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ÖZET 

 

Cisplatin kanser tedavisinde 30 yıldan daha uzun süreden beri kullanılmaktadır. 

Bununla birlikte, üreme fonksiyonlarını bozabildiği gösterilmiĢtir. Bu çalıĢma 

cisplatinin neden olduğu ovaryum hasarı üzerinde edaravonun koruyucu etkisini 

değerlendirmeyi amaçlamaktadır.  

ÇalıĢmada toplam 40 adet Wistar albino cinsi diĢi sıçan kullanılarak 4 grup oluĢturuldu: 

Grup 1 (kontrol grubu) (n=10); herhangi bir iĢlem yapılmadı. Grup 2(cisplatin grubu) 

(n=10); 7,5 mg/kg tek doz cisplatin uygulandı ve herhangi bir iĢlem uygulanmadı. Grup 

3 (edaravon grubu) (n=10); 1mg/kg edaravon tek doz uygulandı ve herhangi bir iĢlem 

uygulanmadı. Grup 4 (cisplatin+ edaravon grubu) (n=10); 7,5 mg/kg. tek doz cisplatin 

ile 1mg/kg edaravon uygulandı.  72 saat sonra, tüm gruplarda ovaryumlar cerrahi iĢlem 

uygulanarak çıkarıldı. Alınan kan örneklerinde serum malondialdehid (MDA) ve serum 

nitrik oksit (NO) düzeylerine bakıldı. Ovaryum doku örneklerinde TUNEL yöntemi 

kullanılarak DNA hasarı ve apoptozis değerlendirildi. Ovaryum doku hasarı Kaspaz-3 

ve Kaspaz-8 ile immünohistokimyasal boyama yapılarak değerlendirildi. ÇalıĢmadan 

elde edilen bulgulara göre, cisplatinin ovaryumda yapmıĢ olduğu hasarda edaravon 

koruyucu özellik gösterdi. Serum MDA ve NO düzeyleri cisplatin grubunda diğer 

gruplardan daha yüksekti. Histopatolojik doku hasarı cisplatin grubunda diğer gruplara 

göre daha yüksekti. Benzer Ģekilde,  DNA hasarı ve apoptozis cisplatin grubunda 

gruplardan daha yüksekti ve bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu. Kaspaz-3 ve 

Kaspaz-8 ile yapılan immünohistokimyasal boyamada ise cisplatin grubunda immün 

aktivite gösteren hücre yoğunluğu fazlayken cisplatin+ edaravon grubunda azalmıĢtı. 

Sonuç olarak, edaravon ovaryumda cisplatin hasarının önlenmesi ve kısa süreli 

tedavisinde etkili gibi görünmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Cisplatin, edaravon, apoptoz, ovaryum, sıçan        
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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           
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Kanser, vücuttaki bir hücre grubunun farklılaĢarak, anormal ve kontrolsüz bir Ģekilde 

çoğalmasıdır. Uzak organlara kan ya da lenf yolu ile yayılabilen, insidansı yüksek bir 

hastalıktır (Brooks ve ark., 2009). Yapılan araĢtırmalara göre kanser, kalp ve damar 

hastalıklarından sonra ölüm sebeplerinde ikinci sırada yer almaktadır (Kutluk ve Kars, 

1992). Akciğer kanseri, meme kanseri ve kalın bağırsak kanseri, kanser türleri arasında 

en yaygın görünen kanser türleridir (Ferlay ve ark., 2015). 2012 yılında yapılan veri 

analizlerinin sonuçlarına göre teĢhis edilen 1. 7 milyon meme kanseri vakasının 700 bini 

ölümle sonuçlanmıĢtır (Matthews ve Thompson, 2016). Sadece istatistiksel olarak 

kaydedilen ülkelerdeki verilere göre her yıl 225.500 kadına ovaryum kanseri tanısı 

konulmuĢtur ve tanı konulan hastaların 140.200‘ü ölümle sonuçlanmıĢtır. Bu da 

jinekolojik kanserler arasında oldukça yüksek bir orandır. Spesifik olmayan semptomlar 

göstermesi ya da hiç semptom göstermemesi ile birlikte peritoneal sıvı vasıtası ile pasif 

metastaz sergilemesi yönünden kendine özgü genetik ve epigenetik özellikleri 

araĢtırmacıların dikkatini çekmiĢtir. Yapılan araĢtırmalar erken tanının hastalık teĢhisi 

konulmasından itibaren 5 yıl sonrası hayatta kalma oranlarını  %20‘den %90 oranına 

yükselttiğini göstermektedir (Torre ve ark., 2018a; Reid ve ark., 2017; Lengyel, 2010b). 

Bu durum kanserin erken tanı ve tedavisinin önemini göstermekle birlikte ovaryum 

kanserinde özellikle biyobelirteç olarak kullanılabilecek hedefe yönelik tedavi 

geliĢtirilebilecek ajanları araĢtırmayı gerekli kılmaktadır (Kayaalp, 2002).  

Cisplatin, platin türevi antineoplastik ajanlardan biridir. Cisplatin, immün-baskılayıcı, 

antimikrobiyal ve radyasyonun biyolojik etkilerine karĢı duyarlı olması bakımından 

kanser tedavisinde tek baĢına ya da diğer antineoplastik ajanlarla birlikte 

kullanılmaktadır (Gerald, 2006). Cisplatin, ilerlemiĢ over kanseri, serviks, mesane, 

prostat, özofagus, testis tümörleri küçük hücreli olmayan akciğer kanserleri, osteojenik 

sarkom gibi solid tümörlerin tedavisinde kullanılmaktadır (Kayaalp, 2005). 
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Cisplatinin kanser hücresi üzerindeki aktivitesinin artıĢı, doz artıĢıyla belirgin Ģekilde 

korelasyon göstermektedir (Chtourou ve ark., 2015). Fakat, cisplatinin bu yüksek 

dozlarda kullanımı kanserli hücreler dıĢında birçok doku ve organda da toksik etki 

oluĢturmaktadır (Kim ve ark., 2010). Bu cisplatin kaynaklı toksik durum, doz 

azaltılmasına ya da kemoterapinin erken kesilmesine neden olmaktadır (Brouwers ve 

ark., 2009). AraĢtırmacılar kanser tedavisinde kullanılan ilaçların oluĢturduğu toksik ve 

yan etkleri önlemeye yönelik değiĢik çalıĢmalar yapmıĢlardır. Oksidatif stresin bu 

toksik etkilerde rolü olduğunu düĢünen araĢtırmacılar doğal ya da bitkisel kaynaklı 

farklı fitokimyasal içeren ürünler denemiĢlerdir (El Gharras, 2009). 

Edaravon, lipid peroksidasyonunu inhibe ederek ve serbest radikalleri temizleyerek 

etkisini gösteren güçlü bir sentetiktir. Edaravon, hem C vitamini hem de E vitamini 

özelliklerine sahip olduğu ve kan-beyin bariyerini kolaylıkla geçebildiği için diğer 

serbest radikal temizleyicilerinden farklıdır. Bunun yanı sıra yapılan çalıĢmalar 

sonucunda nöroprotektif, antiapoptotik ve anti-enflamatuvar etkileri bildirilmiĢtir 

(Masuda ve ark., 2017). 

 Günümüzde kanser tedavisinde neoplastik ajan olarak sık kullanılan cisplatinin böbrek, 

karaciğer, testis gibi birçok organ ve dokuda yapmıĢ olduğu hasar üzerine birçok 

çalıĢma yapılmıĢtır. Literatürde cisplatinin yapmıĢ olduğu ovaryum hasarında 

edaravonun etkisi ile ilgili bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. ÇalıĢmamızdaki amaç 

cisplatin ile indüklenen ovaryum hasarında edaravonun bu özelliklerinden yararlanarak 

koruyucu etkisinin olup olmadığını araĢtırmaktır.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Ovaryum 

2.1.1. Ovaryum anatomisi 

Ovaryum, uterusun sağında ve solunda yerleĢim gösteren grimsi beyaz renkteki bir çift 

genital organdır (Hibbard, 1985). Ovaryumun ağırlığı, kadının fizyolojik durumu ve 

yaĢı ile iliĢkili olup yaklaĢık 5-8 gr kadardır. Lateral pelvik duvara yakın yerleĢimde ve 

uterusun her iki yanında yer alırlar. Ovaryumlar, fossa ovarika (yumurtalık çukuru) adı 

verilen bölgede, arteriya iliyaka eksterna ile arteriya iliyaka interna arasındadır (Ovalle 

ve Nahirney, 2013). Mezovaryum, kan damarlarını ovaryumlara ileten bir periton 

kıvrımdır ve her iki ovaryumu uterusun yan kenarlarından uzanarak broad ligamentine 

bağlar (Clement, 2002), (ġekil 2.1), (https://vickihobbs.com/wp-

content/uploads/2017/12/Broad-Ligament-e1512204912220.jpg, EriĢim Tarihi: 21 

Aralık 2020).  

                            

ġekil 2. 1. DiĢi üreme sistemi 

 

https://vickihobbs.com/wp-content/uploads/2017/12/Broad-Ligament-e1512204912220.jpg
https://vickihobbs.com/wp-content/uploads/2017/12/Broad-Ligament-e1512204912220.jpg
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YetiĢkin sıçanlarda ovaryum, böbreklerin kranial kısmında yer alırlar ve böğürtlene 

benzeyen bol foliküllü bir yapıdadır. Mezovaryum ligamentleri ile dorsal vücut 

duvarına asılı olan ovaryumlar, ovidukt ile bikornual yapıdaki uterusa bağlanırlar. 

Ovaryumlar bir kapsül tarafından çevrelenerek abdominal kaviteden ayrılmıĢtır. 

Ovaryum medulla ve korteks olmak üzere iki tabakadan oluĢmuĢtur. Ovulasyon öncesi 

yüzeyleri düzgün görünüme sahip ovaryumlar, ovulasyon sonrasında yumurtanın 

yerinde korpus luteumun oluĢması ile bu düzgünlüklerini kaybederler ve kabartılı 

görünüme sahip olurlar (Dursun, 2008; Mülazımoğlu ve ark., 2011; Xu ve ark., 2018), 

(ġekil 2. 2).   

