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OZGUN ARASTIRMA

Doksorubisin ile indijklenmj§ Ovaryan Toksisitede
Visnaginin Koruyucu Etkisi

Aysun OZBAY, Berrin AVCI

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Bursa.

OZET

Doksorubisine bagl ovaryan toksisitede ovaryan rezervi korumak amactyla farkli tedavi yaklasimlar: uygulanmaktadir. Visnagin doksorubi-
sine bagli kardiyotoksisitede tedavi edici etkinligi gdsterilmis organik bir kimyasaldir. Bununla birlikte doksorubisine bagli ovaryan toksisi-
tede visnaginin etkinligi bilinmemektedir. Doksorubisine bagli ovaryan toksisitenin olusturuldugu siganlarda visnaginin tedavi edici etkinli-
gini degerlendiren bu ¢aligmada; doksorubisinin ovaryan rezervi belirleyen primordiyal follikiil sayisini, bunun yaninda preantral ve antral
follikiil sayisini azalttig1 saptandi. Intraperitoneal 30 mg/kg visnagin tedavisinin primordiyal follikiil rezervini, gelismekte olan ve olgun
follikiil sayilarini korudugu, atretik follikiil sayisini azalttigi goriildii. Doksorubisin ile indiiklenmis ovaryan toksisitenin visnagin tedavisi ile
azaltildig1 ve ovaryan follikiil rezervini korudugu sonucuna varildi.

Anahtar Sézcikler: Doksorubisin. Visnagin. Ovaryan toksisite. Sigan.
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.
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Doksorubisin, c¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilan antrasiklin tiirevi bir kemoterapotik ajandir.
Aktif olarak bélinen hiicrelerde topoizomeraz-1l en-
ziminin inhibisyonuna neden olur ve DNA hasarini
indiikleyerek antikanser tedavide etkinligini gosterir.
Doksorubisin proteazom aracili transport vasitasiyla
hicrelere penetre olur ve nukleus icerisine girer. Cok
halkali yapisindan dolayr DNA’ya interkale olur ve

* 14, Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi'nde
(10-13 Mayis 2018, Antalya) s6zIU bildiri olarak
sunulmustur.

Gelis Tarihi: 18 Temmuz 2018
Kabul Tarihi: 13 Eylul 2018

Doktora Ogr. Aysun OZBAY

BUU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali 16059 Gérikle/Bursa

Tel.: 0531 212 83 82

E-posta: ozbaysun@gmail.com

transkripsiyon ile hiicre replikasyonuna miidahale eder.
Doksorubisin topoizomeraz-I1’nin inhibisyonu nede-
niyle demir aracili reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuna neden olup, DNA hasarina yol acar. Ayri-
ca p53 ve pro-apoptotik Bax’imn aktivasyonuna yol
acarak hiicrelerin apoptoza girmesine neden olur?.

Doksorubisinin ovaryan dokuda oositlerin apoptozunu
indiikledigi gosterilmekle birlikte, oosit ve follikiil
hiicrelerinin 61UmU Uzerindeki rolu tam olarak anla-
silmis degildir. in vitro olarak doksorubisine maruz
kalan oositlerin doksorubisin kaynakli kromozom
kondensasyonu, degismis gen ekspresyonu ve oksida-
tif stres sergiledigi mevcut calismalarda gosterilmistir®.
Doksorubisinin fare metafaz I oositlerinde zararlt
etkisi mevcut olup, germinal vezikiil asamasinda he-
niiz matiirasyonunu tamamlamamis oositlerde mito-
kondriyal aktivasyon, endoplazmik retikulum stresinin
uyarilmasi ve hiicre i¢i kalsiyum oraninin artmasi ile
apoptozu indiikledigi rapor edilmistir’.

143



Visnagin ana kaynagi furanokromon olan bir organik
kimyasaldir. Mitokondriyal malat dehidrogenaz mo-
diilasyonu ile doksorubisine bagl kardiyomiyopatide
vazodilatasyon, kan basincini diisirme ve hiicre icine
kalsiyum girigini engelleme yoluyla koruyucu etki
gosterdigi rapor edilmistir®. Visnaginin hiicre igerisine
kalsiyum akisini inhibe ederek kan basincini diisiirdU-
g, kan damarlarinda kontraksiyonu bloke ettigi bildi-
rilmistir®. Renal epitel hiicrelerinde oksalat kaynakl:
hiicre hasarim da énledigi rapor edilmistir®,

Bu c¢aligsmada, gelismekte olan ovaryan follikillerde
granuloza hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde apopto-
tik aktivasyonu arttirarak hasar olusturan ve follikl
kaybina neden olan doksorubisin toksisitesinde visna-
ginin tedavi edici etki gdsterdigi hipotezinden yola
cikilarak, doksorubisinin ovaryum fizerindeki toksisi-
tesini olusturmak ve olusan ovaryan doku hasarini
azaltmada visnagin tedavisinin etkinligini morfolojik
ve immiinohistokimyasal diizeyde degerlendirmek
amaglandi.

