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PAKLITAKSEL VE SISPLATIN KEMOTERAPISININ RATLARDA NEDEN
OLDUGU OVARYAN HASARIN GnRH ANALOGU KULLANILARAK
ONLENEBILIiRLIiGi

OZET

AMAC: Bu ¢alismanin amaci paklitaksel ve sisplatin tedavisi sirasinda gonadotropin
salgilatict hormon agonistinin (leuprolide asetat) ovaryan follikiilleri korumadaki

koruyucu etkisinin arastirilmasidir.

MATERYAL VE METOT: Ratlar randomize olarak her grup 10 rat igerecek sekilde
7 gruba ayrildi; kontrol (grup 1), 7,5 mg/kg paklitaksel tek doz (grup 2), Smg/kg
sisplatin tek doz (grup 3), 7,5 mg/kg paklitaksel ve 5 mg/kg sisplatin tek doz (grup
4), 7,5 mg/kg paklitaksel tek doz ve 2,5 pug leuprolide asetat/giin (grup 5), Smg/kg
sisplatin tek doz ve 2,5 ng leuprolide asetat/giin (grup 6), 7,5 mg/kg paklitaksel ve 5
mg/kg sisplatin tek doz ve 2,5 ug leuprolide asetat/giin (grup 7). GnRHa igeren
gruplardaki ratlara (grup 5, 6, 7) kemoterapi oncesi anovulasyon elde edebilmek i¢in
4 hafta boyunca giinliik leuprolid asetat uygulandi. Kemoterapi uygulanmasindan 1
hafta sonra ratlar sakrifiye edilerek follikiiller primordial, primer, sekonder, tersiyer
follikiil seklinde histolojik olarak siniflandirildi. Tedavi gruplarindaki follikiil
sayilar1 kontrol grubu ve kendi aralarinda karsilastirildi. Istatistiksel analiz Tukey ve

Tanhane testleri ile yapildi ve ¢alismanin giicii 0.99 olarak tespit edildi.

SONUCLAR: Kontrol grubuna gore grup 5’deki primordial, primer, tersiyer follikiil
sayilar1 ile grup 2 ve grup 3’deki tersiyer follikiil sayilarinda azalma yok iken
(p>0.05) diger tedavi gruplarinda anlamli bir azalma tespit edilmistir. (p<0.001).
Gruplarin kendi aralarinda karsilastirmalarinda, grup 2’deki primordial follikiil sayis1
kontrol grubuna goére kemoterapotik ajandan etkilenmemis olarak goriilmesine

ragmen, grup 5 ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma mevcuttu.
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TARTISMA: Tek ajan paklitaksel ile birlikte uygulanan GnRHa tedavisi, ovaryan
follikiiler rezervin dnemli bir boliimiinii olusturan primordial follikiillerin azalmasin
engelleyerek, gelecekte fertilite arzusu olan hastalarin tedavisinde uygun bir segenek
olabilir. Bu 6n c¢alisma umut verici olup randomize kontrollu c¢alismalarla

desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: GnRH analogu, ovaryan follikiiller, paklitaksel, sisplatin
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PREVENTION OF PACLITAXEL AND CISPLATIN INDUCED OVARIAN
DAMAGE IN

RATS BY A GONADOTROPHIN RELEASING HORMONE AGONIST

ABSTRACT

AIM: The purpose of this study was to evaluate the protective effect of
gonadotrophin-releasing hormone agonist (leuprolide acetat) on the prevention of

ovarian follicles during the treatment with paclitaxel and cisplatin.

MATERIALS AND METHODS: Animals were randomly assigned to seven
groups each consisting of 10 rats and studied: control (group 1), 7,5 mg/kg paclitaxel
single dose (group 2), 5 mg/kg cisplatin single dose (group 3), 7,5 mg/kg paclitaxel
and 5 mg/kg cisplatin single dose (group 4), 7,5 mg/kg paclitaxel single dose and 2,5
ug leuprolide acetate daily (group 5), 5 mg/kg cisplatin single dose and 2,5 pg
leuprolide acetate daily (group 6), 7,5 mg/kg paclitaxel and 5 mg/kg cisplatin single
dose and 2,5 pg leuprolide acetate daily (group 7). The animals in GnRHa groups
(group 5,6,7) also received daily leuprolide acetate for four weeks prior to
chemotherapy to achieve anovulation. Animals were sacrificed after 1 week of the
administration of chemotherapeutics and follicles were histologically classified as
primordial, primary, secondary and tertiary follicles. Follicular numbers of treatment
groups with or without anovulatory agent were compared with control and each
other’s. Statistical analysis was made using Tukey and Tanhane tests and the power

of the study was 0.99.

RESULTS: The number of primordial, primary and tertiary follicles in group 5 and
tertiary follicles in groups 2 and 3 also were not decreased (p>0.05) while there was
a significant decrease in other treatment groups compared to the control (p<0.001).
In the comparisons between groups, although the numbers of primordial follicle in
group 2 seemed not affected from chemotherapeutic agent according to control, there

was a significant decrease when compared with group 5.
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CONCLUSION: Paclitaxel monotherapy together with GnRHa treatment may be an
appropriate protocol in patients, who deserve further fertility, in the prevention of
decrease in primordial follicles as an important part of the ovarian follicular reserve.
The results of our preliminary study are promising and needs further elucidation in

randomized controlled trials.

Keywords: Cisplatin, GnRH analog, ovarian follicles, paclitaxel
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GIRIS-AMAC

Kombine kemoterapi rejimlerinin kullanimi ve gelistirilmesi lenfoma, 16semi,
koryokarsinom, meme ve over kanseri gibi tiimorlerde hastalarin ortalama sag kalim
siirelerini uzatarak yasam kalitelerinin anlamli derecede artmasina neden olmustur.
Bu kanserlerin birgogunun reproduktif yas grubunda ortaya ¢iktigi ve tedaviyle
birlikte hastalarin sag kalim siirelerininde uzadigt géz Oniinde bulundurulursa,
hastalarin 6nemli bir boliimii prematiir ovaryan yetmezlik ve infertilite gibi
kemoterapinin neden oldugu uzun donem komplikasyonlarla karsi karsiya gelmeye
baglamistir. Kemoterapi sonrasi diizenli adet gorme yada normal reproduktif
fonksiyonlarin devam etmesi, tedavinin etkili olmadigi ve over rezervinin
etkilenmedigi anlamina gelmemelidir (1). Kemoterapi sonrast ovaryan hasari
belirlemede reproduktif performans onemli degildir. En 6nemli parametre follikiil

havuzunun en 6nemli boliimiinii olusturan primordial follikiillerin sayisidir (2).

Epitelyal over kanserleri siklikla postmenopozal donemde ortaya ¢ikmakta ve
hastalar ileri evrede tani almaktadir. Teshis edildigi zaman epitelyal over kanserli
hastalarin % 3—17’si 40 yasin altindadir. Tiim evre 1 epitelyal over kanserlerinin
% 7-81 35 yasin altindadir ve bu hastalarin bircogu fertilitesinin korunmasini
istemektedir (3). Cerrahi evreleme ile birlikte yapilan optimal sitorediiksiyon ve
sisplatin tabanli adjuvan kemoterapi uygulamasi over kanserinin standart tedavisini
olusturmaktadir. Ancak erken evre seg¢ilmis hasta gruplarinda, iyi bir cerrahi
evreleme ile birlikte, sag kalim oran1 ve prognozu etkilemeksizin, fertilite koruyucu
cerrahi uygulanabilmektedir (4). Fertilite koruyucu cerrahi uygulanan evre la grade
2-3 yada kapsiil invazyonu olan hastalarla, evre 1c tek overe sinirl tiimorii olan ve
periton sitolojisi pozitif olan hastalara sisplatin tabanli adjuvan kemoterapi

uygulanmasi gerekmektedir (5).



Fertilite koruyucu cerrahi uygulanan hastalara postoperatif baslanan sisplatin
tabanli kemoterapiler ovaryan yetmezlide neden olup hastalarin gelecekteki
fertilitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedirler. Goriildiigli gibi fertilite koruyucu
cerrahi uygulanip tek over birakilsa bile uygulanan kemoterapilerle hastalar prematiir
ovaryan yetmezlik ve infertilite gibi problemlerle kars1 karstya kalacaktir. Boylelikle
bu hastalarin sag kalim siirelerini ve tedavi sonuglarini olumsuz yonde etkilemeden
over fonksiyonlarii ve gelecekteki fertilitesini koruyucu tedaviler son zamanlarda
on plana c¢ikmaya baslamis ve bircok klinisyen hastalarin fertilitesini géz onilinde
bulundurarak bu tip tedavileri hastalara teklif etmeye baslamiglardir. Pek ¢ok kanser
tiiriinde, uygulanan kemoterapilerle meydana gelen ovaryan yetmezligi engellemek
icin yeni tedavi modaliteleri gelistirilmeye baslanmistir. Giinlimiizde oosit
donasyonu, embriyo dondurulmasi ve in vitro fertilizasyon uygulamalar1 prematiir
ovaryan yetmezlik gelisme riski yliksek olan hastalarda tedavi segenekleri arasinda
yer almaktadir. Ancak daha basit, ucuz ve non-invaziv bir uygulama olan ve
reversible medikal kastrasyon saglayan gonadotropin salgilatici hormon analoglari
(GnRHa) ile ovaryan baskilama yapilarak, kemoterapinin over iizerine yapmis

oldugu sitotoksik etki engellenebilmektedir.

Paklitaksel ve sisplatin kemoterapisinin tek basina kullanim1 ovaryan rezervin
onemli bir boliimiinii olusturan primordial follikiilleri hasara ugrattigi rat
calismalarinda gosterilmesine ragmen kombine olarak uygulanan bu iki
kemoterapotik ajanin hem primordial hem de matiir follikiiller iizerine olan etkileri
literatiirde ilk olarak bu c¢alismada incelenmis ve yine ilk olarak bu calismada
paklitaksel ve sisplatin kemoterapisinin over iizerinde yapmis oldugu sitotoksik
etkilerin bir GnRH analogu olan leuprolid asetat ile engellenip engellenemeyeceginin

rat modeli kullanilarak gosterilmesi amag¢lanmaistir.



GENEL BILGILER

OVER FiZYOLOJiSi

Kemoterapinin overler {izerine olan etkisini daha iyi anlayabilmek icin over
fizyolojisini 1y1 bilmek gerekmektedir. Primordial germ hiicreleri konsepsiyondan 4
hafta sonra vitellus kesesi i¢inde allantoise komsu alanlarda farklilagsmaya baglar ve
yaklasik 6. hafta sonunda gelismekte olan gonadlara ulasir ve primer seks
kordonlarinin i¢ine sokulurlar. Primordial germ hiicreleri 7. hafta sonunda mitoz ile
boliinmeye baglar ve oogonyum adini alir. Boylece ortada bir oogonyum ve onu
cevreleyen tek sirali yassi epitel hiicrelerinden olusan primordial follikiiller olusur.
Mitoz devam ederken primordial follikiillerden bazilar1 irileserek primer oositleri
olusturur ve 1. mayoz bdoliinmeye baslarlar. Oogonyumlar 20. haftanin sonlarina
kadar boliinmeye devam ederler. Bu donemde sayilar1 pik yapar ve 6—7 milyona
kadar ulasir. Bu donemden sonra hem oogonyumlarda hem de olugsmus primer

oositler i¢ginde atrezi baglamaktadir.

