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OZET

Mete Kececi, Sican Ovaryan Folikiillerinde Radyasyona Bagh Apoptozis
Uzerine Shilajitin Etkileri, Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve
Embriyoloji Tezi. Zonguldak, 2014.

Ovaryumdaki folikiil dejenerasyonu iyonize radyasyon tarafindan hizlandirilir.
Radyasyon ovaryan dokuda bir taraftan oksidatif stres yaratirken diger taraftan
intrensek apoptotik yolag: tetikler.

Geleneksel Hint tibbi basta olmak iizere bircok kiiltirde geleneksel tedavi
yontemlerinin bir pargasi olarak asirlardir kullanilmakta olan shilajit; 6zellikle yaz
aylarinda Himalayalar, Hindikus, Pamir ve Urallar gibi daglik bolgelerde, 1000 ila
5000 metre yiikseklikte kaya koklerinden sizan ve ¢ok sayida organik ve inorganik
maddenin bilesiminden olusan dogal bir tiriindiir. Shilajit’in serbest oksijen radikal
stpliricii etkisi giincel raporlarda gosterilmistir. Yine shilajit’in si¢anlarda oosit
proliferasyon ve diferansiyasyonunu baslattigi ve didstrusu kisaltarak oviilasyon
frekansini arttirdig1 gosterilmistir.

Calismamizda; 40 adet prepubertal disi Wistar albino sican, biri kontrol grubu olmak
tizere 4 gruba ayrilmistir. Shilajit ve radyasyon+shilajit gruplarindaki siganlara giin
asir1 oral yoldan 100 mg/kg shilajit verilmis, radyasyon ve radyasyon+tshilajit
grubundakiler ise 8,3 Gy tiim viicut iyonize radyasyona maruz birakilmistir.
[rradyasyondan sonraki 4. giinde sakrifiye edilen siganlarin ovaryumlari toplanmistir.
Shilajit grubunda kontrol grubuna gore ve radyasyon+shilajit grubunda radyasyon
grubuna gore daha yiiksek primordial folikiil sayis1 gozlenmistir. Yine ozellikle
radyasyon+shilajit grubundaki ileri evre folikiillerin kismen de olsa morfolojik
biitiinliiklerini korumuslar ve erken evre apoptotik degisikliklerle uyumlu goriiniim
arz etmislerdir. Shilajit verilen gruplarda oksidan-antioksidan dengenin olumlu
yonde etkilendigi bulunmustur. Yine p53, bax ve kaspaz 3 gibi apoptotik belirtegler
icin yapilan immunohistokimyasal boyamalarda shilajit verilen gruplarda

ekspresyonlarin zayifladigr gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Follikiilogenez, Iyonize Radyasyon, Oksidatif Stres,
Sican Ovaryumu, Shilajit.



ABSTRACT

Mete Kececi, Effects of Shilajit on Radiation-Induced Apoptosis in Rat Ovarian
Follicles, Biilent Ecevit University Faculty of Medicine, Thesis in Histology and
Embryology. Zonguldak, 2014.

Ovarian follicular degeneration is accelerated by ionizing radiation. In ovarian tissue,
radiation creates oxidative stres, on the other hand it triggers the intrinsic apoptotic
pathway.

Shilajit, a natural product that consists a combination of organic and inorganic
materials, is being used as a part of traditional treatment systems mainly in
traditional indian medicine and especially in the summer, in the mountainous regions
such as Himalayas, the Hindu Kush, Pamir and the Urals it exudes from roots of
rocks which are from 1000 to 5000 meters high. Free radical scavenging effect of
shilajit has been shown in the current reports. At the same time, it has been shown that
shilajit induce oocyte proliferation and differentiation and increase the frequency of
ovulation shortening diestrus.

In our study; 40 prepubertal female Wistar albino rats, including one in the control
group were divided into 4 groups. Shilajit were given to rats in shilajit and
radiation+shilajit groups in dose 100 mg/kg p.o., rats in radiation and
radiation+shilajit groups were exposed to 8.3 Gy whole body ionizing radiation. 4
days after irradiation the rats were sacrificed and the ovaries were collected. It has
been observed that shilajit group had much more primordial follicle number
compared to control group and the situation was the same for the radiation+shilajit
group compared to radiation group. What is more, advenced stages of follicles that
are in radiation+shilajit group have partially saved their morphological integrity and
they showed compatible appearance with early stage of apoptotic changes. It has also
been found that the oxidant-antioxidant balance was affected positively in shilajit
treated groups. Morover, in immunohistochemical staining which was done for
apoptotic markers like p53, Bax and caspase 3 expressions of these markers were
observed to have weakened in shilajit treated groups.

Key Words: Apoptosis, Folliculogenesis, lonizing Radiation, Oxidative Stress, Rat

Ovary, Shilajit.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AOF Akut ovaryan yetmezlik

Gy Gray

LD 50 Letal doz 50

Y Gamma

MDA Malondialdehit

TAK Total antioksidan kapasite

SOR Serbest oksijen radikalleri
NADPH Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
SOD Stiperoksit dismutaz

GPX Glutatyon peroksidaz

CAT Katalaz

PRDX Peroksiredoksin

GST Glutatyon-S-transferaz;

GSR Glutatyon rediiktaz

GSH Rediikte glutatyon

GSSG Okside glutatyon

HIV Human immunodeficiency virus
STZ Streptozosin

NO Nitrik oksit

FSH Folikiil Stimiilan Hormon

ZP Zona Pellucida

LH Luteinizan Hormon

H Hidrojen

OH- Hidroksil radikali

H202 Hidrojen peroksit

BER Base-excision repair, Baz eksizyon onarimi
HO, Hidroperoksil

H3O" Hidronyum

GV Germinal Vezikiil

Diplot. Diploten
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kDa Kilo Dalton

PARP Poly(ADP) riboz polimeraz

ADP Adenozin difosfat

CARD Caspase Recruitment Domain

DED Death Enhancer Domain

DD Death domain

Fas Fatty acid synthetase

FADD Fas associated protein with death domain
DISC Death Induced Signaling Complex

AlF Apoptosis Inducing Factor

e Elektron

Smac/DIABLO Second mitochondrial activator of caspase/direct IAP binding
protein with low Pl
HtrA2/Omi High-temperature requirement protein A2

IAP Inhibitors of Apoptosis Proteins
CAD Caspase-Activated DNAse

ICAD Inhibitor of CAD

PARP Poly ADP ribose polymerase
HPV Human papilloma virus

H+E Hematoksilen+Eozin

TNFR-1 Tiimdr nekroz faktor reseptor-1
ICE Interleukin-1B converting enzyme
KGF Keratinocyte growth factor

HGF Hepatocyte growth factor

IGF-1 Insulin like growth factor-1

VIP Vasoactive intestinal peptide
GDF-9 Growth and differentiation factor-9
bFGF Basic fibroblast growth factor
EGF Epidermal growth factor

GH Growth hormon

IL-1B Interleukin 1P

P4 Progesterone
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HIV

Progesterone receptor

Stiperoksit radikali

Deoksiribontikleik asit

Serum glutamat oksalat transaminaz

Serum glutamat piriivat transaminaz
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Kreatin kinaz

Isoproterenol

High density lipoprotein (yiiksek yogunluklu lipoprotein)
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser gelismis tilkelerde ¢ocuklardaki 6liimlerin en yaygimn ikinci nedenidir (1). En
yaygin ¢ocukluk cagi kanserleri 16semi, lenfoma, rabdomyosarkom, noroblastom,
Wilm’s tiimord, santral sinir sistemi tlimorleri ve germ hiicreli timorleri kapsar (2,
3). Bu kanserlerin ¢ogu kemoterapi, radyoterapi, ya da cerrahi tek baslarina ya da
kombine kullanilarak tedavi edilebilir (2, 4).

Pediatrik kanser tedavi protokollerindeki gelismenin bir sonucu olarak, son
otuz yilda ¢ocukluk ¢agi kanserlerinde hayatta kalim oranlar1 dramatik olarak
tyilesmistir (2).

Son derece basarili olmalarmma ragmen kemoterapi ve radyoterapi gibi
tedavilerin geg etkiler olarak adlandirilan komplikasyonlar1 ortaya ¢ikmistir (5). Geg
etkiler tedavi sirasinda ya da kisa stire sonra ortaya ¢ikip kronik bir durum olarak
devam etmektedir. Bunlar ayrica tedavinin tamamlanmasindan yillar sonra da ortaya
cikabilmektedir (4). Geg etkiler; norokognitif bozukluklar, iskelet deformiteleri,
kardiyopulmoner, renal ve hepatik hasarlarin yani sira endokrin ve reprodiiktif
disfonksiyonu da kapsayan bir dizi klinik durumu igerir (6).

Pubertal gelisim, fertilite ve gebelik ic¢in, normal hipotalamik, hipofizer,
ovaryan ve uterin fonksiyonlarin yani sira yeterli ovaryan rezerv de gereklidir (2).
Memeli ovaryumu belirli bir oosit stogu igerir. Bu oosit stogu yenilenemez ve
kadinin hayat1 boyunca tiim tireme ihtiyaglarini karsilamalidir (7, 8). Ne var ki disi
tireme sistemi kanser tedavilerinin geg¢ etkilerine oldukca hassastir (2).

Radyoterapi sirasinda overler, lumbosakral sagilima ek olarak abdominal,
pelvik ya da total viicut 1s1nlamasinin bir pargasi olarak radyasyona maruz kalabilir
(9, 10). Radyoterapi sonrasinda ise baz1 kanserli ya da normal dokularda yenilenme
(bagirsaklar, testis, kemik iligi vs.) gozlenirken, miktar1 fetal hayatta belirlenen
ovaryan stokta, radyasyon etkisiyle yok olan germ hiicreleri yenilenemezler (11).

Insan overinde fertilizasyondan sonraki 5. ayda 6,8 milyon germ hiicresi
bulunur. Dogumda bu say1 2 milyon’a ve puberte baslangicinda 300 bin’e diiger.
Yani folikiillerin biiylik cogunlugu folikiilogenez boyunca devam eden atrezi siireci
ile kaybedilir. Oosit havuzunun bu yenilenemeyen dogasi, onu oosit deplesyonunu

hizlandiran, erken ovaryan yetmezlik, reprodiiktif potansiyel kaybi1 ve geng



kadinlardaki prematiir menapoz ile iligkili saglik problemlerine yol agan, dis ajan
maruziyetine ¢cok hassas kilar (12).

Folikiiler atreziyi hizlandiran uyaranlardan biri de iyonize radyasyondur (13).
Radyasyon hiicrede apoptozu indiikler (14) ve ovaryan fonksiyonlari bozar (15).
Sicanlarda ve farelerde primordial oositlerin biiyiiyen folikiillerdeki oositlere gore
radyasyona daha duyarli olduklari rapor edilmis olmakla birlikte (16) kemirgenlerin
ovaryumlarinda radyasyon etkisiyle tim folikiiler gelisim asamalarinda kayiplar
oldugu gosterilmistir (12).

Overlerdeki hasarin yayginligmma bagl olarak iki ¢esit ovaryan yetmezlik
ayirt edilebilir (17). Tedavi sirasinda ya da hemen sonrasinda ovaryan fonksiyonlarin
kayb1 akut ovaryan yetmezlik (AOF) olarak siniflandirilir. Kanser tedavisinin
tamamlanmasindan sonra ovaryan fonksiyonlarin korunmasina karsin, 40 yas 6ncesi
menapoz gelismesi ise prematiir menapoz olarak siniflandirilir (17, 18). Prematiir
menapoz reprodiiktif potansiyelin ve ovaryan seks hormonu yapiminin erken ve
beklenmedik bir sekilde kesilmesine yol acar. Bu nedenle, kanser tedavisi sonrasi
prematiir menapoz gelisen hastalar, prematiir menapoz gelismeyenler ile
karsilastirildiginda osteoporoz (19, 20), kardiyovaskiiler hastaliklar nedeni ile 6liim
(21) ve psikoseksiiel disfonksiyon (22, 23) gibi ¢esitli saglik sorunlarinin gelisimi
acisindan artmus risk tasirlar.

Epidemiyolojik olarak, radyoterapi sonrasi ovaryan yetmezlik gelisme riski;
hastanin yasina, tedavi protokoliine (radyasyon dozu ve alani gibi) ve malignitenin
tipine baghdir (24). Stillman ve ark.tarafindan yapilan bir ¢aligmada, (25) her iki
overi de abdominal radyasyon uygulanan alanin disinda bulunan, 34 hastanin
hi¢birinde ovaryan yetmezlik gelismedigi, overleri radyasyon alaninin sinirinda olan
35 hastanin 5’inde (% 14), ve overleri radyasyon alani i¢inde kalan 25 hastanin
17°sinde (% 68) ovaryan yetmezlik gelistigi rapor edilmistir.

Ugbin iigyiiz doksan hastanin katildig1 bir ¢alismada, hastalarin % 70’inden
fazlasinda AOF gelistigi, 10 Gray (Gy) ve iizeri radyasyon dozlarinin yiiksek AOF
riski ile 20 Gy ve iizerindeki dozlarin ise ¢ok yliksek AOF oranlar ile iligkili oldugu
saptanmistir (17). Son zamanlarda overlerin 5 Gy gibi diisiik dozlarda 1sinlanmasi,

muhtemelen ovaryan yetmezlige bagli olarak, gebelik olugsmamasi i¢in bir risk



faktorii olarak tespit edilmistir (26). Insan oositleri icin LD 50 dozunun (oositlerin %
50’sini 6ldiirmek i¢in gerekli doz) 2 Gy’in altinda oldugu diisiiniilmektedir (9, 27).

Genglerde 5 Gy radyasyonun % 50 oraninda steriliteye, 40 yas istii
bireylerde ise, 1,5 Gy’lik uygulamanin fertilitede % 90 kayba neden oldugu
bildirilmistir (19).

Kemik iligi transplantasyonu oOncesinde tiim viicut 1sinlamasi yapilmis
puberte oncesi ¢ocuklarda, cinsiyet karakterlerinin olusmasi i¢in hormon replasmani
gerekli goriilmiis olup, bu hastalarin puberte ile birlikte menstruel sikluslar1 diizenli
dahi olsa, gebeliklerinin erken doneminde spontan diisiiklerin meydana geldigi
saptanmigtir (28, 29). Total viicut 1sinlamasi yapilmis lenfoma ve losemi hastasi
cocuklarda da; gecikmis puberte, sekonder cinsiyet karakterlerinin olugsmamasi (30)
ve implantasyon defektleri gézlenmistir (28). Yapilan klinik ¢alismalardan elde
edilen veriler kisitli olsa da, deney hayvanlariyla, 6zellikle de fareler ile yapilan
calismalardan; iyonizan radyasyon maruziyeti nedeniyle genetik gecisli hastaliklar ve
anomali riskleri lizerine kapsamli veriler elde edilmistir (12).

Cocukluk cag1 kanser tedavilerindeki gelismeler dogrultusunda, hastalarin
yasam siirelerinin uzamasi ile bu hastalarda fertilitenin korunmasi, daha da biiyiik
onem kazanmistir. Kanser tedavisi gorenlerde fertilitenin korunmasi i¢in iki ana
yaklasim mevcuttur. Birincisi ovaryan doku, oosit, ya da embriyolarin dondurulmasi,
ikincisi ise tedavi nedeniyle olusacak hasar1 en aza indirmek i¢in uygulanan ovaryan
transpozisyon (ooforopeksi) ve GnRH analoglar1 gibi kemoprotektif ajanlarin
kullanimidir (31). Hangi fertilite koruyucu yaklasimin kullanilacagi; hastanin yas,
kanser tipi, mevcut zaman ve ovaryan metastaz riski gibi cesitli faktorlere baghdir
(32). Embriyo dondurulmas: standart bir uygulama olarak kabul gormiistiir ancak
bunun ¢ocuklarda uygulanmasi, partner gerektirmesi, ayrica hormona duyarl
timorlerde  ve  kemoterapiye hemen  baglanmasi  gereken  durumlarda
uygulanamayacak olan ovaryan stimulasyon gerektirmesi nedeniyle olas1 degildir.
Ovaryan supresyon, ovaryan transpozisyon ve oosit ve ovaryan doku dondurulmasi
gibi diger yontemler lizerinde arastirmalar devam etmektedir ve bunlar yalnizca
belirli merkezlerde gerceklestirilebilmektedir (32, 33). Bu nedenle cocukluk cag:
kanser tedavileri sonrasi fertilitenin korunmasi ile ilgili daha ¢ok deneysel ¢alisma

gergeklestirilmesi kaginilmazdir.



Yaptigimiz literatlir taramalarinda; melatonin (13), sodyum selenit (34),
sfingozin (35), curcumin (36) ve resveratrol (37) gibi antioksidanlarin radyasyon ile
indiiklenen ovaryan toksisite iizerine etkilerini inceleyen bir¢ok ¢alisma oldugunu
gozlemledik. Biz de ¢alismamizda geleneksel Hint tibbinda yaygin olarak kullanilan
ve modern bilimsel degerlendirmeler 1s181nda antioksidan aktivitesine ilaveten bircok
tedavi edici 6zelligi de kanitlanmis olan shilajit’in (38) radyasyona maruz birakilmis
sigan ovaryumlar1 {izerindeki koruyucu etkisini, Oncelikle genel morfolojiyi
degerlendirerek  histopatolojik  dlizeyde,  primordiyal  folikiill  rezervini
histomorfometrik seviyede, apoptotik degisiklikleri ise p53, Bax ve Caspase-3
ekspresyonlarini immiinohistokimyasal yontemle degerlendirerek ortaya koymayi
amagladik. Tiim bunlara ilaveten, oksidan-antioksidan dengenin radyasyona bagh
olarak degisiklik gosterip gdstermedigini, shilajit’in bu dengenin korunmasinda etkili
olup olmadigim1 da malondialdehit (MDA) ve total antioksidan kapasiteyi
biyokimyasal diizeyde analiz ederek aydinlatmay1 hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Folikiilogenez

Embriyoda 3. hafta sonunda vitellus kesesi duvarinda beliren primordial germ
hiicreleri buradan go¢ ederek 5. hafta baginda gonad taslaklarina ulasir ve boliinerek
oogoniumlara doniisiirler. Sayilar1 intrauterin yagsamin 5. ayinda 7 milyona ulagir. 3.
aydan itibaren 1. mayozun profaz evresine girmeye baslayan oogoniumlar diploten
evresinde duraksarlar boylece primer oosit adini alirlar ve yass1 folikiil hiicreleri ile
cevrelenerek primordial folikiilleri olustururlar. Gebeligin 7. ayinda oogoniumlarin
cogu primer oositlere doniismiis olsa da primer oositlerin ¢ogu da atreziye ugrar ve
bdylece pubertede overler yaklasik 300,000 oosit igerir (39, 40).

Primordial folikiiller ovaryan korteksin en iist katmaninda yer alir ve
iclerindeki 25um ¢apl oosit, biiyilkk ve okromatik bir ¢ekirdek, yine biiylik bir
cekirdekeik icerir ve 1. mayozun profaz evresinin diploten safhasinda durur.
Maturasyonun germinal vezikiil (GV) asamasinda kabul edilen oositler ovulasyona
kadar hiicre siklusunun GO olarak adlandirilan dinlenme asamasinda bekler. Bu
siirede biiyiime ve gelisimleri sirasinda mayozun yeniden tamamlanmasi i¢in niikleer
lokalizasyon ve hiicre siklus regiilator proteinlerinde belirgin artiglara ve bunu
izleyen translasyonel ve post-translasyonel modifikasyonlara gereksinim vardir.
Matiirasyon olarak adlandirilan bu asama, hiicrenin niikleer ve sitoplazmik
boliimlerindeki degisimlerin tiimiinii kapsar. Oosit ancak bu asamalar1 gegtikten
sonra fertilizasyona hazir hale gelebilmektedir. Oositin niikleer matiirasyonu
esnasinda mayoz yeniden baglar ve metafaz II’ye gecis olur. Bu sirada uzun siire
folikiil igerisinde bekleyen oositler hem mayozu yeniden baslatabilme yetenegi hem
de mayotik matiirasyonu tamamlamay1 saglayacak protein ve RNA yikiini
kazanirlar (40, 41, 42).

Puberte ile birlikte her ay yaklasik 20 kadar primordial folikiil aktive olur ve
bunlardan da yalnizca bir tanesi dominant duruma gelir ve primer folikiil evresine
gecer. Hangi folikiiliin nasil se¢ildigi halen aydinlatilamamistir (40, 41).

Oosit biiylimesinin en hizlt oldugu doénem, folikiiler biiylimenin birinci

evresidir. Bu esnada oositin ¢ap1 125-150 um’ye kadar ulasir. Niikleus biiyiir ve



“germinal vezikiil” ismini alir (43). Folikiil hiicreleri mitozla ¢ogalir ve tek kath
kiibik hiicreler ile ¢evrili unilaminar primer folikiil olugur. Cogalip gap junctionlar ile
baglanmis folikiiler hiicreler graniiloza tabakasim1 olustururlar ve bdylece
multilaminar primer folikiil (preantral folikiil) sekillenir. Bu evrede oositler ile
folikiil hiicreleri arasinda zona pellucida (ZP) belirir. Folikiil biiyiidiikge folikiil
hiicreleri arasinda likor folikiili toplanir ve antrum olusur. Boylece folikiil sekonder
ya da antral folikiil adini alir. Graniiloza hiicreleri folikiil duvarimin belli bir
boliimiinde yogunlasirlar. Antrumun i¢ine dogru uzanan ve oositi de igeren bu yapiya
kumulus ooforus denir. Bazi graniiloza hiicreleri ise oositi ¢evreler ve korona
radiatay1 olustururlar. Folikiile komsu stromadaki fibroblastlarin farklilasmasiyla
steroid hormon sentezleyen hiicre 6zellikleri gosteren teka interna ve onu gevreleyen
organize fibroblast tabakasindan olusan teka eksterna olusur. iki teka tabakasi
arasindaki sinir belirgin olmamakla birlikte teka interna ve graniiloza tabakalar
hiicresel farklar1 ve aralarinda bazal membran varligi ile aywrt edilebilir. Her
menstriiel dongiide bir folikiil baskin hale gelip olgun folikiil ya da graaf folikiilii
(tersiyer folikiil)’nii olustururken digerleri atreziye ugrar. Graaf folikiilii likor folikiili
birikiminin bir sonucu olarak son derce biiyliktiir (yaklasik 2.5 cm) ve oosit
graniiloza hiicrelerinden olusan bir sap ile folikiil duvarma baglanir. Graniiloza
hiicreleri folikiil biiylimesi ile orantili olarak ¢ogalmadigi icin graniiloza tabakasi
incelir, teka tabakasi ise oldukg¢a kalindir (39, 40, 41).