                                             

                       ġekil 2. 2. DiĢi sıçanlarda üreme sistemi (Boyd ve ark., 2018) 

2.1.2. Ovaryum embriyolojisi 

Primordiyal germ hücrelerinin (oogonium) olgun oositlere dönüĢmesi için gerçekleĢen 

olaylar dizisine oogenez denir. Bu süreç doğum öncesi dönemde baĢlar, pubertede 

tamamlanır ve menopoza kadar sürer (Sadler, 2010). Vitellus kesesi duvarından köken 

alan primordiyal germ hücreleri, fetal hayatın 4. haftasında çoğalarak geliĢmekte olan 

gonadlara doğru son bağırsağın mezenteri boyunca ameboid hareketlerle ilerler ve 
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beĢinci haftanın baĢında primitif gonadlara ulaĢırlar (Sadler, 2010). Altıncı haftada ise 

genital kabartılara yerleĢirler. Gonadlara ulaĢamayan primordiyal germ hücreleri ise 

dejenere olurlar (Ross ve ark., 2016). Oogoniumlar ovaryumlara ulaĢarak mitoz 

bölünme ile çoğalır ve büyüyerek primer oositleri oluĢtururlar. Ovaryum stromasının 

hücreleriyle çevrili primer oositler, kortekste tek sıra epitel hücreleriyle çevrelenerek 

primordiyal folikülleri oluĢtururlar. Her iki ovaryumda yaklaĢık 500 bin kadar 

primordiyal folikül bulunur. Folikül içindeki primer oosit, 1. mayoz bölünmenin profaz 

aĢamasına girer ve diktiyat fazda bekler. Primer oositin çevresindeki foliküler 

hücrelerin, oosit maturasyon inhibitörü (OMĠ) salgıladığı ve oositin mayoz bölünme 

evresini engellediği düĢünülmektedir. Cinsel olgunluk döneminde foliküllerin bir kısmı 

atreziye ve apoptozise giderken bir kısmı da geliĢimlerine devam ederler. Yenidoğan bir 

kız çocuğunun ovaryumlarında yaklaĢık 2 milyon primer oosit vardır ( Karabulut ve 

DelilbaĢı, 2007). 

2.1.3. Ovaryum Histolojisi 

Ovaryumlar dıĢtan içe doğru korteks ve medulla olmak üzere iki bölümden oluĢur. 

Korteks ile medulla bölgeleri arasında kesin bir sınır yoktur. Korteks, en dıĢta tek katlı 

yassıdan tek katlı kübik hücrelere kadar değiĢkenlik gösteren bir epitel (germinal epitel) 

ile sarılıdır. Germinal epitelin altında ince bir fibröz yapıdan oluĢan Tunika albuginea, 

ovaryuma beyazımsı rengi verir (Kierszenbaum, 2006). Tunika albuginea, korteksi sıkı 

bir bağ dokusu tabakası olarak çevreler ve yaklaĢık 100 µm kalınlığındadır. Tunika 

albuginea‘nın altında yer alan korteksteki bağ dokusu (stroma) içinde primordiyal 

folikül kümeleri bulunur. Bu stromada bulunan tipik iğ biçimindeki fibroblastlar, 

hormonal uyarılara karĢı diğer organlardaki fibroblastlardan farklı yanıt verirler. 

Ovaryumun en iç kısmı ise gevĢek bağ dokusu yapısındaki medulla bölümüdür. 

Medulla, büyük kan damarları (ovaryumun sarmal ve kıvrımlı arteri ile venler), lenf 

damarları ve sinirler ile damarca zengindir (Kierszenbaum, 2006) (ġekil 2. 3).      
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                            ġekil 2. 3. Ovaryumun histolojik yapısı (Ross ve Pawlina, 2013). 

Sıçan ovaryumu tek sıralı kübik ya da prizmatik epitel ile örtülüdür. Bu epitel hilusta 

bursa ovarica tek katlı yassı epiteline karıĢır. Sıçan ovaryum folikülleri geliĢimleri 

boyunca ortalama, primordial folikül evresinde 25-30 μm, büyüme aĢamalarında 30-400 

μm, graff folikül evresinde 650-700 μmdir. Sıçan ovaryum oositleri ise primordial 

folikülde 18-20 μm, primordial folikülden graff foliküle kadar geçen büyüme 

aĢamalarında 40-60 μm iken graff folikülünde 80-90 μmdir (Bayraktaroğlu, 2012). 

2.2.  Cisplatin  

Cisplatin biyofizikçi Barnett Rosenberg tarafından 1960‘ larda keĢfedilen ilk jenerasyon 

platinyum bileĢiğidir. Bakteri ve memeli hücrelerindeki bölünmeyi araĢtıran Rosenberg, 

yaptığı çalıĢmalarda elektromanyetik radyasyon uygulamasının Escherichia coli‘nin 

hücre bölünmesini engellediğini fakat diğer büyüme yapılarını etkilemediğini 

gözlemledi. Bununla birlikte platin elektrotların bulunduğu büyüme alanında normalden 

yaklaĢık 300 kat daha uzun filamanlı bakteriler olduğunu gösterdi. Buna sebep olan 

bileĢenin aslında 1845‘te Peyron tarafından sentezlenen önceleri Peyron kloridi daha 

sonra ise cisplatin olarak adlandırılan platinin nötral bir sis izomeri olduğu anlaĢıldı ve 

1965 yılında yayınlandı. 1968 yılında yapılan bir çalıĢmada intraperitonal cisplatin 

uygulanan sarkomlu farede tümör boyutunda anlamlı bir gerileme olduğu gözlemlendi 
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ve cisplatin ilk defa 1971‘de kanser hastalarına uygulanmaya baĢlandı. 1978 yılında 

Amerikan Gıda ve Ġlaç Kurumu‘ndan onay alan cisplatin günümüzde de birçok kanser 

tedavisinde kullanılmaktadır (Erdoğan ve Uzaslan, 2003; Mastanabad, 2009; Gültekin 

ve ark., 2008; Doğan, 2008).  

 

2.2.1. Cisplatinin moleküler yapı ve özellikleri   

Cisplatin (Cl2H6N2Pt ), merkeze yerleĢmiĢ +2 değerlikli Platin atomuna bağlanan iki 

amonyum ve iki klordan oluĢan bir bileĢiktir (ġekil 2. 4). Cis ve trans olmak üzere iki 

izomeri vardır. Sitotoksik olan cis formu suda çözünebilir ve sitotoksik etkisini nükleer 

DNA‘ya bağlanarak gösterir. DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu bozarak sinyal 

iletim yolaklarını aktive eder  (Doğan, 2008).  

 

 ġekil 2. 4. Cisplatinin kimyasal yapısı (https://www.wikiwand.com/en/Cisplatin, 

EriĢim Tarihi: 21 Aralık 2020).   

Cisplatin hücrede mitokondriye zarar verir ve ATPaz aktivasyonunu engeller. Hücre 

döngüsünü duraklatarak hücresel taĢıma sistemlerinin değiĢimini gerçekleĢtirir. Bu da 

apoptoz, inflamasyon, nekroz ve hücre ölümü gibi bir dizi olaylara sebep olur (Gültekin 

ve ark., 2008). Ortamdaki klor iyonunun konsantrasyonu cisplatinin ilaç etkinliğinde 

önemlidir. Klor iyonunun konsantrasyonunun kanda ve ekstraselüler sıvılarda yaklaĢık 

100 mM olduğu durumda cisplatinin etkinliği daha azdır. Hücre içi klor iyonu 

konsantrasyonunda meydana gelen ani düĢmeler ilacın etkinliğini artırır (Revel ve 

Laufer, 2002). Tedavide kullanılan cisplatin, hücre içine Copper Transporter 1 (CTR1) 

(Bakır Transport Proteini) ile aktif olarak alınır (Kischkel ve ark.,1995; Koç ,2008). 

Cisplatin hücre içinde su ile tepkimeye girerek klor iyonlarının ikisini kaybederken iki 

su molekülü kazanır ve pozitif yüke sahip yeni bir molekül oluĢur. OluĢan bu molekül 

https://www.wikiwand.com/en/Cisplatin
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hücredeki RNA, proteinler ve özellikle DNA gibi nükleofilik moleküllerle tepkimeye 

girebilecek özelliktedir. Cisplatin DNA‘da N7 pozisyonunda olan pürin bazları ile 

tepkimeye girerek tekli bağ oluĢtururken iki DNA zinciri arasında ve DNA zincirindeki 

bazlar arasında kovalent çarpraz bağlar oluĢturur (ġekil 2.5), (Hikim ve ark., 2003 ; Van 

Loo ve ark.,2002). 

  

   ġekil 2. 5. Cisplatinin DNA ile oluĢturduğu bağlar (Hikim ve ark., 2003). 

Kovalent bağların oluĢumu sonucunda DNA‘nın yapısı bozulur. DNA sarmalındaki 

bozuk yapılara hasarı tanıyan, kromozomal yüksek mobiliteye sahip grup 1 ve 2 (HMG-

1 ve HMG-2) proteinleri, human RNA-polimeraz 1 transkripsiyon bağlanma proteini 

gibi histon olmayan proteinler bağlanır. Sarmal üzerindeki DNA hasarlı bölgelere 

bağlanan bu proteinler sinyal ileti yolaklarının birçoğunu aktive ederek hücre hasarı ve 

ölümüne yol açar (Doğan, 2008). 

2.2.2. Cisplatinin toksik etkisi 

Cisplatin en çok kullanılan kemoteropatik ajanlardan biri olmasına rağmen toksik etki 

mekanizması net olarak açıklanamamıĢtır ve birkaç farklı mekanizma ileri sürülmüĢtür. 

Bu mekanizmalardan biri, cisplatinin doğrudan sitotoksik Platin-DNA kompleksini 

oluĢturduğudur (ġekil 2. 6).  
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ġekil 2. 6. Cisplatin-DNA bağlanması ( Sabuncuoğlu ve ÖzgüneĢ, 2010) 

Pozitif yüke sahip Pt atomu hücresel DNA, RNA ve proteinleri bağlayabilmektedir ve 

özellikle Platin-DNA kompleksinin hücre bölünmesinde önemli toksik etkileri 

mevcuttur. Diğer mekanizma ise, cisplatinin aktif glutatyon (GSH) ile birleĢmesi 

sonucu oluĢan reaktif tiyollerle toksisite oluĢturmasıdır. Gama glutamil transpeptidaz 

(GGT), hücre dıĢında glutatyonu glutamik asite ve sisteinil glisine ayırır. Sisteinil glisin, 

diaminopeptidazla glisin ve sisteine parçalanarak bir kısmı tekrar hücre içine alınır. 

Hücreye alınan aminoasitler ile GSH hücre içinde yeniden oluĢturulur ve oluĢan reaktif 

tiyoller toksik etki ile hücre ölümüne yol açabilir (Hanigan ve Devarajan, 2003). 

Cisplatin, teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkili bir ajandır (Florea ve Büsselberg, 

2009; Kayaalp, 1998). Aynı zamanda cisplatin spermatotoksiktir ve cisplatine bağlı 

testiküler hasar direkt olarak spermatogenik hücrelerde ve Sertoli hücrelerinde 

görülürken Leydig hücrelerinde de fonksiyon bozukluğuna neden olmaktadır (Azu ve 

ark., 2010). Leydig hücrelerindeki etkisinden dolayı cisplatin kullanımı serum 

testosteron düzeylerinde ve intratestiküler P-450 seviyelerinde azalmaya sebep 

olmaktadır. Yüksek mitotik aktiviteye sahip olduğu için testis germinal epitel hücreleri, 

sitotoksik kemoterapötiklere karĢı duyarlıdır. Tedavide hastanın yaĢı, kümulatif doz ve 

kullanılan ajanlara bağlı olarak gonad fonksiyonlarındaki etki değiĢiklik gösterir.  
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Kemoterapötik ajanlar,  germ hücrelerinde mutajenik değiĢikliklere ve gonadal hormon 

kaybına neden olabilirler. Fetus üzerinde de teratojenik etkiye sebep olabilirler. 

Cisplatin gonadları en çok suprese eden kemoterapötik ilaçlardan biridir (Dilek, 2010). 