Dogumda follikiil sayis1 ortalama 700.000-2.000.000 arasindadir. Dogumdan
sonra puberteye kadar bu oositlerin biiylik ¢ogunlugu atretik olmaya devam
etmektedir. Puberte baslangicinda ovaryumlarda 400.000 civarinda follikiil
bulundugu zannedilmektedir. Reproduktif yasam boyunca bunlardan yalnizca
500-600 tanesi olgunlasip ovulasyona gidecektir. Digerleri ¢esitli gelisim evrelerinde
atretik follikiiler haline gelir. Dogumdan 6nce primordial follikiillerin i¢lerindeki tiim

oogonyumlar 1.mayoz boliinmenin profaz sathasina girip primer oositlere doniisiirler



ve dinlenme donemine gecerek beklerler. Puberte ile birlikte gonadotropik
hormonlarin aktif hale ge¢mesi ovaryan sikluslari baglatmakta ve her ay 5-15
arasinda primordial follikiil olgunlasmaktadir. Bdylece ovaryumlarda her 28+7
giinde bir tekrarlanan, follikiillerin gelisip olgunlagsmasini, ovulasyon ve korpus

luteum olusumunu i¢ine alan sikluslar baglamaktadir (6).
FOLLIKULER GELIiSIM EVRELERI

Overlerde follikiiler gelisim, primordial follikiilden, primer follikiil, sekonder
follikiil = pre-antral follikiil, erken antral ve pre-ovulatuvar = antral follikiil =
graafian follikiil = tersiyer follikiil donemlerine kadar olan morfolojik ve histolojik
degisimleri kapsamaktadir. Bir ovaryum follikiiliiniin gelismesi ortalama 4 evrede
olmaktadir. Bu evreler, primer oositin biliylimesi ve farklilagmasi, follikiil
hiicrelerinin ¢ogalmasi, zona pellusida olusumu ve teka follikiilii denilen bag dokusu
kapsiiliin gelismesini kapsamaktadir (7). Primordial follikiillerin ¢evresi tek kat
mekik seklinde graniiloza hiicresi ile ¢evrilidir. Follikiiler gelisimin ilk evresi olan bu
follikiiller inaktiftirler ve puberteden once bulunan tek follikiil tipidir. Oosit
niikleusunun ¢ap1 19 pm’den kiigiik olan bu primordial follikiiller dinlenme fazinda
olan follikiillerdir (8). Primordial follikiillerde, follikiil stimiile edici hormon ( FSH )
reseptorii olmadigindan, dinlenme fazindaki follikiillerin aktivasyonunda tek basina
FSH’1n rolii bulunmamaktadir. Follikiillerin aktiflesmesinde graniiloza hiicrelerinden

lokal olarak salinan bir¢ok faktoriin rolii oldugu diistiniilmektedir.

Follikiiller aktif faza gecip biiylimeye basladiklarinda, oosit 2-3 kat biiyiir ve
graniiloza hiicre proliferasyonu ile birlikte oositin ¢evresinde 2—-3 kat graniiloza
hiicresi olugur. Bu dénemdeki follikiil primer follikiil adin1 alir (9). Gelisme devam
ettikge over follikiiliinlin biiylimesi sirasinda, primer follikiildeki graniiloza hiicreleri
de tabakalar halinde c¢ogalir. Graniiloza hiicrelerinin etrafinda zona pellusida
belirginlesmeye baslar. Zona pellusida, graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenen ve
yiizeyinde sperm reseptdrleri tagiyan glikoprotein yapida bir kiliftir. Bu kilif ovumun
birden fazla sperm tarafindan doéllenmesini onler. Bu safhadaki oositin i¢inde genis
germinal vezikiil secilir hale gelir. Cevresinde 600 civarinda graniiloza hiicresi
bulunan 110-120 milimikron capli bu pre-antral follikiile sekonder follikiil de
denmektedir (10). Bu doneme kadar follikiiler biiyiime gonadotropinlerden bagimsiz
olup, gelisim lokal intraovaryan biiyiime faktorleri ile gergeklestigi diisiiniilmektedir.

Daha sonra gelisen antral follikiillerde biiyiime artik gonadotropinlerin etkisi altina



girmektedir. Graniiloza hiicreleri arasinda i¢i sivi dolu bir bosluk (antrum) olusur ve
follikiiler siv1 birikimi baslar. Bu evre sirasinda, follikiil hiicreleri arasinda goriilen
bosluklar (Call-Exner cisimleri) sivi (liquor folliculi) ile dolmaya basglar.
Bu bosluklar birbirleriyle birleserek antrum adi verilen tek bir bosluk yapar ve erken

antral follikiilii olustururlar.

Yine bu evrede teka follikiili 2 tabaka olusturmaktadir. Bunlardan teka
interna, bol miktarda agraniiler endoplazmik retikulum ile steroid sentezleyen kiibik
hiicrelerden olusur ve bol miktarda kan damari igerir. Diger tabaka olan teka externa
ise baslica vaskiiler bag dokusundan olugmaktadir. Follikiil biiylimeye devam ettik¢e
cevresindeki stromada bu iki tabaka gittikce belirginlesir. Sekonder follikiil
igerisinde oosit yavas yavas biiylimeye devam ederken yapi1 bir vezikiil haline
gelmektedir. Ovulasyondan hemen oOnceki bu evrede, antrum giderek biiytir. Oosit
follikiiliin bir tarafina ¢ekilir ve etrafin1 birkag sira follikiil hiicresi (corona radiata)
cevreler. Bu yapi, cumulus oophorus denilen bir kaide iizerine oturur. Oosit,
graniiloza hiicrelerinden olusan cumulus oophorus icinde yer alir ve follikiil ¢ap1
16—20 mm biiyiikliigiinde olup pre-ovulatuar follikiil=antral follikiil= tersiyer follikiil
adint alir (11).

GONADOTROPIN SALGILATICI HORMON VE ANALOGLARI

Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), gonadotropin sekresyonunu
kontrol eden en 6nemli faktordiir. Hipotalamusta niikleus arkuatus i¢inde bulunan
ndronlar tarafindan tiretilen bir dekapeptiddir. Normal menstruel siklusun devamlilig
icin hipotalamustan pulsatil olarak salgilanan GnRH ile hipofizden follikiil stimiile
edici hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH) salgilanmasinin uyarilimi
yapilmaktadir. Pulsatil olarak salininmdan farkli olarak devamli salinimi ile down
regiilasyon elde edilerek, hipofizden gonadotropinlerin salgilanmasi1 azalmakta ve

Ostrojen seviyeleri prepubertal ve menopozal seviyelere kadar ¢ekilmektedir.

Insanda giiniimiize kadar 3 tip GnRH izole edilmis olup, bunlardan GnRH tip
I’in fonksiyonlar1 tam olarak ortaya ¢ikarilmistir (12). GnRH tip 1 hipotalamusta
diensefalon tarafindan sentezlenip aksonlar tarafindan pulsatil bi¢imde hipofizer
portal sisteme salinmaktadir. GnRH reseptorleri GnRH’in  baglandigi  bir
ekstraselliiler parca icermekte ve bu transmembrenal parga ile G-proteinin baglandigi

intraselliiler kisma baglanmaktadir. GnRH tip 1 reseptdr geni 4. kromozomun kisa



kolunda ve tip II reseptdr geni 1. kromozomun kisa kolunda gosterilmistir (13).
GnRH’m klasik GnRH reseptdriine baglanmasi (tip I) gonadotropik hiicrelerde
aktivasyona neden olmakta ve G-proteini stimiilasyonu ile inozitol 4,5 trifosfat ve
diacilgliserol aktivasyonuna neden olarak protein kinaz C salgilanmasinm
baslatmaktadir. Bu olay Ca+2 iyonlarinin intraselliiler havuza bosalmasin1 ve FSH
ile LH’ 1n salgilanmasini baglatmaktadir. Tip II reseptor sinyal mekanizmasi halen net

olarak anlagilamamustir.

GnRH hizl proteolitik yikimi nedeniyle ¢ok kisa bir yarilanma omriine sahip
oldugundan (2—4 dak.), siirekli olarak pulsatil sekilde salgilanmasi gereklidir.
Gonadotropin salgilatict hormon analoglar1 in vivo kosullarda gonadotropin
salgilatict hormon gibi davranmakta ve hem FSH ve hem LH sekresyonunu hipofizer
gonadotropik hiicrelerden indiiklemektedir. Klinikte kullanilan GnRH agonistleri
(GnRHa) orjinal molekiiliin reseptdr afinitesini artirmak ve yikimini azaltmak
amactyla gelistirilmistir. Bu nedenle kullanildiklarinda GnRH reseptorleri siirekli
olarak GnRH’a maruz kaliyormus gibi devamli aktif olmakta ve gonadotropin

sekresyonunu supresyona ugratmaktadir.

Gonadotropinlerde baslangicta bir yiikselme (flare up) ve ardindan
sekresyonda siddetli bir azalma olmaktadir. Gonadotropinlerde baglangigta goriilen
yiikselme, reseptore baglanma ve aktivasyonunun sonucunda hipofizdeki depolarin
serbest birakilmasina baglidir. Bu flare up etki ortalama 24-48 saat siirmekte ve daha
sonra down regililasyon olusmaktadir (14). Reseptorlerin uyarilmaya devam
edilmesiyle birlikte olusan down regiilasyon sonucu reseptdr sayis1 azalmakta ve bu
azalma gonadotropin sekresyonunun azalmasina, serum Ostrojen seviyelerinin
menopozal diizeylere inmesine ve hipodstrojenik bir ortam olusmasina neden
olmaktadir. Bu olaya medikal ooferektomi adi verilmektedir. Bu hipogonadotropik
ortam GnRHa kullanimindan ortalama 2—3 hafta sonra ortaya ¢ikmaktadir. En 6nemli
avantaji reversible olmasi ve ilacin kesilmesiyle menstruel fonksiyonlarin geri

donmesidir.



KEMOTERAPOTIK AJANLAR VE OVARYAN SITOTOKSISITE

Kemoterapotik ajanlar bir yandan tiimoral dokular1 yok ederken bir yandanda
over gibi ¢ogalan hiicrelerin germinal epitelinde hasara neden olmaktadir. Sitotoksik
ajanlarin kemik iligi ve timus gibi hizli boliinen hiicrelerde yapmis oldugu hasar
reversible iken rejenerasyon yetenegi olmayan primordial follikiillerde yapmis
oldugu hasar progresif ve irreversibildir. Bu nedenle ovaryan follikiillerin hasara
ugramasi prematiir ovaryan yetmezlige ve infertiliteye neden olmaktadir. Kemoterapi
sonrast ovaryan hasari belirlemede reproduktif performans onemli degildir. En

onemli parametre primordial follikiillerin sayisidir (15, 16).

Primordial follikiillerde meydana gelen kemoterapiye bagl olan azalmanin
nedeni tam olarak bilinmemektedir. Ancak kemoterapi sonrasi olusan ovaryan
yetmezlige neden olan 2 mekanizma ileri siiriilmiistiir. Bunlardan ilk ve en 6nemli
basamag1 oositlerin apopitozisi olusturmaktadir. In vitro yapilan g¢aligmalarda
paklitaksel kullaniminin, follikiillerin en Onemli komponenti olan graniiloza
hiicrelerinde apopitozisi indiikledigi ve primordial follikiilerde destriiksiyona neden

oldugu gosterilmistir (17).