Oviilasyondan hemen Once primer oosit 1. mayoz boliinmesini tamamlar
ancak spermatogenezden farkli olarak sitoplazma boliinmesi esit degildir ve sekonder
oosit sitoplazmanin hemen tamamini alirken 1. kutup cismi ¢ok kiigiiktiir ve kisa siire
sonra dejenere olur. Biiyliyen folikiilde iretilen Ostrojenin kandaki yiliksek
diizeylerine yanit olarak 6n hipofizden salinan luteinizan hormon (LH) diizeyindeki
ani artig oviilasyon icin uyar1 olusturur. Oviilasyonda sekonder oosit 2. mayoza girer
ancak onun da metafazinda takilir. 2. mayoz fertilizasyonla tamamlanir ve 2. kutup
cismi olusur. Oviilasyon sonrast geri kalan teka ve graniiloza hiicreleri ise korpus

luteumu olusturmak {izere farklilasir (39).



2.2. Iyonizan Radyasyon ve Serbest Radikaller ile Tliskisi

Uzayda bir noktadan digerine enerji 1s1masina radyasyon denmektedir. Radyasyon
iyonlagtiran ve iyonlagtirmayan olmak tzere iki etki grubuna ayrilarak
incelenmektedir (44). Biz burada c¢alismamizin konusuna yonelik olarak yalnizca
iyonlastiran radyasyondan bahsedecegiz.

Iyonizan radyasyonlar, radyoizotoplarin parcalanmasi ile olusan alfa (o), beta
(B),gamma (y) 1sinlari, notronlar ve yapay olarak olusturulan X 1smidir. Bu
radyasyonlar ile iyonizasyon sonucunda hiicre i¢inde ya da ¢evresinde olusan primer
lezyon pek c¢ok organelin hasarlanmasi seklinde gergeklesir. Radyasyon nedeniyle
niikleus ya da sitoplazmada meydana gelen lezyonlarin bir kismi tamir edilebilir.
Ancak, radyasyon hasarinin en 6nemli sonucu olan kromozom kirilmalari, hiicre
olimii ya da genetik degisiklige neden olmaktadir (44, 45).

Her bir memeli hiicresinde her giin 10* den fazla Deoksiriboniikleik asit
(DNA) lezyonu meydana gelir. Lezyonlar spontan bozulma, replikasyon hatalar1 ve
hiicresel metabolizmadan kaynaklanir. Radyasyon ve kimyasallar gibi c¢evresel
faktorlerse ilave mutajenik yiik bindirir (46).

Her ne kadar radyasyonun canli hiicreler iizerindeki biyolojik etkilerini
tanimlama egilimi agir basiyorsa da gercekte iyonize radyasyon, tanimi geregi,
iyonizasyon adi verilen bir islem ile atomlar ile etkilesime girer. Bu nedenle
radyasyonun biitiin biyolojik zararli etkileri aslinda hiicreleri olusturan atomlar ile
etkilesimi ile baglar. Sonra molekiiller, hiicreler, dokular, organlar ve nihayet tiim
viicut etkilenir. Biitiin bu etki silsilesinin temeli radyasyon ile atomlar arasi
etkilesime baglansa da sonucta radyasyonun hiicreleri etkiledigi, direkt ve indirekt
olmak {iizere iki yol vardir (sekil 1). Eger radyasyon direkt DNA molekiilii ya da
hiicre i¢in yasamsal bir bagska molekiille etkilesime girerse buna direkt etki denir.
Dokular %80 oraninda su igerdiginden radyasyonun su molekiili ile etkilesip onu
Hidrojen (H), Hidroksil (OH"), Siiperoksit (O;), Hidroperoksil (HO;) Hidronyum
(H30") gibi iiriinlere parcalamasi daha muhtemeldir. Radyasyon hasarmnin bu toksik
radikaller araciligi ile olugmasina da indirekt etki denir ki suyun iyonizasyonu
sonucu ortaya c¢ikan hidroksil radikalleri ve peroksitler radyasyon hasarinin %70-

80'inden sorumludur. Bu radikaller DNA, proteinler ve lipitler gibi kritik 6neme



sahip hiicresel bilesenlerle etkilesir ve sonunda olusan hasar hiicrenin liimiine ya da
tiimoral olusumlara yol agar. Iyonizan radyasyon aracili hiicre 6liimii ¢cogu durumda

apoptoz olarak tamimlanmustir. (43, 45, 47- 50).

Mikleus

Sitoplazma

Mitokondri

indirek

etki

iyonizan
radyasyon

Membran

-Lipit peroksidsayonu
-mt DMAwve N DNA'da

oksidatif degisiklikler
-Enzim inaktivasyonu

Sekil 1: Radyasyonun direk ve indirek etkisi (SOR, serbest Oksijen radikalleri), (50).

Biyolojik sistemler hiicreleri 6liimciil oksidatif ¢evrenin etkilerinden korumak
tizere oldukca etkin bir savunma agina sahiptirler. Bu mekanizmalar O,’in Hidrojen
peroksit (H,0,) ve O,’ye doniisiimiinii katalizleyen stiperoksit dismutaz, hidrojen
peroksit ve hidroperoksitleri elimine eden katalaz ve peroksidazlar gibi enzimleri
icerir. Sistein i¢eren bir tripeptid olan glutatyon serbest oksijen radikallerinin (SOR)
temizlenmesinde Glutatyon peroksidaz (GPX) ’in kofaktorii olarak rol alir ve okside
(GSH) ve rediikte (GSSG) formu arasinda gider gelir. NADPH bagimli bir enzim
olan Glutatyon rediiktaz (GSR), okside glutatyonu tekrar rediikte glutatyona
cevirerek antioksidan mekanizmaya katki saglar. Glutatyon S transferaz (GST) ’lar
ise reaktif kimyasallar1 glutatyon ile kovalen olarak baglayarak toksik maddelerin

eliminasyonuna yardime1 olur (Sekil 2) (51, 52).
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(SOD, siiperoksit dismutaz; CAT, katalaz; GPX, glutatyon peroksidaz; PRDX, peroksiredoksin;
GST, glutatyon-S-transferaz; GSR, glutatyon rediiktaz),

Sekil 2: Serbest oksijen radikalleri ve antioksidan enzimler (52).

Iyonizan radyasyonun indiikledigi apoptozun tetikleyicisi serbest radikaller
gibi goriinmektedir ve antioksidan enzimlerin radyasyonun tetikledigi hiicresel
Oliime kars1 onlar1 koruma konusundaki 6nemi daha da artmaktadir (53).

Radyasyon hasarma bagl olusan iiriinler saldirilan kimyasal baga, degisime
ugrayan baza ve hasarin DNA i¢inde yayildig1 segmente gore degisir. Isinlamadan
sonra Olgiilen baglica hasar tirtinleri baz hasari, baz kayiplari, tek iplik kirilmalari, ¢ift
iplik  kirilmalar1 ve DNA-protein c¢apraz baglaridir. Hasarin  mahiyetinin
belirlenmesinde onarim yetenegi dnemlidir ancak tek basina belirleyici degildir. Tek
baz hasar1 ya da tek iplik kiriklar1 gibi DNA hasarinin basit formlar1 ‘Baz eksizyon
onarim islemi’ (BER) ile kolayca onarilir. Cift iplik kiriklar1 gibi DNA hasarlar
hiicresel onarim mekanizmasi i¢in daha zor problemler ortaya c¢ikarir ve cesitli
onarim Yyolaklari, 6rnegin; Homolog rekombinasyon onarimi ve Non homolog
endjoining bu hasarin iistesinden gelmek icin evrimlesmistir. ilkinin DNA’daki
kiiciik hasarlart onardigi disiiniilmekte buna karsilik non homolog endjoining
(Memeli hiicrelerinde DNA ¢ift iplik kiriklarinin esas mekanizmasi) muhtemelen
DNA sekanslariin degisiklik ve/veya kayiplarina neden olmaktadir. Bundan dolay1
DNA cift iplik lezyonlarinin kotii onariminin somatik ya da germ hiicrelerinde
Iyonizan radyasyon ile indiiklenmis sabit mutasyonlar i¢in altta yatan temel kritik

faktor oldugu diisiintilmiistiir (54).



2.2.1. Radyasyonun ovaryan folikiiller iizerine etkisi

Reprodiiktif ¢ag boyunca memeli ovaryan folikiillerinin biiyiik kismi1 atrezi olarak
adlandirilan bir bozunma siireci gecirirler. Bununla birlikte atrezinin kesin
mekanizmasi bugiin i¢in tam olarak aydinlatilamamaistir (55).

Folikiiler atreziyi hizlandiran atretojenik uyarilardan biri de Gamma (Y)
radyasyonudur (13). Hem normal hem de tiimdér dokusu ig¢in apoptoz yalnizca
spontan olarak gelisen bir siire¢ olmanin G&tesinde radyasyon tarafindan da
indiiklenebilir bir siirectir (14). Radyasyon apoptozu indiikler ve ovaryan
fonksiyonlar1 bozar (15).

Bununla birlikte ovaryan radyasyon duyarliligi hem tiirler arasinda farklidir
hem de bir tiiriin farkli gelisim evrelerindeki ovaryan folikiilleri farkli diizeyde
radyasyon duyarliligi gosterir (Sekil 3). Erken folikiiler evrelerin yiiksek, daha biiyiik

folikiillerin ise diisiik duyarliligi hem siganlar hem de fareler i¢in ispatlanmistir (56).

Oogonyum Diplot. Primordial Primer Sekonder Preantral Erken antral Gec antral Diakinez Metafaz 1

L I 1 1 |
Fare | N ._I_ 1l J_ 0 * 5

. | | | I |
Gine domuzu | | ‘|_‘ o
| | | | I
| L] | I _
Cin hamster'i | ki [
| | | | |

Radyasyon duyarliligi renk tonu farkiyla derecelendirilmistir. (Ac¢ik pembe; diisiik radyasyon

duyarlilig1, koyu pembe; yiiksek radyasyon duyarlilig1)

Sekil 3: Fare, Cin hamster’s ve gine domuzu oositlerinin genetik radyasyon

duyarlilig (folikiilogenezle iligkili olarak) (12).
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Radyasyona maruz kalan fare overlerinde folikiiler dejenerasyonun
graniiloza hiicrelerinin apoptozisi ile gerceklestigi gosterilmistir. Dejenere olmus
folikiiller, piknotik niikleuslu graniiloza hiicrelerinde artis, hipertrofik teka tabakasi
ve riptire ya da ondile bazal membran gibi kendilerine has morfolojik

karakteristikler gosterirler (57).

2.3. Apoptoz

Literatiirde “programlanmis hiicre oliimii, fizyolojik hiicre 6limi, hiicre intihari,
hiicre kayb1" olarak da gecen ve grekge’de yapraklarin agaglardan diisiistinii
nitelemek icin kullanilan apoptoz terimi ilk kez Kerr ve ark. tarafindan canh
dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu 06zgiin bir hiicre O6liim bigimini
tanimlamak i¢in kullanilmigtir (58).

Programli hiicre 6liimiiniin 6zii embriyonun morfolojik gelisim stirecindeki
rolii ile yillardir bilinse de 1972’ye dek bunun biitiin hiicreler i¢in bir kader oldugu
kabul edilmiyordu (58, 59). Bugiin ise apoptotik aktivitedeki patolojik artma veya
azalmalarin kanser, kalp hastaliklari, inme, Akkiz immiin yetmezlik sendromu
(AIDS), otoimmiinite ve dejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikisinda rol oynadigi kabul
edilmektedir (60).

Apoptozun yogun olarak caligildigi Caenorhabditis elegans’da ced-3, ced-4
ve ced-9 olmak iizere apoptoz gelisimi i¢in esansiyel olan li¢ gen tespit edilmistir
(61, 62) (Tablo 1).

Tablo 1: C. Elegans’daki apoptotik genler ve bunlarin memelilerdeki homologlari (61).

Gen ad1 Memeli homologu Aktivitesi
Ced-3 Kaspaz gen ailesi Proapoptotik
Ced-4 Apaf-1 Proapoptotik
Ced-9 Bcl-2 gen ailesi Antiapoptotik

Apoptoz baslangic1 doku spesifiktir, yani tiim hiicreler ayni1 stimulusa yanit
olarak elimine edilmezler. Kortikosteroidler timositlerde apoptozu aktive ederken

diger hiicrelerde inhibe ederler. Isinlama ve kemoterapotikler siklikla p53 aracili
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yolagi tetikler. Baz1 hiicreler Fas ya da diger 6lim reseptorlerini eksprese eder ve
DISC (Death induced Signaling Complex) olusturarak bir 6liim sinyali kompleksi
meydana getirir (63).

Apoptozun baslatilmasi ve yiiriitiilmesinde merkezi bir rol oynayan kaspazlar
birgok hiicrede inaktif proenzimler olarak sentezlenirler ve bir kere aktive
olduklarinda diger prokaspazlari aktive ederek proteaz zincirinin baslamasini
saglarlar (64). ‘Caspase’ ismi iki enzimatik aktiviteden koken alir. ‘C’ sistein proteaz
aktivitesini yansitirken ‘aspase’ ise aspartik asit ayirma yetenegini gosterir (65).
Kaspazlar 3 domain iceren inaktif proteinler olarak sentezlenirler. Bunlardan ilki
aminoterminal domain (prodomain), ikincisi kii¢lik subiinit (10 kDa) ve ii¢linciisii
biiyiik subiinit (20 kDa)’dir. Kaspazlar uzun prodomain’liler (1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11,
12, 13) ve kisa prodomain’liler (3, 6, 7, 14) olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Kaspaz
11 septik soktaki sitokin olgunlasmasinda, kaspaz 12 amiloid B toksitesinde rol
alirken kaspaz 14’e embriyonik dokuda rastlanmistir (66, 67). Uzun prodomain
iceren kaspazlar daha ¢ok apoptozun baslangic kisminda (downstream kaspazlarin
aktivasyonu gibi) etkilidir. Bu ylizden bunlara inisiyatér ya da ‘upstream kaspazlar
denir. Inisiyatdr kaspazlardan 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14 inflamatuar kaspaz olarak da
anilir (68). Kisa prodomainli kaspazlar ise spesifik 6liim substratlarini ayirarak
apoptozun daha distal kisimlarinda etkili olur [poly(ADP) riboz polimeraz (PARP),
ICAD (Inhibitor of caspase activated DNase), gelsolin, lamin]. Bunlar da bu sebeple
efektor ya da downstream kaspazlar olarak amlir. Inisiyator kaspazlarin gogunun (8
ve 10 hari¢) prodomain’i CARD (Caspase Recruitment Domain) igerir. Kaspaz 8 ve
10 ise DED (Death Enhancer Domain) igerir. U¢ boyutlu yapisi ayni olan bu
prodomainlerin benzer yapili molekiiller ile baglanmasi kaspaz aktivasyonunda
temeldir. Bir ligand 6liim reseptoriine baglandiginda bu ilk olarak bir 6liim domain
(DD) iceren molekiiliin baglanmasini baglatir (ki 6rnegin Fas reseptorii i¢in bu
molekiill FADD (Fas associated protein with death domain)’dir. Sonra DED ya da
CARD igeren uzun prodomain’in baglanmasi ile DISC (Death Induced Signaling
Complex) yani ligandin baglanmasi ile trimerize olmus bir O6lim
reseptori+tFADD+kaspaz 8) formasyonu olusur (Sekil 4). Bu da kaspaz 3 gibi

efektor kaspazlarin aktivasyonu ile sonuglanir (69).
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Sekil 4: Fas reseptorii aracili apoptozda DISC formasyonu ve kaspaz 3 aktivasyonu (70).
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Bcl-2  ailesi iyelerinin  hiicrenin  apoptoza gidip  gitmeyeceginin
saptanmasinda merkezi bir role sahip olduklari gosterilmistir. Bu aile lyeleri
antiapoptotik (Bcl-2, Bel-xI, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, Al) ve proapoptotik (Bax,
Bak, Bcl-xs, Bad, Bik, Bid, Hrk, Boo, Egl-1) olarak iki gruba ayrilirlar. Bu aile
tiyelerinin ¢ogu (Bad, Bid, Egl-1 hari¢) mitokondri dis membraninda yerlesik bir
transmembran domain igerir. Bcl-2 protein ailesinin temel etki mekanizmasinin
mitokondrial membran gegirgenligini degistirerek sitokrom c serbestlesmesinin
kontrolii oldugu diisiiniilmektedir (71, 72).

p53 tiimor supresor proteini Bcl-2 protein ailesinin diizenlenmesinde kritik
role sahip olmakla birlikte tam mekanizmasi aydinlatilamamistir (73). p53 tiimor
baskilayict geni hiicre siklusunu diizenleyen bir transkripsiyon faktoridiir ve insan
tiimorogenezinde en yaygin mutasyona ugrayan gendir. Apoptoz ve hiicre siklusu
birbiri ile ¢ok yakin iliski igindedir. Oyle ki p53 hem apoptozda rol alir hem de
siklusu durdurup hiicreye DNA hasarlarini onaracak zaman kazandirir (74).

Genel olarak bir bdliinme sinyali almayan hiicreler hiicre siklusunun istirahat

yani GO fazinda beklerler. Hiicre, biiyiime faktorleri, mitojenler, sitokinler gibi
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boliinme sinyallerini aldiginda sinyal iletim zinciri mekanizmasi (Map kinaz, Protein
kinaz C, JAK/STAT yollar1 gibi) devreye girer. Bu mekanizma ya transkripsiyonu,
hiicre siklusunu ya da hiicre iskeletini kontrol eden bir substrati fosforiller veya
STAT’ta oldugu gibi niikleusa ulasip dogrudan transkripsiyonu diizenler. Hiicreler
mitoza girmeden Once interfaz denen bir hazirlik sathasi gecirirler ve bu safthada
siklinler gibi boliinme ic¢in gerekli cesitli diizenleyici proteinleri ve DNA gibi
makromolekiilleri sentezlerler. Interfaz da G1, S ve G2 fazlarindan olusur. Mitoz ve
interfaz birlikte hiicre siklusunu olusturur. Boylece hiicre siklusu G1, S, G2, M
fazlarinda olusur. G1 ve G2, “°Gap’’ (ara, bosluk) sozciigiinden gelir. S ise DNA
sentezini ifade eder. GO fazi ise hiicre siklusu iginde yer almayan, siklusunu
tamamlay1p siklusdan ¢ikan hiicrelerin bulundugu fazdir.

Hiicre siklusu, siklusa 6zgii proteinler olan siklinler, siklin bagimli kinazlar
(CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan kontrol edilir. CDK’lar
kendi baslarina bulunduklarinda inaktiftir. Ancak sikline baglandiklarinda aktif
siklin-siklin bagimli kinaz kompleksleri meydana gelir. CDK’larin aktif formlar1 da

substratlarini fosforilleyerek onlar1 aktif hale getirir (Sekil 5).

Siklin-bagimh kinaz
inhibitorii (CDI)

aktivasyon inhibisyon

P K

Siklin-bagimli
kinaz (CDK)

!

LSH]J&HHT.\.-EIIII Substrat:serin J

hipotostforile 4— fosfonle

Ina krif Akrif

Fosfataz

Sekil 5: Siklin bagimli protein kinaz sistemi (75).
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Siklinlerin (A, Bl, D, E) seviyeleri faza 0zgii olarak transkripsiyon
seviyesinde diizenlenir, yikimlari ise ‘ubiquitin® metabolik yoluyla saglanir. Bu faza
O0zgii yapim ve yikim siklinlerin etkilestigi CDK’larin (CDK2, CDK4, CDKS,
CDK®6, CDK7, CDK25) aktivitelerini diizenler. CDI’leri (pl5, p18, p19, p21, p27)
ise ya siklinlere, ya CDK’lara, ya da siklin-CDK komplekslerine baglanarak
CDK’larin aktivitelerini inhibe eder. Siklin D baslama siklini olarak ¢alisir ve CDK4
ve CDK6’y1 diizenler. Siklin E, G1/S simirinda sentezlenip S fazinda yikilir ve
CDK2’yi diizenler. Siklin A, S fazinda sentezlenip anafazda yikilir ve DNA
replikasyonunda direkt rolii oldugu diisiiniilen bir kompleks olusturmak iizere CDK2
ile birlesir. Siklin B1, S fazinin sonunda sentezlenmeye baslar ve G2/M gecisinde
sentezi maksimum olur. Sonugta anafazda yikilir. Siklin B, MPF’yi (M-
Phase/Maturation promoting Factor) olusturmak tizere CDK2 ile etkilesir ve siklin
B’nin anafazda yikilmasiyla hiicre mitozdan ¢ikip G1’e doner (75 ).

Hiicre siklusunda G1-S, G2-M ve Metafaz-Anafaz gegislerinde siklusun
devam edip etmeyecegine karar verilen kontrol noktalar1 vardir. Hiicre radyasyon ya
da toksinlere maruz kaldiginda olusan DNA hasar1 nedeniyle bu kontrol noktalarinda
siklusun G1-S veya G2-M gegisi engellenir (76). Genellikle p53 normal hiicrelerde
MDM2 (murine double minute 2) proteinine bagli olarak inaktiftir ve ubiquitin
ligazla yikildiktan sonra aktiflesir. Radyasyon vb. nedenlerle p53 proteininin MDM2
baglanma bdlgesinin yapist degisir ve MDM2, p53’ii baglayamaz. Bdylece
inaktivasyondan kurtulan p53, p21 ekspresyonunu aktive eder. p21, G1-S (CDK) ve
S (CDK) kompleklerine baglanarak onlar1 inhibe eder ve siklusu durdurarak hiicreye
onarim i¢in zaman kazandirir ya da Bax genini aktive ederek apoptoza neden olur.
Radyasyon ve ilaglara bagli DNA hasar1 olustugunda hiicre buna p53’ii arttirarak
yanit verir.

CDK’larin substratlarindan biri de G1/S kontrol noktasinda siklusu durduran Rb
proteinidir. Aktif p21, G1 kontrol noktasinda Rb proteininin daha fazla fosforlanmasini
onler. Hipofosforile Rb, E2F transkripsiyon faktoriinii baglayarak inaktiflestirir. E2F nin
inaktivasyonu ile hiicre S fazina gecemez ve siklus durur (77- 79).

