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CISPLATININ OLUSTURDUGU SICAN OVARYUM HASARINDA
EDARAVONUN KORUYUCU ETKiSi
Ozlem KARA
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Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Doktora Tezi, Nisan 2021
Danisman: Prof. Dr. Birkan YAKAN

OZET

Cisplatin kanser tedavisinde 30 yildan daha uzun siireden beri kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, iireme fonksiyonlarini bozabildigi gosterilmistir. Bu c¢alisma
cisplatinin neden oldugu ovaryum hasari lizerinde edaravonun koruyucu etkisini
degerlendirmeyi amaclamaktadir.

Calismada toplam 40 adet Wistar albino cinsi disi sigan kullanilarak 4 grup olusturuldu:
Grup 1 (kontrol grubu) (n=10); herhangi bir islem yapilmadi. Grup 2(cisplatin grubu)
(n=10); 7,5 mg/kg tek doz cisplatin uygulandi ve herhangi bir islem uygulanmadi. Grup
3 (edaravon grubu) (n=10); 1mg/kg edaravon tek doz uygulandi ve herhangi bir islem
uygulanmadi. Grup 4 (cisplatint edaravon grubu) (n=10); 7,5 mg/kg. tek doz cisplatin
ile Img/kg edaravon uygulandi. 72 saat sonra, tiim gruplarda ovaryumlar cerrahi islem
uygulanarak ¢ikarildi. Alinan kan 6rneklerinde serum malondialdehid (MDA) ve serum
nitrik oksit (NO) diizeylerine bakildi. Ovaryum doku orneklerinde TUNEL yontemi
kullanilarak DNA hasar1 ve apoptozis degerlendirildi. Ovaryum doku hasari Kaspaz-3
ve Kaspaz-8 ile immiinohistokimyasal boyama yapilarak degerlendirildi. Caligmadan
elde edilen bulgulara gore, cisplatinin ovaryumda yapmis oldugu hasarda edaravon
koruyucu ozellik gosterdi. Serum MDA ve NO diizeyleri cisplatin grubunda diger
gruplardan daha yiiksekti. Histopatolojik doku hasari cisplatin grubunda diger gruplara
gore daha yiiksekti. Benzer sekilde, DNA hasar1 ve apoptozis cisplatin grubunda
gruplardan daha yiiksekti ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kaspaz-3 ve
Kaspaz-8 ile yapilan immiinohistokimyasal boyamada ise cisplatin grubunda immiin
aktivite gosteren hiicre yogunlugu fazlayken cisplatin+ edaravon grubunda azalmisti.
Sonu¢ olarak, edaravon ovaryumda cisplatin hasarinin Onlenmesi ve kisa siireli

tedavisinde etkili gibi goriinmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cisplatin, edaravon, apoptoz, ovaryum, sigan
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PROTECTIVE EFFECT OF EDARAVONE ON CISPLATIN INJURY IN RAT
OVARY

Ozlem KARA
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PhD Thesis, April 2021
Supervisor: Prof. Dr. Birkan YAKAN

ABSTRACT

Cisplatin has been utilized for cancer treatment for more than thirty years. However it
has been shown that, it might deteriorate reproductive functions. This study was aimed
to evaluate the protective effect of edaravone on cisplatin induced ovarian injury.

A total 40 female Wistar—Albino rats were utilized to form four groups: Group 1
(control group) (n=10), no procedure was performed. Group 2 (cisplatin group) (n=10),
single dose 7,5 mg/kg cisplatin was administered and no procedure was performed.
Group 3 (edaravone group) (n=10), single dose 1 mg/kg edaravone was administered
and no procedure was performed. Group 4 (cisplatin+ edaravone group) (n=10), single
dose 7.5 mg/kg cisplatin and 1 mg/kg edaravone were administered. 72 hours later,
ovaries were surgically extirpated in all groups. Malondialdehyde (MDA) levels and
nitric oxide (NO)levels were studied in blood samples. In ovarian tissue samples, DNA
damage and apoptosis were assessed by using TUNEL method. Ovarian tissue damage
was evaluated by immunohistochemical staining with caspase-3 and caspase-8.
According to the findings obtained from the study, edaravone showed protective
properties on ovarian damage due to cisplatin. Blood MDA and NO levels were
significantly higher in cisplatin group than other groups. Histopathological ovarian
tissue damage in the cisplatin group was significantly higher than other groups.
Similarly, DNA damage and and apoptosis was higher in cisplatin group and this
difference was found to be statistically significant. The immunohistochemical staining
which was done by using caspase-3 and caspase-8 was revealed that immun reactive
cells were statistically higher in cisplatin group than cisplatin+ edaravone group.

In conclusion, edaravone seems to be effective in prevention of ovarian damage and
short-term treatment.

Keywords: Cisplatin, edaravone, apoptosis, ovarium, rat



viii

ICINDEKILER
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK .........ccoontitiiiiiiiniineissestssiess s ii
YONERGEYE UYGUNLUK ONAYT ......cooiiiiiiiiiieeeiceecce e, i
ON ALY ettt ettt bt h e b e e e bt h e e R bt e be et e e bt e enbe e beeenne e Y
0 DE] D) S L0 2 TR v
OZET ... Vi
ABSTRACT ettt viii
ICINDEKILER ........ooooviieeeceeeeeee ettt X
KISALTMALAR .ottt e ettt e e e st a e e s e e e snbe e e snbe e e sneeeenneeas Xii
SEKILLER LISTESI........cocoiiiiitiioieeee ettt Xiii
TABLOLAR LISTESI.....c.oooiiiiiiiiiiiiisses s Xiv
1. GIRIS VE AMAC .....oooiiieeceeeeeteee ettt ns st st ens s sas s 1
2. GENEL BILGILER .........cocooiiiiiiiii et 3
N B O V=1 U 1 RSP PPRPPIN 3
2.1.1. OVaryum ANALOMISE ....ccveieeieiiieeie ettt sre e aneenas 3
2.1.2. Ovaryum EmBriyOlOJiSi .......ccoiuiiiiiiiiiiiceee e 4
2.1.3. OVaryum HiStOIOJIST ...vcuveuieiiieiieiiisie e 5
A O 1) o] - {1 OSSO 6
2.2.1. Cisplatinin molekiiler yapi ve 0zellikleri..........ccoeiriiiiiineicinisccec 6
2.2.2. Cisplatinin tOKSIK EtKIST ........c.coveiiiieiicie e 7
2.3. SErbest radiKaller ..o s 8
2.3.1. Serbest oksijen radikalleri...........cooiiiiiiiiie e 9
2.3.1.1. Serbest oksijen radikallerinin hiicre hasarindaki rolii ...........cc.ccoevenene 9
2.3.1.2. Lipid peroksidasyonu ve Malondialdehit .............cccccooevinininnnnnnnnn 10
2.3 2.NHFTK OKSIt ...vviviiiieiciee e 10
2.4, ANTIOKSTAANIAL ... s 11
2.4.1.0ksidatif stres ve antiokSidan|ar. ... 11
2.5, BEUArAVON ...t 12

2.5.1. Edaravonun antioksidan etkileri ... 13



3. MATERYAL VE METOD ...t 14
3.1. Deneysel GalISMa.......c.coiuiiiuiiiiieiie et 14
3.2. Isik mikroskobu incelemeleri ...........ccovieiiiiiiii i 16

3.2.1. DOKU tAKIDT ... 16
3.2.2. Hematoksilen & E0zin boyama...........cccooeiiiiiiniiiiieccce e 17
3.2.3. Histopatolojik @analiz.............cccooiiiiiiiiiic e 18
BLB  TUNEL ettt 18
3.4.Kaspaz 3 Ve KaSPaz 8 TAYINT ....cueveruiriiriiiiiiiseeeeee et 18
3.5. Biyokimyasal analizIer.............cccooiiiiiiiiii e 19
3.5.1. Malondialdehit (MDA) dUZey tayini .......cccccvereeriieeniiiiee e 19
3.5.2. Nitrik Oksit (NO) aktiVite tayini .....ccccceieeiieiieiieiicic e 19
3.6. IStatiStIKSCL ANALIZ .....cvveeeeeeecces sttt 19

4. BULGULAR ...ttt ettt sttt sb e sre e be e 290
4.1, HiStolOJiK BUIGUIAK........cvie e 20
4.2.TUNEL Boyama deZerlendirmesi..........ccccovvveiriiiiiiiiiiiiiieiiscses e 27
4.3. Immiinohistokimyasal BulGUIar............ccccevvvereriiersiieeeecee e 27
4.4. Biyokimyasal DUIQUIAT ... 32

5. TARTISMA VE SONUC ........ooitieieeeeeeeeeseeseeeeeeeeeseeeeeeeesesseesees s esessess s e 34

B. KAYNAKLAR ..ottt bttt 38

EK LER

OZGECMIS



KISALTMALAR

4-HNE : 4-hidroksinonenal

CAT : Katalaz

DAPI : 4°,6-diamidino-2-phenylindole

DEKAM : Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi
EPO : Eritropoetin

ETZ : Elektron Transport Zinciri

H&E : Hematoksilen Eozin

H,0, : Hidrojen peroksit

MDA : Malondialdehit

OH" - Hidroksil

OoMi : Oosit Maturasyon Inhibitdrii

RNS : Serbest Nitrojen Radikalleri

ROS . Serbest Oksijen Radikalleri

SOD . Stiperoksit dismiitaz

TUNEL : Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine

Triphosphate DNA Nick-End Labelling



Xi

SEKILLER LiSTESI

Sekil 2. 1. DIl UIreme SISEEIMI..cccivrrieeiiirieeeeiiieeessitieeeessereeeesssreeeesssereeesssneeeesssseeeessnsens 3
Sekil 2. 2. Disi siganlarda Greme SISteIMI. ........ueiuieiiriiieiieiiee e 4
Sekil 2. 3. Ovaryumun histolojiK Yapisi. .........cccoviiiiiiiiiiiieree e 5
Sekil 2. 4. Cisplatinin Kimyasal Yap1S1 ........cociiiiiieiiiiiciieii e 7
Sekil 2. 5. Cisplatinin DNA ile olusturdugu baglar............c.ccooovviiiiiiiiiicie, 22
Sekil 2. 6. Cisplatin-DNA baglanmast .........ccccveveierierierenesiseseseeee e 23
Sekil 2. 7. Serbest oksijen radikallerine bagli olusan lipit peroksidasyon tiriinleri ..... 24
Sekil 2. 8. Cisplatin-DNA kimyasal baglanmast ..........cccoereriiiiniinienienene e 25
Sekil 2. 9. Antioksidanlarin siniflandirtlmast. .........cccceeiiiiiiiciiiic e 26
Sekil 2. 10. Edaravonun kimyasal formulii. ..........ccooeeiiiiiiniiieee e 27
Sekil 2. 11. Edaravonun tautomerik formlari..........coocoieiiiiniiiiiniiieesee e 28
Sekil 2. 12. Edaravonun antioksidan etki mekanizmasi..........cccccoeevoviiiieniieiiin e, 29
Sekil 2. 13. Edaravonun ndéronal etki meKanizZmasi. ..........cccecovivieeeiiiieeeesiiiieeessiinneesns 30
Sekil 2. 14. Edaravonun ROS, kaspaz 3 artisina ters etkisi ........covvvveevveieesieeieesiesnenne 31
Sekil 4. 1. Hematoksilen & Eozin boyama tiim gruplar. H & E boyama x 20. .............. 32
Sekil 4. 2. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu. Hematoksilen & Eozin boyama......... 31
Sekil 4. 3. Edaravon grubuna ait ovaryum dokusu. H & E boyama x 20 ....................... 31
Sekil 4. 4.Cisplatin uygulanan Grup 2’de hemoraji ve 6dem. H & E boyama.............. 31
Sekil 4. 5. Cisplatin + edaravon grubunda Hematoksilen & Eozin ile boyanmig
kesitlerde hemoraji odaklart X20...........ccooiiiiiiiiiiiii e 31
Sekil 4. 6. TUNEL boyama tim ruplar...........ccccevvviiiiiiiiiiiiiinee e 31
Sekil 4. 7. Deney gruplarina ait apoptotik hlicre Say1si........ccocvvvrveriiiiieniiiiie e 31
Sekil 4. 8. Kontrol grubu TUNEL X20.........ccooiiiiiiiiiiienese e 31
Sekil 4. 9. Edaravon grubu TUNEL X20........cccccviiiiiiienieiesie e 31
Sekil 4. 10. Cisplatin + edaravon grubundaki apoptotik hiicreler TUNEL x20.............. 31
Sekil 4. 11. Kaspaz 3- Kaspaz 8 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama tiim

[0 U 0] o TP 31
Sekil 4. 12. Cisplatin+ edaravon grubu ile Cisplatin grubuna ait ovaryum dokusu-

KASPAZ 3 X 20 ... iiiietie sttt e e rrs 31



Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 4.