Paklitaksel ayn1 zamanda matiir oositlerde mayotik maturasyonda gecikmeye
ve ig defektlerine neden olup, anoploid oositlerin olusumuna neden olmakta ve
ovaryan follikiil sayisim1 azaltmaktadir (18). Histolojik calismalar kemoterapinin
damar duvarlarinda diffiiz hyalinizasyon olusturarak liimen i¢inde daralma ve diffiiz
kortikal fibrozis meydana getirerek overlerde atrofiye neden oldugunu ve primordial
follikiil sayisin1 anlamli derecede azalttigin1 gostermistir (19). Kemoterapinin neden
oldugu amenore hastanin yasina, kullanilan kemoterapotik ajanin tipine, uygulama
dozu ve uygulama bi¢imine baghdir. Uygulama siiresi ve uygulama yolu ise

bagimsiz faktorler olarak bilinmektedir (20 — 23).
Hastanin yasi

Yasl hastalarda genc hastalara gére ovaryan yetmezlik gelisme riski ¢ok
yiiksektir. Bu olay yasla birlikte azalan primordial follikiil rezervine baghdir. Yasla
birlikte ovaryan rezervin azalmasi ileri yastaki hastalarin kemoterapotik ajanlarin
toksik etkilerine karsi daha hassas hale gelmesine neden olmaktadir. Ozellikle geng
hastalarda ovaryan rezerv daha fazla olup kemoterapi ile birlikte follikiil havuzunda

meydana gelen kayiplar kolaylikla tolere edilebilmektedir. Kisa donem igerisinde



ovaryan fonksiyonlar etkilenmeyebilir. Ancak uzun vadede prematiir ovaryan

yetmezlik gelisecegi asikardir (24, 25).

Siklofosfamid kullanimi ile 40 yasindan Once prematiir ovaryan yetmezlik
gelisme riski % 35 iken, 40 yasindan sonra uygulanimi ile ovaryan yetmezlik gelisme
riski % 80’lere kadar yiikselmektedir (26). Bu nedenle uygulanacak herhangi bir
kemoterapotik ajanin 40 yasindan sonra uygulanimi zaten azalmis olan follikiiler
havuzun daha fazla etkilenmesine neden olarak hastalarda daha kisa silirede ovaryan

yetmezlik gelisimine neden olacaktir.
Kemoterapinin tipi

Kemoterapinin meydana getirdigi amenore gelisimine neden olan diger
onemli bir faktor ise kullanilan kemoterapotik ajanlarin tipidir. Reproduktif
fonksiyonlar1 6nemli derecede etkiledigi bilinen en 6nemli grup alkilleyici ajanlardir.
Alkilleyiciler follikiil sayisin1 belirgin olarak azaltmakta ve overde fibrozise neden
olmaktadir. Siklofosfamid ve diger alkilleyici ajanlar overe en toksik olan ajanlardir

ve artan dozlarla birlikte primordial follikiil sayisin1 anlamli oranda azaltmaktadirlar.

Alkilleyici ajanlar hiicre sikluslarina spesifik olmayan ajanlar oldugu igin
primordial follikiil sayisim1 azaltmaktadir (27,28). Ancak metotreksat ve 5-
flouraurasil gibi anti-metabolitler hiicre sikluslara spesifik olduklar1 i¢in ovaryan
rezerv Uzerine herhangi bir yan etkileri bulunmamaktadir (tablo 1) (29). Diger
kemoterapotiklerle karsilastirildiginda bir alkilleyici ajan olan siklofosfamid iceren
rejimler 4 kat daha kisa silirede ovaryan yetmezlige neden olmaktadir. Hastalarin

yaklasik % 77’sinde 1 y1l i¢cinde ovaryan yetmezlik gelismektedir.

Sisplatin follikiiller {iizerine orta derecede sitotoksik etki gdsterirken
paklitakselin risk siniflamasi tam olarak belirlenememistir (tablo 1). Ancak Giicer ve
arkadaslar1 (30) matiir ratlarda yapmis olduklar1 bir caligmada paklitakselin artan
dozlarda kullantmimin primordial follikiiller iizerinde daha fazla sitotoksik etki
yaptigin1 tespit etmislerdir Yiicebilgin ve arkadaglari (16) da hem paklitakselin
hemde sisplatinin tek basina uygulanmasinin ratlarda primordial follikiiller iizerinde
sitotoksik etki yaptigini ancak her iki grup arasinda primordial follikiil sayisini

azaltma agisindan anlaml bir farklilik olmadigin1 géstermislerdir



Tablo 1. Kemoterapotik ajanlarin tipi ve toksisite derecesi

YUKSEK RiSK ORTA RiSK DUSUK RISK
Siklofosfamid Sisplatin Metotreksat
Melfelan Adriamisin 5-Fluorourasil
Busulfan Paklitaksel ? Vinkristine
Nitrojen mustard Bleomisin
Klorambusil

Kemoterapi dozu

Kemoterapotik ajanlarin artan dozlarda kullanimi primordial follikiil
sayisinda progresif olarak azalmaya neden olmaktadir. Yapilan bir rat ¢aligmasinda,
ratlara siklofosfamid artan dozlarda uygulanmis (20-100 mg/kg ) ve siklofosfamid
en diisiik uygulama dozunda bile primordial follikiil sayisinda anlamli bir azalmaya
neden olmugtur. Siklofosfamid verilis dozunda yapilan artiglarla birlikte primordial

follikiil sayisinda azalma ve ovaryan yetmezlik gelisme riski daha da artmistir (31).

Yine bir deneysel ¢alismada ratlara artan dozlarda (2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 7,5
mg/kg) paklitaksel uygulanmasiyla tiim dozlarda primordial follikiil sayisinda
azalma elde edilmis ancak primordial follikiillerde istatistiksel olarak en anlaml

azalma 7,5 mg/kg uygulama dozunda elde edilmistir (30).
Kombinasyon kemoterapisi

Kemoterapotik ajanlarin  bir¢ogu sinerjistik etkilerinden faydalanmak,
tedavideki etkinliklerini artirmak ve ilaca karsi rezistans gelisimini engellemek
amaciyla kombine edilerek kullanilmaktadir. Boylece over rezervi iizerinde meydana
getirecekleri toksik etki profilleride giderek artmaktadir. Kombine olarak uygulanan
kemoterapotik ajanlar primordial follikiil sayisin1 belirgin olarak azaltmaktadir (32).
Boylelikle tek ajan kemoterapisine gore over rezervi iizerinde meydana getirdigi

hasar belirgin olarak daha fazladir.

Paklitaksel ve sisplatinin tek ajan olarak uygulandiklar1 ratlarda primordial
follikiiller tizerinde sitotoksik etki yaptiklari bilinmesine ragmen bu iki ajanin
kombine olarak uygulanmasimin follikiiller iizerinde yaptiklari sitotoksik etkinin

derecesi bilinmemektedir.



GnRH ANALOGLARININ OVERLERi KEMOTERAPOTIK
AJANLARIN HASARINDAN KORUMADAKI YERI

Stirekli boliinen hiicreler alkilleyici tip kemoterapotik ajanlarin toksik
etkilerine, istirahat halindeki hiicrelerden daha fazla hassas oldugu bilinmektedir.
Hipotalamus-hipofizer-over aksininin inhibe edilmesiyle oogenezin azaltilmasi,
overin germinal epitelini kemoterapotik ajanlarin toksik etkilerine karsi daha az
hassas hale getirecektir. GnRHa’in overleri kemoterapotik ajanlarin sitotoksik
etkilerinden nasil korudugu tam olarak bilinmemesine ragmen ¢esitli mekanizmalar

One siirilmiistiir.
Bu mekanizmalar sunlardir;

1-Hayvan caligmalarinda GnRHa’in devamli olarak kullanilmasinin, overin
graniiloza hiicreleri igerisine timidin niikleotidinin girmesini engelleyerek

siklofosfamidin neden oldugu ovaryan hasari azalttig1 gosterilmistir ( 33,34).

2-GnRHa’mn aym1 zamanda periferik GnRH reseptorleri vasitasiyla overler

tizerinde direkt olarak koruyucu etki gosterdigi de bildirilmistir (35).

3-Alkilleyici ajanlarin follikiillerde apopitozisi baslatarak follikiil sayisini
azaltmasiyla overlerde seks steroidleri ve inhibin tiretimi belirgin olarak azalacak ve
negatif feed-back mekanizmasiyla hipofizden FSH salinimi artacaktir. Boylelikle,
artan FSH geride kalan follikiillerin geliserek maturasyonuna ve kemoterapotik
ajanlarin sitotoksik etkilerine karsi daha hassas hale gelmesine neden olacaktir. Bu
dongli GnRHa uygulanimi ile kirilarak hipogonadotropik ortam saglanmakta ve
follikiiler gelisim inhibe edilerek follikiillerin maturasyonu engellenmektedir. Matiir
follikiillerin primordial follikiillere gore kemoterapiye daha fazla hassas oldugu da
g6z Onilinde bulundurulursa, GnRHa ile bu etki saglanarak kemoterapinin neden

olabilecegi sitotoksik etkiden overler kolaylikla korunmus olacaklardir (36).

4-GnRHa ile olusturulan hipodstrojenik ortam nedeniyle utero-ovaryan
perfiizyon azalmaktadir. Boylece uterus ve overlere giden kan akiminda meydana
gelen azalma ile kemoterapotik ajanlarin overdeki seviyeleri belirgin olarak

diismekte ve overlere yapmis olduklari toksik etkileri azalmaktadir (37).

5-GnRHa, GnRH I ve II reseptorleri vasitasiyla overleri direkt etkileyerek
apopitozisi engellemektedir (36).

10



6-GnRHa intragonadal anti-apopitotik etki gosteren Sfingozin—1-Fosfat (S—1-
P) adi1 wverilen molekiilin up-regiilasyonunu saglamakta ve apopitozisi

engellemektedir (38).

Disi ratlarla yapilan ¢alismalar gonadotropin salgilatict hormon agonistlerinin
kemoterapinin neden oldugu toksik etkilerden overleri koruyabilecegini gdstermistir.
Ancak yukarida anlatilan koruyucu mekanizmalarin yaninda GnRHa’in koruyucu

etkileriyle ilgili ¢esitli siipheler bulunmaktadir.

Cesitli biyolojik farkliliklardan dolay1 GnRHa uygulanmasina rat oositleri
insan oositlerinden farkli cevap verebilmektedir. Kadinlarda menstruel siklus 2847
giin iken ratlarin Ostros sikluslari ortalama 4 giin slirmektedir. Ratlarin Ostros
sikluslarinda herhangi bir kanama ile endometrial dokiilme olmazken kadinlarda
kanama ile birlikte endometrial dokiilme mevcuttur. Son olarak rat overleri ¢ok
sayida GnRH reseptorleri icerirken insanlarda bu reseptorlerin sayisi oldukca
diisiiktiir (39). Ovaryan follikiillerin 6nemli bir boliimiinii olusturan ve ovaryan
follikiil rezervini yansitan primordial follikiiller insanlarda gonadotropik kontrol
altinda degildir ve ayn1 zamanda hem FSH hemde GnRH 1 reseptorleri icermezler.
Bu nedenle GnRHa ile saglanan hipogonadotropik ortam ile primordial follikiillerde
direkt bir koruyucu etki saglanmayabilir. Ancak insanlarda tespit edilen GnRH
reseptorlerinde eksiklik, maymunlarda da gdsterilmesine ragmen, kemoterapi 6ncesi
maymunlara uygulanan aylik GnRHa tedavisinin follikiiller iizerine koruyucu etki
yaptig1 tespit edilmistir (40) Bu farkliliklardan dolayr rat ve maymun modellerinde
elde edilen sonuglarin mutlaka insan ¢aligmalariyla desteklenerek sonuca gidilmesi

gerekmektedir.

