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ÖZET 

Doksorubisine bağlı ovaryan toksisitede ovaryan rezervi korumak amacıyla farklı tedavi yaklaşımları uygulanmaktadır. Visnagin doksorubi-
sine bağlı kardiyotoksisitede tedavi edici etkinliği gösterilmiş organik bir kimyasaldır.  Bununla birlikte doksorubisine bağlı ovaryan toksisi-
tede visnaginin etkinliği bilinmemektedir. Doksorubisine bağlı ovaryan toksisitenin oluşturulduğu sıçanlarda visnaginin tedavi edici etkinli-
ğini değerlendiren bu çalışmada; doksorubisinin ovaryan rezervi belirleyen primordiyal follikül sayısını, bunun yanında preantral ve antral 
follikül sayısını azalttığı saptandı. İntraperitoneal 30 mg/kg visnagin tedavisinin primordiyal follikül rezervini, gelişmekte olan ve olgun 
follikül sayılarını koruduğu, atretik follikül sayısını azalttığı görüldü. Doksorubisin ile indüklenmiş ovaryan toksisitenin visnagin tedavisi ile 
azaltıldığı ve ovaryan follikül rezervini koruduğu sonucuna varıldı. 
Anahtar Sözcükler: Doksorubisin. Visnagin. Ovaryan toksisite. Sıçan. 
 

Protective Effect of Visnagin on Doxorubicin-Induced Ovarian Toxicity 
 

ABSTRACT 

Different treatment approaches are used to for preserve ovarian reserve in ovarian toxicity due to doxorubicin. Visnagin is an organic chemi-
cal that shows therapeutic activity on doxorubicin-induced cardiotoxicity. However, the efficacy of visnagin on ovarian toxicity due to 
doxorubicin is unknown. In this study evaluating the therapeutic effect of visnagin in rats with ovarian toxicity induced by doxorubicin, it 
was determined that doxorubicin decreased the number of primordial follicles that determined ovarian reserve, as well as the number of 
preantral and antral follicles. Intraperitoneal administration of 30 mg/kg of visnagin treatment decreased the number of atretic follicles and 
preserved primordial, developing and mature follicle counts. As a result, it was concluded that ovarian toxicity induced by doxorubicin was 
reduced with visnagin treatment and the visnagin treatment preserved of ovarian follicle reserve. 
Key Words: Doxorubicin. Visnagin. Ovarian toxicity. Rat. 

 
Doksorubisin, çeşitli kanser türlerinin tedavisinde 
kullanılan antrasiklin türevi bir kemoterapötik ajandır. 
Aktif olarak bölünen hücrelerde topoizomeraz-II en-
ziminin inhibisyonuna neden olur ve DNA hasarını 
indükleyerek antikanser tedavide etkinliğini gösterir1. 
Doksorubisin proteazom aracılı transport vasıtasıyla 
hücrelere penetre olur ve nukleus içerisine girer. Çok 
halkalı yapısından dolayı DNA’ya interkale olur ve 

transkripsiyon ile hücre replikasyonuna müdahale eder. 
Doksorubisin topoizomeraz-II’nin inhibisyonu nede-
niyle demir aracılı reaktif oksijen türlerinin (ROS) 
oluşumuna neden olup, DNA hasarına yol açar. Ayrı-
ca p53 ve pro-apoptotik Bax’ın aktivasyonuna yol 
açarak hücrelerin apoptoza girmesine neden olur2.  
Doksorubisinin ovaryan dokuda oositlerin apoptozunu 
indüklediği gösterilmekle birlikte, oosit ve follikül 
hücrelerinin ölümü üzerindeki rolü tam olarak anla-
şılmış değildir. İn vitro olarak doksorubisine maruz 
kalan oositlerin doksorubisin kaynaklı kromozom 
kondensasyonu, değişmiş gen ekspresyonu ve oksida-
tif stres sergilediği mevcut çalışmalarda gösterilmiştir3. 
Doksorubisinin fare metafaz II oositlerinde zararlı 
etkisi mevcut olup, germinal vezikül aşamasında he-
nüz matürasyonunu tamamlamamış oositlerde mito-
kondriyal aktivasyon, endoplazmik retikulum stresinin 
uyarılması ve hücre içi kalsiyum oranının artması ile 
apoptozu indüklediği rapor edilmiştir3. 
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Visnagin ana kaynağı furanokromon olan bir organik 
kimyasaldır. Mitokondriyal malat dehidrogenaz mo-
dülasyonu ile doksorubisine bağlı kardiyomiyopatide 
vazodilatasyon, kan basıncını düşürme ve hücre içine 
kalsiyum girişini engelleme yoluyla koruyucu etki 
gösterdiği rapor edilmiştir4. Visnaginin hücre içerisine 
kalsiyum akışını inhibe ederek kan basıncını düşürdü-
ğü, kan damarlarında kontraksiyonu bloke ettiği bildi-
rilmiştir5. Renal epitel hücrelerinde oksalat kaynaklı 
hücre hasarını da önlediği rapor edilmiştir6. 
Bu çalışmada, gelişmekte olan ovaryan folliküllerde 
granüloza hücrelerinde ve stromal hücrelerde apopto-
tik aktivasyonu arttırarak hasar oluşturan ve follikül 
kaybına neden olan doksorubisin toksisitesinde visna-
ginin tedavi edici etki gösterdiği hipotezinden yola 
çıkılarak, doksorubisinin ovaryum üzerindeki toksisi-
tesini oluşturmak ve oluşan ovaryan doku hasarını 
azaltmada visnagin tedavisinin etkinliğini morfolojik 
ve immünohistokimyasal düzeyde değerlendirmek 
amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem 