Tablo 4.
Tablo 4.
Tablo 4.

Tablo 4.

xii

TABLOLAR LISTESI
. Deney uygulamast ve gruplar ...........ccooveiiiiiiiiiiiiccee e 12
. Dokt Takip YONEMI ...coveiiiiiiiiiiieiiiie e 16
. Hematoksilen & Eozin Boyama yOntemi. ...........cccccvvveiiniiniciineninieseenns 17
. Ovaryumun Histolojik Hasart1 i¢in kullanilan skorlama tablosu................... 21
. Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 ile immiinohistokimyasal boyama yontemi............. 21
. Histolojik Hasarin gruplara gére dagilimi..........cccccovvevvevieiienisic e, 33
. Kaspaz 3 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonuglari .................. 33
3. Kaspaz 8 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonuglart .................. 33

. Gruplarin serum drneklerinde ortalama Nitrik Oksit (NO), Malondialdehit

(MDA) GIGUMIETT. ...veiiivieiiiie sttt 33

. Gruplarin Nitrik Oksit (NO), Malondialdehit (MDA) 6l¢iimlerinin grafiksel

ANALIZE oo 33



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak, anormal ve kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasidir. Uzak organlara kan ya da lenf yolu ile yayilabilen, insidansi yiiksek bir
hastaliktir (Brooks ve ark., 2009). Yapilan arastirmalara gore kanser, kalp ve damar
hastaliklarindan sonra 6liim sebeplerinde ikinci sirada yer almaktadir (Kutluk ve Kars,
1992). Akciger kanseri, meme kanseri ve kalin bagirsak kanseri, kanser tiirleri arasinda
en yaygin goriinen kanser tiirleridir (Ferlay ve ark., 2015). 2012 yilinda yapilan veri
analizlerinin sonuglara gore teshis edilen 1. 7 milyon meme kanseri vakasinin 700 bini
olimle sonuglanmistir (Matthews ve Thompson, 2016). Sadece istatistiksel olarak
kaydedilen iilkelerdeki verilere gore her yil 225.500 kadina ovaryum kanseri tanisi
konulmustur ve tam1 konulan hastalarin 140.200° Oliimle sonug¢lanmistir. Bu da
jinekolojik kanserler arasinda oldukga yiiksek bir orandir. Spesifik olmayan semptomlar
gostermesi ya da hi¢ semptom gostermemesi ile birlikte peritoneal sivi vasitasi ile pasif
metastaz sergilemesi yoniinden kendine 0zgli genetik ve epigenetik Ozellikleri
arastirmacilarin dikkatini ¢cekmistir. Yapilan arastirmalar erken taninin hastalik teshisi
konulmasindan itibaren 5 yil sonrasi hayatta kalma oranlarint %20’den %90 oranina
yiikselttigini gostermektedir (Torre ve ark., 2018a; Reid ve ark., 2017; Lengyel, 2010b).
Bu durum kanserin erken tan1 ve tedavisinin 6nemini gostermekle birlikte ovaryum
kanserinde Ozellikle biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek hedefe yonelik tedavi
gelistirilebilecek ajanlart arastirmay1 gerekli kilmaktadir (Kayaalp, 2002).

Cisplatin, platin tiirevi antineoplastik ajanlardan biridir. Cisplatin, immiin-baskilayici,
antimikrobiyal ve radyasyonun biyolojik etkilerine karsi duyarli olmasi bakimindan
kanser tedavisinde tek basma ya da diger antineoplastik ajanlarla birlikte
kullanilmaktadir (Gerald, 2006). Cisplatin, ilerlemis over kanseri, serviks, mesane,
prostat, 6zofagus, testis tiimorleri kiiglik hiicreli olmayan akciger kanserleri, osteojenik

sarkom gibi solid tiimoérlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Kayaalp, 2005).



Cisplatinin kanser hiicresi tizerindeki aktivitesinin artisi, doz artigiyla belirgin sekilde
korelasyon gostermektedir (Chtourou ve ark., 2015). Fakat, cisplatinin bu yiiksek
dozlarda kullanimi kanserli hiicreler disinda bir¢ok doku ve organda da toksik etki
olusturmaktadir (Kim ve ark., 2010). Bu cisplatin kaynakli toksik durum, doz
azaltilmasina ya da kemoterapinin erken kesilmesine neden olmaktadir (Brouwers ve
ark., 2009). Arastirmacilar kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin olusturdugu toksik ve
yan etkleri onlemeye yonelik degisik calismalar yapmuslardir. Oksidatif stresin bu
toksik etkilerde rolii oldugunu diisiinen arastirmacilar dogal ya da bitkisel kaynakli

farkli fitokimyasal igeren iirlinler denemislerdir (EI Gharras, 2009).

Edaravon, lipid peroksidasyonunu inhibe ederek ve serbest radikalleri temizleyerek
etkisini gosteren giiclii bir sentetiktir. Edaravon, hem C vitamini hem de E vitamini
ozelliklerine sahip oldugu ve kan-beyin bariyerini kolaylikla gecebildigi icin diger
serbest radikal temizleyicilerinden farklidir. Bunun yani sira yapilan calismalar
sonucunda noroprotektif, antiapoptotik ve anti-enflamatuvar etkileri bildirilmistir
(Masuda ve ark., 2017).

Gilinimiizde kanser tedavisinde neoplastik ajan olarak sik kullanilan cisplatinin bobrek,
karaciger, testis gibi bir¢ok organ ve dokuda yapmis oldugu hasar {izerine bircok
caligma yapilmigtir. Literatiirde cisplatinin yapmis oldugu ovaryum hasarinda
edaravonun etkisi ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Calismamizdaki amag
cisplatin ile indiikklenen ovaryum hasarinda edaravonun bu 6zelliklerinden yararlanarak

koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum
2.1.1. Ovaryum anatomisi

Ovaryum, uterusun saginda ve solunda yerlesim gésteren grimsi beyaz renkteki bir ¢ift
genital organdir (Hibbard, 1985). Ovaryumun agirligi, kadinin fizyolojik durumu ve
yast ile iligkili olup yaklagik 5-8 gr kadardir. Lateral pelvik duvara yakin yerlesimde ve
uterusun her iki yaninda yer alirlar. Ovaryumlar, fossa ovarika (yumurtalik ¢ukuru) adi
verilen bolgede, arteriya iliyaka eksterna ile arteriya iliyaka interna arasindadir (Ovalle
ve Nahirney, 2013). Mezovaryum, kan damarlarini ovaryumlara ileten bir periton
kivrimdir ve her iki ovaryumu uterusun yan kenarlarindan uzanarak broad ligamentine
baglar (Clement, 2002), (Sekil 2.1), (https://vickihobbs.com/wp-
content/uploads/2017/12/Broad-Ligament-e1512204912220.jpg, Erisim Tarihi: 21
Aralik 2020).

Ovary Fallopian tube

Uterus

S
Broad Iigament/
Endometrium _
Myometrium
Internal Os Cervix

External Os Vagina

Sekil 2. 1. Disi tireme sistemi
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Yetigkin si¢anlarda ovaryum, bobreklerin kranial kisminda yer alirlar ve bogiirtlene
benzeyen bol folikiilli bir yapidadir. Mezovaryum ligamentleri ile dorsal viicut
duvarma asili olan ovaryumlar, ovidukt ile bikornual yapidaki uterusa baglanirlar.
Ovaryumlar bir kapsiil tarafindan ¢evrelenerek abdominal kaviteden ayrilmistir.
Ovaryum medulla ve korteks olmak iizere iki tabakadan olusmustur. Ovulasyon dncesi
yilizeyleri diizglin goriiniime sahip ovaryumlar, ovulasyon sonrasinda yumurtanin
yerinde korpus luteumun olusmasi ile bu diizgiinliiklerini kaybederler ve kabartili
goriiniime sahip olurlar (Dursun, 2008; Miilazimoglu ve ark., 2011; Xu ve ark., 2018),
(Sekil 2. 2).

ovary

'\
);' oviduct

uterine homx
uterinefundus

—— vagina

-

anus

Sekil 2. 2. Disi siganlarda tireme sistemi (Boyd ve ark., 2018)

2.1.2. Ovaryum embriyolojisi

Primordiyal germ hiicrelerinin (oogonium) olgun oositlere donilismesi igin gergeklesen
olaylar dizisine oogenez denir. Bu siire¢ dogum oOncesi donemde baglar, pubertede
tamamlanir ve menopoza kadar stirer (Sadler, 2010). Vitellus kesesi duvarindan koken
alan primordiyal germ hiicreleri, fetal hayatin 4. haftasinda ¢ogalarak gelismekte olan

gonadlara dogru son bagirsagin mezenteri boyunca ameboid hareketlerle ilerler ve



besinci haftanin baginda primitif gonadlara ulasirlar (Sadler, 2010). Altinci haftada ise
genital kabartilara yerlesirler. Gonadlara ulasamayan primordiyal germ hiicreleri ise
dejenere olurlar (Ross ve ark., 2016). Oogoniumlar ovaryumlara ulasarak mitoz
boliinme ile gogalir ve biiyliyerek primer oositleri olustururlar. Ovaryum stromasinin
hiicreleriyle ¢evrili primer oositler, kortekste tek sira epitel hiicreleriyle ¢evrelenerek
primordiyal folikiilleri olustururlar. Her iki ovaryumda yaklasik 500 bin kadar
primordiyal folikiil bulunur. Folikiil i¢indeki primer o0osit, 1. mayoz béliinmenin profaz
asamasina girer ve diktiyat fazda bekler. Primer oositin ¢evresindeki folikiiler
hiicrelerin, 0osit maturasyon inhibitérii (OMI) salgiladigi ve oositin mayoz boliinme
evresini engelledigi diisiiniilmektedir. Cinsel olgunluk déneminde folikiillerin bir kismi
atreziye ve apoptozise giderken bir kismi da gelisimlerine devam ederler. Yenidogan bir
kiz ¢ocugunun ovaryumlarinda yaklasik 2 milyon primer oosit vardir ( Karabulut ve
Delilbasi, 2007).

2.1.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar distan ice dogru korteks ve medulla olmak iizere iki bolimden olusur.
Korteks ile medulla bolgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur. Korteks, en dista tek katl
yassidan tek katli kiibik hiicrelere kadar degiskenlik gosteren bir epitel (germinal epitel)
ile sarilidir. Germinal epitelin altinda ince bir fibroz yapidan olusan Tunika albuginea,
ovaryuma beyazimsi rengi verir (Kierszenbaum, 2006). Tunika albuginea, korteksi siki
bir bag dokusu tabakasi olarak ¢evreler ve yaklasik 100 pm kalinligindadir. Tunika
albuginea’nin altinda yer alan korteksteki bag dokusu (stroma) i¢inde primordiyal
folikiil ktimeleri bulunur. Bu stromada bulunan tipik ig bi¢imindeki fibroblastlar,
hormonal uyarilara kargi diger organlardaki fibroblastlardan farkli yanit verirler.
Ovaryumun en i¢ kismi ise gevsek bag dokusu yapisindaki medulla boliimidiir.
Medulla, biiyiik kan damarlari (ovaryumun sarmal ve kivrimli arteri ile venler), lenf

damarlar1 ve sinirler ile damarca zengindir (Kierszenbaum, 2006) (Sekil 2. 3).
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Sekil 2. 3. Ovaryumun histolojik yapisi (Ross ve Pawlina, 2013).

Sigan ovaryumu tek sirali kiibik ya da prizmatik epitel ile ortiiliidiir. Bu epitel hilusta
bursa ovarica tek katli yassi epiteline karigir. Sican ovaryum folikiilleri gelisimleri
boyunca ortalama, primordial folikiil evresinde 25-30 pum, biiyiime asamalarinda 30-400
um, graff folikiil evresinde 650-700 pwmdir. Sigan ovaryum oositleri ise primordial
folikiilde 18-20 pum, primordial folikiilden graff folikiile kadar gegen biiyiime
asamalarinda 40-60 pm iken graff folikiiliinde 80-90 umdir (Bayraktaroglu, 2012).