Over kanseri tedavisinde cisplatin veya karboplatin uygulanan kadınlarda, lösemi 

geliĢme riskinin dört kat fazla görüldüğü bildirilmiĢtir (Klaassen, 2001). Yapılan bir 

çalıĢmada cisplatin uygulanan sıçanlarda sperm üretimi ve seminifer tübül çapında 

azalma gözlenmiĢ ve seminifer tübülde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase-Mediated Deoxyuridine Triphosphate DNA Nick-End Labelling) pozitif 

hücrelerde artıĢ olduğu bildirilmiĢtir (Favareto ve ark., 2011). Cisplatin kullanılan 

hastaların çoğunda azospermi görülse de bu hastaların çoğunda spermatogenez 4 yıl 

içinde geri dönmektedir (Perk ve ark., 2005). Cisplatinin etkinliğinin daha fazla fakat 

toksik etkisinin daha az olduğu analogları araĢtırılmaktadır (Uehara ve ark., 2005).  

Cisplatinin doz kısıtlayıcı toksik etkisinin olması, karboplatin gibi platin kökenli ve 

nefrotoksik olmayan türevleri geliĢtirse de cisplatin, platin içeren ajanlar içinde en sık 

tercih edilen kemoteropatik ajandır (Goyer ve ark., 2001). OluĢan yan etkileri önlemek 

için cisplatinin hızlı enjeksiyonundan kaçınılmıĢ uygulamada uzun süreli infüzyon 

tercih edilmiĢtir. Böylece ilaç miktarı azaltılarak elimine edilmesi sağlanmıĢ ve toksik 

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

Ġlacın toksik etkisini önlemek için koruyucu olabilecek ilaçlar araĢtırılmıĢ ve bu konuda 

çok sayıda araĢtırma deneyleri yapılmıĢtır. Bu deneylerde kullanılan vitamin C, vitamin 

E,  melatonin, yaban mersini, likopen gibi pek çok antioksidan maddenin cisplatine 

bağlı toksisiteyi azalttığı kanıtlanmıĢtır (Pandır ve Kara, 2013; Cadabak, 2008; Pandır 

ve ark. 2014). 

 

2.3. Serbest radikaller   

Vücuttaki hücreler enerji üretirken, moleküllerin oksidasyonu ve indirgenmesi gibi 

birtakım kimyasal reaksiyonlar oluĢur. Bu kimyasal reaksiyonlar sonucunda da yüksek 

derecede reaktif moleküller meydana gelir. Bu moleküllerin elektrik yükleri pozitif, 

negatif ya da nötral yüklü olabilir. Serbest radikaller olarak bilinen bu moleküller 

vücutta normal oksijen kullanımına bağlı olarak sürekli olarak üretilirler (Kopani ve ark, 

2006; Tiwari,2004). Son yörüngelerinde bir ya da birden fazla eĢlenmemiĢ elektron 
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bulunduran serbest radikaller, kimyasal olarak aktif ve kısa ömürlüdürler. Son 

yörüngelerinde serbest elektron olması nedeniyle radikal olmayan maddelerle kolay 

etkileĢime girerek onları da radikal yaparlar ve bir dizi zincir reaksiyonu baĢlatabilirler. 

Yapılan çalıĢmalarda serbest radikallerin herhangi bir patolojik durumda aerobik 

hücrelerde yan ürün olarak oluĢabildiği ve hücrelerde molekül değiĢimlerine ve gen 

mutasyonlarına yol açtığı gösterilmiĢtir. Ayrıca serbest radikallerin yaĢlanma ve doku 

yıkımında da rol aldığı ile ilgili çalıĢmalar vardır (Gutteridge, 1995; Fernandez ve 

Simitzu, 1991). 

 Serbest radikaller, organizmada lipitlerin ve proteinlerin parçalanması, inflamatuvar 

süreçler, enerji üretimi gibi hücresel tepkimelerin yan ürünü olarak sürekli 

oluĢmaktadır. OluĢan bu serbest radikaller, antioksidan savunma gücünün harekete 

geçmesi ile birlikte homeostaz gerçekleĢtiğinde organizma için yararlı olmaktadırlar. 

Radyasyon, infeksiyon, oksijen toksisitesi, ilaç toksisitesi gibi nedenlerle bu denge 

bozulduğunda ise serbest radikaller zararlı olmaktadır. Serbest radikaller oksijen ya da 

nitrojen kaynaklı oluĢuna göre serbest oksijen radikalleri (ROS) ve serbest nitrojen 

radikalleri (RNS) olarak isimlendirilir (Valko ve ark., 2006; Uysal, 1998; Halliwell, 

1996). Süperoksit, alkoksil, peroksil, hidroksil (OH
-
)
 
ve lipit peroksil reaktif oksijen 

radikallerinden, nitrik oksit ve nitrojen dioksit ise reaktif nitrojen radikallerindendir 

(Karabulut ve Gülay, 2016). 

2.3.1. Serbest oksijen radikalleri   

Serbest radikallerden en önemli olanlar özellikle serbest oksijen içeren radikallerdir. 

Bunlardan doğal oksijen molekülünden bir elektron alarak oluĢan Süperoksid 

Radikalinin (O
- 
) en önemli kaynağı elektron transport zinciri (ETZ) dir (Erden,1992) . 

Metal iyonlarını redükleyici etkiye ve oksitleyici özelliğe sahip Süperoksid radikali 

hidrojen peroksit (H2O2) kaynağıdır. Mitokondride enerji reaksiyonları sırasında 

kullanılan oksijenin yaklaĢık % 1-5‘i süperoksit yapımı ile sonlanmaktadır (Fernandez 

ve Simitzu,1991). H2O2, moleküler oksijenin etrafındaki moleküllerden iki elektron 

almasıyla oluĢan peroksitin iki proton (H
+
) ile birleĢmesi sonucu oluĢur. Süperoksidin 

etrafındaki moleküllerden bir elektron alması ile meydana gelen peroksitin iki proton 

(H
+
) ile birleĢmesi sonucu yine H2O2  meydana gelir (Uysal, 1998). 
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Genellikle oksidanlar olarak adlandırılan H2O2, bir serbest radikal değildir fakat serbest 

radikal biyokimyasında önemli yeri vardır. H2O2  gibi oksidan türleri bazı fizyolojik ve 

ya patolojik durumlarda canlılar tarafından üretilerek organizmada serbest radikal 

reaksiyonlarına yol açabilirler (Pham-Huy ve ark., 2008; Karabulut ve Gülay, 2016). 

2.3.1.1. Serbest oksijen radikallerinin hücre hasarındaki rolü   

Hücrelerdeki metabolik reaksiyonların gerçekleĢmesi için kullanılan oksijenin %90‘ı 

oksidatif fosforilasyon sırasında mitokondride kullanılır ve bu oksijenin %1-3 kadarı 

yine mitokondrilerde ROS‘a dönüĢtürülür (Cankurtaran, 2005; Muller ve ark., 2004). 

Normal koĢullarda serbest radikaller metabolik reaksiyonlar sonucunda mitokondrilerde 

sürekli üretilmektedir. Serbest radikal düzeyleri yüksek olduğunda, serbest radikaller 

DNA, protein, karbonhidratlar, lipidler gibi hücre bileĢenleriyle etkileĢerek hücrelerde 

yapı ve fonksiyon bozukluklarına yol açar (Seitz ve Stickel, 2006).  

Serbest oksijen ve nitrojen radikalleri, DNA ile etkileĢime girerek Ģeker grubundan 

hidrojen atomlarının kaybına ya da ilavesine sebep olurlar ve oksidatif hasara yol 

açarlar. Özellikle, hidroksil radikali, pirimidinin C4-C5 çift bağı üzerinde oldukça 

etkilidir. Bu etkileĢimler sonucunda timin glikol, urasil glikol gibi oksidatif pirimidin 

hasar ürünleri oluĢur. Serbest radikallerin DNA ile etkileĢimi poli sentetaz enzimini 

(ADP-riboz) aktive eder. Bu aktivasyon programlanmıĢ hücre ölümüne ve DNA‘nın 

parçalanmasına neden olur. Böylece, ETZ fonksiyonları bozulur ve NAD
+ 

seviyeleri 

hücresel düzeyde tüketilir (Sarma ve ark., 2010; Karabulut ve Gülay, 2016). Hücre 

dıĢında oluĢan serbest oksijen radikalleri hücre içine hücre zarından girerken hücre 

zarında toksik etki yaratır ve hücrelerin oksidan savunma kapasitelerinin üzerinde 

oluĢtuğunda ise hücre ve organlarda hasar oluĢtururlar (Cheeseman ve Slater, 1993).  

Serbest radikallerin lipitler ile reaksiyona girmesi ile oluĢan lipit peroksidasyonu, 

yüksek miktarda toksik yan ürünlerin üretilmesine sebep olur ve oluĢan yan ürünler 

ikinci haberciler gibi hareket ederek üretildiği bölgeden daha uzak bölgelerde etkilerini 

gösterirler ve oldukça zararlıdırlar (Devasagayam ve ark., 2003).  

Serbest radikaller, gözlerde katarakt, maküler dejenerasyon oluĢumu, retinopatide;  sinir 

sistemi hastalıklarında; böbreklerde renal yetmezlik ve glomerulonefritte; solunum 
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sisteminde astım, kronik obstrüktif akciğer hastalığı, amfizem, respiratuvar distress 

sendromu gibi yüze yakın hastalıkta doku hasarına neden olmaktadır (Collard ve 

Gelman, 2001).  

2.3.1.2. Lipid peroksidasyonu ve Malondialdehit    

Serbest oksijen radikalleri hücre membranındaki fosfolipid, glikolipid gibi yağ asitleri 

üzerine etki ederek aldehid, hidroksi yağ asitleri, peroksit, alkol gibi zararlı ürünlere 

dönüĢürler ve lipit peroksidasyonunu baĢlatırlar (Valko ve ark., 2006). Lipid 

peroksidasyonu; birçok organizmaya hasar veren, baĢlangıç, zincir geliĢimi ve sonlanma 

olmak üzere üç aĢamada gerçekleĢen reaksiyonlar sürecidir. Bu aĢama ilk olarak 

organizmada meydana gelen serbest oksijen radikalinin membran yapısındaki α-metilen 

grubundan hidrojen atomunu uzaklaĢtırmasıyla baĢlar. Lipid hidroperoksitlerinin, 

aldehid ve karbonil bileĢiklerine dönüĢmesi ile son bulur. Lipid peroksidasyonunda son 

ürün olarak oluĢan malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE)  en önemli 

olan ürünlerdendir (Gutteridge, 1995; Baydas ve ark., 2003), (ġekil 2.7). Yüksek 

reaktivite gösteren MDA, membran fonksiyonlarına ve yapısına zarar verecek yıkımlara 

sebep olabilmekte ve oksidatif gösterge olarak yaygın kullanılmaktadır (Draper ve 

Hadley, 1990). Hücre membranında çapraz bağlanma ve polimerizasyona neden olan 

MDA, membran reseptörlerini ve bağlı enzimleri inaktive ederek esneklik kaybına ve 

geri dönüĢümü olmayan hasarlara yol açarken hücre DNA‘sında mutajenik etkiye sebep 

olur (Goulart ve ark., 2005; Ayala ve ark., 2014). 
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.  ġekil 2. 7. Serbest oksijen radikallerine bağlı oluĢan lipit peroksidasyon ürünleri 

(Özcan ve ark., 2015)    

 2.3.2.Nitrik Oksit  

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

ve nitrik oksit de bu grupta yer alır. Nitrik oksit, oluĢan süperoksit radikallerini nötralize 

eden ve endotel hücrelerinde kalsiyum kalmodulin bağımlı nitrik oksit sentaz enzimi ile 

üretilen haberci bir moleküldür. Nitrik oksit sentaz enzimi, sinir sistemi baĢta olmak 

üzere, trombositlerde,  damar endotellerinde ve birçok dokuda trombosit agregasyonunu 

inhibe edici ve damar gevĢetici etkiye sahiptir (Strand-Amundsen ve ark., 2018; 

Eltzschig ve Eckle, 2011).  

