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Doksorubisin ve Siklofosfamid Uygulanmasinin Sigan Over
Dokularinda Meydana Getirdigi Degisiklikler Uzerine
Vitamin D’ nin Etkileri -

Amag: Kanser hastaliginin, sik gorilmesi ve yiksek oranda 6limlere yol agmasi, artan gevresel
kanser yapici etkenler nedeni ile gunimuzin énemli saglik sorunlarindan birisidir. Hastalarin
¢ogu kadin olup siklofosfamid ve doksorubisin gibi kemoterapétik ajanlar kadinlardaki
kanserlerde sik kullaniimaktadir. Bu kemoterapétik ajanlar germ hiicrelerine belirgin toksik etkisi
oldugu yapilan galismalarda gésterilmistir. Vitamin D hem anti-proliferatif etkiyle hem de
anjiyogenezi inhibe ederek hicrelerin apoptozisini engeller. Doksorubisin ve siklofosfamid’in over
dokusunda olusturdugu hasar tzerine vitamin Din etkisi belli degildir. Bu ¢alismada doksorubisin
ve siklofosfamid uygulanmasinin sican over dokusunda ve fonksiyonlarinda meydana getirdigi
degisiklikler Gzerine vitamin D’in etkilerinin incelenmesi amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya otuzalti adet disi rat alindi. Deney hayvanlari her grupta 6 hayvan
olacak sekilde rastgele, 6 gruba; Kontrol grubu, Doksorubisin grubu, Doksorubisin + Vitamin D
grubu, Siklofosfamid grubu, Siklofosfamid + Vitamin D grubu, Vitamin D grubu ayrildi. Deney
sonunda tim gruplardaki ratlar anestezi altinda dekapite edildi. Over dokular hizla ¢ikarilip
histopatlojik kesitler alinip over rezervi incelendi.

Bulgular: Kontrol grubu ve Vitamin D grubunda over rezervi iyi bulunurken diger gruplarda
overrezervinde azalma izlendi. En fazla azalmada siklofosfamid grubunda izlendi.

Sonug: Sonug olarak, bu galismada Vitamin D ek dozunun uygulamasinin, siklofosfamid ve
doksorubisinin sitotoksik etkisini dnleyemedigini gorulda.

Anahtar Kelimeler: Sigan, Siklofosfamidin, Doksorubisin, Vitamin D

The Effects of Vitamin D on Changes in Rat's Ovarium Tissues Induced by the
Administration of Doxorubicin and Cyclophosphamide

Objective: Due to the incidence and high death rate, cancer is one of the important health
problems together with environmental carcinogenic factors today. Cancer is most frequently seen
in females. Chemotherapeutic agents such as cyclophosphamide and doxorubicin were
administered for the cancers seen in females. Previous studies indicated that these
chemotherapeutic agents have an evident effect in germ cells. Vitamin D prevents apoptosis of
cells by both inhibiting angiogenesis and proliferative effect. The effect of vitamin D on the
damage of ovarium tissue by Cyclophosphamide and doxorubicin is not known yet. In this study,
it was aimed to investigate the effects of vitamin D on the changes on rat ovarium tissue and it's
function by cyclophosphamide and doxorubicin administration.

Materials and Methods: Thirty-six female rats were used in the study. The rats were divided into
six groups including 6 rats each: control group, doxorubicin group, doxorubicin plus vitamin D
group, cyclophosphamide group, cyclophosphamide plus vitamin D group and vitamin D group.
All rats were decapitated under anesthesia after the experiments. Ovarium tissues were
immediately extracted and histopathologic sections were prepared and ovarium reserves were
examined.

Results: Whereas ovarium reserve was found as sufficient in control and vitamin D groups,
decrease was observed in the ovarium reserves of the other groups. The maximum decrease
was seen in cyclophosphamide group.

Conclusion: As aresult it was seen that substantial dose of vitamine D had no preventive effect
on cytotoxic effect of cyclophosphamide and doxorubicin

