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SEMBOL VE KISALTMALAR LIiSTESI

dk: Dakika

DMSO: Dimetil stilfoksit

DNA: Deoksiribo niikleik asit

Gy: Gray

H+E: Hematoksilen+Eosin

H;0;: Hidrojen peroksit

HO-: Hidroksil radikali

HOO-: Hidroperoksil radikali

0;: Siiperoksit radikali

0, Singlet oksijen

PAS+HL: Periyodik asit schiff + Hemalen
PBS : Fosfat Buffer Solusyonu

PCNA: Prolifere hiicre niikleer antijen (PCNA)
ROS: Reaktif oksijen tiirleri

TdT: Terminal deoksinukleotidil transferaz

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transpherase-mediated

(dUTP) nick-end labelling
ZP: Zona pellusida

pm: Mikrometre

deoxyuridine triphosphate



GIRIS VE AMAC

Insanlar yasamlar1 boyunca radyasyonla i¢ ice olmuslardir. Radyasyon kaynaklar1 var
oldugu miiddetce radyasyon da olacak ve bundan kaginmak miimkiin olmayacaktir. 19.
ylizyilin sonlarma dogru X 1sinlar1 ve radyoaktivitenin kesfiyle birlikte tibbi ve endiistriyel
alanlardaki kullaniminin giintimiize kadar giderek artan bir hizla yayginlasmasi radyasyonu
yasamimizin ayrilmaz bir parcasi haline getirmistir (1).

Iyonize 1simlar, canlilarda molekiiler ve hiicresel diizeylerde fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ¢esitli degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler maruz kalinan iyonizan radyasyonun
cinsine, miktarma ve siiresine gore gecici (onarilabilen) veya kalici (onarilamayan)
degisiklikler olabilirler (2). Radyasyona bagl hiicresel hasarlarin serbest radikal olusumlari
araciligiyla meydana geldigi kanitlanmistir. Olusan serbest radikal unsurlarinin hiicrede yeni
reaksiyonlar araciligi ile daha baska serbest radikal olusumlari, lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonlart ve DNA (Deoksiribo niikleik asit) zincir kirilmasi, mutajenik ve karsinojenik
etkiler olusturdugu saptanmistir (3-5).

Radyasyon ovaryumda folikiiler atreziye sebep olan ve bu durumu hizlandiran
sebeplerden biridir (6-8). Jarrell ve ark.’na (9) gore, radyasyona cevap olarak ovaryumun
morfolojik yapisinda degisiklikler olusur. Son caligmalar, radyasyonun folikiillerde
apoptozisde artisa (8), oositlerde kromozomal hasara ve ovarian iglevlerin bozulmasina (10)
sebep oldugunu gdstermistir. Apoptozis folikiillerde graniiloza hiicrelerinin Sliimlerine yol
acar (11). Radyasyona maruz birakilan fare ovaryumlarinda folikiiler dejenerasyonun
graniiloza hiicrelerinin apoptozisi ile gerceklestigi gosterilmistir (7).

Dogal bitkisel insanlik tarihi boyunca iiriinler ¢esitli amaglar i¢in kullanilagelmistir.
Modern ve eski caglarda bircok kiiltiirlerde bitkilerden elde edilen ilaglar, saglik

hizmetlerinde ¢ok 6nemli bir rol oynamistir. Giiniimiizde {tiretilen ilaglarin ¢ogunun (% 61)
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kokenide dogal {iriinlere dayanmaktadir (12). Tedavi edici 6zelliklerinden yararlanilan bazi
dogal tirtinlerin molekiiler etki mekanizmalar1 yirmi yi1ldan daha fazla bir siiredir modern tipta
yapilan basarili girisimler sonucunda, daha iyi anlagilmistir. insan sagliginin korunmasinda
dogal iiriinlerin rolleri azimsanamaz. Gelismekte olan iilkelerde bu firiinlerin kullanimi
olduke¢a yaygindir (13).

Dogal bitkisel iiriinlerden curcumin binlerce yildir kullanilmaktadir (14). Zerdegal
olarak bilinen curcumin ¢ok yillik bir bitki olan Curcuma longa dan elde edilir (15).
Curcumin gida sanayinde, kozmetikte ve tipta kullanilmaktadir (16). Geleneksel tipta
curcumin ve dogal bilesenlerinin astim, alerji, brongiyal hiperaktivite gibi bazi solunum
hastaliklar1, karaciger hastaliklari, aneroksia, romatizma, diyabetik yara ve siniizit tedavisinde
kullanildigr  gosterilmistir  (17,18). Ayrica antioksidan (19), anti-inflamatuar (16),
antikarsinojenik ve antimikrobiyal, hepatoprotektif (20), kardiyovaskiiler (miyokard
enfarktiisiine kars1 koruma) (21), hipoglisemik (22), anti-romatizmal (romatoid artrite karsi
koruma) (23) etkileri de bildirilmistir.

Literatiirde curcuminin ovaryumda iyonizan radyasyona kars1 koruyucu etkisi ile ilgili
herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Bu nedenle planladigimiz bu ¢alismada, farelere
uygulanan 8.3 Gy (Gray) tek doz tiim viicut iyonizan radyasyonun ovaryum hasar1 ve
folikiiler atrezi orami iizerine etkilerini gostererek, olusacak hasarlara karsi curcuminin
koruyucu etkisinin olup olmadigini, ayrica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transpherase-
mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end labelling) boyama yontemi ile apoptotik
hiicrelerin ve prolifere hiicre niikleer antijen (PCNA) immiinohistokimyasal boyama
yontemiyle de radyasyondan korunan hiicrelerin immiinreaktivitesinin gosterilmesini

amagladik.



GENEL BIiLGILER

OVARYUM

Ovaryum Embriyolojisi

Gonadlar, kolomik epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasi ile
olugsmus bir ¢ift uzunlamasia genital veya gonadal kabarikliklar halinde belirirler. Yolk
kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda beliren primordial germ
hiicreleri, ameboid hareketlerle 5. haftanin basinda pirimitif gonadlara ulasir ve 6. haftada
genital kabarikliklar1 isgal ederler. Kolomik epitel prolifere olarak epitel hiicreleri altindaki
mezensim igine girerler. Bunlar burada pirimitif cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz sekilli
kordonlar1 olustururlar. Pirimitif germ hiicresi gruplari igeren bu kordonlar yerlerini ovaryum
medullasint olusturan vaskiiler bir stromaya birakirlar. Disi gonadin ylizeyinde kortikal
kordonlar adi verilen ikinci nesil kordonlar gelisir. Dordiincii ayda, bu kordonlar her biri bir
veya daha cok sayidaki pirimitif germ hiicresini g¢evreleyen izole hiicre topluluklarina
ayrilirlar. Bu germ hiicreleri zamanla oogoniaya doniisiirken; yiizey epitelinden asagiya gdgen

ve germ hiicrelerini ¢evreleyen epitel hiicrelerinden de folikiiler hiicreler meydana gelir (24).

Ovaryum Histolojisi

Ovaryum takriben 3 cm uzunluk, 1.5 cm genislik ve 1 cm kalinlikta, badem
seklindedir. Organ, gevsek bag dokusu i¢inde damardan zengin bir yap1 gdsteren bir mediiller
bolge ile oosit igeren ovaryum folikiillerinin bol miktarda bulundugu bir kortikal bolgeden
meydana gelir. Korteks ile mediilla bolgeleri arasinda kesin bir sinir goriilmez. Korteks
bolgesinin stromasi karakteristik igsi sekilli fibroblastlardan meydana gelir. Ovaryum yiizeyi
germinal epitel ismini alan tek kathi yassi ya da kiibik epitel ile ortiiliidiir. Germinal epitel
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altinda, stroma, tunika albuginea denen simirlar1 belirsiz tikiz bir bag dokusu tabakasi
olusturur. Tunika albuginea ovaryumun agik renkte gdriinmesini saglar. Ovaryum folikiilleri
korteksin stromasi i¢inde yer alir. Bir folikiil, bir ya da daha fazla tabaka olusturmus folikiil

hiicreleriyle (graniiloza hiicreleri) ¢evrili bir oositten meydana gelir (25).

Folikiil Gelisimi

Ovaryum folikiilii bir ya da daha fazla graniiloza hiicresi katmaniyla ¢evrili bir oosit
icerir. Ovaryumda primordial folikiil, biiylimekte olan folikiil ve olgun (Graaf) folikiil olmak
tizere Ui¢ ana tip folikiil bulunur (25).

Yeni dogan bir kiz ¢ocugun her iki ovaryumunda toplam 400.000 adet folikiil bulunur.
Bunlar; iri bir oosit ile bunu c¢evreleyen yassi folikiil epitelinden yapilmig, 40 mikron
capindaki yuvarlak olusumlardir. Bunlara primordial folikiiller denir. Bunlarin sayisi
artmaz, ancak biyiiyiip gelisirler ve bazilar1 tam olgunluga erisirler (26). Pubertenin
baslamasiyla 5 ile 15 arasinda degisen sayida primordial folikiil olgunlasmaya baslar (24).

Primordial folikiilii ¢evreleyen tek katli yassi hiicreler tek katl kiibik hiicreler haline
gelir ve bu folikiile primer folikiil ismi verilir. Folikiillerin biiylimesi esas olarak folikiil
hiicrelerinin ve bununla birlikte primer oositin ve folikiil ¢evreleyen stromanin biiylimesi ile
olur. Oosit bliylimesinin en hizli oldugu donem, folikiiler biiyiimenin birinci evresidir. Bu
esnada oositin ¢capt 125-150 pm’ye kadar ulasir. Niikleus biiyiir ve “germinal vezikiil” ismini
alir. Oositi gevreleyen graniiloza hiicre tabakasi sayisi artar ve folikiil preantral asamaya
ulagir. Oositi ¢evreleyen zona pellusida (ZP), oosit ve folikiil hiicrelerince sentezlenir. Folikiil
gelisirken, stroma da farklilasma gostererek teka folikiilii olusur. Daha sonra bu tabaka teka
interna ve teka eksterna olarak farklilasir (27).

Folikiil antral seviyeye ulastiginda, graniiloza hiicreleri arasinda i¢i siviyla dolu
bosluklar (antrum) belirir ve geniglemeye baslar. Erken antral asamada gozlenen kiigiik
bosluklar, ilerleyen agsamalarda birlesir ve tek, biiylik bir bosluk halini alir. Oositi ¢evreleyen
graniiloza hiicreleri bozulmamis olarak kalir ve kumulus ooforusu olustururlar. Bu asamadaki

folikiil graff folikiilii olarak isimlendirilmektedir (24).

IYONIZAN RADYASYON

Radyasyonu ortamda yol alan enerji olarak tanimlamak miimkiindiir. Bu tanim
kapsaminda dogal ya da yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin kararli yapiya gecebilmek i¢in disar
saldiklart hizli parcaciklar ve elektromanyetik dalga seklinde tasinan fazla enerjileri de

“radyasyon” olarak adlandirilir (28,29).



Bir atom veya molekiilden bir elektronun kopmasina neden olan radyasyon tipine
“iyonlastirict radyasyon” adi verilir. Iyonlastirici radyasyonlar, X ve gamma gibi
elektromagnetik radyasyonlar ve alfa, beta partikiilleri, elektronlar, protonlar ve ndtronlar gibi
partikiiler radyasyonlar olmak iizere iki gruba ayrilir (30,31). Iyon meydana gelmesi yani
iyonizasyon olayr herhangi bir maddede meydana gelebilecegi gibi, insanlar dahil tim

canlilarda da olusabilir (28,29).

Iyonizan Radyasyon ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller radyasyon etkisi ile iyonlasma ve eksitasyon sonucunda dis
yoriingelerinde eslesmemis bir veya daha fazla elektron bulunduran ve genellikle elektriksel
acidan yiiksiliz atom veya molekiillerden meydana gelir. Serbest radikaller hemen her zaman
iyon c¢iftlerinin olusumu ile radyasyon etkisi sonucu ortaya g¢ikan son kimyasal {iriinler
arasindaki ara kademeyi olustururlar. Serbest radikaller son derece reaktif olduklarindan diger
atom veya molekiillerle kolayca reaksiyona girerler. Clinkli eslesmemis elektronlarin bir
baska radikalin ayn1 durumdaki elektronu ile eslesmek veya bir elektron transferi reaksiyonu
ile esleserek kararli hale gelme egilimleri vardir. Bu nedenle serbest radikaller elektron alict
(oksitleyici) veya verici (rediikleyici) 6zellige sahiptir (30,31).

Oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) da denilen serbest oksijen
radikalleri, singlet oksijen (O,'), siiperoksit radikali (Os), hidrojen peroksit (H,0,) ve
hidroksil radikali (HO-) olup bu radikaller oksijenli solunum metabolizmas1 esnasinda
olugurlar. Bu radikallerin yarilanma Omiirleri birkag milisaniye ile saatler arasinda

degismektedir (31,32).

Iyonizan Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Canlilar yaklasik %70-90 oraninda su igerdigi icin, 1sinlandirildiklarinda radyasyonun
etkisi ile su molekiilleri iyonlasirlar veya uyarilirlar. Iyonlasma ile pozitif yiiklii bir iyon ve
hizl1 bir serbest elektron olusur. Bu olay1 izleyen cesitli sekonder reaksiyonlar ile degisik tipte
serbest radikaller meydana gelir. Serbest radikaller ayn1 zamanda diger su molekiilleri ile de
reaksiyona girebilecekleri gibi, kendi aralarindaki reaksiyonlar sonunda ortaya ¢ikan tiriinlerle
de tekrar reaksiyona girebilirler. Sonugta, iyonlastirici radyasyonlarin indirekt etkisi ile olusan
serbest radikaller, hedef olan DNA molekiiliinde oksidatif hasara yol agarlar (30-32).

Iyonlastirict radyasyon bir hiicre iginden gegecek olursa, bu radyasyon hiicreyi
meydana getiren atom ve molekiillerle etkileserek bir takim zincirleme olaylar1 baglatir.

Radyasyonun c¢arptigr molekiiller; DNA gibi ¢ok onemli ve karmagsik molekiil yapilarinda
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bilesenler olabilecegi gibi, az sayida atom ihtiva eden (su molekiilleri gibi) gorece basit hiicre
bilesenleri de olabilir. Radyasyonun biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek enerjisini
dogrudan transfer etmesine dogrudan etki, radyasyon enerjisinin biyolojik molekiillere
aktarilmasinin radikaller aracilifiyla gergeklesmesine ise dolayli etki denir. Bu radikaller
ikincil elektronlarin hiicre igindeki suyu iyonize etmesi ile ortaya c¢ikarlar. Suyun
iyonizasyonu sonucu ortaya c¢ikan hidroksil radikalleri ve peroksitler radyasyon hasarinin
%70-80'inden sorumludur. Geriye kalan %20-30 arasindaki hasar dogrudan etki ile
olusmaktadir (33).

Genetik bilgiyi tagiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA iizerinde siirekli
olarak hasar olugsmaktadir (34). Genomik DNA’nin biitiinliigii, farkli DNA hasarlarina neden
olan ultraviyole, X-1sinlari, kimyasal bilesikler gibi cevresel maddeler ile siirekli tehdit
altindadir. Hiicresel metabolizmanin yan {iriinii olarak iiretilen serbest radikaller gibi endojen
maddeler de DNA hasarina neden olmaktadir (35). Olusan hasarlar DNA onarim sistemleri
tarafindan tamir edilmekle birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin
yetersiz kaldigi durumlarda DNA iizerinde olusan hasar hiicre 6liimiine veya mutasyona
neden olur (34,36). Iyonlastirict radyasyonun DNA iizerine etkisi dogrudan veya dolayl yolla
olabilir (37,38). Dogrudan etki radyasyon enerjisinin dogrudan DNA ile etkilesimi sonucu
olusurken, dolayli etki radyasyonla acia ¢ikan enerji ile uyarilan molekiillerin DNA ile
etkilesimi sonucu ortaya cikar. Iyonlastirici radyasyonun etkisiyle, DNA’y1 ¢evreleyen suyun
O-H baglarinin hidrolitik ayrilmasi sonucu olusan OH- radikali DNA ile etkilesir. Sonugta,
baz hasar1 ve zincir kiriklart meydana gelir. Bu hasarli bazlarin bir kismi replikasyon sirasinda
eslenmez ve transkripsiyon sirasinda da ¢ergceve kayma mutasyonuna neden olurken, bir kismi
ise yanlis esleserek nokta mutasyonuna yol acar. Diger taraftan, iyonlastirict radyasyon

dogrudan zincir kiriklari olugturmak yolu ile de replikasyonu durdurabilir (34).

Iyonizan Radyasyonun Folikiil Gelisimi Uzerine Etkileri

Memelilerde folikiillerin biiylik cogunlugu dejenere olurlar ve folikiiler atrezi araciligi
ile ovaryumdan ortadan kaldirilirlar. Dejenere olan folikiillerde, piknotik nukleuslu graniiloza
hiicrelerinde artis, teka tabakasinda hipertrofi ve riiptiire veya ondiile olan bazal membran gibi
kendilerine has ozellikler gosterirler (6). Radyasyon folikiiler atreziye sebep olan ve bu
durumu hizlandiran sebeplerden biridir (7). Radyasyonu takiben normal dokularda apoptozis
artmaktadir (8). Jarrell ve ark.’na (9) gore, radyasyona cevap olarak ovaryumun morfolojik
yapisinda degisiklikler olusur. Son ¢aligmalar, radyasyonun folikiillerde apoptozisin artmasina

(8), oositlerde kromozomal hasara ve ovarian fonksiyonlarin bozulmasia (10) sebep
6



oldugunu gostermistir. Apoptozis, folikiillerde graniiloza hiicrelerinin Sliimlerine yol acar
(11). Radyasyona maruz birakilan fare ovaryumlarinda folikiiler dejenerasyonun graniiloza

hiicrelerinin apoptozisi ile gergeklestigi gosterilmistir (7).

APOPTOZIS VE FOLIKULER ATREZi

Apoptozis

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve ark. (42) tarafindan kullanilmig ve canlt
dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre Sliim tipi
olarak tanmimlanmigtir. Literatiirde “programlanmis hiicre oliimii, fizyolojik hiicre 6limii,
hiicre intihari, hiicre kayb1" ifadeleri apoptozisle es anlamli olarak kullanilmistir (42).

Apoptozis bir¢cok biyolojik siirecte etkin rol oynamaktadir. Dokularin geligsmesi,
yaslanmasi ve kanama kontroliiniin saglanmasinda oldugu gibi, normal dokulardaki hiicre
topluluklarinin korunmasi siirecinde de meydana gelmektedir. Birgok fizyolojik ve patolojik
durum veya faktor apoptozise neden olabilir. Fakat her hiicre ayni1 faktére ayni sekilde yani
apoptozisle cevap vermez (43). Apoptozisi etkileyen faktdrler kabaca biiylime faktdrlerinin
geri ¢ekilmesi, sitokinler ile hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artis, Tiimor Nekroz Edici
Faktor, Transforming Growth Factor [, Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, DNA hasari
nedeniyle bir timor supresor gen olan p53’°ilin aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar ve
glukokortikoidler seklinde siralanabilir. Ayrica hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser
ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de hafif dozlarda apoptozis meydana

getirebilirler (44).

Folikiiler Atrezi

Saglikli folikiillerde; graniiloza, kumulus, teka interna ve teka eksterna tabakalari
arasindaki hiicrelerde veya oositlerde apoptotik hiicreler goriilmez (39).

Folikiiler atrezinin erken fazinda, apoptozis folikiil duvarnin i¢ yiiziinde graniiloza
hiicreleri arasinda dagimnik olarak goriilir. Kumulus hiicrelerinde, oosit veya teka interna ve
teka eksterna tabakalarindaki hiicrelerde apoptozis goriilmez. Elektron mikroskopik
incelemelerde erken sathadaki atretik folikiillerin graniiloza hiicrelerinde piknotik nukleus
gibi apoptotik hiicre Ozellikleri gosterdigi tespit edilmistir. Ayni folikiillerin kumulus
hiicreleri veya oositlerin ise normal ultrastriiktiirel yap1 gosterdigi goriilmiistiir (40).

Folikiiler atrezinin ge¢ fazinda ise graniiloza hiicrelerinde ki apoptozis folikiil
duvarinin yiizeyinden i¢ kisimlara dogru ilerlemeye baslar. TUNEL pozitif hiicreler kumulus
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hiicreleri arasinda ve oositte goriilmez. Folikiiler atrezinin ilerleyen sathalarinda ¢ok sayidaki
apoptotik hiicre bazal membrana bitisik olarak bulunur. Bazal membranin yapis1 bozulur ve
cok sayida makrofaj folikiiliin antrumuna hiicum ederek apoptotik hiicreleri ve hiicresel

artiklar1 fagosite ederler (41).

TUNEL Metodu

Apoptozisde ortaya c¢ikan DNA fragmantasyonunu gostermenin bir TUNEL
metodudur. Bu yontemle, DNA kiriklarmin serbest 3' OH uglar1 modifiye nukleotidlerle
enzimatik olarak igaretlenir. DNA fragmantasyonundan kokenlenen bu yeni DNA uglari,
morfolojik olarak gdzlenebilen nukleuslarda ve apoptotik cisimciklerde bulunurlar. Bu
yontemle kromatin kondensasyonu olusmus ve DNA kiriklar1 bulunan erken evre apoptozise
Ozgidiir. Daha sonra nukleusda major morfolojik degisiklikler olusmaya baglar (45,46).

TUNEL metodu, kimyasal olarak isaretlenmis ve isaretlenmemis niikleotidler
kullanilarak serbest 3’ OH uglarinin igaretlenmesi prensibine dayanir. Reaksiyon tamponuna
eklenmis olan niikleotidlerin, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak
enzimatik olarak DNA’ya baglanmasi saglanir. TdT tek sarmalli ya da ¢ift sarmalli DNA’nin
3" OH uglarina serbest olarak eklenen nukleotid trifosfatazlar1 katalizler. Serbest olarak
bulunan nukleotidler digoksigenin-konjugati eklenmesiyle bir oligomer olustururlar. Daha
sonra digoksigenin ile konjuge olan niikleotidler peroksidaz reaksiyonu verebilen anti-
digoksigenin antikoru ile baglanmasi saglanir. Boylece baglanmis peroksidaz antikoru,
immunohistokimyasal ve immunositokimya hassas goriiniim saglayan kromojenik
substratlarla baglanmasi1 saglanir. Sonug olarak; apoptotik cisimciklerde ¢ok yiiksek oranda

bulunan 3’ OH uglarinin hassas ve spesifik boyanmasi saglanir (47).

CURCUMIN

Zerdegalin ana bilesenlerinden olan curcumin, Zingiberaceae familyasina ait Curcuma
longa bitkisinin kdklerinden elde edilir. Curcuma longa, 1 metre yiiksekliginde kisa govdeli
cok yillik bir bitkidir (Sekil 1). Hindistan’da ve 6zellikle giineydogu Asya iilkelerinde yetisir.
Geleneksel tipta binlerce yildir kullanilan curcumin, yemek endiistrisinde katki maddesi

(6rnegin Ingiltere’de acili Hint baharati, kéri), koruyucu madde, renk ve tat verici olarak da

kullanilmaktadir (48).



Sekil 1. Curcuma longa (48).

Zerdecal 6zlerinde 3 farkli curcuminoid mevcuttur; curcumin, demethoksicurcumin, ve

bis-demethoksicurcumin curcumin (diferuloylmetan) zerdecalin en aktif bilesenidir (18).

Bunun yani sira curcuminin ticari olarak satilan preparatlarinda ugucu ve sabit yaglar, protein,

mineraller, karbonhidratlar, su igerir. Sekil 2’de gosterildigi gibi curcumin zerdegalin ugucu

olmayan bilesenlerinden biridir (49).

Curcuminoidler

Ugucu yag

Karbonhidratlar

ZERDECAL Proteinler

Rezinler

Yaglar

Su-Nem

Sekil 2. Zerdecal’in bilesenleri.

%0.3-54 Renk Verici Ozelligi
% 4-5 —— Aromatik Ozelligi
% 65-70
%6
% 1

% 1.7-33

% 10

Curcuminin, Vitamin C ve E ile karsilastirilabilir antioksidan aktivitesi mevcuttur

(50). Curcumin reaktif oksijen radikallerini, reaktif nitrojen metabolitlerini ve hidroksil

radikallerini etkisiz hale getirerek antioksidan ozellik gosterir (51). Curcuminin direkt

antioksidan etkisi yaninda inflamatuar enzimlerin aktivitelerini inhibe ederek ve onemli bir
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intraselliiler antioksidan olan glutatyonun sentezini artirarak dolayli antioksidan etkisi de
vardir (52).

Curcuminin, antimikrobial (53), antioksidan (54), antiinflamatuar (55), yara iyilestirici
(56), antimutajenik (57), antikarsinojenik (18), antimetastatik (58), noroprotektif (59),
radyoprotektif (60), angiogenezisi diizenleyici (61) bir¢ok 6zelligi ispatlanilmis olup, doz
asiminda toksik 6zellik gostermeyen (62) dogal bir maddedir.

