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OZGUN ARASTIRMA

Sican Ovaryum Dokusunda Doksorubisin ile indiiklenmis
Folliktler Apoptotik Aktivasyonda Dialil Disulfit’in
Koruyucu Etkisi
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OZET

Bu ¢alismada 6nemli bir kemoterap6tik ajan olan doksorubisinin ovaryum Uzerindeki toksisitesini belirlemek ve ovaryan toksisite Uzerine
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olan dialil disiilfitin etkinligini degerlendirmek amaglandi. Caliyma kapsaminda 35 adet Wistar albino
cinsi disi sigan 5 alt gruba ayrildi: Grup I: Kontrol-Doksorubisin Grubu, Grup II: Kontrol-Dialil distlfit Grubu, Grup IlI: Doksorubisin
Uygulanan Grup, Grup 1V: Dialil disulfit Uygulanan Grup, Grup V: Doksorubisin + Dialil distlfit Uygulanan Grup. Morfolojik degerlendir-
me hematoksilen eozin boyamast ile gergeklestirildi. Apoptotik aktivasyon TUNEL yo6ntemi ile degerlendirildi. Doksorubisin uygulamasinin
primordiyal, sekonder ve graaf follikiil sayilarinda azalmaya sebep oldugu gézlemlenirken, atretik follikiil sayilarim ise arttirdig1 saptandi.
Dialil dislfit tedavisinin doksorubisin ile indiklenmis ovaryan toksisiteyi azaltabilecegi ve ovaryan follikiil rezervinin korunmasinda etkili
olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz. Dialil disulfit. Doksorubisin.

Effect of Diallyl Disulfide on Doxorubicin-induced Follicular Apoptotic Activation in Rat Ovarian Tissue

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the toxicity of doxorubicin, an important chemotherapeutic agent, on the ovary and to evaluate the
efficacy of dialyl disulfide which has high antioxidant capacity on ovarian toxicity. In this study, 35 female Wistar albino rats were divided
into 5 subgroups: Group I: Control-Doxorubicin Group, Group II: Control-Dialyl disulfide Group, Group Il1: Doxorubicin Applied Group,
Group IV: Diallyl disulfide Applied Group, Group V: Doxorubicin + Diallyl disulfide Group. Morphological evaluation was performed with
hematoxylin eosin staining. Apoptotic activation was evaluated by TUNEL method. Doxorubicin caused a decrease in the number of primor-
dial, secondary and graaf follicles, and increased atretic follicle counts. It was concluded that dialyl disulfide treatment may reduce doxoru-
bicin-induced ovarian toxicity and may be effective in maintaining ovarian follicular reserve.
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Doksorubisin (DOX), ¢esitli kanser turlerinin tedavisi
icin giiclii ve yaygin olarak kullanilan kemoterapotik
ajanlardan biridir.' Bu ilag, daunorubisin, epirubisin,
idarulgisin ile birlikte antrasiklin antibiyotik ailesine
aittir.
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Coklu organ toksisitesi anti-kanser ajanlarin aktivitesi
ile reaktif oksijen tirleri (ROS), oksidatif stres ve
hiicresel degisimlerin sonucu olarak meydana gelmek-
tedir.** Kemoterapinin gonadal etkileri uzun siirmek-
tedir.” Gonadotoksik ilaglar follikiiler bilyiimeyi inhibe
edebilir; dzellikle alkilleyici ajanlar, kigik follikiller-
de lethal lezyonlar indiiklemektedir. Gonadotoksik bir
tedaviden sonra gozlenebilecek degisiklikler; matU-
rasyon yetersizligi, kilcal malformasyon, kortikal
fibrozis, goriilen ovaryum ve follikiil sayisinda azal-
madir. Sitotoksik ajanlarin gonadal toksisite olusturma
mekanizmalar1, hizla bolinen hiicreleri durdurarak
follikiiler maturasyonun bozulmasini, durgun primor-
diyal follikiiller tizerindeki dogrudan toksik etkiyi
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veya ikisinin kombinasyonunu icermektedir.® Follikiil
sayisindaki azalma, 41 yasindan dnce menopoz olarak
tanimlanan prematiir ovaryan yetmezlige yol agabilir
ve Ostrojen iiretimini azaltir. Her ne kadar sitotoksik
kaynakli hasar, hizla bdliinen hiicrelere sahip diger
dokularda (kemik iligi, gastrointestinal sistem ve ti-
mus gibi) geri doniisimlii olabilse de, reprodiktif
periyodun baglangicinda sabit olan germ hiicre sayi-
sinda azalmaya neden olarak ovaryumda geri doni-
siimsiiz toksik etki olusturmaktadir.” Ovaryum folli-
kiillerinin atrezisi, her biri farkli baglangi¢ ve regiilas-
yon mekanizmalarina sahip olan, ancak tiimii graniilo-
za hiicre apoptozunu igeren (g fenotipe (antral, bazal,
terminal farklilagma) ayrilabilir.®