Gerecg ve YOntem

Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yetistirme Merkezi’nden 6 aylik (170-250 gr) Wistar
Albino cinsi disi si¢anlar temin edildi. Yetiskin disi
siganlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda 20 +
1 °C’de tutuldu ve ad libitum olarak yem ve suyla
beslendi. Calisma Uludag Universitesi Hayvan Deney-
leri Yerel Etik Kurulu’ndan alman 10.08.2016 tarihli
ve Karar No:3 sayili onay ile gerceklestirildi. Tim
sicanlara ila¢ uygulamasi ve ovaryum diseksiyonun-
dan dnce vaginal smear uygulanarak ovaryan siklusla-
rinin periyodu belirlendi. Standardizasyonu saglamak
amaciyla enjeksiyon ve hayvan diseksiyonu islemleri
sicanlar strus periyodunda iken uygulandi. flag doz-
larint belirlemek i¢in siganlarin viicut agirliklarina
bakildi. Calisma gruplari:
e Grup | (n=6); i.p serum fizyolojik (SF) enjeksiyo-
nu, 7 glin
e Grup Il (n=6); i.p doksorubisin enjeksiyonu
(3mg/kg/giin, 0,008mM total doz), 7 giin
e Grup Il (n=6); i.p visnagin enjeksiyonu (30
mg/kg/giin, 0,02 mM total doz), 7 giin
e Grup IV(n=6); i.p doksorubisin (3 mg/kg/giin) + 2
saat igerisinde i.p visnagin enjeksiyonu (30
mg/kg/giin), 7 giin olacak sekilde diizenlendi.
Sicanlara 7 gilin ilag uygulamasi sonrasinda ovaryan
sikluslarmin 6strus periyodunda %4’lik paraformal-
dehit (fosfat tamponu ile tamponlanan pH=7.2) ile
perfiizyon fiksasyonu uygulandi. Ovaryan diseksiyon
sonrasinda, dokulara 48 saat ayni fiksatif icerisinde
(+4 °C) immersiyon fiksasyon uygulandi. Fiksasyon

144

A. Ozbay, ark.

sonrasinda ovaryum dokular1 morfolojik ve immiino-
histokimyasal degerlendirme i¢in doku takibine alind1.

Kimyasallarin Temini

Doksorubisin tedavisi i¢in Saba ila¢ firmasina, ait
piyasa ad1 Adrimisin olan preparat kullanildi. Visna-
gin (SIGMA-ALDRICH) ve diger tiim kimyasallar
Sigma-Aldrich’den temin edildi. Doksorubisin ve
Visnagin soliisyonlar1 SF (sirastyla 10 mg/kg -5 ml SF
ve 21 ug/ml SF) icinde ¢6zlilerek hazirlandi.

Morfolojik Degerlendirme

Dokulara uygulanan doku takibinin ardindan, olustu-
rulan parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 5 pm
kalimhiginda kesitler alindi. Sag ve sol over doku blok-
larinin  herbirinden rastgele ornekleme yoOntemiyle
secilen 5 farkli seviyeden 2 seri kesit olmak (zere
toplam 10 kesit alindi. Seri kesitlerin biri morfolojik
degerlendirme i¢in H&E ile, digeri apoptotik aktivas-
yonu degerlendirmek icin TUNEL yo6ntemi ile boyan-
di. Farkli gelisim asamalarindaki ovaryan follikiiller
smiflandirildi, sag ve sol ovaryum dokularinda ayri
ayr1 sayildi. Follikiil sayimi Olympus BX50 fotomik-
roskop (20x objektif) ile gerceklestirildi. Ovaryan
follikiillerin smiflandirmasi asagidaki kriterler dikkate
alinarak gergeklestirildi7.

e Primordiyal follikill: Primer oosit ve etrafin
gevreleyen tek sira yassi follikiil hiicre tabakasinin
gorilmesi

e Unilaminar primer follikdl: Primer oosit, zona
pelllusida ve etrafin1 ¢evreleyen tek sira kiibik fol-
likiil hiicre tabakasinin goriilmesi

o Multilaminar primer follikdl: Primer oosit, zona
pellusida ve etrafini1 ¢evreleyen ¢ok katli kiibik fol-
likiil hiicre tabakasinin (graniiloza hiicre tabakasi)
gorilmesi

e Sekonder follikil: Graniiloza tabakasinda, hiicre-
lerin arasinda follikiil sivisinin birikimi ile olusan
bosluklarin varligi, teka interna ve teka eksterna
tabakalarinin ayirt edilebilir olmasi

e Graaf follikiil: Graniiloza tabakasinin iginde folli-
kiil sivisini igeren bosluklarin birlesmesi ile tek bir
antral boslugun olusumu, antral bosluk icinde ke-
nara itilmig eksantrik yerlesimli primer oositin,
primer oositi cevreleyen korona radiata hiicreleri-
nin ve oositi granilloza hicre tabakasina baglayan
kumulus ooforusun ayirt edilebilir olmasi

Ovaryan Follikullerde Apoptotik Aktivasyonun
Degerlendirmesi

Apoptotik aktivasyon gosteren folikiller TUNEL
yontemi kullanilarak degerlendirildi. TUNEL boya-
mada In Situ Hiicre Olim Tespit Kiti (Roche Molecu-
lar Biochemicals, Ref: 11684817910, ABD) kullanildi
ve boyama protokol( Oreticinin talimatlarina gore
gerceklestirildi. Sag (n=6) ve sol (n=6) ovaryum doku
bloklarindan rastgele ornekleme yontemiyle 5 farkli



Ovaryan Toksisitede Visnagin

seviyeden alinan 2 seri kesitten biri (n=5) TUNEL
yontemiyle boyandi. Apoptotik aktivasyon gosteren
folikiillerin sayisi ve yiizdesi yukarida belirtilen folli-
kiil gruplarinda ayri ayri sayildi ve hesaplandi. Folli-
kiil sayimi Olympus BX50 fotomikroskop (20x objek-
tif) ile gerceklestirildi. Ovaryan follikillerin apoptotik
aktivasyonu semikantitatif olarak 0-2 arasinda skor-
landi.

Skor 0: Graniiloza hiicre tabakasinda en fazla 3-5 adet
TUNEL pozitif follikiil hiicresinin bulunmasi, primer
oositte boyanmanin olmamasi

Skor 1: Graniiloza hiicre tabakasinda TUNEL pozitif
boyanmanin %50’den az olmasi, primer oositte bo-
yanmanin olmamasi

Skor 2: Graniiloza hiicre tabakasinin yarisindan fazla-
sin1 kapsayan, yogun TUNEL pozitif boyanma ve
primer oositinin TUNEL pozitif boyanmasi

TUNEL 2 skor degerine sahip follikiiller atretik folli-
kul olarak kabul edildi ve farkli gelisim agamalarinda-
ki follikuller icin apoptotik follikil indeksi asagida
verilen formiil tizerinden hesapland:®.