Baska bir 6nemli nokta ise GnRHa uygulamasi ve kemoterapiye baslama
arasindaki zaman diliminin uzunlugudur. Hastaligin tanimlanmasindan sonra bir an
once kemoterapiye baslanmasi kritiktir. Ancak GnRH analoglar1 ovaryan supresyon
yapmadan once ortalama 1-2 hafta flare-up etki gostererek gonadotropik aktiviteyi
artirmakta ve follikiiler gelisimi uyarmaktadir. Boylece bu donemde kemoterapi
uygulanirsa overler sitotoksik etkilere daha fazla maruz kalacaklardir. Ovaryan
supresyonun ortalama 3 hafta igerisinde basladig1 diistliniiliirse kemoterapinin
geciktirilmesinin hastaligin ilerlemesine ve occult metastazlarin gelismesine neden
olabilecegi diistiniilebilir. Ancak yapilan caligmalarda ileri evre over kanserli

hastalara uygulanan optimal sitorediiktif cerrahi sonrasi, cerrahi ile kemoterapi arasi
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gecen siirenin kisa yada uzun olmasimin survive ve prognoz iizerine herhangi bir

olumsuz etkisinin olmadig1 gosterilmistir (41).

GnRH ANALOGLARININ OVER KANSERI TEDAVISINDEKI
ONEMI

Over kanserinin genetik, ¢evresel ve endokrinolojik faktorlerin birlikte rol
aldig1 multifaktoryel bir zeminden gelistigi diisiiniilmektedir. En 6nemli teorilerden
birisi siirekli ovulasyon teorisi olup diizenli ovulasyon ile over yiizey epitelinde
meydana gelen silirekli hasar-onarim islemleri bu epiteli karsinojen ve mutajen
ajanlara kargt daha hassas olmaya zorlayarak over kanseri gelisimine zemin
hazirlamaktadir. Ayn1 zamanda infertil hastalarda over kanseri riskinin yiiksek olusu
ve overi stimiile eden ilaclarin over kanseri riskini artirmasi gonadotropin teorisinin
olusmasina neden olmustur. Menopozla birlikte over kanseri insidansinin artmasi ve
bu dénemde gonadotropin diizeylerinin yiiksek olmasi bu teoriyi desteklemektedir

(42).

Ayni zamanda in vivo ve in vitro ¢alismalarda gonadotropin uyarisi ile
birlikte over kanseri hiicrelerinde anormal biiyiime saptandigi gosterilmistir (43).
Epitelyal over kanserli hastalarin % 80’inde GnRH reseptorlerinin  varlig
gosterilmistir.  GnRHa’in anti-timoral etkileri GnRH reseptorleri vasitasiyla
olmaktadir (44). Bu teorilerden yola ¢ikilarak GnRHa ile bu hormonal aks ortadan
kaldirilip  hipogonadotropik ortam olusturularak over kanseri tedavisinde

kullanilabilecegi belirtilmistir.

GnRHa ayn1 zamanda hiicre siklusunun GO/G1 fazinda hiicreleri durdurdugu
ve G2/S faz1 gibi ¢ogalma safthasina giren hiicre sayisini azaltarak antiproliferatif etki
yaptig1 gosterilmistir (45). Boylece kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve hastaligin
ilerlemesi onlenmis olacaktir. Buna karsilik Emons ve arkadaslar1 (46) debulking
cerrahisi yapilan ve kemoterapi alan ileri evre over kanserli hastalarda bir GnRHa
olan triptorelin ile yaptiklar1 ¢alismada, endojen gonadotropinlerin baskilanmasinin

survive iizerine herhangi bir olumlu etkisinin olmadigin1 géstermislerdir

Ileri evre kemoterapiye direngli over kanserli hastalarda yapilan ¢alismada
kullanilan bir GnRHa olan leuprolid asetatin, hastalar tarafindan iyi tolere edilmesine
ve kemoterapotik ajanlarin etkilerini azaltmamasina ragmen, survive lizerine olumlu

sonuclart olmamistir (47). Genel olarak yapilan caligmalarda, ileri evre ve
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kemoterapiye rezistans over kanserli hastalarda GnRHa kullaniminin ortalama sag
kalim siirelerine olumlu etkilerinin olmadig1 belirtilse de bunu dogrulamak igin

prospektif randomize ¢aligsmalara ihtiyag vardir.
PAKLITAKSEL

Paklitaksel meme, over ve akciger, bas-boyun ve 6zefagus kanserleri gibi
epitelyal orjinli kanserlerin tedavisinde siklikla kullanilan taxan grubu bir
kemoterapotik ajandir. Son zamanlarda lenfoma ve germ hiicreli tiimorler gibi geng
yasta ortaya c¢ikan kanserlerin tedavisinde de basarili bir sekilde kullanilmaya
baslanmigtir. Anti-tiimér 0zelligini mikrotubiiller {izerinden gostermektedir.
Mikrotubiillere yliksek bir afiniteyle baglanmakta ve onlar1 stabilize ederek
birbirlerine baglanmasini ve depolarize olmasini engellemektedir. Bdylece hiicre
boliinmesini, proliferasyonunu ve migrasyonunu engelleyerek apopitozisi

baslatmaktadir.

Paklitaksel diisiik dozlarda apopitozisi baslatirken, yliksek dozlarda hiicre
bliylimesini engellemektedir. Paklitaksel doza bagli olarak 6zellikle matiir oositleri
hasara ugratmaktadir. Matiir oositlerde mayotik maturasyonda gecikme ve ig

defektlerine neden olup anoploid oositlerin gelisimine neden olmaktadir.

In vitro calismalarda diisiik konsantrasyonlarda bile anjiogenezisi inhibe ettigi
gosterilmistir. Platinyum iceren ajanlarla kombine edilerek ileri evre over kanserinin
tedavisinde altin standart olarak kabul edilen birinci basamak kemoterapide

kullanilmaktadir.
SISPLATIN

Sisplatin ilk jenerasyon platinyum bilesiklerinden olup over, meme, testis ve
mesane kanserlerinin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Sisplatin DNA iizerinde
guanin ve adenin niikleotidlerine kovalent olarak baglanip transkription ve DNA
replikasyonunu engelleyerek sitotoksik etki gostermektedir (48). Ayni zamanda
hiicre i¢inde niikleer ve sitoplazmik proteinlere baglanarak toksik etkiler gosterirler.
Hiicre biiylimesi ve proliferasyonunu azaltarak, apopitozisi artirarak antitimoral

aktivite gostermektedir (49).
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MATERYAL-METOT

Bu calisma etik kurul onayr alindiktan sonra Erciyes Universitesi Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde yapildi. Calismada ortalama
agirliklar1 200-250 gr arasinda olan matiir, 70 adet disi Wistar albino rat kullanildi.
Ratlar 12 saatlik aydinlatma periyodu uygulanan barinaklarda, siirekli havalandirilma
yapilan ortamda, 19+1 C ortam ig¢i sicakliginda, % 50-60 barinak i¢i ortalama nem

degerlerinde barindirildi. Ratlar atlibutum beslenme yontemiyle beslendi.

Ratlar biri kontrol ve altis1 tedavi grubu olmak iizere toplam 7 gruba ayrildi.
Gruplarmn dagilimi tablo 2’de gosterilmistir. Paklitaksel (Anzatax, Orna Ilac,
Avustralya) serum fizyolojik ile sulandirilarak 7.5 mg/kg tek doz steril bir sekilde
intraperitoneal olarak toplam 1 ml uygulandi. Sisplatin (Cisplatin, Orna Ilag,
Avustralya) serum fizyolojik ile sulandirilarak 5 mg/kg tek doz steril bir sekilde
intraperitoneal olarak toplam 3.5 ml uygulandi. Leuprolid asetat 2,5ug/giin olarak
her bir rata subkutan olarak uygulandi. Kontrol grubuna da esit voliimde steril serum

fizyolojik uygulandi.

Anestezi uygulamast 60 mg/kg Ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Istanbul,
Tiirkiye) ve 10 mg/kg xylazin’in (Rompum %2, Bayer, Almanya) birlikte
intraperitoneal uygulanmasi ile yapildi. Anestezi altinda overler ¢ikarildiktan sonra

ratlar servikal dislokasyon yapilarak sakrifiye edildi.
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Tablo 2: Gruplarin dagilim

Grup 1 Kontrol

Grup 2 Paklitaksel

Grup 3 Sisplatin

Grup 4 Paklitaksel + Sisplatin

Grup 5 Paklitaksel + GnRHa

Grup 6 Sisplatin + GnRHa

Grup 7 Paklitaksel + Sisplatin + GnRHa

Bu calisma 5 hafta olarak planlandi. Ik 4 hafta boyunca GnRHa igeren
gruplara (grup 5, 6, 7) kemoterapiler verilmeden Once anovulasyon saglanarak
ovaryan supresyon elde edebilmek i¢in 2,5ng leuprolid asetat subkutan olarak giinliik
uygulandi (50). Bu donem icinde kontrol grubu dahil diger gruplara da ayn1 dozda

steril serum fizyolojik subkutan olarak uygulandi.

Calismanin 28.gilinlinde kemoterapi uygulanan gruplara (grup 2, 3, 4, 5, 6, 7)
kemoterapotik ajanlar intraperitoneal olarak verildi. Kontrol grubuna ise aym1 dozda
steril serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi. Ratlarin stros sikluslarinin
uzunlugu ortalama 5 giin olmasi ve kemoterapik ajanlarin follikiiller iizerine etkisini
degerlendirmek i¢in kemoterapi uygulanimindan 1 hafta sonra overlerin ¢ikarilmasi
gerektiginden, kemoterapi uygulanimindan sonra GnRHa uygulanan gruplara 1 hafta
daha GnRHa uygulanimina devam edildi. Bu siire zarfinda diger gruplara da aym
dozda steril serum fizyolojik subkutan olarak verildi. Kemoterapi uygulanmasindan 1
hafta sonra caligmanin 35.glinlinde tiim ratlar ooferektomize edilerek overleri

c¢ikarildi ve overler Bouin soliisyonuna konuldu.

Bouin soliisyonuna konulan overler yaklasik olarak 24 saat bekletildi ve
ardindan  parafin  bloklar hazirlanmaya baslandi.  Follikiiler  toksisiteyi
degerlendirmede seri kesitler alarak morfometrik analizler yapmak hem zaman alici
hemde pahali bir yontem oldugundan daha 6nce yapilan bir ¢alismadaki benzer metot
kullanilarak her bir overden randomize aliman 5 seri kesitle follikiiler toksisite

degerlendirildi (51). Tiim kesitler tek arastirmaci tarafindan degerlendirildi.

15




Degerlendirme sirasinda incelemeyi yapan arastirmact gruplar1 bilmiyordu.
Her ne kadar over rezervini belirlemede en 6nemli parametre rejenerasyon kapasitesi
olmayan primordial follikiillerin sayis1 olsa da matiir follikiillerin primordial
follikiillere gore kemoterapiye daha fazla hassas oldugu g6z 6niinde bulundurularak
bu calismada alinan kesitlerde primordial follikiil, primer follikiil, sekonder follikiil
ve tersiyer follikiiller ayr1 olarak sayildi. Overler ¢ikarilip degerlendirme asamasina

kadar gecen basamaklar asagida belirtilen sekilde yapildi.