Arjinin, NADPH-bağımlı olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafından katalize 

edilerek sitrülline dönüĢtürülür ve bu reaksiyon sırasında nitrik oksit üretilir (ġekil 2.8.), 

(Ogun ve ark. 2016; BüyükafĢar, 2005).  
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ġekil 2. 8. Cisplatin-DNA kimyasal bağlanması ( BüyükafĢar, 2005) 

 

NOS enziminin farklı hücre komponentlerinde endotelyal (eNOS), indüklenebilir 

(iNOS) ve nöronal (nNOS) enzimi Ģeklinde üç tip izoformu bulunur (Forstermann ve 

Sessa 2012). Bu da nitrik oksitin özellikle patoloji durumlarda oksidan etki sağlayarak 

nörotransmitter ve kan basıncı düzenleyicisi olarak iĢlev yapmasında rol oynar (Salman 

ve Ashraf 2013).  

AraĢtırmacılar nitrik oksitin sitokrom C oksidaz enzimini inhibe edebildiğini ve 

mitokondride nitrik oksitin, serbest oksijen ve nitrojen türlerinin üretimini arttırdığını 

ileri sürmüĢlerdir (Bolisetty ve Jaimes 2013). 

 2.4. Antioksidanlar  

Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerinin oksidasyonunu engelleyen, ortadan 

kaldıran ya da oksidasyon reaksiyonunun gecikmesine sebep olan maddelerdir (Yılmaz 

ve ark., 2015). Antioksidanlar, reaksiyonları yavaĢlatarak ya da sonlandırarak serbest 

oksijen radikallerinin etkisiz hale gelmesini ve olumsuz etkilerinin azalmasını sağlarlar 

(Gutteridge, 1995). Antioksidan savunma, deoksidasyon iĢlemlerinin gerçekleĢtiği 

maddelere göre enzimatik ya da nonenzimatik savunma olarak adlandırılır. SOD, CAT, 

GST ve GPx rol alıyorsa enzimatik antioksidan savunma olarak isimlendirilirken, A, E, 

C vitamini, glutatyon, ürik asit gibi maddeler rol alıyorsa nonenzimatik antioksidan 

savunma olarak isimlendirilir (Perk ve ark., 2005). Nonenzimatik antioksidan ise 
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endojen ve ekzojen olmak üzere iki grupta sınıflandırmıĢlardır (Gupta ve ark., 2014), 

(ġekil 2.9). Bu maddelerin oluĢturduğu antioksidan savunma sayesinde serbest 

radikallerin zararlı etkisi engellenerek hücreler korunmuĢ olur (Dilek, 2010).  

 

ġekil 2. 9. Antioksidanların sınıflandırılması (Gupta ve ark., 2014). 

2.4.1.Oksidatif stres ve antioksidanlar 

Canlıda metabolik olaylar gerçekleĢirken oluĢan süperoksit, hidroksil ve H2O2 gibi 

serbest oksijen radikallerinin artıĢı ile bunların detoksifikasyonundaki antioksidanların 

yetersizliği oksidatif dengenin bozulmasına yol açar. Bu da oksidatif stres olarak 

tanımlanır (Özcan ve ark., 2015). Oksidatif streste süperoksit ve nitrik oksit üretimi, 

mitokondriyal elektron taĢınımını, bazı nörotransmitterlerin (norepinefrin, dopamin vb.) 

oksidasyonu ile gerçekleĢen oksidan oluĢumunu ve doku hasarını tetiklemektedir 

(Warner ve Sheng, 2004). Serbest radikallerin etkisi ile protein, lipit ve DNA gibi 

makromoleküllerin oksidatif hasara uğraması sonucu açığa çıkan malondialdehit 

(MDA), 8-hidroksiguanin (8-OHG),  protein karbonil (PCO) gibi ürünlerin 
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biyokimyasal ve histokimyasal analizleri ile ölçülmesi oksidatif hasar varlığını belirler. 

Organizmada sentezlenen antioksidanların yanısıra dıĢarıdan alınan antioksidanların, 

hücreleri oksidatif hasara karĢı koruyuculuğu ile ilgili çalıĢmalar son yıllarda giderek 

artmaktadır ve daha çok antioksidan aktivitesi yüksek olan fakat organizmaya zararı 

olmayan sentetik bileĢikler tercih edilmektedir (Özcan ve ark., 2015) 

2.5.  Edaravon 

MCI-186 olarak da isimlendirilen edaravonun kimyasal formülü C10H10N2O ' dur ve 

hidrazin ve 3-oksopropiyonik asit ester türevleri ile sentezlenir (ġekil 2.10).  174, 2 g 

düĢük molekül ağırlığında ve pKa değeri 7,0'dır. Yağda ve suda çözünebildiği için 

hücre membranından hatta kan beyin bariyerinden geçebilir ve nöroprotektif etkilidir 

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

  

ġekil 2. 10. Edaravonun kimyasal formülü (https://www.wikiwand.com/en/Edaravone   

EriĢim Tarihi: 21 Aralık 2020) 

Edaravon, amin, keto ve enol olmak üzere üç farklı tautomerik forma sahiptir (ġekil 2. 

11). Vitamin C ve vitamin E özelliklerini taĢıyan edaravonun yaklaĢık %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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ġekil 2. 11. Edaravonun tautomerik formları (Hata ve ark., 2014) 

Yarı ömrü 5,4 dakika olan edaravonun antioksidan özelliğinin yanısıra antiapoptotik, 

nöroprotektif, anti-enflamatuvar özellikleri de vardır. Aynı 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 toplayıcısıdır ve proinflamatuar sitokin 

üretimini inhibe ederek lipid peroksidasyon hasarını azaltmaktadır (Kano ve ark., 2007). 

Edaravon anyonundan peroksil radikaline bir elektronun transfer olması ile edaravon 

radikali ve peroksil anyonu oluĢur. Bu reaksiyon sonucu lipid oksidasyonundaki zincirin 

kırılması ile edaravon peroksil radikali bir hidrojen atomu ve bir elektron vererek 4, 5-

dion‘a dönüĢür. 4,5 dionun hidrolizi sonucu 2-okso-3-(fenilhidrazon)- butonoik asite 

(OBP) dönüĢür ve oluĢan OBP antioksidan özellik gösterir (Higashi ve ark., 2006; 

Zhang  ve ark., 2005), (ġekil 2.12). 
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ġekil 2. 12. Edaravonun antioksidan etki mekanizması (Patel ve ark., 2014). 

Edaravon, iskemik inme, parkinson ve amyotrofik lateral skleroz gibi dejeneratif 

nörolojik ya da serebral vasküler bozukluklardan kaynaklanan nöronal ve mitokondriyal 

hasarı, apoptoz riskini, serbest hidroksil radikallerini ve peroksinitrit radikallerini 

temizleyerek azaltır (Qin ve ark., 2016), (ġekil 2.13). Serbest radikal oluĢumu ve 

oksidatif strese karĢı edaravon, lipid peroksidasyonunun etkisini sınırlandırarak 

hastalığın ilerlemesini engeller (Inokuchi ve ark., 2009). Ġskemik inmede ise bölgesel 

kan akımını ve serebral ödemi  tersine çevirdiği bildirilmiĢtir (Hironaka ve ark., 2011). 

Edaravon antioksidan etkisini prostasiklin üretimini artırarak ve araĢidonik asit 

tepkimesindeki lipooksijenaz inhibisyonu ile gösterir. Hidroksi radikallerini yakalayıp 

alloksana bağlı lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Reaktif oksijen radikallerinin 

oluĢturduğu hücresel hasarı önleyerek etkisini gösterir (Schwab ve Bartholdi, 1996; 

Masuda ve ark., 2017).   
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ġekil 2. 13. Edaravonun nöronal etki mekanizması  

(https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0020677.g008 

EriĢim Tarihi: 21 Aralık 2020) 

Edaravon‘un hidroksil radikalini kurtarıp, lipoksijenaz aktivitesini inhibe etmesi 

nedeniyle kardiyak iskemi reperfüzyon hasarını önlediği ve  edaravon ile yapılmıĢ 

birçok çalıĢmada beyin ve karaciğer hasarında iskemi baĢlatıldığı sırada verilmesinde 

bile koruyucu etkisinin olduğu gösterilmiĢtir (Amemiya ve ark., 2005).  

SMA hastasından indüklenmiĢ pluripotent kök hücreleri (iPSC) kullanılarak  yapılan bir 

çalıĢmada serbest radikal temizleyicisi olan edaravonun terapötik potansiyeli  

değerlendirilmiĢ ve edaravonun, iPSC'lerden türetilen spinal motor nöronlarda artan 

reaktif oksijen radikallerinin ve mitokondriyal reaktif oksijen radikallerinin oluĢumunu 

inhibe ettiği ve oksidatif stresin neden olduğu apoptozu tersine çevirdiği gözlenmiĢtir. 

Bu çalıĢmada, oksidatif stres ile artan kaspaz 3 ve hücre ölümü edaravon ile azalmıĢtır 

(Ando ve ark.,2017) (ġekil 2.14). 

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

Edaravonun antioksidan etkinliğinin araĢtırıldığı iskemi reperfüzyon çalıĢmaları da 

mevcuttur. Beyin iskemi reperfüzyon hasarında Bax- Bcl2 bağımlı antiapoptotik 

reaksiyonla nöroprotektif etki göstermiĢtir (Amemiya ve ark., 2005). Ovaryum iskemi 

reperfüzyon hasarında ise hemoraji, ödem oluĢumu gibi doku hasarları derecelendirilmiĢ 

ve edaravonun antioksidan etkisi ile hasarın azaldığı gözlemlenmiĢtir (Kara ve ark., 

2012).  