%Apoptotik indeks = (pozitif boyanmis apoptotik
folikiil say1s1 / toplam follikiil sayis1) x 100

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS Version 20.0 programi ile
yapildi. Morfolojik degerlendirmede ve TUNEL bo-
yamasinin sonuglarinin  degerlendirmesinde gruplar
arasindaki karsilastirma i¢in Kruskall Wallis testi
uygulandi. ikili grup karsilagtirmalarinda Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi uygulandi. Kemote-
rapi Oncesi ve sonrast hayvan agirliklart Wilcoxon
testi ile degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05
olarak kabul edildi.

Tablo I. Deney oncesi ve sonrasi deneklerin viicut

agirliklar
Deney Deney
Oncesi Sonrasi degeri
Agirlik Agirlik
Grup| ORT +SS | 186,67+14,72 | 187,67+13,57
Kontrol ORTANCA 187,50 188,50 0,11
(MinMax) | (170/200) (173/200)
I o o o
Doksorubisin | “\imvax) | (00225) | (1701175)
Grup Il gRR_l:I'A"s\ISCSA 200,000 200?0150,84 018
visnagin-— | vfin/Max) 0 (2001202)
Grup IV ORT SS 200,000 162,5+5,24
Doksorubisin+| ORTANCA 0 162,50 0,001
Visnagin (Min/Max) (155/170)

Bulgular

Viicut Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Gruplara ait deney oncesi ve deney sonrasi sigan viicut
agirliklariin ortalama (Ort), standart sapma (SS) ve p
degerleri Tablo I’de verildi. Kontrol ve visnagin grup-
larinda deney Oncesi ve sonrasi viicut agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (sira-
styla p=0.11 ve p=0.18) (Tablo I, Sekil 1).
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Sekil 1.
Deney éncesi ve deney sonrasi deneklerin agwrliklar

Siganlara uygulanan total 21 mg/kg doksorubisin
etkisiyle deneklerde anlamli kilo kaybi1 saptandi. Ayni
doz doksorubisin sonrast total 30 mg/kg Visnagin
tedavisi uygulanan deneklerde de anlamli kilo kaybi
gergeklesti. Doksorubisin tedavisi (Grup I1) ve dokso-
rubisint+visnagin (Grup IV) tedavisi uygulanan sigan-
larda deney Oncesi agirliklar: lehine istatistiksel olarak
anlamlilik bulundu (sirastyla p=0,03 ve p=0,001)
(Tablo I, Sekil 1).

Ovaryan Follikiil Sayilarinin Degerlendirilmesi

Caligmaya ait 4 grubun sag ve sol overlere ait normal
follikiil sayilarinin Ort, SS, ortanca, minimum, mak-
simum ve p degerleri Tablo II’de verildi. Ovaryan
rezervi belirleyen primordiyal follikiil sayisinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir azalma gercgeklesti. Gelis-
mekte olan follikillerden unilaminar ve multilaminar
primer follikiillerde anlamli bir farklilik olmamakla
birlikte, sekonder ve graaf follikiil sayilarinda anlaml
oranda azalma goruldu. Gruplar arasinda her iki ovar-
yumda primordiyal, unilaminar primer ve graaf folli-
kil sayilarinda anlamli fark goriildii (sirasiyla sag
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 follikiil sayilar1 agisindan gruplarin
ikili karsilastirmalar1 yapildiginda; sag ve sol ovar-
yumlar arasinda benzer olmak iizere anlamli farklilik-
lar elde edildi. Primordiyal follikiil sayilart agisindan
gruplarin ikili karsilastirmalar1 yapildiginda her iki
ovaryumda Grup I-Grup Il, Grup I1-Grup 111 ve Grup
II-Grup IV arasinda anlamli fark bulundu (tim ikili
karsilastirmalarda p=0.002). Sekonder follikiil sayilar
acisindan gruplarin ikili karsilagtirmalar1 yapildiginda,
her iki ovaryumda Grup 1-Grup I, Grup 11-Grup 111 ve
Grup 11-Grup IV arasinda anlamli fark bulundu (tiim
ikili karsilastirmalarda p=0.002). Graaf follikiil sayila-
r agisindan gruplarin ikili karsilastirmalar: yapildi-
ginda her iki ovaryumda Grup I-Grup II (sag ovar-
yumda p=0.004, sol ovaryumda p=0.002), Grup II-
Grup III (sag ve sol ovaryumda p=0.002) ve Grup II-
Grup IV (sag ovaryumda p=0.004, sol ovaryumda
p=0.002) arasinda anlamli fark bulundu (Sekil 2 ve
Sekil 3).
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Tablo Il. H&E boyamasi sonrasi degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait sag ve sol ovaryan follikiil sayilar