Doku pargalar1 alinip mikroskop altinda incelenebilecek hale getirilinceye
kadar birbiri ardina bir¢ok islemden gecirildi. Bu basamaklar; dokunun alinmast,
tespit edilmesi, sudan kurtulmasi, seffaflandirilmasi, gomiilmesi, kesit alinmasi,

boyama ve kapatilmasini igermekteydi (52).

Bu calismada overler, ratlar canli iken alindiktan sonra daha iyi bir tespit
saglayan Bouin soliisyonu igerisine konuldu ve bu soliisyonda 24 saat bekletildikten
sonra sudan kurtarma yani dehidratasyon islemine ge¢ildi. Bu islemde dokunun
birbirini takip eden % 50°’den baslayip % 100’e dereceli olarak artan etanol ile
dehidratasyonu saglandi. Daha sonra seffaflandirmaya gecildi. Dokular 3 seri
ksilenden gecirilerek 60 C’ lik etlivde eriyik parafin i¢inde bir gece bekletildi.
Boylece 1smin etkisiyle ¢oziicliniin buharlagmas: saglanirken yerine parafinin
gecmesi saglandi. Daha sonra gomme islemine gecildi. Parafin bloklamada bir gece
etlivde eriyik parafin icinde bekletilmis olan dokular eriyik parafinin dokiildiigi
kaliplara yerlestirildi ve eriyik parafinin oda 1sisinda donup katilagmasi saglanarak
yar1 sert ve kolayca istenilen yonde kesilebilen bloklar elde edildi ve kesit alma

islemine gecildi.

Mikrotom denilen kesme cihazi ile 6um boyutlarinda kesitler alinarak 1lik su
iceren havuza aktarildi. Boylelikle dokuda kesit sirasinda olusan kirisikliklarin
sicaklik etkisiyle acilmasi ve bir miktar parafinin de ortamdan uzaklastiriimasi
sagland1. Ilik su banyosundan lam iizerine aktarilan kesitler etiivde 24 saat bekletildi.
Daha sonra lamlar parafinin uzaklastirilmasi i¢in tekrar 3 seri ksilenden geg¢irildi.
Azalan alkol serilerinde (% 100-% 50) yeniden suya doyurulan dokular ¢esme suyu
ile yikanarak boyama islemine alindi. Dokular hemotoksilen ile 8 dakika bekletildi.
Daha sonra tekrar ¢cesme suyu ile yikanarak Eozin ile 4 dakika bekletildi ve tekrar

¢esme suyu ile yikandi. Boyamadan sonra dokular yeniden artan alkol serisinden
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gecirilip dehidrate edilerek ksilenden gecirildi ve Kanada Balzami yardimiyla

lamelle kapatilarak kurumaya birakildi ve bir giin sonra follikiil sayimlar1 yapildi.

Kesitlerde primordial follikiil, primer follikiil, sekonder follikiil ve tersiyer
follikiiller ayr1 olarak sayildi. Histolojik preparatlarda follikiiler asagida belirtilen

sekilde tanimlandi:
Primordial Follikiil

Primordial follikiiller korteksin hemen altinda yer almaktadir ve histolojik
kesitlerde oosit bazal lamina {lizerine oturmus, tek katli yassi epitel ile sarili olarak

goriilmektedir (sekil 1)

Sekil 1: Primordial follikiiliin histolojik olarak goériiniimii
Primer follikiil

Primer follikiil diizensiz iki ya da 3 katli graniiloza hiicre tabakasi ile

cevrilidir. Follikiil kalin bir bazal laminayla sarilidir. (sekil 2)

Sekil 2: Primer follikiiliin histolojik olarak goriiniimii
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Sekonder follikiil (Pre-antral follikiil)

Primer follikiiller biiyiirlerken graniiloza hiicreleri hizla ¢ogalmakta ve
graniiloza hiicreleri oosit etrafinda 6-10 sira olusturduklarinda graniiloza hiicreleri

arasinda oosit igerisinde genis germinal vezikiil segilir (sekil 3).

Sekil 3: Sekonder follikiiliin histolojik olarak goriiniimii
Tersiyer follikiil = Pre-ovulatuar follikiil = Graaf follikiil

Sekonder follikiil igerisinde oosit yavas yavas biiyiimeyi devam ettirirken
yapt bir vezikiil haline gelmekte ve oosit artik kumulus ooforus adi verilen hiicre
grubuyla follikiil duvarina birlesmektedir. Gelismesini tamamlayan olgun follikiil
artik 10—15 mm capa erismistir (sekil 4)

Sekil 4: Tersiyer follikiiliin histolojik olarak goriiniimii
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ISTATISTIK

Verilerin analizi IBM uyumlu kisisel bilgisayarda SPSS for Windows 10,1
(Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc. Chicago, IL) istatistik program
paketi kullanilarak yapildi. Calisma sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesinde
kontrol grubu ile ¢alisma gruplarinin karsilastirilmasinda ¢oklu karsilagtirma testi
olan Tukey testi uygulandi. Gruplarin birbirine goére  durumlarinin
degerlendirilmesinde c¢oklu karsilagtirma testi olan Tanhane testi uygulandi.

Calismanin giicii 0.99 olarak tespit edildi.
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BULGULAR

Calismanin sonunda uygulanan kemoterapotik ajanlarla iliskili olarak ratlarda

herhangi bir komplikasyon meydana gelmemistir. Calisma 70 rat ile
sonlandirilmistir. Primordial follikiil, primer follikiil, sekonder follikiil ve tersiyer
follikiil sayilar1 ve kontrol grubu ile calisma gruplart arasindaki istatistiksel
karsilagtirmalar tablo 3’de verilmistir. Kontrol grubu ile tedavi gruplar1 arasinda
follikiil sayilarmin ortalama standart sapma degerlerinin grafiksel gosterimi sekil
5’de gosterilmistir. Gruplarin birbirleri ile yapilan ikili karsilagtirmalarinin sonuglari

ise tablo 4’de gdsterilmistir.

Tablo 3. Kontrol grubununa gore tiim tedavi alan gruplarin follikiil sayilarinin

degerlendirilmesi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7
PMF | 11,6 £2,7 [ 8314 |69+1,1* |3,1+1,4%[10,5+1,0 | 8,0=+1,1% [ 7,3+12%
PF 59+24 [40+1,19 | 2,4+0,5* |28+ 1,3* [49+14 |3,6+0,97 | 3,8+1,57
SF 57+2,6 |[4,1+08% |3,2+04* |2,4+0,6*|3,8+0,67 | 3,1+1,1* | 3,0+ 1,0%
TF [45+£22 |3,6+13 |[3,740,9 |18+1,3* [37+1,1 |29+0,9? | 1,5+£0,5*%

PMF: Primordial follikiil PF: Primer follikiil SF:
follikiil
*p<0,001.

Sekonder follikiil TF: Tersiyer

Kontrol grubuna gore tedavi alan gruplarda meydana gelen follikiil
sayilarindaki azalmanin istatiksel degeri
9P<0.05. Kontrol grubuna gore tedavi alan gruplarda meydana gelen follikiil

sayilarindaki azalmanin istatiksel degeri
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Sekil 5. Kontrol grubu ile tedavi gruplari arasinda follikiil sayilarinin ortalama

standart sapma degerlerinin grafiksel gosterimi
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Tablo 4. PMF, PF, SF, TF A¢isindan Tiim Gruplarin Birbirleriyle

Karsilastirilmasi
Gruplar PMF PF SF TF
P P P P

1-2 0.101 0.608 0.877 0.999
1-3 0.007 0.026 0.269 1.000
14 0.000 0.069 0.063 0.084
1-5 0.998 0.999 0.661 1.000
1-6 0.049 0.298 0.258 0.722
1-7 0.014 0.530 0.205 0.041
2-3 0.465 0.034 0.220 1.000
2-4 0.000 0.670 0.003 0.078
2-5 0.033 0.961 1.000 1.000
2-6 1.000 1.000 0.647 0.992
2-7 0.936 1.000 0.359 0.014
34 0.000 1.000 0.145 0.009
3-5 0.000 0.006 0.401 1.000
3-6 0.525 0.079 1.000 0.835
3-7 1.000 0.350 1.000 0.000
4-5 0.000 0.081 0.004 0.015
4-6 0.000 0.972 0.949 0.425
4-7 0.000 0.965 0.970 1.000
5-6 0.001 0.490 0.939 0.887
5-7 0.000 0.929 0.713 0.001
67 0.989 1.000 1.000 0.032

PMF: Primordial follikiil PF: Primer follikiil SF: Sekonder follikiil TF: Tersiyer
follikiil

Primordial Follikiil

Primordial follikiil sayilar1 agisindan kontrol grubu ile calisma gruplarn
arasinda yapilan toplu karsilagtirmalarin sonuglarina bakildiginda (tablo 3), besinci
grupta primordial follikiil sayis1 anlamli bir degisiklik gdstermezken, diger tiim
tedavi gruplarinda follikiil sayilariin istatistiksel anlamlilikta diisiis gosterdigi

goriilmektedir (p<0.001).
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Gruplarin ikili karsilagtirmalarina bakildiginda, primordial follikiillerde
besinci gruba ek olarak ikinci grupta da follikiil sayisinin kontrol grubuna gore
korunmus oldugu goriilmistiir (kontrol:11,6 = 2,7; grup 2: 8,3 + 1,4; grup 5:10,5 +
1,0) (p>0.05) (sekil 5). Bu iki grup haricindeki tiim ¢alisma gruplarinda primordial
follikiil sayilart kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis gostermektedir. Bunun
yanisira GnRHa ile birlikte yada tek basina sisplatin uygulamasinin tek basina
paklitaksel kullanimina gore primordial follikiiller {izerinde olumsuz bir etkisinin

olmadig1 goriilmektedir.

Paklitakselin GnRHa ile birlikte kullanimi (grup 5) ile diger tiim tedavi
gruplart  (grup 2, 3, 4, 6, 7) arasinda yapilan ikili karsilagtirmalarda, grup 5’de
primordial follikiil sayisinin anlaml bir sekilde diger tiim tedavi gruplarindan daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (sirasiyla 10,5 = 1,0; 8,3 + 1,4; 6,9 = 1,1; 3,1 £ 1,4;
8,0+ 1,1;7,3+1,2) (sekil 5).

Primer Follikiil

Primer follikiil sayilar1 acisindan kontrol grubu ile tedavi gruplarinin
karsilagtirildigr tablo 3’e bakildiginda, kontrol grubuna gore yine besinci grup olan
paklitaksel + GnRHa grubu haricinde tiim tedavi gruplarinda follikiil sayilarinda
belirgin bir azalma tespit edilmistir (p<<0.05). Bu azalma o6zellikle icilincii ve
dordiincii gruplarda istatistiksel olarak en yiliksek degere sahiptir (p<0.001). Burada
da besinci grupta ortalama primer follikiil sayist kontrol grubuna yakin olarak

bulunmustur (kontrol:5,9 + 2.4, grup 5:4,9 + 1,4) (p>0.05).

Gruplarin birbirleriyle yapilan ikili karsilastirmalarina bakildiginda (tablo 4)
tek basmna sisplatin kullanilan grup 3 haricindeki tiim tedavi gruplarinda primer
follikiil sayilarinda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma olmadig1 goriilmektedir.
Yine gruplarin birebir karsilagtirmalarinda sadece sisplatin kullanilan grup 3’iin, tek
basina paklitaksel kullanilan grup 2 ve paklitaksel + GnRHa kullanilan grup 5’e gore
primer follikiil sayisinda anlamli bir azalmanin oldugu ( sirastyla 2,4 + 0,5; 4,0 = 1,1;

4,9 £ 1,4 ) tespit edilmistir.
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Sekonder Follikiil

Kontrol grubu ile tedavi gruplarmin karsilagtirildigi tablo 3’e bakildiginda
sekonder follikiil sayilar1 iizerine tiim tedavi semalarinin toksik etkisinin oldugu

gorilmektedir.