PROLIFERE HUCRE NUKLEER ANTIJENI (PCNA)

Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) ya da diger bir adiyla siklin (Cyclin) 36-
kilodalton agirliginda bir nukleus proteinidir ve DNA polimeraz deltanin kofaktorii olarak
gorev yapar. PCNA hiicre siklusu sirasinda ortaya ¢ikan, normal proliferasyon gosteren
hiicreler ile tiimdrlerde sentez edilen, sentez hiz1 hiicrelerin proliferasyon ve DNA sentezi hiz1
ile dogru orantih olan bir proteindir (63). Istirahattaki hiicreler farkli mitojenlerle
uyarildiginda ayni derecede PCNA ve DNA sentezi yapildig1r gosterilmistir (63,64). Hiicre
siklusu sirasinda PCNA diizeyleri oynamalar gostermekte, G1 fazinin sonunda, DNA
sentezinden hemen Once giderek artan miktarlarda hiicrelerde belirmekte, S fazi sirasinda
ozellikle yiikselmekte ve G2 fazinin basinda kaybolmaktadir (64). Biyolojik yart omri
yaklagik 20 saattir (65). PCNA boyanmasi DNA sentezinin yer aldig1 intraniikleer alanlarda
lokalize olmaktadir (64). PCNA’nin S faz1 sirasinda nukleustaki dagilimi DNA sentezine
baghidir, olasilikla G1 fazi sirasinda bir araya gelen, DNA sentezine yardimci olan ve S
fazinin sonunda dagilan bir replikasyon kompleksine dahildir (65,66). Hem hiicre DNA
sentezi ve onarimi i¢in, hem de hiicre siklusunun ilerlemesi i¢in PCNA’nin gerekli oldugu

gosterilmistir (67).
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GEREC VE YONTEM

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Birimi’nde iiretilen,
7-8 haftalik, agirliklar1 20-25 g arasinda degisen 38 adet disi Balb/c tiirii fare kullanildi.
Deney siiresi boyunca, tiim deneklerimiz, optimum laboratuvar kosullar1 (22+1 °C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinliik icme suyu ve % 21 ham protein iceren pelet
yemlerle (Purina) beslendi. Ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip, deneklerimizden,
viicut agirliklart birbirine yakin olanlar, ayn1 grupta olacak sekilde biri kontrol 4’ii deney
grubu olmak iizere toplam 5 grup Tablo 1°de goriildiigii gibi olusturuldu.

Grup I (Kontrol grubu, n=6): Kontrol grubu farelerine 10 giin boyunca
dimetilsiilfoksit (DMSO) intragastrik yoldan verildi.

Grup II (Radyasyon grubu 3. saat (Rd-3), n=8): Bu grupta ki farelere 8.3 Gy tek
doz tiim viicut 1s1nlamasi yapilarak, i1sinlamadan 3 saat sonra ovaryumlari alindi.

Grup III (Radyasyon+Curcumin grubu 3. saat (Rd+Cur-3), n=8): Radyasyon
hasarin1 Onleyebilmek amaci ile 8.3 Gy tek doz tiim viicut 1smmlamasindan 10 giin once
baslayip, 100 mg/kg Curcumin DMSO i¢inde c¢oziilerek, intragastrik yoldan verildi ve
1sinlamadan 3 saat sonra ovaryumlari alindu.

Grup IV (Radyasyon grubu 12. saat (Rd-12), n=8): Bu grupta ki farelere 8.3 Gy
tek doz tiim viicut 1s1nlamasi yapilarak, 1sinlamadan 12 saat sonra ovaryumlari alindu.

Grup V (Radyasyon+Curcumin grubu 12. saat (Rd+Cur-12), n=8): Radyasyon
hasarin1 Onleyebilmek amaci ile 8.3 Gy tek doz tiim viicut iginlamasindan 10 giin 6nce
baslayip, 100 mg/kg curcumin DMSO icinde ¢oziilerek, intragastrik yoldan verildi ve
1sinlamadan 12 saat sonra ovaryumlar alind.

Calisma icin Trakya Universitesi Etik Kurulu’ndan (Ek) 31.08.2009 tarihinde onay
alindu.
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Tablo 1. Deney gruplari

Kontrol Rd-3 Rd+Cur-3 Rd-12 Rd+Cur-12
Radyasyon - 8.3 Gy 8.3 Gy 8.3 Gy 8.3 Gy
Curcumin ) 100 mg/kg - 100 mg/kg
(Intragastrik) (Intragastrik)
DMSO Intragastrik - - - -

Radyasyon hasar1 olusturmak amaciyla Trakya Universitesi T1ip Fakiiltesi Radyasyon
Onkolojisi Anabilim Dali’nda, kontrol grubu hari¢ diger gruplardaki her bir denek,
intraperitoneal (i.p.) yoldan 50 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibagi/Tiirkiye), 10 mg/kg
xylazine (Rompun-Bayer/Tiirkiye) ile anestezi saglandiktan sonra sirtiistii pozisyonunda
sabitlendi. Mecaserto marka Simics (Fransa) model simiilator kullanilarak, simiile edilen ilk
hayvanin 151 alami goriintiilenmesi i¢in rontgen filmi ¢ekildi (Sekil 3). Kaynak-cilt mesafesi
80 cm olmak iizere 1,5 cm derinlikte doz hesaplanarak, Kobalt-60 teleterapi cihazi (Cirus,
Cis-Bio Fransa) ile tek fraksiyonda 155,64 cGy/dk doz hizinda tiim viicut 8.3 Gy 151n
uygulandi.

Dokularin 151k mikroskopik incelemeleri igin islemlendirilmeleri Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

Dokular Bouin fiksatoriine alinarak tespit olmalar1 saglandi.

ISIK MiIKSROSKOBIK INCELEME

Isik mikroskobik incelemeler igin ovaryum dokulari, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskopi Laboratuvar’inda islemlendirildi. Bu
amagla ovaryum dokular1 Bouin fiksatoriinde 4 giin fikse edildikten sonra yikama islemine
gecildi. Dokular 2 giin %70’lik alkolde yikanarak, dehidratasyon islemine gecildi. Dokular
artan alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100) 1’er saat tutuldu. Dehidratasyon asamasindan sonra
saydamlastirma basamagi i¢in dokular 3 seri 15°er dk toluol ile muamele edildi. Gomme
isleminden 6nce dokular yumusak parafinde 1 gece tutuldu. Bir sonraki giin ovaryum dokulari
yumusak parafinden alinarak 1 saat sivi sert parafinde tutularak, bloklandi. Bu bloklardan
Leica RM-2245 silindirli mikrotom kullanilarak 6 pm (mikrometre) kalinligindaki kesitler

alindi. Ovaryum dokusunun genel 6zelliklerini ve folikiiler yapilarini ortaya koyabilmek
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amaciyla alman kesitler Hematoksilen+Eozin (H+E) ve Periyodik asit schiff + Hemalen
(PAS+HL) ile boyandi. Isik mikroskobunda (Olympus CX31-Japan) incelenerek, bulgularin
fotograflar1 ¢ekildi.

Tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinin 151k mikroskopik olarak incelenmesinde folikiil

siiflamasi Tablo 2’de belirtildigi gibi yapild1 (68).

Tablo 2. Ovaryum Kkesitlerindeki folikiillerin siniflandirilmasi (68)

Folikiil Morfolojik Ozellikleri

ZP’s1z oositler etrafinda tek tabaka yassi, graniiloza progenitor
Primordial Folikul hiicrelerine sahip folikiil
Oositler etrafinda tek tabaka kiibik graniiloza hiicreleri gozlenen

Primer folikiil folikiil

Oositler etrafinda 2 ya da daha fazla graniiloza hiicre tabakasi bulunan

Preantral folikil ancak, graniiloza hiicreleri arasinda bosluk gézlenmeyen folikiil

Graniiloza hiicreleri arasindaki bosluklarda folikiil sivis1 birikimi

Antral folikiil baslamis olan folikiil
Tek ve biiylik bir bosluga (antrum) sahip olup, sayis1 azalan graniiloza
hiicrelerinin folikil sivisi ile dolu bir antrumu cevrelemekte oldugu,
Graaf folikiili

oositin ise bazi graniiloza hiicreleri (kumulus hiicreleri) tarafindan

cevrelenmis oldugu folikiil

ATRETIK FOLIKULLERIN HISTOLOJIK OZELLIKLERI

Kiiclik capl folikiillerde (primordial ve primer) granuloza hiicre niileuslarindaki
piknozis atrezinin erken donem gostergesi, eozinofilik oosit sitoplazmasi ya da oosit kaybi ise
ilerlemis atrezi olarak kabul edildi (69).

Biiyiik capli folikiillerde (preantral, antral, Graaf) ise;

- Graniiloza hiicre sayisinin 50°den fazla oldugu folikiilde, 3’ten daha ¢ok piknotik
graniiloza hiicresi niikleusunun bulunmasi, say1 50’den az ise 1 piknotik graniiloza hiicresi
niikleusu bulunmas: atrezinin erken donem gostergesi,

- Oosit etrafindaki graniiloza hiicrelerinin dagilmis olmasi, graniiloza ve teka

tabakalar1 arasindaki sinirin kaybolmasi ise ileri atrezi belirteci olarak kabul edildi (70).

13



IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Immiinohistokimyasal inceleme igin ovaryum dokusundan 6 um kalinliginda kesitler
alind1 ve deparafinizasyon islemini takiben kesitler suya indirildi. Suya indirilen kesitler
antijen retrival icinde mikrodalga firinda 20 dk kaynatildi. Oda 1sisinda 20 dk sogumaya
birakildiktan sonra kesitler Fosfat Buffer Solusyonu (PBS; pH 7.6) (PBS) ile yikandi. Bu
asamadan sonra hidrojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde (Riedel-de Hien
24229) hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit (H,0,) ile 20 dk muamele edildi. Distile su i¢inde
calkalanarak kesitler PBS ile yikandi. Ozgiil olmayan antikor baglanmalarm bloklamak iizere
kesitlere %1 preimmiin rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandu.
Daha sonra kesitler nemli chamber i¢inde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor (Mouse
monoclonal anti-PCNA antibody, MS-106-B, Thermo LabVision, USA) ile 1 saat siire ile
inkiibe edildi. Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dk sekonder antikor soliisyonunda
(Biotinylated Goat Anti-Mouse, LabVision, TM-015-BN) tutuldu. 3 kez PBS’de yikanan
kesitlere 20 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu (Streptavidin Peroxidase, LabVision, TS-
015-HR) uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 10 dk 3-amino 9 etil karbazol
kromojen soliisyonu (LabVision, TA-002-HAC) uygulamas: yapildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra 5 dk Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama yapildi. Akar suda 5 dk
yikanan kesitler kapatma soliisyonu (Mounting Medium, LabVision, TA-060-UG) konarak

lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda degerlendirmeye alindi.

TUNEL BOYAMA

Parafin bloklardan lam iizerine alman 6 pm’lik kesitler 1 gece 37 °C’lik etiivde
tutulduktan sonra toluolde 3x5 dk bekletilerek parafinden iyice arindirilarak azalan alkol
serilerinden (%100, %95, %70) 3’er dk gecirilip distile suya indirildi. 5 dk distile suda tutulan
kesitlere daha sonra antijen iyilestirme amaciyla 15 dk oda 1sisinda proteinaz K (20 pg/ml,
Chemicon, 21627) uygulandi. Distile su ile yikanan kesitler endojen peroksidazi bloklamak
icin metanolde hazirlanan %3’liik H,0,’de 5 dk bekletildi. Distile su ve PBS ile
calkalandiktan sonra lam lizerinde kesitlerin etrafi hidrofobik kalem (Zymed, 00-8899) ile
cizilerek havuz olusturuldu ve kesitlere 5 dk oda isisinda dengeleme tamponu uygulandi.
Daha sonra kesitler 37°C’de terminal deoksiniikleotidil transferaz enziminde 1 saat
bekletildikten sonra durdurma/yikama tamponuyla 15 saniye c¢alkalandi ve oda 1sisinda 10 dk
bekletildi. 3 kez PBS’de yikanan kesitlere antidigoksigenin konjligati uygulandi ve oda
1s1sinda 30 dk tutuldu. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 10 dk diamino benzidin

kromojen soliisyonu (LabVision, TA-002-HAC) uygulamas1 yapildi. Kesitler distile su ile
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yikandiktan sonra 10 dk Methyl green uygulanarak zit boyama yapildi. Distile sudan hizla
gecirilen kesitler %100 N-Butanolden de hizla gecirildi. Dehidrate edilen kesitler 3x2 dk
toluolde tutulduktan sonra kapatma soliisyonu konarak lamel ile kapatildi ve 1s1k
mikroskobunda degerlendirmeye alindi.