Sag ovaryum Sol ovaryum
Primordiyal Unlle_lmlnar Multllz_iml- Sekonder | Graaf | Primordiyal Un||.a_1m|nar Multlle_xml- Sekonder | Graaf
Follikal | Crimer | marPrimer| oo i | Follikil | Follikl | Ffimer | narPrimer| o L | Follikil
Follikal Follikal Follikal Follikal
o | ORT £SS | 24,0+8,6 3217 1,8+1,6 10,8+4,6 | 3,3t14 | 24,3+10,8 3,3#4,1 1,8+15 13,0455 | 3,3%1.2
ru
KontIIJ'OI ORTANCA 245 3,0 1,0 10,0 3,0 20,5 15 15 12,0 35
(MinMax) | (13,0/35,0) | (1,0/60) | (1L050) | (50/190) | (20550) | (14,0/420) | (0,0110) | (0.040) | (7,0200) | (20/5,0)
Grun I ORT+SS| 88+1,7 3,8+19 13+14 3,019 10,2+2,5 2,7£2,7 2,3£2,0 3,518 -
rup
Doksorubisin |ORTANCA 9,0 35 1,0 3,0 10,5 2,0 2,0 4,0 i
(Min/Max) | (6,0/11,0) (2,017,0) (0,0/4,0) (1,0/6,0) (6,0/13,0) (0,0/6,0) (1,0/4,0) (0,0/5,0)
Srun i ORT 4SS | 21,3+34 3,5+2,1 2,0£0,6 10,3£3,7 2,3+1,1 23,0456 2,314 18412 12,2439 3,013
ru
Visnggin ORTANCA| 205 20 20 10,0 2,0 20,5 2,0 2,0 12,0 35
(Min/Max) | (19,0/33,0) | (1,0/5,0) (0,0/3,0) (6,0/16,0) | (1,0/4,0) | (19,0/33,0) | (1,0/5,0) (0,0/3,0) (8,0/17,0) | (1,0/4,0)
Grup IV ORT+SS | 20,744 4,0£2,1 1,8+15 8,7£2,5 2,0£1,3 | 22,2£11,0 2,817 2,3£2,5 8,515 1,8+0,8
Doksolub|sm ORTANCA| 22,0 40 15 9,0 1,5 19,0 25 15 85 2,0
Visnagin | MinMax) | (140/260) | (L080) | (00/40) | (50120) | (L0A40) | (140440) | (1L060) | (0070) | (70110) | (10/30)
p degeri 0,004 0,004 0,9 0,42 0,008 0.002 0,004 0,88 0,99 0,002
35 Tablo Ill. H&E boyamast sonrasi degerlendirilen
30 : kesitlerde, gruplara ait sekonder ve graaf atretik folli-
25 T .
i kiil sayilar1
13 * T Sag ovaryum Sol ovaryum
"5) | B Sekonder | Graaf |Sekonder| Graaf
, HN PR < e Atretik | Atretik | Atretik | Atretik
PRIMORDIYAL UNILAMINAR MULTILAMINAR ~SEKONDER GRAAF Follikal | Follikial | Follikual | Follikal
PR oimt  rormn o Tonoer orpt |_ORTSS [ 30514 | 08:08 | 25eLt [ 05206
=GRUPI =GRUPT =GRUPTI =GRUPIV Kontrol | ORTANCA | 30 10 25 05
(MinMax) | (1,05,0) | (0,0/2,0) | (1,0/4,0) | (0,0/10)
Sekil 2. Grup I ORT#SS | 8,0+23 | 37+21 | 7,0£26 | 37+14
Gruplara ait sol ovaryum follikiil sayilar Doksorubisin| ORTANCA | 7.5 30 65 35
(Min/Max) | (6,0/11,0) | (2,0/7,0) | (4,0/11,0) | (2,0/6,0)
— ORT +SS 32+£17 | 05+0,6 | 2515 | 0,5+0,8
30 Visnggin ORTANCA 3,0 0,5 25 0,00
e (MinMax) | (1,0/5,0) | (0,0/1,0) | (0,0/4,0) |(0,00/2,00)
20 L1 GruplV | ORT#SS | 3511 | 1,0£0,6 | 3.8+15 | 0,708
e . Doksorwbisin| oeranca | 35 | 10 | 35 | 08
12 q o i* T Visnagin | MinMax) | (20550) | (00120) | (20660) | (0,0120)
s N ] | - O [ T p degeri 0001 | 0004 | 0003 | 0001
PRIMORDIYAL UNILAMINAR MULTILAMINAR SEKONDER GRAAF
FOLLIKUL PRIMER PRIMER FOLLIKUL FOLLIKTL
FOLLIKTL
aGRUPI SGRUPI mGRUPIN =GRUPIV 'Se'k'onder atretik follikiil sayilar1 agisindan gruplarin
ikili karsilagtirmalar1 yapildiginda sag ve sol ovaryum-
Sekil 3. lar benzer olmak iizere anlamli farkliliklar elde edildi.

Gruplara ait sag ovaryum follikiil sayilart

Doksorubisin uygulanan deneklerde atretik follikil
sayilarinda anlamli artig saptandi. Sag ve sol ovaryum-
lara ait atretik sekonder ve graaf follikillerin istatistik-
sel verileri Tablo I11’te goriilmektedir. Gruplar arasin-
da her iki ovaryumda sekonder atretik follikil ve
Graaf atretik follikiil sayilarinda anlamli fark goriildii
(swrasiyla sag ovaryumda p=0.001 ve p=0.004, sol
ovaryumda p=0.003 ve p=0.001).
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Her iki overde Grup I-Grup II (sag ve sol ovaryumda
p=0.002), Grup II-Grup III (sag ve sol ovaryumda
p=0.002) ve Grup IlI-Grup IV (sag ovaryumda
p=0.002, sol ovaryumda p=0.032) arasinda anlamli
fark bulundu.