 

 

 

3. MATERYAL VE METOD 

Bu çalıĢmanın planlanması ve yürütülmesi Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji-

Embriyoloji Anabilim Dalı‘nda gerçekleĢmiĢtir ve çalıĢma için Erciyes Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu‘nun (ERÜ-HADYEK) 18.01.2019 tarih ve 19/001 

nolu kararı ile onay alınmıĢtır. Erciyes Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Birimi 

tarafından TDK-2019-9118 proje kodu ile desteklenen proje için Erciyes Üniversitesi 

Deneysel ve Klinik AraĢtırma Merkezi‘nde (DEKAM) yetiĢtirilen 8-10 haftalık Wistar 

albino tipi sıçanlar, veteriner hekim kontrolünde Uluslararası Hayvan Hakları Evrensel 

Beyannamesine uygun olarak kullanılmıĢtır. 18-22 
o
C oda sıcaklığında 12 saat aydınlık/ 

12 saat karanlık fotoperiyodu uygulanmıĢ ve standart laboratuvar diyeti ve su ihtiyaçları 

sağlanmıĢtır. Uygulamadan 10 gün önce sıçanlar karantina altına alınmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda 8-10 haftalık Wistar albino tipi 150-220 gr ağırlığında 40 adet diĢi sıçan 

kullanılmıĢtır. Sıçanlar tartılarak ağırlıkları birbirine yakın olacak biçimde 8 kafese, 5‘ 

erli olarak yerleĢtirilmiĢtir ve 4 gruba ayrılmıĢtır.  

3.1. Deneysel çalıĢma 

8-10 haftalık 40 adet Wistar albino tipi diĢi sıçanlar her grupta 10‘ar tane olacak Ģekilde 

4 gruba ayrıldı: 

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 uygulaması ve gruplar 

   

Grup 

Grup adı N Uygulama Miktar Doz 

1 Kontrol  10  Yok Yok  Yok 

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

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

4 Cisplatin+edaravon 

grubu  

10 Cisplatin+edaravon 7,5 mg /kg  

+1 mg /kg 

Tek doz/gün  

 

Grup 1 kontrol grubuydu, herhangi bir iĢlem yapılmadı. Deney sonlandırılacağı zaman 

ketamin (45 mg/kg)+ xylazin (5 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi uygulandı. 

Biyokimyasal analizleri için steril tüplere kalplerinden kan alınarak hedef organ olan 

ovaryumlar çıkarıldı. Grup 2‘ye (cisplatin grubu) 7,5 mg/kg cisplatin tek doz verildi ve 

herhangi bir iĢlem yapılmadı. Ġlaç uygulamasından 72 saaat sonra deney 

sonlandırıldığında ketamin (45 mg/kg) + xylazin (5 mg/kg) kombinasyonu i.p. olarak 

uygulandı. Biyokimyasal analizleri için kalplerinden steril tüplere kan alındı ve 

ovaryumlar çıkarıldı. 

 Grup 3‘e (edaravon grubu) 1mg/kg edaravon tek doz i.p. verildi. Deneyin son 

aĢamasında ketamin (45 mg/kg)+ xylazin (5 mg/kg) i.p. anestezi uygulanarak 

biyokimyasal değerlendirme için steril tüplere kalplerinden kan alındı ve hedef organ 

ovaryum çıkarıldı.  

Grup 4‘e ( cisplatin+ edaravon grubu) 7,5 mg/kg i.p. tek doz cisplatin ile 1mg/kg 

edaravon i.p. tek doz uygulandı. Ġlaç uygulamasından 72 saat sonra ovaryumlar cerrahi 

olarak çıkarılarak % 10‘luk Formaldehit solüsyonunda histolojik inceleme yapılana 

kadar fikse edildi. 

 Kaspaz 3, kaspaz 8, TUNEL ve hematoksilen-eosin ile immünohistokimyasal ve 

histopatolojik değerlendirme yapmak için ovaryum dokuları parafine gömüldü. 

Ġntrakardiyak alınan kan örnekleri malondialdehid (MDA) ve nitrik oksit (NO) 

düzeylerinin belirlenmesi için ependorf tüplerde daha sonra çalıĢılmak üzere -80°C‘de 

saklandı.  
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3.2. IĢık mikroskobu incelemeleri 

3.2.1. Doku takibi 

%10‘luk formaldehit solüsyonundaki ovaryum doku örnekleri ıĢık mikroskobik 

inceleme ve immünohistokimyasal boyama için 72 saat süreyle tespit edildikten sonra 

dehidratasyon iĢlemi için artan alkol serilerinden geçirildi. Ksilen ile Ģeffaflandırılma 

iĢleminin ardından doku örnekleri 60°C‘de eriyik parafinde bir gece etüvde bekletilip 

bloklandı (Tablo 3. 2). 

Tablo 3. 2. Doku Takip Yöntemi 

 

Sıra 

 

Kimyasal Madde 

                                              

Süre 

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 Absolü Alkol             1 saat 

8 Absolü Alkol             1 saat 

9 Absolü 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 gömülen ovaryum dokularından rodajlı lamlara 5 µm kalınlığında 

kesitler alındı ve ıĢık mikroskobunda yapılacak histolojik değerlendirme için 

Hematoksilen & Eozin ile boyandı (Tablo3.3).  
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Tablo 3. 3. Hematoksilen & Eozin Boyama yöntemi 

    Sıra Yapılan ĠĢlem Süre 

1 Etüv (60 °C) 2 saat 

2 Ksilen I 10 dakika 

3 Ksilen II 10 dakika 

4 Ksilen III 10 dakika 

5 Absolu Alkol I 5 dakika 

6 Absolu Alkol II 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 I 5 dakika 

21 Absolu Alkol II 5 dakika 

22 Ksilen I 5 dakika 

23 Ksilen II 5 dakika 

24 Ksilen III 5 dakika 

25 Kapatma(entellan)  

 

3.2.3. Histopatolojik analiz 

Hematoksilen & Eozin ile boyanan kesitlerin ıĢık mikroskobu (Olympus
®
 Inc. Tokyo, 

Japan) altında değerlendirildi. Doku hasarı olup olmadığını, varsa Ģiddetini belirlemek 

için mikroskobik alanlar tarandı ve histopatolojik değiĢiklikler hemoraji, ödem, 

konjesyon, lökosit infiltrasyonu ve folikül dejenerasyonu açısından tanımlandı. Her 

gruptan 50 alan taranarak hasar Ģiddeti 0 – 3 arasında skorlanarak gösterildi. 
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Histopatolojik skorlama en yüksek alana göre belirlenerek yapıldı. Semikantitatif analiz 

yapılarak patolojik bulgu yok ise 0, patolojik bulgular sırasıyla incelenen alanda <%33, 

%33-66 ve >%66 Ģeklinde ise 1, 2, 3 olarak belirlendi. Her parametre için belirlenen 

skorlar toplanarak toplam skor hesaplandı (Tablo 3. 4), ( Kart ve ark.,2011; Geyikoğlu 

ve ark., 2019; Kara ve ark., 2012; Pandır ve ark.,2014) 

Tablo 3. 4. Ovaryumun Histolojik Hasarı için kullanılan skorlama tablosu 

    Grade Hemoraji  Ödem  Vasküler 

Konjesyon  

Lökosit 

infiltrasyonu 

Folikül 

dejenerasyonu 

Grade 0 patolojik 

bulgu yok 

patolojik 

bulgu yok 

patolojik 

bulgu yok 

patolojik                                         

bulgu yok 

patolojik 

bulgu yok 

Grade 1 <%33 <%33       <%33      <%33 <%33 

Grade 2 %33-66 %33-66 %33-66 %33-66 %33-66 

Grade 3 >%66 >%66 >%66 >%66 >%66 

 

Grade 0; patolojik bulgu yok, Grade 1, 2, 3 ise patolojik bulguların sırasıyla incelenen 

alanın <%33, %33-66 ve >%66 olması Ģeklinde belirlenmiĢtir (Kara ve ark., 2012; 

Pandır ve ark.,2014) 

3.3. TUNEL  

TUNEL için parafin bloklardaki ovaryum doku örneklerinden poly-L-Lysine kaplı 

lamlar üzerine alınan kesitler 2 saat 60°C‘lik etüvde bekletilerek parafini giderildi. 5‘er 

dakika Ksilen I, Ksilen II, Ksilen III serisinde bekletilen ve parafini arındırılan doku 

örnekleri azalan alkol serilerinden (%100, %96, %80, %70) 5‘er dakika geçirilip suya 

indirildi. Suarge Biyotek San ve Tic. Ltd. ġti.‘nden temin edilen Roche firmasının ticari 

kiti kullanılarak çalıĢıldı (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein). Fosfat 

tamponu ile iki kez 5‘er dakika yıkanan örnekler antijen geri kazanımı için 0.01 M %5‘ 

lik sodyum sitrat tamponuna alınarak 350 W‘de 5 dakika mikrodalga fırında bekletildi. 

Daha sonra soğuması için 10 dakika oda ısısında bırakıldı. 5‘er dakika PBS ile 2 kez 

yıkanan doku örnekleri nem kamara içerisinde TUNEL reaksiyon karıĢımı ile 37°C 

etüvde 60 dakika inkübe edildi. 5‘er dakika PBS ile 2 defa yıkanan doku örneklerine 

4‘,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile zıt boyama yapıldı. Distile su ile yıkanan 

örneklere kapatma solüsyonu (UltraCruz
TM

 Mounting Medium) uygulanıp lamel ile 

kapatıldı. Olympus
® 

BX51 Floresan mikroskobu ile 450-500 nm dalga boyunda 
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incelenerek görüntü alındı. 40X objektifte, apoptotik indeks için her kesitten on farklı 

alan taranarak apoptotik hücreler sayıldı. 

3.4. Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 tayini 

Aktif Diagnostik‘ten temin edilen Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 antikoru kullanılarak çalıĢıldı. 

Ovaryumdan alınan kesitlerin Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 ile immünohistokimyasal 

boyamaları yapıldı. Her iki antikor için de aynı metod uygulandı.  Dokular 1 saat etüvde 

bekletildikten sonra Ksilen I, ksilen II ve ksilen III‘de 5 dk bekletildi. Azalan alkol 

serilerinden (%100, 96, 80, 70). 3‘er dk geçirildi ( Tablo.3. 5). 3 kere distile su ile 3 

kere PBS ile 5 dakika yıkanan kesitler 12 dakika endojen peroksidaz aktivitesini 

engellemek için %3 H2O2‘te bekletildi. PBS ile 3 kere 5 dakika daha yıkandı. Antijenik 

alan dıĢındaki bölgeleri kapatmak için 5 dakika normal serum uygulandı. Primer antikor 

damlatıldı. Daha sonra negatif kontrol için ise fosfat tamponu damlatılarak örnekler tank 

içerisine yerleĢtirilip bir gece +4°C‘de bekletildi. 30 dakika oda ısısında inkübe edilip 

PBS ile yıkandı. Oda sıcaklığında 10 dakika biotin sekonder antikorla inkübe edildi. 

Tekrar PBS ile yıkanıp oda sıcaklığında 10 dakika streptavidin peroksidaz ile bekletildi. 

Yıkama sonrası immünreaktivitenin görünür hale gelmesi için diaminobenzidin (DAB) 

kromojen ile 5 dakika muamele edildi. 3 dakika 2 kere distile su ile yıkandı. 

Hematoksilen ile 1 dakika zıt boyama yapılarak su ile yıkandı. Artan alkol serileri ile 

sudan arındırılan örnekler ksilenden geçirilerek entellan ile kapatıldı. Ksilenle kapatılan 

örnekler ıĢık mikroskobu ile incelendi. Her gruptan örneklerde on farklı alan taranarak 

immünoreaktivitesinin yoğunluğuna bakılarak skorlama yapıldı. Ġmmünoreaktif 

yaygınlık ve yoğunluk Ģiddetine göre hafif, orta, yoğun dağılım olarak değerlendirildi. 

