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ÖZET

Amaaç: Sistemik tek doz ve multidoz Methotrexate (MTX) ve-

rilmesinin over folikül rezervi üzerine etkilerinin karfl›laflt›r›lmas›.
Meetood: Çal›flmada toplam 32 adet Wistar Albino cinsi kulla-

n›ld›. Düzenli sikluslara sahip oldu¤u tespit edilen ratlar rastgele

dört gruba ayr›ld›. Grup I (n=8)’de: ‹ntra musküler (IM) olarak

tek doz, 50mg/m2 MTX, Grup II (n=8)’de: IM, tek doz ayn› ha-

cimde serum fizyolojik (SF), Grup III (n=8)’de IM, multidoz

MTX+ folinik asit, Grup IV (n=8)’de IM, multidoz protokolünde-

ki MTX ve folinik asit ile ayn› hacimde SF verildi. Her bir grup-

ta olmak üzere, tedavi sonras› 15. günde ratlar genel anestezi al-

t›nda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi ve bilateral overleri

ç›kar›ld›. Ç›kar›lan overlerden haz›rlanan preparatlarda primordi-

al, primer, sekonder, preantral, antral, atretik foliküller ve korpus

luteum say›ld›. Ayr›ca, fonksiyonel over kistleri, Fibrozis varl›¤›

ve histiyosit infiltrasyonu araflt›r›ld›. 
Bullgullaar: Gruplar aras› karfl›laflt›rmalarda multidoz MTX ve-

rilen Grup III ratlar›n overlerinde, fibrozis, histiyosit infiltrasyon

skorlar› ve fonksiyonel over kist oluflumunda anlaml› art›fllar tes-

pit edildi (p<0.05). Primordial, primer, sekonder, preantral, antral,

atretik foliküller ve korpus luteum say›lar›nda anlaml› de¤ifliklik

saptanmad› (p>0.05). Gruplar›n hiçbirisinde ilaç uygulama sonra-

s› siklus düzensizli¤i saptanmad› (p>0.05).
Soonuç: Çal›flmam›zda tespit etti¤imiz multidoz MTX’›n over-

lerde fibrozis skorlar›nda yapt›¤› anlaml› art›fllar uzun dönemde

overyan rezervleri etkileyebilir. ‹nsanlardaki klinik etkilerinin be-

lirlenebilmesi için daha ileri düzeyde çal›flmalara ihtiyaç vard›r. 
Anaahtaar KKeellimeelleer: Methotrexate, overyan histopatolojik

de¤iflimler.

ABSTRACT
Objeecctivee: To compare the effects of single-dose and multi-do-

se Methotrexate (MTX) administration on ovarian follicle reserve.
Maateeriaallss aand mmeethoodss: 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
III (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. 

Reessulltss: 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.

CCoonccllussioon: 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.

Keeywoordss: Methotrexate, ovarian histopathological
changes.
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GG‹‹RR‹‹fifi
Kemoterapi rejimlerinin bir ço¤unun over fonksi-

yon kayb› ya da azalmas› ile olan iliflkisi uzun zaman-
dan beri bilinmektedir. Ajan›n türü, dozu, hastan›n
yafl› ve ilac›n kullan›m süresine ba¤l› olarak over
fonksiyonlar› de¤iflik oranlarda etkilenmektedir (1). 