Gruplar arasi tekli karsilagtirmalara bakildiginda tedavi gruplarimin kontrol
grubu ile yapilan karsilastirmalar1 neticesinde sekonder follikiil sayilarinda anlamli
bir farklilik tespit edilmemistir (tablo 4). Buna karsilik paklitaksel + sisplatin
kombinasyonunun (grup 4), tek basina paklitaksel (grup 2) ve paklitaksel + GnRHa
(grup 5) kullanimina gore sekonder follikiil sayisinda anlamli bir azalmaya yol agtig1

gOriilmiistiir (sirastyla 2,4 + 0,6; 4,1 +0,8; 3,8 £0,6 ) ( p<0.01).
Tersiyer Follikiil

Kontrol grubuna gore tedavi gruplariin karsilastirildigi analiz sonucunda
grup 4, 6 ve 7°de tersiyer follikiil agisindan anlamli bir azalma oldugu goériilmektedir

(tablo 3).

Gruplarin tekli karsilagtirmalarinda kontrol grubuna gore sadece paklitaksel
+ sisplatin + GnRHa uygulanan grup 7’de anlamli bir azalma tespit edilmistir (tablo
4). Grup 7’nin grup 2, 3, 5 ve 6’ya gore de tersiyer follikiiller {izerinde en fazla
diisiise sebep oldugu goriilmiistiir (sirastyla 1,5+ 0,5;3,6 £1,3;3,7+0,9; 3,7 £ 1,1;
2,9+ 0,9) (p<0.01). Ayrica grup 4’de grup 3 ve 5’e gore tersiyer follikiiller agisindan

anlamli bir azalma mevcuttur (sirasiyla 1,8 + 1,3; 3,7+£0,9; 3,7+ 1,1) (p<0.01).
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TARTISMA

Reproduktif donemdeki kanserli hastalar tedavilerinde yasam siirelerinin
uzamasi kadar gelecekteki fertilitelerinin de korunmasini istemektedirler. Genital
kanserli gen¢ hastalarin fertilite istegi bu hastalarin yonetiminde olduk¢a onemlidir.
Son yillarda kemoterapi alaninda gelismelerin artmasi, yeni ajanlarin ortaya ¢ikmasi
ve bu ajanlarin tedavideki etkinlikleri nedeniyle genital kanserli hastalarda fertilite
koruyucu cerrahi tedaviler 6n plana g¢ikmaya baslamis ve bu hastalarin lireme
fonksiyonlar1 korunmaya calisilmistir. Ancak se¢ilmis hasta grubuna postoperatif
olarak uygulanan adjuvan kemoterapiler germ hiicreleri ve primordial follikiillerin
azalmasimi hizlandirarak zaten fertilite arzusu olan ve fertilite koruyucu cerrahi

uygulanmis bu hastalarda prematiir menopoza neden olmaktadir.

Kemoterapiye bagli olarak gelisen prematiir over yetmezliginin ortaya
¢ikmasinda, uygulanan kemoterapotik ajanin tipi en O6nemli faktorler olarak goze
carpmaktadir. Alkilleyici tip kemoterapotik ajan olan ve epitelyal orjinli tiimdrlerin
tedavisinde basar ile kullanilan siklofosfamid, giinlimiizde over rezervi iizerine en
fazla sitotoksik etki goOsteren ajan olarak bilinmektedir. Alkilleyici tip ajanlarin
olusturdugu bu sitotoksititenin en Onemli basamagini oositlerin apopitozunun
olusturdugu diisiiniilmektedir. In vitro yapilan caligmalarda hem paklitaksel hemde
sisplatinin de apopitozisi artirarak primordial follikiillerde hasara neden oldugu

gosterilmistir.



Over rezervinin en O6nemli bdliimiinii olusturan primordial follikiillerde
meydana gelen bu hasarlanma ile ileri donemde prematiir ovaryan yetmezlik gelisimi
kaginilmaz bir sonug olarak goriilmektedir. Her ne kadar over rezervinin énemli bir
boliimiinii primordial follikiiller olustursada matiir follikiillerde ovaryan rezervin
olusmasina katkida bulunurlar. Kemoterapotik ajanlarin sitotoksik etkilerinden matiir

follikiillerde etkilenerek over rezervinin azalmasina neden olurlar.

Bines ve arkadaslar1 (31) yaptiklar1 bir caligmada erken evre meme kanserli
hastalara uyguladiklar1 3 ay polikemoterapi sonucu kemoterapiye bagli gelisen
amenore oranini %20-100 arasinda tespit etmislerdir. Bu oranin bu kadar genis
aralikli olmasimi hastalarin menapozal durumu, yasi ve uygulanan kemoterapi

rejimlerine baglamislardir.

Reichmann ve arkadaslar1 (53) ise meme kanserli hastalara uyguladiklar
polikemoterapi (siklofosfamid, metotreksate, florourasil) ile kemoterapiye baglh
amenore gelisme oranini ilk siklustan sonra % 10-33, 6 siklustan sonra % 33-81, 12
siklustan sonra % 61-95 olarak tespit etmislerdir. Kemoterapiye bagh olarak gelisen
amenorenin en Onemli nedenini polikemoterapi rejimlerinde bulunan alkilleyici

ajanlara baglamiglardir.

Chapmann ve arkadaglar1 (54) ise reproduktif donemde olan Hodking
lenfomali hastalarda 6 kiir uyguladiklar1 MOPP (mekloretamin, vinkristine,
prokarbazin, prednizolon) rejimi ile hastalarin % 40-70’inde prematiir over
yetmezligi gelistigini bildirmislerdir.

Yukaridaki klinik ¢aligmalarda da goriildigii gibi ovaryan yetmezlik
kemoterapinin en onemli ve en sik goriilen uzun siireli komplikasyonudur (31, 53,
54). Antitiimoral tedaviden sonra normal menstriiel siklusa yeniden donen hastalar,
follikiillerin zarar gormesine bagli azalan over rezervlerinden dolayr daha erken
menapoza girerler. Kemoterapinin olusan bu yan etkisi hastalar i¢in ciddi bir

sorundur. Ciinkii hastalarin ¢cogu gengctir ve normal fertil bir yasam istemektedir.

Kemoterapinin over iizerine yapmis oldugu sitotoksik etkiyi engelleyebilmek,
kanser tedavisi alacak hastalarin reproduktif performanslarini korumak ve
gelecekteki fertilitelerini olumsuz etkilememek icin birtakim tedavi modaliteleri
gelistirilmeye baglanmistir. Asiste reproduktif teknikteki gelismelerle beraber

kemoterapi Oncesi oosit, embriyo ve over dokusunun ¢ogaltilmasi ve dondurularak
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saklanmas1 Ozellikle fertilite istegi olan kanserli hastalarin fertilitelerinin devam
ettirilmesinde umut 15181 olmustur. Ancak bu tekniklerin invaziv, pahali ve
maliyetinin fazla olmasi kemoterapi 6dncesi GnRH analoglari ile yapilan ovaryan
baskilamay1 daha popiiler hale getirmistir. Bu koruyucu onlemlerden non-invaziv ve
uygulamasi kolay olan, tedavi maliyeti digerlerine gore daha ucuz olan ve ovaryan
supresyona neden olan GnRHa ile kemoterapinin over iizerine yapmis oldugu
sitotoksik etkinin dnlenebildigi klinik ve deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (39,55—

60).

Ataya ve Moghissi (39) yaptiklar ¢alismada GnRHa uyguladiklari ratlarda
tedavinin 13.giiniinde ovaryan hiicre mitotik aktivitesinde belirgin bir azalma tespit
etmiglerdir. Ayni zamanda immatiir follikiillerin gelisip matiir follikiil haline
gelmelerinin ve bdylece kemoterapotik ajanlarin sitotoksik etkilerine daha duyarh

olmalarinin GnRH analoglari ile engellendigini gostermislerdir.

Ataya ve arkadaslar1 (55) yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise siklofasfamid
verilen disi ratlarda kemoterapiye baslamadan 6nce uyguladiklar1 ve tedavi siiresince
devam ettikleri, giinde iki kez 2,5ug subkutan GnRHa uyguladiklar1 grubun total
follikiil sayisini, kontrol ve siklofosfamid uygulanan gruplara gore daha yiiksek tespit

etmislerdir.

Bokser ve arkadaslar1 (56) siklofasfamid verilen disi ratlarda total follikiil
sayisinda azalma, graniiloza hiicrelerinde parcalanma ve destriiksiyon tespit
etmislerdir. Ancak kemoterapiye baslamadan 6nce uyguladiklar1 ve tedavi siiresince
devam ettikleri GnRHa ile yalniz siklofosfamid uygulanan gruba gore total follikiil
sayisinda bir azalma olmadigimi ve kemoterapi ile birlikte uygulanan GnRH

analogunun ovaryan rezervi korudugunu gostermislerdir.

Yuan ve arkadaslar1 (57) ise siklofosfamid uyguladiklar1 ratlarda meydana
gelen total follikiil sayisinda azalmanmm GnRHa kullanimiyla engellendigini,
siklofosfamid ve GnRHa kombine tedavisinin kemoterapinin yapmis oldugu

follikiiller hasar1 6nledigini gostermislerdir.

Franke ve arkadaglart (58) ise Hodking lenfomali hastalara uygulanan
polikemoterapik ajanlarin meydana getirecegi prematiir ovaryan yetmezligin,
eszamanli uygulanan bir GnRHa olan goserelin asetat ile Onlenebilecegini ortaya

koymuslardir. Kemoterapiye baslamadan 2 hafta 6nce depo seklinde subkutan olarak
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goserelin asetat uyguladiktan sonra tedavi bitimine kadar aylik olarak analog
uygulamasina devam etmiglerdir. GnRHa uygulamas1 hastalar tarafindan iyi tolere
edilmis ve kemoterapinin baslamasin1 geciktirmemistir. Hastalarin % 80’1 yeniden
diizenli adet gérmeye baslamasina ragmen yalnizca bir hastada gegici bir ovaryan

yetmezlik gelistigini bildirmislerdir

Blumenfeld ve arkadaslar1 (59) lenfomali hastalarda siklofosfamid ile birlikte
verilen ve tedavi sliresince uygulamaya devam edilen aylik depo seklinde kullanilan
bir GnRH analogu olan dekapeptil ile 6 ay boyunca ovaryan supresyon yapmislardir.
Tedavi sonrasi hastalarin % 94’iiniin 3-8 ay i¢inde yeniden diizenli adet gérmeye

basladig1, % 6’sinda ise gecici bir ovaryan yetmezlik gelistigini bildirmiglerdir.

Recchia ve arkadaslar1 (60) ise erken evre meme kanserli hastalara uygulanan
polikemoterapinin (siklofosfamid, metotreksate, florourasil, antrasiklin) overlere
yapacagi hasar1 dnlemek icin bir GnRHa olan goserelin asetat1 kemoterapi ile beraber
aylik depo seklinde uygulamislardir. Yapilan 55 aylik takipte hastalarin % 86’sinin
diizenli bir sekilde adet gormeye basladigini ve GnRHa tedavisinin hastalar

tarafindan 1yi tolere edildigini bildirmislerdir.

