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OZET

Bayram KAMAT. Skrotal Radyoterapide Curcuminin Profilaktik Kullanim
Testis Dokusunda PARP-1 immiinreaktivitesini ve Spermatogenezi Nasil Etkiler?
Biilent Ecevit Universitesi, Saghk bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2013.

Fertilitede akut doz radyasyonun Ooldiiriicii etkileri iyi bilinmektedir. Kisa siireli
radyasyona maruziyet germ hiicrelerini 6ldiirlir ya da hasarlar. Son yillarda radyoterapi,
kanserli hastalarin uzun siireli iyilesmesinde artisa yol agmustir, ancak radyasyonun
uzun donem yan etkileri arasinda, lireme sistemi iizerindeki hasarlar1 goz ardi etmemek
gerekmektedir. Bu giine kadar curcuminin antioksidan etkisi ile ilgili birgok makale
yaymlanmistir. Bu ¢alisma ile curcuminin X 1sinlamay1 takiben sican testisinde ortaya
cikacak germ hiicre kaybini ve ge¢ hiicre hasarmma bagli ortaya ¢ikan morfolojik
degisiklikleri azaltabilecegi hipotezini ileri siirmekteyiz.

Calismamizda denekler, biri kontrol 3’ii deney grubu olmak iizere toplam 4
gruba ayrildi. Radyasyon hasari olusturmak amaciyla kontrol ve curcumin grubu
digindaki deneklerin skrotal bolgelerine tek fraksiyonda 6 Gy X 1sin1 uygulandi. Ikinci
ve dordiincii grup deneklere; 1sinlamadan 1 hafta once baslayarak, haftada 3 kez olmak
tizere 7 hafta boyunca oral yoldan 100 mg/kg curcumin, birinci ve {liglincli grup
deneklere ise ayni sekilde serum fizyolojik verildi. Isinlamadan 6 hafta sonra tiim
denekler sakrifiye edildi ve alinan testis biyopsi materyalleri 151k mikroskopik
gozlemler i¢in iglemlendirildi.

Calismamizda, radyasyon maruziyetinin testislerde ciddi  dejeneratif
degisikliklere neden oldugu gozlendi. Seminifer tiibiillerde spermatogenezisin durdugu
ve tiibiillerin ¢ogunda germ hiicre kaybina bagli atrofi gelistigi saptandi. Curcumin
uygulamasinin ise radyasyona bagl ortaya ¢ikan tiim bu hasarlari 6nlemede etkisiz
kaldig1 tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: iyonize-radyasyon, Curcumin, PARP-1, Spermatogenez, Sigan.



ABSTRACT

Bayram KAMAT. How the profilactic usage of curcumin affects the PARP-1
immunoreactivity and spermatogenesis in scrotal radiotherapy? Bulent Ecevit
University, Enstitute of Health Science, Department of Histology and Embryology,
Master of Science Thesis, Zonguldak, 2013.

The lethal effects of acute doses of radiation on fertility are well known. Germ cells are
killed or damaged within a short time of exposure to radiation. In recent years,
radiotherapy of patients with cancer has led to an increased number of sustained
remissions. However, among the long-term side effects of radiation, injury to the
reproductive system is of particular concern. Many papers have been reported so far on
the antioxidant effect of curcumin. The present study, we hypothesized that curcumin
can minimize germ-cell depletion and morphological features of late cell damage in the
rat testis following X-irradiation.

The animals were divided into 4 groups: the first group was the control and the
other three were the experimental groups. 6 Gy X ray in a single fraction was applied
into the scrotal areas of the subjects except the control and curcumin groups in order to
form radiation damage. The rats in the second and forth groups were given curcumin (a
dose of 100 mg/kg body weight) orally three times a week during a seven-week period,
beginning the week before radiation therapy. The rats in the first and third groups
received serum physiologic in the same way. Testis biopsy samples from the all groups
were taken on the 7th week. All samples were processed and observed at the light
microscopic levels.

In the present study, radiation exposure caused severe degenerative changes in
testes. Spermatogenesis had arrested in seminiferous tubules and the majority of the
tubules were found to be atrophic, absent of germ cells. It was identified that curcumin

hadn’t been effective in the prevention of all damages caused by radiation.

Keywords: lonizing-radiation, Curcumin, PARP-1, Spermatogenesis, Rat.
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1. GIRIS

Radyasyon yasamin dogal bir pargasidir. Insanoglu varolusundan bu yana
siirekli olarak radyasyonla i¢ i¢ce yasamak zorunda kalmistir. Diinyanin olusumuyla
birlikte tabiatta yerini alan ¢ok uzun omiirlii radyoaktif elementler yasadigimiz ¢evrede
normal ve kacinilmaz olarak kabul edilen dogal bir radyasyon diizeyi olusturmaktadir
(2).

Radyasyonlar genellikle dogal ve yapay olmak iizere iki grupta degerlendirilir.
Dogal radyasyonlar Diinya’nin kendi yapisindan, Atmosfer ve Giinesin yer aldig
uzaydan gelen radyasyonlardir. insan yapimi arag, gere¢ ve sistemler araciligiyla elde
edilen radyasyon iireten kaynaklar ise yapay kaynaklar olarak tanimlanmaktadir (2).
Radyasyon, madde icinde sogurulan ya da transfer edilen enerjidir. Insanlar dogal
radyasyonla siirekli etkilesim i¢inde olmuslar, gelisen teknoloji ile de yapay radyasyon
hayatin ayrilmaz bir parcast haline gelmistir. Saglik alaninda radyasyondan
faydalanilarak tan1 ve tedavilerde kullanilmak tizere bir¢ok cihaz {iretilmistir. Bu
gelismeler ile birlikte, tanisal inceleme ve tedavi sirasinda alinan radyasyon dozlari
miktarinin insan sagligi {izerindeki etkileri giindeme gelmistir. Radyasyon, insan
bedenini olusturan tiim hiicrelerle etkilesime girerek onlarin dogal yapilarinda
degisikliklere neden olmaktadir. Radyasyon, hiicreyi olusturan tiim temel elemanlarda
hasara neden olur ve miktar1 ne olursa olsun, insan Deoksiriboniikleik asit (DNA)’ sina
zarar verebilir (3). Iyonize radyasyon ile DNA kiriklar1 olusur. Bunlar tek ve ¢ift zincirli
kiriklardir ve hiicrenin direkt olarak 6lmesine ya da apoptozise gitmesine neden olur ve
DNA sentezini inhibe eder (4).

Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan radyasyon, radyoterapi adi altinda
bir tedavi yontemi olmakla birlikte, tlimoral dokuya segici olmadigindan tiimor
komsulugundaki saglikli dokulara da hasar vermekte, akut ve ge¢ donemde olusan yan
etkileri yasam kalitesini etkilemektedir Dokularda oksidadif stres kromozomal hasarlar
ve apoptozis gibi etkiler olusturmaktadir (5).

Radyasyon somatik ve genetik etkiler yapar, somatik etkiler uygulandigi andan
itibaren kendini gosterir fakat genetik etkiler gelecek nesillerde kendini gdstermektedir
(2).

Radyasyon tedavi amagh olarak kanserli vakalarda cerrahi operasyona ek olarak
kullanilmaktadir. Genglerde yaygin olarak goriinen testis kanseri tedavisi de bu sekilde

yiriitiilmektedir. Testis kanserinin radyoterapiyle tedavisi bir takim kalici negatif
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etkilere yol agar. Cilinkii radyasyonun en agir sekilde etkiledigi hiicreler testislerde
bulunan spermatogonyum gibi farklilasmamis hiicrelerdir. Testis kanseri tedavisinde de
germ hiicreleri radyoterapiden etkilenir ve bu tedavinin sonucunda ciddi bir problem
olan kalict1 veya gecici infertilite ortaya ¢ikar. Kalic1 infertilite sadece
spermatogonyumlarin yok olmasiyla degil farklilagma &zelligini (spermatogenez)
kaybetmesiyle de olusabilir (6).

Spermatogenez; seminifer tiibiillerin duvarinda bulunan spermatogonyum
hiicrelerinin gogalip olgunlagsmasi ve spermatozoalara farklilasmasi gibi kompleks bir
organizasyondur. Spermatogonyumlar radyasyona karsi ¢ok hassastir. 0,1 Gy
radyasyonla dahi karsilaginca hiicresel tahribat meydana gelir (7).

Testis kanseri tedavisinden Once ergin hastalarda gerektigi durumlarda
kullanilmak amaciyla sperm alinip dondurulabilir; fakat, ergenlik cagina gelmemis
hastalarda bu durum miimkiin degildir (8). Bu yiizden testis kanseri tedavisi sirasinda
oldukg¢a hassas olunmali ve alternatif tedaviler gelistirilmeye ¢alisilmalidir.

Her bireyin isteyecegi gibi testis kanseriyle miicadele eden ergenlige erismemis
hastalarin da ileride saglikli insanlar gibi bir aile kurmak ve cocuk sahibi olmak
istemeleri muhtemeldir. Bu isteklerin gergeklestirilmesi i¢in tedavi sirasinda
radyasyonun yol ac¢tig1 oksidatif stresten etkilenen saglikli tireme hiicrelerin iizerindeki
negatif etkilerin en aza indirilmesi gerekmektedir. Son yillarda alternatif tibbin da
ilerlemesiyle birlikte antioksidanlarin radyasyonun etkilerini azaltmasi iizerine yapilan
caligmalarin sayis1 da artmistir.

Radyasyonun zararl etkilerine kars1 korunmada, kimyasallarin kullanimina I1.
Diinya Savasi’ndan sonra baglanmistir. Radyoterapi esnasinda normal doku
korunmasinin kanser hiicrelerinin tahribati kadar onemli oldugunun gosterilmesiyle,
korunma arastirmalar iizerine odaklanmis ¢alismalar yapilmistir (9).

Antioksidan Ozellik gosteren proflaktik maddelerden biride curcumindir.
Curcumin; Cin ve Hindistan'da yaygin olarak yetistirilen, Zingiberaceae familyasina ait,
sarigicekli ve biiyiik yaprakli Curcuma longa bitkisinin rizomlarindan elde edilir.
Aktive olmus makrofajlardan salinan nitrik oksit, hidrojen peroksit, siiperoksit
radikallerini siipiiren etkili bir antioksidandir. Serbest radikalleri tutma 6zelliginden
dolayr DNA’y1 oksidatif hasardan korur. Curcuminin radyasyona karst koruyucu etkisi
yiiksek antioksidan 6zelliginden kaynaklanir (9, 10).

Radyasyon uygulanan dokuda ortaya ¢ikan DNA kiriklarinin tamir mekanizmasi

molekiiler diizeyde incelendiginde, Poli ADP Riboz Polimeraz (PARP) ailesi proteinleri
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karsimiza ¢ikmaktadir. Poli ADP Riboz Polimeraz-1 (PARP-1) proteinlere poli ADP-
riboz (PAR) gruplari ekleyerek bu proteinlerin fonksiyonlari diizenler, bu proteinler
ise DNA ya baglanir. PARP ailesinin bir¢ok iiyesi olsa da, hiicresel poli ADP-
ribozilasyonun %90°1 PARP-1 tarafindan gerceklestirilmektedir. PARP-1, niikleusta bol
miktarda bulunan, DNA zincir kiriklar1 olustugu takdirde aktive olan ve fonksiyonel
olarak DNA tamiriyle iligkili olan bir enzimdir (11).

Calismamizda skrotal radyoterapiye karsi curcuminin koruyucu etkisini test
etmek amaci ile histopatolojik, histomorfometrik ve immiinohistokimyasal yontemler
kullanilarak ~ spermatogenez  ve  PARP-1  ekspresyonu  arasindaki iligki

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Radyasyon

Radyasyon dogal ve yapay olmak {izere iki grupta degerlendirilir. Dogal
radyasyon Diinya’nin kendi yapisindan, yani atmosferde, uzayda, yeryiiziinde sularda,
karada ve havada bulunan radyoaktif elementlerden yayilan 1sinlar olarak
tamimlanmaktadir. Insan yapimi arag, gere¢ ve sistemler araciligiyla elde edilen
radyasyon iireten kaynaklar ise yapay radyasyon kaynaklari olarak tanimlanmaktadir.
Radyasyonlar kendi aralarinda iyonlastirict ve iyonlastirici olmayan radyasyonlar olmak
tizere iki grupta incelenmektedir (2).

a. Iyonlastiric1 radyasyon: Réntgen (X- 151n1), alfa parcaciklari, beta pargaciklari, gama
1sinlar1, kozmik 1sinlar ve notronlardir.
b. Iyonlastirici olmayan radyasyon: Ultraviyole, kizildtesi, radyo dalgalari,

mikrodalgalar seklinde siniflandirilir.