Methotrexate (MTX) bir folat antagonisti kemote-
ropatik ajand›r. Gestasyonel trofoblastik hastal›klar
(GTH) ya da benign jinekolojik hasta grubundan ek-
topik gebelikte yayg›n olarak tek ve multi doz rejim-
leri halinde kullan›lmaktad›r (2,3). Literatürde multi-
doz MTX’dan sonra over fonksiyon kay›plar›n› bildi-
ren çal›flmalar mevcuttur. Bower ve ark’lar› taraf›n-
dan yap›lan çal›flmada GTH nedeniyle MTX verilen
hastalar›n kontrol grubuna göre daha erken menapoza
girdikleri tespit edilmifltir (4). Yine erken evre meme
kanseri nedeniyle MTX verilen hastalarda %30 ora-
n›nda de¤iflik düzeylerde over fonksiyon kay›plar›
bildirilmifltir (5). Daha önce tek doz MTX kullan›m›-
n›n ovaryan morfoloji üzerine etkilerini araflt›rd›¤›-
m›z bir ön çal›flmada overler üzerinde anlaml› bir de-
¤ifliklik olmad›¤›n› tespit ettik. Ancak, MTX tek ajan
kemoterapi protokolü çerçevesinde özellikle GTH’
larda multi doz “MTX rescue protokolü” fleklinde
yayg›n olarak kullan›lmaktad›r. Bildi¤imiz kadar› ile
literatürde tek doz ve multidoz fleklinde kullan›lan
MTX rejimlerinin mikroskopik düzeyde overyan
morfoloji ve folikül geliflimi üzerine etkilerinin karfl›-
laflt›r›ld›¤› bir çal›flma bulunmamaktad›r.

Bu çal›flmam›zda ratlarda tek doz ve multi doz
MTX rejimleri model al›narak bu tedavilerin histopa-
tolojik düzeyde overyan folikül geliflimi ve morfoloji
üzerine etkileri araflt›r›lm›flt›r. 

MMAATTEERRYYAALL vvee MMEETTOODD 
Bu çal›flma, F›rat üniversitesi T›p Fakültesi Hay-

van Deneyi Laboratuvar›nda gerçeklefltirildi. Çal›flma
kapsam›nda Düzenli sikluslara sahip 200 – 220 gram
a¤›rl›¤›nda, 16 haftal›k, eriflkin difli Wistar Albino
cinsi rat kullan›ld›. Deney öncesi ve deney s›ras›nda
tüm hayvanlar 12 saat ›fl›k 12 saat karanl›k fotoperi-
yodunda ve 22-23 °C sabit ›s›daki odalarda bar›nd›r›l-

d›. Hayvanlar›n beslenmesinde, standart pellet yemi
ve flehir suyu kullan›ld›. Çal›flman›n tüm aflamalar›n-
da 1983 Helsinki deklarasyonunda bildirilen “hay-
vanlarda bilimsel çal›flmalar için etik kurallar”a uyul-
du. 

Ratlardaki östrus dönemlerini belirlemek için
Mallenby ve ark. (6) kulland›klar› vajinal smear yön-
temi uyguland›. Smear takiplerinde düzenli östrus
siklusuna sahip oldu¤u tespit edilen ratlar rastgele
oluflturulan ve her birinde 8 rat bulunan dört gruptan
birine dahil edildi. 

Grup I (n=8)’de: Tek doz MTX (Bu grupta bulu-
nan ratlara 50mg/m2 MTX, ‹ntra musküler (IM) tek
doz olarak uyguland›). Grup II (n=8)’de: Tek doz se-
rum fizyolojik (SF) (Bu grupta bulunan ratlara I.
Grupta uygulanan MTX ile ayn› hacimde, IM, tek doz
SF uyguland›). Grup III (n=8): Multi doz MTX IM
olarak, 1,3, 5 ve 7. günlerde 1 mg/kg MTX, 2,4,6 ve
8. günlerde 0.1 mg/kg folinik asit uyguland›. Grup
IV(n=8): Multidoz SF (IM olarak, 1,3,5 ve 7. günler-
de multidoz MTX grubunda uygulanan MTX ile ayn›
hacimde SF, 2, 4, 6 ve 8. günlerde multidoz protoko-
lünde uygulanan folinik asit ile ayn› hacimde SF uy-
guland›). (MTX: Methotrexate DBL PF flk 50 mg,
Orna, ‹stanbul. Folinik asit: Calcium leucovorine
DBL flk 15 mg/ m2, Orna, ‹stanbul)