Deney Hayvanlarının Hazırlanması 
Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları 
Yetiştirme Merkezi’nden 6 aylık (170-250 gr) Wistar 
Albino cinsi dişi sıçanlar temin edildi. Yetişkin dişi 
sıçanlar 12 saat aydınlık 12 saat karanlık ortamda 20 ± 
1 oC’de tutuldu ve ad libitum olarak yem ve suyla 
beslendi. Çalışma Uludağ Üniversitesi Hayvan Deney-
leri Yerel Etik Kurulu’ndan alınan 10.08.2016 tarihli 
ve Karar No:3 sayılı onay ile gerçekleştirildi. Tüm 
sıçanlara ilaç uygulaması ve ovaryum diseksiyonun-
dan önce vaginal smear uygulanarak ovaryan siklusla-
rının periyodu belirlendi. Standardizasyonu sağlamak 
amacıyla enjeksiyon ve hayvan diseksiyonu işlemleri 
sıçanlar östrus periyodunda iken uygulandı. İlaç doz-
larını belirlemek için sıçanların vücut ağırlıklarına 
bakıldı. Çalışma grupları: 
• Grup I (n=6); i.p serum fizyolojik (SF) enjeksiyo-

nu, 7 gün 
• Grup II (n=6); i.p doksorubisin enjeksiyonu 

(3mg/kg/gün, 0,008mM total doz), 7 gün 
• Grup III (n=6); i.p visnagin enjeksiyonu (30 

mg/kg/gün, 0,02 mM total doz), 7 gün 
• Grup IV(n=6); i.p doksorubisin (3 mg/kg/gün) + 2 

saat içerisinde i.p visnagin enjeksiyonu (30 
mg/kg/gün), 7 gün olacak şekilde düzenlendi. 

Sıçanlara 7 gün ilaç uygulaması sonrasında ovaryan 
sikluslarının östrus periyodunda %4’lük paraformal-
dehit (fosfat tamponu ile tamponlanan pH=7.2) ile 
perfüzyon fiksasyonu uygulandı. Ovaryan diseksiyon 
sonrasında, dokulara 48 saat aynı fiksatif içerisinde 
(+4 oC) immersiyon fiksasyon uygulandı. Fiksasyon 

sonrasında ovaryum dokuları morfolojik ve immüno-
histokimyasal değerlendirme için doku takibine alındı. 

Kimyasalların Temini 
Doksorubisin tedavisi için Saba ilaç firmasına, ait 
piyasa adı Adrimisin olan preparat kullanıldı. Visna-
gin (SIGMA-ALDRICH) ve diğer tüm kimyasallar 
Sigma-Aldrich’den temin edildi. Doksorubisin ve 
Visnagin solüsyonları SF (sırasıyla 10 mg/kg -5 ml SF 
ve 21 ug/ml SF) içinde çözülerek hazırlandı. 

Morfolojik Değerlendirme 
Dokulara uygulanan doku takibinin ardından, oluştu-
rulan parafin bloklardan mikrotom yardımıyla 5 µm 
kalınlığında kesitler alındı. Sağ ve sol over doku blok-
larının herbirinden rastgele örnekleme yöntemiyle 
seçilen 5 farklı seviyeden 2 seri kesit olmak üzere 
toplam 10 kesit alındı. Seri kesitlerin biri morfolojik 
değerlendirme için H&E ile, diğeri apoptotik aktivas-
yonu değerlendirmek için TUNEL yöntemi ile boyan-
dı. Farklı gelişim aşamalarındaki ovaryan folliküller 
sınıflandırıldı, sağ ve sol ovaryum dokularında ayrı 
ayrı sayıldı. Follikül sayımı Olympus BX50 fotomik-
roskop (20x objektif) ile gerçekleştirildi. Ovaryan 
folliküllerin sınıflandırması aşağıdaki kriterler dikkate 
alınarak gerçekleştirildi7. 
• Primordiyal follikül: Primer oosit ve etrafını 

çevreleyen tek sıra yassı follikül hücre tabakasının 
görülmesi  

• Unilaminar primer follikül: Primer oosit, zona 
pelllusida ve etrafını çevreleyen tek sıra kübik fol-
likül hücre tabakasının görülmesi  

• Multilaminar primer follikül: Primer oosit, zona 
pellusida ve etrafını çevreleyen çok katlı kübik fol-
likül hücre tabakasının (granüloza hücre tabakası) 
görülmesi 

• Sekonder follikül: Granüloza tabakasında, hücre-
lerin arasında follikül sıvısının birikimi ile oluşan 
boşlukların varlığı, teka interna ve teka eksterna 
tabakalarının ayırt edilebilir olması 

• Graaf follikül: Granüloza tabakasının içinde folli-
kül sıvısını içeren boşlukların birleşmesi ile tek bir 
antral boşluğun oluşumu, antral boşluk içinde ke-
nara itilmiş eksantrik yerleşimli primer oositin, 
primer oositi çevreleyen korona radiata hücreleri-
nin ve oositi granüloza hücre tabakasına bağlayan 
kumulus ooforusun ayırt edilebilir olması  

Ovaryan Folliküllerde Apoptotik Aktivasyonun 
Değerlendirmesi 
Apoptotik aktivasyon gösteren foliküller TUNEL 
yöntemi kullanılarak değerlendirildi. TUNEL boya-
mada In Situ Hücre Ölüm Tespit Kiti (Roche Molecu-
lar Biochemicals, Ref: 11684817910, ABD) kullanıldı 
ve boyama protokolü üreticinin talimatlarına göre 
gerçekleştirildi. Sağ (n=6) ve sol (n=6) ovaryum doku 
bloklarından rastgele örnekleme yöntemiyle 5 farklı 
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seviyeden alınan 2 seri kesitten biri (n=5) TUNEL 
yöntemiyle boyandı. Apoptotik aktivasyon gösteren 
foliküllerin sayısı ve yüzdesi yukarıda belirtilen folli-
kül gruplarında ayrı ayrı sayıldı ve hesaplandı. Folli-
kül sayımı Olympus BX50 fotomikroskop (20x objek-
tif) ile gerçekleştirildi. Ovaryan folliküllerin apoptotik 
aktivasyonu semikantitatif olarak 0-2 arasında skor-
landı. 
Skor 0: Granüloza hücre tabakasında en fazla 3-5 adet 
TUNEL pozitif follikül hücresinin bulunması, primer 
oositte boyanmanın olmaması  
Skor 1: Granüloza hücre tabakasında TUNEL pozitif 
boyanmanın %50’den az olması, primer oositte bo-
yanmanın olmaması 
Skor 2: Granüloza hücre tabakasının yarısından fazla-
sını kapsayan, yoğun TUNEL pozitif boyanma ve 
primer oositinin TUNEL pozitif boyanması 
TUNEL 2 skor değerine sahip folliküller atretik folli-
kül olarak kabul edildi ve farklı gelişim aşamalarında-
ki folliküller için apoptotik follikül indeksi aşağıda 
verilen formül üzerinden hesaplandı8.  
%Apoptotik indeks = (pozitif boyanmış apoptotik 
folikül sayısı / toplam follikül sayısı) x 100  