2.1.1. Iyonlastiric1 Radyasyon

Madde ile etkilestiginde elektrik yiikli parcaciklar veya iyonlar olusturan X-
isinlart ile radyoaktif maddelerden yayilan alfa, beta, gama 1sinlart gibi radyasyonlar
iyonlastirict radyasyon olarak tanimlanir (2).

Atomlardan ve molekiillerden elektron koparilmasina iyonlasma denir.
Elektromanyetik dalgalar enerji yiiklii fotonlardan olusur ve bunlar carptiklar
cisimlerden elektron kopararak iyonlagmaya yol agabilirler. Yiiksek frekanshi ve
dolayisiyla yiiksek enerjili olan X 1sinlar1 ve gama 1sinlari iyonlastirici radyasyonlardir
(12).

Iyonize radyasyonlarin canlilarda biyolojik bir etkiye yol acabilmesi i¢in sahip
olduklar1 enerjinin, canliy1 olusturan hiicre ve dokular tarafindan absorbe edilmesi ve
dokularda dagilmasi gerekir. Iyonlastirict radyasyonlarin canlida olusturdugu etkileri iig
basamakta siralamak miimkiindiir (13).

Iyonize radyasyon enerjisinin canli dokuya transferi sonucunda, dokuyu
olusturan atom ve molekiillerde meydana gelen iyonlasma ve uyarilma, radyasyon
etkisinin ilk kademesi olan fiziksel kademeyi olusturur. Bunu izleyen kimyasal
kademede, hasar gormiis atom ve molekiiller diger hiicresel yapilar ile reaksiyona

girerek serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Organizmada radyasyonun
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etkisi ile olusan bu tiir molekiiler degisiklikler, son kademe olan biyolojik kademeyi
baslatir. Bu kademede cesitli hasarlara yol acan enzimatik reaksiyonlar meydana gelir.
Iyonize radyasyon, hiicre i¢i molekiillerde ve daha 6nemlisi genetik materyal olan
kromozomlarda hasarlar olusturur. Mutasyon olarak bilinen bu genetik hasarlar hiicre
tarafindan tamir edilemez ise, hiicreyi Oliime gotiiren siireci baglatan metabolik
degisiklikler meydana gelir. Bu etki nedeniyle, iyonize radyasyonlar siirekli hiicre
¢ogalmasi ile kendini gosteren kanser hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir(13).

Iyonize radyasyonun iki farkl1 sekilde etki mekanizmasi vardir. Bunlar dogrudan
etkileme ve dolayli etkilemedir. Dogrudan etkileme iyonlastirict radyasyonun DNA ile
dogrudan etkilesmesi sonucunda ortaya ¢ikan DNA hasaridir. Dolayli etkilenme ise su
molekiillerinin iyonizasyonu sonucunda olusan serbest radikallerin hiicre molekiilleri ile
etkilesimi nedeniyle ortaya ¢ikan hasardir (14).

Dogrudan etkide hasar, biyolojik sistemdeki anahtar molekiillerin atomlarinin
iyonizasyonunun bir sonucudur. Radyasyon etki ettigi molekiiliin inaktivasyonuna
neden olabilecegi gibi fonksiyonel olarak degistirip mutasyonuna da neden olabilir.
Dolayli etkide ise molekiillerde toksik etki olusturan oldukg¢a reaktif serbest radikaller
ortaya c¢ikar. Biyolojik sistemlerdeki temel molekiil su oldugu icin su genellikle radikal
formasyonu ve c¢ogalma i¢in ortam olusturur. Su molekiilii enerjiyi absorbe edince,
degerlik kabugunda paylasilmamis elektron olan iki serbest radikale ayrisir. Bu
radikaller hidrojen (H") ve hidroksil (OH") dir. Bu reaktif serbest radikaller diger
molekiillerle etkileserek iyon ¢ifti veya radikal olustururlar (15).

Radyasyonun insan sagligi i¢in getirebilecegi zararlar radyasyon teknolojisin ilk
bulundugu yillardan beri bilinmektedir. Radyasyon, ¢ok yiiksek dozlarda ani 6liimlere
neden olabilmektedir. Hirogsima ve Nagazaki ‘ye atilan atom bombalarina maruz kalan
insanlar hala radyasyonun negatif izlerini tagimaktadirlar. Cernobil kazasindan sonra
Beyaz Rusya ve Ukrayna topraklarinda yasayan insanlar arasinda yapilan incelemelerde
basta tiroit kanseri olmak Tlizere birgok kanser tiirii insidansinda yiikselmeler
goriilmiistiir. Ayn1 sekilde hidrojen bombasi denemesi sirasinda gama radyasyonuna ve
radyoaktif iyodun degisik dozlarina maruz kalan sahislarda iyi huylu tiimorlere ve daha

sonra da karsinoma vakalarina rastlanmistir (16).



2.2. Testis Histolojisi

Testisler skrotum iginde ayr1 boliimlere yerlesmis oval sekilli organlardir. Testis
yaklagik 1 mm kalinliginda beyaz elastik fibromuskuler yapidaki tunika albugnea ile
sarihidir. Bu kapsiil siki diizenli bag dokusundan meydana gelmis fibroz bir
membrandir. Tunika albugneanin derin kisminda tunika vaskulosa kan damarlarindan
zengin ve daha gevsek bir yap1 gosterir. Tunika albuginea arka kenarda, parankim igine
sokulan kesidi tiggen sekilli bir kalinlasma yapar. Bu yap1 mediastinum testistir. Tunika
albuginea dokusu mediastinum testis boliimiinde kalinlagir ve testisi 250 kadar lobili
testise boler. Her lobiilde 1 ila 4 adet, kivrimli yapida, ana islevi sperm fiiretimi olan
seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller birka¢ hiicre tabakasi kalinliginda epitelle
doselidir. Bu epitelin bazal hiicreleri Sertoli hiicreleri ve spermatagonium hiicrelerinden
olusmaktadir (17).