Olgun, fakat taze olmayan sarimsak antioksidan etkiye
sahiptir. Serbest radikalleri temizleyerek, slperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazi ve hiicresel
glutatyonu arttirarak antioksidan etkiler gosterir. Anti-
oksidanlar, serbest radikallerin zararl etkilerini etkisiz
hale getirebilir ve zamanla ortaya ¢ikardiklar1 zararin
en aza indirilmesine veya ortadan kaldirilmasina yar-
dimer olabilir.?

Caligma kapsaminda, kemoterapotik ajan toksisitesi-
nin kadm fertilitesi iizerine olusturdugu hasarin on-
lenmesi ya da bu toksisitenin etkilerinin en aza indir-
genmesi i¢in bir koruma yontemi bulmak amaglandi.
Bu amagla 6nemli bir antioksidan madde olan dialil
disiilfitin sigan ovaryumunda olusturulan doksorubisin
toksisitesi Uzerindeki hasar onleyici etkisi incelendi.

Gerecg ve YOntem

Calisma Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan 16.01.2018 tarihinde
2018-01/05 no’lu karari ile onaylanmistir. Calismada
denek olarak Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Yetistirme Merkezi’nden temin
edilen 2,5-3 aylik 200-250 gr agirliginda 35 adet Wis-
tar Albino cinsi erigkin disi sigan kullanildi. Denekler
standart kafeslerde tutulup, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik ortamda barindirildi. Hayvanlarin beslenmesi
icin standart yem ve musluk suyu verildi. Doksorubi-
sin toksisitesi olugturmak amaciyla serum fizyolojikte
cozilen formu (Adrimisin) kullanildi. Doksorubisin
serum fizyolojik (SF) icerisinde ¢dzilerek intraperito-
neal (i.p) enjeksiyon™ ile DDS ise musir yag1 icerisin-
de gozillerek i.p enjeksiyon™ ile uygulandu.

35 adet Wistar albino cinsi disi sigan her grupta 7 adet
sican olmak iizere 5 alt gruba ayrildi. Tiim siganlardan
ilag uygulamasi (doksorubisin ve dialil disiilfit) ve
ovaryum diseksiyonunun, ovaryan siklusun ayni peri-
yodunda yapilabilmesi i¢in, her iki uygulama oncesi
deneklerden vaginal smear alinarak Ostrus evreleri
belirlendi. ilag dozlarmi belirlemek igin degerlendiri-
len sigan viicut agirliklar: ortalamalar1 (ORT) ve stan-
dart sapmalart (SS); Grup I i¢in 200+4,11 gr, Grup II
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icin 208+8,25 gr, Grup I i¢in 214+4,41 gr, Grup IV
icin 207+7,18 gr, Grup V icin 209+6,74 gr olarak
belirlendi. Caligma 5 gruptan olustu.

Grup | (Kontrol-Doksorubisin Grubu): Bu gruptaki 7
adet sigana hayvanin agirligina gore 7 giin boyunca i.p
olarak serum fizyolojik (SF) uygulandi. SF voliimii
deney gruplarinda ilaglar diliie etmek amaciyla kulla-
nilan SF miktart dikkate alinarak belirlendi.

Grup Il (Kontrol-Dialil disulfit Grubu): Bu gruptaki 7
adet sicana 7 giin boyunca i.p olarak 0,5 ml musir yagi
uygulandi.

Grup 11l (Doksorubisin Uygulanan Grup): Bu grup-
taki 7 adet sicana 7 giin boyunca 3 mg/kg/gin (0,008
mM/7 giin) doksorubisin (Adrimisin/Saba Ilag) (10
mg/kg- 5 ml enjeksiyonluk su) i.p olarak uygulandi.

Grup 1V (Dialil distlfit Uygulanan Grup): Bu grupta-
ki 7 adet sigana 7 giin boyunca i.p olarak 0,5 ml misir
yagi icerisinde 50 mg/kg/gin dialil distlfit (Sigma)
uygulandi.