İstatistiksel Analiz 
İstatistiksel analiz SPSS Version 20.0 programı ile 
yapıldı. Morfolojik değerlendirmede ve TUNEL bo-
yamasının sonuçlarının değerlendirmesinde gruplar 
arasındaki karşılaştırma için Kruskall Wallis testi 
uygulandı. İkili grup karşılaştırmalarında Bonferroni 
düzeltmeli Mann Whitney U testi uygulandı. Kemote-
rapi öncesi ve sonrası hayvan ağırlıkları Wilcoxon 
testi ile değerlendirildi. Anlamlılık düzeyi p<0.05 
olarak kabul edildi. 

Bulgular 

Vücut Ağırlıklarının Değerlendirilmesi 
Gruplara ait deney öncesi ve deney sonrası sıçan vücut 
ağırlıklarının ortalama (Ort), standart sapma (SS) ve p 
değerleri Tablo I’de verildi. Kontrol ve visnagin grup-
larında deney öncesi ve sonrası vücut ağırlıklarında 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı (sıra-
sıyla p=0.11 ve p=0.18) (Tablo I, Şekil 1). 

 
Şekil 1. 

Deney öncesi ve deney sonrası deneklerin ağırlıkları 

Tablo I. Deney öncesi ve sonrası deneklerin vücut 
ağırlıkları 

 Deney  
Öncesi  
Ağırlık 

Deney  
Sonrası 
Ağırlık 

p  
değeri 

Grup I 
Kontrol 

ORT ±SS 186,67±14,72 187,67±13,57  
  0,11 ORTANCA 

(Min/Max) 
187,50 

(170/200) 
188,50 

(173/200) 

Grup II 
Doksorubisin 

ORT ±SS 208,33±12,91 173,33±2,58  
0,03 ORTANCA 

(Min/Max) 
200,00 

(200/225) 
175 

(170/175) 

Grup III 
Visnagin 

ORT ±SS 200,00±0 200,5±0,84  
0,18 ORTANCA 

(Min/Max) 0 200 
(200/202) 

Grup IV 
Doksorubisin+ 

Visnagin 

ORT ±SS 200,00±0 162,5±5,24  
0,001 ORTANCA 

(Min/Max) 0 162,50 
(155/170) 

 
Sıçanlara uygulanan total 21 mg/kg doksorubisin 
etkisiyle deneklerde anlamlı kilo kaybı saptandı. Aynı 
doz doksorubisin sonrası total 30 mg/kg Visnagin 
tedavisi uygulanan deneklerde de anlamlı kilo kaybı 
gerçekleşti. Doksorubisin tedavisi (Grup II) ve dokso-
rubisin+visnagin (Grup IV) tedavisi uygulanan sıçan-
larda deney öncesi ağırlıkları lehine istatistiksel olarak 
anlamlılık bulundu (sırasıyla p=0,03 ve p=0,001) 
(Tablo I, Şekil 1). 

Ovaryan Follikül Sayılarının Değerlendirilmesi 
Çalışmaya ait 4 grubun sağ ve sol overlere ait normal 
follikül sayılarının Ort, SS, ortanca, minimum, mak-
simum ve p değerleri Tablo II’de verildi. Ovaryan 
rezervi belirleyen primordiyal follikül sayısında ista-
tistiksel olarak anlamlı bir azalma gerçekleşti. Geliş-
mekte olan folliküllerden unilaminar ve multilaminar 
primer folliküllerde anlamlı bir farklılık olmamakla 
birlikte, sekonder ve graaf follikül sayılarında anlamlı 
oranda azalma görüldü. Gruplar arasında her iki ovar-
yumda primordiyal, unilaminar primer ve graaf folli-
kül sayılarında anlamlı fark görüldü (sırasıyla sağ 
ovaryumda p=0.004, p=0.004 ve p=0.008, sol ovar-
yumda p=0.002, p=0.004 ve p=0.002). Primordiyal, 
sekonder ve graaf follikül sayıları açısından grupların 
ikili karşılaştırmaları yapıldığında; sağ ve sol ovar-
yumlar arasında benzer olmak üzere anlamlı farklılık-
lar elde edildi. Primordiyal follikül sayıları açısından 
grupların ikili karşılaştırmaları yapıldığında her iki 
ovaryumda Grup I-Grup II, Grup II-Grup III ve Grup 
II-Grup IV arasında anlamlı fark bulundu (tüm ikili 
karşılaştırmalarda p=0.002). Sekonder follikül sayıları 
açısından grupların ikili karşılaştırmaları yapıldığında, 
her iki ovaryumda Grup I-Grup II, Grup II-Grup III ve 
Grup II-Grup IV arasında anlamlı fark bulundu (tüm 
ikili karşılaştırmalarda p=0.002). Graaf follikül sayıla-
rı açısından grupların ikili karşılaştırmaları yapıldı-
ğında her iki ovaryumda Grup I-Grup II (sağ ovar-
yumda p=0.004, sol ovaryumda p=0.002), Grup II-
Grup III (sağ ve sol ovaryumda p=0.002) ve Grup II-
Grup IV (sağ ovaryumda p=0.004, sol ovaryumda 
p=0.002) arasında anlamlı fark bulundu (Şekil 2 ve 
Şekil 3). 
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Şekil 2.  