Sertoli hiicreleri spermatozoalarin desteklenmesinde ve olgunlagmasinda ¢ok
onemli rol oynar. Ayrica spermatogenetik artik iirlinlerini fogosite eder ve kurdugu siki
balantilarla kan- testis bariyerini olusturur. Gem hiicreleri ise proliferatif hiicrelerdir ve
spermatogenezden sorumludur. Testis kesidi mikroskop altinda incelendigi takdirde
degisik evrelerdeki germ hiicreleri goriilebilir. (18).

Seminifer tiibiillerin arasindaki gevsek bag dokusu fibrosit, histeyosit, mastosit
ve Leydig hiicreleri gibi birgok hiicre bulunur. Bunlardan Leydig hiicreleri eozinofilik

hiicrelerdir ve testesteron salgilarlar (19).

2.2.1. Spermatogenez

Spermatogenez spermatozoon iiretim siirecidir. Siire¢ ilkel bir ilireme hiicresi
olan spermatogonyum ile baslar. Cinsel olgunluk ¢aginda spermatogonyum hiicreleri
mitoz boliinmeyle ¢ogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusur (20). Seminifer tiibiil bazal
laminasina en yakin Oncli germ hiicreleri olan spermotogoniumlar birincil
spermatositlere  olgunlasirlar. Bu islem addlesan c¢aginda bagslar. Birincil
spermatositlerin mayoz boliinmesi, igerdikleri kromozom sayisinmi azaltir. Bu iki
basamakli iglem sirasinda once ikincil spermatositlere, daha sonra ise 23 kromozom
tastyan spermatidlere boliiniir. Spermatidlerin  olgunlagmasiyla spermatozoalar
(spermler) olusur. Tek bir spermatogonyumun bdoliinmesi ve olgunlagmasi sirasinda
olusan yavrular, ge¢ spermatid donemine kadar stoplazmik kopriilerle birbirine baglh

olarak kalirlar. Bu durum her bir germ hiicresi klonunun es zamanli olarak



farklilasmasini saglar. Insanlarda bu diizenli spematogenez islemiyle 6ncii bir germ
hiicresinden olgun bir spermin olusmasi ortalama 64 giin (21), sicanlarda ise bu siire¢ 5

haftada gerceklesir (5).

2.3. Radyasyonun Testis ve Spermatogenez Uzerindeki Etkileri

Insanlar dahil pek ¢ok tiirde testisler, antikanser ajanlar ve radyasyon gibi sperm
hiicrelerini tiikketen ¢esitli gonadotoksinlere karsi ¢ok hassastirlar (22). Etkin bir
teratojen olan radyasyon hizla ¢ogalan hiicreler lizerinde 6ldiiriicii etkiye sahiptir (23).
Radyoterapi esnasinda bir defada uygulanan 3.5- 6 Gy’lik dozun, uzun siireli ve hatta
geri doniisiimsiiz azospermiye yol agtigi gosterilmistir (14). Hastalarin ¢ogu, tireme
donemleri boyunca ve oncesinde radyoterapi aldiklar1 ve bazi kanser tipleri igin kiir
sayist fazla oldugundan, bu tedaviler nedeniyle meydana gelen sterilite oldukca
onemlidir (24).

Testis tiimdrlerinin %60°n1 olusturan, ozellikle geng erkeklerde sik goriilen,
direkt testislerin 1sinlandigi kanser tipi olan, seminomlarin tedavisinde karsilasilan
infertilite olgusu oldukga ciddi bir sorun teskil etmektedir (25).

Iyonize radyasyonun, yetiskin siganlarda da spermatogenik serideki hiicrelerin
hasarina ve apoptozisine neden oldugu (26, 27), 6zellikle embriyonik donemde alinan
radyasyonun siganlarda gonositler iizerine etki ederek infertiliteye sebep oldugu
gosterilmistir (16). Yapilan diger deneysel ¢alismalarda da radyasyonun spermatogenik
koloninin biiylimesine, sperm sayisinin ve testis agirhgmin degismesine direk etki
gosterdigi tespit edilmistir (28).

Histolojik ¢alismalarda ise 1sinlamadan sonra testiste germinal hiicre
desquamasyonu ve vakuolizasyonu ile birlikte ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerin ortaya
ciktig1 bildirilmis olup, ayni zamanda isimnlamanin testikiiler atrofiye de yol actigi
gosterilmistir (29, 30).

Uygulanan radyasyon dozuna ve siiresine gore spermatogenik serideki
hiicrelerin geri doniisiimiiniin oldugu, uzun siireli ve yiiksek doz radyasyona maruz
kalan siganlarda ise spermatogenik serideki hiicrelerde geri doniisiimiin ¢ok uzun
zamanda olabilecegi ya da geri donlsiimiin olmadigi bildirilmistir. Radyasyonun
testisdeki spermatogenik hiicrelere bir diger etkisi de spermatogenetik serideki
hiicrelerde, hiicre 6limiinii tetikleyerek haploid, diploid ve tetraploid hiicre oranlarini

degistirmesidir. Bu uygulamalardan en ¢ok spermatogenik serideki prolifere olan



hiicreler ve spermatidler etkilenmektedir. Radyasyon uygulamalar1 sonucu haploid
(spermatid ve spermatozoa) hiicre sayisinin diistiigli gosterilmistir (28).

Germ hiicrelerinin aksine, erigskinlerde ¢cogalmayan Leydig ve Sertoli hiicreleri
radyasyona kars1 direngli hiicreler olup, ¢ogu sitotoksik terapi sonrasinda hayatta kalir.
Ancak bu hiicreler fonksiyonel hasara ugrayabilirler (31, 32). Radyasyon ile olusturulan
hasar modellerinde, spermatogenik serideki hiicrelerin etkilenmesinin yan1 sira Sertoli
hiicreleri tarafindan olusturulan kan-testis bariyerinin yapisinda da bozulmalar
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Radyasyon uygulamalarinin kan-testis bariyerindeki
proteinler {izerine olan etkilerini aragtiran ¢alismalarda mevcuttur. Radyasyon
uygulanmis siganlarda kan-testis bariyerinde yer alan zonula okludens 1 (ZO-1) ve
okludin gibi proteinlerin azalmasi sonucu kan-testis bariyerinin bozuldugu bildirilmistir.
Kan testis bariyerin bozulmasinin da spermatogenik serideki hiicreler tlizerine etki ettigi
vurgulanmistir (33).