2.2. Cisplatin

Cisplatin biyofizik¢i Barnett Rosenberg tarafindan 1960’ larda kesfedilen ilk jenerasyon
platinyum bilesigidir. Bakteri ve memeli hiicrelerindeki boliinmeyi arastiran Rosenberg,
yaptigi caligmalarda elektromanyetik radyasyon uygulamasmin Escherichia coli’nin
hiicre boliinmesini engelledigini fakat diger biiylime yapilarimi etkilemedigini
gbzlemledi. Bununla birlikte platin elektrotlarin bulundugu biiyiime alaninda normalden
yaklagik 300 kat daha uzun filamanli bakteriler oldugunu gosterdi. Buna sebep olan
bilesenin aslinda 1845’te Peyron tarafindan sentezlenen Onceleri Peyron kloridi daha
sonra ise cisplatin olarak adlandirilan platinin nétral bir sis izomeri oldugu anlasildi ve
1965 yilinda yayinlandi. 1968 yilinda yapilan bir ¢alismada intraperitonal cisplatin

uygulanan sarkomlu farede tiimor boyutunda anlamli bir gerileme oldugu gézlemlendi



ve cisplatin ilk defa 1971’de kanser hastalarina uygulanmaya baslandi. 1978 yilinda
Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu’ndan onay alan cisplatin giiniimiizde de birgok kanser
tedavisinde kullanilmaktadir (Erdogan ve Uzaslan, 2003; Mastanabad, 2009; Giiltekin
ve ark., 2008; Dogan, 2008).

2.2.1. Cisplatinin molekiiler yapi ve ozellikleri

Cisplatin (Cl,HgN2Pt ), merkeze yerlesmis +2 degerlikli Platin atomuna baglanan iki
amonyum ve iki klordan olusan bir bilesiktir (Sekil 2. 4). Cis ve trans olmak iizere iki
izomeri vardir. Sitotoksik olan cis formu suda ¢6ziinebilir ve sitotoksik etkisini niikleer
DNA’ya baglanarak gosterir. DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu bozarak sinyal

iletim yolaklarini aktive eder (Dogan, 2008).

Cl, NH;
< Pt

S\

Sekil 2. 4. Cisplatinin kimyasal yapisi (https://www.wikiwand.com/en/Cisplatin,
Erisim Tarihi: 21 Aralik 2020).

\\\\

Cisplatin hiicrede mitokondriye zarar verir ve ATPaz aktivasyonunu engeller. Hiicre
dongiisiinii duraklatarak hiicresel tasima sistemlerinin degisimini gergeklestirir. Bu da
apoptoz, inflamasyon, nekroz ve hiicre 6liimii gibi bir dizi olaylara sebep olur (Giiltekin
ve ark., 2008). Ortamdaki klor iyonunun konsantrasyonu cisplatinin ilag etkinliginde
onemlidir. Klor iyonunun konsantrasyonunun kanda ve ekstraseliiler sivilarda yaklasik
100 mM oldugu durumda cisplatinin etkinligi daha azdir. Hiicre igi klor iyonu
konsantrasyonunda meydana gelen ani diismeler ilacin etkinligini artirir (Revel ve
Laufer, 2002). Tedavide kullanilan cisplatin, hiicre icine Copper Transporter 1 (CTR1)
(Bakir Transport Proteini) ile aktif olarak alinir (Kischkel ve ark.,1995; Kog ,2008).
Cisplatin hiicre iginde su ile tepkimeye girerek klor iyonlarinin ikisini kaybederken iki
su molekiilii kazanir ve pozitif yiike sahip yeni bir molekiil olusur. Olusan bu molekiil


https://www.wikiwand.com/en/Cisplatin

hiicredeki RNA, proteinler ve 6zellikle DNA gibi niikleofilik molekiillerle tepkimeye
girebilecek Ozelliktedir. Cisplatin DNA’da N7 pozisyonunda olan piirin bazlar ile
tepkimeye girerek tekli bag olustururken iki DNA zinciri arasinda ve DNA zincirindeki
bazlar arasinda kovalent garpraz baglar olusturur (Sekil 2.5), (Hikim ve ark., 2003 ; Van
Loo ve ark.,2002).
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Sekil 2. 5. Cisplatinin DNA ile olusturdugu baglar (Hikim ve ark., 2003).

Kovalent baglarm olusumu sonucunda DNA’nin yapist bozulur. DNA sarmalindaki
bozuk yapilara hasari taniyan, kromozomal yiiksek mobiliteye sahip grup 1 ve 2 (HMG-
1 ve HMG-2) proteinleri, human RNA-polimeraz 1 transkripsiyon baglanma proteini
gibi histon olmayan proteinler baglanir. Sarmal {izerindeki DNA hasarli bolgelere
baglanan bu proteinler sinyal ileti yolaklarinin bir¢ogunu aktive ederek hiicre hasar1 ve

oliimiine yol agar (Dogan, 2008).

2.2.2. Cisplatinin toksik etkisi

Cisplatin en ¢ok kullanilan kemoteropatik ajanlardan biri olmasina ragmen toksik etki
mekanizmasi net olarak agiklanamamustir ve birkag farkli mekanizma ileri stiriilmiistiir.
Bu mekanizmalardan biri, cisplatinin dogrudan sitotoksik Platin-DNA kompleksini
olusturdugudur (Sekil 2. 6).



Sekil 2. 6. Cisplatin-DNA baglanmasi ( Sabuncuoglu ve Ozgiines, 2010)

Pozitif yiike sahip Pt atomu hiicresel DNA, RNA ve proteinleri baglayabilmektedir ve
ozellikle Platin-DNA kompleksinin hiicre boliinmesinde 6nemli toksik etkileri
mevcuttur. Diger mekanizma ise, cisplatinin aktif glutatyon (GSH) ile birlesmesi
sonucu olusan reaktif tiyollerle toksisite olusturmasidir. Gama glutamil transpeptidaz
(GGT), hiicre disinda glutatyonu glutamik asite ve sisteinil glisine ayirir. Sisteinil glisin,
diaminopeptidazla glisin ve sisteine parcalanarak bir kismi tekrar hiicre igine alinir.
Hiicreye alinan aminoasitler ile GSH hiicre i¢inde yeniden olusturulur ve olusan reaktif
tiyoller toksik etki ile hiicre Oliimiine yol agabilir (Hanigan ve Devarajan, 2003).
Cisplatin, teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkili bir ajandir (Florea ve Biisselberg,
2009; Kayaalp, 1998). Ayn1 zamanda cisplatin spermatotoksiktir ve cisplatine bagl
testikiiler hasar direkt olarak spermatogenik hiicrelerde ve Sertoli hiicrelerinde
goriiliirken Leydig hiicrelerinde de fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir (Azu ve
ark., 2010). Leydig hiicrelerindeki etkisinden dolayr cisplatin kullanimi serum
testosteron diizeylerinde ve intratestikiiler P-450 seviyelerinde azalmaya sebep
olmaktadir. Yiiksek mitotik aktiviteye sahip oldugu igin testis germinal epitel hiicreleri,
sitotoksik kemoterapdtiklere karst duyarlidir. Tedavide hastanin yasi, kiimulatif doz ve

kullanilan ajanlara bagli olarak gonad fonksiyonlarindaki etki degisiklik gdsterir.
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Kemoterapdtik ajanlar, germ hiicrelerinde mutajenik degisikliklere ve gonadal hormon
kaybina neden olabilirler. Fetus {izerinde de teratojenik etkiye sebep olabilirler.
Cisplatin gonadlar1 en ¢ok suprese eden kemoterapdotik ilaglardan biridir (Dilek, 2010).
Over kanseri tedavisinde cisplatin veya karboplatin uygulanan kadinlarda, 16semi
gelisme riskinin dort kat fazla goriildigi bildirilmistir (Klaassen, 2001). Yapilan bir
caligmada cisplatin uygulanan si¢anlarda sperm iiretimi ve seminifer tiibiil ¢capinda
azalma goOzlenmis ve seminifer tiibillde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase-Mediated Deoxyuridine Triphosphate DNA Nick-End Labelling) pozitif
hiicrelerde artis oldugu bildirilmistir (Favareto ve ark., 2011). Cisplatin kullanilan
hastalarin ¢ogunda azospermi goriilse de bu hastalarin ¢ogunda spermatogenez 4 yil
icinde geri donmektedir (Perk ve ark., 2005). Cisplatinin etkinliginin daha fazla fakat
toksik etkisinin daha az oldugu analoglar1 arastirilmaktadir (Uehara ve ark., 2005).

Cisplatinin doz kisitlayici toksik etkisinin olmasi, karboplatin gibi platin kdkenli ve
nefrotoksik olmayan tiirevleri gelistirse de cisplatin, platin igeren ajanlar iginde en sik
tercih edilen kemoteropatik ajandir (Goyer ve ark., 2001). Olusan yan etkileri 6nlemek
icin cisplatinin hizli enjeksiyonundan ka¢milmis uygulamada uzun siireli infiizyon
tercih edilmistir. Boylece ilag miktar1 azaltilarak elimine edilmesi saglanmis ve toksik

etkisi en aza indirgenmistir (Hu ve ark.,, 2007).

[lacin toksik etkisini dnlemek i¢in koruyucu olabilecek ilaglar arastirilmis ve bu konuda
cok sayida arastirma deneyleri yapilmistir. Bu deneylerde kullanilan vitamin C, vitamin
E, melatonin, yaban mersini, likopen gibi pek c¢ok antioksidan maddenin cisplatine
baglh toksisiteyi azalttigi kanitlanmistir (Pandir ve Kara, 2013; Cadabak, 2008; Pandir
ve ark. 2014).

2.3. Serbest radikaller

Viicuttaki hiicreler enerji retirken, molekiillerin oksidasyonu ve indirgenmesi gibi
birtakim kimyasal reaksiyonlar olusur. Bu kimyasal reaksiyonlar sonucunda da yliksek
derecede reaktif molekiiller meydana gelir. Bu molekiillerin elektrik yiikleri pozitif,
negatif ya da noétral yiiklii olabilir. Serbest radikaller olarak bilinen bu molekiiller
viicutta normal oksijen kullanimina bagli olarak siirekli olarak iiretilirler (Kopani ve ark,

2006; Tiwari,2004). Son ydriingelerinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektron
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bulunduran serbest radikaller, kimyasal olarak aktif ve kisa Omiirliidiirler. Son
yoriingelerinde serbest elektron olmasi nedeniyle radikal olmayan maddelerle kolay
etkilesime girerek onlar1 da radikal yaparlar ve bir dizi zincir reaksiyonu baslatabilirler.
Yapilan caligmalarda serbest radikallerin herhangi bir patolojik durumda aerobik
hiicrelerde yan {iriin olarak olusabildigi ve hiicrelerde molekiil degisimlerine ve gen
mutasyonlarina yol agtigi gosterilmistir. Ayrica serbest radikallerin yaslanma ve doku
yikiminda da rol aldigi ile ilgili ¢alismalar vardir (Gutteridge, 1995; Fernandez ve
Simitzu, 1991).

Serbest radikaller, organizmada lipitlerin ve proteinlerin pargalanmasi, inflamatuvar
stirecler, enerji tretimi gibi hiicresel tepkimelerin yan iiriinii olarak siirekli
olugmaktadir. Olusan bu serbest radikaller, antioksidan savunma giiciiniin harekete
gecmesi ile birlikte homeostaz gerceklestiginde organizma i¢in yararli olmaktadirlar.
Radyasyon, infeksiyon, oksijen toksisitesi, ilag toksisitesi gibi nedenlerle bu denge
bozuldugunda ise serbest radikaller zararli olmaktadir. Serbest radikaller oksijen ya da
nitrojen kaynakli olusuna gore serbest oksijen radikalleri (ROS) ve serbest nitrojen
radikalleri (RNS) olarak isimlendirilir (Valko ve ark., 2006; Uysal, 1998; Halliwell,
1996). Siiperoksit, alkoksil, peroksil, hidroksil (OH") ve lipit peroksil reaktif oksijen
radikallerinden, nitrik oksit ve nitrojen dioksit ise reaktif nitrojen radikallerindendir
(Karabulut ve Giilay, 2016).