Graaf atretik follikiil sayilar1 agisindan gruplarin ikili
karsilagtirmalart yapildiginda sag ve sol ovaryumlar
benzer olmak lizere anlamli farkliliklar elde edildi.
Her iki overde Grup I-Grup 1II (sag ve sol ovaryumda
p=0.002), Grup II-Grup III (sag ve sol ovaryumda
p=0.002) ve Grup IlI-Grup IV (sag ovaryumda
p=0.004, sol ovaryumda p=0.002) arasinda anlamli
fark bulundu (Sekil 4, Sekil 5).
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Sekil 4.
Gruplara ait sol ovaryum atretik follikil sayi/ar:
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Sekil 5.
Gruplara ait sag ovaryum atretik follikil sayilar

Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarina ait H&E ile boyanan
ovaryum doku kesitlerinde morfolojik degerlendirme
yapildi. Kontrol grubunda (Grup I) ovaryum yiizeyin-
de germinal epitel gozlendi. Germinal epitelin altinda
tunika albuginea mevcut olup, korteks tabakasinda
geligimin farkli asamasindaki pek ¢ok ovaryan folli-
kuller (primordiyal, primer, sekonder ve graaf follikul-

ler) ve daha 6nceki siklusa ait atretik follikiller izlendi.

Gelismekte olan follikiillerde, graniiloza hiicre tabaka-
siin bitiinliigiiniin korundugu goriildii, antral bogluk-
lar i¢inde dokiilmiis graniiloza hiicresine rastlanmadi.
Primordiyal follikiller normal morfolojik gorini-
mindeydi. Multilaminar primer folliklllerde teka
tabakasinin olugmaya basladigi, sekonder ve graaf
follikiilerde ise teka interna tabakasi ile teka eksterna
tabakas1 gortldii (Sekil 6a-b).

Doksorubisin grubunda (Grup 11) primordiyal follikil
sayisinin azalmis oldugu ve morfolojilerinde bozulma-
lar goraldi. Sekonder ve graaf follikillerin graniloza
hiicrelerinde piknotik gorinimli nukleuslar gorulda.
Sekonder ve graaf follikiillerin antral bosluklarinda
6lii graniiloza hiicre artiklari ile apoptotik cisimlerden
olusan debrisler gozlendi. Granulloza hiicreleriyle oosit
arasindaki baglantilarin bozuldugu ve follikiil hicrele-
rinde inkliizyonlarin olustugu goézlendi. Sekonder ve
graaf follikillerin graniloza hcrelerinde piknotik
gorinimld nukleuslar, sekonder follikiillerde daha
belirgin olmak Uzere, tim follikillerde dejenerasyon
bulgular1 goriildii. Follikiillerin teka tabakalarinda yer
yer piknotik nukleuslu teka hiicrelerine rastland1 (Se-
kil 6¢-d).

Sekil 6.
Gruplara ait ovaryum dokusunun histolojik gérini-
mu: Grup | (a-b) primordiyal follikil (mavi ok), graaf
follikiil (sar1 ok). Grup II (c-d) atretik graaf follikul
(kirmizi ok), atretik sekonder follikiil (vesil ok basi).
Grup I (e-f) unilaminar primer follikil (kahverengi
ok basy), sekonder follikiil (gri ok). Grup IV (g-h)
multilaminar primer follikil (turuncu ok).

Visnagin grubunda (Grup Il1) kontrol grubuna benzer
sekilde follikiil sayilarinin azalmadigi, unilaminar
primer, multilaminar primer, sekonder ve graaf folli-
kiillerin normal morfolojilerinin korundugu, primer
oosit morfolojilerinin bozulmadig: gorildi (Sekil 6e-
f).

Doksorubisin+Visnagin grubunda (Grup V) tim
follikdl tiplerinde apopitotik gorinimli hicre sayi-
sinda azalma oldugu, primordiyal ve gelismekte olan
follikiiller ile total follikiil sayisinda artis oldugu goz-
lendi. Ovaryan follikillerin normal morfolojisinin
korundugu goriildi (Sekil 6g-h).

TUNEL Bulgular:

TUNEL boyama sonrast ovaryan follikiillerin apopto-
tik aktivasyonuna gore skorlamasina (0-2) ait follikul
ornekleri Sekil 7°de gosterilmistir. Sag ve sol ovaryum
kesitlerinde TUNEL boyamasi sonrasi skorlanan folli-
kullerde atretik follikil olarak kabul edilen skor 2
sekonder ve graaf follikullerin istatistiksel verileri
Tablo 1V, Sekil 8 ve 9°da verilmistir.
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Sekil 7.

Ovaryum dokusu TUNEL boyama sonrasi skorlama:
Kontrol grubu (a) skor 0 sekonder follikiil (kirmizi ok
bas), skor 0 multilaminar primer follikil (mavi ok
basi). Doksorubisin grubu (b) skor 2 graaf follikiil
(siyah ok). Visnagin grubu (c) skor 0 sekonder follikiil
(kirmizi ok bagst). Doksorubisin+visnagin grubu (d)
skor 1 sekonder follikiil (sari ok), TUNEL pozitif hiic-
re (vesil ok basi).

Tablo IV. TUNEL boyamasi sonrasi degerlendirilen
kesitlerde, gruplara ait atretik follikullerin

sonuglari
Sag ovaryum Sol ovaryum
Sekonder | Graaf Atretik | Sekonder Graaf
Atretik Follikal Atretik Atretik
Follikal Follikl Follikl
o | ORT £SS | 21,8+11,7 | 12,8£12,7 | 19,1+10,2 | 12,6£155
rup
Kontrol ORTANCA 215 11,8 22,2 71
(Min/Max) | (3,7/35) (0,0/33,3) | (5,6/28,6) | (0,0/36,4)
Grupll | ORT£SS | 722+145 | 683+248 | 610£171 | 750+274
Dok_spru- ORTANCA 72,9 55,0 56,4 75,0
bisin | (Min/Max) | (50,0/87,5) | (50,0/100,0) | (50/95) | (50,0/100,0)
o il ORT£SS | 8,359 8,9+144 10,4492 | 6,7£16,3
rup
Visnagin ORTANCA 7,0 0,0 10,8 0,0
(Min/Max) | (0,0/15,8) | (0,0/33,3) | (0,0/22,2) | (0,0/40,0)
Grup IV | ORT £SS | 15,8+13,9 | 13,9+174 | 132+7,2 | 9,7%153
Doksoru-
bisin+ |ORTANCA| 129 6,3 16,2 0,0
Visnagin (Min/Max) | (0,0/39,0) | (0,0/37,5) | (0,0/18,8) | (0,0/33,3)
p dgeri 0,001 0,003 0,003 0,002
APOPTOTIK INDEKS (%)
100 *
ao * 1
60 ‘
40 | |
| T
T T
, | 1
SEKONDER FOLLIKUL GRAAF FOLLIKUL
EGRUPI =GRUPII GRUP I GRUP IV
Sekil 8.