Gruplara ait sol ovaryum follikül sayıları 
 

 
Şekil 3.  

Gruplara ait sağ ovaryum follikül sayıları 
 
Doksorubisin uygulanan deneklerde atretik follikül 
sayılarında anlamlı artış saptandı. Sağ ve sol ovaryum-
lara ait atretik sekonder ve graaf folliküllerin istatistik-
sel verileri Tablo III’te görülmektedir. Gruplar arasın-
da her iki ovaryumda sekonder atretik follikül ve 
Graaf atretik follikül sayılarında anlamlı fark görüldü 
(sırasıyla sağ ovaryumda p=0.001 ve p=0.004, sol 
ovaryumda p=0.003 ve p=0.001). 
 
 

Tablo III. H&E boyaması sonrası değerlendirilen 
kesitlerde, gruplara ait sekonder ve graaf atretik folli-
kül sayıları 
 Sağ ovaryum Sol ovaryum 
 Sekonder 

Atretik 
Follikül 

Graaf 
Atretik 
Follikül 

Sekonder 
Atretik 
Follikül 

Graaf 
Atretik 
Follikül 

Grup I 
Kontrol 

ORT ±SS 3,0±1,4 0,8±0,8 2,5±1,1 0,5±0,6 
ORTANCA 
(Min/Max) 

3,0 
(1,0/5,0) 

1,0 
(0,0/2,0) 

2,5 
(1,0/4,0) 

0,5 
(0,0/1,0) 

Grup II 
Doksorubisin 

ORT ±SS 8,0±2,3 3,7±2,1 7,0±2,6 3,7±1,4 
ORTANCA 
(Min/Max) 

7,5 
(6,0/11,0) 

3,0 
(2,0/7,0) 

6,5 
(4,0/11,0) 

3,5 
(2,0/6,0) 

Grup III 
Visnagin 

ORT ±SS 3,2±1,7 0,5±0,6 2,5±1,5 0,5±0,8 
ORTANCA 
(Min/Max) 

3,0 
(1,0/5,0) 

0,5 
(0,0/1,0) 

2,5 
(0,0/4,0) 

0,00 
(0,00/2,00) 

Grup IV 
Doksorubisin 

+ 
Visnagin 

ORT ±SS 3,5±1,1 1,0±0,6 3,8±1,5 0,7±0,8 

ORTANCA 
(Min/Max) 

3,5 
(2,0/5,0) 

1,0 
(0,0/2,0) 

3,5 
(2,0/6,0) 

0,5 
(0,0/2,0) 

p değeri 0,001 0,004 0,003 0,001 
 
Sekonder atretik follikül sayıları açısından grupların 
ikili karşılaştırmaları yapıldığında sağ ve sol ovaryum-
lar benzer olmak üzere anlamlı farklılıklar elde edildi. 
Her iki overde Grup I-Grup II (sağ ve sol ovaryumda 
p=0.002), Grup II-Grup III (sağ ve sol ovaryumda 
p=0.002) ve Grup II-Grup IV (sağ ovaryumda 
p=0.002, sol ovaryumda p=0.032) arasında anlamlı 
fark bulundu. 
Graaf atretik follikül sayıları açısından grupların ikili 
karşılaştırmaları yapıldığında sağ ve sol ovaryumlar 
benzer olmak üzere anlamlı farklılıklar elde edildi. 
Her iki overde Grup I-Grup II (sağ ve sol ovaryumda 
p=0.002), Grup II-Grup III (sağ ve sol ovaryumda 
p=0.002) ve Grup II-Grup IV (sağ ovaryumda 
p=0.004, sol ovaryumda p=0.002) arasında anlamlı 
fark bulundu (Şekil 4, Şekil 5).  

Tablo II. H&E boyaması sonrası değerlendirilen kesitlerde, gruplara ait sağ ve sol ovaryan follikül sayıları 

 Sağ ovaryum Sol ovaryum 

 Primordiyal 
Follikül 

Unilaminar 
Primer 
Follikül 

Multilami-
nar Primer 

Follikül 

Sekonder 
Follikül 

Graaf 
Follikül 

Primordiyal 
Follikül 

Unilaminar 
Primer 
Follikül 

Multilami-
nar Primer 

Follikül 

Sekonder 
Follikül 

Graaf 
Follikül 

Grup I 
Kontrol 

ORT ±SS 24,0±8,6 3,2±1,7 1,8±1,6 10,8±4,6 3,3±1,4 24,3±10,8 3,3±4,1 1,8±1,5 13,0±5,5 3,3±1,2 

ORTANCA 
(Min/Max) 

24,5 
(13,0/35,0) 

3,0 
(1,0/6,0) 

1,0 
(1,0/5,0) 

10,0 
(5,0/19,0) 

3,0 
(2,0/5,0) 

20,5 
(14,0/42,0) 

1,5 
(0,0/11,0) 

1,5 
(0,0/4,0) 

12,0 
(7,0/20,0) 

3,5 
(2,0/5,0) 

Grup II 
Doksorubisin 

ORT ±SS 8,8±1,7 3,8±1,9 1,3±1,4 3,0±1,9 - 10,2±2,5 2,7±2,7 2,3±2,0 3,5±1,8 - 

ORTANCA 
(Min/Max) 

9,0 
(6,0/11,0) 

3,5 
(2,0/7,0) 

1,0 
(0,0/4,0) 

3,0 
(1,0/6,0) 

- 
10,5 

(6,0/13,0) 
2,0 

(0,0/6,0) 
2,0 

(1,0/4,0) 
4,0 

(0,0/5,0) 
- 

Grup III 
Visnagin 

ORT ±SS 21,3±3,4 3,5±2,1 2,0±0,6 10,3±3,7 2,3±1,1 23,0±5,6 2,3±1,4 1,8±1,2 12,2±3,9 3,0±1,3 

ORTANCA 
(Min/Max) 

20,5 
(19,0/33,0) 

2,0 
(1,0/5,0) 

2,0 
(0,0/3,0) 

10,0 
(6,0/16,0) 

2,0 
(1,0/4,0) 