2.3.1. Serbest oksijen radikalleri

Serbest radikallerden en 6nemli olanlar ozellikle serbest oksijen iceren radikallerdir.
Bunlardan dogal oksijen molekiilinden bir elektron alarak olusan Siiperoksid
Radikalinin (O") en 6nemli kaynagi elektron transport zinciri (ETZ) dir (Erden,1992) .
Metal iyonlarimi rediikleyici etkiye ve oksitleyici 6zellige sahip Siiperoksid radikali
hidrojen peroksit (H,0,) kaynagidir. Mitokondride enerji reaksiyonlar1 sirasinda
kullanilan oksijenin yaklasik % 1-5’i stiperoksit yapimi ile sonlanmaktadir (Fernandez
ve Simitzu,1991). H,0,, molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron
almasiyla olusan peroksitin iki proton (H) ile birlesmesi sonucu olusur. Siiperoksidin
etrafindaki molekiillerden bir elektron almasi ile meydana gelen peroksitin iki proton

(H") ile birlesmesi sonucu yine H,O, meydana gelir (Uysal, 1998).
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Genellikle oksidanlar olarak adlandirilan H,O,, bir serbest radikal degildir fakat serbest
radikal biyokimyasinda 6nemli yeri vardir. H;O, gibi oksidan tiirleri baz1 fizyolojik ve
ya patolojik durumlarda canlilar tarafindan iiretilerek organizmada serbest radikal

reaksiyonlarina yol agabilirler (Pham-Huy ve ark., 2008; Karabulut ve Giilay, 2016).
2.3.1.1. Serbest oksijen radikallerinin hiicre hasarindaki rolii

Hiicrelerdeki metabolik reaksiyonlarin gergeklesmesi igin kullanilan oksijenin %90°1
oksidatif fosforilasyon sirasinda mitokondride kullanilir ve bu oksijenin %1-3 kadari
yine mitokondrilerde ROS’a donistiirtiliir (Cankurtaran, 2005; Muller ve ark., 2004).
Normal kosullarda serbest radikaller metabolik reaksiyonlar sonucunda mitokondrilerde
stirekli tretilmektedir. Serbest radikal diizeyleri yiiksek oldugunda, serbest radikaller
DNA, protein, karbonhidratlar, lipidler gibi hiicre bilesenleriyle etkileserek hiicrelerde
yap1 ve fonksiyon bozukluklarina yol acar (Seitz ve Stickel, 2006).

Serbest oksijen ve nitrojen radikalleri, DNA ile etkilesime girerek seker grubundan
hidrojen atomlarinin kaybina ya da ilavesine sebep olurlar ve oksidatif hasara yol
acarlar. Ozellikle, hidroksil radikali, pirimidinin C4-C5 ¢ift bag iizerinde oldukca
etkilidir. Bu etkilesimler sonucunda timin glikol, urasil glikol gibi oksidatif pirimidin
hasar iriinleri olusur. Serbest radikallerin DNA ile etkilesimi poli sentetaz enzimini
(ADP-riboz) aktive eder. Bu aktivasyon programlanmis hiicre 6limiine ve DNA’nin
pargalanmasina neden olur. Bdylece, ETZ fonksiyonlar1 bozulur ve NAD" seviyeleri
hiicresel diizeyde tiiketilir (Sarma ve ark., 2010; Karabulut ve Giilay, 2016). Hiicre
disinda olusan serbest oksijen radikalleri hiicre i¢ine hiicre zarindan girerken hiicre
zarinda toksik etki yaratir ve hiicrelerin oksidan savunma kapasitelerinin {izerinde

olustugunda ise hiicre ve organlarda hasar olustururlar (Cheeseman ve Slater, 1993).

Serbest radikallerin lipitler ile reaksiyona girmesi ile olusan lipit peroksidasyonu,
yiiksek miktarda toksik yan fiiriinlerin iiretilmesine sebep olur ve olusan yan iirlinler
ikinci haberciler gibi hareket ederek iiretildigi bolgeden daha uzak bolgelerde etkilerini

gosterirler ve oldukga zararlidirlar (Devasagayam ve ark., 2003).

Serbest radikaller, gozlerde katarakt, makiiler dejenerasyon olusumu, retinopatide; sinir

sistemi hastaliklarinda; bobreklerde renal yetmezlik ve glomerulonefritte; solunum
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sisteminde astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi, amfizem, respiratuvar distress
sendromu gibi yiize yakin hastalikta doku hasarina neden olmaktadir (Collard ve
Gelman, 2001).

2.3.1.2. Lipid peroksidasyonu ve Malondialdehit

Serbest oksijen radikalleri hiicre membranindaki fosfolipid, glikolipid gibi yag asitleri
tizerine etki ederek aldehid, hidroksi yag asitleri, peroksit, alkol gibi zararh {iriinlere
doniistirler ve lipit peroksidasyonunu baslatirlar (Valko ve ark.,, 2006). Lipid
peroksidasyonu; birgok organizmaya hasar veren, baslangig, zincir gelisimi ve sonlanma
olmak tiizere ii¢ asamada ger¢eklesen reaksiyonlar siirecidir. Bu asama ilk olarak
organizmada meydana gelen serbest oksijen radikalinin membran yapisindaki a-metilen
grubundan hidrojen atomunu uzaklastirmasiyla baslar. Lipid hidroperoksitlerinin,
aldehid ve karbonil bilesiklerine doniismesi ile son bulur. Lipid peroksidasyonunda son
tirlin olarak olusan malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) en 6nemli
olan {irinlerdendir (Gutteridge, 1995; Baydas ve ark., 2003), (Sekil 2.7). Yiiksek
reaktivite gosteren MDA, membran fonksiyonlarina ve yapisina zarar verecek yikimlara
sebep olabilmekte ve oksidatif gosterge olarak yaygin kullanilmaktadir (Draper ve
Hadley, 1990). Hiicre membraninda ¢apraz baglanma ve polimerizasyona neden olan
MDA, membran reseptdrlerini ve bagli enzimleri inaktive ederek esneklik kaybina ve
geri doniistimii olmayan hasarlara yol acarken hiicre DNA’sinda mutajenik etkiye sebep
olur (Goulart ve ark., 2005; Ayala ve ark., 2014).
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Sekil 2. 7. Serbest oksijen radikallerine bagli olusan lipit peroksidasyon iiriinleri
(Ozcan ve ark., 2015)

2.3.2.Nitrik Oksit

Serbest azot redikalleri en az serbest oksijen radikalleri kadar 6nemli bir radikal gruptur

ve nitrik oksit de bu grupta yer alir. Nitrik oksit, olusan siiperoksit radikallerini nétralize
eden ve endotel hiicrelerinde kalsiyum kalmodulin bagimli nitrik oksit sentaz enzimi ile
tiretilen haberci bir molekiildiir. Nitrik oksit sentaz enzimi, sinir sistemi basta olmak
tizere, trombositlerde, damar endotellerinde ve birgok dokuda trombosit agregasyonunu
inhibe edici ve damar gevsetici etkiye sahiptir (Strand-Amundsen ve ark., 2018;
Eltzschig ve Eckle, 2011).

Arjinin, NADPH-bagimli olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalize
edilerek sitriilline doniistiiriiliir ve bu reaksiyon sirasinda nitrik oksit tretilir (Sekil 2.8.),
(Ogun ve ark. 2016; Biiyiikafsar, 2005).
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Sekil 2. 8. Cisplatin-DNA kimyasal baglanmasi ( Biiyiikafsar, 2005)

NOS enziminin farkli hiicre komponentlerinde endotelyal (eNOS), indiiklenebilir
(INOS) ve noronal (nNOS) enzimi seklinde ti¢ tip izoformu bulunur (Forstermann ve
Sessa 2012). Bu da nitrik oksitin 6zellikle patoloji durumlarda oksidan etki saglayarak
norotransmitter ve kan basinci diizenleyicisi olarak islev yapmasinda rol oynar (Salman
ve Ashraf 2013).

Arastirmacilar nitrik oksitin sitokrom C oksidaz enzimini inhibe edebildigini ve
mitokondride nitrik oksitin, serbest oksijen ve nitrojen tiirlerinin tiretimini arttirdigini

ileri stirmiislerdir (Bolisetty ve Jaimes 2013).

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerinin oksidasyonunu engelleyen, ortadan
kaldiran ya da oksidasyon reaksiyonunun gecikmesine sebep olan maddelerdir (Yilmaz
ve ark., 2015). Antioksidanlar, reaksiyonlar1 yavaslatarak ya da sonlandirarak serbest
oksijen radikallerinin etkisiz hale gelmesini ve olumsuz etkilerinin azalmasini saglarlar
(Gutteridge, 1995). Antioksidan savunma, deoksidasyon islemlerinin gergeklestigi
maddelere gére enzimatik ya da nonenzimatik savunma olarak adlandirilir. SOD, CAT,
GST ve GPx rol aliyorsa enzimatik antioksidan savunma olarak isimlendirilirken, A, E,
C vitamini, glutatyon, tirik asit gibi maddeler rol aliyorsa nonenzimatik antioksidan

savunma olarak isimlendirilir (Perk ve ark., 2005). Nonenzimatik antioksidan ise
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endojen ve ekzojen olmak tizere iki grupta siiflandirmislardir (Gupta ve ark., 2014),
(Sekil 2.9). Bu maddelerin olusturdugu antioksidan savunma sayesinde serbest

radikallerin zararli etkisi engellenerek hiicreler korunmus olur (Dilek, 2010).

Antioksidanlar
/ \
Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
wa e BHT, BHA,

Enzimatik Enzimatik olmayan ::l(‘ 1‘(‘1‘;;;&;;3:“
SOD / \ sentetik maddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon rediiktaz Seriiloplazmin ~ B-Karoten
Glutatyon-S-transferaz ~ Bilirubin Askorbik Asit

Ferritin Flavonoidler

Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 2. 9. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Gupta ve ark., 2014).
2.4.1.0Oksidatif stres ve antioksidanlar

Canlida metabolik olaylar gergeklesirken olusan siiperoksit, hidroksil ve H,O, gibi
serbest oksijen radikallerinin artigi ile bunlarin detoksifikasyonundaki antioksidanlarin
yetersizligi oksidatif dengenin bozulmasina yol agar. Bu da oksidatif stres olarak
tanimlanir (Ozcan ve ark., 2015). Oksidatif streste siiperoksit ve nitrik oksit iiretimi,
mitokondriyal elektron tasinimini, bazi nérotransmitterlerin (norepinefrin, dopamin vb.)
oksidasyonu ile gergeklesen oksidan olusumunu ve doku hasarmi tetiklemektedir
(Warner ve Sheng, 2004). Serbest radikallerin etkisi ile protein, lipit ve DNA gibi
makromolekiillerin oksidatif hasara ugramasi sonucu agiga cikan malondialdehit

(MDA), 8-hidroksiguanin (8-OHG), protein karbonil (PCO) gibi iiriinlerin
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biyokimyasal ve histokimyasal analizleri ile 6l¢iilmesi oksidatif hasar varligini belirler.
Organizmada sentezlenen antioksidanlarin yanisira disaridan alinan antioksidanlarin,
hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyuculugu ile ilgili ¢alismalar son yillarda giderek
artmaktadir ve daha cok antioksidan aktivitesi yiiksek olan fakat organizmaya zarari

olmayan sentetik bilesikler tercih edilmektedir (Ozcan ve ark., 2015)
2.5. Edaravon

MCI-186 olarak da isimlendirilen edaravonun kimyasal formiilii C10H10N2O ' dur ve
hidrazin ve 3-oksopropiyonik asit ester tiirevleri ile sentezlenir (Sekil 2.10). 174, 2 g
diisiik molekiil agirhginda ve pKa degeri 7,0'dir. Yagda ve suda ¢oziinebildigi icin
hiicre membranindan hatta kan beyin bariyerinden gegebilir ve noroprotektif etkilidir

(Zhang ve ark., 2005; Qin ve ark., 2016 ; Masuda ve ark., 2017 ).