Gonadlarin almig oldugu radyasyon dozu genetik hasar yoniinden oldukga
onemlidir. Doz ne kadar kiigiik olursa olsun radyasyonun insanlarda genetik bozukluga

yol agabilecegi kabul edilmektedir (25).

2.4. PARP-1

DNA hasarinda DNA tamirinin ve stabilitesinin korunmasinda rol oynayan
PARP ailesi, Chambon, Wiel ve Mandel ‘in 40 yil Onceki arastirmalari sirasinda
kesfedilmistir. PARP ailesinin prototip enzimi Poly(ADP-riboz)polimeraz-1 (PARP-1)
dir (34).

Ozellikle DNA hasarinda ortaya ¢ikan PARP-1 DNA nm tamirini
gerceklestirirken, yliksek miktardaki DNA hasarlarinda, hasardan dolayr PARP-1
aktivasyonu tetiklenerek PARP-1 in hiicredeki subsurati olan NAD’m hiicrede
tikenmesine neden olur. Bu olay gergeklestiginden dolayr NAD’in tekrardan
sentezlenmesi i¢cin ATP kayb1 yasanir, hiicrenin enerji kaybindan dolay: ise hiicerenin
6liimiine sebep olur (35).

Poli(ADP)riboz polimeraz aktivitesi bulunan 18 farkli PARP homologu
bulunmasina ragmen encok PARP-1 arastiriimaktadir ve poli(ADP)ribozilasyon
mekanizmasinin %90’ 1mnin PARP-1 tarafindan yiiritiildiigii bilinmektedir. PARP-1’in

DNA onarimindan bagka diger fonksiyonlari arasinda genotoksik strese direnclilik,



genomik kararliligin diizenlenmesi, transkripsiyonel diizenlenme, niikleer proteozomal
fonksiyonun diizenlenmesi, yaslanma gibi ¢ok sayida fizyolojik olay sayilabilir (36).

Poli(ADP-riboz)ilasyon reaksiyonu oksidatif hasar sonucu olusan DNA hasari,
enflamasyon ve hiicre 6liimiine kars1 olusturulan hiicresel bir yanittir. PARP ailesine ait
16 dan fazla enzim farkli DNA tamir yolaklarinda bu reaksiyonu gerceklestirmek iizere
fonksiyon gosterir.

Ayrica yapilan incelemelerde PARP-1 ve PARP-2 genleri silinmis olan farelerin
canli olmadiklar1 goriilmistiir. Gastrulasyonun baslangicinda o6liirler, bu durum poli
ADP-ribozilasyon mekanizmasinin embriyonik gelisimde oldukca kritik bir rolii
oldugunu gostermektedir. Ancak, PARP-1 ve PARP-2 nin DNA da ve proteinlerde
tanimlanmaya baslanan spesifik rolleri olabilecegini de diisiindiirmektedir (37).

Biirkle’nin arastirmalarindan vardigi sonuglara goére Poli ADP ribozilasyonun
fonksiyonlarmi sayacak olursak; DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi,
transkripsiyonun diizenlenmesi, hiicre i¢i asirt NAD+ tiiketimi sonucunda nekrotik
hiicre oliimii ve patolojik durumlardaki rolii, sentromer fonksiyonlarinin diizenlenmesi,
telomer uzunlugunun diizenlenmesi, protein degredasyonunun diizenlenmesi,
sentrozomal fonksiyon, endozomal vezikiil aligverisinin diizenlenmesi basliklar1 altinda
Ozetlenebilir (36).

PARP birgok dokuda farkli diizeyde bulunmaktadir. Ozellikle testis, dalak ve
timusta mRNA simin yiiksek diizeydeki varligi bildirilmistir. Li ve ark. ¢alismalarinda
ise ilging bir sekilde PARP-1’in fetal gonadlarda cinsiyet belirlenmesi sirasinda Sertoli
hiicrelerinin niikleuslarinda bulunduklari ve Cinsiyet Belirleyici Bolge Y (SRY) geninin

aktivtesini diizenlemek gibi farkli bir gorevi oldugu kaydedilmistir (38).

2.4.1. PARP-1 Proteininin Genel Yapisi ve Mekanizmasi

Yiiksek oranda korunmus niikleer bir protein olan PARP-1’in yapisinda A’dan
F’ye modiil olarak ayrilabilen 3 domeyn tasimaktadir (Sekil 1). Bu domeynler N
Terminal ucunda bulunan 42 kDa’luk DNA baglayici domeyn, C terminal ucunda
bulunan 55 kDa’luk kataletik domeyn ve bu yapinin merkezinde iki terminal ucun

ortasinda bulunan 16 kDa’luk otomodifikasyon domeynidir (36).



DNA Baglayic

Alt Birim
Otomodifikasyon

Cinko bolgesi Alt Birimi
parpP-1 N qzF1 Hzr HNes R BrcT c
A B C D E F T T

Katalitik Alt Birim

Aktif bolge

Sekil 1. PARP-1 proteininin genel yap1 (36).

DNA baglayic1 domeyn DNA kiriklarina afinite gosterir. Yapisinda iki ¢inko
parmak bulunur. Ilki DNA tek ve ¢ift zincir kiriklara baglanabilirken, ikincisi sadece
tek zincir kiriklarinda gerekli olur, ¢ift zincir kiriklarinda ihtiya¢ dahilinde degildir (39).

Parp-1 in BRCA1 gibi bir genide i¢inde bulunduran otomodifikasyon domeyni
glutamat rezidiilerince zengin yapidadir. Rezidiller poli ADP ribozilasyonun
gerceklestigi esas yerlerdir (36).

C terminal kataletik domeyni ise NAD+ baglama ADP ribozil transferi ve
dallanma reaksiyonlar1 i¢in gerekli olan rediziileri ihtiva etmektedir ve 55 kDa’luk dur.
Iyonize radyasyon, alkilleyici ajanlar, oksidanlar gibi DNA hasarini indiikleyen ajanlara
en hizli yanitt verir. DNA hasar1 olmadiginda poli ADP ribozilasyona ¢ok nadir
gerceklesir fakat DNA hasar1 100 katina ¢ikarsa PARP aktiviteside artar. Bu durumda
poli ADP ribozun ortalama %90’1 PARP-1 tarafindan sentezlenir. Hiicrelerde bazal
diizeyde eksprese edilmekte olan PARP-1 DNA zincir kiriklariyla aktive olarak
ekspresyonu artmaktadir (36, 39).