Ratlar›n tümünde MTX, SF ya da folinik asit uy-
gulamalar› ö¤leden sonra saat 17:00 ve 18:00 aras›n-
da yap›ld›. Her grupta, son MTX veya SF uygulanma-
s›ndan sonra smear takipleri yap›larak siklus düzen-
sizlikleri olup olmad›klar› araflt›r›ld›. Tedavi sonras›
15. günde ratlar genel anestezi alt›nda servikal dislo-
kasyon ile sakrifiye edilerek bilateral overleri ç›kar›l-
d› ve elde edilen dokular %10 formaldehit içerisinde
patoloji laboratuvar›na ulaflt›r›ld›. Rutin haz›rl›k ifl-
lemlerinden sonra her bir overden 3 mm. aral›klarla
kesitler haz›rland›. Bu kesitlerin her birinden 0.3 mik-
ron kal›nl›¤›nda preparatlar haz›rland›. Bunlardan
rastgele seçilen 5 tanesi hematoksilen-eozin ile boya-
narak; primordial, primer, sekonder, preantral, antral,
atretik foliküller ve korpus luteum say›ld›. Her bir
preparata ait ortalama de¤erler bulundu. Folikül geli-
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flimine ait mikroskopik klasifikasyonda Mazaud ve
arkadafllar›n›n metodu kullan›ld› (7).. Ayr›ca, fonksi-
yonel over kistleri, fibrozis varl›¤› ve histiyosit infilt-
rasyonu araflt›r›ld›. Fibrozis varl›¤› ve histiyosit infilt-
rasyonu yönünden ordinal skala oluflturularak skor-
land› (az: 1, orta: 2, çok: 3 puan). Elde edilen say› ve
skorlar›n ortalamas› al›narak her bir rat için ortalama
de¤erler oluflturuldu.

‹statistiksel yöntem olarak, Kruskal Wallis var-
yans analizi, Mann Whitney U testleri kullan›ld›.
P<0.05 anlaml› kabul edildi. 

BBUULLGGUULLAARR
Çal›flma boyunca ratlar›n hiç birisinde ölüm ve ak-

tivitede azalma izlenmedi. Deneyin tüm aflamalar›
ratlar›n tamam›nda gerçeklefltirildi. Çal›flmada kulla-
n›lan deneklerin a¤›rl›klar› ve yafllar› aras›nda fark
yoktu (p>0.05, Mann Whitney U). Gerek MTX ge-
rekse SF verilen deneklerin tedavi sonras› smear ince-
lemelerinde tamam›n›n düzenli östrus siklusuna sahip
oldu¤u görüldü.

Tüm gruplarda histopatolojik olarak incelenen pa-
rametreler Tablo-1’de gösterildi. ‹kili karfl›laflt›rma-

larda foliküler geliflim basamaklar›ndan primordial,

primer, sekonder, preantral, antral, atretik foliküller

ve korpus luteum say›lar› aras›nda anlaml› bir fark

bulunmad› (p>0.05, Kruskal Wallis). Ancak multidoz

MTX verilen Grup III ratlarda, di¤er gruptakilere gö-

re incelenen parametrelerden fonksiyonel kist oluflu-

munda, histiyosit infiltrasyonu ve fibrozis skorlar›nda

anlaml› art›fl bulundu (p<0.05, Mann Whitney U). 

TTAARRTTIIfifiMMAA

Çal›flmam›z tek ve multidoz MTX rejimlerinin

over folikül rezervi üzerinde etkilerinin histopatolojik

düzeyde karfl›laflt›r›ld›¤› ilk çal›flmad›r. Çal›flmam›z-

da, multidoz MTX verilen gruplar›n overyan histopa-

tolojik incelemelerinde fonksiyonel kist oluflumu, his-

tiyosit infiltrasyonu ve fibrozis skorlar›nda anlaml›

art›fllar kaydedilmifltir. Çal›flmam›z bir deneysel hay-

van çal›flmas› olmakla birlikte elde etti¤imiz sonuçla-

r›n klinik aç›dan yorumlanmas› multidoz MTX kulla-

n›lan hastalarda over fonksiyonlar›nda bozulma ve

kontrol grubuna göre daha erken menapoz görüldü¤ü-

nü bildiren çal›flmalar› destekleyici niteliktedir (4,5). 