Grup V (Doksorubisin + Dialil disulfit Grubu): Bu
gruptaki 7 adet sigana 3 mg/kg/giin (0,08 mM/7 giin)
doksorubisin (10 mg/kg- 5 ml enjeksiyonluk su) i.p
uygulandiktan, 2 saat sonra 0,5 ml misir yag1 igerisin-
de 50 mg/kg/gun dialil distlfit 7 gin boyunca i.p ola-
rak uygulandi.

Doku Diseksiyonu

Sicanlara 7 giin ila¢ uygulandiktan sonra, 8. giin ovar-
yan sikluslarmin Ostrus periyodunda eter anestezisi
altinda perfiizyon fiksasyon uygulandi. Fiksatif olarak
fosfat tamponuyla hazirlanan %4’1iik paraformaldehit
kullanildi. Ovaryum diseksiyonu sonrasi ayn fiksatif
igerisinde 48 saat boyunca sag ve sol ovaryum dokula-
rina immersiyon fiksasyon uygulandi. Fiksasyon son-
rast ovaryum dokular1 151k mikroskobik ve immiino-
histokimyasal inceleme i¢in doku takibine alindi.

Isik Mikroskobik inceleme

Parafin bloklardan Leica RM2245 mikrotom ile alinan
5 wm kalinliginda seri kesitler rastgele ornekleme
yontemiyle segilerek lamlara alindi. En az 4 sekonder
follikulin bulundugu kesit baslangi¢ kesiti olarak
kabul edildi. Rastgele drnekleme yontemiyle hema-
toksilen eozin (H&E) boyamasi igin 5 kesit, TUNEL
boyamasi igin 2 Kesit belirlendi. Seri kesitlerin biri
morfolojik degerlendirme i¢in H&E ile digeri apopto-
tik aktivasyonu degerlendirmek icin TUNEL ydntemi
ile boyandi. Follikiil sayimi Olympus BX50 fotomik-
roskop ile gerceklestirildi.

Hematoksilen-Eozin Boyama ve Morfolojik Deger-
lendirme

H&E ile boyanan rastgele secilen 5 kesitte follikille-
rin morfolojik siniflandirilmas: yapildi. Follikiiller
granuloza hiicre sekli ve hiicre katman sayisi (Tablo I)
g6z 6niine alinarak siniflandirild.*?
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Tablo I. Follikiillerin morfolojik siniflandirmasi

FOLLIKUL SINIFLARI TANIM

Primordiyal Follikil tek katli yassi follikiiler hticre katmani

Unilaminar Primer Follikil tek katli kiibik follikiler hiicre katmani

cok katl grantiloza hticre (follikul hiicrelerin-

Multilaminar Primer Follikil den farkilagan) katmani

cok katl grantiloza hiicre katmanli, antral

Sekonder Follikil bosluklu, belirgin teka tabakal

kumulus-oosit kompleksi, antral bosluk ve

Graaf Follkil belirgin teka tabakall

TUNEL Yontemi

Apoptotik hiicreleri belirlemek igin DNA kirik ug
isaretleme yontemi ile in situ apoptozis belirleme Kiti
kullanild1 (Roche, In Situ Cell Death Detection Kit,
POD, Ref: 11684817910, USA). Boyama protokoli
tiretici firmanin talimatlarina gore gergeklestirildi.

Ovaryum kesitlerine uygulanan TUNEL boyama 2
bagimsiz gozlemci tarafindan degerlendirildi. Ovaryan
follikullerde TUNEL pozitif boyanma 0-2 arasinda
skorlandi. Bu skorlamaya gdre; pozitif isaretlenen
graniiloza hiicrelerinin oran follikiildeki tiim graniilo-
za hiicrelerinin %5’inden az olanlar skor 0, %5-10
arasinda olanlar skor 1, %10’undan fazla olanlar skor
2 olarak degerlendirildi. Gruplar arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak karsilagtirildi. Elde edilen TUNEL
skor degerleri ile gruplar arasinda follikiillerin apopto-
tik indeksi (Al) belirlendi.** TUNEL 2 skor degerine
sahip follikiller atretik follikiil olarak kabul edilip, her
bir dokunun atretik follikiil yiizdesi hesaplands.*®

(%Atretik follikil= Atretik follikil/total follikl
X100)
istatistiksel Analiz

Gruplar arasi karsilastirma ANOVA ve Kruskal Wal-
lis testleriyle yapildi. Gruplar arasi ikili karsilastirma-
lar bagimsiz t test ve Mann Whitney U testi ile gergek-
lestirildi. Ortalama (ORT), standart sapma (SS) ve p
degerleri verildi. p<0,05 anlaml1 kabul edildi.
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Sekil 1.
Deney dncesi ve deney sonras: deneklerin viicut agir-
liklar

