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Tek Doz Methotrexate Uygulanmasinin
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(Deneysel Hayvan Calismasi)
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OZET

Amag: Sistemik tek doz Methotrexate (MTX) verilmesinin
over folikiil rezervi iizerine etkisinin arastirilmasi.

Materyal ve Methotd: Calismada toplam 20 adet Wistar Albi-
no cinsi kullanildi. Diizenli sikluslara sahip oldugu tespit edilen
ratlar rastgele iki gruba ayrildi. Grup I (n=10)’de : Intra muskiiler
(IM) olarak tek doz halinde 50mg/m2? MTX, Grup II (n=10)’de
IM olarak tek doz halinde ayn1 hacimde serum fizyolojik (SF) uy-
gulandi. Son MTX dozundan sonra bir hafta siireyle tiim ratlara
giinliik smear takipleri yapilarak siklus diizensizlikleri olup olma-
diklar1 aragtirildi. Tedavi sonrasi liglincii haftanin sonunda ratlar
servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi ve bilateral overleri ¢ika-
rild1. Cikarilan overlerden hazirlanan hemotoksilen-eozin ile bo-
yanmig preparatlarda primordial, primer, sekonder, tersiyer foli-
kiil, korpus luteum sayild1 ve folikiil rezervi hesaplandi. Fibrozis
varlig1 ve histiyosit infiltrasyonu aragtirildi.

Bulgular: Gruplar arasi karsilagtirmalarda tek doz MTX veri-
len grupta primer, sekonder folikiil sayilarinda azalma, atretik fo-
likiil, fibrozis ve histiyosit skorlarinda artiglar oldugu tespit edil-
di. Fark anlamli bulunmad: (p>0.05). Tedavi sonras1 smear takip-
lerinde MTX verilen ratlarin bir tanesinde estrus fazi goriilmedi
(p>0.05). Korpus luteum ve folikiil kisti MTX grubunda azalmis
olarak bulundu (p>0.05).

Sonug: MTX’m over folikiil rezervlerinde azalmalara neden
olmasi menapoz yasinda etkili olabilir. Insanlardaki etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in daha ileri diizeyde ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anabhtar kelimeler: Methotrexate, ektopik gebelik, rat.

ABSTRACT

Objective: To investigate the effects of systemic single-dose
methotrexate (MTX) administration on ovarian follicle reserve.

Materials and Methods: The study included a total of 20 rats
of Wistar Albino species. The rats that had regular cycles were
randomly allocated to two groups. Group I (n=10) was adminis-
tered single-dose intramuscular (im) 50 mg/m2 MTX, while Gro-
up II (n=10) received single-dose serum physiologic at the same
volume. After administration of the last MTX dose, daily smear
follow-ups of all rats were made for one week and these were exa-
mined for cycle irregularities. At the end of the third week after
treatment, rats were sacrified and bilateral ovaries were taken out.
Primordial, primary, secondary, tertiary follicle and corpus lute-
um were counted in the preparations of ovarian samples stained
with hematoxylin eosine. Presence of fibrosis and histiocyte in-
filtration was examined.

Results: Inter-group comparison showed that there was a dec-
rease in primary, secondary follicle counts and a increase atretic
follicle counts, fibrosis and histiocyte infiltration scores in the
group that was administered single-dose MTX. The differences
were insignificant (p>0.05). It was seen in the post-treatment
smear follow-ups that one rat that was given MTX did not have
estrus phase (p>0.05). No difference was found between groups
in terms of corpus luteum and follicle cyst (p>0.05).

Conclusion: The reductions by MTX in ovarian follicle reser-
ves may affect menopause age. Further studies are needed to de-
termine its effects on humans.
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GiRIS

Kemoterapi rejimlerinin bir ¢ogunun over fonksi-
yon kaybi1 yada azalmasi ile olan iligkisi uzun zaman-
dan beri bilinmektedir. Ajanin tiirli, dozu, hastanin
yagt ve ilacin kullanim siiresine bagli olarak over
fonksiyonlar1 degisik oranlarda etkilenmektedir (1) .