20,5 
(19,0/33,0) 

2,0 
(1,0/5,0) 

2,0 
(0,0/3,0) 

12,0 
(8,0/17,0) 

3,5 
(1,0/4,0) 

Grup IV 
Doksorubisin 

+ 
Visnagin 

ORT ±SS 20,7±4,4 4,0±2,1 1,8±1,5 8,7±2,5 2,0±1,3 22,2±11,0 2,8±1,7 2,3±2,5 8,5±1,5 1,8±0,8 

ORTANCA 
(Min/Max) 

22,0 
(14,0/26,0) 

4,0 
(1,0/8,0) 

1,5 
(0,0/4,0) 

9,0 
(5,0/12,0) 

1,5 
(1,0/4,0) 

19,0 
(14,0/44,0) 

2,5 
(1,0/6,0) 

1,5 
(0,0/7,0) 

8,5 
(7,0/11,0) 

2,0 
(1,0/3,0) 

p değeri 0,004 0,004 0,9 0,42 0,008 0.002 0,004 0,88 0,99 0,002 
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Şekil 4.  

Gruplara ait sol ovaryum atretik follikül sayıları 
 

 
Şekil 5.  

Gruplara ait sağ ovaryum atretik follikül sayıları 
 
Işık Mikroskobik Bulgular 
Kontrol ve deney gruplarına ait H&E ile boyanan 
ovaryum doku kesitlerinde morfolojik değerlendirme 
yapıldı. Kontrol grubunda (Grup I) ovaryum yüzeyin-
de germinal epitel gözlendi. Germinal epitelin altında 
tunika albuginea mevcut olup, korteks tabakasında 
gelişimin farklı aşamasındaki pek çok ovaryan folli-
küller (primordiyal, primer, sekonder ve graaf follikül-
ler) ve daha önceki siklusa ait atretik folliküller izlendi. 
Gelişmekte olan folliküllerde, granüloza hücre tabaka-
sının bütünlüğünün korunduğu görüldü, antral boşluk-
lar içinde dökülmüş granüloza hücresine rastlanmadı. 
Primordiyal folliküller normal morfolojik görünü-
mündeydi. Multilaminar primer folliküllerde teka 
tabakasının oluşmaya başladığı, sekonder ve graaf 
follikülerde ise teka interna tabakası ile teka eksterna 
tabakası görüldü (Şekil 6a-b).  
Doksorubisin grubunda (Grup II) primordiyal follikül 
sayısının azalmış olduğu ve morfolojilerinde bozulma-
lar görüldü. Sekonder ve graaf folliküllerin granüloza 
hücrelerinde piknotik görünümlü nukleuslar görüldü. 
Sekonder ve graaf folliküllerin antral boşluklarında 
ölü granüloza hücre artıkları ile apoptotik cisimlerden 
oluşan debrisler gözlendi. Granüloza hücreleriyle oosit 
arasındaki bağlantıların bozulduğu ve follikül hücrele-
rinde inklüzyonların oluştuğu gözlendi. Sekonder ve 
graaf folliküllerin granüloza hücrelerinde piknotik 
görünümlü nukleuslar, sekonder folliküllerde daha 
belirgin olmak üzere, tüm folliküllerde dejenerasyon 
bulguları görüldü. Folliküllerin teka tabakalarında yer 
yer piknotik nukleuslu teka hücrelerine rastlandı (Şe-
kil 6c-d). 

 

 
Şekil 6.  

Gruplara ait ovaryum dokusunun histolojik görünü-
mü: Grup I (a-b) primordiyal follikül (mavi ok), graaf 
follikül (sarı ok). Grup II (c-d) atretik graaf follikül 
(kırmızı ok), atretik sekonder follikül (yeşil ok başı). 
Grup III (e-f) unilaminar primer follikül (kahverengi 

ok başı), sekonder follikül (gri ok). Grup IV (g-h) 
multilaminar primer follikül (turuncu ok). 

 
Visnagin grubunda (Grup III) kontrol grubuna benzer 
şekilde follikül sayılarının azalmadığı, unilaminar 
primer, multilaminar primer, sekonder ve graaf folli-
küllerin normal morfolojilerinin korunduğu, primer 
oosit morfolojilerinin bozulmadığı görüldü (Şekil 6e-
f).  
Doksorubisin+Visnagin grubunda (Grup IV) tüm 
follikül tiplerinde apopitotik görünümlü hücre sayı-
sında azalma olduğu, primordiyal ve gelişmekte olan 
folliküller ile total follikül sayısında artış olduğu göz-
lendi. Ovaryan folliküllerin normal morfolojisinin 
korunduğu görüldü (Şekil 6g-h). 

TUNEL Bulguları 
TUNEL boyama sonrası ovaryan folliküllerin apopto-
tik aktivasyonuna göre skorlamasına (0-2) ait follikül 
örnekleri Şekil 7’de gösterilmiştir. Sağ ve sol ovaryum 
kesitlerinde TUNEL boyaması sonrası skorlanan folli-
küllerde atretik follikül olarak kabul edilen skor 2 
sekonder ve graaf folliküllerin istatistiksel verileri 
Tablo IV, Şekil 8 ve 9’da verilmiştir. 
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Şekil 7.  

Ovaryum dokusu TUNEL boyama sonrası skorlama: 
Kontrol grubu (a) skor 0 sekonder follikül (kırmızı ok 

başı), skor 0 multilaminar primer follikül (mavi ok 
başı). Doksorubisin grubu (b) skor 2 graaf follikül 

(siyah ok). Visnagin grubu (c) skor 0 sekonder follikül 
(kırmızı ok başı). Doksorubisin+visnagin grubu (d) 

skor 1 sekonder follikül (sarı ok), TUNEL pozitif hüc-
re (yeşil ok başı). 