Gruplara ait sol ovaryum Al grafigi
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APOPTOTIK INDEKS (%)

* *

P
60 i |
40 | | |
20 | T
HE. -4 .
o -
SEKONDER FOLLIiK{L GRAAF FOLLIKIUL
EGRUP1 ®GRUPII

GRUP 111 GRUP IV

Sekil 9.
Gruplara ait sag ovaryum Al grafigi

Sag ve sol ovaryumdaki atretik sekonder follikil say1-
larinin, doksorubisin grubunda (Grup II) diger grupla-
ra kiyasla ciddi oranda arttig1, atretik indeks oraninin
anlaml sekilde yiikseldigi gorildi (p=0,001 ve
p=0,003). Benzer sekilde atretik graaf follikiil sayila-
rinin da diger gruplara kiyasla arttigi, atretik indeks
oranmmin yiikseldigi goriildii (sag ovaryumda p=0,003,
sol ovaryumda p=0,002).

Doksorubisin grubunda ovaryum Kkorteks ve medulla
stromasinda ve geligmekte olan follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde apoptotik aktivasyonun ve atretik follikl
sayilarinin diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak
arttigr gortildi. Doksorubisin uygulamasi sonrasinda
visnagin verilen hayvanlarin ovaryum dokularinda
korteks ve medullada apoptotik aktivasyonun azaldigi,
follikiil sayilarinda artis ile birlikte atretik follikiil
sayilarinda azalma oldugu goriildii.

Tartigma ve Sonug

Bu calismada doksorubisinin neden oldugu ovaryan
doku hasarini azaltmada, ana kaynagi furanokromon
olan visnaginin etkinligi degerlendirildi. Doksorubisin
ile indiiklenmis ovaryan hasar iizerine visnaginin
koruyucu etkileri histokimyasal ve imminohistokim-
yasal diizeyde degerlendirilerek, gerek ovaryan rezervi
belirleyen primordiyal follikiil sayilarinin korunmasi
agisindan, gerekse gelismekte olan follikiil sayilari
acisindan tedavi edici etkinligi gosterildi. Visnagin 30
mg/kg dozda invivo olarak uygulandiginda, doksoru-
bisinin gonadotoksik etkisine karsi koruyucu etki
sagladi. Bu etkiyi viicut agirliginda azalma haricinde,
primordiyal ve gelismekte olan follikiil sayisinda
korunma ve atretik follikiil sayisinda azalma seklinde
gosterdi. Bu ¢aligma literatiirde visnaginin doksorubi-
sinin olusturdugu gonadotoksisiteye karsi koruyucu
etkisinin gosterildigi ilk ¢aligsmadir.

Doksorubisinin gonadotoksik etkisini aragtiran g¢alig-
malarin  sonuglarina bakildiginda; Ben-Aharon ve
arkadaglar1 doksorubisin uygulamasinin ovaryumlarda
atretik follikiil sayisinin artisina neden oldugu ve bu
etkinin ovulasyon hizinda belirgin azalmaya neden
oldugunu rapor etmislerdir’. Doksorubisin uygulanan
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farelerin ovaryumunda korteks damarlarinda fibrozis
olustugu®, germinal vezikiil (GV) ve metafaz Il (MII)
asamasindaki oositlerde in vitro olarak apoptozu in-
diikledigi gosterilmistir®. Kombine vinkristin, etopo-
sid, prednizon, doksorubisin ve siklofosfamid, vinkris-
tin, prednizon, dakarbazin kemoterapisi alan hastalar-
da yogun follikiil dejenerasyonu oldugu goézlemlen-
mistir'®. Bu ¢alismada reprodiiktif olarak aktif sicanla-
ra uygulanan doksorubisin tedavisi ile ovaryan doku
tizerine literatiirii destekler nitelikte toksisite bulgulari
elde edildi.