Grup içi ve gruplar arası olarak skorlanarak istatistiksel değerlendirmesi yapıldı. 
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Tablo 3. 5. Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 ile immünohistokimyasal boyama yöntemi 

    Sıra Yapılan ĠĢlem Süre 

1 Etüv (60 °C)                              1 saat 

2 Ksilen I 5 dakika 

3 Ksilen II 5 dakika 

4 Ksilen III 5 dakika 

5 Absolu Alkol I 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 % 3H2O2 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 

Radish Peroksidaz 

10 dakika 

20 PBS 3x5 dakika 

21 DAB Kromojen 5 dakika 

22 Distile Su 2x3 dakika 

23 Hemotoksilen 1 dakika 

24 ÇeĢme suyu 1 dakika 

25 %70 Alkol  5 dakika 

26 %80 Alkol 5 dakika 

27 %96 Alkol 5 dakika 

28 Absolu Alkol I 5 dakika 

29 Absolu Alkol II 5 dakika 

30 Ksilen I 5 dakika 

31 Ksilen II 5 dakika 

32 Kapatma(entellan)  

 



29 

 

3.5. Biyokimyasal analizler 

3.5.1. Malondialdehit (MDA) düzey tayini 

Deneklerden alınan kan örnekleri daha sonra çalıĢılmak üzere santrifüj edilerek 

ependorf tüpünde  -80 °C‘ye kaldırıldı. ELISA yöntemi ile Atlas Biyoteknoloji Lab.‘tan 

temin edilen MDA (Cat. No: E0156Ra, Bioassay Technology Laboratory) kitine uygun 

olarak çalıĢıldı ve ELISA reader‘ da 450 nm‘ de ng/ml olarak miktarları tayin edildi. 

3.5.2. Nitrik Oksit (NO) aktivite tayini 

Atlas Biyoteknoloji Lab.‘tan temin edilen NO (Cat. No: E0703Ra, Bioassay 

Technology Laboratory) kiti kullanılarak çalıĢıldı. 450 nm‘ de ELISA reader‘ da serum 

örneklerinin miktarları µmol/ L olarak olarak tayin edildi.                                   

3.6. Ġstatistiksel Analiz  

Verilerin değerlendirilmesi ve iĢlenmesi SPSS 18. 0 (Statistical Package for the Social 

Sciences) programında uygulandı. Grupların ortalama ± standart sapma yönünden 

farklılığı One-Way ANOVA (Tek Yönlü Varyans Analizi) ile yapıldı. Histopatolojik 

değerlendirmede semikantitatif yöntem ile bulunan verileri ortanca değerler yönünden 

ve gruplar arası varyasyonu analiz etmek için Kruskal Wallis testi kullanıldı. 

Kaspazların gruplar arası değerlendirmesi ise Fisher‘s Exact Test ile p değeri olarak 

hesaplandı. Biyokimyasal analizlerde  post hoc Tukey HSD çoklu karĢılaĢtırma testi 

kullanıldı ve gruplar arası farklar tespit edildi. Ġstatistiksel bakımdan anlamlılık sınırı 

p<0.05 olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR  

ÇalıĢmamızda, 4 gruba ayrılan diĢi sıçanlar kullanıldı. Cisplatinin verilmesinden 72 saat 

sonra ovaryumlar cerrahi olarak çıkarılarak histolojik ve biyokimyasal takip iĢlemleri 

yapıldı. Gruplardaki histolojik değiĢiklikler ıĢık mikroskobunda incelenmek için 

Hematoksilen & Eozin (H&E) boyaması ile boyandı. DNA fragmantasyonunu 

belirlemek amacı ile de TUNEL yöntemi kullanılarak floresan mikroskobu ile incelendi. 

Ovaryum doku örnekleri immünohistokimyasal boyama yapılarak Kaspaz 3 ve Kaspas 

8 ile boyanarak apoptotik bölgeler ıĢık mikroskobu ile karĢılaĢtırmalı olarak 

değerlendirildi. Kan serum örneklerinde NO miktarı ve MDA düzeyleri ölçüldü. Tüm 

sonuçlar kendi içinde her bir grup için ayrı ayrı değerlendirildi.  

4.1. Histolojik Bulgular  

Deney grupları makroskopik olarak değerlendirilmiĢ, kontrol grubu ve edaravon grubu 

dıĢındaki ovaryumların nekrotik görünümlü ve kanamalı olduğu gözlenmiĢtir. Doku 

hasarı varlığının ve Ģiddetinin belirlenmesi için mikroskopik alanlar ıĢık mikroskobisi 

ile taranarak histopatolojik değiĢiklikler incelenmiĢ hemoraji, ödem,  konjesyon, lökosit 

infiltrasyonu ve folikül dejenerasyonu Ģeklinde tanımlanmıĢtır. Hasarın Ģiddetine göre 0 

– 3 arasında skorlama yapılmıĢtır. Taranan alanlarda hasarın olmaması 0, %33 den az 

hasar 1, %33- %66 arasındaki hasar 2 ve % 66‘dan fazla hasar 3 olarak skorlanmıĢtır 

(Tablo 4. 1). 
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Tablo 4. 1. Histolojik Hasarın gruplara göre dağılımı 

 Grup 1 

(n=10) 

Grup 2 

(n=10) 

Grup 3 

(n=10) 

Grup 4 

(n=10) 

Hemoraji 0.00 3.00* 0.00   2.20±0,6* 

Ödem 0.00 3.00* 0.00   1.60±0,6* 

Vasküler Konjesyon 0.00 3.00* 0.00   2.30±0,7* 

Lökosit infiltrasyonu 0.00 3.00* 0.00   1.50±0,5* 

Folikül dejenerasyonu 0.60±0,5 3.00* 0.60±0,6   1.25±0,5*  

*Kruskal Wallis testi, Cisplatin grubu ile Cisplatin+edaravon grubu arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0,001) bulundu.  

 

ġekil 4. 1. Hematoksilen & Eozin boyama tüm gruplar. A.Kontrol grubuna, B. Cisplatin 

grubuna, C. Edaravon grubuna, D. Cisplatin+ edaravon grubuna ait ovaryum dokusu. 

Korpus luteum (KL), sekonder folikül (SF), foliküller (siyah ok),antrum (A),oosit (O), 

hemoraji (H), germinal epitel( kırmızı ok). 
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H&E boyama ile boyanan kesitlerin ıĢık mikroskobu ile incelenmesinde, kontrol 

grubuna ait ovaryum dokusunda foliküller sağlıklı bir görünümde olup korteks ve 

folikül yapıları da net bir Ģekilde izlenmekteydi. Germinal epitel tek katlı kübik epitel 

ve devamında prizmatik epitel görünümündeydi. Germinal epitelin altında, fibröz bağ 

dokusu lif ve hücrelerinden oluĢmuĢ Tunika albuginea yer almaktaydı. Ovaryum 

korteksinde geliĢimi baĢlangıç aĢamasındaki sekonder folikül ve sekonder folikül yer 

almaktaydı. Histolojik hasarın gruplara göre dağılımına bakıldığında cisplatin grubunda 

diğer gruplara göre hemoraji, ödem, folikül dejenerasyonu daha yoğundu. Edaravon 

grubunda bu hasarlara rastlanmazken kontrol grubuna benzer bir yapı görüldü 7,5 

mg/kg i.p. tek doz cisplatin + 1mg/kg edaravon tek doz uygulanan grupta da hemoraji, 

ödem gibi hasarların olduğu fakat cisplatin grubuna göre hasarların daha az olduğu 

görüldü Cisplatin+ edaravon grubunda edaravonun cisplatinle kombine kullanılması 

konjesyonu orta, hücre dejenerasyonu ve nötrofil infiltrasyonunu zayıf düzeyde 

iyileĢtirdiği, hemoraji ve hücre hasarını ise yüksek düzeyde ortadan kaldırdığı 

gözlemlendi (ġekil 4. 1), (Tablo 4. 1.)  

 

ġekil 4. 2. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu. Hematoksilen & Eozin boyama x 20 

Korpus luteum (KL), sekonder folikül (SF), foliküller (siyah ok) 
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H&E boyama ile boyanan kesitlerin ıĢık mikroskobu ile incelenmesinde, kontrol 

grubuna ait ovaryum dokusunda foliküller sağlıklı bir görünümdeydi. Korpus luteum ve 

sekonder foliküllerin arasında bulunan bağ dokusu alanları ve hücreleri arasındaki 

bağlantılar bozulmamıĢ normal bir yapıda görünmekteydi (ġekil 4. 2). 

 

ġekil 4. 3. Edaravon grubuna ait ovaryum dokusu. H & E boyama x 20 Korpus luteum 

(KL), sekonder folikül (SF), foliküller (siyah ok) 

Edaravon grubuna ait ovaryum dokusunun medullası sağlıklı bir Ģekilde izlenirken hilus 

hücreleri ve damarlar dikkati çekiyordu. Kortekste sekonder folikül ve primer foliküller 

görülmekteydi. Farklı boylarda geliĢmekte olan sekonder foliküller belirgin 

görünümdeydi. Korpus luteum ve bağ dokusu alanları normal görünümdeydi. Edaravon  

grubunda Hematoksilen & Eozin ile boyanmıĢ dokularda kortekste baĢlangıç 

aĢamasında sekonder folikül izlenirken korpus luteumun hemen altındaydı. Kortikal bağ 

dokusunda histolojik olarak herhangi bir dejenerasyon gösteren yapıya rastlanmadı 

(ġekil 4. 3).   
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ġekil 4. 4. Cisplatin uygulanan grupta hemoraji ve ödem.  H&E boyama x 10 ; Kan 

damarları (KD), korpus luteum (KL), sekonder folikül (SF), stromal hücreler (SH), 

hemoraji (H), infiltrasyon (siyah ok), ödem(*)  

7,5 mg/kg tek doz cisplatin uygulanan grupta Hematoksilen & Eozin ile boyanmıĢ 

kesitlerde hemoraji ve ödem görüldü. Organ bütünü ile kanama odakları içerisindeydi. 

Damar bütünlüğü ve bağ dokusu hücrelerindeki normal yapı bozulmuĢtu. Sekonder 

folikül çevresinde ve stromada hemoraji ve ödem gözlendi. Korpus luteum ile primer 

folikül arasında hemoraji odakları gözlenirken sekonder foliküle yakın alanda 

infiltrasyon görüldü (ġekil 4. 4 ).  
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ġekil 4. 5. Cisplatin+edaravon grubunda H&E ile boyanmıĢ kesitlerde hemoraji 

odakları x20.   Kan damarları (KD), sekonder folikül (SF), oosit (O), antrum (A), 

hemoraji (H), ödem (*)  

Hematoksilen & Eozin ile boyanmıĢ Cisplatin+ edaravon grubuna ait kesitlerde izlenen 

hasarın cisplatin grubuna göre anlamlı bir Ģekilde azaldığı dikkat çekiyordu. 

Foliküllerde çok belirgin bir hasar gözlenmezken primer folikül çevresinde küçük 

hemoroji odağı  izleniyordu. Sekonder folikül ve diğer foliküllerde sağlıklı 

görünümdeydi (ġekil 4. 5. ). 