2.4.2. PARP-1 ve Spermatogenez iliskisi

Spermatogenezde PARP-1 etkin bir rol oynar. Spermatogenez sirasinda birinci
mayoz boliinmenin profaz asamasinda DNA kiriklar1 meydana gelir. Ayrica farklilagsan
spermatidlerde kromatinin paketlenmesi sirasinda DNA kiriklar1 ortaya ¢ikmaktadir.
Olusan bu kiriklar genetik farkliliklarin dogru bir sekilde gergeklesmesi icin tamir
edilmektedir. Dolayisi ile insan germ hiicresi farklilagmasinda PARP-1 hayati bir rol

oynamaktadir (40). Bu sonuglarla PARP-1 in genomik biitiinlikde de ¢ok &nemli bir
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koruyucu gorevi oldugunu ve mayoz bdliinme sirasinda DNA tamir enzimlerinin aktif
rol oynadigini sdyleyebiliriz.

Herhangi bir ekzojenden kaynakli DNA hasarinin varliginda poli(ADP-
ribozil)asyonun o©nemli fonksiyonlarin var oldugu bildirilmistir. Spermatogenez
stiresince, spermatid farklilagmasi, kromatin yogunlugu histonlardan proteinlere geciste
bir kayma ile yani histon-protamin degisimi ile karakterizedir. Spermatogenezde
Poli(ADP-riboz) olusumu spermiyogenezin 11. ve 14. asamalarinda spermatidlerde
DNA zincir kiriklarindan dolayr oldukea yiiksektir. Yapilan gozlemler 6zellikle uzayan
spermatidlerdeki PARP-1 oranin yiiksekligini desteklemektedir (36). Bunun yani sira
yapilan calismalarda PARP-1 geni spermatozoa da kapalidir. Son yillarda PARP-1
enziminin insan spermatogenesis indeksi kesin lokalizasyonu gosterilmistir. insan erkek

germ hiicrelerinin farklilanmasinda anahtar rol oynadigi belirtilmistir (39).

2.5. Erkek Infertilitesinde Serbest Radikallerin Rolii ve Antioksidan Savunma
Sistemleri

Oksijen canlilar i¢in hayati dnemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji tiretim
stireclerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri enerji liretim siireglerinin dogal bir
yan {riinii olup yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir. Serbest
radikaller sadece dogal sebepler nedeniyle degil radyasyon gibi dis etkilerden dolay1 da
olusurlar (41).

Canlilar % 70-90 oraninda H;O igerdiginden, isinlandiklarinda radyasyon
enerjisi biiyiik oranda H,O molekiillerine iyonlasir ya da molekiilleri uyarir. iyonlasma
ile pozitif yiiklii bir iyon ve hizli bir serbest elektron olusur. Bu olay1 izleyen cesitli
sekonder reaksiyonlar ile farkli serbest radikaller olusur. HyO’nun radyolizi ile olusan.
OH gibi yiiksek kimyasal reaktiflikteki serbest radikaller olusur, organik biyolojik
molekiiller (BM) ile reaksiyona girerek, bunlar1 da radikaller haline doniistiirebilirler.

Bu reaksiyonlar sonunda canliya 6zgii yeni tiir biyoradikaller (B-) olusur ve
DNA ile olusturduklar1 baglar ile hedef molekiil olan DNA’nin biitiinliigiinii bozarlar.
BM + OH- — B + H,O
BM+H —- B +H;

Bu reaksiyonlarin tiimii, ilk kademede H,O ortaminda olusan serbest radikallerin
aracilig1 nedeniyle radyasyonun indirekt etkisi olarak adlandirilir. Kanser tedavisinde

eksternal radyoterapi (RT) i¢in kullanilan X, y ve elektron 1sinlar1 gibi diisiik lineer
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enerji transferi yapan radyasyonlarin etkisi daha ¢ok indirekt yolla, a partikiilleri gibi
agir partikiillerin etkisi ise yliksek lineer enerji transferli 1ginlar olmalar1 nedeniyle, daha
cok direkt yolla meydana gelir. Bu nedenle agir parcaciklar ortamdaki O
konsantrasyonundan bagimsiz olarak etkisini gosterir. Biyolojik hasarlar agisindan, ister
direkt ister indirekt yoldan olsun DNA hasart en 6nemli hasar modelidir. Klinikte
kullanilan radyasyonla olusan hasarlarin biiyiik 6l¢iide indirekt yoldan oldugu kabul
edilmektedir. Indirekt hasar belirtildigi iizere serbest radikaller araciligiyla olusur (31).

Serbest radikaller hiicrelerimizdeki DNA, proteinler ve lipitlere saldirarak zarar
verir. Serbest radikallerin zararlt etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlar1 notralize
eden antioksidanlar iiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin
antioksidanlar tarafindan notralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi beklenir.
Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest
radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas nétralize edilirlerse, hiicrede
serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis ve hiicre fonksiyonlar
tizerinde yaptiklar1 olumsuz etki ‘oksidatif stres’ olarak adlandirilir (32, 42). Testislerde
gbzlenen radyasyona bagli hasarlarin patofizyolojisinde, oksidatif stresin roliinii
gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (42).

Spermatozoa tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iretimi, sperm
kapasitasyonunun regiilasyonu, akrozom reaksiyonunun kolaylastirilmasi, sperm-00sit
etkilesimi ve sinyal transdiiksiyon mekanizmalarinda 6nemli bir mediyatoér olarak
hizmet eden, normal fizyolojik bir progestir (43). Ayni zamanda serbest radikal
reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla {iretimi doku hasari
ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir (41). Oksidatif stres saldirisi sadece sperm plazma
membraninin akiciligimi etkilemez, ayrica sperm niikleusu ve mitokondrisinde tasinan
DNA’nin biitinliginii de etkiler (44, 45). DNA fragmantasyon oraninin infertil
erkeklerin ejakiilatinda arttigni  gosterilmistir  (46). Spermatogenik olaylardaki
degisiklikler, ejakiilatta olgunlasmamis anormal spermlerin atilmasina neden
olmaktadir. Olgunlagsmamis sperm ise, asirt ROS iiretimine ve dolayisiyla DNA
hasarma yol agmaktadir (47). Spermdeki DNA hasarinin nedenini agiklamak igin g
farkli teori ortaya atilmistir. Ilk olarak, hasar, spermiyogenezin ge¢ spermatid
asamasinda DNA’nin hatali paketlenmesinin bir sonucu olabilir. Alternatif olarak DNA
fregmantasyonu, serbest radikal aracili hasardan kaynaklanabilir. Son olarak niikleer

hasar apoptozisten dolay1 ortaya ¢ikabilir (47, 48). Sperm DNA’s1 normalde oksidatif
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stresten iki faktor araciligi ile korunmaktadir. Biri seminal plazmada bulunan
antioksidanlar, digeri ise DNA nin sikica paketlenmis yapisidir (46).