Key Words: Rat, cyclophosphamide, doxorubicin, vitamin D

Giris

Kanser hastaliginin, sik goriilmesi ve ylksek oranda élimlere yol agmasi, artan
cevresel kanser yapici etkenler nedeni ile ginimuizin énemli saglk sorunlarindan
birisidir (1) . Diinyada her yil on milyondan fazla yeni kanser olgusu ortaya ¢ikmakta
ve bes milyon insan kanserden Olmektedir (1-2). 2007 yilinda 7.9 milyon kiginin
O6limine vyol acmistir; bu saylr tim nedenlere bagli 6limlerin %13’UnU
olusturmaktadir (3).
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Kanserden élimlerin giderek artacagi ve 2030 yilinda
12 milyon kisinin kanser nedeniyle Olecegi tahmin
edilmektedir (3). Siklofosfamid ve Doksorubisin gibi

kemoterapétik ajanlar kadinlardaki kanserlerde sik
kullaniimaktadir. Bu kemoterapdtik ajanlar germ
hicrelerine  belirgin  toksik etkisi oldugu Yapilan

calismalarda gdsterilmistir (4-7). Vitamin D hem anti-
proliferatif etkiyle hem de anjiyogenezi inhibe ederek
hiicrelerin apoptozisini engeller Ayrica vitamin D, DNA'yI
tamir eden genlerle, genomun bitinliagini saglayan
genlerin ekspresyonunu uyarmaktadir (8-10).
Doksorubisin  ve  Siklofosfamidin  over dokusunda
olusturdugu hasar Uzerine vitamin D in etkisi belli
degildir.

Bu c¢alismada Doksorubisin ve Siklofosfamid
uygulanmasinin sican over dokusunda ve
fonksiyonlarinda meydana getirdidi degisiklikler zerine
vitamin D’ in etkilerinin incelenmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismaya baslamadan é&nce Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan onam alindi. Calisma
igin gerekli hayvanlar Firat Universitesi Deneysel Tip
Arastirma Laboratuvarindan temin edildi. Deney, Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar Arastirma
Laboratuvarinda gergeklestirildi. Otuzalti adet dizenli
siklusa sahip, 200+40 gram agirhdinda, 12 haftalik,
eriskin disi Wistar Albino cinsi rat alindi. 12 saat 11k (08-
20), 12 saat karanlik foto-periyodunda ve 21- 23 °C sabit
sicaklktaki odada, standart pellet yemi ve sehir suyu ile
beslendi. Deney hayvanlari her grupta 6 hayvan olacak
sekilde rastgele, prospektif olarak 6 gruba ayrild;

Grup 1 (Kontrol grubu); Deney siresi olan 7 gin
boyunca herhangi bir islem yapiimadi.

Grup 2 (Doksorubisin); Doksorubisin 10 mg/kg/tek
doz intraperitoneal (IP) olarak uygulandi.

Grup 3 (Doksorubisin + Vitamin D grubu);
Doksorubisin 10 mg/kg/tek doz IP verildikten sonra

Tablo 1. Yas ve agirliklarin gruplar arasinda dagilimi
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deney suresince Vitamin D 50 |U/rat/giin oral olarak
verildi.

Grup 4 (Siklofosfamid grubu); Siklofosfamid 100
mg/kg/tek doz IP olarak uygulandi.

Grup 5 (Siklofosfamid + Vitamin D grubu);
Siklofosfamid 100 mg/kg/tek doz IP olarak verildikten
sonra deney siresince vitamin D 50 [U/rat/giin oral
olarak veridi.

Grup 6 (Vitamin D grubu); Deney stresince sadece
vitamin D 50IU/rat/gln oral olarak veridi.

7. gin sonunda tim gruplardaki sicanlar ketamin
(75mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) IP uygulanarak anestezi
altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan
sicanlarin over dokulari hizla gikarilip uygun fiksatiflerle
tespit edilip ardindan parafin bloklara gémildi. Parafin
bloklardan 5-6 um kalnhginda alinan kesitlere Masson
Trikrom ve Hematoksilen-eozin ile boyalari uygulanip,
arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelendi.
Gruplara goére histopatolojik degisiklikler kaydedildi.
Matir follikiller sayildi. Masson Trikromboyamada;
fibrozisve korpus luteum angiogenezi 0’'dan +3’e kadar
say! ile semi-kantitatif olarak skorlandi (yok= 0, az= +1,
orta= +2, siddetli= +3).

Verilerin analizinde “SPSS for Windows 10.0”
istatistik paket programi kullanildi. Mann Whitney U, Ki-
kare ve Fisher exact test'leri ile grup karsilastrimalari
yapildi. P<0.05 anlamli olarakkabul edildi

Bulgular

Yas ve agirlik igin yapilan karsilastirmali istatistiksel
analizlerde hayvanlarin yaglar ve adirliklar arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (Tablo 1).