Hem Bcl-2, hem de Bax ekspresyonu p53 tarafindan diizenlenir (80). p53 bir
yandan bax transkripsiyonunu arttirirken diger yandan bcl-2 ekspresyonunu azaltir

(81). p53 ayrica DNA hasarlandiginda DNA onarim proteinlerini aktive edebilir,
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hiicre siklusunu DNA hasarinin tanindigt G1/S diizenleme noktasinda durdurabilir ve
eger hasar onarilamayacak ise apoptozu baslatabilir (82). p53 geninin radyasyon,
kimyasallar, viriisler (HPV) ile tahrip oldugu ya da Li-fraumeni sendromunda oldugu
gibi dogustan tek fonksiyonel alelinin bulundugu durumlarda tiimérogenez meydana
gelir (83, 84). Mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olsa da p53’iin diger bir¢cok
dokuda oldugu gibi graniiloza hiicrelerinde de apoptozu indiikledigi gosterilmistir
(85). Atreziye giden antral folikiillerin graniiloza hiicre ¢ekirdeklerinde p53 protein
akiimiilasyonu rapor edilmistir (86).

Proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri pek ¢ok sekilde aktive edilebilir. Bax
transkripsiyonla upregule edilir, Bad sitoplazmadan plazma membranina gegcmeden
once fosforillenir, Bid ise mitokondriye gectikten sonra caspase 8 tarafindan bdliiniir.
Antiapoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri mitokondrial membrandaki proapoptotik
proteinlerin heterodimerizasyonu ile etki edebilir (69). Agonist ve antagonistlerin
birbirlerinin heterodimerizasyonunu ve homodimerizasyonunun her ikisini de
gerceklestirebildigi, bunun da apoptoz inhibisyonu ya da apoptoz ile sonuglandigi
bilinmektedir (87). Ornegin, Bcl-2 ve Bcl-xl, Bax ile heterodimerize olur.
Homodimerize Bax mitokondrial membranda porlar agar. Bcl-2 ve Bcl-x1, Bax’in
homodimerizasyonunu inhibe ederek por olusumunu Onleyebilir (88). Porlar
sitokrom ¢ ve AIF (Apoptosis Inducing Factor) gibi mitokondrial proteinlerin
serbestlesmesini saglar. Sitokrom ¢ mitokondri i¢ membraninin dis yiiziine baglidir
ve sitokrom cl’den sitokrom oksidaz’a e tagir. Sitokrom c sitoplazmaya
serbestlestiginde prokaspaz 9’u aktive ederek apoptoz indiiksiyonuna katilir.
Sitokrom ¢ bunu APAF-1 (Apoptosis Activating Factor-1) ile birlikte yapar. Hem
prokaspaz 9 hem de APAF-1 CARD domain igerir ve bu sayede birbirlerini ¢ekerler.
Bu da prokaspaz 9’un proteolitik yarilmasina neden olur. APAF-1, kaspaz-9 ve

sitokrom c’yi1 iceren bu kompleks Apoptozom olarak bilinir (Sekil 6).
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Sekil 6: Apoptozda gergeklesen olaylarin 6zeti (89).

Glinlimiizde ekstrensek ya da oliim reseptorii yolagi ve intrensek ya da
mitokondrial yolak olmak iizere iki temel apoptotik yolak oldugu gésterilmistir. flave
bir yolak da T hiicre aracili sitotoksite ve perforin-granzim aracili hiicre 6limiinii
igcerir. Bu ti¢ temel yol kaspaz 3 aktivasyonu ile baslayip DNA fragmantasyonu,
sitoskeletal ve niikleer proteinlerin parcalanmasi, Protein c¢apraz baglanmalari,
apoptotik cisimlerin olusumu, fagositik hiicre reseptorleri i¢in ligand ekspresyonu ve
fagositoz ile sonuglanan ortak yolda birlesir (90).

Ekstrensek yolda apoptoz tiimor nekroz faktor (TNF) reseptor geni
siiperailesine liye Oliim reseptOrlerini igeren transmembran reseptor aracili
etkilesimlerle baglar (91). TNF reseptor ailesi intraseliiler bir DD igerir ve bu DD
6liim sinyalinin hiicre i¢i sinyal mekanizmalarina aktarilmasinda 6nemli rol oynar.
Bugiin i¢in en iyi karakterize edilmis olan 6liim reseptorleri ve ligandlar1 FasL/FasR,
TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 and Apo2L/DR5’dir (92, 93). Bunlardan
FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1 modelleri iyi tanimlanmistir. Bu modellerde reseptor
ligandin baglanmasiyla trimerize olur bunun {izerine uygun DD gosteren sitoplazmik
adaptor proteinler reseptorle baglanir. Fas ligandin Fas reseptorii ile baglanmasi
adaptor protein FADD’nin, TNF ligandin TNF reseptoriine baglanmas1 adaptor
protein TRADD’nin baglanmasi ile sonuglanir (94, 95). Bu noktada FADD
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prokaspaz 8 ile etkilesir, DISC formasyonu olusturur ve boylece prokaspaz 8
aktiflesir ve ortak faz tetiklenir (96).

Sitotoksik T lenfositler hedef hiicreleri FasL/FasR etkilesimi ile oldiirseler de
Ozellikle tiimor hiicreleri ve viriisle enfekte hiicrelerde transmembran por olusturan
bir molekiil olan perforin salinimiyla da etki gosterirler ve bdylece birer serin proteaz
olan Granzim A ve Granzim B igeren graniillerini hedef hiicre igine bosaltirlar (97).
Granzim B proteinleri aspartat rezidiilerinden parcalayarak prokaspaz 8’1 aktifler ve
ICAD’1 ayirip aktiflestirebilir. Yine granzim B’nin mitokondrial yolag: kullandig1 ya
da kaspaz 3’1 dogrudan aktive edebildigi (ki bu durumda inisiyator kaspazlar by-pass
olur) de gosterilmistir (98, 99). Granzim A ise DNAse’1 inhibe eden bir protein
kompleksini (SET (Nucleosome assembly protein)) parcalayarak apoptotik DNA
yikimini baglatir (100).

Intrensek yolagi hormonlar, biiyiime faktdrleri ve sitokinlerin cekilmesi ile
apoptotik supresyonun ortadan kalkmasi ya da radyasyon, toksinler, hipoksi,
hipertermi, viral infeksiyonlar ve SOR gibi faktorler baslatir. Bu yolakta Bcl-2 ailesi
tiyeleri mitokondrial membran gecirgenligini yoneterek proapoptotik ya da
antiapoptotik etki gosterirler. Biitliin bu uyaranlar apoptozom olusmasina yol acar ve
kaspaz 9 aktive olur (101). Yine porlar yoluyla sitozole gegen Smac/DIABLO
(Second mitochondrial activator of caspase/direct IAP binding protein with low PI)
ve HtrA2/Omi (High-temperature requirement), IAP (Inhibitors of Apoptosis
Proteins)’1 inhibe ederek apoptozu baslatir. Porlar yoluyla sitozole gecen diger
proteinler, AIF, endoniikleaz G ve CAD (Caspase-Activated DNAse) da ¢ekirdege
gecerek DNA fragmantasyonuna neden olur (102- 104)

Intrensek ve ekstrensek yolaklar ortak yol denen bir yolda birlesirler (Sekil
7). Bu yolda gorev alan efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) endoniikleazlart aktive edip
niikleer materyali ve yine proteazlar aktive ederek niikleer ve sitoskeletal proteinleri
parcalarlar. Substratlar1 sitokeratinler, PARP (Poly ADP ribose polymerase; DNA
tamir mekanizmasinda rol alan bir enzim), Alfa fodrin (plazmam membraninda yer
alan bir sitoskeletal protein), NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus Protein)’dir. En
onemli efektor kaspaz olan kaspaz 3, kaspaz 8, 9 ya da 10 tarafindan aktive edilir.
Aktif kaspaz 3, prolifere olan hiicrelerde inhibitorii ile birlikte (ICAD (Inhibitor of
CAD)) kompleks halinde bulunan CAD (Caspase-Activated DNAse)’1
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inhibitoriinden ayirarak aktifler (98). CAD da kromozomal DNA’y1 pargalar. Kaspaz
3 ayrica substratlari gelsolin ve aktin baglayict protein iizerinden etki ederek

sitoskeletal organizasyonunu bozar (105).

Ekstrensek volak intrensek yolak Perforin/Granzim yolag:

Radyasyon, toksinler, hipoksi
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Kromatin ve sitoplazmik kondensasyon, niikleer parcalanma...

Apoptotik cisimlerin olusumu

Sekil 7: Apoptozdaki yolaklarin sematik sunumu (106).

Apoptotik hiicrenin fagositozu apoptozun son basamagidir. Fosfolipit
asimetrisi ve fosfatidilserin’in hiicre yiizeyine ¢ikist bu fazin en 6nemli isaretidir.
Boylece apototik hiicrenin non inflamatuar fagositik taninmasi kolaylasir ve
apoptotik cisimcikler komsu parankimal hiicreler ve makrofajlarca fagosite edilir.
(107, 108). Overde, teka hiicreleri tizerindeki SR-B1 (Scavenger Receptor Class B
Type 1) yiizeylerinde fosfatidilserin eksprese etmis graniiloza hiicrelerinin

taninmasina ve baglanmasina aracilik eder (109).

2.3.1. Apoptoz morfolojisi

Apoptozun erken evresinde hiicre biiziismesi ve piknoz 11k mikroskopik olarak
gozlemlenebilir. Hiicre biizlismesi ile hiicre Kkiiciiliir, sitoplazma yogunlasir,
organeller daha siki paketlenir. Apoptozun en karakteristik ©6zelligi olan piknoz
kromatin kondensasyonunun bir sonucudur (58). H+E boyal1 preparatlarda apoptotik

hiicre yuvarlak ya da oval sekli, koyu eozinofilik sitoplazma ve koyu mor niikleer
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kromatin parcalart ile dikkat c¢eker. Plazma membraninda bleb olusumunu
karyoreksis ve hiicrenin apoptotik cisimciklere ayrilmasi izler. Apoptotik cisimcikler
sitoplazma ve igerisinde sikica paketlenmis organellerden ibarettir. Niikleer materyal
olabilir ya da olmayabilir. Apoptoz inflamatuar bir reaksiyon olusturmaz. Ciinkii, 1)
apoptotik hiicreler hiicresel igeriklerini ¢evre hiicrelerarasi alana birakmazlar, 2)
Cevredeki hiicrelerce hizli bir sekilde fagosite edildiklerinden sekonder nekroz
olusmaz, 3) Apoptotik hiicrelerin etrafin1 sarip fagosite eden hiicreler antiinflamatuar

sitokinler salarlar (110).

2.3.2. Folikiil atrezisi ve apoptoz

Fetal overlerdeki folikiillerin sadece ¢ok kiiglik bir kismi oviilasyona erigebilir. Cogu ise
hormonal olarak kontrol edilen ve apoptotik bir siire¢ olan atreziye maruz kalir (111).

FSH, hem kiiltiir ortaminda hem de in vivo folikiil devamlilig1 a¢isindan ¢ok
onemli bir hormondur (112) ve atrezi esnasinda graniiloza hiicrelerindeki folikiil
stimiilan hormon (FSH) reseptorlerinde belirgin bir diisiis mevcuttur (113). Bununla
birlikte atretojenik siire¢ olduk¢a karmasiktir, folikiil ve oosit devamliligini saglayan
faktorler ile atretojenik faktorler arasindaki karmasik denge folikiiliin kaderini
belirler (114) (Tablo 2).

Folikiil, gelisiminin herhangi bir agamasinda atreziye ugrayabilir (40). Atretik
folikiil morfolojik olarak, graniiloza hiicrelerinde mitozun durmasi, graniiloza hiicre
cekirdeklerinin piknozu, bazal membranin bozulmasi (riiptire ya da ondiile hal
almasi), hipertrofik teka tabakasi, graniiloza hiicrelerinin bazal laminadan ayrilmasi,

bozulmus zona pelusida gibi 6zellikler gosterir (40, 115).
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Tablo 2: Folikiiler apoptoza etki eden faktorler (116).

Folikiil/oosit devamhili@in1 saglayan | Atretojenik faktorler
faktorler

Gonadotropinler (6zellikle FSH) IGF baglayic1 proteinler
IGF-1/GH TGF-p

EGF/TGF-a IL-6
VIP,KGF,HGF,BFGF Androjenler

IL1-B,NO Reaktif oksijen radikalleri
Ostrojenler GnRH

Serbest radikal ¢opgiileri Bax

Bcl-2, bel-xI Fas antijenleri

Kit P53

GDF-9 ICE-iligkili proteazlar
CAMP, cGMP TNF-a

Aktivin

Folikiil atrezisi hormonal olarak kontrol edilen bir siirectir ve farkli ovaryan

folikiil gelisim evrelerinde farkli hormonal faktorler bu kontrolde rol oynar (111).
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Gonadotropinler (kirmizi), lokal faktorler (mavi), hiicre i¢i mediatorler (yesil). Tirtikli uclar daha
erken ya da geg evrelerle ilgili ¢aliyma olmadigini belirtmektedir. (bFGF: basic fibroblast growth
factor, EGF: epidermal growth factor, GH: growth hormone, IL-1f: interleukin 1B, P4: progesterone,
PR: progesterone receptor)

Sekil 8: Ovaryan folikiil devamliligini evre bagimli olarak diizenleyen faktorler (111).

Folikiil hiicrelerinin devamliligin1 saglayan bir¢ok lokal biiyiime faktorii olsa
da bu noktada esas diizenleyici gonadotropinlerdir. Folikiil antral evreye ulastiginda
FSH reseptorleri eksprese eder ve FSH uyarimina bagimli hale gelir. LH ise
oviilasyona yaklasan ve LH reseptorii eksprese eden folikiiller i¢in énemlidir (111).
LH pikinin baskilanmasi sican overlerindeki s6z konusu folikiillerde masif atreziye
sebep olmustur (115). Folikiil biiyiime ve yikimi arasindaki ¢ok hassas dengeyi
anlayabilmek icin bu folikiiler evre bagimli diizenlemeyi kabul etmek yerinde

olacaktir (111).
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2.4. Shilajit

Ayurveda, Siddha ve Unani gibi geleneksel tip sistemlerinde binlerce yildir
kullanilan ve silajit, silaras adrija, girija, asphalt, mineral pitch, momio olarak da
bilinen shilajit, soluk kahverenginden kahverengi-siyaha degisen renkte ve degisken
yogunlukta bir sizintidir (Sekil 9). Shilajit, Hindistan yarimadasindaki Himalaya
siradaglar1 ve Afganistan (Hindikus, Badakh-Shan), Avustralya (Northern Pollock
Ranges) ve eski Sovyet Sosyalist Cumbhuriyetler Birligi (Tien-shan, Pamir,
Kafkaslar, Ural)’ndeki diger dag siralarinin kayalik tabakalarindan, 6zellikle yaz
aylarinda kaya sicakliklart arttiginda sizar ve bu dag siralarinin 1000-5000 metre
yiiksekligindeki dik yamaglarinin kaya yiizeylerinden kiigiik miktarlarda toplanir.
Shilajit kaya koklerinde (Rhizosphere) olusur ve organik humik maddeler ile bitkisel
ve mikrobial metabolitlerin kompleks bir karigimidir (38).

Shilajit’in tam kimyasal yapisint anlamak ic¢in kapsamli aragtirmalar
yaptlmistir. Sonugta shilajit’in esas olarak Humus (% 60-80) ve bunun yaninda
benzoik asit, hippurik asit, yag asitleri, ichthyol, ellagic asit, adipik asit, siiksinik asit,
sitrik asit, oksalik asit gibi organik asitler, resin, mumlu maddeler, sakiz,
albuminoidler, triterpenler, sterol, aromatik karboksilik asitler, 3,4 benzokumarinler,
dibenzo-a-pironlar, dibenzo-a-piron-kromoproteinler, amino asitler ve fenolik lipitler
ve karotenoidler, indigoidler gibi renkli maddeler, esansiyel yaglar ve B1 ve B12 gibi
vitaminler ile diger organik komponentlerden olustugu tespit edilmistir (117- 119).
Shilajit’in kompozisyonu, yerlesik bitki tiirleri, kayanin jeolojik dogasi, bolgesel 1s1
profili, nem ve rakim gibi birgok faktérden etkilenir. Ornegin, Hindistan’in Kumoan
bolgesinden elde edilen shilajit’in, Nepal, Pakistan ve Rusya’dan elde edilen shilajit
ile karsilastirildiginda daha yliksek oranda fulvik asid i¢erdigi bulunmustur (sirastyla
% 214, % 154, % 15.5, % 19.0). Benzer sekilde farkli tilkelerden elde edilen
shilajit’in % 1’°lik sulu ¢6zeltilerinin pH’1 da farklidir, sdyle ki, Hindistan (Kumoan)
igin 6.2, Nepal (Dolpa) i¢in 7.5, Pakistan (Peshawar) i¢in 6.8 ve Rusya (Tien-Shan)
icin 8.2. Yine bu iilkelerden elde edilen shilajit’in humik bilesenleri de farklidir
(117).
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Shilajit’in esas fizyolojik etkisinin aktif bilesenler igin tagiyict molekiiller
olan fulvik ve humik asitle birlikte biyoaktif dibenzo-alfa- piron’larin varligina bagh

oldugu rapor edilmistir (120).

2.4.1. Shilajit’in geleneksel tipta kullanimi

Shilajit bir¢ok iilkede geleneksel tip sistemlerinin bir pargasi olarak kullanilmistir ve
birka¢t modern bilimsel degerlendirmeler sonucu da dogrulanmis bir¢ok tedavi edici
ozellik tespit edilmistir (122, 123).

Ayurveda Siddha ve Unani tip gibi geleneksel Hint tibbi metinlerine gore
shilajit dahilen kullanildiginda kuvvet verici, laksatif, ekspektoran, diiiretik,
immiino-modiilator, litotriptik ve antihipertansif, haricen kullanildiginda ise
antiseptik, analjezik ve germisid etki gosterir. Yine bu metinlere gore, splenomegali,
epilepsi, sinirsel bozukluklar, kronik bronsit ve anemide de recetelenebilir ve
afrodizyak etkinligi vardir. Odem, hemoroid, obezite ve anoreksi tedavisinde
yararhidir. Siit ile birlikte verildiginde diabetes mellitusu tedavi edici etki gosterir.
Ayurveda’ya gore shilajit yaslanmaya neden olan iiriinleri bloke eder ve genglestirici
etki gosterir. Commiphora wightii (guggul) ile birlikte verildiginde kiriklar1 tedavi
eder. Bu durumda kallus formasyonu olugumunu baglattigina inanilmaktadir. Ayni
formiilasyon osteoartrit ve spondilit tedavisinde de kullanilmaktadir (117, 120, 123,
124).
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Ibn-i Sina, El-Kanun fi't-Tib (Canon Medicinae) adli kitabinda shilajit’in

tiimorleri ve sivilceleri yok edici 6zelliginden bahsetmistir (122).

2.4.2. Shilajit’in etkileri iizerine preklinik ve klinik arastirmalar

2.4.2.1. Antioksidan aktivite

Ghosal ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada islenmis shilajit’in siilfit anyonlari, hidroksi
ve nitrik oksit serbest radikallerini ndtralize etme yetenegi degerlendirilmistir.
Calismada shilajit ile ve shilajitsiz olmak tizere serbest radikallerle kimyasal
polimerizasyon &l¢iilmiistiir. islenmis shilajit metil metakrilat: hidroksil radikali ile
indiiklenen polimerizasyona karsi neredeyse tama yakin korumus ve metil
metakrilatin siilfit serbest radikali ile indiiklenen polimerizasyonunu anlamli oranda
inhibe etmistir. Shilajit, nitrik oksit serbest radikallerini etkin bir sekilde yakalamigtir
ve antioksidan etkisi doz bagimlidir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda shilajit’in
SOR’a kars1 koruyucu etkisi de artmaktadir (125).

Farkli bir calismada shilajit’in rat karaciger homojenatlarinda lipit
peroksidasyonu ve glutatyon igerigi iizerine etkisi degerlendirilmistir. Shilajit’in lipit
peroksidasyonunu, kiimen hidroperoksit ve ADP/Fe++ kompleksi olusumunu doz
bagimli olarak indiikleyerek inhibe ettigi bulunmustur (126).

Rege ve ark. (2012) shilajit’in antioksidan ve anti artritik O6zelliklerini
degerlendirmek tizere invitro bir ¢alisma yapmuslardir. Shilajit’in antioksidan
ozelliklerini, radikal siiptirticti, lipit peroksidasyonu onleyici ve rediiktif kapasite gibi
3 in vitro parametre ile anti-artritik aktivitesini de proteinaz inhibitorii etkisi ile
aragtirmiglardir. Shilajit’in serbest radikal stipiiriicii etkinligi, kolay ve sik kullanilan
bir metod olan stabil 1,1 difenil-2-pikril hidrazil radikalinin rengini mordan sar1 ya
cevirme yetenegi ile degerlendirildiginde doz bagimli olarak askorbik asit benzeri bir
radikal siipiiriicti etki gosterdigi saptanmistir. Yine shilajit’in MDA diizeylerinde
anlamli bir diislise neden oldugu (p<0,05) ve lipit peroksidasyonunu onledigi tespit
edilmistir. Bir bilesigin rediiktif kapasitesi onun antioksidan potansiyelini yansitir.
Bu nedenle shilajit’in rediiktif kapasitesi, ekstraktlarinda Fe+3 {i Fe+2 ye c¢evirme

yetenegi ile degerlendirilmis ve shilajit’in artan konstrasyonlari ile paralel olarak
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artig gosteren bir rediiktif kapasiteye sahip oldugu dogrulanmistir. Son olarak shilajit
ekstresinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli (p<0,05) ve doz bagiml
olarak proteinaz inhibitorii aktivitesi gosterdigi saptanmistir ki bu da onun anti-
artritik etkisini yansitmaktadir (127).

Mandlik ve ark. (2008); ise yaptiklar1 bir ¢alismada alloksan ile deneysel
olarak diabet olusturulan siganlara 3 giin sonra shilajit’i de iceren poliherbal bir
formiilasyonu 300 mg/kg ve 600 mg/kg dozda bir kez uygulamislardir. Deneklerden
hazirlanan pankreatik doku homojenatlari incelendiginde diabetik sicanlarda katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzim aktivitelerinin
azaldig, lipit peroksidasyonunun arttigi, gézlemlenirken 300 mg/kg ve 600 mg/kg
dozda verilen shilajit igeren poliherbal formiilasyonun CAT ve GPX diizeylerini
arttirdigy, lipit peroksidasyonunu da azalttig1 goriilmiistiir (128).