Siklofasfamid igeren rejimlerle birlikte uygulanan GnRH analoglarinin over
rezervi lizerine olumlu etkilerinin oldugu yukarida belirtilen hem deneysel hemde
klinik caligmalarda gosterilmisken literatiirde paklitaksel ve sisplatinin over rezervi
tizerinde yaptigr olumsuz etkinin GnRH analoglar1 ile ©nlenebilecegi hakkinda
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Diger taraftan ilireme caginda siklikla
karsimiza ¢ikan meme ve over kanseri, 16semi ve lenfoma gibi malign hastaliklarda,
paklitaksel ve sisplatin tek basina ya da kombine olarak uygulanmaktadir. Daha 6nce
yapilan deneysel calismalarda ise paklitaksel ve sisplatinin tek basina
uygulanmasinin over rezervinin énemli bir boliimiinii olusturan primordial follikiil
sayisint anlamli derecede azaltmis oldugu da goz oniinde bulundurulursa paklitaksel
ve sisplatin ile birlikte GnRH analogu uygulamasinin over rezervi iizerinde olumlu
etki yapip yapmadiginin bilinmesi son derece Onemlidir. Buradan yola c¢ikarak
paklitaksel ve sisplatinin tek basina ve kombine olarak uygulanmasimin hem
primordial hem matiir follikiiller ilizerine olan sitotoksik etkileri, hemde GnRH
analoglarinin bu sitotoksik etkiyi 6nlemesindeki yeri literatiirde ilk olarak bu

calismada incelenmistir.
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Bu c¢alisma paklitaksel ve sisplatin kemoterapisinin tek basina yada kombine
edilerek uygulanmasmin follikiiler gelisim evresindeki tiim follikiiller {izerine
sitotoksik etki gosterdigini, bu etkinin en fazla kombine tedavi kolunda elde
edildigini gosteren literatiirdeki ilk ¢alismadir. Bu ¢alismada paklitaksel ve sisplatin
ister tek bagina isterse kombine olarak uygulanmasinin over rezervinin énemli bir
boliimiinii olusturan primordial follikiiller iizerinde anlamli bir azalmaya neden

oldugu gosterilmistir.

Kombine kemoterapi rejimlerinin over iizerine en fazla sitotoksik etki
olusturdugu bu calismada da tespit edilmis olup, paklitaksel ve sisplatin kombine
tedavisi hem primordial hemde matiir follikiiller iizerine en fazla sitotoksik etkiyi
yapmustir. Tek ajanli rejimlerde follikiil sayisinda meydana gelen azalma kombine
rejimlere gore daha az bulundugundan, fertilite istegi olan hastalarda, eger tedaviyi
olumsuz etkilemeyecekse, daha ¢ok tek ajanli kemoterapi rejimleri tercih edilmesi

alternatif bir yaklagim olarak diisiiniilebilir.

Follikiiller havuzun ve over rezervinin biiylik bir boliimiinii olusturan
primordial follikiillerin kemoterapotik ajanlarin sitotoksik etkisinden korunmasi
fertilite arzusu olan hastalar icin son derecede énemlidir. Over rezervinin énemli bir
boliimiinii olusturan primordial follikiillerin azalmasi ile hastalar ileri doénemde
kemoterapinin olumsuz etkileri olan prematiir over yetmezligi ve infertilite gibi
komplikasyonlarla kars1 karsiya gelmektedir. Bu c¢alismada tiim tedavi gruplarinda
primordial follikiil sayilar1 anlamli olarak azalma gosterirken, paklitaksel ve GnRHa
uygulanan grupta primordial follikiil sayis1 kontrol grubuna yakin bulunmus,
paklitaksel ve GnRHa’in birlikte kullanilmasiyla primordial follikiiller iizerinde
meydana gelen koruma daha belirgin hale gelmistir. Paklitaksel ve GnRHa tedavisi
aynt zamanda hem primer ve hem tersiyer follikiiller iizerine de koruyucu etki
olusturmustur. Boylelikle, bu c¢aligma reproduktif donemdeki fertilite istegi olan
kanserli hastalarin alacaklar1 paklitaksel ve sisplatin iceren kemoterapi rejimlerinde,
over rezervlerini korumasi agisindan, paklitaksel ve GnRHa tedavisini, rat modeli

baz alinarak insanlarda da arastirilmasi ger¢egini 6n plana ¢ikarmistir.

Paklitaksel ve sisplatin kemoterapisinin tek tek uygulaniminin primordial
follikiiller iizerine olan sitotoksik etkileri bilinmesine ragmen kombine tedavinin
matiir follikiiller iizerine olan sitotoksik etkileri ve GnRH analoglarinin bu sitotoksik

etkileri Onlemedeki yeri bilinmemektedir. Bu etkiler literatiirde ilk olarak bu
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calismada incelenmis ve paklitaksel ve sisplatin kemoterapisi ister tek ister kombine
olarak uygulansin, matiir follikiiller iizerine de sitotoksik etki yaptig1 ve bu sitotoksik

etkinin en fazla kombine tedavi kolunda oldugu gosterilmistir.

Primer follikiiller iizerinde yalnizca paklitaksel ve GnRHa tedavisinin kontrol
grubuna gore follikiil sayisimt  korudugu goézlenirken gruplar arasi1 ikili
karsilagtirmalarda yalnizca sisplatin kemoterapisinin primer follikiil sayilarini
azalttig1 ve diger tiim tedavi modalitelerinin primer follikiil sayisinda anlamli bir
azalma meydana getirmedigi gosterilmistir. Sisplatin ile birlikte kullanilan GnRH
analogunun tek basina sisplatin uygulanan gruba gore primer follikiil sayisinda
anlaml bir farkliik meydana getirmedigi de g6z Oniinde bulundurulursa primer
follikiillerin sitotoksik etkilerden korunmasi i¢in sisplatin harici kemoterapi rejimleri

tercih edilmelidir.

Uygulanan tiim kemoterapi rejimleri sekonder follikiil sayilarini anlamh
olarak azaltmis ve tedaviye eklenen GnRHa ile bu sitotoksik etki geri
dondiiriilememistir. Tersiyer follikiil sayilarina bakildiginda ise tek ajan kullanilan
gruplarda ve paklitaksel ve GnRHa uygulanan grupta tersiyer follikiil sayilarinda
anlaml bir azalma goriilmemistir. Over rezervini direkt olarak etkiledigine yonelik
yorum yapabilmek acisindan tersiyer follikiil sayilar1 6nemli olmamakla birlikte bu
calismada meydana gelen istatistiksel farkliligin tek ajan uygulanan gruplarda verilen
kemoterapotik ajanlarin yapmis olabilecegi indiiksiyon etkisinden ortaya cikmis
oldugunu diistinmekteyiz (50). Ancak gerek paklitaksel ve gerekse sisplatin ile ilgili
olarak over tizerinde indiiksiyon a¢isindan net bir bilgi olmadig: i¢in bu konunun

arastirtlmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Bu calismada goriildiigii lizere paklitaksel ve sisplatin kemoterapisinin de
over rezervini azalttig1 ve reproduktif donemde bu kemoterapiyi alacak fertilite istegi
olan hastalarin, over fonksiyonlarini korumak i¢in koruyucu oOnlemler alinmasi
gerekliligini ortaya koymustur. GnRHa ile kemoterapi Oncesi yapilan ovaryan
supresyonla yalnizca paklitaksel uygulanan grupta follikiiller hasarin engellenmis
oldugu gosterilmis ve fertilite istegi olan hastalarda bu tedavinin over fonksiyonlarini

korumasi nedeniyle alternatif olarak diislintilmesi gerekliligini 6n plana ¢ikarmistir.
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Fertilite istegi olan organ koruyucu cerrahi uygulanip en az bir overi birakilan
erken evre epitelyal over kanserli hastalarla bu iki kemoteropik ajanin birlikte
uygulanmak zorunda oldugu reproduktif donemde ortaya ¢ikan meme kanseri,
16semi ve lenfoma gibi malign hastaliklarda hastalarin over rezervini korumak igin
kemoterapiden 4 hafta Once baslanacak GnRHa ile paklitakselin birlikte
uygulamasinin fertilite istegi olan hastalar i¢in arastirilmasi ve insan modellerinde

calisilmasi gereken alternatif bir tedavi rejimi oldugu goriisiindeyiz.
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SONUCLAR

. Paklitaksel ve sisplatin kombine kemoterapisi, over rezervi iizerine sitotoksik

etki gdsteren kemoterapi rejimlerinden biridir.

. Paklitaksel ve sisplatin, hem primordial hemde matiir follikiiller {izerine
sitotoksik etki gostermektedir.

. GnRH analoglari, kemoterapi alan hastalarda ovaryan follikiilleri sitotoksik
etkiden koruyabilecek, alternatif bir tedavi yontemi olarak arastirilmalidir.
Kemoterapi Oncesi hastalarin over rezervini korumak i¢in, GnRH analoglari ile

ovaryan supresyon yapilabilir.

. GnRH analoglarinin flare-up etkilerinden dolayi, kemoterapiye baslamadan
yaklasik 2 hafta once, bu ajanlarla ovaryan supresyona baglanmalidir. Aksi

takdirde daha fazla follikiil kemoterapiden zarar gorebilir.

. Kemoterapi siiresince de GnRH analoglar1 ile ovaryan supresyona devam

edilmelidir.

32



KAYNAKLAR

o0

. Bath LE, Wallace WHB, Fitzpatrick C, Shaw P, Anderson RA. Depletion of the

ovarian reserve in young women following treatment for cancer in
childhood: detection by anti-Miillerian hormone, inhibin B and ovarian

ultrasound. Hum Reprod 2003;18: 2368-2374

. Marhhom E, Cohen I. Fertility preservation options for women with malignancies.

Obstet Gynecol Surv 2007;62: 58-72

Duska L, Chang Y, Flynn C, et al. Epithelial ovarian carcinoma in the
reproductive age group. Cancer 1999; 85: 2623-9

. Zanetta G, Chiari S, Rota S, et al. Conservative surgery for stage I ovarian

carcinoma in women of childbearing age. Br J Obstet Gynaecol 1996;8:

1030-5

Shimada M, Kigawa J, Kanamori Y. Outcome of patients with early ovarian
cancer undergoing three courses of adjuvant chemotherapy following

complete surgical staging. Int J] Gynecol Cancer 2005;15: 601-5

Sadler TW. Langman’s Medical Embryology. 9" ed. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins; 2004;pp 15-19.

Gougeon A. Dynamics of follicular growth in the human: A model from

preliminary results. Hum Reprod 1986;1: 81-5

. Gougeon A. Regulation of ovarian follicular development in primates: Facts and

hypotheses. Endocrine Reviews 1996;17: 121

. Zeleznik A.Gonadotropic control of folliculogenesis: The threshold theory. Basic

science and clinical advances, Excerpta Medica;1994: 374

33



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Peters H, Byskov AG, Grinsted J. Follicular growth in fetal and prepubertal
ovaries in humans and other primates. J Clin Endocrinol Metab 1978;7:

469-85

Erickson GF, Shimasaki S. The physiology of folliculogenesis: The role of novel
growth factors. Fertility and Sterility 2001:76:943-9

White RB, Eisen JA, Kasten TL, Fernald RD. Second gene for gonodotropin
releasing hormone in humans. Proc Natl Acad Sci 1998; 95: 305-9

Kotler ML, Lorenzo F, Bergametti F, Commercon P, Souchier C, Counis R.
Subregional mapping of the human gonodotropine releasing hormone
receptor (GnRH-R) gene to 4q between the markers D4S392 and
D4S409. Hum Genet 1995;96: 477-80

Vickery BH, Nestor JJ. Luteinizing hormone-releasing hormone Analogs.
Development and mechanism of action. Seminars in Reproductive

Endocrinology 1987;5: 353-5

Meirow D, Lewis H, Nugent D, Epstein M. Subclinical depletion of primordial
follicular reserve in mice treated with cyclophosphamide: -clinical
importance and proposed accurate investigative tool. Hum Reprod

1999;14: 1903-7.