 
Tablo IV. TUNEL boyaması sonrası değerlendirilen 

kesitlerde, gruplara ait atretik folliküllerin 
sonuçları 

 Sağ ovaryum Sol ovaryum 
 Sekonder 

Atretik 
Follikül 

Graaf Atretik 
Follikül 

Sekonder 
Atretik 
Follikül 

Graaf 
Atretik 
Follikül 

Grup I 
Kontrol 

ORT ±SS 21,8±11,7 12,8±12,7 19,1±10,2 12,6±15,5 

ORTANCA 
(Min/Max) 

21,5 
(3,7/35) 

11,8 
(0,0/33,3) 

22,2 
(5,6/28,6) 

7,1 
(0,0/36,4) 

Grup II 
Doksoru-

bisin 

ORT ±SS 72,2±14,5 68,3±24,8 61,0±17,1 75,0±27,4 

ORTANCA 
(Min/Max) 

72,9 
(50,0/87,5) 

55,0 
(50,0/100,0) 

56,4 
(50/95) 

75,0 
(50,0/100,0) 

Grup III 
Visnagin 

ORT ±SS 8,3±5,9 8,9±14,4 10,4±9,2 6,7±16,3 

ORTANCA 
(Min/Max) 

7,0 
(0,0/15,8) 

0,0 
(0,0/33,3) 

10,8 
(0,0/22,2) 

0,0 
(0,0/40,0) 

Grup IV 
Doksoru-

bisin+ 
Visnagin 

ORT ±SS 15,8±13,9 13,9±17,4 13,2±7,2 9,7±15,3 

ORTANCA 
(Min/Max) 

12,9 
(0,0/39,0) 

6,3 
(0,0/37,5) 

16,2 
(0,0/18,8) 

0,0 
(0,0/33,3) 

p dğeri 0,001 0,003 0,003 0,002 
 

 
Şekil 8. 

Gruplara ait sol ovaryum Aİ grafiği 

 
Şekil 9.  

Gruplara ait sağ ovaryum Aİ grafiği 
 
Sağ ve sol ovaryumdaki atretik sekonder follikül sayı-
larının, doksorubisin grubunda (Grup II) diğer grupla-
ra kıyasla ciddi oranda arttığı, atretik indeks oranının 
anlamlı şekilde yükseldiği görüldü (p=0,001 ve 
p=0,003). Benzer şekilde atretik graaf follikül sayıla-
rının da diğer gruplara kıyasla arttığı, atretik indeks 
oranının yükseldiği görüldü (sağ ovaryumda p=0,003, 
sol ovaryumda p=0,002).  
Doksorubisin grubunda ovaryum korteks ve medulla 
stromasında ve gelişmekte olan folliküllerin granüloza 
hücrelerinde apoptotik aktivasyonun ve atretik follikül 
sayılarının diğer gruplara kıyasla istatistiksel olarak 
arttığı görüldü. Doksorubisin uygulaması sonrasında 
visnagin verilen hayvanların ovaryum dokularında 
korteks ve medullada apoptotik aktivasyonun azaldığı, 
follikül sayılarında artış ile birlikte atretik follikül 
sayılarında azalma olduğu görüldü. 

Tartışma ve Sonuç 

Bu çalışmada doksorubisinin neden olduğu ovaryan 
doku hasarını azaltmada, ana kaynağı furanokromon 
olan visnaginin etkinliği değerlendirildi. Doksorubisin 
ile indüklenmiş ovaryan hasar üzerine visnaginin 
koruyucu etkileri histokimyasal ve immünohistokim-
yasal düzeyde değerlendirilerek, gerek ovaryan rezervi 
belirleyen primordiyal follikül sayılarının korunması 
açısından, gerekse gelişmekte olan follikül sayıları 
açısından tedavi edici etkinliği gösterildi. Visnagin 30 
mg/kg dozda invivo olarak uygulandığında, doksoru-
bisinin gonadotoksik etkisine karşı koruyucu etki 
sağladı. Bu etkiyi vücut ağırlığında azalma haricinde, 
primordiyal ve gelişmekte olan follikül sayısında 
korunma ve atretik follikül sayısında azalma şeklinde 
gösterdi. Bu çalışma literatürde visnaginin doksorubi-
sinin oluşturduğu gonadotoksisiteye karşı koruyucu 
etkisinin gösterildiği ilk çalışmadır. 
Doksorubisinin gonadotoksik etkisini araştıran çalış-
maların sonuçlarına bakıldığında; Ben-Aharon ve 
arkadaşları doksorubisin uygulamasının ovaryumlarda 
atretik follikül sayısının artışına neden olduğu ve bu 
etkinin ovulasyon hızında belirgin azalmaya neden 
olduğunu rapor etmişlerdir9. Doksorubisin uygulanan 
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farelerin ovaryumunda korteks damarlarında fibrozis 
oluştuğu9, germinal vezikül (GV) ve metafaz II (MII) 
aşamasındaki oositlerde in vitro olarak apoptozu in-
düklediği gösterilmiştir3. Kombine vinkristin, etopo-
sid, prednizon, doksorubisin ve siklofosfamid, vinkris-
tin, prednizon, dakarbazin kemoterapisi alan hastalar-
da yoğun follikül dejenerasyonu olduğu gözlemlen-
miştir10. Bu çalışmada reprodüktif olarak aktif sıçanla-
ra uygulanan doksorubisin tedavisi ile ovaryan doku 
üzerine literatürü destekler nitelikte toksisite bulguları 
elde edildi. 
Folliküler atrezi ovaryumların fizyolojik bir fonksiyo-
nu olmakla birlikte, folliküllerde oosit ve granüloza 
hücreleri düzeyinde oluşan hasarlar aşırı follikül atre-
zisine yol açabilir, bu da ovaryan disfonksiyonu in-
dükleyebilir. Follikülde oosit ve granüloza hücreleri 
karşılıklı olarak etkileşim halindedir. Granüloza hüc-
relerinde gelişen hasar oosit gelişimi ve matürasyonu-
nu da olumsuz yönde etkilemektedir. Granüloza hücre 
aktivitesinin kaybı follikül hasarına neden olabilmek-
tedir. Dolayısıyla, doksorubisin ile indüklenen ovar-
yan toksisitede büyümekte olan folliküllerde granülo-
za hücrelerinde apoptotik aktivasyonun artışı, granü-
loza hücreleri ile oositler arasındaki bilgi ve besin 
alışverişini etkileyerek follikülün atreziye gitmesine 
neden olması muhtemeldir. Granüloza hücreleri emb-
riyonun implantasyonu için endometriyal proliferas-
yonu arttıran östrojen üretir. Aynı şekilde stroma/teka 
hücrelerinin, ovaryum yapısını ve fonksiyonunu ko-
rumanın yanısıra, steroidogenez ve hormon sentezinde 
önemli rolü bulunmaktadır. Kemoterapi alan kadınla-
rın ovaryum biyopsilerinin histolojik olarak incelen-
mesi sonucunda estradiol üretiminin daha düşük olma-
sına bağlı olarak germ hücre hasarının ortaya çıktığı 
görülmüştür11. Dolayısıyla, kemoterapiye bağlı gona-
dotoksisitede granüloza hücreleri-oosit arasındaki 
etkileşimler dışında, granüloza ve teka hücrelerindeki 
kayıplara bağlı steroidogenez mekanizmasındaki ak-
samalar follikül kaybına neden olmaktadır. Sağlıklı bir 
vücutta serbest oksijen radikalleri (ROS) ve antioksi-
danlar dengede bulunmaktadır. Dengenin bozulduğu 
durumlarda oksidatif stres oluşur. ROS oositin olgun-
laşmasından fertilizasyona, embriyo gelişimine ve 
gebeliğe kadar pek çok fizyolojik süreci etkilemekte-
dir. ROS antral folliküllerde apoptozun başlatılmasın-
da önemli rol oynamaktadır12. Doksorubisinin serbest 
oksijen radikallerini indükleyerek ve endotel hücrele-
rinde apoptoza neden olarak endotel fonksiyonunda 
bozulmaya neden olduğu bildirilmiştir13,14. Doksorubi-
sin uygulaması sonrasında doza bağımlı olarak granü-
loza hücrelerinde ROS üretiminin arttığı, mitokondri-
yal membran potansiyelini azalttığı, Bax, Bcl-2 ve p-
53 mRNA ekspresyonunda artış olduğu ve bununda 
apoptozise yol açtığı rapor edilmiştir15. Bu çalışmada 
doksorubisin uygulamasının ovaryan folliküllerde 
apoptotik aktivasyonu arttırarak follikül kaybına ne-
den olduğu gösterilmiştir.  