Tablo I1. Deney 6ncesi ve deney sonras1 deneklerin
viicut agirliklar (gr)

O S Dy somas g
Grup | ORT £SS | 200+4,11 202+3,99 0,004
Grup Il ORT £SS | 208+8,25 210+8,23 0,001
Grup lll ORT 4SS | 214+4,41 207+5,48 0,002
Grup IV ORT £SS | 207+7,18 210+7,41 0,001
Grup V ORT £SS | 209+6,74 211+6,74 0,012

Bulgular

Viicut Agirhklarinin Degerlendirilmesi

Deney oncesi ve deney sonrasi siganlarin agirlik orta-
lamalar istatistiksel olarak degerlendirildi. Degerlen-
dirme sonucunda Grup IlI’teki deneklerde kilo kaybi
olurken, Grup I, Grup I, Grup IV ve Grup V’teki
deneklerde kilo artig1 saptand1 (Sekil 1). Gruplara ait
vicut agirliklarimin ortalama, standart sapma ve p
degerleri Tablo II’de verildi.

Follikiil Sayilarinin Degerlendirilmesi

Deney sonrast her gruptaki deneklerin sol ve sag
ovaryumlarindan alinan ve H&E ile boyanan 5’er
kesitte primordiyal, unilaminar ve multilaminar primer,
sekonder, graaf, sekonder atretik ve graaf atretik folli-
kullerin sayimlar1 yapildi. Deney sonrasi gruplarda
ovaryumlara ait normal follikiillerin sayilarinin orta-
lama, standart sapma ve p degerleri sol ovaryum igin
Tablo Il ve sag ovaryum i¢in Tablo IV’de verildi. Sol
ve sag ovaryumlara ait sekonder ve graaf atretik folli-
kullerin istatistiksel verileri Tablo V’de belirtildi.

Tablo Ill. H&E boyamasi sonrast degerlendirilen
kesitlerde, gruplara ait sol ovaryum folli-
kiil sayilar1
Primordiyal UnF:I'c_lmlnar Mullt::lz_aml- Sekonder |  Graaf
Follikiil rimer - nartnmer colikal | Follikal

Follikal Follikal

Grup | fgg 18,8622,54 | 4,57+1,71 | 2,28+0,49 |6,711,25|2,57+1,71

Grup I ‘fg 20,29+3,10 | 428+2,06 | 2,28+0,49 | 7,43+2,22 3,28+1,25

Grup il 92; 8,86+1,68 | 4,86+3,13 | 2,57+1,27 | 2,14+0,81 |0,5740,52

Grup IV ‘fg 2157+6,00 | 428+2,28 | 143+1.27 |6,0041,73 |1,71+0,95

Grup V 92; 12,28+3,10 | 5,00+1,00 | 1,48+0,53 |3,43+0,98 |1,28+0,49

p degeri 0,001 0,777 0,72 0001 | 0,003

Ortalama (ORT), standart sapma (SS).



Tablo 1IV. H&E boyamasi sonrasi degerlendirilen
kesitlerde, gruplara ait sag ovaryum fol-

likiil sayilar

. . | Unilami- -

Primordi- nar Multllgml- Sekon- Graaf

Yal | primey |NarPrimer| der oo
Follikal Follikii Follikal | Follikal
ollikil

Grup| |ORT | 18,28 4,85 257+ 514 | 3,33t

+SS | +2,69 +0,89 0,98 +1,77 | 1,21

Grup Il | ORT | 19,00 3,42 2,14+ 542 | 2,43+

+SS | +3,05 +1,27 1,07 +1,72 | 0,79

Grup lll| ORT | 9,57 5,85 2,29+ 1,28 0,43
+SS | +2,37 +1,06 1,25 +0,95 | £0,53
Grup IV| ORT | 18,28+ 4,85 1,71+ 4,00 | 1,71+

+SS| 3,35 +1,21 1,11 +2,38 ,95

Grup V| ORT | 12,48 4,85 1,14 + 2,85 1,43
+SS| #181 +1,77 0,38 +1,07 | £0,98

p degeri 0,001 0,54 0,078 0,001 | 0,001

Ortalama (ORT), standart sapma (SS).