0 CHs

& O

Sekil 2. 10. Edaravonun kimyasal formiilii (https://www.wikiwand.com/en/Edaravone
Erisim Tarihi: 21 Aralik 2020)

!
N

Edaravon, amin, keto ve enol olmak iizere ii¢ farkli tautomerik forma sahiptir (Sekil 2.
11). Vitamin C ve vitamin E 6zelliklerini tasiyan edaravonun yaklasik %50'si anyonik
formda bulunur ve serbest oksijen radikalleri ile kuvvetli reaksiyona girebilir
(Yamamoto ve ark., 1996; Masuda ve ark., 2017).


https://www.wikiwand.com/en/Edaravone
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H,C H,C
N 3N m
N, o N_ OH pl{a—? 0 N_ O
keto form enol form anion

Sekil 2. 11. Edaravonun tautomerik formlar1 (Hata ve ark., 2014)

Yar1 omrii 5,4 dakika olan edaravonun antioksidan 6zelliginin yanisira antiapoptotik,
noroprotektif, anti-enflamatuvar Ozellikleri de vardir. Aynm1 zamanda oksijen ve
hidroksil radikallerini temizleyici, lipid peroksidasyonunu inhibe edici etkiye sahiptir
(Kokura ve ark., 2005; Masuda ve ark., 2017).

2.5.1. Edaravonun antioksidan etkileri

Edaravon hidroksi radikallerinin kuvvetli toplayicisidir ve proinflamatuar sitokin
tiretimini inhibe ederek lipid peroksidasyon hasarini azaltmaktadir (Kano ve ark., 2007).
Edaravon anyonundan peroksil radikaline bir elektronun transfer olmasi ile edaravon
radikali ve peroksil anyonu olusur. Bu reaksiyon sonucu lipid oksidasyonundaki zincirin
kirilmasi ile edaravon peroksil radikali bir hidrojen atomu ve bir elektron vererek 4, 5-
dion’a dontisiir. 4,5 dionun hidrolizi sonucu 2-okso-3-(fenilhidrazon)- butonoik asite
(OBP) doniisiir ve olusan OBP antioksidan ozellik gosterir (Higashi ve ark., 2006;
Zhang ve ark., 2005), (Sekil 2.12).
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Sekil 2. 12. Edaravonun antioksidan etki mekanizmasi (Patel ve ark., 2014).

Edaravon, iskemik inme, parkinson ve amyotrofik lateral skleroz gibi dejeneratif
norolojik ya da serebral vaskiiler bozukluklardan kaynaklanan néronal ve mitokondriyal
hasari, apoptoz riskini, serbest hidroksil radikallerini ve peroksinitrit radikallerini
temizleyerek azaltir (Qin ve ark., 2016), (Sekil 2.13). Serbest radikal olusumu ve
oksidatif strese karsi edaravon, lipid peroksidasyonunun etkisini smirlandirarak
hastaligin ilerlemesini engeller (Inokuchi ve ark., 2009). Iskemik inmede ise bolgesel
kan akimini ve serebral 6demi tersine ¢evirdigi bildirilmistir (Hironaka ve ark., 2011).
Edaravon antioksidan etkisini prostasiklin {iretimini artirarak ve arasidonik asit
tepkimesindeki lipooksijenaz inhibisyonu ile gosterir. Hidroksi radikallerini yakalayip
alloksana bagl lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Reaktif oksijen radikallerinin
olusturdugu hiicresel hasar1 onleyerek etkisini gosterir (Schwab ve Bartholdi, 1996;
Masuda ve ark., 2017).
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Sekil 2. 13. Edaravonun noronal etki mekanizmasi
(https://journals.plos.org/plosone/article/fiqure?id=10.1371/journal.pone.0020677.9008
Erigim Tarihi: 21 Aralik 2020)

Edaravon’un hidroksil radikalini kurtarip, lipoksijenaz aktivitesini inhibe etmesi
nedeniyle kardiyak iskemi reperfiizyon hasarini 6nledigi ve edaravon ile yapilmis
bircok calismada beyin ve karaciger hasarinda iskemi baglatildig1 sirada verilmesinde

bile koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (Amemiya ve ark., 2005).

SMA hastasindan indiiklenmis pluripotent kok hiicreleri (iPSC) kullanilarak yapilan bir
caligmada serbest radikal temizleyicisi olan edaravonun terapdtik potansiyeli
degerlendirilmis ve edaravonun, iPSC'lerden tiiretilen spinal motor ndronlarda artan
reaktif oksijen radikallerinin ve mitokondriyal reaktif oksijen radikallerinin olusumunu
inhibe ettigi ve oksidatif stresin neden oldugu apoptozu tersine cevirdigi gozlenmistir.
Bu calismada, oksidatif stres ile artan kaspaz 3 ve hiicre 6limii edaravon ile azalmistir

(Ando ve ark.,2017) (Sekil 2.14).


https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0020677.g008
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Sekil 2. 14. Edaravonun ROS, kaspaz 3 artigina ters etkisi (Ando ve ark., 2017)

Edaravonun antioksidan etkinliginin arastirildigi iskemi reperfiizyon calismalari da
mevcuttur. Beyin iskemi reperflizyon hasarinda Bax- Bcl2 bagimli antiapoptotik
reaksiyonla noroprotektif etki gostermistir (Amemiya ve ark., 2005). Ovaryum iskemi
reperfiizyon hasarinda ise hemoraji, 6dem olusumu gibi doku hasarlar1 derecelendirilmis
ve edaravonun antioksidan etkisi ile hasarin azaldigi gézlemlenmistir (Kara ve ark.,

2012).



3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismanin planlanmasi ve yiiriitiilmesi Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali’'nda gergeklesmistir ve calisma ic¢in Erciyes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (ERU-HADYEK) 18.01.2019 tarih ve 19/001
nolu karari ile onay almmustir. Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan TDK-2019-9118 proje kodu ile desteklenen proje igin Erciyes Universitesi
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nde (DEKAM) yetistirilen 8-10 haftalik Wistar
albino tipi sicanlar, veteriner hekim kontroliinde Uluslararas1t Hayvan Haklar1 Evrensel
Beyannamesine uygun olarak kullanilmistir. 18-22 °C oda sicakliginda 12 saat aydinlik/
12 saat karanlik fotoperiyodu uygulanmis ve standart laboratuvar diyeti ve su ihtiyaglari
saglanmistir. Uygulamadan 10 giin Once sicanlar karantina altina alinmigtir.
Calismamizda 8-10 haftalik Wistar albino tipi 150-220 gr agirliginda 40 adet disi sigan
kullanilmistir. Siganlar tartilarak agirliklar birbirine yakin olacak bigimde 8 kafese, 5’

erli olarak yerlestirilmistir ve 4 gruba ayrilmistir.
3.1. Deneysel calisma

8-10 haftalik 40 adet Wistar albino tipi disi si¢anlar her grupta 10’ar tane olacak sekilde
4 gruba ayrildi:

Grup 1: Kontrol (n=10)
Grup 2: Cisplatin grubu ( 7,5 mg/kg tek doz cisplatin), (n=10)
Grup 3: Edaravon grup ( 1mg/kg edaravon tek doz), (n=10)

Grup 4: Cisplatin+ edaravon grubu (7,5 mg/kg tek doz cisplatin+ 1mg/kg edaravon tek
doz), (n=10), (Tablo 3. 1).
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Tablo 3. 1. Deney uygulamasi ve gruplar

1 Kontrol 10 Yok Yok Yok

2 Cisplatin grubu 10 Cisplatin 7,5mg/kg Tek doz

3 Edaravon grubu 10 Edaravon 1mg/kg  Tek doz/giin

4 Cisplatin+edaravon 10 Cisplatin+edaravon 7,5mg/kg Tek doz/giin
grubu +1 mg /kg

Grup 1 kontrol grubuydu, herhangi bir islem yapilmadi. Deney sonlandirilacagi zaman
ketamin (45 mg/kg)+ xylazin (5 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi uygulandi.
Biyokimyasal analizleri igin steril tiiplere kalplerinden kan alinarak hedef organ olan
ovaryumlar ¢ikarildi. Grup 2’ye (cisplatin grubu) 7,5 mg/kg cisplatin tek doz verildi ve
herhangi bir islem yapimadi. Ilag uygulamasindan 72 saaat sonra deney
sonlandirildiginda ketamin (45 mg/kg) + xylazin (5 mg/kg) kombinasyonu i.p. olarak
uygulandi. Biyokimyasal analizleri igin kalplerinden steril tiiplere kan alindi ve

ovaryumlar ¢ikarildi.

Grup 3’e (edaravon grubu) 1mg/kg edaravon tek doz i.p. verildi. Deneyin son
asamasinda ketamin (45 mg/kg)+ xylazin (5 mg/kg) i.p. anestezi uygulanarak
biyokimyasal degerlendirme igin steril tiiplere kalplerinden kan alindi ve hedef organ

ovaryum c¢ikarildu.

Grup 4’e ( cisplatin+ edaravon grubu) 7,5 mg/kg i.p. tek doz cisplatin ile 1mg/kg
edaravon i.p. tek doz uygulandi. Ilag uygulamasindan 72 saat sonra ovaryumlar cerrahi

olarak ¢ikarilarak % 10’luk Formaldehit soliisyonunda histolojik inceleme yapilana
kadar fikse edildi.

Kaspaz 3, kaspaz 8, TUNEL ve hematoksilen-eosin ile immiinohistokimyasal ve
histopatolojik degerlendirme yapmak i¢in ovaryum dokular1 parafine gomiildii.
Intrakardiyak alinan kan &rnekleri malondialdehid (MDA) ve nitrik oksit (NO)
diizeylerinin belirlenmesi i¢in ependorf tiiplerde daha sonra ¢alisilmak iizere -80°C’de

saklandi.
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3.2. Isik mikroskobu incelemeleri
3.2.1. Doku takibi

%10’luk formaldehit soliisyonundaki ovaryum doku oOrnekleri 151tk mikroskobik
inceleme ve immiinohistokimyasal boyama i¢in 72 saat siireyle tespit edildikten sonra
dehidratasyon iglemi i¢in artan alkol serilerinden gegirildi. Ksilen ile seffaflandiriima
isleminin ardindan doku ornekleri 60°C’de eriyik parafinde bir gece etiivde bekletilip
bloklandi (Tablo 3. 2).

Tablo 3. 2. Doku Takip Yontemi

1 %10 Formaldehid 72 saat

2 Musluk suyu 1 gece

3 %50 Alkol 1 saat

4 %70 Alkol 1 saat

5 %80 Alkol 1 saat

6 %96 Alkol 1 saat

7 Absolii Alkol 1 saat

8 Absolii Alkol 1 saat

9 Absolii Alkol 1 saat

10 Ksilen 20 dakika
11 Ksilen 20 dakika
12 Ksilen 20 dakika
13 Eriyik parafin (60°C) 1 gece

14 Bloklama 20 dakika

3.2.2. Hematoksilen & Eozin ile boyama

Parafin bloklara gomiilen ovaryum dokularindan rodajli lamlara 5 pm kalinliginda
kesitler alindi ve 1sik mikroskobunda yapilacak histolojik degerlendirme igin
Hematoksilen & Eozin ile boyandi (Tablo3.3).
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Tablo 3. 3. Hematoksilen & Eozin Boyama yontemi

1 Etiiv (60 °C) 2 saat
2 Ksilen | 10 dakika
3 Ksilen 11 10 dakika
4 Ksilen 11 10 dakika
5 Absolu Alkol | 5 dakika
6 Absolu Alkol Il 5 dakika
7 %96 Alkol 5 dakika
8 %80 Alkol 5 dakika
9 %70 Alkol 5 dakika
10 %50 Alkol 5 dakika
11 Akarsu 5 dakika
12 Hematoksilen 5-8 dakika
13 Akarsu 5 dakika
14 Eozin 3-5 dakika
15 Akarsu 5 dakika
16 %50 Alkol 5 dakika
17 %70 Alkol 5 dakika
18 %80 Alkol 5 dakika
19 %96 Alkol 5 dakika
20 Absolu Alkol | 5 dakika
21 Absolu Alkol I 5 dakika
22 Ksilen | 5 dakika
23 Ksilen 1l 5 dakika
24 Ksilen 111 5 dakika
25 Kapatma(entellan)