Yapılan çalışmalarda ovaryumda atretik folliküllerde 
TUNEL pozitif hücre boyanmasının granüloza ve teka 
hücrelerinde daha fazla olduğu bildirilmiştir16. Slot ve 
arkadaşları atretik folliküllerle sağlıklı follikülleri 
karşılaştırdıklarında, Fas ligand, Bax, TUNEL ve 
kaspaz-3 salınımının atretik folliküllerde daha yoğun 
olduğunu gözlemlemişlerdir17. Vaskivuo ve arkadaşla-
rı insan ovaryumunda granüloza hücrelerinde TUNEL 
pozitif boyanmayı sekonder ve graaf follikül seviye-
sinde rapor etmişlerdir18. Farklı bir çalışmada, insan 
ovaryumlarında TUNEL boyaması ve kaspaz-3 im-
münohistokimyası sonrasında erken follikül aşama-
sında atretik follikül sayılarının seyrek olduğu, erken 
matürasyon aşamasındaki folliküllerde kaspaz-3 ve 
TUNEL yöntemiyle apoptozisin gösterilemeyeceği 
belirtilmiştir19. Bu çalışmada da gelişmekte olan ve 
graaf folliküllerde TUNEL pozitifliği elde edilmiştir. 
Primordiyal ve unilaminar primer folliküllerdeki 
apoptotik aktivasyonun, az sayıda olan follikül hücre-
lerinin hızla ölümü ve primer oositin dejenerasyonu 
nedeniyle, follikülün direkt kaybı ile sonuçlandığı 
şeklinde yorumlanabilir. Bu yorumu gruplar arasında-
ki primordiyal follikül sayısı farklılıkları da destekle-
mektedir. 
Doksorubisin kaynaklı ovaryan toksisitenin tedavisin-
de, başta antioksidanlar olmak üzere, pek çok ajan 
kullanılmaktadır. Hücresel düzeyde oksidatif stres 
DNA hasarına neden olmaktadır20. Doksorubisin ile 
indüklenen oksidatif stres ve p53 aracılı mitokondriyal 
apoptozun baskılanması ile doksorubisin kaynaklı 
mutajenitenin belirgin bir şekilde zayıflatılması ama-
cıyla bazı antioksidanların kullanımının etkinliği lite-
ratürde kanıtlanmıştır21,22. Kemirgen ve primat ovar-
yumunda oosit, granüloza ve stromal hücrelerinde 
deksrazoksan ve bortezomib’in doksorubisin kaynaklı 
DNA hasarını azalttığı bildirilmiştir23,24. Yapılan bir in 
vitro çalışmada, fare modeli granüloza hücre hattında 
deksrazoksan’ın doksorubisine yanıt olarak oluşan 
DNA hasarı ile oluşan H2AFX aktivasyonunu ortadan 
kaldırdığı ve hücre canlılığını önemli ölçüde arttırdığı 
rapor edilmiştir25.  
Visnagin biyolojik fonksiyonu ve hedefi hakkındaki 
bilgilerin oldukça kısıtlı olduğu bir ajandır. Literatür-
de ovaryan toksisiteyi önlediğine dair literatür bulun-
mamakla birlikte, visnaginin doksorubisinin oluştur-
duğu kardiyotoksisitede etkinliğini değerlendiren bir 
çalışmada; visnaginin vazodilatasyon ve hücre içerisi-
ne kalsiyum girişini engelleme ve kan basıncını düşü-
rücü etkisiyle doksorubisin ile indüklenmiş kardiyo-
miyopatide koruyucu etkisinin olduğu rapor edilmiş-
tir4. Visnaginin doksorubisin toksisitesini tedavi edici 
etkisinin yanısıra mikroglial hücreler üzerinden lipo-
polisakkarid ile indüklenen inflamasyonda anti-
inflamatuar etkisini26,27, oksalat maruziyeti ile indük-
lenen renal epitel hücre hasarını baskıladığını6, portal 
damarların spontan miyojenik kasılmaları ve sıçan 
aortik halkalarında indüklenen kontraktil yanıtları 
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inhibe ettiğini  gösteren çalışmalar mevcuttur28. Vis-
nagin ve kellin ile yapılan bir diğer çalışmada, oksalat 
üriner atılımının hızla arttığı, sitrat atılımının eş za-
manlı olarak azalarak hiperokzalürinin başarılı bir 
şekilde indüklendiği bildirilmiştir29. Literatürde psora-
len grubu ajanların (psoralen, 5-methoksipsoralen, 8-
methoksipsoralen, kellin ve visnagin) reaktif oksijen 
türlerini arttırdığı spektrofotometre yöntemiyle göste-
rilmiştir30. Fakat bu ajanlardan 8-methoksipsoralen ve 
kellinin 0,2 mM dozda antioksidan etkisi olduğu, 
visnaginin ise antioksidan etkiyi düşük konsantrasyon-
larda (0,05 mM) gösterdiği, yüksek doz (1mM) uygu-
lamanın prooksidatif etkiye neden olduğu rapor edil-
miştir. Bu çalışmada visnagin tedavisi 7 günlük peri-
yodda total 0,02 mM dozda uygulandı. Tedavinin 
sonucunda visnagin doksorubisine bağlı gonadotoksi-
siteyi hem primordiyal follikül seviyesinde hemde 
gelişmekte olan folliküller seviyesinde bir etki göster-
di. Çalışmada uygulanan visnagin dozunun literatürde 
belirtilen prooksidatif etkinliğin gösterildiği dozun 
altında, güvenli sınırlarda bir doz olması, antioksidatif 
etkisini gösterebilecek bir doz aralığında uygulanması 
visnaginin tedavi edici etkinliğini antioksidatif meka-
nizma üzerinden göstermiş olabileceği yönünde yo-
rumlanabilir. Doku düzeyinde visnaginin tedavi edici 
etkisinde antioksidatif mekanizmanın desteklenmesi 
için invivo ya da invitro toksisite çalışmalarının ya-
pılması gerekmektedir. 
Literatürde doksorubisin ile benzer şekilde gastroin-
testinal sistemde toksik etkiye sahip geniş spekturum-
lu platin türevi bir antineoplastik ajan olan sisplatin’in 
oluşturduğu nefrotoksisitenin tedavisi amacıyla tiop-
ronin veya kannabinoidlerin etkinliğinin değerlendi-
rildiği çalışmalarda, benzer şekilde tedavi edici ajanla-
rın kilo kaybını engellemede etkin olmadığı rapor 
edilmiştir31,32. Bu sonucu tedavi amacıyla kullanılan 
ajanların gastrointestinal sistem üzerinde etkinliğinin 
olmaması şeklinde yorumlamışlardır. Bu çalışmada da 
doksorubisinin gastrointestinal sistem üzerinde toksik 
etkisine bağlı olarak sıçanlarda gelişen anoreksiya ve 
buna bağlı kilo kaybına visnaginin tedavi edici etkisi 
görülmedi. Visnaginin de benzer şekilde gastrointesti-
nal sistem üzerine tedavi edici etkisinin olmaması 
nedeniyle kilo kaybında azalma oluşturmaması muh-
temeldir. 
Kemoterapi hızlı bir hücresel döngüye sahip olan 
ovaryumlar üzerinde son derece zararlı etkiler oluş-
turmaktadır. Günümüzde kansere yakalanan çoğu 
kadın hasta kemoterapi veya radyoterapi ile tedavi 
edilmesine karşın tedavi sonrasında kullanılan ajanla-
rın toksik etkilerinden dolayı infertilite ve gonadal 
yetmezlik ile karşı karşıya kalmaktadır. Bu hastalarda 
üreme yeteneklerini korumak amacıyla, tedavi öncesi 
ve/veya sonrası embriyo, oosit ve ovaryum dokusu 
dondurma gibi birtakım yardımcı üreme yöntemlerine 
başvurulmaktadır. Bu yöntemlere ek olarak antioksi-
danlar ve alternatif tedavilerin kullanılmasıyla kemo-