Follikiiler atrezi ovaryumlarin fizyolojik bir fonksiyo-
nu olmakla birlikte, follikillerde oosit ve graniloza
hiicreleri diizeyinde olusan hasarlar agir1 follikiil atre-
zisine yol acabilir, bu da ovaryan disfonksiyonu in-
dukleyebilir. Follikiilde oosit ve graniiloza hiicreleri
karsilikli olarak etkilesim halindedir. Graniiloza hiic-
relerinde gelisen hasar oosit gelisimi ve matiirasyonu-
nu da olumsuz yonde etkilemektedir. Graniiloza hiicre
aktivitesinin kaybi follikiil hasarina neden olabilmek-
tedir. Dolayisiyla, doksorubisin ile indiiklenen ovar-
yan toksisitede buytimekte olan follikiillerde granilo-
za hiicrelerinde apoptotik aktivasyonun artist, grani-
loza hucreleri ile oositler arasindaki bilgi ve besin
aligverisini etkileyerek follikiiliin atreziye gitmesine
neden olmasit muhtemeldir. Graniiloza hiicreleri emb-
riyonun implantasyonu icin endometriyal proliferas-
yonu arttiran dstrojen iretir. Ayni sekilde stroma/teka
hicrelerinin, ovaryum yapisim1 ve fonksiyonunu ko-
rumanin yanisira, steroidogenez ve hormon sentezinde
6nemli rolii bulunmaktadir. Kemoterapi alan kadinla-
rin ovaryum biyopsilerinin histolojik olarak incelen-
mesi sonucunda estradiol iiretiminin daha diisiik olma-
sina bagl olarak germ hiicre hasarinin ortaya ¢iktigi
gén’ilmiistiir“. Dolayistyla, kemoterapiye bagli gona-
dotoksisitede granliloza hicreleri-oosit arasindaki
etkilesimler disinda, graniiloza ve teka hiicrelerindeki
kayiplara bagli steroidogenez mekanizmasindaki ak-
samalar follikiil kaybina neden olmaktadir. Saglikl bir
vilcutta serbest oksijen radikalleri (ROS) ve antioksi-
danlar dengede bulunmaktadir. Dengenin bozuldugu
durumlarda oksidatif stres olusur. ROS oositin olgun-
lasmasindan fertilizasyona, embriyo gelisimine ve
gebelige kadar pek cok fizyolojik sureci etkilemekte-
dir. ROS antral follikiillerde apoptozun baglatilmasin-
da 6nemli rol oynamaktadir'?. Doksorubisinin serbest
oksijen radikallerini indlkleyerek ve endotel hiicrele-
rinde apoptoza neden olarak endotel fonksiyonunda
bozulmaya neden oldugu bildirilmistir****. Doksorubi-
sin uygulamasi sonrasinda doza bagiml olarak grani-
loza hiicrelerinde ROS {iretiminin arttig1, mitokondri-
yal membran potansiyelini azalttigi, Bax, Bcl-2 ve p-
53 mRNA ekspresyonunda artis oldugu ve bununda
apoptozise yol actig1 rapor edilmistir®®. Bu calismada
doksorubisin uygulamasinin ovaryan follikiillerde
apoptotik aktivasyonu arttirarak follikiil kaybina ne-
den oldugu gosterilmistir.

Yapilan ¢alismalarda ovaryumda atretik follikillerde
TUNEL pozitif hiicre boyanmasinin graniiloza ve teka
hiicrelerinde daha fazla oldugu bildirilmistir™®. Slot ve
arkadaglar1 atretik follikiillerle saglikli follikiilleri
karsilagtirdiklarinda, Fas ligand, Bax, TUNEL ve
kaspaz-3 salinmminin atretik follikiillerde daha yogun
oldugunu gézlemlemislerdir’’. Vaskivuo ve arkadasla-
r1 insan ovaryumunda graniiloza hiicrelerinde TUNEL
pozitif boyanmay1 sekonder ve graaf follikiil seviye-
sinde rapor etmislerdir'®. Farkli bir ¢alismada, insan
ovaryumlarinda TUNEL boyamasi ve kaspaz-3 im-
miinohistokimyas1 sonrasinda erken follikiil asama-
sinda atretik follikiil sayilarinin seyrek oldugu, erken
matiirasyon asamasindaki follikiillerde kaspaz-3 ve
TUNEL yontemiyle apoptozisin gosterilemeyecegi
belirtilmistir'®. Bu ¢ahismada da gelismekte olan ve
graaf folliklillerde TUNEL pozitifligi elde edilmistir.
Primordiyal ve unilaminar primer follikillerdeki
apoptotik aktivasyonun, az sayida olan follikiil hiicre-
lerinin hizla 6limii ve primer oositin dejenerasyonu
nedeniyle, follikiiliin direkt kaybi ile sonuclandigi
seklinde yorumlanabilir. Bu yorumu gruplar arasinda-
ki primordiyal follikiil sayis1 farkliliklar1 da destekle-
mektedir.

Doksorubisin kaynakli ovaryan toksisitenin tedavisin-
de, basta antioksidanlar olmak 0zere, pek cok ajan
kullanilmaktadir. Hiicresel diizeyde oksidatif stres
DNA hasarina neden olmaktadir®. Doksorubisin ile
indiiklenen oksidatif stres ve p53 aracili mitokondriyal
apoptozun baskilanmasi ile doksorubisin kaynakli
mutajenitenin belirgin bir sekilde zayiflatilmas: ama-
ctyla baz1 antioksidanlarin kullanimimin etkinligi lite-
ratiirde kanitlanmustir®?, Kemirgen ve primat ovar-
yumunda oosit, graniloza ve stromal hiicrelerinde
deksrazoksan ve bortezomib’in doksorubisin kaynakli
DNA hasarini azalttig: bildirilmistir®?*. Yapilan bir in
vitro ¢aligmada, fare modeli graniilloza hiicre hattinda
deksrazoksan’in doksorubisine yanit olarak olusan
DNA hasari ile olusan H2AFX aktivasyonunu ortadan
kaldirdig1 ve hiicre canliligini 6nemli 6lgiide arttirdigt
rapor edilmistir®.