Masson’s trichrome ile boyamanin i1sik mikroskobu
altinda incelenmesi sonucu; kontrol ($ekil 1) ve vitamin D
(Sekil 2) grubuna ait over dokulari normal gériinimdeydi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 P
Yas (Gin) 180.6+10.1 180.6+£10.09 180.3+13.2 180.6+£11.1 180.5+10. 180.5+£10.1 0.68
Agirlik (Gram)  198.75+7.46  197.36+7.66 188.75+6.53 188.84+7.53 189.68+7.64 195.75 £ 6.53 0.97
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Sekil 1. Normal over dokulari
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Sekil 2. Vitamin D uygulanan over dokulari
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda doksourubisin
grubunda (Sekil 3) fibrozisde bir degisiklik olmamakla
beraberkorpus luteum angiogenezinde gerileme belirgin
olarak artmisti. Doksourubisin grubu ile
karsilastirildiginda doksorubisin + vitamin D grubunda
(Sekil 4) korpus luteum angiogenezinde artma izlenmedi.

Kontrol grubu ile karsilastiriidiginda Siklofosfamid
grubunda (Sekil 5) fibrozisde bir degisiklik olmamakla
beraberkorpus luteum angiogenezinde gerileme belirgin
olarak artmisti. Siklofosfamide grubu ile
karsilastirildiginda  Siklofosfamide +  vitamin D
grubundakorpus luteum angiogenezinde bir degisiklik
izlenmedi (Sekil 6).
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Sekil 3. Doksorubisin grubu
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Sekil 4. Doksorubisin + vitamin D grubu

Sekil 5. Siklofosfamid grubu
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Sekil 6. Siklofosfamid + vitamin D grubu
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Ayrica tim gruplara ait over dokularinda primordiyal
follikdl, primer follikiil, sekonder follikil ve tersiyer follikul
sayllarak over rezervi belirlendi. Over rezervi igin yapilan
sayimda kontrol grubu ile vitamin D grubu benzerdi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, doksorubisin ve
Siklofosfamide gruplarinda over rezervinin belirgin olarak
azaldigi tespit edildi. Tedavi olarak verilen vitamin D’nin
doksorubisin ve Siklofosfamide gruplarinda over rezervini
etkilemedigi gézlendi (Skala bar: 50um).