terapötik ajanların toksik etkilerinin önlenmesi amaç-
lanmaktadır. Bu çalışmada gonadotoksik etkisi bilinen 
doksorubisinin, ovaryumda doku hasarını ve folliküler 
kaybı azaltmak, ovaryan rezervi korumak amacıyla 
visnagin tedavisinin olumlu sonuçlar verdiği laboratu-
var ortamında gösterilmiştir. Kemoterapi sonrası uy-
gulanacak visnagin tedavisinin hem gelişmekte olan 
follikülleri hemde primordiyal follikül havuzunu ko-
rumada etkili olduğu görülmüştür. Doksorubisinin 
hücre içerisinde kalsiyum birikimine yol açıp, ROS 
birikimi ile birlikte DNA hasarına neden olarak folli-
kül granüloza hücrelerinde ve stromal hücrelerde 
oluşturduğu apoptotik aktivasyonun, visnaginin hücre 
içerisine kalsiyum girişini engelleyici etkisi ve serbest 
oksijen radikallerini minimum düzeye indirerek nor-
mal ovaryum dokusundaki gelişmekte olan follikülleri 
kemoterapötik ajanların toksik etkisinden koruyabile-
ceği düşünülmektedir. Bu görüşü destekleyecek ileri 
çalışmalara ihtiyaç vardır.  
Sonuç olarak, bu çalışma doksorubisin kemoterapisi 
sonrasında oluşan ovaryan toksisitede visnaginin ko-
ruyucu etkisinin olduğunu gösteren ilk çalışma olup, 
fertiliteyi korumaya yönelik yaklaşımlara alternatif bir 
tedavi seçeneği olarak yönlendirici olacaktır. 
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