3.2.3. Histopatolojik analiz

Hematoksilen & Eozin ile boyanan kesitlerin 151k mikroskobu (Olympus® Inc. Tokyo,
Japan) altinda degerlendirildi. Doku hasar1 olup olmadigini, varsa siddetini belirlemek
icin mikroskobik alanlar tarandi ve histopatolojik degisiklikler hemoraji, 6dem,
konjesyon, l6kosit infiltrasyonu ve folikiil dejenerasyonu agisindan tanimlandi. Her

gruptan 50 alan taranarak hasar siddeti 0 — 3 arasinda skorlanarak gosterildi.
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Histopatolojik skorlama en yiiksek alana gore belirlenerek yapildi. Semikantitatif analiz
yapilarak patolojik bulgu yok ise 0, patolojik bulgular sirasiyla incelenen alanda <%33,
%33-66 ve >%66 seklinde ise 1, 2, 3 olarak belirlendi. Her parametre igin belirlenen
skorlar toplanarak toplam skor hesaplandi (Tablo 3. 4), ( Kart ve ark.,2011; Geyikoglu
ve ark., 2019; Kara ve ark., 2012; Pandir ve ark.,2014)

Tablo 3. 4. Ovaryumun Histolojik Hasar1 i¢in kullanilan skorlama tablosu

Grade 0 patolojik patolojik patolojik patolojik patolojik
bulgu yok  bulgu yok bulgu yok bulgu yok bulgu yok
Gradel <%33 <%33 <%33 <%33 <%33
Grade2 %33-66 %33-66 %33-66 %33-66 %33-66
Grade 3 >%66 >%66 >%066 >%66 >%66

Grade 0; patolojik bulgu yok, Grade 1, 2, 3 ise patolojik bulgularin sirasiyla incelenen
alanin <%33, %33-66 ve >%66 olmasi seklinde belirlenmistir (Kara ve ark., 2012;
Pandir ve ark.,2014)

3.3. TUNEL

TUNEL igin parafin bloklardaki ovaryum doku orneklerinden poly-L-Lysine kaph
lamlar tizerine alinan kesitler 2 saat 60°C’lik etiivde bekletilerek parafini giderildi. 5’er
dakika Ksilen I, Ksilen II, Ksilen 11l serisinde bekletilen ve parafini arindirilan doku
ornekleri azalan alkol serilerinden (%100, %96, %80, %70) 5’er dakika gegirilip suya
indirildi. Suarge Biyotek San ve Tic. Ltd. Sti.’nden temin edilen Roche firmasinin ticari
kiti kullanilarak ¢alisildi (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein). Fosfat
tamponu ile iki kez 5’er dakika yikanan 6rnekler antijen geri kazanimi igin 0.01 M %5’
lik sodyum sitrat tamponuna alinarak 350 W’de 5 dakika mikrodalga firinda bekletildi.
Daha sonra sogumasi igin 10 dakika oda 1sisinda birakildi. 5’er dakika PBS ile 2 kez
yikanan doku Ornekleri nem kamara icerisinde TUNEL reaksiyon karigimi ile 37°C
etiivde 60 dakika inkiibe edildi. 5’er dakika PBS ile 2 defa yikanan doku orneklerine
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile zit boyama yapildi. Distile su ile yikanan
orneklere kapatma soliisyonu (UltraCruz™ Mounting Medium) uygulanip lamel ile

kapatildi. Olympus® BX51 Floresan mikroskobu ile 450-500 nm dalga boyunda
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incelenerek goriintii alind1. 40X objektifte, apoptotik indeks i¢in her kesitten on farkli

alan taranarak apoptotik hiicreler sayildi.

3.4. Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 tayini

Aktif Diagnostik’ten temin edilen Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 antikoru kullanilarak ¢alisildi.
Ovaryumdan alinan kesitlerin Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 ile immiinohistokimyasal
boyamalar1 yapildi. Her iki antikor i¢in de ayn1 metod uygulandi. Dokular 1 saat etiivde
bekletildikten sonra Ksilen 1, ksilen Il ve ksilen 1lI’de 5 dk bekletildi. Azalan alkol
serilerinden (%100, 96, 80, 70). 3’er dk gecirildi ( Tablo.3. 5). 3 kere distile su ile 3
kere PBS ile 5 dakika yikanan kesitler 12 dakika endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek igin %3 H,0,’te bekletildi. PBS ile 3 kere 5 dakika daha yikandi. Antijenik
alan digindaki bolgeleri kapatmak i¢in 5 dakika normal serum uygulandi. Primer antikor
damlatildi. Daha sonra negatif kontrol i¢in ise fosfat tamponu damlatilarak drnekler tank
icerisine yerlestirilip bir gece +4°C’de bekletildi. 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilip
PBS ile yikandi. Oda sicakliginda 10 dakika biotin sekonder antikorla inkiibe edildi.
Tekrar PBS ile yikanip oda sicakliginda 10 dakika streptavidin peroksidaz ile bekletildi.
Yikama sonrasi immiinreaktivitenin goriiniir hale gelmesi i¢in diaminobenzidin (DAB)
kromojen ile 5 dakika muamele edildi. 3 dakika 2 kere distile su ile yikandu.
Hematoksilen ile 1 dakika zit boyama yapilarak su ile yikandi. Artan alkol serileri ile
sudan arindirilan 6rnekler ksilenden gecirilerek entellan ile kapatildi. Ksilenle kapatilan
ornekler 151k mikroskobu ile incelendi. Her gruptan 6rneklerde on farkli alan taranarak
immiinoreaktivitesinin yogunluguna bakilarak skorlama yapildi. Immiinoreaktif
yayginlik ve yogunluk siddetine gore hafif, orta, yogun dagilim olarak degerlendirildi.

Grup igi ve gruplar arasi olarak skorlanarak istatistiksel degerlendirmesi yapildi.



Tablo 3. 5. Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 ile immiinohistokimyasal boyama yontemi

1 Etiiv (60 °C) 1 saat
2 Ksilen | 5 dakika
3 Ksilen 11 5 dakika
4 Ksilen 111 5 dakika
5 Absolu Alkol 1 5 dakika
6 %96 Alkol 5 dakika
7 %80 Alkol 5 dakika
8 %70 Alkol 5 dakika
9 Distile su 3 kere
10 % 5 sitrat buffer 5 dakika
11 PBS 3x5 dakika
12 % 3H,0, 12 dakika
13 PBS 3x5 dakika
14 Normal serum 5 dakika
15 Primer antikor Bir gece +4°C
16 PBS 3x5 dakika
17 Sekonder Antikor 10 dakika
18 PBS 3x5 dakika
19 Streptavidin horse 10 dakika
Radish Peroksidaz
20 PBS 3x5 dakika
21 DAB Kromojen 5 dakika
22 Distile Su 2x3 dakika
23 Hemotoksilen 1 dakika
24 Cesme suyu 1 dakika
25 %70 Alkol 5 dakika
26 %80 Alkol 5 dakika
27 %96 Alkol 5 dakika
28 Absolu Alkol | 5 dakika
29 Absolu Alkol Il 5 dakika
30 Ksilen | 5 dakika
31 Ksilen 11 5 dakika
32 Kapatma(entellan)




29

3.5. Biyokimyasal analizler
3.5.1. Malondialdehit (MDA) diizey tayini

Deneklerden alinan kan oOrnekleri daha sonra calisilmak iizere santrifiij edilerek
ependorf tiipiinde -80 °C’ye kaldirildi. ELISA yontemi ile Atlas Biyoteknoloji Lab.’tan
temin edilen MDA (Cat. No: EO156Ra, Bioassay Technology Laboratory) kitine uygun
olarak calisildi ve ELISA reader’ da 450 nm’ de ng/ml olarak miktarlari tayin edildi.

3.5.2. Nitrik Oksit (NO) aktivite tayini

Atlas Biyoteknoloji Lab.’tan temin edilen NO (Cat. No: EO0703Ra, Bioassay
Technology Laboratory) kiti kullanilarak ¢aligildi. 450 nm’ de ELISA reader’ da serum

orneklerinin miktarlart pmol/ L olarak olarak tayin edildi.
3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesi ve islenmesi SPSS 18. 0 (Statistical Package for the Social
Sciences) programinda uygulandi. Gruplarin ortalama + standart sapma yoniinden
farkliligi One-Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) ile yapildi. Histopatolojik
degerlendirmede semikantitatif yontem ile bulunan verileri ortanca degerler yoniinden
ve gruplar arasi varyasyonu analiz etmek i¢in Kruskal Wallis testi kullanild.
Kaspazlarin gruplar arasi degerlendirmesi ise Fisher’s Exact Test ile p degeri olarak
hesaplandi. Biyokimyasal analizlerde post hoc Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi
kullanildi ve gruplar arasi farklar tespit edildi. Istatistiksel bakimdan anlamlilik sinir1
p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Calismamizda, 4 gruba ayrilan disi siganlar kullanildi. Cisplatinin verilmesinden 72 saat
sonra ovaryumlar cerrahi olarak ¢ikarilarak histolojik ve biyokimyasal takip islemleri
yapildi. Gruplardaki histolojik degisiklikler 1sik mikroskobunda incelenmek igin
Hematoksilen & Eozin (H&E) boyamasi ile boyandi. DNA fragmantasyonunu
belirlemek amaci ile de TUNEL yontemi kullanilarak floresan mikroskobu ile incelendi.
Ovaryum doku 6rnekleri immiinohistokimyasal boyama yapilarak Kaspaz 3 ve Kaspas
8 ile boyanarak apoptotik bolgeler 151k mikroskobu ile karsilastirmali olarak
degerlendirildi. Kan serum orneklerinde NO miktart ve MDA diizeyleri 6lgiildii. Tiim

sonuglar kendi iginde her bir grup i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi.

4.1. Histolojik Bulgular

Deney gruplari makroskopik olarak degerlendirilmis, kontrol grubu ve edaravon grubu
disindaki ovaryumlarin nekrotik goriiniimlii ve kanamali oldugu gozlenmistir. Doku
hasar1 varliginin ve siddetinin belirlenmesi i¢in mikroskopik alanlar 151k mikroskobisi
ile taranarak histopatolojik degisiklikler incelenmis hemoraji, 6dem, konjesyon, 16kosit
infiltrasyonu ve folikiil dejenerasyonu seklinde tanimlanmistir. Hasarin siddetine gore 0
— 3 arasinda skorlama yapilmistir. Taranan alanlarda hasarin olmamasi 0, %33 den az
hasar 1, %33- %66 arasindaki hasar 2 ve % 66’dan fazla hasar 3 olarak skorlanmistir
(Tablo 4. 1).
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Tablo 4. 1. Histolojik Hasarin gruplara gére dagilimi

Hemoraji 0.00 3.00* 0.00 2.20+0,6*
Odem 0.00 3.00% 0.00 1.60+0,6*
Vaskiiler Konjesyon  0.00 3.00* 0.00 2.30+0,7*
Lokosit infiltrasyonu  0.00 3.00* 0.00 1.50+0,5*
Folikiil dejenerasyonu 0.60+0,5 3.00* 0.60+0,6 1.25+0,5*

*Kruskal Wallis testi, Cisplatin grubu ile Cisplatin+edaravon grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bulundu.

Sekil 4. 1. Hematoksilen & Eozin boyama tiim gruplar. A.Kontrol grubuna, B. Cisplatin
grubuna, C. Edaravon grubuna, D. Cisplatin+ edaravon grubuna ait ovaryum dokusu.
Korpus luteum (KL), sekonder folikiil (SF), folikiiller (siyah ok),antrum (A),oosit (O),

hemoraji (H), germinal epitel( kirmizi ok).
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H&E boyama ile boyanan kesitlerin 151tk mikroskobu ile incelenmesinde, kontrol
grubuna ait ovaryum dokusunda folikiiller saglikli bir goériinimde olup korteks ve
folikiil yapilar1 da net bir sekilde izlenmekteydi. Germinal epitel tek kath kiibik epitel
ve devaminda prizmatik epitel goriiniimiindeydi. Germinal epitelin altinda, fibroz bag
dokusu lif ve hiicrelerinden olugsmus Tunika albuginea yer almaktaydi. Ovaryum
korteksinde gelisimi baglangi¢ asamasindaki sekonder folikiil ve sekonder folikiil yer
almaktaydi. Histolojik hasarin gruplara gére dagilimina bakildiginda cisplatin grubunda
diger gruplara gore hemoraji, 6dem, folikiil dejenerasyonu daha yogundu. Edaravon
grubunda bu hasarlara rastlanmazken kontrol grubuna benzer bir yapi gorildi 7,5
mg/kg i.p. tek doz cisplatin + 1mg/kg edaravon tek doz uygulanan grupta da hemoraji,
O6dem gibi hasarlarin oldugu fakat cisplatin grubuna gore hasarlarin daha az oldugu
goriildii Cisplatin+ edaravon grubunda edaravonun cisplatinle kombine kullanilmasi

konjesyonu orta, hiicre dejenerasyonu ve notrofil infiltrasyonunu zayif diizeyde

iyilestirdigi, hemoraji ve hiicre hasarin1 ise yiliksek diizeyde ortadan kaldirdigi

gozlemlendi (Sekil 4. 1), (Tablo 4. 1.)