Kontrol ve deney gruplari arasindaki PCNA ve TUNEL pozitif hiicre sayilar
semikantitatif olarak saptandi (Tablo 3). Semikantitatif degerlendirme, asagidaki bicimde
yapildi; yok (-), nadir (%), az(+), orta (++), fazla (+++), ¢cok fazla (++++).

Her bir ovaryumun tamamindan 5 um’lik kesitler alinarak H+E boyasi1 yapildi. Her 5
kesitte bir normal ve atretik folikiiller 151k mikroskobu yardimiyla sayildi (71). Atretik
folikiillerin tiim folikiillere (atretik folikiil / toplam folikiil) oranm1 (%) hesaplandi (Tablo 4,
Sekil 4-7).

Istatistiksel analizler ig¢in S0064 Minitab Release 13 progranmi (Lisans No:
WCP1311.00197) kullanildi. Tiim veriler ortalama (+) standart sapma (S.D.) olarak ifade
edildi. Atretik folikiil sonuclar1 Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Anlamli
fark bulunan gruplar arasindaki karsilastirmalar i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanildi.

p<0.05 olmast durumunda fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 3. Simiilasyon grafisi.
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BULGULAR

KONTROL GRUBUNA AIT MORFOLOJIK BULGULAR

Kontrol Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait ovaryumlarin korteks bdlgelerinde gelisiminin  farkli
asamalarindaki folikiiller gozlendi (Resim 1,2). ZP’s1z oositler etrafinda tek tabakali yassi,
graniiloza progenitdr hiicrelerine sahip primordial folikiiller kiimeler halinde ovaryum
korteksinin hemen altinda gozlenmekte idi. Preantral folikiiller etrafinda aralarinda bosluk
gbzlenmeyen birkag sira graniiloza hiicreleri bulunurken, oositin ZP ile ¢evrelendigi tespit
edildi (Resim 1). Preantral ve antral folikiillerin graniiloza hiicreleri arasinda mitotik figiirlere
siklikla rastlandi (Resim 2). Folikiillerin graniiloza hiicre tabakasi ile ovarian stroma arasinda
ise teka tabakalar1 gozlendi. Antral agsamadaki folikiillerin ¢gogunlugu saglikl folikiiller iken,
dogal fizyolojik siirec igerisinde atreziye ugrayarak elemine edilecek folikiiller de izlenmekte
idi (Resim 1).

Kontrol grubuna ait PAS+HL ile yapilan mikroskopik incelemede ovaryum
korteksinin hemen altinda primordial, primer ve preantral folikiiller izlendi. Goriintii
alanindaki bir preantral folikiilde PAS (+) boyanan yapilarin ZP ve bazal membran oldugu

gbzlendi (Resim 3).

Kontrol Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubuna ait ovaryumlarda yapilan incelemelerde gelisiminin farkh
asamalarindaki cesitli folikiillerin graniiloza hiicrelerinde PCNA varligi
immiinohistokimyasal olarak tespit edildi (Resim 4-6). Primer, preantral ve antral folikiillerin

S fazindaki graniiloza ve teka interna hiicrelerinin immiinohistokimyasal olarak isaretlendigi
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goriildii. Oosit yapisi bozulan bir atretik preantral folikiilde ise graniiloza hiicrelerinin PCNA
reaksiyonu vermedigi izlendi (Resim 5). Antral folikiile ait bir kesitte yapilan incelemede
PCNA reaksiyonu veren graniiloza hiicrelerinin bircogunda mitotik figiirler goriilmekte idi
(Resim 6).

Kontrol grubu kesitlerinde yapilan semikantitatif degerlendirmede PCNA pozitif

reaksiyon veren graniiloza hiicrelerinin en fazla bu grupta oldugu tespit edildi (Tablo 3).

Kontrol Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgulari

TUNEL boyasi sonrasinda kontrol grubuna ait folikiilllerin graniiloza hiicrelerinde
belirgin bir isaretlenme goézlenmedi. Ovaryum dokusunda bazi folikiillerin eleminasyonu
fizyolojik bir silire¢ olan atrezi ile gerceklestiginden, farkli atretik dejenerasyon
seviyelerindeki folikiiller kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde de gozlendi. Bu
kesitlerdeki folikiillerde TUNEL boyasi ile isaretli graniiloza hiicreleri izlenmekte idi (Resim
7).

Radyasyon verilen ovaryum dokulari ile semikantitatif olarak kiyaslandiginda TUNEL

pozitif reaksiyon veren graniiloza hiicrelerinin en az bu grupta oldugu tespit edildi (Tablo 3).
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Resim 1. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde cok sayida primordial folikiil (*) ile
birlikte, preantral (PAF) ve antral folikiiller (AF) kortekse yerlesmistir.
Normal goriiniimlii folikiillerin yam sira atretik antral bir folikiil (X)
gozlenmektedir. H+E, X200.

Resim 2. Germinal epitel altinda preantral (PAF) ve antral folikiiller (AF) ile birlikte
primordial folikiil (*) yer almaktadir. H+E, X400.
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Resim 3. Normal goriiniimlii primordial (*) ve primer folikiillerin (PF) yam sira PAS (+)
boyanan normal goriiniimlii zona pellusidas1 (ZP) ve bazal membram (—) ile
preantral folikiil (PAF) gorillmektedir. PAS+HL, X400.
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Resim 4. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde immiinohistokimyasal olarak PCNA ile
pozitif  boyanms farkhh  asamalardaki folikiiller  gozlenmektedir.
Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X40.

P R S E

Resim 5. Germinal epitelin altinda PCNA pozitif graniiloza hiicrelerini (*) iceren
normal goriiniimlii primer (PF), preantral (PAF) ve antral folikiiller (AF)
izlenmektedir. Folikiillerin teka tabakasinda yer alan hiicrelerin de (») pozitif
boyandiklar1 gériilmektedir. Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamas,
X200.
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Resim 6. Kontrol grubuna ait saghkh antral folikiillde graniiloza hiicreleri (—) ile
birlikte oositinde (Oo) PCNA pozitif boyandigi ayrica graniiloza tabakasinda
cok sayida mitotik figiirlerin (») oldugu da goriilmektedir.
Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 7. Kontrol grubuna ait normal goriiniimlii preantral folikiiller (PAF) ile birlikte
apoptotik graniiloza hiicreleri (—) iceren atretik bir antral folikiil (X)
goriilmektedir. TUNEL boyasi, X200.
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RADYASYON SONRASI 3 SAAT GRUBUNA AIiT MORFOLOJIK
BULGULAR

Radyasyon Sonrasi 3 Saat Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Radyasyona maruz kalmis ovaryumlardan 3 saat sonra alinan kesitlerde dejenere
olmus folikiillerin kontrole oranla arttig1 gézlendi. Kontrol grubu ile benzer sekilde ovaryum
korteksinde yerlesik primordial, primer ve preantral folikiiller izlenmekte idi. Cogunlukla
preantral folikiiller saglikli goriiniimli iken antral folikiillerin erken atrezik ozelliklere sahip
olduklar1 saptandi. Kontrole oranla bu grupta primodiyal folikiil rezervinde azalma oldugu
izlendi (Resim 8). Antral folikiillerin antrumunda ¢ok sayida piknotik nukleuslara sahip
graniiloza hiicreleri yer almakta idi (Resim 8,9). Atretik antral folikiillerde oosit graniiloza
hiire baglantilarinda kopmalar, oosit biitiinliiglinde bozulmalar ve antrumda ¢ok sayida
piknotik nukleuslu graniiloza hiicreleri izlendi (Resim 9).

PAS+HL ile yapilan mikroskopik incelemede goriintii alanindaki bir antral folikiiliin
graniiloza hiicreleri arasinda PAS (+) boyanan hiicresel artiklar goriildii. Graniiloza hiicreleri

ile ZP arasinda bosluklar ve bazal membran ondiilasyonun oldugu gézlendi (Resim 10).

Radyasyon Sonrasi 3 Saat Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

Ovaryum genel goriintlisiinde gelisimin farkli asamalarinda bulunan folikiillerde
PCNA pozitif graniiloza hiicreleri izlendi. Radyasyon maruziyetinden 3 saat sonra alinan
ovaryum kesitlerinde saglikli folikiillere oranla atretik folikiillerde PCNA reaksiyonu veren
graniiloza hiicrelerinde azalma oldugu tespit edildi (Resim 11). Goriintii alaninda saglikli
antral folikiiliin yaninda atretik 6zellik gosteren antral folikiillerde izlendi. Saglikli antral
folikiillerin apikal tabakasindaki graniiloza hiicrelerinin PCNA pozitif reaksiyon ozelligi
gosterdikleri bunun yani sira oosit niikleusunun da siddetli reaksiyon verdigi tespit edildi.
Atretik folikiillerin graniiloza tabakalar1 arasinda apoptotik cisimciklerin ve hiicrelerin
bulundugu bunlarin zit boyama ile boyandiklar1 goriildii (Resim 12).

Kontrol grubu ile bu grupta yer alan folikiiller semikantitatif olarak
degerlendirildiginde PCNA pozitif reaksiyon veren hiicrelerin daha az sayida oldugu tespit

edildi (Tablo 3).

Radyasyon Sonrasi 3 Saat Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgular:
Radyasyon uygulanan ve 3 saati takiben alinan ovaryum dokularinda TUNEL boyasi
ile isaretlenen folikiilllerin graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuna oranla arttig1 gézlendi. Bu
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kesitlerdeki birgok atretik folikiiliin antrumunda ve graniiloza hiicre tabakalar1 arasinda
apoptotik hiicreler izlendi (Resim 13). Apoptotik hiicreler iceren atretik antral folikiillerin
yani1 sira saglikli primer, preantral ve antral folikiiller de goriildii (Resim 13). Atretik bir antral
folikiilde c¢ok sayida apoptotik graniiloza hiicrelerinin antrumda ve folikiil duvarinin
apikalinde oldugu izlendi. Oosit graniiloza hiicreleri arasinda baglantlarin koptugu ve oosite
yakin olan birkag hiicrenin de TUNEL pozitif olduklar1 goriildii (Resim 14).

Kontrol grubu ile semikantitatif olarak kiyaslandiginda TUNEL pozitif reaksiyon

veren graniiloza hiicrelerinin bu grupta arttig1 tespit edildi (Tablo 3).
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Resim 8. Radyasyon uygulamasindan 3 saat sonra alinan ovaryum Kesitinde saghkh
preantral folikiillerin (PAF) yam sira atretik antral folikiiller (X)
goriilmektedir. Atretik antral folikiillerde piknotik niikleuslu graniiloza
hiicreleri (—) ve oosit (0Qo) ile graniiloza hiicreleri arasinda bosluklarin (»)
olustugu izlenmektedir. H+E, X200.

arasindaki baglantinin (») koptugu, oosit morfolojisinin bozuldugu ve cok
sayida piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri (—) icerdigi gozlenmektedir.
H+E, X400.
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Resim 10. Radyasyon uygulamasim takiben 3 saat sonunda alinan ovaryum kesitinde
farkhh asamalardaki folikiiller goriilmektedir. Atretik folikiillerin (¥)
graniiloza hiicreleri arasinda PAS(+) boyanan hiicresel atiklarin yer aldig:
¢ok sayida apoptotik hiicreler (») dikkati cekmektedir. PAS+HL, X200.
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Resim 11. Ovarian kortekste atretik folikiillerde (X) cok sayida piknotik niikleuslu
graniiloza hiicrelerinin (—) oldugu ve immiin boyamanin (*) diger saghkh

folikiillere kiyasla daha az oldugu dikkati ¢ekmektedir. Immiinoperoksidaz,
hematoksilen zit boyamasi, X100.

Resim 12. Normal goriiniimlii antral folikiilde (AF) graniiloza hiicreleri (*) ile birlikte
oositinde (Oo) PCNA pozitif reaksiyon verdigi, atretik folikiilde (X) piknotik
niikleuslu ve boyanmayan hiicreler (—) oldugu dikkati ¢ekmektedir.
immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 13. Radyasyon uygulamasindan 3 saat sonra alinan ovaryum Kkesitinde saghkh
bir antral folikiil ile birlikte apoptotik graniiloza hiicreleri (—) igeren
atretik antral folikiiller goriilmektedir. TUNEL boyasi, X200.

