473 26.5+6.7 >0.05
Sekonder folikiil (adet) 6.7+1.4 7.7+0.8 52+2.1 6.8+1.7 >0.05
Preantral (adet) 63+1.3 6.2+14 5.6£2.4 6.6x£1.2 >0.05
Antral (adet) 6.1+1.1 6.1+1.1 5.8+1.9 6.4+1.5 >0.05
Atretik folikiil (adet) 1.8+0.9 1.8+£0.6 1.7+0.7 1.7+£0.7 >0.05
Korpus luteum (adet) 1.4+0.6 1.6x0.7 1.1£04 1.3+£0.6 >0.05
Folikiil kisti (adet) 0.3+0.2 04+0.2 0.8+0.4* 04+0.3 >0.05, <0.05
Histiyosit infiltrasyonu (skor) 0.3+£0.4 0.1£0.2 0.7+0.6* 0.3+£0.2 >0.05, <0.05
Fibrozis (skor) 0.3+0.3 0.2+0.3 0.8+ 0.4* 0.4+0.3 >0.05,< 0.05

*Diger gruplarin degerlerine gore fark anlamlidir.



TEK VE MULTi DOZ METHOTREXATE UYGULAMALARINA BAGLI OVERYAN HISTOPATOLOJIK DEGISIMLER 17
VE FOLIKUL GELISIMi UZERINE ETKILERI

Literatiir arastirmasinda, GTH’in aksine ektopik
gebelik nedeniyle multidoz MTX kullanilan hastala-
rin menapoz yasi konusunda herhangi bir calismaya
rastlayamadik. Fibrozis skorlarinda anlamli artiglar
seklinde elde ettigimiz bulgular, multidoz MTX’in
menapoz yasini etkiledigini bildiren ¢aligmalar1 des-
teklemektedir (4,5).

Bilindigi gibi prematiir overyan yetmezlige sahip
olan olgulardan yapilan overyan biyopsilerde intertis-
yel fibrozis skorlarinin artmig bulundugu bildirilmek-
tedir (8). Daha net konugabilmek i¢in elimizde yeterli
veri yoktur. Zira, gerek calismamizin bir deneysel
hayvan ¢alismasi olmasi, gerekse deneklerimizin gebe
olmamasi (intrauterin, ektopik ya da molar gebelik)
spekiilayonlarimizi sinirlamaktadir. Prematiir overyan
yetmezlikte temel olaylardan birisi atreziye ugrayan
folikiil sayisinda artig olmasidir. Kemoterapi ve diger
etiyolojik nedenler folikiilleri tahrip ederek prematiir
menapozun patofizyolojisinde rol oynamaktadir (9).
Kemoterapotik ajanlarin overyan folikiiller iizerinde
yaptig1 etkinin mekanizmas1 konusunda bilgiler kisit-
lidir. Bu ilaglara bagh olarak graniiloza hiicrelerinde
apopitozisin indiiklenmis olabilecegini bildiren c¢alig-
malar mevcuttur (10,11). Calismamizda MTX kullani-
mu ile atretik folikiil sayisinda artig olmakla birlikte bu
anlamli bulunmamistir. Ancak fonksiyonel kist olusu-
munda anlamli artig overyan disfonksiyonun bir ha-
bercisi ve nedeni olabilir. Ben-Shlomo ve ark’lari ta-
rafindan ektopik gebelik nedeniyle salpingostomi ve
multi doz MTX verilen olgularin karsilastirildig: ¢alig-
mada MTX alanlarda %14.3, salpingostomi gegiren-
lerde %1.8 oraninda overyan kist olustugu tespit edil-
migtir. Bu calisma, her nekadar insanlarda ve farkli bir
fizyolojik zeminde yapilmis olmakla birlikte MTX ile
overyan disfonksiyon arasindaki iligkiyi gOstermesi
bakimindan 6nemlidir (12). Calismamizda overyan
kist olusumu multidoz MTX kullanilanlarda anlaml
olarak artmig bulunmustur.

Yine, calismamizda gosterildigi gibi, multidoz
MTX verilmesinin overyan folikiil gelisiminde her-
hangi bir anlamli degisiklik yapmamasi literatiirde
bildirilen bir¢ok ¢alismada oldugu gibi, ektopik gebe-

lik ya da GTH nedeniyle MTX kullanimini takiben
bagarili gebelik oranlarinin bildirilmis olmasi ile
uyum icerisindedir (13). Ancak bu ¢aligmalarda elde
edilen sonuclarin yorumu; menstriiel siklus diizeni ve
gebelik oranlari iizerinden yapilmaktadir. Overyan
fibrozis iizerinde olan anlamli artig, gebelik oranlari-
ni1 etkilemese bile bunun menapoz yasi iizerine etkili
olmayacagi konusunda garanti vermez. Calismamiz-
da MTX verilen ratlarda gebelik oranlar aragtirilma-
mistir. Nitekim Bower ve arkadaglarinin calismasinda
gestasyonel trofoblastik neoplazi nedeniyle MTX ve-
rilen hastalarin kontrol grubuna gore ii¢ yil daha er-
ken menapoza girdiklerinin gosterilmis olmasi bu dii-
stincemizi desteklemektedir (4).

Calismamizin 6nemli bir farklili§1 olarak; ektopik
gebelik ya da GTH nedeni ile MTX rejimlerini kulla-
nan olgularin gebeliklerinden dolay1 ovulatuar olma-
yan hastalar olmasidir. Bilindigi lizere kemoterapotik
ajanlar en fazla hasar1 matiir folikiiller iizerinde yap-
maktadir (11). Calismamizda her ne kadar follikiiler
gelisim lizerinde anlaml bir degisiklik tespit edilme-
mig olmakla birlikte, fibrozis ve histiyosit infiltrasyo-
nu artiglarinda ovulatuar ve anovulatuar overlerde
farkl: etkilerin olabileceginin goz oniinde bulundurul-
mast gerekir. Bu nedenle, ektopik gebelik ya da GTH
durumunda olan hastalarin MTX’i kullandiklar1 do-
nemin anovulatuar oldugu dikkate alinarak overler
deki etkilenmenin daha az olabilecegi diisiiniilebilir.

Ancak overyan rezervin azaldigi ileri yaglarda
MTXin overlerde fibrozise ait degisiklikleri artirma-
st bir bagka acidan 6nemli olabilir. Zira ileri yas, rep-
rodiiktif kapasitenin azaldig1 ve bu nedenle kontrollii
overyan hiperstimulasyonun sik¢a yapildigi bir do-
nemdir. Ovulasyon indiiksiyonuna bagl olarak ekto-
pik gebelik oranlarindaki artis bilinmektedir (14). Bu
durumlarda ektopik gebelik nedeniyle multidoz
MTX’in bu dénemde kullanilmasi overde fibrozise
ait degisiklikleri arttirabilir. Bu noktada bulgularimiz
uyarici nitelige sahip olabilir.

Sonug olarak; elde ettigimiz bulgular bir deneysel
hayvan caligmasina aittir ve sonuglarin insanlar i¢in
yorumlandigi durumlarda tiirler arasi farkliliklarin
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olabilecegi dikkate alinmalidir. Calismamiz, insanla-

ra yonelik kesin sonuclar icermemekle birlikte elde

edilen bilgiler daha ileri diizeyde ve daha kapsaml

caligmalara temel olabilir.
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