Bes grup arasinda primordiyal follikiil, unilaminar
primer follikdl, multilaminar primer follikll, sekonder
follikul, graaf follikil sayilar1 karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli farklilik gézlendi (Sekil 2 ve
Sekil 3). Sol ve sag ovaryum primordiyal follikiil
sayllarinin gruplar arasi karsilastirmalarinda anlamh
farklilik goriiliirken, unilaminar ve multilaminar folli-
kiil sayilar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli fark goriilmedi. Sol ve sag
ovaryum sekonder ve graaf follikiil sayilariin gruplar
aras1 karsilastirmalarinda anlamli farklilik goriilenler
Sekil 2 ve Sekil 3’de belirtildi.
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Gruplara ait sol ovaryum follikiil sayilart

|
15 *
é 10 £
]
h ﬁ
5 il lishi e
wl w
. éﬁ badia MUEEE Bdsd
Primordiyal Unilami Itilami kond Graff
primer primer
Follikiil tipi
BGupl BGrupll BGuplll BGuplV BGupV
Sekil 3.

Gruplara ait sag ovaryum follikiil sayilar:
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Sol ve sag ovaryum sekonder atretik follikiil sayilari-
nin gruplar arasi karsilagtirmalarinda anlamli farklilik
goriiliirken, graaf atretik follikiil sayilar1 degerlendi-
rildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark goriilmedi (Sekil 4 ve Sekil 5).
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Sekonder Atretik Follikil Graaf Atretik Follikiil

Follikil tipi

BGupl BGrupll BGupll BGruplV BGupV

Sekil 4.
Gruplara ait sol atretik follikil sayi/ar:

S
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Sekonder Atretik Fpllikiil Graaf Atretik Follikiil

Follikiil sayis1

Follikiil tipi

BGrupl BGrupll BGupll BGuplV BGupV

Sekil 5.
Gruplara ait sag atretik follikiil sayilar

Tablo V. H&E boyamasi sonrasi degerlendirilen ke-
sitlerde, gruplara ait atretik follikiil sayilari

Sol ovaryum Sag ovaryum

Sekonder Graaf Sekonder Graaf

Atretik Atretik Atretik Atretik

Follikil | Follikil | Follikil | Follikil

Grup | Sgg 2574053 | 2,14+0,69 | 1006081 | 114+038
ORT

Grupll | Sog | 271%075 | 1143090 | 1,00:081 | 1004081

Grup | ORT | 2214087 | 1574151 | 3.854048 | 1,00+1.41
W | +Ss
Grup | ORT

WP Geg | 157£L27 | 0712095 | 057+113 | 0294049
ORT

GrupV | Sog | 487£140 | 1142069 | 2574098 | 029+049

p degeri 0,001 0,108 0,001 0,128

Ortalama (ORT), standart sapma (SS).

Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol (Grup I ve Grup Il) ve deney (Grup IlI, Grup
IV, Grup V) gruplarina ait morfolojik degerlendirme
H&E boyamasi yapilmis ovaryum dokusu preparatla-
rinda gergeklestirildi. Grup I, Grup II ve Grup IV teki
ovaryumlarin yilizeyi germinatif epitel olarak adlandi-
rilan tek kath kiibik ya da yassi epitel ile doseliydi.
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Germinatif epitel ile korteks arasinda siki bag dokusu
tabakasi olan tunika albuginea yer almaktaydi. Farkli
biyuklikte olan primordiyal, primer, sekonder, graaf
ve daha onceki siklusa ait atretik follikiilleri korteks
stromasina dagilmig olarak goriildii. Grup Il ve Grup
IV’te Grup I’e benzer olarak follikiil sayisinda bir
kayip olmadigi, primordiyal follikiil sayisi ve morfo-
lojilerinin korundugu, unilaminar primer, multilaminar
primer, sekonder ve graaf follikillerin normal morfo-
lojiye sahip olduklar1 goriildi (Sekil 6).

a7 kK AN
Sekil 6.
Kontrol (Grup I ve Grup 1) ve deney (Grup V) grup-
larina ait ovaryum dokusunun histolojik gérinimd. a)
Germinatif epitel (kalin ok), primordiyal follikiil (ince
ok). b) Unilamimar primer follikiil (ok basy). c) Multi-
laminar primer follikil. d) Graaf follikil.

Grup III ve Grup V’de farkli matiirasyon asamalarin-
daki follikiillerin hepsinin sayilarinda belirgin azalma
gorilurken, atretik follikiil sayilarinda artis gézlendi
(Sekil 7). Sekonder ve graaf follikillerin antral bos-
luklarinda 6lii graniiloza hiicre artiklar1 ile debrisler
goriildii. Grup III’de farkli gelisim asamasinda olan
follikiil sayilarinin Grup I’e gore azaldigt ve morfolo-
jilerinin bozuldugu gozlendi (Sekil 7a-7b).