Resim 14. Atretik antral bir folikiilde, folikiil duvarinda ve antrumda TUNEL boyama
ile isaretlenmis apoptotik graniiloza hiicreleri (—) gozlenmektedir. TUNEL
boyasi, X400.
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RADYASYON VE CURCUMIN SONRASI 3 SAAT GRUBUNA AiT
MORFOLOJIK BULGULAR

Radyasyon ve Curcumin Sonrasi 3 Saat Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Tek doz 8.3 Gy iyonizan radyasyon Oncesi curcumin alan bu grup deneklerimizin
ovaryum dokusu 151k mikroskobunda incelendiginde; sadece iyonizan radyasyon alan
tedavisiz grupta goriilen apoptozisin, folikiiler dejenerasyon ve atrezi oraninin, curcumin
tarafindan kismen 6nlenmis oldugu gbzlendi. Ovarian kortekste farkli asamalardaki folikiiller
izlendi. Bu folikiiller i¢inde atretik olanlarin yani sira saglikl folikiiller de goriildii. Germinal
epitelin hemen altinda bulunan primordial folikiiller ile birlikte pirimer ve preantral
folikiillerin de yer aldig1 tespit edildi (Resim 15). Atretik 6zellik gosteren folikiillerin anturm
ve folikiil duvarlarinda ¢ok sayida piknotik niikleuslu graniiloza hiicrelerinin oldugu goriildii.
Folikiillerde oosit graniiloza hiicreleri arasinda bosluklarin olustugu ve oosit morfolojisinin
bozuldugu dikkati ¢ekti (Resim 15,16).

Radyasyon sonrast 3 saat grubundan alinan kesitlerde, atretik folikiillerin PAS (+)
boyanan ¢ok sayida graniiloza hiicrelerine sahip oldugu goriildii. Bu folikiillerin oositlerinin
morfolojisinin bozularak PAS ile boyandiklar1 gozlendi. Graniiloza hiicrelerinin bazal
membranlarinin PAS (+) boyandig1 ve radyasyondan dolayr membranlarda ondiilasyonlarin
meydana geldigi tespit edildi. Atretik folikiillerin teka tabakalirinin hipertrofiye ugradig:
goriildii. Radyasyon uygulamasindan 6nce curcumin verilen bu grupta tedavisiz gruba kiyasla
hasarin kismen 6nlendigi izlendi. Germinal epitelin altinda saglikli primordial folikiillere de

rastland1 (Resim 17).

Radyasyon ve Curcumin Sonrasi 3 Saat Grubuna Ait Immiinohistokimyasal
Bulgular

Curcumin verilen bu grupta ovarian kesitlerde antral atretik folikiillerin yani sira
saglikli folikiillerinde oldugu gozlendi. Atretik folikiillerin antrumunda ve duvarlarinda ¢ok
sayida piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri oldugu goriildii. Bu folikiillerde graniiloza
hiicrelerinin biiyiik cogunlugunun PCNA ile boyanmadigi bu hiicrelerin PCNA sentezi
yapmadig1 tespit edildi. Radyasyon ile meydana gelen hasarlarin, 1sinlamadan 6nce curcumin
verilmesi ile kismen Onlendigi izlendi. Saglikli folikiillerin graniiloza hiicrelerinde PCNA
reaktivitesinin oldukc¢a belirgin oldugu ve PCNA pozitif boyanan hiicrelerin daha cok

gelisimlerinin ilk donemlerinde olan primer ve preantral folikiillerde oldugu dikkati ¢ekti. Bu
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folikiillerin graniiloza hiicrelerinin yani sira oositlerininde PCNA ile pozitif boyandig1 izlendi
(Resim 18,19).

Radyasyon uygulamasini takiben 3 saat sonra alinan ovaryuma ait folikiiller ile
curcumin verilen bu grupta yer alan folikiiller semikantitatif olarak degerlendirildiginde

PCNA pozitif reaksiyon veren hiicrelerin kismen arttig1 tespit edildi (Tablo 3).

Radyasyon ve Curcumin Sonrasi 3 Saat Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgular:

Curcumin verilen grubun ovaryumlarindan alinan kesitler incelendiginde, 1ginlamadan
3 saat sonra alinan tedavisiz grubun ovaryum dokularindaki folikiilllerin graniiloza
hiicrelerinde TUNEL boyasi ile isaretlenen hiicrelerin kismen azaldigir gozlendi (Resim 20).
Atretik folikiillerde apoptotik hiicrelerin TUNEL ile isaretlendigi ve bu hiicrelerin antrum
icinde ve folikiil duvarinda oldugu goriildii (Resim 20,21). Normal goriinimlii primer ve
preantral folikiillerde graniiloza hiicrelerinin TUNEL boyasi ile boyanmadig: tespit edildi.
Curcumin verilen bu grupta, curcuminin radyasyonun meydana getirdigi apoptozisi kismen
onledigi goriildii (Resim 20).

Radyasyon uygulamasini takiben 3 saat sonra alinan ovaryuma ait folikiiller ile
curcumin verilen bu grupta yer alan folikiiller semikantitatif olarak degerlendirildiginde

TUNEL ile isaretlenen hiicrelerin kismen azaldig tespit edildi (Tablo 3).
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Resim 15. Ovarian kortekse yerlesmis gelisimin farkh asamalarindaki ¢ok sayida folikiil
goriilmektedir. Atretik folikiillerin (X) yam swra normal goriiniimlii
primordial (*), primer (PF), preantral folikiiller (PAF) ve antral folikiilerde
(AF) izlenmektedir. H+E, X100.
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Resim 16. Atretik antral folikiilde oosit (Oo) morfolojisinin bozuldugu ve antrumun yani
sira folikiil duvarinda ¢ok sayida piknotik niikleslu graniiloza hiicreleri (—)
icerdigi goriilmektedir. H+E, X400.
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Resim 17. Radyasyon uygulamasindan 3 saat sonra alinan ve curcumin verilen grupta
atretik antral folikiiller bulunmasina ragmen primordial rezervin (*) kismen
korundugu goriilmektedir. Folikiillerin bazal membram (—) ve atretik

folikiillerde apoptotik cisimciklerin (») PAS (+) boyandig1 izlenmektedir.
PAS+HL, X200.

33



Resim 18. Saghkh folikiillerin duvarinda kuvvetli PCNA immiin reaksiyon veren ¢ok
sayida graniiloza hiicreleri (¥), atretik folikiillerde (X) immiin boyaminin
zayif ve cok sayida piknotik niikleuslu hiicre (—) oldugu goézlenmektedir.
Immiinoperoksi \ ile as1, X100.
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Resim 19. Radyasyondan once curcumin verilen grupta primer (PF) ve preantral
folikiillerin (PAF) graniiloza hiicreleri (*), oositleri (Oo0) ve teka
hiicrelerinin (») PCNA ile pozitif reaksiyon verdikleri goriilmektedir. ileri
atretik asamadaki (X) antral folikiilde antrumda cok sayida pinotik
niikleuslu  hiicre (—) dikkati cekmektedir. Immiinoperoksidaz,
hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 20. Curcumin uygulanan radyasyon 3 saat grubuna ait ovaryum Kesitinde
apoptotik graniiloza hiicreleri (—) iceren antral folikiillerin yami sira

radyasyondan korunan preantral (PAF) ve antral folikiiller (AF)
izlenmektedir. TUNEL boyasi, X200.
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Resim 21. Atretik asamadaki antral folikiilde antrumda ve folikiil duvarinda TUNEL
boyama ile isaretlenmis apoptotik graniiloza hiicreleri (—) goriilmektedir.

TUNEL boyasi, X400.
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RADYASYON SONRASI 12 SAAT GRUBUNA AiT MORFOLOJIK
BULGULAR

Radyasyon Sonrasi 12 Saat Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Iyonize radyasyon verilmesinden 12 saat sonra alinan ovaryum kesitlerinde meydana
gelen atretik folikiil oraninin radyasyondan 3 saat sonra alinan ovaryumlarla kiyaslandiginda
arttigl gozlendi. Ovaryuma kiigiik biiyiitmede bakildiginda gelisimin farkli asamalarindaki
folikiillerin hemen hemen tamaminin atretik oldugu goriildii (Resim 22). Atretik
folikiillerdeki degisiklikler; graniiloza hiicre tabakasinda ¢ok sayida piknotik niikleus
sayisinda artig, graniiloza hiicreleri ile oosit arasinda kopmalarin yani sira, folikiil liimeninde
apoptotik cisimcikler, teka tabakasi hipertrofisi, bazal membran hipertrofisi, oosit
morfolojisinde bozulmalar olarak gozlendi (Resim 22,23).

PAS+HL ile boyanmis kesitlerde yapilan mikroskopik incelemede 1sinlamadan 12 saat
sonra alinan ovaryum kesitlerinde ileri diizeyde atretik folikiiller goriildii. Baz1 folikiillerde
oositin ZP’dan ayrildigi, ZP’nin kivrimli hale geldigi ve bazilarinda ise ZP’nin biitiinliiglini
kaybettigi gozlendi. ileri atrezi asamasindaki folikiillerde PAS(+) boyanmus, fragmante ve
bliyiik vakuoller iceren oositler izlendi. Goriintii alanindaki antral folikiillerin graniiloza
hiicreleri arasinda PAS (+) boyanan hiicresel artiklar, graniiloza hiicreleri ile ZP arasinda

bosluklar ve bazal membran ondiilasyonun oldugu gézlendi (Resim 24).

Radyasyon Sonrasi 12 Saat Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

Radyasyon uygulamasini takiben 12 saat sonra alinan ovaryum kesitlerinde, immiin
reaksiyonun en zayif oldugu grup olarak goriildii. Goriintii alanindaki antral folikiillerin
duvarinda graniiloza hiicrelerinin zayif boyandigi izlendi. Korteksin hemen altinda bulunan
bazi1 primer folikiiller de graniiloza hiicrelerinin PCNA pozitif boyandiklar1 gézlendi (Resim
25). Ileri atretik antral folikiillerde immiin reaksiyonunun zayif oldugu gériildii. Folikiillerin
duvarinda ve liimeninde ¢ok sayida piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri izlendi (Resim
26).

Kontrol grubu ile deney gruplar arasinda yer alan folikiiller semikantitatif olarak
degerlendirildiginde PCNA pozitif reaksiyon veren hiicre sayisinin en az bu grupta oldugu

tespit edildi (Tablo 3).
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Radyasyon Sonrasi 12 Saat Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgular

Radyasyon uygulanan ve 12 saati takiben alinan ovaryum dokularinda TUNEL boyasi
ile isaretlenen graniiloza hiicrelerinin tiim gruplara oranla arttig1 gozlendi. Bu kesitlerdeki
bir¢ok atretik folikiiliin antrumunda ve graniiloza hiicre tabakalar1 arasinda apoptotik hiicreler
izlendi (Resim 27,28). Atretik bir antral folikiilde ¢ok sayida apoptotik graniiloza hiicreleri
gozlendi. Ileri atretik asamadaki folikiilde dejenerasyonun ilerledigi, graniiloza hiicrelerinin
elemine edilerek az sayida kalan hiicrelerinde bazal membran sinirinda ve TUNEL pozitif
olduklar1 goriildii (Resim 28).

Kontrol ve deney gruplar i¢inde semikantitatif olarak kiyaslandiginda, radyasyondan
12 saat sonra alman ovaryum dokularinda TUNEL pozitif reaksiyon veren graniiloza

hiicrelerinin bu grupta en fazla oldugu tespit edildi (Tablo 3).
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Resim 22. adys

",

n uygulmasml takiben 12 saat sonra alman Kesitte ovaryumda

"'\.' bl

hemen hemen folikiillerin tamaminin atreziye (X) ugradiklar
gorillmektedir. Folikiillerde oosit graniiloza ayrismas1 (P»), folikiil
duvarinda graniiloza hiicrelerinde ayrismalar (»), antrum ve folikiil
duvarinda ¢ok sayida piknotik niikleuslu (—) hiicrelerin oldugu
goriilmektedir. H+E, X100.

Resim 23. Ileri atretik asamadaki antral folikiilde oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda
ayrismalar (P ), oosit (Oo) morfolojisinde bozulmalar ve ¢ok sayida piknotik
niikleuslu graniiloza hiicresinin (—) oldugu izlenmektedir. H+E, X400.
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Resim 24.

Ileri atretik asamadaki antral folikiillerin bazal membranlarinda
diizensizlikler ve ondiilasyon (—), oositlerde (Oo) dejenerasyon ve
vakuoller (V) icerdikleri goriilmektedir. Folikiillerin ¢cok sayida PAS (+)
boyanan apoptotik cisimcikler (») icerdikleri ve teka tabakalarmin (Tt)
hipertrofiye ugradiklar gozlenmektadir. PAS+HL, X200.
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Resim 25. Radyasyondan 12 saat sonra atretik folikiillerin artis gosterdigi (X) ve atretik
folikiillerde graniiloza hiicrelerinin immiin reaksiyon vermedikleri (*)
goriilmektedir. Immiin reaksiyon gosteren az sayida primer (PF) ve
preantral folikiiller (PAF) gozlenmektedir. Immiinoperoksidaz, hematoksilen
zit boyamasi, X40.