Sekil 4. 2. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu. Hematoksilen & Eozin boyama x 20
Korpus luteum (KL), sekonder folikiil (SF), folikiiller (siyah ok)
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H&E boyama ile boyanan kesitlerin 1s1ik mikroskobu ile incelenmesinde, kontrol
grubuna ait ovaryum dokusunda folikiiller saglikli bir gériiniimdeydi. Korpus luteum ve
sekonder folikiillerin arasinda bulunan bag dokusu alanlar1 ve hiicreleri arasindaki

baglantilar bozulmamis normal bir yapida goriinmekteydi (Sekil 4. 2).

Sekil 4. 3. Edaravon grubuna ait ovaryum dokusu. H & E boyama x 20 Korpus luteum
(KL), sekonder folikiil (SF), folikiiller (siyah ok)

Edaravon grubuna ait ovaryum dokusunun medullasi saglikli bir sekilde izlenirken hilus
hiicreleri ve damarlar dikkati ¢ekiyordu. Kortekste sekonder folikiil ve primer folikiiller
goriilmekteydi. Farklt boylarda gelismekte olan sekonder folikiiller belirgin
goriiniimdeydi. Korpus luteum ve bag dokusu alanlar1 normal gériiniimdeydi. Edaravon
grubunda Hematoksilen & Eozin ile boyanmis dokularda kortekste baslangig
asamasinda sekonder folikiil izlenirken korpus luteumun hemen altindaydi. Kortikal bag
dokusunda histolojik olarak herhangi bir dejenerasyon gosteren yapiya rastlanmadi

(Sekil 4. 3).
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Sekil 4. 4. Cisplatin uygulanan grupta hemoraji ve 6dem. H&E boyama x 10 ; Kan
damarlar1 (KD), korpus luteum (KL), sekonder folikiil (SF), stromal hiicreler (SH),
hemoraji (H), infiltrasyon (siyah ok), 6dem(*)

7,5 mg/kg tek doz cisplatin uygulanan grupta Hematoksilen & Eozin ile boyanmis
kesitlerde hemoraji ve 6dem goriildii. Organ biitiinii ile kanama odaklari i¢erisindeydi.
Damar biitiinliigii ve bag dokusu hiicrelerindeki normal yapi bozulmustu. Sekonder
folikiil ¢evresinde ve stromada hemoraji ve 6dem gozlendi. Korpus luteum ile primer
folikiil arasinda hemoraji odaklar1 gozlenirken sekonder folikiile yakin alanda

infiltrasyon goriildii (Sekil 4. 4).
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Sekil 4. 5. Cisplatin+edaravon grubunda H&E ile boyanmis kesitlerde hemoraji
odaklar1 x20. Kan damarlar1 (KD), sekonder folikiil (SF), oosit (O), antrum (A),
hemoraji (H), 6dem (*)

Hematoksilen & Eozin ile boyanmis Cisplatin+ edaravon grubuna ait kesitlerde izlenen
hasarin cisplatin grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigi dikkat c¢ekiyordu.
Folikiillerde ¢ok belirgin bir hasar gozlenmezken primer folikiil ¢evresinde kiiciik
hemoroji odagi izleniyordu. Sekonder folikiill ve diger folikiillerde saglikli
goriinimdeydi (Sekil 4. 5.).

4.2. TUNEL Boyama degerlendirmesi

Poly-L-Lysine kapli lamlar iizerine parafin bloklardan alinan kesitlerin parafininin
giderilmesi i¢in 2 saat 60°C’lik etiivde bekletildi ve TUNEL boyama degerlendirmesi
icin 450-500 nm dalga boyunda floresan mikroskobu ile degerlendirildi. Dért grup,
apoptotik hiicre sayist bakimindan degerlendirildiginde kontrol grubu ve edaravon

grubu birbirine yakin iken, Cisplatin grubunda apoptotik hiicre sayist oldukg¢a fazlaydi.
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Cisplatin ve Cisplatin+ edaravon grubu karsilastirildiginda ise Cisplatin+ edaravon
grubundaki apoptotik hiicre sayisinin cisplatin grubuna goére anlamli sekilde azaldig
gorildii. TUNEL boyamanin uygulandigi tiim gruplara ait 6rneklerde ovaryumun
korteksinde ve medullasinda apoptoz gozlendi. Apoptoz yalnizca folikiillerde olmayip
korpus luteum, atretik folikiillerde, stromada ve germinal epitelde de gozlendi. Cisplatin
grubunda tiim gruplara gore daha fazla TUNEL pozitif hiicreler gozlendi ve istatistiksel
olarak anlamliydi (p 0.05). (Sekil 4. 6) (Sekil4.7).

Sekil 4. 6. TUNEL boyama tiim gruplar. A.Kontrol grubuna, B. Cisplatin grubuna, C.
Edaravon grubuna, D. Cisplatin+ edaravon grubuna ait ovaryum dokusu. TUNEL x 20
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Sekil 4. 7. Deney gruplarina ait apoptotik hiicre sayisi

Sekil 4. 8. Kontrol grubu TUNEL x20

Kontrol grubuna ait goriintiide sekonder folikiil yapisinda apoptotik hiicreye rastlandi
Fakat bu folikiilde oosit goriilmediginden bunun dogal atreziye giden folikiillerden

olabilecegi diigtiniildii (Sekil 4. 8).
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Sekil 4. 9. Edaravon grubu TUNEL x20

Edaravon grubunda TUNEL boyama ile 450-500 nm dalga boyunda floresan
mikroskobu ile degerlendirilen kesitlerde primer folikiiller ve korpus luteum goriiniirken
kontrol grubuna istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yakin bir gériiniim goézlendi.

Folikiilde apopitotik hiicre gozlendi. (p 0.05). (Sekil 4. 9).

Sekil 4. 9. Cisplatin grubundaki apoptotik hiicreler TUNEL x20.
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7,5 mg/kg i.p. tek doz cisplatin + 1mg/kg edaravon tek doz uygulanan grupta TUNEL
yontemi ile degerlendirilen kesitlerde sekonder folikiilde ve korpus luteuma yakin bag

dokusu alanlarinda oldukga az sayida apoptotik hiicre gozlendi (Sekil 4. 10.) .

Sekil 4. 10. Cisplatin + edaravon grubundaki apoptotik hiicreler TUNEL x20

7,5 mg/kg tek doz cisplatin uygulanan grupta TUNEL yontemi ile floresan
mikroskobunda 450-500 nm dalga boyunda degerlendirilen kesitlerde iki sekonder
folikiil arasindaki alanlarda apoptotik hiicrelere rastlandi. Ust bolgedeki korpus luteum
ve sekonder folikiilden baglayarak komsu bag dokusu alanlarda apoptotik hiicreler

gozlendi. (Sekil 4. 10).
4.3. Immiinohistokimyasal bulgular

Kaspaz-3 ve Kaspaz-8’in immiinoreaktivitesine bakilan ovaryum Kkesitleri 1s1k
mikroskobu altinda degerlendirildi. Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 pozitif hiicreler her grup igin
ayri ayr1 degerlendirilip gruplar arasi karsilagtirmalar1 yapildi (Sekil 4.11).Sican
ovaryum kontrol ve edaravon kontrol grubunda Kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin
olmadigi ve cisplatin etkisiyle cisplatin grubunda ovaryum folikiil hiicrelerinde Kaspaz
3 boyamasimin yayginlik ve yogunluk derecesinin siddetli oldugu goriildii. 7,5 mg/kg
cisplatin + 1mg/kg edaravon uygulanan grupta Kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin hafif

derecede oldugu saptand1 (Tablo 4. 2).
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Tablo 4. 2. Kaspaz 3 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonuglari.

Grup 1 Grupici 100 0 0 0 P degeri
Kontrol Gruplar 3571 0 0 0
arasi
Grup 2 Grupici 0 10 10 80
Cisplatin Gruplar 50 50 100 <0.0001 "
arasli
Grup 3 Grupi¢i 100 0 0 0
Edaravon kontrol Gruplar 3571 0 0 0
arasi
Grup 4 Grupi¢i 80 10 10 0
Edaravon+cisplatin Gruplar g 5g 50 50 0
arasi
Skorlama - : yok, + : hafif dagilim, ++ : orta dagilim ve +++ : yogun dagilim
*: Fisher’s Exact Test

Benzer sekilde kontrol ve edaravon grubuna ait ovaryum dokularinda Kaspaz 8
immiinoreaktivitesinin olmadig1 goriildi. Cisplatin grubuna ait ovaryumlarda yogun
dagilim, cisplatin ve edaravonun birlikte verildigi grupta ise hafif dagilm oldugu
gozlendi ( Tablo 4. 3).

Tablo 4. 3. Kaspaz 8 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonuglari.

Grup1 Grup ici 100 0 0 0 P degeri
Kontrol Gruplar 3448 0 0 0
arasli
Grup 2 Grupici 0 10 20 70
Cisplatin Gruplar g 50 100 100 <0.0001 "
arasi
Grup 3 Grupi¢i 100 0 0 0
Edaravon kontrol Gruplar 3448 0 0 0
arasi
Grup 4 Grupi¢i 90 10 0 0
Edaravon+cisplatin Gruplar 37104 50 0 0
arasli
Skorlama - > yok, + : hafif dagilim, ++ : orta dagilim ve +++ : yogun dagilim
*: Fisher’s Exact Test
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Sekil 4. 11. Kaspaz 3- Kaspaz 8 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama tim
gruplar. A.Kontrol grubuna, B. Edaravon grubuna C. Cisplatin+edaravon grubuna D.

Cisplatin grubuna ait ovaryum dokusu ( Ust resim —kaspaz 3, alt resim kaspaz 8 x 20 ).

Sekil 4. 12. Cisplatin+edaravon grubu ile Cisplatin grubuna ait ovaryum dokusu- kaspaz
3 x 20.

Cisplatin grubuna ait ovaryumlarda yogun Kaspaz 3 immiinoreaktivitesi gozlenirken
cisplatin ve edaravonun birlikte verildigi grupta hafif yogunlukta Kaspaz 3
immiinoreaktivitesinin oldugu gézlendi. Ozellikle cisplatin uygulanan grupta germinal
epitel hiicrelerinde, sekonder folikiiliin granulosa hiicelerinde ve bag dokusu alanda
yogun boyanma gozlendi. Edaravonun cisplatinle kombine verildigi grupta

immiinoreaktif hiicre yogunlugu daha azdi ( sekil 4.12).
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4.4. Biyokimyasal bulgular

Gruplar arasi1 degerlendirme MDA serum diizeyleri ve NO miktarlar1 i¢in kanda serum
orneklerinde tayin edilmistir. MDA i¢in yapilan analizde cisplatin grubu ile kontrol
grubu karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek (p<0.0012), cisplatin+ edaravon grubu
ile cisplatin grubu karsilastirildiginda ise anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.0012). NO
icin yapilan analizde, cisplatin grubu diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek,
cisplatin+ edaravon grubu ise cisplatin grubuna gore anlaml olarak diisiik bulundu (p<
0.05). Biyokimyasal verilerin degerlendirilmesi, gruplara gdére serum biyokimyasal

sonuglar1 Tablo 4. 4.‘te gdsterilmistir.

Tablo 4. 4. Gruplarin serum 6rneklerinde ortalama Nitrik Oksit (NO), Malondialdehit
(MDA) 6l¢iimleri

Grup 1 (n=10) 14.53+1.57° 0,29:£0.04°
Grup 2 (n=10) 18.03+1.06" 0.38+0.03"
Grup 3 (n=10) 14.47+3.48° 0.29+0.05°
Grup 4 (n=10) 14.13+1.98 0.27+0.05°
p degeri * 0.019 0.0012

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 harfi (a,b ve ¢) igeren
gruplar arasinda anlamli farklilik yoktur. P<0.05 anlamli kabul edilmistir. *Kruskal
Wallis testi, Grup 2 ile Grup 4 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)

bulundu.