Surapaneni ve ark. (2012) 21 giin boyunca giinde 15 dakika yiizmeye
zorladiklar1 ve bdylece kronik yorgunluk sendromu olusturduklari sicanlar {izerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada, shilajit’in kompleks enzim aktivitelerini stabilize ederek ve
mitokondrial membran potansiyelini koruyarak kronik yorgunluk sendromunun
indiikledigi mitokondrial disfonksiyonu onledigini gostermislerdir. Shilajit, kronik
yorgunluk sendromu ile indiiklenen mitokondrial oksidatif stresi, nitrik oksit (NO)
konsantrasyonu, lipit peroksidasyonu, siliperoksit dismutaz (SOD) ve CAT
aktiviteleri iizerinden geri ¢evirmistir. Mitokondrial SOD, NO ve lipit
peroksidasyonu iriinleri stres grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
artarken shilajit tiim dozlarda bu degisiklikleri anlamli diizeyde hafifletmistir. Yine
mitokondrial CAT aktivitesi stres grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
diisiis gostermis buna karsin shilajit stres ile indiiklenen bu degisiklikleri doz bagiml
olarak geri ¢cevirmistir (129).

Mohamed-I ve ark. (2012) bir ¢alismalarinda 100 mg/kg ranitidin ve 600
mg/kg shilajit ile 14 giin boyunca oral yoldan tedavi ettikleri siganlarda 14. giin
etanol ile gastik iilser olusumunu indiiklemislerdir. Farkli bolgelerden ¢ikarilan
shilajitlerin etanol ile indiikklenen gastrik iilser iizerine etkilerini ranitidin ile
karsilastirarak incelemislerdir. Lipit peroksidasyonunu gdsteren tiyobarbitiirik asit
tirtinlerinin (TBARSs) tedavili gruplarda tedavisiz tilser grubuna gére anlaml diizeyde

diistiiglinii saptamiglardir. Yine tiim tedavili gruplarda doku CAT aktivitesinin
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tedavisiz llser grubuna gore anlamli artig gosterdigi ve bu artisin 6zellikle Hindistan
ve Al-Jouf shilgjitlerinde ranitidin ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Son olarak doku SOD aktivitesi ve glutatyon (GSH) diizeyleri tiim
tedavi gruplarinda tedavisiz iilser grubuna gore anlamli artis gostermis, bu artig
Rusya shilajiti haricinde tiim shilajit gruplarinda ranitidin ile kiyaslandiginda daha
yiiksek bulunmustur (130).

Sharma ve ark. (2003) saglikli goniillii insanlardan olusan 30 kisilik bir grup ile
yaptiklar1 bir c¢alismada, deneklere 45 giin boyunca 2 gr/giin oral yoldan shilajit
vermisler ve bu siire sonunda denekleri kan lipit profili ve antioksidan gostergeler
bakimindan incelemislerdir. Deney sonunda shilajit’in kan lipit profilini olumlu yonde
degistirdigini (p<0.001) gostermislerdir. Yine shilajit’in kan SOD, vitamin E ve
vitamin C diizeylerini anlaml 6l¢iide arttirdigini tespit etmislerdir (p<<0.001) (131).

Vivek ve ark. (2011) yaptiklar bir ¢alismada siganlarda isoproterenol (ISO) ile
indiiklenen kardiyoktoksisite iizerine shilajit’in Kardiyoprotektif etkisi ve bu etkide
shilajit’in antioksidan Ozelliklerinin yerini degerlendirmislerdir. Calismada shilajit ile
250 mg/kg ve 500 mg/kg dozlarda oral olarak 91 giin uygulanan 6n tedavinin, 85 mg/kg
sc. uygulanan isoproterenol ile indiiklenen Kkardiyak nekroz iizerine etkisi
degerlendirilmistir. Serum glutamat oksalat transaminaz (SGOT), serum glutamat
piriivat transaminaz (SGPT), laktat dehidrojenaz (LDH), ve kreatin kinaz (CK) gibi
marker enzimler ve rediikte glutatyon (GSH), lipit hidroperoksit (LHP), lipit peroksit
(LPO) gibi oksidatif gostergeler hem serum hem de kalp kasi homojenatlarinda
Ol¢lilmustiir. Yalniz isoproterenol uygulanan hayvanlarda anlamli myokardial nekroz,
serum marker enzimlerinde anlamli artis ve endojen antioksidanlarda anlamh disiisler
saptanirken shilajit serum marker enzimlerinin ve lipit peroksidasyonunun seviyesini
diisiirtip rediikte glutatyonu arttirarak anlamli diizeyde kardiyoprotektif etki gdstermistir.
ISO ile birlikte 250 mg/kg ve 500 mg/kg shilajit verilen gruplarda serum kardiyak enzim
aktiviteleri yalmzca ISO verilen gruptakinden anlamli derecede diisiis gOstermistir
(p<0,01). Ozellikle 500 mg/kg tedavi uygulanan grupta lipit peroksidasyonu anlamli
derecede azalmis ve rediikte glutatyon anlamli derecede artmistir (p<0,01). Kalpte ISO
grubunda marker enzimlerde ve rediikte glutatyonda kontrol grubuna gore anlamh bir
azalma varken (p<0,01), LHP ve LPO degerlerinde kontrol grubuna gore anlaml bir
artts goriilmiis (p<0,01). Buna karsin shilajit 6n tedavisi uygulandiginda ISO ile
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indiiklenen tiim bu degisimlerde anlaml derecede farkliliklar ortaya ¢ikmistir (p<<0,01).
Ornegin kalpte marker enzim diizeyleri ve rediikte glutatyon anlamlh derecede artis
gosterirken lipit peroksidasyonu 6zellikle de 500 mg/kg tedavi uygulanan grupta anlamli
derecede azalmistir (p<0,01). Caligma sonucunda shilajit’in bu kardiyoprotektif etkinligi
muhtemelen endojen antioksidanlari arttrmast  buna karsin membran lipit
peroksidasyonunu dnlemesine baglanmustir (132).

Ghosh ve ark. (2010) lipitden zengin diyetle besleyerek hiperlipidemi
olusturduklar1 siganlarda, poliherbal bir formiilasyon olan ve hacimce %32 oraninda
shilajit iceren kumbhajatu’nun antihiperlipidemik ve antioksidan etkilerini
arastirmiglardir. Bu amagla hiperkolesterolemik siganlara 6 giin boyunca oral yoldan
kumbhajatu 250 mg/kg ve 500 mg/kg dozda verilmistir. Bu siire sonunda plazma lipit
profili ve karaciger hiicre homojenatlarinda SOD ve CAT aktiviteleri ile GSH ve
MDA formu iizerinden lipit peroksidasyonu diizeyleri oOl¢iilmiistiir. Sonugta bu
formiilasyonun plazma lipit profilinde anlamli bir diizelmeye neden oldugu, her iki
dozda da CAT, SOD, GSH ve vyiksek yogunluklu Ilipoprotein (HDL)
konsantrasyonlarimi arttirdigi  bulunmustur. Diger taraftan MDA, kolesterol,
trigliserit, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL) diizeylerinde anlamli oranda diisiis gozlenmistir (133).

Biswas ve ark. (2009) 90 giin boyunca giinde iki kez 100 mg/kg islenmis
shilajit verdikleri infertil hastalarda bu siire sonunda semen MDA diizeylerinde
anlamli bir diisiis ortaya koymuslardir (p<0.001) (134).

Saxena ve ark.’nin (2003) shilajit ile yaptiklari klinik bir ¢alismada shilajit’in
diabetik hastalardaki antioksidan etkinligi ortaya konmustur. Her iki cinsten 31-70
yas araligindaki 61 diabetik hastaya 30 giin boyunca shilajit kiirii uygulanmustir.
Shilajit kiirti, tedavi oncesindeki yiiksek degerler ile karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde anlamli 6l¢iide diisiis saglamis, CAT degerleri ise yine anlamli oranda
artis gostermistir (135).

Shilajit’in antioksidan Ozellikleri dibenzo alfa pironlarin ve fulvik asidin
varligima baglanabilir (120, 122). Dibenzo alfa pironlarin ve dibenzo alfa piron
kromoproteinlerin oksidatif stresle indiiklenmis kronik stres iizerine etkisi si¢an
beyninin frontal korteksi ve striatumunda saptanmistir. Bugilin i¢in bir¢ok stres

iligkili hastaligin aslinda oksidatif stresle ilgili oldugu bilinmektedir. Kronik stresin
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kortikal SOD aktivitesini anlamli oranda arttirdigi, aynt zamanda CAT ve GPX
aktivitesini azalttig1 ve yine lipit peroksidaz aktivitesinde bir artis meydana getirdigi
bulunmustur. Hem dibenzo alfa pironlar hem de dibenzo alfa piron kromoproteinleri
kronik stres ile indiiklenen bu karisikliklari, SOD aktivitesini normale ¢ekerek ve
stresin CAT ve GPX {izerindeki etkisini geri ¢evirerek ve son olarak lipid peroksidaz
aktivitesini azaltarak belirgin bir bi¢imde diizeltmistir. Uzun yasam ile antioksidan
enzimlerin (SOD, GPX, CAT) yiiksek degerleri arasindaki iliski kanitlanmistir.
Diger yandan antioksidan enzimlerdeki diisiis geriatrik sikayetler ve yaslanma ile
iligkili  bulunmustur. Ayrica bu enzimlerin spesifik beyin bdlgelerindeki
aktivitelerinin azalmasinin Alzheimer, Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklar i¢in

birer etyolojik faktor olabilecegi kabul gormiistiir (136).

2.4.2.2. Antiiilserojenik ve antiinflamatuar aktivite

Ghosal ve ark. (1988) yaptiklar1 bir ¢calismada shilajit’in karbonhidrat/protein oranini
azalttig1 ve gastrik {ilser insidansini azalttig1 ve yine mukus bariyerini arttirdigini
bulmuglardir (137).

Mohamed-I ve ark. (2012) farkli bolgelerin shilajitlerinin etanol ile
indiiklenen gastrik iilser iizerine etkilerini arastirdiklar1 bir calismada, 6zellikle Al-
Jouf ve Hindistan shilajit 6rneklerinin {ilser skoru ve lezyon alan1 gibi parametreleri
ranitidinden daha belirgin bir bi¢imde azalttifini, yine bu iki shilajit tiirliniin
etanol’lin indiikledigi submukozal 6dem ve I6kosit infiltrasyonunu Onledigini
gostermislerdir. Yine calistiklari shilajit orijinlerinin tiimiiniin sigcanlar tizerinde farkl
derecelerde hipolipidemik, antioksidan, antiiilser ve etanol ile indiiklenmis ilser
lizerine rejeneratif ve onarici etkileri oldugunu ve shilajit’in, 6zellikle de Al-Jouf ve
Hindiatan  shilajit’inin  antiiilser  etkisinin  antioksidan,  antimikrobiyal,
antiinflamatuvar, antistres, antianksiyete ve rejeneratif etkilerinin bir kombinasyonu
yoluyla olustugunu raporlamislardir (130).

Shilgjit’in inflamasyonun akut, subakut ve kronik olmak iizere her ii¢ sekli
i¢in antiinflamatuvar etki potansiyeli oldugu ortaya konmustur. Goel ve ark. (1990)
deniz yosunlarindan elde edilen ve dnemli miktarda seliiloz iceren bir katki maddesi

(E 407) olan karragenan ile sicanlarin arka ayaklarinda olusturulan 6demin
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giderilmesinde, 50 mg/kg dozda verilen shilajit’in, fenilbutazon (100 mg/kg i.p.) ve
betametazon (0,25 mg/kg i.p.) ile karsilastirilabilecek diizeyde etkin oldugunu
gostermislerdir (138).

2.4.2.3. immiinomodiilator aktivite

Isvigre farelerine ilk 5 giin boyunca yalnizca 10 mg/kg, i.p. yolla ve giinde iki kez
morfin, 6 ile 10. giinlerde ise ilgili gruplara morfinle es zamanl olarak 0,1 ve 1
mg/kg i.p. yolla shilajit uyguladiklar1 bir ¢aligmada Tiwari ve ark. (2001) deney
boyunca yalnizca morfin uyguladiklar farelerde deney sonunda morfinin analjezik
etkisine kars1 tolerans gelistigi buna karsilik eszamanli shilajit uygulanan deneklerde
tolerans gelisiminin anlaml1 dl¢iide inhibe edildigini gdstermislerdir (139). Immiin
sistem ile santral sinir sistemi arasinda ¢ift yonli bir etkilesim oldugu hipotezini
destekleyen c¢alismalar 1s1ginda, su Onemle vurgulanmalidir ki shilajit’in
immiinmodiilatér 6zelligi morfinin analjezik etkisine kars1 gelisen toleransi
onlemede rol oynayabilir (139, 140).

Shilajit’in aktive lenfositlerin litik potansiyelini destekleyici etkisi oldugu ve
T hiicre aracili sitotoksite ortaya ¢ikarabildigi bulunmustur. Shilajit ile muamele
gormiis lenfositlerin krom-51 (Cr-51) ile isaretli tiimor hiicreleri iizerine litik etki
gostermesi buna kanit olarak gosterilmistir. Fulvik asitle birlikte az miktarda dibenzo
alfa pironlar ve 3,8,-dihidroksidibenzo alfa pironlarin denek basina 400 pg dozda ve
1.p. olarak verildiginde, Ehrlich asit tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu, 6lii hiicre
sayisin1 belirgin olarak etkilemeden inhibe etmesi, shilajit bilesenlerinin etkisinin
immiinoregiilasyon yoluyla oldugunu diisiindiirmektedir (126).

Agarwal ve ark. (2007) farelerde shilajit’in immiinmodiilator etkisini plasebo
ile karsilastirarak degerlendirmis ve bu amagla shilajit ve plasebo uygulanmasindan
once ve uygulama sonrasi 16kosit aktivitesini gozlemlemislerdir. Shilajit’in hem doz
bagimli hem de maruziyet zamani ile dogru orantili olarak I6kosit aktivitesini
arttirdig1 sonucuna varmislardir. Shilajit ve bilesenleri tiimor gelistirilen hayvanlarda
tiimor gelisiminin erken ve gec evrelerinde farkli derecelerde fare peritoneal
makrofajlar1 ve aktive splenositleri ortaya ¢ikarmistir (123). Yine Ghosal (1990)

shilajit’in sigan beynindeki monoamin diizeylerine etkisini degerlendirdigi bir
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calismada, 5 giin boyunca 25 mg/kg ve 50 mg/kg dozda i.p. yolla verilen shilajit’in
sican beyin dokusunda 5-hidroksi triptamin ve 5-hidroksi indol asetik asit
diizeylerini belirgin sekilde diisiirdiiglinii buna karsilik dopamin, noradrenalin ve
bunlarin metabolitlerinin diizeylerini arttirdigin1  goéstermistir. Norotransmitter
diizeylerindeki bu degisiklikler artmis humoral immun aktivitede goriilenle benzer
bulunmustur (120).

Shilajit sahip oldugu bagisiklik sistemi giiclendirici  6zellikleriyle
konvansiyonel HIV (human immunodeficiency virus) tedavilerinde de bir
tamamlayici rol {istlenebilir. Temel bilesenlerinden birinin de islenmis shilajit oldugu
bir formiilasyonla HIV’li hastalarda yapilan klinik calismalarda formiilasyonun
semptomlarda belirgin bir diizelme ortaya ¢ikardigi ve CD4 ve CD8 hiicre sayilarini
arttirdig1 gézlemlenmistir. Bu formiilasyonla 6 ay siireyle tedavi edilen 22 hastada
CD4 hiicre sayist 259+119°dan 356+203’e, CDS8 hiicre sayis1 ise 733+483’den
984+356’ya yiikselmistir (123, 141).

2.4.2.4. Antidiabetik aktivite

Bhattacharya ve ark. (1995) tarafindan erkek albino siganlarda streptozotosin (STZ)
ile diabetes mellitus modeli olusturulmus olup, deney gruplarindan ikisine diabet
olusumundan itibaren 28 giin boyunca 50 mg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin p.o. shilajit
kiirli uygulanmis, sonrasinda ise hiperglisemi ve adacik hiicre SOD aktivitesi 6l¢timii
yapilmistir. STZ’nin gittik¢e artan bicimde hiperglisemi olusturdugu, benzer sekilde
pankreas adacik hiicre SOD’1m1 progresif sekilde baskiladigi gézlemlenmistir. Buna
karsilik shilajit normal siganlarda 50 mg/kg ve 100 mg/kg p.o. dozlarda kan glukoz
diizeyine etki etmezken, STZ’ye bagl hiperglisemiyi 14. giinden itibaren ve 6zellikle
yiiksek dozlarda istatistiksel olarak anlamli bir bigimde azaltmistir. Benzer sekilde
shilajit hem 50 mg/kg hem de 100 mg/kg p.o. dozlarda, STZ ile olusan SOD
aktivitesindeki diislisii 6zellikle de 14. glinden sonra geri ¢evirmistir ve yine burada
da diisiik dozlardaki etki anlamsiz bulunmustur. Sonug olarak shilajit’in STZ’nin yol
actig1 hem serbest radikal birikimini hem de beta hiicre hasarin1 6nleyebildigi ortaya

konmustur (142).
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Trivedi ve ark. (2004) albino siganlarda alloksan ile diabet olusturmus ve 4 hafta
boyunca bu diabetik sicanlart shilajit’in 50 mg/kg/giin, 100 mg/kg/gin ve 200
mg/kg/giin dozu ile ve oral yoldan tedavi etmislerdir. 100 mg/kg shilajit uygulanan
normal kan sekerli konrol grubunda 2. haftadan itibaren kan glukozu anlamli oranda
diisiis gosterirken yine total kolesterol ve trigliserid diizeylerinde anlamli azalma ve
HDL diizeylerinde anlamli artis gézlenmistir. Shilajit ile tedavi edilen diabetik siganlarda
tim shilajit dozlarinda kan glukoz diizeylerinde anlamli diisiis gozlenmis, maksimum
diisiis ise 100 mg/kg dozda goriilmiistiir. Benzer tablo total kolesterol ve trigliserid
diizeyleri icin de saptanmigtir. Yine tiim dozlarda HDL diizeyleri anlamli artig
gostermekle birlikte 100 mg/kg tedavi grubu maksimum artis sergilemistir. 100 mg/kg
shilgjit, glibenklamid ve metformin gibi antidiabetikler ile kombine edildiginde onlarin
hem hipoglisemik hem de lipit profili {izerindeki olumlu etkilerini potansiyalize etmistir
(143).

Mandlik ve ark. (2008) shilajit igeren poliherbal formiilasyon
(DRF/AY/5001) ile sigan ve fareler lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, 6zellikle 600
mg/kg dozda formiilasyonun hipoglisemik etkisinin 4 mg/kg glibenklamid ile
karsilastirilabilir diizeyde oldugunu, glukoz tolerans testinde 150 mg/kg, 300 mg/kg
ve 600 mg/kg DRF/AY/5001 ve 4 mg/kg glibenklamid’in plazma glukozunu kontrol
grubuna gore anlamli oranda diislirdiigiinii ve bu etkinin O6zellikle 300 mg/kg
DRF/AY/5001 dozunda maksimum oldugunu saptamislardir. Epinefrin ile
indiiklenen hiperglisemi iizerine 300 mg/kg ve 600 mg/kg DRF/AY/5001’in ve
mutad doz glibenklamid’in anlamli inhibitor etkisinin oldugunu, alloksan ile
indiiklenen diabette 600 mg/kg dozda DRF/AY/5001’in kan glukozunu anlamlh
oranda azalttifin1 gostermislerdir. Yine formiilasyonun uzun donem tedavide,
langerhans hiicrelerinde alloksan ile indiiklenen histolojik degisiklikleri hafiflettigi
ozellikle 600 mg/kg doz grubunda, Alloksan’a bagli olarak Langerhans adaciklarinda
gozlenen fibrotik ve nekrotik degisiklikleri tiimiiyle ortadan kaldirdigini
gozlemislerdir (128).
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2.4.2.5. Antialerjik aktivite

Shilajit ve onun temel aktif bilesenleri fulvik asit, 4-metoksi-6-karbometoksibifenil
ve 3,8-dihidroksi-dibenzo-alfa-piron’un zararli uyaranlara karst mast hiicre
degraniilasyonu ve parcalanmasi iizerine etkileri calisilmigtir. Shilajit ve aktif
bilesenleri duyarli mast hiicrelerinin antijenle indiiklenmis degraniilasyonunu anlaml
Olclide azaltmis, duyarlanmis gine domuzu ileumunun antijenle tetiklenen spazmin

belirgin bigimde inhibe etmis ve mast hiicre parcalanmasini 6nlemistir (144).

2.4.2.6. Ogrenme, hafiza ve anksiete iizerine etkiler

Dinesh ve ark. (2012) siganlarda deneysel olarak olusturduklari anksiyete ile ortaya
cikan davranis kalibi iizerine shilajit’in olumlu etki gosterdigini bildirmislerdir.
Yiizme stresi ile olugan anksiyetenin neden oldugu immobilite periyodu artisi, 21
giinliik shilajit tedavisi ile (25, 50 ve 100 mg/kg dozlarda) 6zellikle 14 ve 21.
giinlerde anlamli diislis géstermistir. Yine olusturulan anksiyete ile kisalan tirmanma
periyodlar1 21. giinde ve tiim dozlarda anlamli artis géstermistir (129).