Grup V’de dialil distilfit uygulanmasi ile follikiillerde
Grup IIT’e kiyasla gelismekte olan primordiyal folli-
kiiller ile total follikiil sayisinda artis oldugu ve apop-

totik goriinlimlii hiicre sayisinda azalma oldugu goz-
lendi (Sekil 7¢-7d).

Sekil 7.
Deney (Grup 1l ve Grup V) gruplarna ait ovaryum
dokusunun histolojik gériinimi a) Apoptotik hiicre

(ince ok). b) Dejenere oosit (yildiz). ¢) Sekonder folli-

kiil (ok basi), primordiyal follikiiller (kalin ok). d)
Atretik follikil (AF).

TUNEL Bulgulan

Tum gruplara ait sol ve sag ovaryumda TUNEL yon-
temi ile degerlendirilen apoptotik indeks (Al)’e ait
ortalama, standart sapma degerleri Tablo VI’ da veril-
di. Bes gruba ait sol ve sag ovaryumdan alinan doku
kesitlerinde sekonder atretik ve graaf atretik follikil-
lerde gruplar aras1 Al’de istatistiksel olarak anlamli
fark goriildii (Sekil 8 ve Sekil 9).
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Gruplara ait sag ovaryum apoptotik indeks (A1)
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Tablo VI. TUNEL boyamas1 sonrast degerlendirilen
kesitlerde, gruplara ait apoptotik indeks

yuzdesi

Sol ovaryum Sag ovaryum

Sekonder Graaf Sekonder Graaf

Atretik Atretik Atretik Atretik

Follikil | Foliikil | Folikil | Follikil
Grup! | QT | 10574854 | 74259564 |12,714039 | 11142144
Grup I 92; 12,85+376 | 17,57£9.82 | 16,00+138 | 457+8,14
Grup I Sgg 57574152 | 52,28+2,05 | 42,00+1,16 | 75,0004,33
Grup IV Egg 16,86+5.21 | 13,00+1,64 | 19,71+1,73 | 13,5742,02
GrupV fg 33144128 | 26,00+3.28 | 31,71+188 | 828+143
p degeri 0,001 0,049 0004 | 0019

Ortalama (ORT), standart sapma (SS).



Sonu¢ olarak, doksorubisin uygulanan hayvanlarin
ovaryum doku korteks ve medulla stromasinda ve
gelismekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
apoptotik aktivasyona neden oldugu ve diger gruplara
gore atretik follikiil sayilarinda istatistiksel olarak artig
oldugu goriildii. Doksorubisin sonrasinda dialil disiilfit
uygulanan hayvanlarin ovaryum doku korteksinde,
medulla stromasinda ve gelismekte olan follikiillerin
granuloza hcrelerinde apoptotik aktivasyonun ve
atretik follikiil sayilarinin istatistiksel olarak azaldigi
gozlendi.

TUNEL boyama sonras1 ovaryan follikiillerin apopto-
tik aktivasyonuna gdre 0-2 arasinda skorlamasina
ornek olarak, sekonder follikiil ve graff follikiil 6rnegi
verildi (Sekil 10).
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Sekil 10.

Ovaryum dokusu TUNEL boyama sonrast skorlama )
Skor 0 sekonder follikiil. b) Skor 0 graaf follikl. c)
Skor 1 sekonder follikil. d) Skor 1 graaf follikdil. €)

Skor 2 sekonder follikil. f) Skor 2 graaf follikal.
TUNEL pozitif hicre (siyah ok).

Tartisma

Kemoterapotik ilaglarin ve radyoterapi tedavilerinin
ureme sistemi tzerine 6nemli olumsuz etkileri oldugu
bildirilmistir. Tedavi sonrasi karsilasilan bu olumsuz
etkinin boyutu kemoterapdtik ilaglarin sitotoksik po-
tansiyeline, dozuna, siiresine ve hastanin yasina bagh
olarak degisebilmektedir.** Primordiyal follikiil say1st
ovaryan rezervin en 6énemli belirtecidir.™>*® Primordi-
yal follikilleri etkileyen herhangi bir toksik ajan infer-
tiliteye neden olabilmektedir.** Kemoterapotik ilaclar
ve radyoterapi tedavilerinin prematiir ovaryan yetmez-
lik olusumunu tetikleme orani yiiksektir. Bu ilaclar