4.2. TUNEL Boyama değerlendirmesi 

Poly-L-Lysine kaplı lamlar üzerine parafin bloklardan alınan kesitlerin parafininin 

giderilmesi için 2 saat 60°C‘lik etüvde bekletildi ve TUNEL boyama değerlendirmesi 

için 450-500 nm dalga boyunda floresan mikroskobu ile değerlendirildi. Dört grup, 

apoptotik hücre sayısı bakımından değerlendirildiğinde kontrol grubu ve edaravon 

grubu birbirine yakın iken, Cisplatin grubunda apoptotik hücre sayısı oldukça fazlaydı. 
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Cisplatin ve Cisplatin+ edaravon grubu karĢılaĢtırıldığında ise Cisplatin+ edaravon 

grubundaki apoptotik hücre sayısının cisplatin grubuna göre anlamlı Ģekilde azaldığı 

görüldü. TUNEL boyamanın uygulandığı tüm gruplara ait örneklerde ovaryumun 

korteksinde ve medullasında apoptoz gözlendi. Apoptoz yalnızca foliküllerde olmayıp 

korpus luteum, atretik foliküllerde, stromada ve germinal epitelde de gözlendi. Cisplatin 

grubunda tüm gruplara göre daha fazla TUNEL pozitif hücreler gözlendi ve istatistiksel 

olarak anlamlıydı (p 0.05). (ġekil 4. 6) (ġekil4.7). 

 

ġekil 4. 6. TUNEL boyama tüm gruplar. A.Kontrol grubuna, B. Cisplatin grubuna, C. 

Edaravon grubuna, D. Cisplatin+ edaravon grubuna ait ovaryum dokusu. TUNEL x 20 
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ġekil 4. 7. Deney gruplarına ait apoptotik hücre sayısı 

 

ġekil 4. 8. Kontrol grubu TUNEL x20 

Kontrol grubuna ait görüntüde sekonder folikül yapısında apoptotik hücreye rastlandı 

Fakat bu folikülde oosit görülmediğinden bunun doğal atreziye giden foliküllerden 

olabileceği düĢünüldü (ġekil 4. 8). 
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ġekil 4. 9. Edaravon grubu TUNEL x20 

Edaravon grubunda TUNEL boyama ile 450-500 nm dalga boyunda floresan 

mikroskobu ile değerlendirilen kesitlerde primer foliküller ve korpus luteum görünürken 

kontrol grubuna istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde yakın bir görünüm gözlendi. 

Folikülde apopitotik hücre gözlendi. (p 0.05). (ġekil 4. 9).  

 

ġekil 4. 9. Cisplatin grubundaki apoptotik hücreler TUNEL x20. 
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7,5 mg/kg i.p. tek doz cisplatin + 1mg/kg edaravon tek doz uygulanan grupta TUNEL 

yöntemi ile değerlendirilen kesitlerde sekonder folikülde ve korpus luteuma yakın bağ 

dokusu alanlarında oldukça az sayıda apoptotik hücre gözlendi (ġekil 4. 10.) . 

 

ġekil 4. 10. Cisplatin + edaravon grubundaki apoptotik hücreler TUNEL x20 

7,5 mg/kg tek doz cisplatin uygulanan grupta TUNEL yöntemi ile floresan 

mikroskobunda 450-500 nm dalga boyunda değerlendirilen kesitlerde iki sekonder 

folikül arasındaki alanlarda apoptotik hücrelere rastlandı. Üst bölgedeki korpus luteum 

ve sekonder folikülden baĢlayarak komĢu bağ dokusu alanlarda apoptotik hücreler 

gözlendi. (ġekil 4. 10). 

 4.3. Ġmmünohistokimyasal bulgular 

Kaspaz-3 ve Kaspaz-8‘in immünoreaktivitesine bakılan ovaryum kesitleri ıĢık 

mikroskobu altında değerlendirildi. Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 pozitif hücreler her grup için 

ayrı ayrı değerlendirilip gruplar arası karĢılaĢtırmaları yapıldı (ġekil 4.11).Sıçan 

ovaryum kontrol ve edaravon kontrol grubunda Kaspaz 3 immünoreaktivitesinin 

olmadığı ve cisplatin etkisiyle cisplatin grubunda ovaryum folikül hücrelerinde Kaspaz 

3 boyamasının yaygınlık ve yoğunluk derecesinin Ģiddetli olduğu görüldü. 7,5 mg/kg 

cisplatin + 1mg/kg edaravon uygulanan grupta Kaspaz 3 immünoreaktivitesinin hafif 

derecede olduğu saptandı (Tablo 4. 2).  
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Tablo 4. 2. Kaspaz 3 antikoru ile immünohistokimyasal boyama sonuçları. 

Grup KarĢılaĢtırma    - + ++ +++  

Grup 1 

Kontrol 

Grup içi 

Gruplar 

arası 

100 

35.71 

 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

    P değeri 

 

 

<0.0001 
*
 

Grup 2  

Cisplatin 

Grup içi 

Gruplar 

arası 

0 

0 

10 

50 

10 

50 

80 

100 

Grup 3  

Edaravon kontrol 

Grup içi 

Gruplar 

arası 

100 

35.71 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Grup 4  

Edaravon+cisplatin 

Grup içi 

Gruplar 

arası 

80 

28.58 

10 

50 

10 

50 

0 

0 

Skorlama           - : yok, + : hafif dağılım, ++ : orta dağılım ve +++ : yoğun dağılım  

                                              *: Fisher‘s Exact Test 

Benzer Ģekilde kontrol ve edaravon grubuna ait ovaryum dokularında Kaspaz 8 

immünoreaktivitesinin olmadığı görüldü. Cisplatin grubuna ait ovaryumlarda yoğun 

dağılım, cisplatin ve edaravonun birlikte verildiği grupta ise hafif dağılm olduğu 

gözlendi ( Tablo 4. 3). 

Tablo 4. 3. Kaspaz 8 antikoru ile immünohistokimyasal boyama sonuçları.  

Grup KarĢılaĢtırma    - + ++ +++  

Grup 1 

Kontrol 

Grup içi 

Gruplar 

arası 

100 

34.48 

 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

    P değeri 

 

 

<0.0001 
*
 

Grup 2  

Cisplatin 

Grup içi 

Gruplar 

arası 

0 

0 

10 

50 

20 

100 

70 

100 

Grup 3  

Edaravon kontrol 

Grup içi 

Gruplar 

arası 

100 

34.48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Grup 4  

Edaravon+cisplatin 

Grup içi 

Gruplar 

arası 

90 

31.04 

10 

50 

0 

0 

0 

0 

Skorlama           - : yok, + : hafif dağılım, ++ : orta dağılım ve +++ : yoğun dağılım  

                                              *: Fisher‘s Exact Test 
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ġekil 4. 11.  Kaspaz 3- Kaspaz 8 antikoru ile immünohistokimyasal boyama tüm 

gruplar. A.Kontrol grubuna, B. Edaravon grubuna C. Cisplatin+edaravon grubuna D. 

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

  

ġekil 4. 12. Cisplatin+edaravon grubu ile Cisplatin grubuna ait ovaryum dokusu- kaspaz 

3 x 20. 

Cisplatin grubuna ait ovaryumlarda yoğun Kaspaz 3 immünoreaktivitesi gözlenirken 

cisplatin ve edaravonun birlikte verildiği grupta hafif yoğunlukta Kaspaz 3 

immünoreaktivitesinin olduğu gözlendi. Özellikle cisplatin uygulanan grupta germinal 

epitel hücrelerinde, sekonder folikülün granulosa hücelerinde ve bağ dokusu alanda 

yoğun boyanma gözlendi. Edaravonun cisplatinle kombine verildiği grupta 

immünoreaktif hücre yoğunluğu daha azdı ( Ģekil 4.12). 
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4.4. Biyokimyasal bulgular 

Gruplar arası değerlendirme MDA serum düzeyleri ve NO miktarları için kanda serum 

örneklerinde tayin edilmiĢtir. MDA için yapılan analizde cisplatin grubu ile kontrol 

grubu karĢılaĢtırıldığında anlamlı olarak yüksek (p<0.0012), cisplatin+ edaravon grubu  

ile cisplatin grubu karĢılaĢtırıldığında ise anlamlı olarak düĢük bulundu (p<0.0012). NO 

için yapılan analizde, cisplatin grubu diğer gruplara göre anlamlı olarak yüksek, 

cisplatin+ edaravon grubu ise cisplatin grubuna göre anlamlı olarak düĢük bulundu (p< 

0.05). Biyokimyasal verilerin değerlendirilmesi, gruplara göre serum biyokimyasal 

sonuçları Tablo 4. 4.‗te gösterilmiĢtir.  

Tablo 4. 4. Grupların serum örneklerinde ortalama Nitrik Oksit (NO), Malondialdehit 

(MDA) ölçümleri 

 Nitrik Oksit (NO) Malondialdehit (MDA) 

Grup 1 (n=10) 14.53±1.57
a
 0,29±0.04

a
 

Grup 2 (n=10) 18.03±1.06
b
 0.38±0.03

b
 

Grup 3 (n=10) 14.47±3.48
a
 0.29±0.05

a
 

Grup 4 (n=10) 14.13±1.98
a
 0.27±0.05

a
 

p değeri * 0.019 0.0012 

Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiĢtir. Aynı harfi  (a,b ve c) içeren 

gruplar arasında anlamlı farklılık yoktur. P<0.05 anlamlı kabul edilmiĢtir. *Kruskal 

Wallis testi, Grup 2 ile Grup 4 arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı (p<0,05) 

bulundu.  

Tablo 4. 5. Grupların Nitrik Oksit (NO), Malondialdehit (MDA) ölçümlerinin grafiksel 

analizi 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Kanser, ölüme sebebiyet veren hastalıkların baĢında gelmektedir. Cisplatin birçok 

kanser türünde sıkça kullanılan platin bazlı neoplastik bir ajandır. Cisplatin, DNA ile 

etkileĢime girerek DNA replikasyonunu engeller. DNA hasarı sonucunda kendini 

yenileyebilen hücreler hücre döngüsüne devam ederken kendini yenileyemeyen 

hücrelerde hücre ölümü gerçekleĢir. Cisplatin, DNA hasarına neden olduğu için 

apoptozu indükleyerek hücrede sinyal ileti yolağını aktive eder. Cisplatin kanser 

oluĢturan hücrelerin çoğalmasını önlerken yapı benzerliği gösteren diğer sağlıklı 

hücrelerin de hasar görmesine sebep olur (Kelland, 2007; Basu ve Krishnamurthy, 

2010).  