NARNCLIND S S A oD 1 b oA
Resim 26. Atretik antral folikiillerde (X) immiin reaksiyonunun (») zayif oldugu
goriilmektedir. Folikiillerin duvarinda ve liimeninde ¢ok sayida piknotik
niikleuslu graniiloza hiicreleri (—) izlenmektedir. Immiinoperoksidaz,

hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 27. Atretik asamadaki antral folikiiliin liimeninde ve duvarinda c¢ok sayida
apototik graniiloza hiicreleri (—) goriilmektedir. TUNEL boyasi, X400.

Resim 28. lleri atretik asamadaki antral folikiilde graniiloza hiicrelerinin bazal
membran smirinda az sayida ve apoptotik (—) olarak goriilmektedir.
TUNEL boyasi, X400.
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RADYASYON VE CURCUMIN SONRASI 12 SAAT GRUBUNA AiT
MORFOLOJIK BULGULAR

Radyasyon ve Curcumin Sonrasi 12 Saat Grubuna Ait Isik Mikroskopik
Bulgular

Radyasyondan 10 giin dnce curcumin verilmeye baslanan ve radyasyondan 12 saat
sonra alman ovaryum Kkesitlerinde, curcuminin radyasyonun olusturdugu ovarian hasari
kismen 6nledigi goriildii. Ancak curcuminin, radyasyon sonrasi 12. saat grubunda iyonizan
radyasyonun olusturdugu siddetli hasarin boyutunu, radyasyon sonrasi 3. saat seviyesine
kadar indiremedigi tespit edildi. Gorilinti alanindaki preantral ve antral folikiillere
bakildiginda; bu folikiillerin, ¢ok sayida piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri igerdigi
gozlendi (Resim 29). Germinal epitelin hemen altinda goriilen birka¢ preantral folikiiliin
morfolojik yapilarinin diizgiinliigii dikkat cekti. Bu folikiillerin duvarinda da piknotik
niikleuslu graniiloza hiicreleri goriildii (Resim 29). Bir diger kesitte atretik antral folikiiliin
yaninda normal gorliiniimlii primer folikiiliin bulundugu dikkati ¢ekti. Atretik antral folikiiliin
oosit graniiloza hiicreleri arasinda bosluklar oldugu izlendi (Resim 30).

Radyasyondan 12 saat sonra alinan kesitlerde, PAS+HL ile yapilan incelemede farkli
asamalardaki atretik folikiiller goriildii. Bu folikiillerin oositlerinin morfolojisinin bozularak
PAS ile boyandiklar1 gozlendi. Graniiloza hiicrelerinin bazal membranlarinin PAS (+)
boyandigi ve radyasyondan dolayr membranlarin ondiile oldugu tespit edildi. Atretik
folikiillerin teka tabakalarinin hipertrofiye ugradigi goriildii. Radyasyon verilmesinden once
curcumin verilen bu grupta tedavisiz gruba kiyasla hasarin kismen 6nlendigi izlendi. (Resim

31).

Radyasyon ve Curcumin Sonrasi 12 Saat Grubuna Ait Immiinohistokimyasal
Bulgular

Curcumin verilen bu grupta ovarian kesitlerde yapilan mikroskobik incelemede,
iyonizan radyasyonun sebep oldugu hasari curcuminin kismen onledigi gézlendi. Radyasyon
uygulamasini takiben 12 saat sonra aliman ovaryum dokular ile kiyaslandiginda immiin
reaksiyon veren folikiilllerin kismen arttig1 goriildii. Ancak ovaryumlarda ¢ok sayida atretik
folikiil oldugu ve bunlarin graniiloza hiicrelerinin biiyiik bir cogunlugunda immiin
reaksiyonun negatif oldugu dikkati ¢ekti. Atretik folikiillerin antrumunda ve duvarlarinda ¢ok
sayida piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri oldugu goriildii (Resim 32). Erken atretik
folikiil 6zelligi gosteren birkag antral folikiiliin graniiloza hiicrelerinin yani1 sira oositlerinin de
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PCNA ile pozitif boyandig1 gozlendi. Bu folikiillerin duvarinda kuvvetli reaksiyon veren
graniiloza hiicreleri ile birlikte cok sayida piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri de tespit
edildi. Normal goriinlimlii bir primer folikiilde oosit ile birlikte mitotik aktivitesi yeni
baslayan birkag graniiloza hiicresinin de PCNA pozitif reaksiyon verdigi dikkati ¢ekti (Resim
33).

Radyasyon uygulamasini takiben 12 saat sonra alinan ovaryuma ait folikiiller ile
curcumin verilen bu grupta yer alan folikiiller semikantitatif olarak degerlendirildiginde

PCNA pozitif reaksiyon veren hiicrelerin kismen arttigi1 tespit edildi (Tablo 3).

Radyasyon ve Curcumin Sonrasi 12 Saat Grubuna Ait TUNEL Boyama
Bulgular

Radyasyondan 10 giin dnce curcumin verilmeye baslanan ve radyasyondan 12 saat
sonra alinan ovaryum kesitlerinde, curcuminin radyasyonun olusturdugu apoptozisi kismen
onledigi goriildii. Ovaryum dokularindan alinan kesitler incelendiginde TUNEL boyasi ile
isaretlenen graniiloza hiicrelerinin tiim gruplarda goriildiigli gozlendi. Bu kesitlerdeki bir¢cok
atretik folikiiliin antrumunda ve graniiloza hiicre tabakalar1 arasinda apoptotik hiicreler izlendi
(Resim 34,35). Atretik bir antral folikiilde ¢cok sayida apoptotik graniiloza hiicreleri folikiiliin
duvarinda ve liimeninde gozlendi. ileri atretik asamadaki bu folikiilde dejenerasyonun
ilerledigi, oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda bosluklar olusmasinin yan: sira TUNEL ile
isaretlenen apoptotik graniiloza hiicrelerinin folikiilde yaygin olarak bulunduklar tespit edildi
(Resim 35).

Radyasyondan 12 saat sonra aliman ovaryum kesitleri ile semikantitatif olarak

kiyaslandiginda curcuminin apoptozisi kismen 6nledigi tespit edildi (Tablo 3).
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Resim 29. Curcumin verilen 12. saat grubuna ait ovaryum dokusunda atretik o6zellik

gosteren ve piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri iceren preantral (PAF) ve
antral folikiiler (AF) goriilmektedir. H+E, X200

Resim 30. Curcumin verilen 12. saat grubuna ait Kkesitte saghkl bir primer folikiil (PF)
ile birlikte oosit graniiloza hiicreleri arasinda genis bosluklar (») ve cok

sayida piknotik niikleuslu hiicre (—) iceren bir antral folikiill (AF)
goriilmektedir. H+E, X400.
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Resim 31. Curcumin verilen 12. saat grubunda normal goriiniimlii primer (PF),
preantral (PAF) ve ileri seviyede atretik bir folikiil (*) izlenmektedir.

ZP’nin yapisinin  bozuldugu, teka tabakasimin hipertrofiye oldugu,

graniiloza hiicrelerinin (») dejenerasyona ugradig1r goriilmektedir.
PAS+HL, X400.
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Resim 32. Atretik folikiillerde (X) PCNA immiin reaksiyonun zayif veya hi¢ olmadigi,
normal goriiniimlii folikiillerde graniiloza hiicreleri (*) ile birlikte

oositlerinde () pozitif boyandigi izlenmektedir. Immiinoperoksidaz,
hematoksilen zit boyamasi, X100.

A b S 2 Ve & 48 t i ] o
Resim 33. Ovaryum epitelinin hemen altinda normal goriiniimlii bir primer folikiil (PF)
ile birlikte oosit (») ve graniiloza hiicreleri (*) PCNA immiin pozitif olan
atretik bir antral folikiil (X) gorillmektedir. Folikiiliin duvarinda piknotik
niikleuslu hiicreler (—) izlenmektedir. immiinoperoksidaz, hematoksilen z1t
boyamasi, X400.
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Resim 34. Curcumin verilen 12.saat grubuna ait kesitte apoptotik graniiloza hiicrelerine
(—) sahip preantral ve antral folikiiller goriilmektedir. Ovaryum epitelinin
hemen altinda saghkh goriiniimlii bir preantral folikiil izlenmektedir.
TUNEL boyasi, X200.

Resim 35. Folikiil duvarinda ve antrumunda ¢ok sayida apoptotik cisimcikler (—) iceren
ileri seviyede atretik antral folikiil goriilmektedir. TUNEL boyasi, X400.
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Tablo 3. Kontrol ve deney gruplarina ait PCNA ve TUNEL pozitif hiicrelerin

semikantitatif degerlendirmesi

Kontrol Rd-3 Rd+Cur-3 Rd-12 Rd+Cur-12
PCNA -+ +++ +++ ++ ++
TUNEL ++ +++ +++ -+ -t

Hiicre sayisi: yok (-), nadir (£), az(+), orta (++), fazla (+++), cok fazla (++++).
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FOLIKULER ATREZI ORANLARI

Radyasyon verilen gruplarda atretik folikiil oranlarinin arttigi, artisin radyasyon
uygulamasindan 12 saat sonra almman ovaryumlarda en fazla oldugu goriildi. Curcumin
verilen deney gruplarinda ise atretik folikiil oraninin curcumin verilmeyen deney gruplarina
oranla daha az oldugu gozlendi. Tiim gruplara ait atretik primordial, primer, preantral ve
antral folikiil oranlar1 Sekil 4-7°de ve Tablo 4’te gosterildi.

Radyasyon uygulamasini takip eden 3. ve 12. saatlerde atretik folikiil oranlarinin
kontrole kiyasla arttig1 tespit edildi. Bu artma Rd-3 grubunda p<0.01 oraninda anlamlilik
tasimakta iken, Rd-12 grubunda p<0.00001 oraninda oldugu goriildii. Rd-3 grubu ile Rd-12
gruplart kargilastirildiginda ise aralarinda p<0.001 oraninda anlamlilik oldugu gdézlendi.
Radyasyondan 6nce curcumin verilen Rd+Cur-3 grubu ile Rd-3 grubu arasinda ve Rd+Cur-12
grubu ile Rd-12 grubu arasinda bu anlamliligin p<0.05 oraninda oldugu tespit edildi. Tedavi
gruplar1 kontrolle kiyaslandiginda ise Rd+Cur-3 grubu ile aralarinda p<0.05 oraninda,

Rd+Cur-12 grubu ile de p<0.0001 oraninda anlamlilik oldugu goriildii.
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Tablo 4. Kontrol ve deney gruplarina ait atretik primordial, primer, preantral ve antral

folikiil oranlan

Atretik Kontrol Rd-3 Rd+Cur-3  Rd-12  Rd+Cur-12
Folikiil Oranlar1 (%)
Primordial Folikiil 33425 55+42% 44436 87+7,6* 76+6,1°
Primer Folikiil 15+1,2 2542, 1% 20+1,7° 52435 46+3,1°
Preantral Folikiil 25422 4743,7*  36+2.8" 79462 68+5,3°
Antral Folikiil 56+4.3 77+6,2%  66+52" 92+7.9% 844748

*p<0,01 kontrolle kiyaslandiginda,

"p<0,05 Rd-3 ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
tp<0,00001 kontrolle kiyaslandiginda,

tp<0,001 Rd-3 grubu ile kiyaslandiginda,

¥p<0,05 Rd-12 grubu ile kiyaslandiginda,
¥p<0,0001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda.
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Sekil 4. Kontrol ve deney gruplarina ait atretik primordial folikiil oranlar. *p<0,01
kontrolle kiyaslandiginda, 'p<0,05 Rd-3 ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
‘p<0,00001 kontrolle kiyaslandiginda, *p<0,001 Rd-3 grubu ile
kiyaslandiginda, §p<0,05 Rd-12 grubu ile kiyaslandiginda, §p<0,0001 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda.
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Sekil 5. Kontrol ve deney gruplarina ait atretik primer folikiill oranlari. *p<0,01
kontrolle kiyaslandiginda, 'p<0,05 Rd-3 ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
‘p<0,00001 Kkontrolle kiyaslandiginda, *p<0,001 Rd-3 grubu ile
kiyaslandiginda, §p<0,05 Rd-12 grubu ile kiyaslandiginda, §p<0,0001 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda.
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Sekil 6. Kontrol ve deney gruplarmma ait atretik preantral folikiil oranlan. *p<0,01
kontrolle kiyaslandiginda, 'p<0,05 Rd-3 ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
*p<0,00001 Kkontrolle kiyaslandiginda, *p<0,001 Rd-3 grubu ile
kiyaslandiginda, §p<0,05 Rd-12 grubu ile kiyaslandiginda, §p<0,0001 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda.
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Sekil 7. Kontrol ve deney gruplarina ait atretik antral folikiil oranlari. *p<0,01 kontrolle
kiyaslandiginda, 'p<0,05 Rd-3 ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda, p<0,00001
kontrolle kiyaslandiginda, *p<0,001 Rd-3 grubu ile kiyaslandiginda, §p<0,05 Rd-
12 grubu ile kiyaslandiginda, §p<0,0001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda.
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TARTISMA

Memelilerde ovarian folikiillerin biiyiik c¢ogunlugu folikiiler atrezi araciligi ile
dejenere olurlar ve elemine edilirler (6,72,73). Folikiiler atreziyi tetikleyen ve hizlandiran
patolojik uyaranlardan biri de radyasyondur (7). Her ne kadar radyasyonun ovarian folikiiller
tizerine zararli etkileri oldugunu gosteren caligmalar yaygin olarak bulunsa da, radyasyonun
sebep oldugu folikiiler atrezi ile ilgili folikiil morfolojilerini yansitan ¢alismalar oldukca
kisithdir.