Methotrexate (MTX) bir folat antagonisti kemote-
ropatik ajandir. Bening jinekolojik hasta grubundan
ektopik gebelikte yaygin olarak tek ve multi doz rejim-
leri halinde kullanilmaktadir (2). Son zamanlarda daha
az ila¢ kullanilmas1 ve daha az yan etkilerinden dolay1
tek doz rejimleri tercih edilmektedir. Her nekadar ek-
topik gebeligin tedavisinde kullanilan cerrahi metodlar
ile karsilagtirildiginda MTX kullanan hastalarda ferti-
lite oranlarinin degismedigini bildiren caligmalar bu-
lunmakla birlikte, farkli endikasyonlar ile kullanilan
metotraksat’tan sonra over fonksiyon kayiplarini bildi-
ren calismalar mevcuttur. Bower ve ark’lar tarafindan
yapilan calismada Gestesyonel trofoblastik neoplazi
nedeniyle MTX verilen hastalarin kontrol grubuna go-
re daha erken menapoza girdikleri tespit edilmistir (3).
Yine erken evre meme kanseri nedeniyle MTX verilen
hastalarda %30 oraninda belirli diizeylerde over fonk-
siyon kayiplar bildirilmigtir (4).

Literatiirde ektopik gebelikte kullanilan mtx re-
jimlerinin mikroskobik diizeyde overyan rezerv ve
morfoloji iizerine etkileri aragtirilmamigtir. Bu calig-
mamizda ektopik gebelikte verilen tek doz MTX re-
jimli model alinarak bu tedavinin histopatolojik dii-
zeyde ovaryan rezerv ve morfoloji lizerine etkileri
arastirllmistir.

MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma, Firat iiniversitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyi Laboratuvarinda gerceklestirildi. Caligma kap-
saminda Diizenli sikluslara sahip 200 — 220 gram agir-
liginda, 16 haftalik, erigkin disi Wistar Albino cinsi rat
kullanildi. Deney 6ncesi ve deney sirasinda tiim hay-
vanlar 12 saat 151k 12 saat karanlik fotoperiyodunda ve
22-23 C° sabit 1s1daki odalarda barindirildi. Hayvanla-
rin beslenmesinde, standart pellet yemi ve sehir suyu
kullanildi. Caligmanin tiim agamalarinda 1983 Hel-
sinky deklarasyonunda bildirilen “hayvanlarda bilim-
sel caligmalar icin etik kurallar” a uyuldu.

Ratlardaki Ostrus donemlerini belirlemek icin
Mallenby ve ark. (5) kullandiklar1 vajinal smear yon-
temi uygulandi. Takiplerinde Ostrus fazinda oldugu
tespit edilen ratlar rastgele olusturulan ve her birinde
10 rat bulunan iki gruptan birine dahil edildi.

Grup I (n=10)’de : Intra muskiiler (IM) olarak tek
doz, 50mg/m2 MTX, Grup II (n=10)’de : IM, tek doz
ayn1 hacimde serum fizyolojik (SF) verildi. Son MTX
veya SF uygulanmasindan sonra bir hafta siireyle tiim
ratlara haftalik smear takipleri yapilarak siklus diizen-
sizlikleri olup olmadiklari arastirildi. Tedavi sonrasi
ticlincii haftanin sonunda ratlar servikal dislokasyon
ile sakrifiye edilerek bilateral overleri ¢ikarildi ve el-
de edilen dokular %10 formaldehit icerisinde patolo-
ji labaratuvarina ulagtirildi. Rutin hazirlik iglemlerin-
den sonra her bir overden 3 mm araliklarla kesitler
hazirlandi. Bu kesitlerin her birinden 0.3 mikron ka-
linliginda preparatlar hazirlandi. Bunlardan rastgele 5
tanesi hemotoksilen-eozin ile boyanarak; primordial,
primer, sekonder, tersiyer folikiil ve korpus luteum
sayildi. Ayrica, primordial, primer, sekonder, tersiyer
folikiil sayilar1 toplanarak ortalama over folikiil rezer-
vi hesaplandi ve karsilastirildi (6). Fibrozis varligi ve
histiyosit infiltrasyonu yoniinden ordinal skala olug-
turularak skorlandi ( az: 1, orta: 2, ¢ok: 3 puan). Elde
edilen say1 ve skorlarin ortalamasi alinarak her bir rat
icin ortalama degerler olusturuldu.