Ototoksisite, nefrotoksisite, nörotoksisite gibi görülen bu ciddi yan etkiler nedeniyle 

cisplatinin klinik kullanımı kısıtlanabilmekte ya da sonlandırılabilmektedir (Schrier, 

2002). AraĢtırmacılar bu toksisiteyi azaltabilecek kombine ilaç arayıĢına girmiĢ ve bu 

konuda özellikle serbest radikal temizleyici ajanları tercih etmiĢlerdir. Serbest radikal 

temizleyiciler klinik ve deneysel çalıĢmalarda oldukça yaygın kullanılmıĢ, doğal ya da 

sentetik antioksidanların etkinliğinin çalıĢmalarda olumlu sonuçlar verdiği 

gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmalar arasında yaban mersininin yüksek antioksidan etkiye sahip 

olduğu, diğer çalıĢmada nar meyvesindeki punicalagin‘in biyoaktif etkilerden sorumlu 

olduğu ve nar suyundaki antioksidan etkinin punicalaginden kaynaklandığı yapılan 

çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Bell ve Hawthorne, 2008; Pandir ve ark., 2014; Chtourou ve 

ark., 2015 ).  

Cisplatin apoptoza neden olan sitokrom c ve kaspazların salınımına neden olurken 

özellikle kaspaz 3 aktive olarak hücrede değiĢikliklere, bozulmaya ve nükleer ölüme 

sebep olmaktadır (Khan ve ark., 2012). Cisplatinin intrinsik kaspazlarla apoptozisi 
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indüklediği ve mitokondriyal disfonksiyona sebep olduğu gösterilmiĢtir (Canta ve ark., 

2015). 

Ural ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada 32 adet Wistar albino diĢi sıçan dört gruba 

ayrılmıĢtır. Gruplardan birine sadece radyasyon verilmiĢ, diğer iki gruba ise edaravon 

ve radyasyon farklı dozlarda verilmiĢtir.  45 mg / kg edaravon ve 30mg/kg edaravon 

radyoterapiden 30 dakika önce verilen ve radyasyon uygulanan grup ile sadece 

radyasyon verilen grupta ovaryum dokusunun ıĢık mikroskobu altında histolojik 

değiĢiklikleri ve anti-kaspaz-3 için karĢılaĢtırıldığında anlamlı fark bulunmuĢtur (Ural 

ve ark., 2020).  

Bizim çalıĢmamızda da Ural ve arkadaĢlarının çalıĢmasına benzer sonuçlar görülmüĢtür.  

Ural ve arkadaĢları yaptığı çalıĢmada gruplar arasında folikül sayısı, damar tıkanıklığı, 

ödem, sitoplazmik vakuolizasyon, kanama ve interstisyel hücre dejenerasyonu açısından 

istatistiksel olarak anlamlı farklar bulmuĢlardır. Bizim çalıĢmamızda da bunlara 

benzerlik gösteren histopatolojik bulgular saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda ovaryum 

dokuları ıĢık mikroskobu altında değerlendirildiğinde cisplatin grubunda edaravon ve 

cisplatinin birlikte verildiği gruba göre anlamlı bir fark gözlenmiĢtir (p<0.001). 

Biz çalıĢmamızda edaravon‘un cisplatinle oluĢturulmuĢ hasar modelinde hücre ölümüne 

etkisini biyokimyasal, histolojik ve DNA fragmantasyonu açısından araĢtırdığımızda 

tüm parametreler, gruplar arasında birbirini destekler nitelikte bulunmuĢtur. 

Sonuçlarımız Ural ve arkadaĢlarının çalıĢmasını da bu yönden desteklemektedir.  Fakat 

Ural ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada edaravonun biyokimyasal değerleri ve Kaspaz 

3(+) hücre sayısını azalttığı saptansa da edaravon yüksek dozda verilmiĢ, verildiği iki 

farklı doz arasında anlamlı bir fark saptanmamıĢtır. Bu yönden değerlendirildiğinde 

diğer yapılan edaravon çalıĢmalarındaki dozlar da dikkate alındığında edaravon 

dozunun 45 mg / kg edaravon ve 30mg/kg edaravon Ģeklinde yüksek verilmesi etkinliği 

artırmamaktadır. ÇalıĢmamız edaravonun doz ayarlamasında da bir gösterge niteliğinde 

olabilir.  Bu yüzden doz ve uygulama yöntemi açısından ileri çalıĢmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır.  

Edaravon, C vitamini ve E vitamini özelliğine sahip olduğundan lipid peroksidasyonunu 

inhibe ederek oksitatif strese karĢı serbest radikalleri temizler. Aynı zamanda kan-beyin 

bariyerini kolaylıkla geçebilen, apoptozu inhibe eden bir antioksidandır (Masuda ve 

ark., 2017). 
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Cisplatine bağlı ya da oksidatif strese bağlı hasarlarda C ve E vitamini ile ilgili birçok 

çalıĢma yapılmıĢtır. Ourique ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu bir çalıĢmada sıçanlara 

valproik asit verilerek sıçan testisinde oksidatif strese bağlı hasarda testis LPO değerinin 

arttığını E vitamini verilmesi ile ise bu hasarın azaldığını  göstermiĢlerdir (Ourique ve 

ark.., 2016.) ÇalıĢmamızda edaravonun etkisinin E vitaminin yaptığı etkiye benzer bir 

Ģekilde serum MDA değeri cisplatin+ edaravon uygulanan grupta  sadece cisplatin 

verilen gruba göre anlamlı bir Ģekilde azalmıĢtır( p<0.063) NO için değerlendirildiğinde 

ise cisplatin grubu diğer gruplarla karĢılaĢtırıldığında anlamlı olarak yüksek bulunurken 

edaravonun cisplatin ile birlikte verildiği grupta ise cisplatin grubuna göre anlamlı 

olarak düĢük bulunmuĢtur (p< 0.05).  

Fetal dönemde foliküllerin, oogonyumların oluĢumunda ve atrezi gibi olaylarda 

apoptozisin rolü bilinmektedir. Foliküler hücrelerdeki apopitotik ve yaĢamsal 

moleküller arasında denge bulunmaktadır ve bu denge hücrenin sonunu belirlemektedir. 

Amin ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu bir çalıĢmada cisplatinin neden olduğu hasar ve 

apoptozda bitki özlerinin etkisi araĢtırılmıĢ ve cisplatinin TUNEL (+) boyanan germ 

hücrelerinde oldukça fazla artıĢa sebep olduğu bildirilmiĢtir (Amin ve ark., 2008). 

ÇalıĢmamızda gruplar TUNEL (+) hücreler yönünden değerlendirildiğinde Amin ve 

arkadaĢlarının çalıĢmasındaki gibi özellikle cisplatin grubundaki ovaryum folikül 

hücrelerinde yoğun artıĢ gözlenmiĢtir.  

Cisplatine bağlı ovaryum hasarında ovaryumu korumak ve hasarı tedavi etmek için 

melatonin, yaban mersini, kurkumin gibi doğal antioksidanların yanı sıra 

dimetilsülfoksit ve 2-aminoetoksidifenil borat gibi kimyasal antioksidan türleri 

kullanılmıĢtır. ÇalıĢmalarda bu maddelerin E vitamini, C vitamini, antioksidan, 

antienflamatuvar gibi özelliklerinden yararlanılmıĢtır ve literatüre göre ovaryum 

hasarını azaltabilecek özellikler göstermiĢlerdir (Ergun ve ark., 2010; Pandir ve Kara 

,2014 ; Sak ve ark., 2013; Esteban-Zubero ve ark., 2016; TaĢkın ve ark., 2014).  

Yaptığımız çalıĢmada cisplatinin ovaryum dokusunda oluĢturduğu hasarda serbest 

oksijen radikallerinin rolü ve antioksidan özellikteki edaravonun bu hasarı gidermedeki 

etkileri araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmamızda NO ve MDA düzeyleri ölçülmüĢ ve gruplar 

karĢılaĢtırıldığında anlamlı farklar bulunmuĢtur. Grup 2 diğer gruplarla 

karĢılaĢtırıldığında serum NO ve MDA düzeyleri anlamlı Ģekilde daha yüksek 

bulunmuĢtur (p<0.05). Sonuçlar değerlendirildiğinde, edaravonun cisplatin ile kombine 
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uygulanmasının serbest oksijen radikallerinin oluĢmasını etkilediğini gösteren 

çalıĢmaları desteklemektedir (Pandır ve ark.,2014; Azu ve ark.,2010). 

Diğer yapılan çalıĢmalar ve bizim çalıĢmamızın sonuçları cisplatinin toksik etkisinin 

oluĢmasında oksidatif stresin önemini ortaya koymaktadır. ÇalıĢmaların birçoğunda 

antioksidanlar kullanılmıĢ ve cisplatin dıĢında kullanılan kemoterapötik ajanların toksik 

etkisinde de  serbest oksijen radikallerinin önemli olduğu ileri sürülmüĢtür (Almutairi 

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

Bu araĢtırma ile ovaryumdaki cisplatin hasarının oksidatif stres, apoptotik süreç ve 

inflamasyona bağlı mekanizmalarla tetiklendiği ve bunların oluĢumunun en aza 

indirgenmesi ya da engellenmesi için edaravonun kombine kullanımı teklif edilmiĢtir. 

Sonuçlar edaravon kullanımının apoptotik hücrelerin sayısını önemli ölçüde azalttığını 

ve bu konuda etkili olabileceğini göstermektedir. 

ÇalıĢmada kullanılan edaravonun güçlü antioksidan ve güçlü anti-inflamatuar etkinliği 

ile ovaryum dokusunda olduğu gibi diğer dokularda da cisplatin benzeri toksik etki 

gösterebilen ajanlarla kombine kullanılması halinde farmakolojik tedavilerde alternatif 

ve etkili bir kaynak olabileceği yönündedir. 

Cisplatin‘in hasarını azaltmak ya da önlemek için birçok antioksidan denenmiĢ ve çeĢitli 

farmakolojik ajanlarla farklı çalıĢmalar yapılmıĢtır. Edaravon ile de farklı doku ve 

organlarda reperfüzyon hasarı, antioksidan etkinliği yönünden göz, beyin gibi dokularda 

deneysel araĢtırmalar yapılmıĢtır (Pandır ve Kara, 2014; Masuda ve ark, 2017). Fakat 

günümüze kadar sıçan ovaryumunda cisplatinin neden olduğu ovaryum hasarında 

edaravon kullanımına ait bir çalıĢma bildirilmemiĢtir. Ayrıca cisplatin çalıĢmalarında 

antitoksik etki için kullanılan moleküller tek bir özellik gösterirken, edaravon güçlü 

antioksidan özelliğinin yanısıra antiapoptotik, kan beyin bariyerinden geçebilen 

nöroprotektif, anti-enflamatuvar özelliklerini de bir arada bulundurması ile dikkat 

çekicidir.  

Sonuç olarak, tüm deney gruplarından elde edilen histopatolojik bulgulara göre, 

edaravonun cisplatinle oluĢan ovaryum dokusundaki hasarı azaltmada yardımcı 

olabileceğini söyleyebiliriz. Yapılan histopatolojik, immünohistokimyasal ve 

biyokimyasal analizlerin sonuçları birbiri ile tutarlı görünmüĢtür. Elde edilen sonuçlar 

edaravonun oksidatif streste etkili olduğunu, kaspaz 3 ve kaspaz 8 artıĢını azalttığını, 

ovaryum dokusunda oluĢan apoptozun inhibisyonu ile ovaryum dokusunu koruduğunu 
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göstermiĢtir. Edaravonun cisplatinin ovaryumda oluĢturduğu hasarı önlemede ve 

cisplatin ile yapılan tedavilerde koruyucu etkisinin olduğu söylenebilir. 
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