Memeli hiicrelerinde oksidan iirlinlere karst korunma bazi prensipler iginde
gerceklesmektedir. Oksidanlarin organizmadaki diizeylerini arttirict etkenlerin ve risk
faktorlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi ilk yapilmasi gereken girisim
olmalidir. ikinci girisim ise ROS'larla tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlar1 bir ya da
birka¢ basamaginda kirmaktir. Ugiincii miicadele yolu ise, olusan mediyatorlerle aktive
olan inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu ve orada asiri birikimini
onlemektir. Oksidan molekiillerle miicadelede iizerinde durulacak esas girisim ise belirli
diizeyi asmis oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1 inaktif hale getiren
antioksidanlardir. Insanda belli basli hiicre i¢i antioksidanlar siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. SOD'un yapisinda
bakir, ¢inko ve manganez; GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler
metaloenzim olarak da adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre disi ortamda
antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplasmin,

albumin, bilirubin, B-karoten ve a-l antitripsin sorumludur (49).

2.6. Curcumin

Zerdegal (Curcuma Longa) , Hindistan ve Cin'de yaygin olarak bulunan
Zingiberaceae ailesine ait bir bitkidir. Hindistan'da yiizyillardir yaygin olarak baharat ve
ila¢ olarak kullanilmaktadir. Zerdegal i¢inde dogal sar1 bir pigment olan curcumin,
bitkinin yumrularindan elde edilir. Zerdegal baharatinin en aktif bileseni, %2-5’ini
olusturan curcumindir.

Kaynag1 Curcuma longa olan curcumin (E,E)-1,7-Bis(4-hydroxy-3-methoxy-
phenyl)-1,6-heptadiene 3,5,dionediferuloxylmethane kimyasal yapisinda bir molekiildiir
(Sekil 2) (50, 51).

H..":':I O T — - G D':HJ
HC OH

Sekil 2. Curcuminin molekiiler yapist (50).
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Curcumin suda ¢oziinmez, hiicre membranimin hidrofobik ceplerinde lokalize
olur. Curcumin molekiiler 6zellikleri nedeniyle hiicrelere hizlica penetre olmakta,
plazma membranindan kolayca gegerek sitozole girmektedir. Sitoplazmada biriken
Curcumin c¢ekirdege girmez. Lipofilik o6zelliklerinden dolayr plazma membrani,
endoplazmik retikulum ve c¢ekirdek kilifi gibi membrandz yapilarin icinde
yogunlagmaktadir (52).

Hint tibbinda bir tonik ve kan temizleyici olarak kullanima girmis olan zerdegal,
gesitli hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Anti-inflamatuvar ve anti-
mikrobiyal ajan olarak kullanimi bilinmektedir (9). Yapilan ¢alismalarda curcuminin
yaray1 tedavi etmede de etkili oldugu gosterilmistir. flave olarak curcuminin makrofaj,
notrofil ve fibroblast hiicrelerinden bol miktarda difiize oldugu goézlenmistir (53).

Ginlik hayatta, ¢ok sayida karsinojenik kimyasallarla ve diger karsinojenik
uyaranlarla (UV 1sinlari, X 1sinlari, viriisler, asbest v.b.) sikga karsilasiimaktadir.
Curcuminin, laboratuar hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalarinda bu maddelere karsi
proflaktik etki gosterdigi ve karsinogenezde inhibitdr rolii oynadigi bildirilmistir (9).

Radyasyonun zararl etkilerine kars1 korunmada, kimyasallarin kullanimina I1.
Diinya Savasindan sonra baglanmistir. Radyoterapi esnasinda normal doku
korunmasinin kanser hiicrelerinin tahribati kadar onemli oldugunun anlasilmasiyla,
korunma arastirmalar: tizerine odaklanmis ¢alismalar yapilmistir. Bu amagla, ¢ok sayida
kimyasal bilesikler ve analoglar1 radyoprotektif etkileri agiSindan arastirilmigtir. Ancak
hastalarin diger ilaglardan daha iyi bir sekilde dogal besinsel ajanlari tolere
edebilmelerine ragmen, bugiine kadar insanlar tarafindan kullanilan besinsel ajanlar,
potansiyel radyoprotektor etkileri i¢in hak ettikleri onemi gérememislerdir. Curcuminin
radyoprotektif etkisinden birden fazla mekanizma sorumludur. Radyasyon aracili
serbest radikalleri siiplirme ve 1sinlanmis sistemlerde curcumin ile hiicresel
antioksidanlarin yiikseltilmesi bu aktiviteden sorumlu temel mekanizmalar olarak
diistiniilmektedir (9). Curcuminin reaktif oksijen radikallerini siipiiriicii etkisi
mevcuttur. Yapilan caligmalarda curcuminin lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve
antioksidan ozellikler gosterdigi gozlenmistir (51).

Curcuminin koruyucu etkisini gostermek amaciyla halen pek cok arastirma
yapilmaktadir. Yapilan caligmalarda curcuminin anti-inflamatuar, anti-timor, anti-
oksidan, anti-iskemik, anti-artrit, anti-mutajenik ve anti-bakteriel etkileri oldugu buna

karsin toksik etkisi olmadig1 da belirtilmistir (54, 55, 56).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvani

Calismamizda Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde
tiretilen, 2,5-3 aylik, agirliklar1 200-300 g arasinda degisen 40 adet erkek Wistar albino
sican kullanildi. Ayni1 biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip erkek deneklerden, viicut
agirliklart birbirine yakin olanlar ayni grupta olacak sekilde; biri kontrol 3’1 deney
grubu olmak iizere toplam 4 grup olusturuldu. Tiim denekler, deney siiresi boyunca
optimum laboratuar kosullar1 (22+1 °C, 12 saat aydmlik/karanlik siklusunda) altinda,

giinliik icme suyu ve %21 ham protein igeren pelet yemlerle beslendi.