E. Sen, ark.

tiim viicudu etkiledigi gibi ovaryumun da apoptozis ile
uyarilmasina ve geligmekte olan oosit hiicrelerinin
hasarlanmasina neden olur.”® Yaygin follikiil kayb: ve
ovaryan fibrozis kemoterapi sonrasi meydana gelen
ovaryan hasarin en belirleyici gostergesidir. Bununla
birlikte kemoterapi uygulamalarinin ovaryan stromal
hicrelere, 6zellikle teka ve grantloza hicrelerine
verdigi hasar da goz ardi edilemez.">*® Doksorubisin,
en 6nemli ve en sik kullanilan kemoterap6tik ajanlar-
dan birisidir. Sarkomlarin, karsinomlarin, akut lenfosi-
tik 16semilerin ve lenfomalarin tedavisinde uygulan-
maktadir.'®!” Doksorubisin, hiicre tipine gore farkh
etki gosteren antrasiklin grubu antibiyotikler simifin-
dadir. Bu etkiler, hiicre siklusunun S ve G2 evrelerin-
de belirgin olarak gériilmektedir. Bu ilaglar birbirine
yakin baz ¢iftleri arasina girerek DNA ve RNA sente-
zini inhibe ederler, bdylece apoptozis yolu ile hiicre
oliimiinii uyarirlar.*®*°

Doksorubisin ovaryum korteksinde daha fazla birik-
mekte, ovaryumda stromal ve kollajen yapisi etki-
lemektedir.?’ Follikiillerde oosit ve graniiloza hiicrele-
rinde meydana gelen hasarlar follikil atrezisine yol
acabilir. Primordiyal follikiillerde teka hiicre tabakasi
olmadig: i¢in ovaryumdaki hasardan daha fazla etki-
lenmektedir.”* Bu calisma kapsaminda da, sianlarda
doksorubisinin gonadotoksisiteyi uyardigi ve her iki
ovaryum dokusunun follikiilleri degerlendirildiginde;
primordiyal follikiil sayisinda istatistiksel olarak an-
lamli bir azalmaya neden oldugu gdrildi. Primordiyal
follikiil sayisindaki bu azalmanin bazal atrezi nedeni
ile meydana gelen follikiil kayb1 kaynakli olabilecegi
diistintildii.

Teka hiicrelerinde daha fazla Doksorubisin birikimi
nedeniyle c¢ift iplikli DNA’da kopma meydana gelir.
Teka hicrelerinin graniiloza hiicrelerini etkilemesi
nedeniyle grantloza hicrelerinde de ¢ift iplikli
DNA’da kopma meydana gelmektedir.?? Bu calisma
kapsaminda gelismekte olan follikiiller arasinda, uni-
laminar ve multilaminar primer follikillerde istatistik-
sel olarak anlamli bir farklilik olmamasina ragmen,
sekonder ve graaf follikiil sayilarinda anlamli oranda
azalma saptandi. Sekonder ve graaf follikiillerdeki
sayisal azalmalarin graniiloza hiicre apoptozisinde
aktarilan yolaklardan antral atrezi ve terminal farkli-
lagma apoptozisi nedeni ile olabilecegi diistiniildii. Bu
azalmanin bir nedeninin de apoptoziste etkili ROS
yolaginin sekonder ve graaf follikiil hiicrelerinde say1
fazlas1 olmasi nedeniyle oosit ve graniiloza hiicre
etkilesimini, besin aligverisini ve steroidogenez meka-
nizmasini bozarak follikiil kaybinda daha etkili oldu-
gunu diislindiirdi.

Ayrica bu caligmada, doksorubisinin gastrointestinal
sistem Uzerinde toksik etkisine bagli olarak deney
hayvanlarinda gelisen anoreksiya ve buna bagl viicut
agirliginda anlamli bir azalma saptandi.

Bu ¢alismada oldugu gibi Maltaris ve ark.* tarafindan
doksorubisinin ovaryum rezervi {zerine olumsuz



Doksorubisin Toksisitesinde Dialil Distlfitin Etkisi

etkileri bulundugu, doksorubisin verilen fare grubunda,
ovaryum follikiil sayilarinda azalma ve dejenere folli-
kiil sayilarinda anlamli artis ile gosterilmis ve bu ¢a-
lismada oldugu gibi TUNEL yontemi ile follikiiler
apoptozis belirlenmistir. Doksorubisinin fare ovaryan
toksisitesinin grantloza hicreleri (zerindeki etkisi
immunohistokimyasal, RT-PCR analizleriyle de des-
teklenmistir.'* Bir diger arastirmaci grubu tarafindan
doksorubisinin kadinin iireme ve endokrin fonksiyon-
larim1 destekleyen ii¢ onemli faktor olan follikiiler
gelisim, hormon salgilanmasi1 ve oosit matiirasyonu
tizerinde doza bagli toksisiteye sebep oldugu bildiril-
mistir.?