Radyasyonda hiicre hasarinin olusmas1 oksitadif stres ile birlikte ortaya ¢ikan serbest
oksijen radikallerine baghdir. Radyasyona karsi korumaya yonelik A, C ve E vitamini gibi
antioksidanlar onerilmistir (74,75). Iyonize radyasyonun sistemler iizerinde olusturdugu
zararli etkilerin Onlenmesine yonelik bir¢ok c¢alisma yapildigi rapor edilmistir. Bu
calismalarda bir¢ok antioksidan kullanilmigtir. Bununla birlikte curcumin radyasyon hasarini
onlemeye yonelik olduk¢a kullanigh bir antioksidandir. Curcumin radyasyonun sebep oldugu
zararh etkilere kars1 saglikli hiicreleri korur (76).

Radyasyon maruziyetinden sonra infertilitenin 6nlenebilmesi i¢in dnleyici yontemlerin
gelistirilmesi ve kullanimi 6nemlidir. Hiicrelerde radyasyona bagl hasarlarin altinda yatan en
biiyiilk neden olarak oksidatif stresin oldugu gosterildikten sonra, yapilan bir¢ok calismada
antioksidanlarin  6nleyici ©6zelliklerini ortaya koyan calismalar yapilmigtir. Onemli
antioksidanlardan biri olarak gosterilen curcumin ile ilgili yapilan birgok calisma rapor
edilmistir. Bu calismalara ragmen yapilan literatiir taramasinda curcuminin ovaryumda
iyonizan radyasyona kars1 koruyucu etkisi ile ilgili herhangi bir ¢caligsmaya rastlanilamamistir.

Calismamizda 8.3 Gy iyonizan radyasyon verilen farelerin ovaryum Kkesitlerine
bakildiginda, erken ve ileri seviyede atretik degisiklikler gozlemledik. Erken atretik

degisiklikler radyasyon uygulamasini takip eden 3. saat grubunda daha fazla iken radyasyon
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uygulamasini takip eden 12. saat grubunda ileri seviyede atretik folikiiller oldugunu gordiik.
Erken atretik folikiillerde graniiloza hiicreleri ve oosit kumulus hiicreleri arasinda
baglantilarin zayifladigini, piknotik niikleuslu graniiloza hiicrelerinin folikiil duvarinin
apikalinde oludugunu tespit ettik. ileri antral seviyedeki folikiillerde atretik degisiklikler,
folikiil duvarinda, graniiloza hiicreleri arasinda piknotik niikleuslar ve apoptotik cisimlerin
varhiginin yaninda, graniiloza hiicre sayisinda siddetli azalma ve oosit morfolojilerinin
bozuldugunu, teka tabakasinin hipertrofiye ugradigini, bazal membran ondiilasyonu ve ZP’nin
yapisinin bozuldugunu gézlemledik.

Folikiiler atreziyi tetikleyen ve hizlandiran patolojik uyaranlardan biri de
radyasyondur (7). Dejenere olan folikiiller; piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri, teka
tabakas1 hipertrofisi, bazal membran ayrismasi ve ondiilasyonu gibi morfolojik 6zellikler
gosterirler (6,72,73).

Jarrell ve ark.’na (9) gore radyasyona cevap olarak ovaryumun morfolojik yapisinda
degisiklikler olusur. Son caligmalar ile radyasyonun ovaryum folikiillerinde apoptozise (8),
oositlerde kromozomal hasarlara ve ovarian doku hasarina sebep oldugu ortaya konulmustur
(10). Folikiillerin graniiloza hiicrelerinde apoptozis goriiliir (11). Radyasyon uygulannmis fare
ovaryumlarinda, folikiiler dejenerasyonun graniiloza hiicrelerinde meydana gelen apoptozis
aracihg ile oldugu gdsterilmistir (7). Onceden yapilan calismalarda da yiiksek doz
radyasyonun primordial, primer, preantral ve antral folikiillerde dejenerasyonlara sebep
oldugu gosterilmistir (77,78).

Calismamizda iyonizan radyasyonun sebep oldugu apoptozisi gostermek amaci ile
TUNEL boyas1 yaptik. Iyonize radyasyonu takip eden 3 ve 12. saatlerde TUNEL boyasi ile
isaretlenen graniiloza hiicrelerinin sayica arttigini tespit ettik. Erken ve ileri seviyede atretik
folikiillerde graniiloza hiicrelerinde ki apoptozisin ve dejenerasyonun siddetinin radyasyonu
takip eden siire ile dogru orantili olarak arttigimi gozlemledik. Atretik Ozellik gosteren
folikiillerin duvarinda ve liimeninde ¢ok sayida apoptotik hiicre ve cisimciklerin oldugunu
gordiik.

Radyasyon maruziyeti apoptozis araciligi ile hiicre 6liimlerine yol agar. Apoptozis
hasarlanmis hiicrelerin elemine edilmelerini saglar. Germ hiicreleri genotoksik ajanlara ve
DNA hasarma oldukga hassastir. Radyasyonun en biiyiik etkenlerinden biri mitokondriyal
apoptotik yolla hiicrelerde DNA zincirlerinde kiriklara yol agmasidir (79).

Apoptozis, ovarian fonksiyon ve gelisim i¢in en Onemli etkenlerden biridir (80).
Piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri apoptotik siireci baglayan hiicreler olarak kabul

edilirler (81). Apoptozis dokularda sadece spontan olarak gelismez, radyasyonda apoptozisi
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uyarabilir (82). Radyasyonun ovarian fonksiyonlar1 bozdugu, atreziyi uyardigi ve folikiiler
dejenerasyonu hizlandirdigi bilinmektedir (7,10). Kontrolle kiyaslandiginda radyasyon verilen
ovaryumlarin folikiilleri icinde ki apoptotik graniiloza hiicrelerinin sayisinin arttig1
bildirilmektedir (7). Radyasyon uygulanan ovaryumlarin dejenere olan folikiillerinde,
hiicresel debris ve apoptotik cisimciklerin arttigi, iyonizan radyasyonun folikiiler hiicrelerde
apoptozisi ve inflamasyonu meydana getirdigi rapor edilmistir (83).

Kaya ve ark. (84) yaptiklar1 bir ¢aligmada radyasyon uygulamasindan 16 saat sonra
TUNEL pozitif primordial ve antral folikiil sayisinda % 42 ve % 12 artis oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica atretik folikiillerin graniiloza hiicrelerilerinde kaspaz 3 ve 9 varligi,
TUNEL teknigi kullanilarak tespit edilmistir (84,85).

Calismamizda kontrol ve iyonizan radyasyon uyguladigimiz gruplardan alinan
ovaryum kesitlerinde saglikli ve atretik folikiilleri sayarak, atretik folikiil oranin tespit ettik.
Radyasyon uygulanan gruplarda atretik folikiil oranimnin artis gosterdigini gordiik. Iyonize
radyasyon uygulamasinmi takip eden 3 ve 12. saatlerde atretik folikiillerin curcumin verilen
gruplara ve kontrole oranla yiiksek oranda oldugunu gézlemledik. Radyasyon uygulanan ve
12 saat sonra alinan ovaryumlarda atretik folikiil oraninin en yiiksek bu grupta oldugunu
tespit ettik.

Lee ve ark. (77) yaptiklar1 bir calismada farelere tiim viicut 8.3 Gy iyonizan radyasyon
uygulamiglar ve radyasyondan sonraki 3, 6 ve 12. saatlerde ovaryum dokularni alarak
primordial ve primer folikiillerdeki atrezi oranini ve morfolojik 6zelliklerini gostermislerdir.
Primordial ve primer folikiillerde, atretik folikiil oranimnin radyasyondan sonra artig
gosterdigini bildirmislerdir. Kontrol grubunda saglikli primordial folikiil oran1 % 62.5 iken 3,
6 ve 12. saatlerde sirasiyla % 49, 11.1 ve 7.1 oldugunu sdylemislerdir. Primer folikiillerde ise
kontrol grubunda % 81.3 iken 3, 6 ve 12. saatlerde sirasiyla % 75, 45.5 ve 33.3 oldugunu
bildirmislerdir (77).

Lee ve Yoon’un (83) yaptiklar bir diger ¢alismada farelere tiim viicut 7.2 Gy iyonizan
radyasyon uygulamislar ve radyasyondan sonraki 1, 2 ve 3. giinlerde ovaryum dokularini
alarak preantral ve antral folikiillerdeki atrezi oranini gostermislerdir. Calisma sonucunda
kontrol grubunda atretik preantral ve antral folikiillerin sirast ile % 58 ve 27 oldugunu
gormiislerdir. Radyasyon sonrasi 2. ve 3. giinlerde bu oranin preantral folikiillerde % 94’e
antral folikiillerde ise %87’ye ¢iktigin1 bildirmislerdir (83).

Kim ve Lee’nin (78) yaptiklar1 bir ¢alismada farlere 8.3 Gy iyonizan radyasyon
uygulamiglar ve radyasyondan sonraki 2, 8 ve 14. saatlerden sonra ovaryumlarini alarak

folikiil oranlarmi gdstermislerdir. Kontrol grubunda saglikli primordial folikiil oram1 % 61.6
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iken radyasyon uygulanan gruplarda bu degerin 2, 8 ve 14. saatlerde sirasiyla % 51.6, 11.1 ve
7.1°e distiigiinii bildirmislerdir. Primer folikiillerde bu degerler kontrol, 2, 4 ve 14. saatlerde
strastyla % 82.5, 80, 45,5 ve 33.3, preantral ve antral folikiillerde ise % 31’1 saglikli iken 2, 4
ve 14. saatlerde sirasiyla % 15.9, 7.5, ve 1.6’ya diistiigiinii rapor etmislerdir (78).

Iyonizan radyasyon uygulanan farelerde curcuminin ovaryum dokusu iizerine
radyoprotektif etkilerini inceledi§imiz ¢alismamizda, uyguladigimiz 8.3 Gy radyasyondan
sonra folikiillerde ki proliferatif aktiviteyi gostermek amaci ile immiinohistokimyasal
yontemle PCNA y1 boyadik. Radyasyon gruplariin tiimiinde meydana gelen atretik folikiiller
saglikli folikiiller ile kiyaslandiginda atretik folikiilerde PCNA sentezinin azaldigini1 gordiik.
Radyasyon uygulanmasindan 10 giin 6nce vermeye basladigimiz 100 mg/kg curcuminin
folikiillerde radyasyonun meydana getirdigi hasar1 kismen Onledigini ve bu folikiillerde
sadece radyasyon verilen gruplardaki folikiiller ile kiyaslandiginda PCNA sentezinin kismen
de olsa arttigin1 gozlemledik.

Ovaryumda folikiiler gelisimin basinda ve erken sathalarinda PCNA’nin sentezlendigi
ratlarda (86), ineklerde (87) ve maymunlarda (88) yapilan birgok calismada gosterilmistir.
Yapilan bir ¢alismada domuzlarin graniiloza hiicrelerinde PCNA sentezlenmesinin tespiti bir
proliferasyon belirleyicisi olarak kullanilmigtir (89,90). PCNA’ y1 bir belirleyici olarak
kullanan Feranil ve ark.’lar1 (91,92) PCNA sentezinin saglikli folikiillerde erken ve ileri
seviyedeki atretik folikiillere oranla daha fazla sentez edildigini bildirmislerdir.