Shilajit’in 6grenme ve hafizay1 arttiric1 bir ajan olarak gegerliligi albino
siganlarda ¢alisilmis ve islenmis shilajit ve aktif bilesenleri (toplam etil asetat ve
fulvik asit)’nin 6grenme yetenegi ve hafizay: belirgin bigimde arttirdig1 saptanmustir.
Biyokimyasal ¢aligmalar; kisa siireli shilajit tedavisinin sigan beynindeki monoamin
ve monoamin metabolitleri diizeylerini anlamli 6lciide etkilemedigini gostermistir.
Fakat 5 giinden uzun siiren shilajit tedavisinin sigan beyninde 5-hidroksi-indol-asetik
asit konsantrasyonunu azalttigi buna karsilik dopamin, homovalinik asit ve 3,4-
dihidroksifenil asetik asit konsantrasyonlarini arttirdifi ve noradrenalin ve 3-
metoksi4-hidrofeniletilen glikol diizeylerini degistirmedigi gosterilmistir. Calismalar
shilajit’in hafiza fonksiyonunu arttiric1 ve anksiyolitik etkilerinin 5-hidroksitriptamin
cevrimindeki azalma ve dopaminerjik aktivitedeki artisa bagli oldugunu ortaya

koymustur (145, 146).
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2.4.2.7. Spermatojenik ve oojenik etki

Park ve ark. (2006) shilajit’in fertilite artirict bir ajan olarak kullanilabilirligini
degerlendirmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada, 7 haftalik disi ve erkek sicanlara 6 hafta
boyunca oral yolla, distile su igerisinde ¢ozdiikleri shilajitten 2 mg/kg hacim ve
sirastyla 25 mg/kg/giin, 50 mg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin dozda kiir uygulamislardir.
Sonugta shilajit’in spermatogenezde doz bagiml olarak bir artis olusturdugunu buna
karsilik testis dokusunda histopatolojik herhangi bir degisiklik meydana
getirmedigini gostermislerdir. Yine disi sicanlarda shilajit’in oosit ¢ogalma ve
farklilagsmasini baglattigi, didstrusu belirgin bi¢imde kisaltarak oviilasyon frekansini
arttirdig1 saptanmustir (147).

Yine Biswas ve ark. (2009) oligospermik hastalarda islenmis shilajit’in
spermatojenik aktivitesini degerlendirmislerdir. Bu amagla semende 20 milyon/1 ml
altinda sperm sayisina sahip 35 infertil erkek caligmaya dahil edilmis ve hastalara
100 mg’lik islenmis shilajit tabletlerinden 90 giin boyunca giinde iki kez verilmistir.
Semenogram degerlendirmesinde total sperm sayisinin anlamli diizeyde arttig1
(% 61.4) (p<0.001), iltihabi ve epitelyal hiicrelerin anlamli derecede azaldigi
(strastyla %355.5 ve %81.1) (p<0.001), sperm motilitesinin arttig1 (p<0.001), normal
sperm yiizdesinin 90 giin sonunda % 18.9 arttigi (p<0.001) gbzlenmistir.
Spermatogenez agisindan ¢ok 6nemli olan testesteron, LH, FSH gibi biyokimyasal
belirtecler degerlendirildiginde serum testesteron ve FSH degerlerinin anlamli artis
gosterdigi (sirasiyla p<0.001 ve p<0.05), serum LH degerinde ise anlamli bir degisim
olmadig1 gozlenmistir (134).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Biilent Ecevit Universitesi (BEU) Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali, BEU Fizyoloji Anabilim Dali, BEU Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dali ve BEU Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi'nin katilimlar1 ile
gerceklestirilmistir. Calisma icin BEU Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Baskanligi’'ndan 13.12.2012 tarihinde 2012-20-00-33 numaral1 etik kurulu
onay1 alinmistir.

Calismanmizda, BEU Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi'nde iiretilen, 6
haftalik, agirliklar1 80 ile 100 gr arasinda degisen 40 adet Ostrusa erismemis
(prepiibertal) Wistar albino disi sigan kullanildi. Ayni biyolojik ve fizyolojik
ozelliklere sahip deneklerden, viicut agirliklart birbirine yakin olanlar ayni grupta
olacak sekilde; biri kontrol ii¢li deney grubu olmak iizere toplam 4 grup, Tablo 3’de
gosterildigi gibi olusturuldu. Tiim denekler, deney siiresi boyunca uygun laboratuvar
kosullar1 (22+1°C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinliik icme suyu ve
% 21 ham protein igeren pelet yemle beslendi.

Deney gruplar1 asagidaki gibi olusturuldu;

I. Grup (n=10): Isinlama ortamina gotiiriilen ancak 1sin uygulanmayan, deney
sliresince giin asiri, oral yoldan distile su uygulanan, kontrol grubu.

Il. Grup (n=10): Isinlama ortamina goétiiriilen ancak 1sin uygulanmayan, deney
sliresince giin asiri, oral yoldan 100 mg/kg shilajit uygulanan, shilajit grubu.

I11. Grup (n=10): 8.3 Gy tek doz tiim viicut X 1sin1 alan ve 1sinlamadan sonra 4. giinde
sakrifiye edilen, giin asir1, oral yoldan da distile su uygulanan, radyasyon grubu.

IV. Grup (n=10): 8.3 Gy tek doz tiim viicut X 1gin1 alan ve 1ginlamadan 10 giin 6nce
baslayip 1sinlamadan sonra 4. giinde yapilan sakrifikasyona kadar giin asir1 oral

yoldan 100 mg/kg shilajit uygulanan, radyasyon+shilajit grubu (Tablo 3).
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Tablo 3: Deney gruplari ve yapilan islemler.

Grup | Grup 11 Grup 111 Grup IV
Radyasyon - - 8.3 Gy 8.3 Gy
(Ttim viicut) (Tim viicut)
Shilajit - 100 mg/kg, - 100 mg/kg,
2 ml/kg hacimde 2 ml/kg hacimde
(Oral) (Oral)
Distile su 2 ml/kg hacimde - 2 ml/kg hacimde
(Oral) (Oral)

Deney siiresi boyunca deneklerin agirlik takibi yapilmis olup, deney sonunda
toplam viicut agirliklar1 ile ovaryum agirliklar1 6l¢iilmiis, her bir grup i¢in ortalama
viicut agirligi ve ovaryum agirligi mg/100 g viicut agirligi olarak hesaplanmistir.

Deneyin 10. giiniinde radyasyon hasar1 olusturmak amaciyla BEU Tip
Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’nda, kontrol grubu ve shilajit grubu
hari¢ diger gruplardaki her bir denek, intraperitoneal (i.p.) yoldan 10 mg/kg xylazine
(Rompun-Bayer/Tiirkiye), 90 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasi/Tiirkiye) ile
anestezi yapildiktan sonra supin (sirt iistii) pozisyonunda sabitlendi. Gerekli doz
hesaplamas1 yapilarak, linear akselerator cihazi ile tek fraksiyonda tiim viicuda

toplam 8.3 Gy X 151n1 uygulanda.

3.1. Isik Mikroskobik incelemeler

Dokularin 151k mikroskopik inceleme igin islemlendirilmeleri BEU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Rutin Histoloji Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Anestezi altinda sakrifiye edilen deneklerden cikarilan ovaryumlar,
% 10’luk notral formalin ile 24 saat tespit edildikten sonra, akar ¢esme suyunda
yikama islemine alindi. Dokular dehidratasyon i¢in, 1 giin siire ile % 70’lik alkolde
ve ardindan artan alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100) birer saat tutuldu.
Dehidratasyon asamasindan sonra saydamlastirma ve optimum inkliizyon igin
dokular 15’er dk siire ile ksilol ile muamele edildi. Gomme isleminden nce dokular
yumusak parafinde 55 ‘C’de 1 gece bekletildi. Ardindan ovaryum dokulari, Bio

Optica marka parafin dispenser ile bloklandi. Hazirlanan parafin bloklardan,
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Shandon Finesse 325 marka rotary mikrotom kullanilarak 5 um kalinliginda blogun
tamami1 bitene kadar seri kesitler alindi. Tiim kesitler arasinda 1/25 oraninda
ornekleme yapilarak gruplardaki her bir denek igin saglikli ve atretik folikiil
sayilarinin degerlenmesinde kullanilacak kesitler belirlendi. Bu kesitler ovaryum
dokusunun genel 6zelliklerini ortaya koyabilmek i¢in Hematoksilen+Eozin (H+E) ve
hasarlanmis folikiil morfolojisini daha ayrintili gozleyebilmek amaciyla da Periyodik
asit schiff+Hemalen (PAS+HL) boyalari ile boyandi. Tiim inceleme ve bulgularin
fotograflandirilmasinda, Zeiss AX10 marka foto-mikroskop cihazi kullanildi. Tiim
gruplara ait ovaryum kesitlerinin 1s1k mikroskopik olarak incelenmesinde follikiil

siiflamasi, Tablo 4'de belirtilen kriterlere uygun olarak yapildi.

Tablo 4: Ovaryan folikiillerin siniflandirilmasinda kullanilan kriterler (148).
Folikiil Morfolojik Ozellikleri

Primordiyal Folikiil ZP’s1 olmayan oositler etrafinda tek tabaka yassi, graniiloza

progenitor hiicrelerine sahip follikiil.

Primer Folikiil Ooasitler etrafinda bir ya da birden ¢ok tabaka kiibik graniiloza

hiicreleri bulunan folikiil.

Sekonder (Antral) Folikiil Oositler etrafinda iki ya da daha fazla sayida graniiloza hiicre
tabakasimin bulundugu ve bu hiicreler arasindaki bosluklarda

folikiil sivisi birikiminin bagsladig folikiil.

Tersiyer (Graaf) Folikiil Sayist azalmig graniiloza hiicrelerinin ¢evreledigi, folikiil sivist ile
dolu biiyiik bir antruma sahip, oositin ise kumulus hiicreleri

denen graniiloza hiicreleri ile ¢evrelendigi folikiil.

3.2. Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Anestezi altinda sakrifiye edilen deneklerden ¢ikarilan doku ornekleri % 10’luk
noétral formalin ile fikse edilerek rutin doku takip prosediirleri uygulanarak bloklandi.
Hazirlanan parafin bloklardan Shandon Finesse 325 marka rotary mikrotom
kullanilarak 5 mikron (p) kalinliginda kesitler alind1 ve bu kesitlere anti-caspase 3
(aktif), p53 ve Bax aktivitesini aragtirmak amaciyla immiinohistokimyasal ABC
(Avidin-Biotin Kompleks) yontemi uygulandi. Alinan kesitler ilk olarak
deparafinizasyon islemi igin, 55 "C’de 1 giin, ardindan 61 ‘C*de 1 saat inkiibe edilip

sirasiyla ksilen ve alkol serilerinden gecirilerek suya indirildi. Dokuda formaldehit
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fiksasyonundan kaynaklanan reseptér maskelenmesini 6nlemek i¢in sitrat tamponuna
aliman kesitlere mikrodalga firinda yiiksek 1s1 uygulandi. Antijenik determinant
bolgelerinin acgiga ¢ikarilmasindan sonra kesitler sitrat soliisyonundan distile suya
almip 20 dk oda sicakliginda tutuldu. Daha sonra kesitler PBS igerisinde 3 defa
calkalandiktan sonra, endojen peroksidaz aktivitesini Onlemek amaciyla 15 dk
stireyle %3’liikk hidrojen peroksit ile muamele edildi. Nonspesifik baglanmay1
Oonlemek amaciyla yapilan 5 dk’lik Ultra V block (LabVision, TA-015-UB)
uygulamasini takiben 1/100 diliisyonlarda hazirlanan anti-p53 (Abcam, Rabbit
polyclonal 1gG), anti-caspase 3 (aktif), (Millipore, rabbit monoclonal 1gG) ve anti-
Bax (Millipore, Rabbit anti-mouse Bax polyclonal Ab) primer antikorlar1 kesitlere
nemli bir ortamda 1 saat oda 1sisinda uygulandi. Primer antikor asamasindan sonra,
kesitler PBS’ e alinip, uygun sekonder antikor (Biotinylated Link, Dako, K0609) ile
30 dk muamele edildi. Ardindan tekrar PBS’e alinan kesitlere 10 dk Streptavidin
peroksidaz (Streptavidin HRP, Dako, K0609) kompleksi uygulandi. Siire bitiminde
PBS’e alinan kesitlere immiin reaksiyon gerc¢eklesinceye kadar (mikroskop altinda)
diaminobenzidine (DAB) kromojen soliisyonu (Vector, SK-4100) uygulandi, zit
boyama Mayer’s hematoksilen ile yapildi. Son olarak, kesitler alkol serilerinden
gecirilip, ksilen ile muamale edildikten sonra entellan ile kapatildi. Hazirlanan tiim
preparatlar Zeiss marka Axiolab Al arastirma mikroskobu altinda degerlendirilerek

bulgularimiz fotograflandirildi.

3.3. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Analizi

3.3.1. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA) miktari, lipit peroksidasyonun gostergesi olarak
belirtilmektedir (149). Toplanan serumlar -80 derecede saklandi. Calisma Oncesi
serum Orneklerinin buz icinde ¢dziinmesi beklendi. Ornekler uniform gériiniim alana
kadar karigtirildi. Ardindan orneklerden 50 pl alinarak hazir ticari MDA ELISA
kitlerine  (Cloud-Clone Corp. Malondialdehyde (MDA) ELISA Kit, Catalog No.
CEA597Ge 96tests) ekilerek oOlclimler yapildi. Kitler Robonik marka (Robonik
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Readwell Touch, Automatic ELISA Plate Analyser, Mumbai, India) mikroplak
okuyucuda 450 nm dalga boyunda okundu. Sonuglar ng/ml olarak hesaplandi.

3.3.2. Total antioksidan kapasite (TAK)

Toplanan serumlar -80 derecede saklandi. Caligma Oncesi serum Orneklerin buz
icinde ¢oziinmesi beklendi. Ornekler uniform goriiniim alana kadar karistirildi.
Orneklerin total antioksidan diizeyi, Erel ve ark tarafindan gelistirilen Rel Assay
marka ticari kit (Rel Assay Diagnostics, Mega Tip San. ve Tic Ltd Sti, Tiirkiye)
kullanilarak Shimadzu UVmini-1240 UV-Vis Spectrophotometer (Shimadzu
Scientific Instruments 7102 Riverwood Drive, Columbia, U.S.A) marka
spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda okundu (150). Sonuglar mmol/L olarak
hesaplandi.

3.4. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Tanimlayicr istatistikler ortanca (minimum-maksimum) olarak
ifade edildi. Dort grubun karsilasgtirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanildi. Kruskal-Wallis varyans analizinde alt gruplarin ikiserli karsilagtiriimasi

ise Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile yapildi ve p<0.05 degeri anlamh
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskopik Bulgular

4.1.1. Kontrol grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Kontrol grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde ovaryan korteksi en dista tek
katli kiibik epitel hiicrelerinin olusturdugu germinal epitelin dosedigi gozlendi.
Germinal epitel altinda bulunan ve yogun bag doku ozelliklerine sahip tunica
albuginea tabakasi siireklilik arz etmekteydi. Bu tabakanin hemen altinda ise
gelisimin her asamasinda ve kortekse dagilmis folikiiller goézlendi. Heniliz ZP
icermeyen oositleri ¢evreleyen, tek tabakali ve genellikle 4-6 yassi graniiloza
progenitdr hiicrelerine sahip primordiyal follikiiller ovaryan kortekste gruplar halinde
bulunmaktaydi. Bu saglikli primordial folikiiller kontrol grubu ovaryumlarinda en
¢ok bulunan folikiil grubuydu. Belirgin bir ¢ekirdege sahip oosit, onu ¢evreleyen ZP
ve aralarinda bosluk goézlenmeyen graniiloza hiicreleri’nden olusan tek ve cok
tabakali olacak sekilde 1ki farkli gOriinlimdeki primer follikiiller ayirt
edilebilmekteydi. Bazilarinda Call-Exner cisimcikleri seklinde ancak genellikle
biiyiikk ve genis bir antrum bosluguna sahip antral follikiillerdeki kumulus ooforus
denilen; primer oosit, ZP ve ZP’yi ¢evreleyen corona radiata’y1 kapsayan graniiloza
hiicreleri agik bir sekilde gozlendi (Sekil 10-14).

Ozellikle ¢ok tabakali primer folikiillerden itibaren, graniiloza hiicre tabakasi
ile stroma arasinda, bag dokusunun farklilagsmasi ile olusan teka follikiili ayirt edildi.
Teka tabakasinin follikiile yakin kismi hiicresel karakterde olup teka interna, distaki
tabaka ise stromayla birlesmis halde bulunan teka eksterna seklinde farklilagmigdi.
Avaskiiler karakterdeki follikiilin beslenmesini saglayan kan damarlar1 teka
tabakasinda goriildii.

Kesitlerde folikiillerin yanisira ¢ok sayida corpus luteum yapist da izlendi.
Folikiiller ve corpus luteumlar bag doku karakterindeki stroma ile ¢evrelenmisti.
Biiylik capli atretik folikiillere ait teka hiicreleri farklilasarak merkezi yerlesimli
bliyiik ¢ekirdekleri olan, polihedral goriintimlii hiicrelerden olusan interstisyel bezleri

olusturmustu.
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Kortekste ayrica fizyolojik siire¢ c¢ergevesinde atreziye ugrayarak elemine
edilen dejenere olmus atretik follikiiller gorildii. Bu follikiiller, graniiloza
hiicrelerindeki piknotik ¢ekirdeklerin varligi ile kolaylikla taninabilmekteydi. Yine
bu folikiillerde, oosit fragmantasyonu, graniiloza hiicreleri arasindaki hiicrelerarasi
baglantilarin bozuldugunu gosteren graniiloza hiicrelerinin birbirinden ayrilmasi ve
graniiloza hiicre tabakalar1 arasinda ¢ok sayida piknotik ¢ekirdek gozlendi.

Kontrol grubu kesitlerine uygulanan PAS- HL boyamasi ile de farkli
asamalarda saglikli follikiiller gézlemlendi. Gelismekte olan follikiillerin PAS (+)
boyanan ZP ve bazal membrani net bir sekilde ayirt edildi (Sekil 30).

Sekil 10: Kontrol grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Farkli gelisim evrelerindeki
normal goriiniimlii folikiiller, bir korpus luteum ve fizyolojik siirecin bir pargasi

olarak az sayida atretik folikiil g6zlenmekte.
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Sekil 11: Kontrol grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Ovaryan kortekste normal
goriiniimlii ¢ok sayida primordial folikiille beraber bunlarin yakin komsulugunda

normal goriintimlii primer ve sekonder folikiil gdzlenmekte.
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Sekil 12: Kontrol grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Tek katli yass1 graniiloza
progenitor hiicreleri ile ¢evrelenmis ve oosit ¢ekirdekleri normal goriiniimde ¢ok

sayida primordial folikiil izlenmekte.
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Sekil 13: Kontrol grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Tek katl1 yass1 ve yer yer kiibik
goriinlimlii germinal epitel ile onun altinda siki bag doku karakterindeki tunica
albuginea gozlenmekte. Normal goriiniimlii bir primordial ve primer folikiil ile

interstisyel bezler hemen tunica albuginea altina yerlesmistir.
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Sekil 14: Kontrol grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Graniiloza hiicreleri arasindaki
baglantilarin korundugu, graniiloza hiicre tabakasinda fizyolojik siirecin bir pargasi
olarak az sayida apoptotik cisim gdzlenen, genis antrumu, kumulus ooforus ve korona

radiatast ile bir tersiyer folikiil. Folikiilii cevreleyen teka tabakasi da gozlenmekte.
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4.1.2. Shilajit grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Deney siiresince oral yoldan shilajit uygulanan ve iyonizan radyasyona maruz
kalmayan shilajit grubundaki deneklerimizden alinan kesitlerin H+E boyamasinda,
kontrol grubuna benzer sekilde, gelisimin farkli agamalarma ait normal yapidaki
follikiilleri gozlemledik (Sekil 15, 16, 17, 18, 19). Bu grup icin yapilan PAS-HL
boyamasinda da bulgularimiz kontrol grubu ile benzerlik arz etmekteydi (Sekil 30).

)

Sekil 15: Shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Kontrol grubuna benzer sekilde

farkli gelisim evrelerindeki saglikli folikiiller gozlenmekte.
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Sekil 16: Shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Tek katli kiibik goriiniimli
germinal epitel ile altinda ince bir tunika albuginea gozlenmekte. Bu tabakalarin
altinda ise kontrol grubundakilere benzer sekilde gruplar halinde ve normal

goriinimlii primordial folikiiller izlenmekte.

Sekil 17: Shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Normal goriiniimli oosit
cekirdegi, graniiloza hiicre tabakasi ve yeni sekillenmeye baslamis teka tabakasi ile

bir multilaminar primer folikiil gézlenmekte.
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Sekil 18: Shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Antrumu sekillenmeye baslamis bir
sekonder folikiil. Oosit, graniiloza hiicreleri ve teka tabakast normal goriiniimde.
Graniiloza hiicreleri arasinda yer alan az sayidaki apoptotik cisim fizyolojik siireci
yansitmakta. Yine germinal epitel altinda normal goriiniimlii bir primordial folikiil

gbzlenmekte.

Sekil 19: Shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Normal goriiniimlii sekonder
folikiiliin graniiloza tabakasinda fizyolojik apoptotik siireci yansitan apoptotik cisimler

goriilmekte. Yakin komsulugunda normal goriiniimde bir primer folikiil yer almakta.

46



4.1.3. Radyasyon grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Isinlamadan sonraki 4. giinde, alinan ovaryum kesitlerinde kontrol grubundan farkli
olarak, gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerde graniiloza hiicre viabilitesinin
azaldig1 ve folikiillerin neredeyse tamaminin atretik goriinimde oldugu fark edildi.

Atretik follikiillerde genellikle graniiloza hiicre tabakasinin gevsedigi, cok
sayida piknotik c¢ekirdekli graniiloza hiicrelerinin bulundugu, gerek graniiloza hiicre
tabakasinda ve gerekse antral boslukta membranla ¢evrili hiicresel atiklardan olusan
apoptotik cisimcikler dikkat ¢ekti. Ayrica dejenere graniilosa hiicreleri ve apoptotik
cisimciklerin antrum smirt boyunca yiizdigili, graniiloza hiicreleri ile oositlerin
birbirlerinden ayristig1, graniiloza hiicrelerinde sitoplazmik kayiplar ve hiicrelerde
vakuolizasyon olustugu saptandi. Oosit morfolojisinin bozuldugu, piknotik kumulus
hiicreleri ile ¢evrili dejenere oositlerin antral boslukta serbest¢e yiizdigii, teka
tabakasinin hipertrofiye oldugu ve yer yer graniiloza hiicrelerinden ayrildig: goriildii.

Oosit  niikleuslarinda  birgok  fragmantasyon  goriildii. Yine oosit
sitoplazmalarinda kavitelenme mevcuttu ki, bu haliyle oosit dejenerasyonu otofajik
hiicre Oliimiine benzemekteydi. Bazi follikiillerde asidofilik o6zellikteki oosit
sitoplazmasinin varhigr dikkat ¢ekiciydi.