Tartisma

Amerika Birlesik Devletlerinde 2008 yilinda kansere
yakalanan kadin sayisinin yaklasik 700.000 oldugu
tahmin  edilmektedir (11). Ulkemizde de kanser
hastaliklarinin ¢ok 6nemli bir sadhk sorunu olduguna
stiphe yoktur. ikibin alti yilinda toplanan Saglik Bakanligi
Epidemiyoloji ve Kanser Kayit Alt Danisma Kurulunda
aktif kanser kayitsistemi 14 ilden 8 ilin kanser verilerinin
yayinlanmasina karar verilmigtir. Bu iller Ankara, Antalya,
Samsun, Erzurum, Trabzon, Izmir, Edirme ve
Eskisehir'dir. 2005 yilinda Turkiye nifusu 72 milyon 65
bin olarak belirlenmigtir. Bu 8 ilin toplam nifusu
14.273.465 olarak hesaplanmis olup toplam nifusun
yaklasik %20 sini temsil etmektedirler (12). Bu oran
saglikh bir istatistik vermek icin yeterli gibi gértlmektedir.
Buna goére 1999-2005 vyillari arasinda kanser insidansi
yaklasik 100 binde 58 den 100 binde 173’e ¢ikmistir.
Kadinlarda en fazla gorilen 5 kanser turlu sirasiyla
(yuzbinde) meme (35.4), deri (17.8), tiroid (8.4), akciger
ve brons (7.2), ve mide (2.91.)dir (12). Yillar iginde tiim
illerden bilgi akisi saglandikca daha saglikli ve glncel
kanser verilerine ulagilacaktir. Yeni kombinasyon
kemoterapileri ve radyoterapi rejimlerinin Greme sistemi
Uzerine 6nemli olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (4,
6). Bu negatif etkinin boyutu tedavinin sitotoksik
potansiyeli, dozu, silresi ve hastanin yasina bagl
olarakdegisebilmektedir (4-7). Prematlir over yetmezligi
disinda uzun dénemli olarak bu hastalarin gebeliklerinde
kotu obstetrik sonuglar ortaya c¢ikabilmektedir (13).
Bunlara érnek olarak preterm eylem, dugsukler, disuk ve
cok dustk agirhkh bebek dogumlari sayilabilir (13).
Ovaryan rezerv primordiyal follikillerin sayisi tarafindan
belirlenir. Ozellikle primordiyal follikiilleri hedefleyen
herhangi bir toksik etki reproduktif yasam araligini
kisaltabilir (4-7). Bunun yani sira prematir over
yetmezligi olusumunu indikleme riski de daha yiksektir.
Premattr ovaryan yetmezligin altinda, mekanizma olarak
germ hdicrelerinin  prematur, kitlesel ve hizli 6limi
(apoptosis) yatar (6, 7). Oositi cevreleyen steroid ureten
somatik hiicre katmanlarina (grantloza ve teka hucreleri)
toksik etkide bunlara neden olabilir (14). Giderek artan
bir ilgiyle, 40 yas alti kadinlarda anti kanser tedavi
sonrasi fertilitenin korunmasi konusu c¢alisiimaktadir.
Geng kanser hastalarinin fertilitelerinin - korunmasi
konusunda Amerikan Klinik Onkoloji kurumu bir kilavuz
yayinlamistir. Baska kurumlar da bu konuda tesvik edici
yayinlar yapmaktadir (15, 16). Esas olarak kanser
kemoterapilerinin amaci hicre 6limini apoptozis yolu
ile uyarmaktir. Bu etki tim vicutta oldugu gibi overde de
apoptozisin uyariimasi seklindedir (17).
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Kemoterapi ve radyoterapinin over dokusu Uzerindeki
uzun doénem etkisi, infertiliteye neden olan azalmig
ovaryan rezerv ve prematir ovaryan yetmezliktir.
Ovaryan rezervin gostergesi primordial follikil sayisidir
(17, 18). Kemoterapi ile indUklenmis ovaryan hasarin
ultrastriiktirel gostergesi yaygin follikil kaybi ve ovaryan
fibrozistir (19). Bununla birlikte kanser tedavilerinin
ovaryan stromal htcrelere etkisi de 6nemlidir (17-19).
Ovaryan stromal hicreler endokrin fonksiyon gorur ve
biyuk olasilikla kemoterapi sonrasi hasarin tamirinde rol
oynar (18-20). Kemoterapi sonrasi ovaryan yetmezlige
etki eden faktérler arasinda hasta yasi, kemoterapi
ajaninin tard, ilacin kimulatif dozu ve kemoterapi 6ncesi
ovaryan rezerv durumu sayllabilir. Yagh hastalarda
ovaryan yetmezlik gelismesi, ayni doz kemoterapi alan
gen¢ hastalara gére daha olasidir. Ornegdin ovaryan
yetmezlie sebep olacak kumdlatif siklofosfamid dozu
40’li yaglardaki bir hasta icin 5.2 g iken 30’lu yaglarda 9.3
g, 20’li yaslarda 20.4 g olmaktadir (4, 19).

Alkilleyici ajanlar en ylksek follikil kaybina sebep
olmaktadir (4,5). Hiicre siklusuna spesifik degillerdir yani
hicre bélinme sirasinda olmasalar da tek sarmal yada
cift sarmal DNA kiriklarina neden olarak etki gosterirler
(11, 18). Follikiler hasar yaninda, DNA cross-link
olusturarak, steroid sentezinin azalmasiyla karakterize
yaygin graniloza hiicre hasarina da neden olurlar (4, 5,
11, 18, 21). Bu grubun uyesi olan N-mustardlardan olan
Siklofosfamid birgok antikanser protokolde
kullanilmaktadir (2, 18, 21). Bu, her yil birgok kadinin
siklofosfamid nedenli ovaryan yetmezlige girdigi
anlamina gelir. Kanser sad kalim oranlarinin arttigi
dusinilirse bu kadinlarin fertilite koruyucu yodntemlere
yonelecegi aciktir (11, 18). Bu ydntemlerden
kriyoprezervasyon yoOntemleri, ovaryan transpozisyon
islemleri bilinmektedir. Uzerinde galismalar yiiritiilen
alternatiflerden birisi de apoptozis inhibitdrleridir (18).
Bizde calismamizda Siklofosfamid verilen grupta follikil
sayisindabelirgin derecede azalma ve dejenere olmus
follikiilleri yaygin olarak izledik. Oktem ve ark. (17),
yaptiklari ovaryan xenograft modelinde; tek doz 200
mg/kg siklofosfamid uygulanmasi ile 72 saat igerisinde
butin primordiyal follikllerin %97’sinin kayboldugunu ve
folliklil kaybinin ilag enjeksiyonunu takiben oniki saat gibi
kisa bir sire zarfinda basladigini gdstermislerdir. Bu
¢alismayla uyumlu olacak sekilde, siklofosfamide verilen
gurupta ilk yedi giinde over rezervinin %80 etkilendigini
izledik.