Tablo 11. Her iki grupta incelenen parametreler (primordial, primer, sekonder, preantral, antral, atretik foliküller, korpus lu-

teum, fonksiyonel over kistleri: Adet, fibrozis varl›¤› ve histiyosit infiltrasyonu: Skor, puan) (Ortalama ± Standart sapma)

GruupII GGruup IIII GGruup IIIIII Gruup IIV PP dde¤eri

Primordial folikül  (adet) 14.6±2.4 13.4±3.4 14.3±4.1 13.6±2.7 >0.05

Primer folikül (adet) 24.5±6.4 23.4±4.3 22.3±7.3 26.5±6.7 >0.05

Sekonder folikül (adet) 6.7±1.4 7.7±0.8 5.2±2.1 6.8±1.7 >0.05

Preantral (adet) 6.3±1.3 6.2±1.4 5.6±2.4 6.6±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 folikül (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 1.6±0.7 1.1±0.4 1.3±0.6 >0.05

Folikül kisti (adet) 0.3±0.2 0.4±0.2 0.8±0.4* 0.4±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

*Di¤er gruplar›n de¤erlerine göre fark anlaml›d›r.
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Literatür araflt›rmas›nda, GTH’›n aksine ektopik
gebelik nedeniyle multidoz MTX kullan›lan hastala-
r›n menapoz yafl› konusunda herhangi bir çal›flmaya
rastlayamad›k. Fibrozis skorlar›nda anlaml› art›fllar
fleklinde elde etti¤imiz bulgular, multidoz MTX’in
menapoz yafl›n› etkiledi¤ini bildiren çal›flmalar› des-
teklemektedir (4,5). 

Bilindi¤i gibi prematür overyan yetmezli¤e sahip
olan olgulardan yap›lan overyan biyopsilerde intertis-
yel fibrozis skorlar›n›n artm›fl bulundu¤u bildirilmek-
tedir (8). Daha net konuflabilmek için elimizde yeterli
veri yoktur. Zira, gerek çal›flmam›z›n bir deneysel
hayvan çal›flmas› olmas›, gerekse deneklerimizin gebe
olmamas› (intrauterin, ektopik ya da molar gebelik)
spekülayonlar›m›z› s›n›rlamaktad›r. Prematür overyan
yetmezlikte temel olaylardan birisi atreziye u¤rayan
folikül say›s›nda art›fl olmas›d›r. Kemoterapi ve di¤er
etiyolojik nedenler folikülleri tahrip ederek prematür
menapozun patofizyolojisinde rol oynamaktad›r (9).
Kemoterapötik ajanlar›n overyan foliküller üzerinde
yapt›¤› etkinin mekanizmas› konusunda bilgiler k›s›t-
l›d›r. Bu ilaçlara ba¤l› olarak granüloza hücrelerinde
apopitozisin indüklenmifl olabilece¤ini bildiren çal›fl-
malar mevcuttur (10,11). Çal›flmam›zda MTX kullan›-
m› ile atretik folikül say›s›nda art›fl olmakla birlikte bu
anlaml› bulunmam›flt›r. Ancak fonksiyonel kist oluflu-
munda anlaml› art›fl overyan disfonksiyonun bir ha-
bercisi ve nedeni olabilir. Ben-Shlomo ve ark’lar› ta-
raf›ndan ektopik gebelik nedeniyle salpingostomi ve
multi doz MTX verilen olgular›n karfl›laflt›r›ld›¤› çal›fl-
mada MTX alanlarda %14.3, salpingostomi geçiren-
lerde %1.8 oran›nda overyan kist olufltu¤u tespit edil-
mifltir. Bu çal›flma, her nekadar insanlarda ve farkl› bir
fizyolojik zeminde yap›lm›fl olmakla birlikte MTX ile
overyan disfonksiyon aras›ndaki iliflkiyi göstermesi
bak›m›ndan önemlidir (12)).. Çal›flmam›zda overyan
kist oluflumu multidoz MTX kullan›lanlarda anlaml›
olarak artm›fl bulunmufltur.