Kontrol grubuyla benzer sekilde ovaryumu gevreleyen germinal epiteli
olusturan hiicrelerin tek katli kiibik epitel karakterinde oldugu tespit edildi.
Radyasyon grubunda atretik follikiil sayisindaki fazlalik dikkat ¢ekiciydi.

Biiytik biiylitmede korteks incelendiginde neredeyse hi¢ normal goriinimlii
primordial folikiile rastlanmadi. Ayn1 durum primer folikiiller i¢in de gegerliydi.
Folikiiler hiicre morfolojisinin bozulmasmin yani sira primordial ve primer
folikiillerin ¢ok biiylik kismi1 oositten yoksundu. Preantral ve antral folikiillerde ileri
atretik degisiklikler mevcuttu (Sekil 20-24).

PAS-HL ile boyanmis kesitlerde yapilan mikroskopik incelemelerde, bazi
follikiillerde oositin ZP’den ayrildigini, 6zellikle oositi tamamen dejenere olmus
folikiillerde ZP’nin katlantili bir goriiniim aldig1 ve yer yer biitiinliigiinii kaybettigi
goriildii. Atrezi agsamasindaki follikiillerde PAS (+) boyanmis, fragmante ve biiyiik

vakuoller iceren oositler tespit edildi. Antral follikiillerin graniiloza hiicreleri
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arasinda PAS (+) boyanan hiicresel artiklar ve graniiloza hiicreleri ile ZP arasinda

bosluklar oldugu gézlemlendi (Sekil 30).

Sekil 20: Radyasyon grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Ovaryan folikiillerin
tamamina yakini atretik goriiniimde ve oosit sitoplazmasinda otofajik hiicre 6liimiinii
animsatan tarzda kavitelenme mevcut. Yine dejenere graniiloza hiicreleri antrum
kenar1 boyunca ylizmekteler. Bu grupta ¢ok nadir gozlenen normal goriiniimlii bir

sekonder folikiil dikkat ¢ekmekte.
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Sekil 21: Radyasyon grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Primordial folikiilleri ¢cevreleyen
graniiloza progenitor hiicrelerinin ¢ekirdekleri piknotik goriiniimde. Oosit ¢ekirdekleri
cogunlukla goriinmemekte, gozlemlenebilenlerin ise piknotik oldugu dikkat cekmekte.

Sekil 22: Radyasyon grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Graniiloza hiicreleri arasindaki
baglantilar zayiflamis ve hiicreler birbirleri ve oosit ile olan iligkilerini kaybetmis
gorlinmekte. Yine graniiloza tabakasinin inceldigi ve teka tabakasindan ayrildig

gozlenmekte. Grantiloza tabakasinda ¢ok sayida apoptotik cisim dikkat cekmekte.
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Sekil 23: Radyasyon grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Atretik ileri evre folikiil
duvarinda graniiloza tabakasinin inceldigi ve bu tabakada ¢ok sayida apoptotik cisim
bulundugu gozlenmekte. Antrumda serbestge ylizen apoptotik cisimcikler dikkat

¢ekmekte. Primordial folikiillerin tamamina yakini atretik gortiniim arz etmekte.

Sekil 24: Radyasyon grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Graniiloza tabakasi incelmis
olan atretik folikiillerin duvarinda ve antrum smirt boyunca ¢ok sayida apoptotik

cisim gozlenmekte. Oosit sitoplazmasinda belirgin kavitelenme dikkate ¢cekmekte.
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4.1.4. Radyasyon+shilajit grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Bu grupta 6zellikle preantral evredeki folikiiller radyasyon grubuna gore kismen de olsa
daha iyi goriiniim arz etseler de iki grubun primer, preantral ve antral folikiil sayilar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Yine bu grupta atretik folikiil
hakimiyeti belirgindi. Bununla birlikte radyasyon+shilajit grubunda az da olsa normal
goriinlimlii primordial folikiil gézlemlemek miimkiindii (Sekil 25, 26, 27, 28, 29).
Radyasyon+shilajit grubuna ait kesitlerin PAS+HL boyamasinda, atretik
follikiillerin dejenere olan oositlerine ait bozuk morfolojili ZP’lerin PAS (+)
boyandigim1 goriildii. Bu follikiillerde yine ¢ok sayida PAS (+) boyanan graniiloza
hiicreleri gézlemlendi. Graniilosa hiicre bazal membranlar1 PAS (+) boyanmisti ve

yer yer ondiilasyon gostermekteydi (Sekil 30).

Sekil 25: Radyasyon+shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Radyasyon grubuna
benzer sekilde radyasyon-tshilajit grubunda da folikiillerin biiylik ¢ogunlugu atretik

gorliniimde.
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Sekil 26: Radyasyon+shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Primordial folikillerin
cogu atretik goriiniimde olsa da radyasyon grubundan farkli olarak radyasyon+shilajit

grubunda az sayida da olsa normal goriiniimlii primordial folikiiller gézlenmekte.

Sekil 27: Radyasyon+shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Bu grupta 6zellikle
preantral evre folikiillerde olmak iizere ileri evre folikiillerin bazilarinin
morfolojilerini kismen de olsa korudugu ve graniiloza hiicrelerinin birbirinden
ayrilmasi ve graniiloza tabakasinda apoptotik cisimler gériilmesi gibi erken apoptotik

degisiklikler gosterdigi dikkat cekmekte.
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Sekil 28: Radyasyon+shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Erken evre apoptotik
degisiklikler gosteren bir preantral folikiille birlikte normal goriiniimlii bir primordial

folikiil gbzlenmekte.

Sekil 29: Radyasyon+shilajit grubuna ait kesitin H+E boyamasi. Graniiloza tabakasinda
incelme ve hiicrelerin birbirleriyle olan baglantisinin bozulmasi, bu tabakada ve antrum
kenar1 boyunca yiizen ¢ok sayida apoptotik cisim ve oositte vakuolizasyon gdsteren atretik
folikiiller ile birlikte yalmzca graniiloza hiicrelerinin birbiri ile olan baglantisinin

zayifladig1 erken atretik degisiklikler gosteren bir preantral folikiil gozlenmekte.
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A) Kontrol grubuna ait fotografta, primer folikiil icerisinde yer alan oositi ¢evreleyen zona pellusida
(ok) diizenli yapisi ile izlenmekte. B) Shilajit grubuna ait goriintiide, primer folikiil igerisinde yer alan
oositin etrafin1 ¢evreleyen zona pellusidanin (ok) kontrol grubunda oldugu gibi diizenli bir yap1
sergiledigi izlenmekte. C) Radyasyon grubuna ait goriintiide, primer folikiillerdeki zona pellusida
yapisinin belirgin olarak bozuldugu dikkat ¢ekmekte (ok). D) Radyasyon + Shilajit grubuna ait
fotograf goriintiisiinde, primer folikiildeki zona pellusida (ok) yapisinin sadece radyasyon uygulanan
gruba kiyasla daha diizgiin oldugu goriilmekte.

Sekil 30: Tiim Gruplara ait ovaryum kesitlerinin PAS+HL boyanma goriintiileri.

4.1.5. Gruplara gore folikiil sayilarinmin istatistiksel analizi

Gruplarin primordial, primer, preantral, antral ve atretik folikiil sayilar1 i¢in yapilan
istatistiksel analiz sonucunda tiim gruplar birbirinden farkli bulundu (p<0.001).
Primordial folikiil sayis1 bakimindan yapilan ikili karsilagtirmalarda shilajit grubu ile
kontrol grubu arasindaki fark ve radyasyon grubu ile de radyasyon-+shilajit grubu
arasindaki fark anlamli bulundu. Diger folikiiler evreler i¢in yapilan tim ikili
karsilastirmalarda ise kontrol ile shilajit grubu, radyasyon grubu ile de
radyasyon+shilajit grubu benzer bulunurken diger tiim karsilastirmalar anlamli
bulundu (Tablo 5) (Grafik 1 ve 2).
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Tablo 5: Saglikli ve atretik folikiil sayilarinin gruplara gére dagilimi.

Kontrol Shilajit Radyasyon
n=10 n=10 n=10
Primordial 158.50 195.50 6.50
(113-213)° (153-218)° (3-21)°
Primer 34.50 41.00 2.50
(26-63)? (30-57)° (0-5)°
Preantral 10.50 12.50 3.00
(6-18)° (7-19)? (1-5)°
Antral 5.00 6.00 0.00
(1-10) (2-19)? (0-3)°
Atretik 29.00 28.00 86.50
(21-35)° (18-32)° (56-95)°

“Aym1 harfler benzer gruplar gdstermektedir.

Grafik 1: Gruplara gore primordial folikiil sayilari.
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Grafik 2: Gruplara gore atretik folikiil sayilar.
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4.2. immunohistokimyasal Bulgular

4.2.1. Kontrol grubuna ait immunohistokimyasal bulgular

Primordial ve primer folikiillerde p53 ekspresyonu goézlenmedi. Grubun genelini
olusturan normal morfolojili ileri evre folikiillerde zayif ekspresyon gosteren
graniiloza hiicreleri disinda ekspresyon gozlenmedi. Atretik folikiillerde 6zellikle
antrum kiyisindaki graniiloza hiicrelerinde yogun ekspresyon vardi. Teka tabakasinda
ekspresyon gozlenmedi. Korpus luteumlarda ise ekspresyon gozlendi. Primer
folikiillerde zayif Bax ekspresyonu goriilmesi disinda Bax ve kaspaz 3

ekspresyonunun sekli p53 ekspresyonuna benzemekteydi (Sekil 31-33).

4.2.2. Shilajit grubuna ait immunohistokimyasal bulgular

Kontrol grubu ile benzerdi (Sekil 31-33).
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4.2.3. Radyasyon grubuna ait immunohistokimyasal bulgular

Tim evrelerdeki folikiillerin tamamina yakini atretikdi. Primordial folikiil
gozlenemedi. Primer folikiillerde kuvvetli p53, Bax ve kaspaz 3 ekspresyonu
mevcuttu. Biiyiik folikiillerin graniiloza hiicrelerinde de 6zellikle antrum boyunca
yogun p53, Bax ve kaspaz 3 ekspresyonu mevcuttu. Teka tabakasinda ekspresyon
Bax ckspresyonu disinda gozlenmedi. Korpus luteumdaki p53, Bax ve kaspaz 3
ekspresyonlar1 graniiloza tabakasina gore daha zayif ancak kontrol ve shilajit

grubuna gore daha siddetli idi (Sekil 31-33).

4.2.4. Radyasyon+shilajit grubuna ait immunohistokimyasal bulgular

Bu grupta da folikiillerin ¢ogu atretikdi. Az sayidaki primordial folikiillerde p53
ekspresyonu yok ya da zayiftl. Yine ¢ok az sayida da olsa zayif p53 ekspresyonu
gbsteren primer ve preantral folikiiller gozlendi. Ileri evre folikiillerde yaygin
ekspresyon gozlenmekle birlikte bu grupta ekspresyonun radyasyon grubuna gore
daha zayif oldugu ve kismen normal goriiniim arz eden preantral ve daha ileri evre
folikiillere rastlanmasi dikkat cekiciydi. Teka tabakasinda ekspresyon gozlenmedi.
Korpus luteumlarda p53 ekspresyonu graniiloza tabakasina gore zayif, kontrol ve
shilajit gruplarina gore ise kuvvetliydi. Primer folikiillerde Bax ve kaspaz 3
ekspresyonu yogundu. Diger folikiiler evrelerde Bax ve kaspaz 3 ekspresyonunun

sekli p53 ile benzerdi (Sekil 31-33).
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A- Kontrol grubunda graniiloza hiicrelerinde ¢ok diisiik ekspresyon varken teka tabakasinda

ekspresyon gozlenmemekte. Korpus luteumlarda ise p53 ifadesi daha siddetli izlenmekte. B- Shilajit
grubu p53 ekspresyonu agisindan kontrol grubuna benzemekte. C-Radyasyon grubunda ozellikle
antrum kiyisindaki (yildiz) graniiloza hiicrelerinde ve kopus luteumlarda yogun ekspresyon varken,
teka tabakasinda ¢ok zayif bir ekspresyon gézlenmekte. D- Radyasyon+shilajit grubunda nispeten
normal goriiniimlii ve radyasyon grubuna gore graniiloza hiicrelerinde p53 ekspresyonunun daha zay1f

oldugu bir preantral folikiil (ok) izlenmekte. Korpus luteumda (y1ldiz) ekspresyon mevcut.

Sekil 31: Tiim gruplarda p53 ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak gosterilmesi.
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A- Kontrol grubunda primordial folikiillerin graniiloza progenitor hiicrelerinde ekspresyon yok (ok).
Yine ileri evre folikiillerin graniiloza hiicrelerinde zayif ekspresyon mevcut (yildiz). Teka
tabakalarinda ekspresyon gozlenmiyor. B- Shilajit grubu kontrol grubu ile benzerlik gostermekte
Primordiyal follikiil (ok), preantral follikiil (ok basi), Graniiloza tabakasi (yildiz). C- Radyasyon
grubunda graniiloza tabakasinda ve korpus luteumlarda yogun ekspresyon mevcut. Yine teka
tabakasinda da ekspresyon gozlenmekte. Cesitli evrelerdeki atretik follikiiller (yildiz) ve preantral
follikiiller (oklar). D- Radyasyon+shilajit grubunda ¢okga gozledigimiz normale yakin gériiniimde bir
preantral folikiilde graniiloza tabakasinda ve yeni sekillenen teka Bax ekspresyonu zayif olarak
gozlenmekte. Korpus luteumlarda (yildiz) ise ekspresyon mevcut.

Sekil 32: Tiim gruplarda Bax ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak gosterilmesi.

59



A- Kontrol grubunda normal goriiniimlii bir primer folikiiliin (ok) ve ileri evre folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde kaspaz 3 ekspresyonu goézlenmiyor. B- Shilajit grubunda primordial folikiillerin
graniiloza progenitér hiicrelerinde ileri evre folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ekspresyon
gozlenmiyor. Antral follikiil (yildiz), teka tabakasi (yildiz) C- Radyasyon grubunda graniiloza
hiicrelerinde ve korpus luteumlarda yogun ekspresyon goézlenmekte. Teka tabakasindaki (yildiz)
ekspresyon ise zayif ancak kontrol ve shilajit gruplarindaki teka tabakasina gore daha belirgin. D-
Radyasyon+shilajit grubundaki graniiloza hiicrelerinde kaspaz 3 ekspresyonu radyasyon grubuna gore
zay1f olarak gozlenmekte. Korpus luteumlardaki ekspresyon ise yine belirgin olarak gozlenmekte.

Sekil 33: Tim gruplarda Kaspaz ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak

gosterilmesi.
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4.3. MDA ve Total Antioksidan Kapasite

MDA degerleri bakimindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p=0.144). Ancak en diisiik deger radyasyon+shilajit grubunda gézlendi.

Total antioksidan kapasite (TAK) degerleri bakimindan yine gruplar arasinda fark

bulunamadi (p=0.329). Bununla birlikte radyasyon+shilajit grubundaki TAK

degerinin istatistiksel olarak anlamli olmasa da radyasyon grubundan yiiksek olmasi

dikkat ¢ekiciydi (Tablo 6) (Grafik 3 ve 4).

Tablo 6: MDA ve total antioksidan kapasite degerleri.

Kontrol Shilajit Radyasyon

n=10 n=10 n=10
MDA 5.36 6.22 51

(3.54-6.6) (3.1-6.57) (3.91-6.3)
TAK 18,03 16,64 16,71

(16,14-19,93) (15,43-20,64) (14,43-18,07)

Grafik 3: Gruplara gore MDA degerleri (ng/ml).
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Grafik 4: Gruplara gore TAK degerleri (mmol/l).
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4.4. Deneklerin Total Viicut Agirhginda Meydana Gelen Degisiklikler

Deneyin ilk giinii, radyasyon uygulanan giin, radyasyon uygulanmasindan 24 saat
sonra ve sakrifikasyon giinii Olclilen denek agirliklari degisimi tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (1’inci, 10’uncu ve 14’iincii giin i¢in p<0.001,
11’inci giin i¢in p<0.002). 1’inci giin i¢in yapilan ikili karsilagtirmalarda kontrol ve
shilajit gruplart birbirine benzer bulunurken diger karsilagtirmalar anlamli bulundu.
10’uncu ve 14’ilincii giin i¢in yapilan ikili karsilastirmalar tiim ikili kombinasyonlar
icin anlamli bulundu. 11. giin i¢in yapilan ikili karsilagtirmalarda ise kontrol,
radyasyon ve shilajit gruplart benzer bulunurken radyasyontshilajit grubu diger
gruplardan farkli bulundu.

Yine yapilan grup ici karsilagtirmalarda agirliklarin zaman i¢i degisimi tek
tek tim gruplarda anlamli bulundu (p<0.001). Kontrol ve shilajit gruplarinda
agirliklar zaman iginde anlamli diizeyde artis gOstermisti. Radyasyon ve
radyasyon+shilajit gruplarinda yapilan grup i¢i ikili karsilastirmalarda ise 1 ve

14’iincii glin agirliklar: arasi fark istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Agirliklarin yiizde degisimleri agisindan incelendiginde ise Radyasyon ve

Radyasyon+Shilajit gruplarinin agirliklar1 bakimindan yiizde degisimleri arasindaki

fark anlamli bulunmazken, Konrol ve Shilajit gruplarinin agirliklar1 bakimindan

yiizde degisimleri arasindaki fark anlamli bulundu (p<0.001) (Tablo 7).

Tablo 7: Giinlere gére deney agirlig1 degisimi ve agirlik degisim yiizdesi tablosu.

Baslangic denek

agirhgi

10. giin agirhg:

(Isinlama giinii)

11. giin agirhg:

Sakrifikasyon

agirhgl

Agirhiklarm %

degisimi

* Ayni harfler benzer gruplar gostermektedir.

Kontrol
n=10
92.50
(81-97)?
121.00
(106-127)?
122.00
(108-130)?
134.00
(121-144)?
47.80
(36.08-50.00)"

Shilajit
n=10
94.50
(82-101)°
128.00
(110-134)°
130.00
(116-135)°
146.00
(130-155)°
54.46
(48.42-62.77)°
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Radyasyon
n=10
103.50
(98-134)°
130.00
(127-146)°
124.50
(120-138)°
106.50
(100-113)°
1.45
((-)5.66-15.96)°

Radyasyon+Shilajit
n=10

119.50
(98-134)°
148.50
(121-163)°
140.00
(114-155)°
117.50
(103-134)¢
(-)0.41
((-)8.40-5.10)°



5. TARTISMA

Tim memelilerde ovaryan folikiillerin biiyiik kismi folikiil atrezisi denen bir
mekanizma ile dejenere olur. Dejenere olmus bu folikiillerin ise graniiloza
hiicrelerinde piknotik niikleuslarin artmasi, teka tabakasinda hipertrofi ve riiptiire ya
da ondiila bazal membran gibi kendilerine 6zgii morfolojik 6zellikleri vardir (151,
115). Ovaryan folikiiler dejenerasyon ya da atrezi dejenere folikiillerin koordine bir
sekilde elimine edildigi, hormonal olarak kontrol edilen apoptotik bir siiregtir (114).
Folikiiler atrezi intrensek ya da ekstrensek sinyaller aracilig: ile folikiiler gelisimin
herhangi bir agamasinda meydana gelebilir (152, 153). Folikiiler atreziyi uyaran
patolojik stimuluslardan biri de iyonizan radyasyondur (13). Hem normal hem de
timoral dokuda apoptoz spontan olarak olusabilecegi gibi radyasyonla da
indiiklenebilir  (14). Giincel ¢alismalar radyasyonun folikiillerde apoptozu
indiikledigini, oositte kromozomal hasara neden oldugunu ve ovaryan fonksiyonlari
bozdugunu gostermistir (14, 15).

Spalding ve ark. tiim viicut 7.5 ve 30 Gy gibi iki farkli dozda 1sinlanan
siganlarda preantral ve graaf folikiillerin histolojik duyarlilik gosterdiklerini ortaya
koymustur (154).

Mole ve ark. yiikksek doz radyasyonun etkisiyle rat overlerinde atretik
folikiillerin baskin hale geldigini belirtmislerdir (155).

Lee ve ark. si¢an ve fare overlerinde gamma radyasyonla olusan degisiklikleri
incelemek amaciyla siganlart 3.2 ve 8.0 Gy, fareleri ise 2.9 ve 7.2 Gy tiim viicut
radyasyona maruz birakmislar ve radyasyon sonrasi 0, 4 ve 8. giinde sakrifiye
ettikleri deneklerin overlerindeki histolojik degisiklikleri gozlemlemislerdir. Atretik
folikiil yiizdesinin, 4. glinde sakrifiye edilen deneklerde 0. glinde sakrifiye edilenlere
gore anlamli derecede fazla oldugunu gozlemlemislerdir. Buna karsin 4. ve 8. giin
arasinda atretik folikiil ylizdesi arasindaki fark bakimindan anlamli bir degisiklik
bulamamiglardir. Yine aromataz aktivitesi ve ¢ekirdek piknozu ile degerlendirilen
graniiloza hiicre viabilitesi 4. giinde, 0. giine gore anlamli Sl¢iide diismiis, buna
karsin 8. giinde kontrol grubu diizeylerine donmiistiir. Atretik folikiil yiizdeleri
bakimindan diisiik ve yiiksek doz radyasyon uygulanan gruplar arasinda fark

bulunmamistir (156). Biz de calismamizda deneklerimizi i1sinlamadan sonraki 4.
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giinde sakrifiye ettik ve radyasyon verilen gruplarda atretik folikiil sayisinin kontrol
ve shilajit gruplari ile karsilastirildiginda anlamli bir artis sergiledigini gosterdik
(p<0.001).