Tomanek and Chronowska’nin (93) yaptiklar1 bir ¢calismada atretik folikiillerde PCNA
sentezinin azaldigini1 bildirmislerdir. Erken atretik folikiillerde PCNA pozitif hiicrelerinin
azaldigini, folikiillerin antrumunda piknotik niikleuslu hiicrelerin goriildiigiinii rapor
etmislerdir. Ileri atretik folikiillerin graniiloza tabakalarinda ise piknotik niikleuslu hiicrelerin
arttigin1 ve PCNA ile reaksiyon gostermeyen veya birkag tane pozitif hiicenin bulundugunu
bildirmiglerdir. PCNA’nin immiinohistokimyasal yontemlerle tespit edilmesinin ovaryumdaki
graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunu gostermek i¢in giivenilir bir ara¢ oldugunu rapor
etmislerdir (93).

Hamm ve ark. (94) leptin yetersizligi bulunan farelerde yaptiklari bir caligmada atretik
folikiillerin graniiloza hiicrelerinde PCNA sentezinin oldugunu ve PCNA’nin DNA sentezi
icin degil DNA hasarimi tamir i¢in sentez edildigini rapor etmislerdir. Chapman and
Wolgemuth (95) atretik folikiillerde apoptozise giden graniiloza hiicrelerinin PCNA
sentezlediklerini 6ne silirmiislerdir. Fare ve ratlarda yapilan diger bir¢ok calismada da benzer

sonuglar rapor edilmistir (95,96).
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Calismamizda farelere iyonizan radyasyon uygulamasindan 10 giin 6nce, iyonizan
radyasyonun ovaryumda olusturacagi hasar1 6nlemeye yonelik kuvvetli bir antioksidan madde
olan curcumin verdik. Radyasyon verilen gruplarda olusan hasarlarin curcumin tarafindan
kismen Onlendigini gozlemledik. Atretik folikiillerde meydana gelen apoptozisi azalttigini ve
atretik folikiil oranlarini ise diisiirdiigiinii tespit ettik.

Su igerigi yiiksek olan dokularda iyonizan radyasyonun etkileri 6zellikle su
molekiilleri iizerinden gelismektedir. Su molekiiliiniin radyolizisi, H,O, ve molekiiler hidrojen
(H2) gibi molekiillerin ve ayni zamanda hidrojen radikali (H-), OH-, hidroperoksil radikali
(HOO-) ve O, gibi yiiksek aktiviteli radikallerin olusumuna yol agmaktadir. Serbest radikaller
hiicrenin genetik materyalinde de bir takim degisikliklere yol agmaktadir. Serbest radikallerin
etkisiyle niikleik asidlerin yapisindaki hidrojen baglar ile baz-seker molekiilleri arasindaki
baglar kopmakta, seker molekiilleri okside olabilmekte, niikleotid zinciri kirilabilmekte ve
terminal fosfatlar serbestlesmektedir (97).

Serbest radikallerin etkisizlestirilmesi, OH-, HOO- ve O, gibi radyasyon etkisiyle
olusan su metabolitlerinin, eksojen ya da endojen bir takim ajanlari okside etmeleri
neticesinde diger hiicre i¢i yapilarla etkilesime girme yeteneginden yoksun kararli yapili
bilesikler olusturulmasi ile saglanmaktadir. Bu mekanizma sayesinde serbest radikallerin
yasamsal oneme sahip hiicresel molekiiller {izerindeki etkisi biiyiik 6l¢iide sinirlandirilmig
olmaktadir (97,98). Diger bir radyoprotektif etki mekanizmasi, serbest radikale hidrojen
atomu baglanmasidir. R - H seklinde sembolize edilen bir molekiiliin radyasyon ertkisiyle R-
(radikal R-) metabolitine dontigsmesi halinde, koruyucu etkili ajan, R- radikalinin yapisina bir
hidrojen atomu ekleyerek kararli yapidaki R - H formunun yeniden olusmasini saglamaktadir
(97).

Farelerde yapilan bir ¢alismada, 1.15 Gy veya 0.05 Gy tiim viicut 1simnlamasindan 2
saat Once veya isinlamanin hemen oncesinde oral yoldan verilen 5, 10 ve 20 mg/kg
curcuminin polikromatik eritrositlerde mikroniikleusu anlamli bir sekilde Onledigi
gosterilmistir (98).

Bir baska ¢aligmada 1.5-3 Gy iyonizan radyasyon uygulanan farelere oral yoldan 400
umol curcumin verilmesi radyasyonun sebep oldugu kromozomal hasarlar1 ve polikromatik
eritrositlerdeki mikroniikleusu 6nledigi bildirilmistir (99).

Gebe ratlarda yapilan bir ¢caligmada, ratlara hamileligin 20. giiniinde 1.5 veya 2.6 Gy
iyonizan radyasyon uygulanmis ve sonuc¢ta meme timorlinliin gelistigi gorilmustiir.

Gebeligin 11 ve 23. giinleri arasinda yemlerine % 1 oraninda curcumin katilmasi,
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radyasyonun sebep oldugu meme tiimoriiniin gerilemesine sebep oldugu rapor edilmistir
(100,101).

Farelere giinde 2 Gy olacak sekilde uygulanan 10, 20 veya 40 Gy iyonizan radyasyon
sonucunda derideki antioksidan seviyesindeki degisimlere bakilmis, sadece radyasyon verilen
gruplarda siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon konsantrasyonlarinda diisiis
oldugu fakat radyasyondan 6nce 100 mg/kg curcumin verilen gruplarda ise bu degerlerin
sadece radyasyon uygulanan gruplara oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (102).

Curcuminin radyoprotektif 6zelligi bircok mekanizmaya dayanmaktadir. Radyasyonun
olusturdugu serbest radikalleri ortadan kaldirma ve hiicresel antioksidanlarin seviyelerini
arttirma curcuminin  en Onde gelen mekanizmasini olusturmaktadir. Curcuminin
radyoprotektif etki mekanizmalarindan bir digeri katalaz, glutatyon transferaz, glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve bunlarin mRNA’larinin arttirilmasidir. Curcumin lipid
peroksidasyonu azaltarak glutatyon seviyesini arttirmasi ve siilfhidril gruplarini arttirmasi ile
radyoprotektif ozelliklerini genisletir. Curcuminin serbest radikalleri ortadan kaldirdigini,
antioksidan seviyelerini arttirdigini, lipid peroksidasyonu inhibe ettigini ve glutatyon
transferaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve siilthidril gruplarimi arttirdiginm
gosteren bir¢ok ¢alisma rapor edilmistir (103-107).

Curcuminin radyasyondan once verilmesi ile radyasyonun ovaryum dokusu iizerinde
olusturdugu hasar1 kismen Onledigini gdzlemledik. Uygulanan radyasyon dozuna karsi
curcuminin antioksidan 6zelliginden dolay1 sagladigi koruyucu etkileri yapmis oldugumuz

incelemelerle gosterilmistir.
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SONUC

Farelere uyguladigimiz tiim viicut iyonizan radyasyon 3. ve 12. saatlerde ovaryumda
bircok hasara yol agmistir. Iyonizan radyasyon uygulamasindan 3 saat sonra alinan ovaryum
dokularinda erken atretik doneme ait folikiil sayisinin arttigini, 12 saat sonra alinan ovaryum
kesitlerinde ise hasarin boyutunun daha da arttifin1 ve ileri seviyede atretik folikiillerin
goriildiigiinii gdzlemledik. Iyonizan radyasyon verilen gruplarda apoptotik graniiloza
hiicrelerinde artis oldugunu ve PCNA pozitif hiicre sayinda ise azalmalar oldugunu tespit
ettik.

Iyonizan radyasyon uygulamasindan 10 giin once verilmeye baslanan curcuminin
radyasyonun olusturdugu hasarlar1 azalttigi, folikiillerdeki apoptozisi kismen Onledigi ve
proliferasyonu gosteren PCNA sentezini kismen attirdigini saptadik.

Sonug olarak iyonizan radyasyon uygulamasindan once verilen curcuminin iyonizan
radyasyonun meydana getirdigi hasart Onlemede etkili oldugu, curcumin kulaniminin
radyasyona bagli gelisecek yan etkileri azaltmada ve bu yan etkiler sonucu gelisecek

komplikasyonlar1 6nlemede etkili olabilecegi kanisina varildi.
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OZET

Radyasyon ovaryumda apoptozisi arttiran ve folikiiler atreziye sebep olan etkenlerden
biridir. Olusan hiicresel hasarlarin, iyonizan radyasyondan dolay1 olusan serbest radikaller
araciligiyla meydana geldigi bilinmektedir. Oksidatif strese kars1 kuvvetli bir antioksidan
madde olan curcuminin, radyasyon hasarina karsi yararli etkiye sahip oldugu ileri
stiriilmektedir.

Bu calismada, iyonizan radyasyonun ovaryum hasar1 ve folikiiler atrezi orani iizerine
etkilerini gostererek, olusacak hasarlara karsi curcuminin koruyucu etkisinin olup olmadigini,
ayrica TUNEL boyama yontemi ile apoptotik hiicrelerin ve prolifere hiicre niikleer antijen
immiinohistokimyasal boyama yoOntemiyle de radyasyondan korunan hiicrelerin
reaktivitesinin gosterilmesi amacglandi.

Calisma i¢in segilen fareler biri kontrol 4’ii deney olmak iizere toplam 5 gruba ayrildu.
Radyasyon hasar1 olusturmak amaciyla kontrol grubu disindaki deneklere tek doz tim viicut
8.3 gray iyonizan radyasyon uygulandi. Ugiincii ve besinci grup deneklere; 1sinlamadan 10
giin Once baglayarak giinde 100 mg/kg curcumin intragastrik yoldan verildi. Isinlamadan
sonraki 3. ve 12. saatlerden sonra deneklerden anestezi altinda ovaryum dokular1 alinarak
mikroskobik incelemeler i¢in islemlendirildi.

Radyasyon uygulamasinin ardindan 3 saat sonra alinan ovaryum dokularinda, folikiil
duvar1 ve antrum igerisinde apoptotik hiicrelerin oldugu erken atretik Ozellik gosteren
folikiiller sayica fazlaydi. Radyasyon uygulamasinin ardindan 12 saat sonra alinan ovaryum
dokularinda ise ileri atrezik Ozellik goteren ve 3 saat grubuna oranla daha fazla sayida
apoptotik hiicreler iceren folikiillerin sayisinin daha da arttig1 goriildii. Tedavi gruplarinda ise
curcuminin radyasyona bagli meydana gelen hasarlarin 6nlenmesinde kismen etkili oldugu

tespit edildi.
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Sonug olarak; curcumin kulaniminin radyasyona bagli infertiliteyi 6nlemede, ovarian
dokuyu koruyarak radyasyon hasarini azaltabilecegi ve klinige fayda saglayabilecegi kanisina

varildi.

Anahtar kelimeler: radyasyon, ovaryum, apoptozis, PCNA, fare.
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SUMMARY

PROTECTIVE EFFECTS OF CURCUMIN AGAINST IONIZING
RADIATION INDUCED OVARIAN TISSUE DAMAGE: A
MORPHOLOGICAL STUDY

Radiation is known to be one of the agents intensifying apoptosis in the ovarium as
well as causing follicular atresia. The resulting cellular damage is known to be triggered by
free radicals attributable to ionized radiation. Curcumin, a potent antioxidant agent against
oxidative stress, is argued to have a positive impact on radiation-induced damage.

The present study aims to determine the effect of ionized radiation upon the ovarian
damage as well as upon the severity of follicular atresia so that the effectiveness of curcumin
upon the resulting damage could be determined. The present study also aims to determine
reactivation of apoptotic cells coated with TUNEL, in addition to establishing reactivation of
the cells protected from radiation coated with an immunohistochemical proliferated cell
nuclear antigen.

The mice chosen for the study were divided into 5 groups, one being the control
group. The whole body of the mice in the groups with the exception of those in the control
group was exposed to a single dosage of ionized radiation (8.3 gray) with a view to causing
radiation-induced damage. The animals in groups 3 and 5 had been fed a daily 100 mg/kg of
curcumin through the intragastric tract for ten days in a row before the radiation process was
launched. Ovarium tissues sample of these animals were cultivated for the purpose of

microscopic examination using anaesthetics after the 3 and 12 hours respectively.

64



The ovarium tissues cultivated at the 3 hour of the application of ionized radiation
showed that there were apoptotic cells both in the follicular wall and the antrum, and that the
number of follicles showing early atresic features was significantly high. On the other hand,
the ovarium tissues cultivated at the 12 hour of the application of ionized radiation showed
that the number of follicles containing apoptotic cells with advanced atresic features was
higher than that of the ones taken at the 3 hour. The groups given treatment were observed to
have some benefit from curcumin against the damage caused by radiation.

In conclusion, we speculate that curcumin may help prevent infertility caused by
radiation by protecting the ovarian tissue through decreasing damage due to radiation and thus

be of benefit to clinical practice.

Keywords: radiation, ovarium, apoptosis, PCNA, mice
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