Yine, çal›flmam›zda gösterildi¤i gibi, multidoz
MTX verilmesinin overyan folikül gelifliminde her-
hangi bir anlaml› de¤ifliklik yapmamas› literatürde
bildirilen birçok çal›flmada oldu¤u gibi, ektopik gebe-

lik ya da GTH nedeniyle MTX kullan›m›n› takiben
baflar›l› gebelik oranlar›n›n bildirilmifl olmas› ile
uyum içerisindedir (13). Ancak bu çal›flmalarda elde
edilen sonuçlar›n yorumu; menstrüel siklus düzeni ve
gebelik oranlar› üzerinden yap›lmaktad›r. Overyan
fibrozis üzerinde olan anlaml› art›fl, gebelik oranlar›-
n› etkilemese bile bunun menapoz yafl› üzerine etkili
olmayaca¤› konusunda garanti vermez. Çal›flmam›z-
da MTX verilen ratlarda gebelik oranlar› araflt›r›lma-
m›flt›r. Nitekim Bower ve arkadafllar›n›n çal›flmas›nda
gestasyonel trofoblastik neoplazi nedeniyle MTX ve-
rilen hastalar›n kontrol grubuna göre üç y›l daha er-
ken menapoza girdiklerinin gösterilmifl olmas› bu dü-
flüncemizi desteklemektedir (4).

Çal›flmam›z›n önemli bir farkl›l›¤› olarak; ektopik
gebelik ya da GTH nedeni ile MTX rejimlerini kulla-
nan olgular›n gebeliklerinden dolay› ovulatuar olma-
yan hastalar olmas›d›r. Bilindi¤i üzere kemoterapötik
ajanlar en fazla hasar› matür foliküller üzerinde yap-
maktad›r (11). Çal›flmam›zda her ne kadar folliküler
geliflim üzerinde anlaml› bir de¤ifliklik tespit edilme-
mifl olmakla birlikte, fibrozis ve histiyosit infiltrasyo-
nu art›fllar›nda ovulatuar ve anovulatuar overlerde
farkl› etkilerin olabilece¤inin göz önünde bulundurul-
mas› gerekir. Bu nedenle, ektopik gebelik ya da GTH
durumunda olan hastalar›n MTX’i kulland›klar› dö-
nemin anovulatuar oldu¤u dikkate al›narak overler
deki etkilenmenin daha az olabilece¤i düflünülebilir. 

Ancak overyan rezervin azald›¤› ileri yafllarda
MTX’in overlerde fibrozise ait de¤ifliklikleri art›rma-
s› bir baflka aç›dan önemli olabilir. Zira ileri yafl, rep-
rodüktif kapasitenin azald›¤› ve bu nedenle kontrollü
overyan hiperstimulasyonun s›kça yap›ld›¤› bir dö-
nemdir. Ovulasyon indüksiyonuna ba¤l› olarak ekto-
pik gebelik oranlar›ndaki art›fl bilinmektedir (14). Bu
durumlarda ektopik gebelik nedeniyle multidoz
MTX’in bu dönemde kullan›lmas› overde fibrozise
ait de¤ifliklikleri artt›rabilir. Bu noktada bulgular›m›z
uyar›c› niteli¤e sahip olabilir. 

Sonuç olarak; elde etti¤imiz bulgular bir deneysel
hayvan çal›flmas›na aittir ve sonuçlar›n insanlar için
yorumland›¤› durumlarda türler aras› farkl›l›klar›n
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olabilece¤i dikkate al›nmal›d›r. Çal›flmam›z, insanla-
ra yönelik kesin sonuçlar içermemekle birlikte elde
edilen bilgiler daha ileri düzeyde ve daha kapsaml›
çal›flmalara temel olabilir. 
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