Lee ve ark.’min gamma radyasyonla primordial ve primer folikiillerde
meydana gelen morfolojik degisiklikleri inceledikleri bir ¢alismada 3 haftalik disi
fareleri 8.3 Gy (LD 80) radyasyona maruz birakmiglardir. Isinlama sonrasi overler 3,
6 ve 12. saatlerde toplanarak yar1 ince kesitlerde incelenmistir. Normal primordial ve
primer folikiillerin atretiklere oraninin zamanla azaldigin1 goézlemlemislerdir.
Radyasyon sonrasi 6. saatte dejenere primordial folikiiller anlamli oranda artmistir.
Germinal vezikiiller kaybolmus, graniiloza hiicreleri yuvarlaklagmis ve apoptotik
cisimcikler goriilmeye baglamistir. Normal primordial folikiillerin atretik olanlara
orani kontrol grununda 62.5 iken radyasyon grubunda bu oran 0, 3, 6, ve 12.
saatlerde sirastyla 51.6, 49.0, 11.1, 7.1 olmustur. Normal primer folikiillerin
atretiklere orani, kontrol grubunda 81.3 iken radyasyon grubunda 0, 3, 6, ve 12.
saatlerde sirastyla 80.0, 75.0, 45.5 ve 33.3 bulunmustur. Ozellikle 6. ve 12 saatte
normal primordial ve primer folikiil sayilarindaki azalma anlamli bulunmustur
(p<0.01). Dejenerasyonun, nispeten intakt bir oositle birlikte bir ya da daha cok
graniiloza hiicresinin apoptozu, intakt folikiil hiicreleri ile birlikte oositte apoptoz ya
da her iki hiicre tipinde de apoptoz seklinde olabilecegi gézlenmistir (157). Biz de
calismamizda primordial ve primer folikiillerin sayisinin radyasyon verilen grupta
kontrol ve shilajit gruplarma goére anlamli diizeyde azaldigini, buna karsin
radyasyon+shilajit grubundaki primordial folikiil sayisinin radyasyon grubuna gore
anlamli diizeyde yiiksek oldugunu goézlemledik (p<0.001). Radyasyona maruz
birakilan gruplarda folikiiler hiicre morfolojisinin bozulmasinin yan sira primordial
ve primer folikiillerin ¢ok biiyiik kismi oositten yoksun olarak gozlendi.

Mortfolojik olarak apoptoz, hiicrenin kondensasyonu ve tomurcuklanmasi, iyi
korunmus organelleri iceren membranla ¢evrili apoptotik cisimlerin olugsmasini ve
bunlarin  komsu hiicrelerce ve inflamatuvar yanit olmaksizin fagosite edilip
sindirilmesini icerir (158).

Lee ve ark.’nin yaptiklar bir ¢alismada prepiibertal fareler tiim viicut 7.2 Gy
(LD50) radyasyona maruz birakilmistir. Isinlamadan once ve 1sinlama sonrasi 1., 2.

ve 3. giin overler toplanip morfolojik degisiklikler incelenmistir. En genis kesitlerde
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atretik ve PNL ile infiltre folikiillerin orani hesaplanmistir. Kontrol grubu erken
atretik folikiillerinde hem apoptotik hem de mitotik hiicreler gézlemlenmis, yer yer
folikiil kavitesi notrofillerce infiltre edilmistir. Bununla birlikte 2. giin overlerindeki
atretik folikiillerde ¢ok sayida hiicre parcasi, apoptotik hiicre ve cisimcikler ve ¢ok
sayida notrofil gozlenmistir. Kontrol grubunda antral ve preantral evredeki atretik
folikiillerin orani sirastyla 58.0+£8.6 ve 27.3+11.2 iken 2. giinde bu oran sirasiyla
94.0+3.4 ve 86.9+7.6 olmustur. Kontrol grubunda bir ya da daha fazla nétrofil igceren
preantral ve antral evredeki atretik folikiillerin tiim atretik folikiillere oran1 29.3+12.0
olarak bulunurken bu oran 2. ve 3. giinde sirasiyla 65.9+11.5 ve 57.8+ 15.4 olmustur.
Bu nedenle radyasyonun folikiillerde apoptotik ve inflamatuvar degisiklikleri
tetikledigi sonucuna varilmistir (159).

Simsek ve ark. tiim viicut 1s1nlanan sicanlarda resveratrol’lin ovaryan toksisite
tizerine etkisini degerlendirmislerdir. Bu amagla si¢anlara 6nce 10 mg/kg ve 100
mg/kg olmak iizere farkli iki dozda resveratrol kiirii uygulamislar ve bundan 24 saat
sonra denekleri tiim viicut iyonizan radyasyona maruz birakmislardir. Sonugta
resveratrol verilen gruplarda primordial, sekonder ve toplam folikiil sayilarinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksek oldugu saptanmistir (p<0.001). Primer
folikiil sayis1 10 mg grubunda 100 mg grubuna gore yiiksek bulunmus ve bu sonug
100 mg/kg dozunda verilen resveratrol’iin proapoptotik etkisine baglanmistir (37).

Biz de c¢alismamizda gerek radyasyon gerek ise radyasyon+shilajit
gruplarinda normal goriiniimlii preantral ve antral evre folikiil sayilarinin anlamh
diizeyde azaldigin1 goézlemledik. Bu gruplarda preantral folikiiller i¢in ortanca
degerini her iki grupta da 3.00 ve antral folikiiller i¢in ortanca degerini yine her iki
grupta O olarak bulduk (p<0.001). Bununla birlikte radyasyon+shilajit verilen
gruptaki atretik preantral folikiillerin morfolojik olarak atretik antral folikiillere gore
biitiinliiklerini kismen koruduklar1 ve erken evre atretik folikiil morfolojisi sergileme
egiliminde olduklarini tespit ettik. Bu agidan bakildiginda terapétik indeksi yiiksek
olan shilgjit’in (160) daha yiiksek dozlarda ileri evre folikiiller {izerinde olumlu
etkileri olacagini diisiinmekteyiz.

Gelisen folikiiller atretik folikiillere doniistirken teka hiicreleri prolifere olur
ve interstisyel hiicrelere doniisiir. Graniilosa hiicreleri de dejenere olur (161). Nishida

ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, fareleri tek doz 400R (~ 4 Gy) abdominal olarak
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isinlamistir. Radyasyondan sonraki 7. gline kadar her giin 5 fare ve daha sonra 7.
haftaya kadar her hafta 5-8 fare sakrifiye edilerek ovaryumlari incelendiginde
1sinlamadan 2 hafta sonra primordial folikiillerin neredeyse tamamen yok oldugunu,
matiir folikiillerin ise farkli atretik folikiil sekilleri sergilediklerini gézlemlemislerdir.
Baz1 folikiillerde ise oositin de kayboldugu, biliziismiis ya da kollabe olmus ZP
kalintisinin  kaldigi, bazi folikiiller dejenerasyona direngli gibi goriinseler de
bunlarinda sitoplazmalarinda depozitlerle karakterize dejenerasyonun basladig
gozlenmistir. Yine teka hiicrelerinin prolifere oldugu, c¢ogalan bu hiicreler ile
interstisyel hiicreler arasinda belirgin bir sinir fark edilemedigi saptanmistir. 5.
haftada folikiillerin sadece ZP kalintist igeren atretik folikiillere doniistigi
goriilmistiir (162).

Aktas ve ark.’nin iyonizan radyasyona maruz kalan fare overlerindeki
morfolojik degisiklikler iizerine curcuminin antiapoptotik ve proliferatif etkisini
arastirdig1 bir ¢aligmada 4 haftalik disi fareler 8.3 Gy tiim viicut gamma radyasyona
maruz birakilmistir. Radyasyon grubunda oositlerin uniform goriintiisiinii kaybettigi,
orijinal boyutuna goére olduk¢a kiigiildiigii, atrezinin ge¢ donemlerinde tamamen
kayboldugu gozlenmistir. Atretik folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin biitiinliiklerini
kaybettikleri, piknotik graniiloza hiicrelerinin birbirlerinden ve bazal laminadan
ayrildiklart  goriilmiistiir. Dejenere folikiillerde hiicresel debris ve apoptotik
cisimcikler artmustir. Ileri atretik folikiillerde kumulus hiicreleri ZP’den ayrilmistir.
Isinlama sonras1 3. saatte ¢ok sayida erken atretik folikiil gozlenirken 12. saatte ileri
atretik morfolojik ozellikler gdsteren folikiiller 3. saate gore anlamli diizeyde artis
gostermistir. Dejenere folikiiller ayrica riiptiire ya da ondiile bazal membran ve
dejenere ZP gibi karakteristik 6zellikler sergilemistir, yer yer ZP oosit yiizeyinden
styrilmistir. Curcumin + radyasyon grubunda atretik folikiil sayisi1 radyasyon grubu
ile karsilastirildiginda anlaml bir diisiis gozlenmistir (163). Bizim calismamizda elde
ettigimiz, atretik follikiillerde genellikle graniiloza hiicre tabakasinin gevsedigi ve
birgogunun piknotik hale geldigi, ¢cok sayida apoptotik cisim goriilmeye baslandigi
ve apoptotik cisimler ile dejenere graniilosa hiicrelerinin antral kavitenin kenarlar
boyunca yiizdiigii, graniiloza hiicreleri ile oositlerin birbirlerinden ayristigi, oosit
morfolojisinin bozuldugu, piknotik kumulus hiicreleri ile ¢evrili dejenere oositlerin

antral boslukta serbestce yiizdiigii, oositin tamamen dejenere oldugu durumda ZP’ nin
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kollabe ve sikigmis ya da katlanmig bir hal aldigi, teka tabakasinin hipertrofiye
oldugu ve yer yer graniilloza hiicre tabakasinin teka tabakasindan ayrildig
gorilmistiir. Tiim bu bahsi gegen bulgular yukarida sozii edilen ¢alisma sonuglari ile
uyumlu bulunmustur.

Bizim bulgularimiz i¢inde ayrica oosit niikleuslarinda bir¢ok fragmantasyon
ve oosit sitoplazmalarinda otofajiye benzer tarzda kavitelenme dikkat ¢ekici idi.

PAS-HL ile boyanmis kesitlerde yapilan mikroskopik incelemelerde, bazi
follikiillerde oositin ZP’dan ayrildigini, 6zellikle oositi tamamen dejenere olmus
folikiillerde ZP’nin katlantili bir goriiniim aldig1 ve yer yer biitiinliiglinii kaybettigini
gozlemledik. Antral follikiillerin graniiloza hiicreleri arasinda PAS (+) boyanan
hiicresel artiklar ve graniiloza hiicreleri ile ZP arasinda bosluklar oldugunu saptadik.

Radyoterapi kanser tedavilerinde kullanilan en yaygin yontemdir. Kanser
tedavisi alan hastalarin yaklasik % 80’i tedavilerinin herhangi bir aninda gerek
tedavi, gerek ise palyatif amacl radyoterapiye gereksinim duymaktadirlar.
Radyoterapide en iyi sonucun elde edilebilmesi i¢in verilen total radyasyon dozu ile
tiimoral dokuyu c¢evreleyen normal dokular i¢in s6z konusu esik deger arasindaki
kritik denge gozetilmelidir. Yani bir taraftan en yiiksek radyasyon dozu ile en iyi
tiimor kontrolii saglanirken diger taraftan c¢evre dokular radyasyon hasarina karsi
korunmalidir. Bu nedenle klinik radyoterapi acisindan bakildiginda radyoprotektif
ajanlar biiyiik onem arz etmektedir (49).

Iyonizan radyasyonun birgok hiicrede SOR olusumunu tetikledigi gosterilmistir.
Hiicre icinde en fazla bulunan madde olan su iyonizan radyasyona maruz kaldiginda
olusan dekomposizyon reaksiyonlar1 O2 , OH-, singlet oksijen ve H202 gibi serbest
radikallerin olusumu ile sonuglanir. Hidroksil radikallerinin organik molekiillerle
etkilesimi sonucu olusan sekonder radikaller de unutulmamalidir (164, 165). Olusan bu
radikallerin DNA, proteinler, lipitler gibi kritik hiicresel bilesenleri tahrip etme ve
sonugta dokuda olusan fiziksel ve kimyasal hasarlar ile hiicre 6liimii ya da neoplastik
degisime yol agma potansiyeli vardir. Cogu durumda iyonizan radyasyon aracili hiicre
oliimii apoptoz olarak tanimlanmistir (47, 48).

Serbest radikaller nedeniyle olusan oksidatif stres gerek erkek, gerekse

kadinlarda tireme fonksiyonlarini etkileyen bir dizi patolojik degisikliklerin
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olusumunu saglar. Said ve ark. anormal sperm morfolojisinde DNA hasarin
olusturan oksidatif streste NADPH’1n roliinii desteklemektedirler (166).

Agarwal ve ark. Gerek agiklanamayan, gerek ise endometriozisli infertilitede
serbest radikallerin rolii oldugunu diisiinmiislerdir (167).

Luteal faz defekti olan hastalarla yapilan randomize, kontrollii, cok merkezli
bir klinik ¢alismada 750 mg/giin C vitamini verilen hastalarin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda daha yiiksek gebelik oranlar1 gosterdigi ortaya konmustur (168).

Melatonin (13), sodyum selenit (169), sfingozin (35), curcumin (163),
resveratrol (37) gibi antioksidanlarin radyasyon ile indiikklenen ovaryan toksite
tizerine etkilerini inceleyen bir¢ok calisma yayinlanmistir.

Bizim c¢alismamizda etkinligini arastirdigimiz shilajit’in serbest radikal
stipiirticii etkisi iizerine birgok ¢alisma mevcuttur.

Ghosal ve ark.’nin yaptigi bir ¢aligmada islenmis shilajit’in metil metakrilat’1
hidroksil radikali ile indiikklenen polimerizasyona karsi neredeyse tama yakin
korudugu ve metil metakrilat’in siilfit serbest radikali ile indiiklenen
polimerizasyonunu anlamli oranda Onledigi gosterilmistir. Shilajit, nitrik oksit
serbest radikallerini etkin bir sekilde berteraf etmistir ve bu antioksidan etki doz
bagimhidir. Yiiksek konsantrasyonlarda shilajit’in serbest radikallere kars1 koruyucu
etkisi de artmaktadir (125).

Mandlik ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada alloksan ile deneysel olarak diabet
olusturulan siganlara bundan 3 giin sonra shilajit’i de igeren poliherbal bir
formiilasyon olan DRF/AY/5001°1 300 mg/kg ve 600 mg/kg dozda tek doz olarak
uygulamislardir.  Deneklerden hazirlanan  pankreatik doku  homojenatlari
incelendiginde, alloksan diabetik sicanlarda CAT ve GPX gibi antioksidan enzim
aktivitelerinin azaldigi, lipit peroksidasyonunun arttigi, goézlemlenirken 300 mg/kg
ve 600 mg/kg dozda verilen DRF/AY/5001°’in CAT ve GPX diizeylerini arttirdigi,
lipit peroksidasyonunu azalttig1 goriilmiistiir (128).

Dinesh ve ark. 21 giin boyunca giinde 15 dakika ylizmeye zorladiklar1 ve
boylece kronik yogunluk sendromu olusturduklari siganlar iizerinde yaptiklart bir
calismada, shilajit’in kompleks enzim aktivitelerini stabilize ederek ve mitokondrial
membran potansiyelini koruyarak, kronik yorgunluk sendromunun indiikledigi

mitokondrial disfonksiyonu onledigini gostermislerdir. Shilajit, kronik yorgunluk
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sendromu ile indiiklenen mitokondrial oksidatif stresi, NO konsantrasyonu, lipit
peroksidasyonu, SOD ve CAT aktiviteleri lizerinden geri ¢evirmistir. Mitokondrial
SOD, NO ve lipit peroksidasyonu iirlinleri stres grubunda kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde artarken shilajit tim dozlarda bu degisiklikleri anlamli diizeyde
hafifletmistir. Yine mitokondrial CAT aktivitesi stres grubunda kontrol grubuna gore
anlamhi diizeyde diislis gostermis buna karsin shilajit stres ile indiiklenen bu
degisiklikleri doz bagimli olarak geri ¢evirmistir (129).

Mohamed-I ve ark. bir ¢alismada 100 mg/kg ranitidin ve 600 mg/kg shilajit
ile 14 giin boyunca oral yoldan tedavi ettikleri siganlarda 14. giin etanol ile gastik
tilser olusumunu indiiklemisler, bdylece farkli bolgelerin shilajitlerinin etanol ile
indiiklenen gastrik iilser {lizerine etkilerini ranitidin ile de karsilastirarak
incelemislerdir. Lipit peroksidasyonunu gosteren tiyobarbitiirik asit {riinlerinin
(TBARs) tiim tedavili gruplarda tedavisiz kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
diistiigii gozlenmis, ranitidin tedavili grupta TBARs diizeyi shilajit verilen gruplara
gore diisiik bulunurken, Al-Jouf shilajit grubunda TBARs diizeyleri ranitidin ile
karsilastirildiginda anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Yine tiim tedavili gruplarda
doku CAT aktivitesi tedavisiz kontrol grubuna gére anlamli artis gostermis ve bu
artig Ozellikle Indian ve Al-Jouf shilajitte ranitidin ile kiyaslandiginda yine anlaml
bulunmustur. Son olarak doku SOD aktivitesi ve GSH diizeyleri tiim tedavi
gruplarinda tedavisiz kontrol grubuna gdre anlamli artis gostermis bu artis Russian
shilajit haricindeki tiim shilajit gruplarinda ranitidin ile kiyaslandiginda anlamli
bulunmustur. Yine ¢alistiklar1 shilajit orijinlerinin tiimiiniin siganlar tizerinde farkl
derecelerde hipolipidemik, antioksidan, antiiilser ve etanol ile indiiklenmis {lser
lizerine rejeneratif ve onarici etkileri oldugunu ve shilajit’in, 6zellikle de Al-Jouf ve
Indian shilajit’in antiiilser etkisinin antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuvar,
antistres, antianksiyete ve rejeneratif etkilerinin bir kombinasyonu yoluyla oldugunu
raporlamiglardir (130).

Rege A. ve ark. shilajit’in antioksidan ve anti artritik 6zelliklerini degerlendirmek
lizere invitro bir ¢aligma yapmuslardir. Shilajit’in antioksidan O6zelliklerini DPPH (1,1
diphenyl-2-picryl hydrazyl) radikal siipiiriicii, lipit peroksidasyonu onleyici etki 6l¢timleri
ve rediiktif kapasite dl¢iimii gibi {i¢ in vitro parametre ile degerlendirmis ve anti artritik

aktivitesi ise proteinaz inhibitdrii etkisi ile degerlendirilmistir. Shilajit’in serbest radikal
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stipiirticti etkinligi kolay ve sik kullanilan bir metod olan stabil DPPH radikalinin rengini
mordan sar1 ya ¢evirme yetenegi ile (spektrofotometrik olarak 517nm dalga boylu uv 151k
kullamlarak) degerlendirilmis ve doz bagimli olarak askorbik asit benzeri bir radikal
stipiiriicti etkisi oldugu goriilmiistiir. Shilajit’in lipit peroksidasyonunu onleyici etkisi
hepatosit isolatlarinda Fe+2-askorbik asit ile indiiklenen lipit peroksidasyonunu onleyici
etkisi ile degerlendirilmistir. Sonugta shilajit’in MDA diizeylerinde anlamh bir diisiise
neden oldugu (p<0,05) ve lipit peroksidasyonunu onledigi gosterilmistir. Bir bilesigin
rediiktif kapasitesi onun antioksidan potansiyelini yansitabilir. Bu nedenle shilajit’in
rediiktif kapasitesi extraktlarinda Fe+3 i Fe+2 ye gevirme yetenegi ile degerlendirilmis ve
shilajitiin artan konstrasyonlart ile paralel olarak artis gdsteren bir rediiktif kapasiteye sahip
oldugu gosterilmistir. Shilajit’in, rediiktif kapasite yoniinden EC50 degerinin 15,2 ile
askorbik asit ile kargilagtirilabilir oldugu (13,7) goriillmiistiir (127).

Sharma ve ark. saglikli goniillii insanlardan olugsan 30 kisilik bir grupta
yaptiklart caligmada, deneklere 45 giin boyunca 2 gr/giin oral yoldan shilajit
vermigler ve bu silire sonunda denekleri kan lipit profili ve antioksidan gostergeler
bakimindan incelemislerdir. Deney sonunda shilajit’in kan lipit profilini olumlu
yonde degistirdigini (p<0.001) gostermislerdir. Yine shilajit’in kan SOD, vitamin E
ve vitamin C diizeylerini anlamli dl¢iide arttirdigini gostermislerdir (p<0.001) (131).

Vivek ve ark. yaptiklart bir calismada sicanlarda isoproterenol (ISO) ile
indiiklenen kardiyoktoksisite iizerine shilajit’in kardiyoprotektif etkisi ve bu etkide
shilajit’in antioksidan oOzelliklerinin yerini degerlendirmislerdir. Calismada 250
mg/kg ve 500 mg/kg dozlarda oral olarak 91 giin uygulanan shilajit ile 6n tedavinin,
85 mg/kg,sc uygulanan ISO ile indiikklenen kardiyak nekroz iizerine etkisi
degerlendirilmistir. SGOT, SGPT, LDH ve CK gibi marker enzimler ve rediikte
glutatyon (GSH), lipit hidroperoksit (LHP), lipit peroksit (LPO) gibi oksidatif
gostergeler hem serum hem de kalp kas1 homojenatlarinda 6l¢iilmiistiir. Yalniz ISO
uygulanan hayvanlarda anlamli myokardial nekroz, serum marker enzimlerinde
anlaml artis ve endojen antioksidanlarda anlamli diistisler saptanirken shilajit serum
marker enzimlerinin ve lipit peroksidasyonunun seviyesini diisiirlip rediikte
glutatyonu arttirarak anlamli diizeyde kardiyoprotektif etki gdstermistir. ISO ile
birlikte 250 mg/kg ve 500 mg/kg shilajit verilen gruplarda serum kardiyak enzim

aktiviteleri yalmizca ISO verilen gruptakinden anlamli derecede diisiis gostermistir
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(p<0,01). Ozellikle 500 mg/kg grubunda lipit peroksidasyonu anlamli derecede
azalmis ve rediikte glutatyon anlamli derecede artmistir (p<0,01). Kalpte ISO
grubunda marker enzimlerde ve rediikte glutatyonda kontrol grubuna gore anlamli
bir azalma varken (p<0,01), LHP ve LPO degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli
bir artig goriilmiistiir (p<0,01). Buna karsin shilajit 6n tedavisi uygulandiginda 1SO
ile indiiklenen tim bu degisimlerde anlamli derecede farkliliklar ortaya ¢ikmistir
(p<0,01). Ornegin kalpte marker enzim diizeyleri ve rediikte glutatyon anlamli
derecede artis gosterirken lipit peroksidasyonu o6zellikle de 500 mg/kg grubunda
anlamli  derecede azalmistir (p<0,01). Calisma sonucunda shilajit’in  bu
kardiyoprotektif etkinligi muhtemelen endojen antioksidanlar arttirmasi buna karsin
membran lipit peroksidasyonunu dnlemesine baglanmstir (132).