Visnagin biyolojik fonksiyonu ve hedefi hakkindaki
bilgilerin oldukga kisitli oldugu bir ajandir. Literatiir-
de ovaryan toksisiteyi onledigine dair literatiir bulun-
mamakla birlikte, visnaginin doksorubisinin olustur-
dugu kardiyotoksisitede etkinligini degerlendiren bir
calismada; visnaginin vazodilatasyon ve hiicre igerisi-
ne kalsiyum girisini engelleme ve kan basincini diisl-
ricli etkisiyle doksorubisin ile indiiklenmis kardiyo-
miyopatide koruyucu etkisinin oldugu rapor edilmis-
tir*. Visnaginin doksorubisin toksisitesini tedavi edici
etkisinin yanisira mikroglial hiicreler {izerinden lipo-
polisakkarid ile indiklenen inflamasyonda anti-
inflamatuar etkisini’®%’, oksalat maruziyeti ile indik-
lenen renal epitel hiicre hasarim baskiladigini®, portal
damarlarin spontan miyojenik kasilmalar1 ve sigan
aortik halkalarinda indiiklenen kontraktil yanitlari
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inhibe ettigini gosteren ¢alismalar mevcuttur®. Vis-
nagin ve kellin ile yapilan bir diger ¢calismada, oksalat
driner atilminin hizla arttigy, sitrat atiliminin es za-
manli olarak azalarak hiperokzaliirinin basarili bir
sekilde indiiklendigi bildirilmistir®. Literatiirde psora-
len grubu ajanlarin (psoralen, 5-methoksipsoralen, 8-
methoksipsoralen, kellin ve visnagin) reaktif oksijen
tirlerini arttirdig1 spektrofotometre yontemiyle goste-
rilmistir®. Fakat bu ajanlardan 8-methoksipsoralen ve
kellinin 0,2 mM dozda antioksidan etkisi oldugu,
visnaginin ise antioksidan etkiyi diisiik konsantrasyon-
larda (0,05 mM) gosterdigi, yiiksek doz (ImM) uygu-
lamanin prooksidatif etkiye neden oldugu rapor edil-
mistir. Bu calismada visnagin tedavisi 7 giinliik peri-
yodda total 0,02 mM dozda uygulandi. Tedavinin
sonucunda visnagin doksorubisine bagl gonadotoksi-
siteyi hem primordiyal follikill seviyesinde hemde
gelismekte olan follikiiller seviyesinde bir etki goster-
di. Calismada uygulanan visnagin dozunun literatiirde
belirtilen prooksidatif etkinligin gosterildigi dozun
altinda, giivenli sinirlarda bir doz olmasi, antioksidatif
etkisini gosterebilecek bir doz araliginda uygulanmasi
visnaginin tedavi edici etkinligini antioksidatif meka-
nizma tizerinden gostermis olabilecegi yoniinde yo-
rumlanabilir. Doku dlzeyinde visnaginin tedavi edici
etkisinde antioksidatif mekanizmanin desteklenmesi
icin invivo ya da invitro toksisite ¢aligmalarmin ya-
pilmas1 gerekmektedir.

Literatiirde doksorubisin ile benzer sekilde gastroin-
testinal sistemde toksik etkiye sahip genis spekturum-
lu platin tiirevi bir antineoplastik ajan olan sisplatin’in
olusturdugu nefrotoksisitenin tedavisi amaciyla tiop-
ronin veya kannabinoidlerin etkinliginin degerlendi-
rildigi ¢caligmalarda, benzer sekilde tedavi edici ajanla-
rin kilo kaybini engellemede etkin olmadigi rapor
edilmistir’™*?. Bu sonucu tedavi amaciyla kullanilan
ajanlarin gastrointestinal sistem tizerinde etkinliginin
olmamasi seklinde yorumlamislardir. Bu ¢calismada da
doksorubisinin gastrointestinal sistem (zerinde toksik
etkisine bagli olarak sicanlarda gelisen anoreksiya ve
buna bagli kilo kaybina visnaginin tedavi edici etkisi
goriilmedi. Visnaginin de benzer sekilde gastrointesti-
nal sistem {izerine tedavi edici etkisinin olmamasi
nedeniyle kilo kaybinda azalma olusturmamasi muh-
temeldir.

Kemoterapi hizli bir hiicresel dongllye sahip olan
ovaryumlar iizerinde son derece zararli etkiler olus-
turmaktadir. Glinlimiizde kansere yakalanan c¢ogu
kadin hasta kemoterapi veya radyoterapi ile tedavi
edilmesine karsin tedavi sonrasinda kullanilan ajanla-
rin toksik etkilerinden dolay:r infertilite ve gonadal
yetmezlik ile kars1 karsiya kalmaktadir. Bu hastalarda
treme yeteneklerini korumak amaciyla, tedavi 6ncesi
ve/veya sonrast embriyo, oosit ve ovaryum dokusu
dondurma gibi birtakim yardime1 Ureme ydntemlerine
bagvurulmaktadir. Bu yontemlere ek olarak antioksi-
danlar ve alternatif tedavilerin kullanilmasiyla kemo-
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terapotik ajanlarin toksik etkilerinin dnlenmesi amag-
lanmaktadir. Bu ¢alismada gonadotoksik etkisi bilinen
doksorubisinin, ovaryumda doku hasarim ve follikiiler
kaybi azaltmak, ovaryan rezervi korumak amaciyla
visnagin tedavisinin olumlu sonuglar verdigi laboratu-
var ortaminda gosterilmistir. Kemoterapi sonrasi uy-
gulanacak visnagin tedavisinin hem gelismekte olan
follikilleri hemde primordiyal follikil havuzunu ko-
rumada etkili oldugu goriilmustir. Doksorubisinin
hiicre igerisinde kalsiyum birikimine yol agip, ROS
birikimi ile birlikte DNA hasarina neden olarak folli-
kil granuloza hicrelerinde ve stromal hcrelerde
olusturdugu apoptotik aktivasyonun, visnaginin hicre
icerisine kalsiyum girigini engelleyici etkisi ve serbest
oksijen radikallerini minimum dizeye indirerek nor-
mal ovaryum dokusundaki gelismekte olan follikiilleri
kemoterapotik ajanlarin toksik etkisinden koruyabile-
cegi disiiniilmektedir. Bu goriisii destekleyecek ileri
caligmalara ihtiyac vardir.

Sonug olarak, bu caligma doksorubisin kemoterapisi
sonrasinda olusan ovaryan toksisitede visnaginin ko-
ruyucu etkisinin oldugunu gosteren ilk ¢alisma olup,
fertiliteyi korumaya yonelik yaklagimlara alternatif bir
tedavi segenegi olarak yonlendirici olacaktir.
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