Istatistiksel yontem olarak, Mann Whitney U ve
K2 testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Calisma boyunca ratlarin hi¢ birisinde 6liim ve
aktivitede azalma izlenmedi. Deneyin tiim agamalari
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 in-
celemelerinde Grup II’den bir denek hari¢ digerleri-
nin diizenli strus sikluslarina sahip oldugu goriildii.
Grup II’deki bir denekte Ostrus fazi ikinci haftada
tespit edildi. Fark anlamli degildi (p>0.05, K2).
Tiim gruplarda histopatolojik olarak incelenen pa-
rametreler Tablo-1’de gosterildi. Kemoterapi verilen
deneklerin tamaminda primer, sekonder folikiil, foli-
kiil kisti, korpus luteum sayisinda azalma, atretik fo-
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likiil, fibrozis ve histiyosit skorlarinda artiglar tespit
edildi. Ancak fark anlamli degildi (p>0.05, Mann
Whitney U). Yine, MTX grubunda ortalama over fo-
likiil rezervinde azalma olmakla birlikte anlamli fark
bulunmadi (p>0.05, Mann Whitney U).

TARTISMA

Calismamizda MTX verilen gruplarin ovarian his-
topatolojik incelemelerinde primordial, primer, sekon-
der folikiil sayisinda azalma, atretik folikiil sayisinda
artis tespit edildi. Ayrica histiyosit infiltrasyonu ve fib-
rozis skorlarinda artis kaydedildi. Calismamiz ektopik
gebeliklerin medikal tedavisinde kullanilan MTX re-
jimlerinin model alindig1 ve bu tedavilere bagli olarak
over folikiil rezervinin histopatolojik diizeyde aragtiril-
dig1 ilk calismadir. Calismamiz bir deneysel hayvan
caligmas: olmakla birlikte elde ettigimiz sonuglarin
klinik acidan yorumlanmast MTX kullanilan hastalar-
da over fonksiyonlarinda bozulma ve kontrol grubuna
gore daha erken menapoz goriildiigiinii bildiren ¢alig-
malar1 destekleyici niteliktedir ( 3,4 ).

Literatiir aragtirmasinda ektopik gebelik nedeniyle
MTX kullanilan hastalarin menapoz yast konusunda
herhangi bir calismaya rastlayamadik. Bu nedenle
tespit ettigimiz MTX in overyan folikiil rezervi iizeri-
ne olan negatif etkisinin menapoz yasini etkileyip et-
kilemeyecegi konusunda soyleyebileceklerimiz sinir-

Iidir. Bu sinirlanmanin iki 6nemli nedeni vardir. Bun-
lardan birisi ¢alismamizin bir deneysel hayvan calig-
masl1 olmasi, bir digeri de deneklerimizin gebe olma-
masidir (intrauterin yada ektopik).

Bilindigi lizere prematiir overyan yetmezlikte temel
olaylardan birisi atreziye ugrayan folikiil sayisinda ar-
tis olmasidir. Kemoterapi ve diger etiyolojik nedenler
folikiilleri tahrip ederek prematiir menapozun patofiz-
yolojisinde rol oynamaktadir (7). Kemoterapi ilaclari-
nin ovarian folikiiller {izerinde yaptig1 etkinin meka-
nizmasi konusunda bilgiler kisitlidir. Bu ilaclara bagh
olarak graniiloza hiicrelerinde apopitozisin indiiklen-
mis olabilecegini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (8,9).