Ghosh ve ark. lipitden zengin diyetle besleyerek hiperlipidemi olusturduklari
siganlarda, poliherbal bir formiilasyon olan ve hacimce %32 oraninda shilajit iceren
kumbhajatu’nun anti hiperlipidemik ve antioksidan etkilerini arastirmislardir. Bu
amagcla hiperkolesterolemik si¢anlara 6 giin boyunca oral yoldan kumbhajatu 250
mg/kg ve 500 mg/kg dozda verilmistir. Bu siire sonunda plazma lipit profili ve
karaciger hiicre homojenatlarinda SOD ve CAT aktiviteleri ile GSH ve MDA formu
tizerinden lipit peroksidasyonu diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Sonugta bu formiilasyonun
plazma lipit profilinde anlamli bir diizelmeye neden oldugu, her iki dozda da CAT,
SOD, glutatyon ve HDL-c konsantrasyonlarini arttirdigi bulunmustur. Diger taraftan
MDA, kolesterol, trigliserit LDL-c ve VLDL diizeylerinde anlamli oranda diisiis
gozlenmistir (133).

Biz de ¢aligmamizda TAK degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark olmadigint gozlemlesek de (p=0.329) radyasyon+shilajit grubunda TAK degeri
radyasyon grubuna gore biraz daha yiiksekti. Yine MDA degerleri bakimindan
gruplar arasinda anlamli  bir fark bulunmasa da (p=0.144) Gzellikle
radyasyon+shilajit grubunda MDA’nin ortanca degerinin 4.38 mmol/L ile diger
gruplardan daha diisiik oldugunu gézlemledik. Bu agidan sonug¢larimiz yukarida sozii
gecen calismalar ile uyumluydu. Bu nedenle radyasyon+shilajit grubundaki
primordial folikiil sayisinin radyasyon grubu ile kiyaslandiginda anlamli oranda
yilksek  bulunmasint  oksidan-antioksidan  dengedeki bu  diizelme ile

iligkilendirmekteyiz.
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Shiotani ve ark. bir ¢alismada Cu-Zn-SOD’un insanda antral folikiilden
itibaren teka internada eksprese edildigini, buna karsin graniiloza hiicrelerinde
eksprese edilmedigini immunohistokimyasal olarak gostermistir (170). Ishikawa ve
ark. matiir insan folikiillerinde Cu-Zn-SOD’un teka internada eksprese edilirken
graniiloza hiicrelerinde eksprese edilmedigini gostermistir (171). Yine Suzuki ve ark.
ise Cu-Zn-SOD’u preantral, non-dominant ve dominant folikiillerin teka internasinda
ve yalnizca dominant folikiillerin graniiloza hiicrelerinde saptamislardir (172).

Mn-SOD ise hem insan graniiloza hem de teka hiicrelerinde eksprese edilir ve
steroidojenik enzim ekspresyonlarini kontrol etme potansiyeli tasiyan Ad4BP
ekspresyonu ile kuvvetli korelasyon gosterir. Mn-SOD, folikiiler gelisim sirasinda
artan steroidogenez nedeniyle mitokondride olusan O radikalinden graniiloza ve
teka hiicrelerinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Ciinkii normal metabolizmada
steroidogenez sirasinda mitokondrial ETZ’de O™, radikalleri olusur (171, 173).

Bu bilgiler 1s1ginda her ne kadar bizim g¢alismamiz ile bu caligmalarda
kullanilan denekler birbirinden farkli olsa da shilajit’in antioksidan destekten (Cu-
Zn-SOD) yoksun primordial folikiilleri radyasyon kaynakli SOR’dan korumada etkin
oldugunu diisiinmekteyiz.

Yalnizca shilajit verilen grupta MDA ve TAK degerleri kontrol grubuna goére
anlaml fark gostermese de bu gruptaki primordial folikiil sayisinin kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde yiiksek c¢ikmasini ise verdigimiz shilajit’in antioksidan
ozellikleri ile steroidogenez kaynakli SOR’dan folikiilleri koruyan Mn-SOD’un
etkisini potansiyalize ederek ovaryan mikrogevredeki oksidan-antioksidan dengeyi
olumlu yonde etkiledigi seklinde agiklamaktay1z.

Literatiir taramalarimizda shilajit’in iyonizan radyasyon maruziyeti sonrasi
ovaryan folikiil atrezisi lizerine etkisi ile ilgili bir ¢alismaya rastlamadik. Bu nedenle
bu c¢alismadaki bir amacimiz da 1sinlama ile indiiklenen apoptozun diizenleyici
proteinleri tizerine shilajit’in etkisini degerlendirmekti.

Apoptoz, ovaryan folikiiler atrezi ve luteal regresyon ig¢in hiicresel bir
mekanizmadir (174) ve en belirgin 6zelligi farkli tiirlerin atretik folikiillerinde ve
gerileyen luteal dokularinda da gdsterilmis olan, DNA’mn Ca**/Mg™® bagiml
endoniikleazlarca yikilmasidir (175). Kaspaz 3’lin iki substrati; aktin ve PARP,

73



DNaz-1’i inhibe eder (176, 177). Bu DNaz-1’in graniiloza ve luteal hiicrelerde
inaktif halde bulundugunu ve folikiil atrezisi ve luteal regresyon sirasinda aktive
olmasi igin bir uyarana gerek duydugunu diisiindiirmektedir (178).

Birgok hiicre tipi i¢in hiicre 6liimii sirasinda kaspaz 3 aktivasyonu ve artmis
kaspaz diizeylerinin apoptoz ile iligkili oldugu gosterilmistir ve bu kaspaz
ekspresyonunun apoptoz i¢in anahtar bir rol {istlendigini disiindiirmektedir (179).
Kaspaz 3’ii aktive eden uyaranlar ise serum gonadotropin ¢ekilmesi, Fas
aktivasyonu, radyasyon ve farmakolojik ajanlar gibi ¢ok ¢esitlidir (180).

Boone ve ark. yaptiklart bir ¢alismada immatiir, Sprague-Dawely sican
ovaryan folikiillerinde anti-eCG (anti- equine chorionic gonadotropin) antiserum ve
luteal hiicrelerde Prostoglandin F2a ile apoptozun arttigini gdstermisler ve bunu
TUNEL metodu ile de dogrulamislardir. Sonra bu gruplardaki kaspaz 3 ekspresyonu
ile TUNEL (-) olan gruplardaki kaspaz 3 ekspresyonu agisindan Luteal hiicrelerin
immunohistokimyasal olarak fark gostermedigini ortaya komuslardir. Yani eCG ve
hCG (Human chorionic gonadotropin) verilen gruplarda hem corpus luteumda hem
de teka hiicreleri ve oositte kaspaz 3 varligt immunohistokimyasal olarak
gosterilmistir. Graniiloza hiicreleri ve interstisyel dokuda ise kaspaz 3 ekspresyonu
immunohistokimyasal olarak ¢ok zayif gozlenmis ya da hi¢ gézlenmemistir. Aksine
TUNEL (+) folikiillerin graniiloza ve teka tabakalar1 kaspaz 3 i¢in immun boyanma
gostermistir. Yani saglikli folikiillerin graniiloza hiicrelerinde kaspaz 3 ekspresyonu
gbézlenmezken gonadotropin c¢ekilmesinden sonra TUNEL (+) olan  apoptotik
folikiillerin graniiloza hiicrelerinde kaspaz 3 ekspresyonu gosterilmistir. Sonucta
kaspas 3’lin apoptotik siirecin bir parcasi olarak graniiloza hiicrelerinde eksprese
edildigi, birbaska deyisle gonadotropinlerin graniiloza hiicrelerinde kaspaz 3
ekspresyonunu diizenleyerek folikiil i¢cin bir sagkalim faktorii olarak davrandigi ve
gonadotropin ¢ekilmesini takiben olusan graniiloza hiicre apoptozunun hem artmis
kaspaz 3 ekspresyonunun hem de apoptotik sinyale yanit olarak gerceklesen proteaz
aktivasyonunun bir sonucu oldugu diisiiniilmiistiir (178).

Radyasyonun oksidatif stres yaratmasinin yanisira, iyonizan radyasyon
nedeniyle olusan serbest radikaller sitokrom C’nin mitokondri i¢ zarindan sitozole
serbestlesmesini saglayarak mitokondrial membran biitiinliiglinii bozar ve kaspazlari

aktive ederek apoptozu tetikleyebilirler (181-183).
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Said ve ark. iyi bilinen bir radyoprotektér ve antioksidan olan sodyum
selenit’in radyasyonla indiiklenen folikiilogenez lizerine etkisini aragtirmiglardir. Bu
amagcla seksiiel immatiir, Sprague-Dawely disi si¢anlar1 3.2 Gy (LDyg) radyasyona
maruz birakmadan once 1 hafta boyunca giinde bir kez 0.5 mg/kg sodyum selenit
kiirti uygulamislardir. Sonugta kontrol gruplarinin graniiloza ve teka hiicrelerinde
kaspaz 3 ve sitokrom C i¢in minimal immun boyanma saptanirken, radyasyonun
graniiloza ve teka hiicrelerinde sitokrom C ve kaspaz 3 ekspresyonlarini belirgin
sekilde arttirdigini, buna karsin 1simnlama 6ncesinde sodyum selenit kiirii uygulanan
siganlarda sitokrom C ve kaspaz 3 ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak
belirgin bir bigimde diistiigiinii gostermislerdir (184).

Izositrat’m alfaketoglutarat’a oksidatif dekarboksilasyonunu Kkatalizleyen
IDPm (izositrat dehidrojenaz) enzimi aktivitesi i¢in NAD ya da NADH'a gereksinim
duyar ve reaksiyon sonunda NADH ve NADPH olusturur. NADPH ise GSSG’yi
tekrar GSH’a ¢eviren GSR enzimi aktivitesi i¢in gereklidir (185-187).

Oksidatif stres ile apoptoz arasindaki iliski Lee ve ark.’nmin insan
promonositik U937 ve HeLa hiicreleri ile yaptiklari invitro bir ¢alismanin da konusu
olmustur. Bu calismada 2 Gy iyonizan radyasyona maruz birakilmadan Once
hiicrelerin izositrat dehidrojenaz aktivitesi hiicrelere siRNA (Small Interferin RNA)
transfekte edilerek zayiflatilmis ve sonra p53, Bax ve kaspaz 3 gibi apoptotik
belirteclerin  ekspresyonlar:t degerlendirilmistir. Sonugta iyonizan radyasyon
maruziyetini takiben IDPm (-) hiirelerde Bax ekspresyonunun IDPm (+) hiicrelere
gore anlamlr artis gosterdigi, ayn1 grupta sitokrom C serbestlesmesinin arttigi, IDPm
(+) hiicrelerde kaspaz 3 yariklanmasinin yani aktif form olusumunun azaldig1 ve son
olarak p53 ekspresyonunun IDPM (-) hiicrelerde arttig1 gosterilmistir (188).

Teka hiicreleri endojen DNaz-1 igermez. Bu nedenle de tipik olarak teka
hiicreleri apoptoza gitmezler (175, 189, 190).

Ovaryan graniiloza hiicreleri oviilasyon ve luteal gerileme gibi fonksiyonlar
aracilifi ile ovaryan fonksiyonlar ve fertilite lizerinde anahtar bir rol listlenmistir ve
acikcasi folikiiler atrezi, graniiloza hiicrelerinin apoptozu ile baslatilir. Radyasyon
nedeniyle olusan ovaryan yetmezlikte ovaryan folikiiller yiiksek FSH diizeylerine
yanit veremez ve Ostradiol sentezleyemezler. Bu durumda FSH folikiil apoptozunu

indiikler (191-193).
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Fenwick ve ark. (194) fare ovaryan folikiillerinde kaspaz 3 ekspresyonunun
hangi folikiiler evrelerde meydana geldigini gozlemlemek igin yaptiklar1 bir
calismada kaspaz 3’iin morfolojik olarak atreziye gittigi diisiiniilen folikiillerde hem
oosit hem de graniiloza hiicrelerinde eksprese edildigini, teka tabakasinda higbir
evrede eksprese edilmedigini, genis preantral ve antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde ise eksprese edildigini gozlemlemislerdir. Biz de tiim gruplarda teka
tabakasinda, radyasyon grubundaki Bax ekspresyonu haricinde ekspresyon
gozlemlemedik. Bone ve ark.’nin yukarida bahsettigimiz ¢alismasi (178) ile birlikte
degerlendirildiginde tiirler arast farkin degisik ekspresyon kaliplarina neden
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Radyasyon gibi toksinlerin de intrensek apoptotik yolag: tetikledikleri bilgisi
1s1ginda  degerlendirildiginde Takai ve ark.’nin c¢alismasi da ilging sonuglar
sunmaktadir. S6z konusu calismada arastirmacilar endiistriyel bir kimyasal olan
VCD (4-Vinylcyclohexene Diepoxide) maruziyeti sonrasi Bax geni defektif farelerde
meydana gelen primordial ve primer folikiill kaybinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda daha az oldugu (p<0.05), yine kaspaz 3 defektif farelerde
meydana gelen primer folikiil kaybinin kontrol grubuna goére daha az oldugu
(p<0.05) bununla birlikte primordial folikiil sayilar1 bakimindan gruplar arasi fark
gozlenmedigini bildirmislerdir (195).

Radyasyonun hiicredeki yikici etkisi primer olarak apoptotik yanit1 tetikleyen
DNA lezyonlarina neden olur. p53 hedef molekiillerinin DNA hasar1 p21, Gadd45,
Bax, Bcl-2, PARP ve p53'iin kendisini de igeren molekiillerin ekspresyonlarini
indiikler. p53 genomik stabilitenin stirdiiriilmesinde merkezi bir rol oynar ve
kaspazlar1 ve boylece hiicre 6liimiinii aktive eder (196-198). Kaspazlar proteolitik
yikimla aktive olurlar. Aktif kaspaz 3'in PARP ve Bcl-2 ailesinin proteolizini
indiikledigi goriilmektedir. proapoptotik Bcl-2 ailesinin bir {iyesi olan Bax
diizeylerinin radyasyonla indiiklenen apoptozda arttigi, ancak bunun fonksiyonel p53
varligina bagli oldugu gosterilmistir (199).

Yoon ve ark. 6 haftalik ICR (Imprinting Control Region) soyu farelerin
ovaryan folikiillerinde radyasyonun neden oldugu degisikliklere karsi
radyoterapilerde yaygin olarak kullanilan bir radyoprotektér kimyasal olan

amifostinin etkisini degerlendirmislerdir. Bu amagla i.p. yolla 70 mg/kg amifostin
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verilen denekleri uygulamadan 15 dakika sonra 6.42 Gy tiim viicut y-radyasyona
maruz birakmiglardir. Sonugta radyasyonun Bax ve p53 ekspresyonunu arttirdigini,
bununla birlikte radyasyonla kaspaz 3’iin inaktif formunun azalip aktif formunun
artis gosterdigini ortaya koymuslardir. Isinlama 6ncesi amifostin ile tedavi edilen
gruplarda ise p53 ve Bax ckspresyonu isinlama grubuna gore hafif diisis
gostermistir. Ayni grupta amifostinin aktif kaspaz 3 olusumunu da azalttigi
gorilmistir (200).

p21, p53'in dogrudan transkripsiyonel bir hedefidir ve DNA hasar ile
kuvvetli bir sekilde indiiklenir. DNA hasar1 p53 ekspresyonunu ve p53’iin niikleusa
gecisini arttirir ve bu cesitli genlerin aktivasyonu ile sonuclanir. Boylece hiicre
apoptoza ya da hiicre siklusu durdurularak eger miimkiin ise DNA hasariin
onarimina yonlendirilir (201-203).

Lee ve ark. overde radyasyon araciligi ile olusan hiicresel ve molekiiler
degisikliklerin mekanizmasini incelemek amaciyla ICR soyu prepubertal fareleri
6.94 Gy tiim viicut y radyasyona maruz birakmislardir. Isinlamadan 0,3,6,12 ve 24
saat sonra overler toplanmis p53 ve p21 mRNA ve protein ekspresyonlar1 sirasiyla
ters transkriptaz  polimerize zincir reaksiyonu ve immunblotlama ile
degerlendirilmistir. p53 ve p21 antijenlerinin immunohistokimyasal lokalizasyonlari
da ortaya konmustur. Immunreaktif p53 ve p21 proteinleri graniiloza hiicrelerinde
eksprese olmusken teka hiicrelerinde p53 ve p21 ekspresyonuna rastlanmamustir.
Isinlanmis overlerdeki p53 ekspresyonu kontrol grubuna goére artmistir. Kontrol
grubu graniiloza hiicrelerinde zayif eksprese edilen p21 teka hiicrelerinde
saptanmamistir. Isinlamadan sonra p53 ve p21 mRNA ve protein beta aktine gore
anlamli derecede artmistir (204).

Bulgularimizi yukarida o6zetlenen c¢alismalar 1s18inda degerlendirdigimizde
radyasyonun direkt oksidatif stres yaratici etkisi ile intrensek apoptotik yolagi
tetikledigi, bununla birlikte radyasyon maruziyeti ile artan oksidanlarin mitokondrial
biitiinliigli bozarak steroidogenezi de olumsuz yonde etkiledigi, boylece ozellikle
gelisimleri i¢in steroidogeneze daha yiliksek bagimlilik gdsteren preantral ve daha
ileri evre folikiillerde apoptotik siireci daha da hizlandirdigint diisiinmekteyiz.
Bununla birlikte devamliliklar1 icin steroidogeneze duyduklar1 bagimlilik daha zayif

olan primordial folikiillerde shilajit’in yalnizca radyasyonla artan oksidatif stresi
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azaltmasmin bile primordial folikiil sayisin1 anlamli 6lgiide arttirmaya yettigi
diisiincesindeyiz. Yine radyasyon+shilajit grubundaki preantral ve daha ileri evre
folikiil morfolojisinin kismen korunmus ve apoptotik belirte¢ ekspresyonlarinin bu
grupta radyasyon grubuna gore zayif olmasi bize bu folikiiler evrelerde de shilajit’in
daha yiiksek dozlarda olumlu etki gdsterebilecegini diisiindiirmiistiir. Ozellikle Takai
ve ark.’nin ¢alismasi (195) 1s18inda degerlendirildiginde shilajit’in radyasyon+shilajit
grubunda primordial folikiil sayisindaki anlamli farkin ve bu folikiillerdeki diisiik
Bax ekspresyonunun ortaya c¢ikmasma katki sagladigini diistinmekteyiz. Yine
Ozellikle Lee ve ark. (204) ve Said ve ark.’nmin (184) c¢alismalar1 1s18inda
degerlendirildiginde shilajit verilen gruplardaki diisiik p53, Bax ve kaspaz 3

ekspresyonlarini shilajit’in antioksidan 6zellikleri ile agiklamaktay1z.
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6. SONUCLAR

1- Deneklerimizin agirliklarin1 deney siiresi boyunca tarttik. Kontrol ve shilajit
gruplar1 arasinda deneyin baslangicinda agirlik ortalamalar1 agisindan fark yok iken,
sakrifikasyon gilinii shilajit grubu lehine anlamli bir fark saptadik. Deneyin
baslangicinda agirlik  ortalamalar1  birbirinden farkli olan radyasyon ve
radyasyon+shilajit gruplarinin agirliklarinin yiizde degisimleri arasinda ise fark
bulamadik.

2- Folikiil sayilar1 agisindan degerlendirdigimizde, shilajit grubu ile kontrol grubu
arasinda, radyasyon+shilajit grubu ile de radyasyon grubu arasinda primordial folikiil
sayilar1 yoniinden, shilajit verilen gruplarda say1 daha yiiksek olacak sekilde anlamli
fark gozlemledik. Atretik folikiil sayilar1 agisindan degerlendirdigimizde ise
radyasyon verilen gruplar arasinda fark bulamadik. Yine kontrol ve shilajit gruplari
arasinda da anlamli fark yoktu.

3- Oksidan-antioksidan dengeyi degerlendirmek igin MDA ve TAK 6l¢iimii yaptik.
Gruplar arasinda MDA ve TAK degerleri agisindan fark bulamadik. Bununla birlikte
radyasyon+shilajit grubunda TAK degeri radyasyon grubuna gore biraz daha
yiiksekdi. Yine ozellikle radyasyontshilajit grubunda MDA’nin ortanca degerinin
4.38 mmol/L ile diger gruplardan daha diisiik oldugunu goézlemledik.

4- Gruplar arasi histopatolojik degerlendirmede radyasyon grubunda ovaryum
dokusundaki hasarin ¢ok belirgin oldugunu, folikiillerin tamamina yakininin atretik
gorliniim arz ettigini, istatistik sonuglarimizla uyumlu sekilde primordiyal
follikiillerin ~ germinal epitel altinda nadiren bulundugunu gdzlemledik.
Radyasyon+shilajit grubunda ise doku hasarinin biraz daha azaldigini, az da olsa
normal goriinlimlii primordial folikiillere rastlandigini ve ileri evre folikiillerin ¢cogu
atreziye ugramis olsa da bunlardan bazilarinin erken evre apoptotik degisiklikler
sergiledigini gézlemledik.

5- Ovaryan folikiillerdeki apoptotik siireci degerlendirmek i¢in p53, Bax ve kaspaz 3
ekspresyonlarini indirekt immunohistokimyasal yontemle gosterdik. Kontrol ve
shilajit gruplarindaki folikiillerin graniiloza hiicrelerinde her ii¢ protein igin diisiik

ekspresyon saptanirken radyasyon grubunda ekspresyonlarin ¢ok arttiini
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gozlemledik. Radyasyon+shilajit grubunda ise az sayida da olsa ekspresyon
gostermeyen primordial folikiiller ile birlikte bazi preantral ve daha ileri evre
folikiillerin nispeten diistik ekspresyon gosterdiklerini gozlemledik.

Bu c¢ercevede degerlendirildiginde shilajit’in radyasyona bagli gelisen doku
hasar1 ve oksidatif strese karsi etkili oldugu, toksik dozunun bizim deneyimizde
verdigimiz dozdan ¢ok daha yiiksek oldugu diisiiniildiigiinde, arttirilmig dozlarinda
shilajit’in antioksidan o©zelliklerinin daha carpici bir sekilde ortaya c¢ikacagi

kanisindayiz.
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