Yucebilgin MS, Terek MC, Ozsaran A ve ark. Effect of chemotherapy on
primordial follicular reserve of rat: an animal model of premature ovarian

failure and infertility. Aust N Z J Obstet Gynaecol 2004;44: 6-9

Wang TH, Wang HS, Soong YK. Paclitaxel-induced cell death. Where the cell
cycle and apoptosis come together. Cancer 2000;1988:2619 —28

Mailhes JB, Carabatsos MJ, Young D, London SN, Bell M, Albertini DF. Taxol-
induced meiotic maturation delay, spindle defects, and aneuploidy in

mouse oocytes and zygotes. Mutat Res 1999;423: 79 —90.

34



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Familiari G, Caggiati A, Nottola SA, Ermini M, Di Benedetto MR, Motta P.M.
Ultrastructure of human ovarian primordial follicles after combination

chemotherapy for Hodgkin's disease, Hum Reprod 1993; 2080-2087

Shapiro CL, Recht A. Side effects of adjuvant treatment of breast cancer. N Engl
J Med 2001;344:1997-2008.

Goodwin PJ, Ennis M, Pritchard KI, Trudeau M, Hood N. Risk of menopause
during the first year after breast cancer diagnosis. J Clin Oncol 1999;17:
2365-2370.

Bonadonna G, Valagussa P. Adjuvant systemic therapy for resectable breast

cancer. J Clin Oncol 1985;3: 259-275.

Sonmezer M, Oktay K. Fertility preservation in female patients. Hum Reprod

Update 2004;10: 251-266.

Grigg AP, McLachlan R, Zaja J, Szer J. Reproductive status in long-term bone
marrow transplant survivors receiving busulfan-cyclophosphamide (120

mg/kg). Bone Marrow Transplant 2000;26: 1089—1095

Viviani S, Santoro A, Ragni G, Bonfante V, Bestetti O, Bonadonna G. Gonadal
toxicity after combination chemotherapy for Hodgkin’s disease.
Comparative results of MOPP vs ABVD. Eur J Cancer Clin Oncol
1985;21: 601-605

Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group. Polychemotherapy for early
breast cancer: an overview of the randomised trials. Lancet

1998;352:930-942.

Byrne J, Fears TR, Gail MH, et al. Early menopause in long-term survivors of

cancer during adolescence. Am J Obstet Gynecol 1992;166:788—793

Meirow D, Nugent D. The effects of radiotherapy and chemotherapy on female
reproduction. Hum Reprod Update 2001;7: 535-543.

35



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Lo Prestia A, Ruvoloa G, Gancitanoa RA, Cittadini E. Ovarian function
following radiation and chemotherapy for cancer A. European Journal of

Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology 2004;11;33—40

Gucer F, Balkanli-Kaplan P, Doganay L ve ark. Effect of paclitaxel on primordial
follicular reserve in mice Fertil Steril. 2001 Sep;76(3):628-9

Bines J, Oleske DM, Cobleigh MA. Ovarian function in premenopausal women
treated with adjuvant chemotherapy for breast cancer. J Clin Oncol

1996;14: 1718 -29

Behringer K, Breuer K, Reineke T, et al: German Hodgkin's Lymphoma Study
Group; Secondary amenorrhea after Hodgkin's lymphoma is influenced
by age at treatment, stage of disease, chemotherapy regimen and the use

of oral contraceptives during therapy. J Clin Oncol 2005;23: 7555-7564

Karashima T, Zalatnai A, Schally AV. Protective effects of analogs of luteinizing
hormone-releasing hormone against chemotherapyinduced testicular

damage in rats. Proc Natl Acad Sci. 1988;85: 2329-33.

Ataya K, McKanna JA, Wintraub AM, Clark MR, LeMaire W. A luteinizing
hormone-releasing hormone agonist for the prevention of chemotherapy-

induced ovarian follicular loss in rats. Cancer Res 1985;45: 3651 6.

Peng C, Fan NC, Ligier M, Vaananen J, Leung PC. Expression and regulation of
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) and GnRH receptor messenger
ribonucleic acids in human granulosaluteal cells. Endocrinology

1994;135:1740-6

Blumenfeld Z. Gynecologic Concerns for young women exposed to gonadotoxic

chemotherapy. Curr Opin Obstet Gynecol. 2003; 15: 359 — 70

Grundker C, Emons G. Role of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in

ovarian cancer. Reprod Biol Endocrinol 2003; 1: 65 — 71

Morita Y, Perez GI, Paris F, Miranda SR, Ehleiter D, Haimovitz- Friedman.
Oocyte apoptosis is suppressed by disruption of the acid

36



sphingomyelinase gene or by sphingosine—1-phosphate therapy. Nat Med
2000; 6: 1109 — 14

39. Ataya K, Moghissi K. Chemotherapy induced premature ovarian failure:

Medications and prevention. Steroids 1989;54: 607— 26.

40. Ataya K, Rao L.V, Lawrence E, Kimmel R, Luteinizing hormone-releasing
hormone agonist inhibits cyclophosphamideinduced ovarian follicular

depletion in rhesus monkeys. Biol. Reprod. 1995;52: 365-372

41. Alletti GD, Long HJ, Podratz KC, Cliby WA. Is time to chemotherapy a
determinant of prognosis in advanced-stage ovarian cancer? Gynecol

Oncol 2007: 104:212—6.

42. Stadel BV. The etiology and prevention of ovarian cancer. Am J Obstet Gynecol
1975;123:772-774

43. Ohtani K. Effects of gonadotropin on the growth of malignant ovarian neoplasms
assessed by subdural capsule assay. Nippon Sanka Fujinka Gakki Zasshi
1990; 42: 579 —585

44. Imai A, Ohno T, lida K, Fuseya T, Furui T, Tamaya T: Gonadotropin releasing
hormone receptor in gynecologic tumors, frequent expression in

adenocarcinoma histologic types. Cancer 1994;74: 2555-2561

45. Kim JH, Park DC, Kim JW, et al. Antitumor effect of GnRH agonist in epithelial
ovarian cancer. Gynecol Oncol 1999; 74: 170-80.

46. Emons G, Ortmann O, Teichert H, et al. Luteinizing hormone-releasing hormone
agonist triptorelin in combination with cytotoxic chemotherapy in
patients with advanced ovarian carcinoma. A prospective double blind
randomized trial. Decapeptyl ovarian cancer study group. Cancer

1996;78: 1452-1460

47. Miller DS, Brady MF, Barrett RJ. A phase II trial of leuprolide acetate in patients
with advanced epithelial ovarian carcinoma. A Gynecologic Oncology

Group study. Am J Clin Oncol 1992; 15: 125-128

37



48

49.

50.

51

52

53.

54

55

56

57

. Gerschenson M, Paik CY. Cisplatin exposure induces mitochondrial toxicity in

pregnant rats and their fetuses. Reprod Toxicol 2001; 15: 525-531

Kalil NG, McGuire WP. Chemotherapy for advanced epithelial ovarian
carcinoma. Best Practice & Research Clinical Obstetrics & Gynaecology

2002:16:553-7

Letterie GS. Anovulation in the prevention of cytotoxic-induced follicular

attrition and ovarian failure. Human Reprod.2004;4: 8317

. Smith BJ, Plowchalk DR, Sipes IG, Mattison DR. Comparison of random and
serial sections in assessment of ovarian toxicity. Reprod Toxicol 1991;5:

379-83.

. Ozdamar Saim. Histoloji ve Embriyoloji Ders Notlar1. Histolojik Teknikler.
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Yayinlar1, Kayseri 2000, no:36 sayfa:
2-7

Reichman BS, Green KB. Breast cancer in young women: effect of
chemotherapy on ovarian function, fertility, and birth defects. J Natl
Cancer Inst Monogr 1994;16: 125-129.

. Chapman RM, Sutcliffe SB, Malpas JS. Cytotoxic-induced ovarian failure in
women with Hodgkin’s disease. I. Hormone function. ] Am Med Assoc

1979;242:877-81.

. Ataya KM, McKanna JA, Weintraub AM, Clark MR, LeMaire WJ A luteinizing
hormone-releasing hormone agonist for the prevention of chemotherapy-

induced ovarian follicular loss in rats. Cancer Res 1985; 45: 3651-6

. Bokser L, Szende B, Schally AV. Protective effects of D-Trp6 luteinizing
hormone-releasing hormone microcapsules against cyclophosphamide-

induced gonadotoxicity in female rats. Br J Cancer 1990;61: 861-5.

. Yuan GW, Shen K, Yang JX. Study of the prevention of chemotherapy-induced
ovarian damage by gonadotropin-releasing hormone agonist in rat model.

Zhonghua Fu Chan Ke Za Zhi. 2005; 40: 666-9

38



58. Franke HR, Smit WM, Vermes T. Gonadal protection by a gonadotropin-
releasing hormone agonist depot in young women with Hodgkin’s
disease undergoing chemotherapy. Gynecological Endocrinology, 2005;

20: 274 - 278

59. Blumenfeld Z. Preservation of fertility and ovarian function and minimalization
of chemotherapy associated gonadotoxicity and premature ovarian
failure: the role of inhibin-A and —B as markers. Mol Cell Endocrinol

2002; 187: 93—-105

60. Recchia F, Sica G, De Filippis S et al. Goserelin as ovarian protection in the
adjuvant treatment of premenopausal breast cancer: a phase II pilot study.

Anticancer Drugs 2002;13: 417-424

39



.F_,:‘-q—\:— o=

TC.
ERCIVES UNIVERSITES]
TIP FAKULTESE DEXKANLIGTNA

s Latoes Thdeineeeal e ain U o 370 5 e S oy
SR, Hf;-m:a o Bl caligma, lrimiz

W Hﬁsm G almME.e Do, 10

l-ysﬁ-gﬂ
tafindan, .ﬁrn‘mu..mﬁ,mwwfmmﬁ i dhtcw ..E"zfu?imﬁdm S s,
Armpliin Dl nds Tigla Urmanhik Tezn olavak kebol edilmisi,

Tarih : O%i§1 2007
Imza

. . L
Baskan.... 1N ,i“‘?&‘?ﬂi#?d{?

ve... %iﬁkﬂ”?gﬁ%?!““

-7 'ﬂ. :-
S f‘ra e«ﬂat‘f-ue i e wa‘réﬁséh%‘h?&“fﬂmw}fhaw* ﬂﬁm

'I-p.-,a VA R

b6 ?S-’“ ok Q@' 1
ﬁ T A B i -dmw.m %&- A B R e T RS, m

oy e
‘-é.?r;:d_gi:::g; g‘g 1{“ y'%)‘ ﬁ;’rﬁ’:f‘f
‘{%ﬁgnm i .“;.3_@.- R 1'!*%?5:1"“;” Wﬁj? Mw-.:rmnﬁ Y e W S T P A R Im Jl&ﬁfﬂ‘j};“n.ﬁﬁ_ . -

40