Literatiirde Stovall ve arkadaslar1 tarafindan ekto-
pik gebelik nedeniyle tek doz MTX kullanan olgular-
da %79.6 gebelik oranlar1 bildirilmistir (10). Bu ko-
nudaki diger yayinlarin oranlar1 da benzerdir. Ancak
tek doz MTX rejimlerinden sonra overyan toksisiteye
iligkin herhangi bir caligma yada olgu bildirimi yapil-
mamistir. Ben-Shlomo ve ark’lar1 tarafindan ektopik
gebelik nedeniyle salpingostomi ve multi doz MTX
verilen olgularin karsilastirildigi c¢alismada MTX
alanlarda %14.3, salpingostomi gecirenlerde %1.8
oraninda overyan kist olustugu tespit edilmistir. Bu
caligma, her nekadar insanlarda ve farkli metodla ya-
pilmis olsa da MTX ile ovarian disfonksiyon arasin-
daki iligkiyi gostermesi bakimindan 6nemlidir (11).

Tablo 1. Her iki grupta incelenen parametreler (Primordial folikiil, primer folikiil, sekonder folikiil, atretik folikiil, korpus

luteum, folikiil kisti: adet, histiyosit infiltrasyonu fibrozis: skor, puan) (Ortalama + Standart sapma)

Grupl (MTX) Grup II (SF) P degeri
Primordial folikiil
(adet) 13.6+2.7 14.2+3.1 P>0.05
Primer folikiil
(adet) 23.5+54 25.4+5.1 P>0.05
Sekonder folikiil
(adet) 72+13 8.7+0.7 P>0.05
Atretik folikiil
(adet) 1.7£0.7 1.5£0.7 P>0.05
Korpus luteum
(adet) 1.2+0.8 1.3£0.7 P>0.05
Folikiil kisti
(adet) 0.2+04 0.3+0.5 P>0.05
Histiyosit infiltrasyonu
(skor) 0.2+04 0.1+£03 P>0.05
Fibrozis
(skor) 0.2+04 0.1+0.3 P>0.05




14 CELK ve ark.

Calismamizda overyan kist olusumu arasinda fark bu-
lunmamastir.

Bildirilen bir ¢cok benzeri ¢calismada ektopik gebe-
liklerin tedavisinde MTX kullanimini takiben basarili
gebelik oranlarinin verilmis olmasi elde ettigimiz bul-
gular ile uyumsuzluk igerisinde degildir (10). Zira bu
calismalarda elde edilen sonuglarin yorumu; menstruel
siklus diizeni ve gebelik oranlar iizerinden yapilmak-
tadir. Bizim calismamizda da MTX verilen deneklerin
sadece bir tanesinde siklus diizensizligi saptanmisgtir.
Overlerde folikiil rezervinin azalmasi gebelik oranlari-
n1 kismen azaltabilir ve menstriiel diizensizlikler yapa-
bilir. Ovaryan rezerv lizerine negatif etki, gebelik
oranlarini etkilemese bile bunun menapoz yasi iizerine
etkili olmayacagi konusunda garanti vermez. Nitekim
farkl1 bir metod olmakla birlikte, Bower ve arkadagla-
rinin ¢aligmasinda gestesyonel trofoblastik neoplazi
nedeniyle MTX verilen hastalarin kontrol grubuna go-
re ii¢c yil daha erken menapoza girdiklerinin gosteril-
mis olmasi bu diigiincemizi desteklemektedir (3).