Bu caligmada da, doksorubisin uygulanan siganlarin
ovaryum doku korteks ve medulla stromasinda ve
gelisgmekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
TUNEL pozitifligi elde edildi. Béylece doksorubisinin
apoptotik aktivasyona neden oldugu ve diger gruplarla
kargilagtirildiginda atretik follikiil sayilarinda istatis-
tiksel olarak anlamli artis oldugu gorildu.

Kanser tedavisi 6ncesinde ve sonrasinda fertilitenin
korunmas: amaciyla ¢esitli medikal ve cerrahi yon-
temler kullanilmakta ve bu ydntemlerin koruyucu
etkileri net olmamakla birlikte, uzun etkili gonadotro-
pin analoglari, GnRH antagonistleri, antioksidanlar
ovaryum rezervini korumak amagh kullanilmaktir.??

Hicrelerin zarar goérmesini énlemek icin ROS duzey-
lerinin antioksidanlar ile dengede tutulmasi gerekir.
Bu denge bozuldugu zaman viicut antioksidan savun-
ma sistemini devreye sokar. Antioksidanlar ROS’un
neden olacagi hasar1 6nleyebilme ve hasarin onarilma-
sin1 saglayabilmektedir. Alliin kokusuz organosulfir
(OSC) prekirsoradur ve Allium sebzelerinin depolan-
masi1 sirasinda dogal olarak birikir. OSC’ler alliinin
allicine ve Allium sebzelerini ezme, ¢igneme veya
kesme araciliftyla vakuollerden salinan allinaz araci-
ligryla alkil alken-thiosulfinatlara donlismesiyle olus-
maktadir. Allisin ve ilgili tiyosiilfinatlar, oldukca
dengesizdir ve aninda dialil stlfit (DAS), dialil disulfit
(DADS), dialil tristlfit (DATS), diditinler ve ajoen
dahil olmak iizere cesitli siilfiir bilegikleri elde etmek
icin ayrigir. Bunlardan dialil disiilfit yiiksek antioksi-
dan kapasiteye sahiptir.** Bu ¢alismada dialil disiilfit
uygulandiginda, doksorubisinin gonadotoksik etkisine
karst koruyucu etki sagladigi hem 1sik mikroskobik
hem de istatistiksel olarak goruldi. Bu etki vicut
agirligindaki artisla birlikte, primordiyal ve gelismekte
olan follikil sayisinda korunma ve atretik follikiil
sayisinda azalma seklinde goriilmektedir. Doksorubi-
sin ile birlikte verilen dialil disulfitin ovaryumda olu-
san bu hasar1 yukarida tanimlanan antioksidan etkisi
ile azaltabilecegi ve ovaryan follikiil rezervini koru-
makta kullandig1 yollardan birinin ROS/antioksidan
dengesine yaptigi etki oldugu sonucuna varildi.

Dolayisiyla dialil distilfitin doksorubisine bagli gona-

dotoksisitede primordiyal follikill ve gelismekte olan
folliktller seviyesinde tedavi edici bir etki gosterdigi,

gonadotoksik etkisi bilinen doksorubisinin meydana
getirdigi ovaryum doku hasarini ve follikiiler kaybi
azalttigi, ovaryan rezervi korumak amaciyla dialil
distilfit tedavisinin olumlu sonuglar verdigi bu ¢alisma
kapsaminda gosterilmistir. Dialil distlfitin bu olumlu
etkisinin; doksorubisinin hiicre icerisinde ROS biriki-
mi ile birlikte DNA hasarina neden olarak follikil
graniiloza hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde olustur-
dugu apoptotik aktivasyonun, dialil disulfitin hiicre
icerisindeki serbest oksijen radikallerini minimum
diizeye indirerek normal ovaryum dokusundaki gelis-
mekte olan follikilleri kemoterap6tik ajanlarin toksik
etkisinden koruyabilecegi diislinilmiistiir.

Sonug olarak, bu ¢aligma doksorubisin kemoterapisi
sonrasinda olusan ovaryan toksisitede dialil distlfitin
koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir. Kemote-
rapi sonras1 uygulanacak dialil distilfit tedavisinin hem
gelismekte olan follikiilleri hem de primordiyal folli-
kiil havuzunu korumada etkili olabilecegi gosterilmek-
le birlikte, fertiliteyi korumaya yonelik yaklasimlara
alternatif bir tedavi olarak literatlirde yer almasi igin
ek caligmalara gerek vardir.
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