Tablo 4. 5. Gruplarin Nitrik Oksit (NO), Malondialdehit (MDA) 6l¢iimlerinin grafiksel

analizi

MDA nmol/ml




5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, oliime sebebiyet veren hastaliklarin basinda gelmektedir. Cisplatin birgok
kanser tiirlinde sik¢a kullanilan platin bazli neoplastik bir ajandir. Cisplatin, DNA ile
etkilesime girerek DNA replikasyonunu engeller. DNA hasar1 sonucunda kendini
yenileyebilen hiicreler hiicre dongiisiine devam ederken kendini yenileyemeyen
hiicrelerde hiicre olimii gergeklesir. Cisplatin, DNA hasarina neden oldugu igin
apoptozu indiikleyerek hiicrede sinyal ileti yolagimi aktive eder. Cisplatin kanser
olusturan hiicrelerin cogalmasin1 Onlerken yapi benzerligi gosteren diger saglikli
hiicrelerin de hasar gormesine sebep olur (Kelland, 2007; Basu ve Krishnamurthy,
2010).

Ototoksisite, nefrotoksisite, norotoksisite gibi goriilen bu ciddi yan etkiler nedeniyle
cisplatinin klinik kullanimi kisitlanabilmekte ya da sonlandirilabilmektedir (Schrier,
2002). Arastirmacilar bu toksisiteyi azaltabilecek kombine ila¢ arayisina girmis ve bu
konuda 6zellikle serbest radikal temizleyici ajanlari tercih etmislerdir. Serbest radikal
temizleyiciler klinik ve deneysel ¢alismalarda oldukg¢a yaygin kullanilmis, dogal ya da
sentetik  antioksidanlarin  etkinliginin  calismalarda olumlu sonuglar verdigi
gosterilmistir. Bu ¢aligmalar arasinda yaban mersininin yiiksek antioksidan etkiye sahip
oldugu, diger ¢alismada nar meyvesindeki punicalagin’in biyoaktif etkilerden sorumlu
oldugu ve nar suyundaki antioksidan etkinin punicalaginden kaynaklandigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Bell ve Hawthorne, 2008; Pandir ve ark., 2014; Chtourou ve
ark., 2015).

Cisplatin apoptoza neden olan sitokrom c¢ ve kaspazlarin salinimina neden olurken
ozellikle kaspaz 3 aktive olarak hiicrede degisikliklere, bozulmaya ve niikleer 6liime

sebep olmaktadir (Khan ve ark., 2012). Cisplatinin intrinsik kaspazlarla apoptozisi
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indiikledigi ve mitokondriyal disfonksiyona sebep oldugu gosterilmistir (Canta ve ark.,

2015).

Ural ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 32 adet Wistar albino disi sigan dort gruba
ayrilmistir. Gruplardan birine sadece radyasyon verilmis, diger iki gruba ise edaravon
ve radyasyon farkli dozlarda verilmistir. 45 mg / kg edaravon ve 30mg/kg edaravon
radyoterapiden 30 dakika Once verilen ve radyasyon uygulanan grup ile sadece
radyasyon verilen grupta ovaryum dokusunun 1sik mikroskobu altinda histolojik
degisiklikleri ve anti-kaspaz-3 igin karsilastirildiginda anlamli fark bulunmustur (Ural
ve ark., 2020).

Bizim ¢aligmamizda da Ural ve arkadaslarinin ¢aligmasina benzer sonuglar goriilmiistiir.
Ural ve arkadaslar yaptig1 ¢alismada gruplar arasinda folikiil sayisi, damar tikanikligi,
6dem, sitoplazmik vakuolizasyon, kanama ve interstisyel hiicre dejenerasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklar bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda da bunlara
benzerlik gosteren histopatolojik bulgular saptanmistir. Calismamizda ovaryum
dokular1 151k mikroskobu altinda degerlendirildiginde cisplatin grubunda edaravon ve

cisplatinin birlikte verildigi gruba gére anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.001).

Biz ¢alismamizda edaravon’un cisplatinle olusturulmus hasar modelinde hiicre 6liimiine
etkisini biyokimyasal, histolojik ve DNA fragmantasyonu agisindan arastirdigimizda
tim parametreler, gruplar arasinda birbirini destekler nitelikte bulunmustur.
Sonuglarimiz Ural ve arkadaslarinin ¢alismasini da bu yonden desteklemektedir. Fakat
Ural ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada edaravonun biyokimyasal degerleri ve Kaspaz
3(+) hiicre sayisini azalttig1 saptansa da edaravon yiiksek dozda verilmis, verildigi iki
farkli doz arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Bu yonden degerlendirildiginde
diger yapilan edaravon ¢alismalarindaki dozlar da dikkate alindiginda edaravon
dozunun 45 mg / kg edaravon ve 30mg/kg edaravon seklinde yiiksek verilmesi etkinligi
artirmamaktadir. Calismamiz edaravonun doz ayarlamasinda da bir gosterge niteliginde
olabilir. Bu yiizden doz ve uygulama yontemi agisindan ileri caligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Edaravon, C vitamini ve E vitamini 6zelligine sahip oldugundan lipid peroksidasyonunu
inhibe ederek oksitatif strese karsi serbest radikalleri temizler. Ayn1 zamanda kan-beyin
bariyerini kolaylikla gegebilen, apoptozu inhibe eden bir antioksidandir (Masuda ve
ark., 2017).
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Cisplatine bagli ya da oksidatif strese bagli hasarlarda C ve E vitamini ile ilgili birgok
calisma yapilmistir. Ourique ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada siganlara
valproik asit verilerek sican testisinde oksidatif strese bagli hasarda testis LPO degerinin
arttigin1 E vitamini verilmesi ile ise bu hasarin azaldigin1 gostermislerdir (Ourique ve
ark.., 2016.) Calismamizda edaravonun etkisinin E vitaminin yaptig1 etkiye benzer bir
sekilde serum MDA degeri cisplatin+ edaravon uygulanan grupta sadece cisplatin
verilen gruba gore anlamli bir sekilde azalmistir( p<0.063) NO i¢in degerlendirildiginde
ise cisplatin grubu diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulunurken
edaravonun cisplatin ile birlikte verildigi grupta ise cisplatin grubuna goére anlamli

olarak diisiik bulunmustur (p< 0.05).

Fetal donemde folikiillerin, oogonyumlarin olusumunda ve atrezi gibi olaylarda
apoptozisin rolii bilinmektedir. Folikiiler hiicrelerdeki apopitotik ve yasamsal
molekiiller arasinda denge bulunmaktadir ve bu denge hiicrenin sonunu belirlemektedir.
Amin ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada cisplatinin neden oldugu hasar ve
apoptozda bitki Ozlerinin etkisi arastirilmis ve cisplatinin TUNEL (+) boyanan germ
hiicrelerinde oldukga fazla artisa sebep oldugu bildirilmistir (Amin ve ark., 2008).
Calisgmamizda gruplar TUNEL (+) hiicreler yoniinden degerlendirildiginde Amin ve
arkadaglarmin c¢alismasindaki gibi o6zellikle cisplatin grubundaki ovaryum folikiil

hiicrelerinde yogun artis gézlenmistir.

Cisplatine bagli ovaryum hasarinda ovaryumu korumak ve hasar1 tedavi etmek igin
melatonin, yaban mersini, kurkumin gibi dogal antioksidanlarin yani sira
dimetilsiilfoksit ve 2-aminoetoksidifenil borat gibi kimyasal antioksidan tiirleri
kullanilmistir. Calismalarda bu maddelerin E vitamini, C vitamini, antioksidan,
antienflamatuvar gibi oOzelliklerinden yararlanilmistir ve literatiire gore ovaryum
hasarimi azaltabilecek 6zellikler gostermislerdir (Ergun ve ark., 2010; Pandir ve Kara
,2014 ; Sak ve ark., 2013; Esteban-Zubero ve ark., 2016; Taskin ve ark., 2014).

Yaptigimiz calismada cisplatinin ovaryum dokusunda olusturdugu hasarda serbest
oksijen radikallerinin rolii ve antioksidan 6zellikteki edaravonun bu hasar1 gidermedeki
etkileri arastirilmistir. Calismamizda NO ve MDA diizeyleri 6l¢iilmiis ve gruplar
karsilastirlldiginda  anlamli  farklar  bulunmustur. Grup 2 diger gruplarla
karsilagtirildiginda serum NO ve MDA diizeyleri anlamli sekilde daha yiiksek

bulunmustur (p<0.05). Sonuglar degerlendirildiginde, edaravonun cisplatin ile kombine
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uygulanmasinin serbest oksijen radikallerinin olugsmasini etkiledigini gosteren

caligmalar1 desteklemektedir (Pandir ve ark.,2014; Azu ve ark.,2010).

Diger yapilan galismalar ve bizim g¢alismamizin sonuglari cisplatinin toksik etkisinin
olusmasinda oksidatif stresin Onemini ortaya koymaktadir. Caligmalarin bir¢ogunda
antioksidanlar kullanilmis ve cisplatin disinda kullanilan kemoterap6tik ajanlarin toksik
etkisinde de serbest oksijen radikallerinin 6nemli oldugu ileri siirtilmiistiir (Almutairi

ve ark., 2017; Chtourou ve ark., 2015 ).

Bu arastirma ile ovaryumdaki cisplatin hasarinin oksidatif stres, apoptotik siire¢ ve
inflamasyona bagli mekanizmalarla tetiklendigi ve bunlarin olusumunun en aza
indirgenmesi ya da engellenmesi i¢in edaravonun kombine kullanimi teklif edilmistir.
Sonuglar edaravon kullanimmin apoptotik hiicrelerin sayisini onemli dlgiide azalttigini

ve bu konuda etkili olabilecegini gostermektedir.

Calismada kullanilan edaravonun giiclii antioksidan ve gili¢lii anti-inflamatuar etkinligi
ile ovaryum dokusunda oldugu gibi diger dokularda da cisplatin benzeri toksik etki
gosterebilen ajanlarla kombine kullanilmas: halinde farmakolojik tedavilerde alternatif

ve etkili bir kaynak olabilecegi yoniindedir.

Cisplatin’in hasarini azaltmak ya da 6nlemek i¢in birgcok antioksidan denenmis ve gesitli
farmakolojik ajanlarla farkli caligmalar yapilmistir. Edaravon ile de farkli doku ve
organlarda reperfiizyon hasari, antioksidan etkinligi yoniinden goz, beyin gibi dokularda
deneysel aragtirmalar yapilmistir (Pandir ve Kara, 2014; Masuda ve ark, 2017). Fakat
giiniimiize kadar sican ovaryumunda cisplatinin neden oldugu ovaryum hasarinda
edaravon kullanimina ait bir ¢alisma bildirilmemistir. Ayrica cisplatin ¢alismalarinda
antitoksik etki i¢in kullanilan molekiiller tek bir 6zellik gosterirken, edaravon giiglii
antioksidan Ozelliginin yanisira antiapoptotik, kan beyin bariyerinden gegebilen
noroprotektif, anti-enflamatuvar o6zelliklerini de bir arada bulundurmasi ile dikkat

¢ekicidir.

Sonu¢ olarak, tim deney gruplarindan elde edilen histopatolojik bulgulara gore,
edaravonun cisplatinle olusan ovaryum dokusundaki hasari azaltmada yardimci
olabilecegini  soyleyebiliriz.  Yapilan histopatolojik, immiinohistokimyasal ve
biyokimyasal analizlerin sonuglar1 birbiri ile tutarli goériinmiistiir. Elde edilen sonuglar
edaravonun oksidatif streste etkili oldugunu, kaspaz 3 ve kaspaz 8 artigin1 azalttigini,

ovaryum dokusunda olusan apoptozun inhibisyonu ile ovaryum dokusunu korudugunu



47

gostermistir. Edaravonun cisplatinin ovaryumda olusturdugu hasari 6nlemede ve

cisplatin ile yapilan tedavilerde koruyucu etkisinin oldugu sdylenebilir.
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