Calismamizin 6nemli bir farklilig1 olarak; Ektopik
gebelik nedeni ile MTX rejimlerini kullanan olgulari-
i gebeliklerinden dolay1 ovulatuar olmayan hastalar
olmasidir. Bilindigi iizere kemoterapiler en fazla ha-
sar1 matiir folikiiller lizerinde yapmaktadir (9). Bu ne-
denle, jinekolojik endikasyonlar dahilinde hastalarin
MTX’i kullandiklar1 donem dikkate alinarak overler
deki etkilenmenin daha az olabilecegi diisiiniilebilir.
Ancak ovaryan rezervin azaldigi ileri yaslarda
MTX’in overler iizerindeki negatif etkisi bir bagka
acidan onemli olabilir. Zira ileri yas, reprodiiktif ka-
pasitenin azaldig1 ve bu nedenle kontrollii ovarian hi-
perstimulasyonun indiiksiyonlarmin sik¢a yapildigi
bir donemdir. Ovulasyon indiiksiyonu ile ektopik ge-
belik oranlarindaki artis bilinmektedir (12). Bu ne-
denle ektopik gebelik nedeniyle MTX’in bu donemde
kullanilmas1 over rezervini daha da azaltabilir. Bu
noktada bulgularimiz uyarici nitelige sahip olabilir.

Sonug olarak; Calismamiz bir deneysel hayvan ca-
lismasidir ve bu nedenle tiirler arasi farkliliklar olabi-
lecegi dikkate alinmalidir. Istatistiksel anlam bulun-
mamakla birlikte MTX verilen grupta folikiil rezervi
azalmig olarak bulunmustur. Calismamiz, insanlara
yonelik kesin sonuglar icermemekle birlikte elde edi-
len bilgiler daha ileri diizeyde ve daha kapsamli calig-
malara temel olabilir.

KAYNAKLAR

1. Rivkees SA, Crawford JD. The relationship of gonadal
activity and chemotherapy-induced gonadal dama-
ge JAMA. 1988 ; 259 : 2123-5

2. Barnhart K, Coutifaris C, Esposito M. The pharmaco-
logy of methotrexate. Expert Opin Pharmacother. 2001 ;
2:409-17.

3. Bower M, Rustin GJ, Newlands ES, Holden L, Short D,
Foskett M, Bagshawe KD. Chemotherapy for gestati-
onal trophoblastic tumours hastens menopause by 3 ye-
ars.Eur J Cancer. 1998 ;34:1204-7.

4. Lower EE, Blau R, Gazder P, Tummala R. The risk of
premature menopause induced by chemotherapy for
early breast cancer.J Womens Health Gend Based Med.
1999 ; 8:949-54

5. Mallenby, J., Dunyer, J., Hawkins, C. And Hitchten, C.
Effects of experimental limbic on the estrus cycle and
reproductive succes in rats, Epilepsia, 1991; 2: 220-227.

6. Souza AZ, Fonseca AM, Izzo VM, Clauzet RM, Salva-
tore CA. Ovarian histology and function after total abdo-
minal hysterectomy. Obstet Gynecol. 1986 ; 68: 847-9

7. Kalantaridou SN, Nelson LM. Premature ovarian failu-
re is not premature menopause. Ann N Y Acad Sci.
2000; 900:393-402

8. Meirow, D., Nugent, D., Livni, N. and Gosden, G. The
effects of chemotherapy on human primordial follicles
an in-vitro study. Presented at the annual meeting of the
Israel Fertility Association, Tel-Aviv, May 6, 1997

9. Meirow D, Lewis H, Nugent D, Epstein M. Subclinical
depletion of primordial follicular reserve in mice tre-
ated with cyclophosphamide: clinical importance and
proposed accurate investigative tool. Hum Reprod.
1999 ;14:1903-7

10. Stovall TG, Ling FW. Single-dose methotrexate: an ex-
panded clinical trial. Am J Obstet Gynecol.
1993;168:1759-62.

11.Ben-Shlomo I, Eliyahu S, Yanai N, Shalev E. Methot-
rexate as a possible cause of ovarian cysts formation:
experience with women treated for ectopic pregnancies.
Fertil Steril. 1997; 67:786-8.

12.Fernandez H, Coste J, Job-Spira N. Controlled ovarian
hyperstimulation as a risk factor for ectopic pregnancy.
Obstet Gynecol. 1991;78:656-9.