Doksorubisin, antrasiklin grubu antibiyotikler olarak
siniflandirilir. Antrasiklinlerin hiicre tipine gore degisen
etkileri vardir. Bu etkiler en belirgin siklusun S ve G2
fazlarinda gorilir (6, 7). Bu ilaglar segicilik
gostermeksizin birbirine yakin baz ciftleri arasina girerek
DNA ve RNA sentezini engellerler (7). Doksorubisin, en
onemli ve en sik kullanilan kemoterapdtik ilaglardan
birisidir. Sarkomlarin, meme ve akciger kanserleride
dahil olmak Uzere karsinomlarin, akut lenfositik
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I6semilerin ve lenfomalarin tedavisinde kullaniimaktadir
(22). Doksorubisinin over rezervine olumsuz etkileri
mevcuttur (5, 6). Bu c¢alismada doksorubisin verilen
grupta follikiillerde sayica azalma ve dejenere follikilleri
yaygin olarak izlendi ve bunlarda tunnel metodu ile
apopitozisin yaygin oldugunu goéruldu.

Kanser tedavisine bagli olarak ortaya cikan over
yetmezligi hastayr hem menopoz, hem de infertilite riski
ile karsi karsiya birakmaktadir (23, 24). Bu hastalar
kemoradyoterapi ile sterilize olmasalar bile, erken gebelik
kayiplari, prematir eylem ve disiuk dogum agirlidi riski
ile karsi karsiya kalmaktadirlar (23). Kanser tedavisi
Oncesinde ve sonrasinda fertilitenin korunmasi igin
medikal ve cerrahi ydntemler mevcuttur. Fakat bunlarin
tam koruyucu etkileri net degildir (24-29).Uzun etKkili
gonadotropin analoglar (26, 27) GnRH antagonistleri
(28), antioksidanlar (29) over rezervini korumak amagli
kullaniimaktadir (26-29).

Kanserin o6nlenmesi ve bazi kanser tiplerinin
tedavisinde (kolorektal, meme, prostat, over, mesane,
akciger, deri kanserleri ve 16semi) vitamin D bilesiklerinin
onemli bir role sahip oldugu bircok epidemiyolojik ve
klinik calismalarda gosterilmistir (8-10). Vitamin D hem
anti-proliferatif etkiyle, hem de anjiyogenezi inhibe
ederek hiicrelerin apoptozisini engeller (9, 10). Vitamin D
ayni zamanda timaorun yayilimini kolaylastiran telomeraz
ekspresyonunu, apoptozisi ve anjiyogenezi inhibe
etmektedir (30-32). Ayrica vitamin D, DNA’yl tamir eden
genlerle, genomun butinliginiu saglayan genlerin
ekspresyonunu uyarmaktadir (32).

Ratlar uzerinde yapilan bir calismada hormon duyarl
meme kanseri tedavisinde Vitamin D’nin  tUmor
ilerlemesini  engelledigi gosterilmistir (33). Ratlarda
olusturulan barsak timorlerinin gelisiminin
engellenmesinde de vitamin D’nin  olumlu etkileri
bildirilmistir  (34). Bu ¢alismada, doksorubisin ve
siklofosfamid verilen grupta Vitamin D’nin over rezervini
korumada olumlu etkisi gérilmedi. Kih¢ ve ark. (35)
siklofosfamid  verilen ratlarda ovaryen toksitenin
azaltimasinda kemik iliginden alinan mezenkimal kok
hicrelerin  olumlu etkisini gdstermislerdir. Bu olumlu
etkileri, Ozelikle DNA hasarinin engellenmesi ve
apopitozisin azaltiimasina baglamiglardir. Giirgen ve ark.
(36) siklofosfamid verilen ratlarda selenyumun ovaryen
toksitenin azaltiimasinda olumlu etkisini gostermiglerdir.
Wietrzyk ve ark. (37) farelerde verilen yeni vitamin D

analoglarinin sitoksik etkileri Onleyemedigini
saptamiglardir.
Kanser hastalarinda, fertilitenin  korunmasinda

apoptozis inhibitorleri, etkili olabilecegi diistiniilen, ancak
deneysel ve klinik bilginin hentz yeterli olmadigr bir
konudur. Bu c¢aligmada, Vitamin D ek doz
uygulamasinin,  Siklofosfamid ve  Doksorubisin’in
sitotoksik etkisini dnleyemedigi gorildi.
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