3.2. Radyasyon Uygulamasi

Radyasyon hasar1 olusturmak amaciyla Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi
Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’ nda, kontrol grubu ve curcumin grubu hari¢ diger
gruplardaki her bir denek, intraperitonel (i.p.) yoldan 90 mg/kg ketamin (Ketalar-
Eczacibasi/Tirkiye), 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Tiirkiye) ile anestezi
saglandiktan sonra supin (sirt iistii) pozisyonunda sabitlendi. Linear akselerator cihazi
kullanilarak, iki testisi igeren skrotal bolge 5x5 cm ebadinda bir alan seklinde simiile
edildi. Doz hesaplamalar1 yapilarak skrotal bolgeye tek fraksiyonda 6 Gy X 1smi
uygulandi. Radyasyon hasarini azaltmak amaci ile IV. grup deneklere; 1s1mnlamadan 1
hafta 6nce baglayarak, haftada 3 kez olmak tizere, toplam 7 hafta boyunca oral yoldan

100 mg/kg curcumin verildi.

3.3. Deney Gruplar

I. Grup (n=10): Isinlanmayan ve haftada 3 kez olmak iizere, toplam 7 hafta
boyunca oral yoldan plasebo ¢esme suyu uygulanan kontrol grubu.

Il. Grup (n=10): Isinlanmayan ve haftada 3 kez olmak iizere, toplam 7 hafta
boyunca oral yoldan 100 mg/kg curcumin uygulanan curcumin grubu.

I1l. Grup (n=10): Testisleri 6 Gy X 1sm1 alan ve isinlamadan 1 hafta once
baslayarak haftada 3 kez olmak iizere toplam 7 hafta boyunca oral yoldan plasebo

¢esme suyu uygulanan radyasyon grubu.
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IV. Grup (n=10): Testisleri 6 Gy X 1s1m1 alan ve isimnlamadan 1 hafta 6nce
baslayarak haftada 3 kez olmak iizere toplam 7 hafta boyunca oral yoldan 100 mg/kg
curcumin uygulanan radyasyon + curcumin grubu.

Isinlamadan 6 hafta sonra, ketamin-xylazin anestezisi altinda tim denekler
sakrifiye edildi. Deney siiresi boyunca agirlik takibi yapilan deneklerin, deney sonunda
testis agirliklar1 da olgiilerek, her bir grup i¢in ortalama testis agirligi (g)/100 g viicut

agirlig1 hesaplandi.

3.4. Histopatolojik ve Histomorfometrik Analizler

Isik mikroskobik incelemeler igin, her denegin testis dokusu B. E. U. Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskopi Laboratuar’inda
formol fiksatoriinde fikse edilip, parafin inkliizyonu yapilarak bloklandi. Bu bloklardan
almacak Sum kalinligindaki kesitlere, testisin histolojik yap1 o6zelliklerini ortaya
koyacak Hematoksilen-Eozin (H-E), Periodik asit-Schiff (PAS) ve Masson boyalari
uygulandi. Isik mikroskobunda bulgularin fotograflar1 ¢ekildi.

Testislerde seminifer tiibiil cap1 ve seminifer epitel yiiksekligi 6lciildii. Olgiimler,
her denek i¢in 3 testis kesitinde ve her kesitten yuvarlak veya yuvarlaga yakin 10

tiibiiliin enine kesiti tizerinde toplam 30 tiibiil degerlendirilerek yapildi (57).

3.5. Johnsen Skoru ile Spermatogenezin Degerlendirilmesi

Testiste seminifer tiibiil duvarinda spermatogenezin degerlendirilmesi Johnsen
kriterlerine goére yapildi (Tablo 1). Bu puanlama sistemine gore incelenecek olan
seminifer tiibiil kesitlerine verilecek puanlarin toplami, sayilan tiibiil sayisina boliinerek

ortalama puan hesaplandi (58).
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Tablo 1. Johnsen skoru kriterleri (58).

Johnsen Johnsen Kriterleri

Skoru

10 Germ epiteli ¢ok tabakali, agik santral liimen, ¢ok miktarda spermatozoa.

09 Germ epiteli c¢ok tabakali ancak disorganize, liimendeki epitel hiicreleri
spermatozoalarla karigmus.

08 Germ epiteli ¢ok tabakali, liimende 10'dan daha az spermatozoa.

07 Cok miktarda spermatid, ancak hi¢ spermatozoa yok.

06 Hig spermatazoon yok, spermatid sayis1 10'dan daha az.

05 Bir kag tane spermatosit, spermatid veya spermatozoa yok.

04 Spermatozoa ve spermatid hi¢ yok, spermatosit sayisi 5'den az.

03 Sadece bir ka¢ spermatogonyum.

02 Bir kag Sertoli hiicresi, germ hiicresi hig yok.

01 Seminifer tiibiilde hi¢ hiicre yok.

3.6. Immiinohistokimyasal Analiz

Radyasyona bagli ortaya ¢ikan DNA hasarmin gostergesi olarak testis dokusunda
DNA onarici bir enzim olan PARP-1 ekspresyonu immiinohistokimyasal yontem ile
gosterildi.

Immiinohistokimyasal boyamalar icin parafin bloklardan elde edilen 5 pm
kalinligindaki kesitler, polilizin kapl lamlara alindi. Deparafinizasyon islemi igin etiive
alinan kesitler bu iglemin akabinde 15’er dakikalik iki ksilol banyosundan gecirildi.
Hidratasyon igin, 5’er dakika siire ile %100, 96%, 90%, 70%"’ lik alkol serilerinden
gegirilen kesitler, distile suya alindi. Daha sonra fosfat tamponu soliisyonu (PBS; pH
7.6) ile (3X5 dk) yikandi. Antijenik baglanma bdlgelerinin agiga ¢ikarilmasi amaci ile
kesitler sitrat tamponuna (pH: 6.0) alind1 ve mikrodalga firinda 5 dakika kaynatildiktan
sonra sogumaya birakildi. Cevresi hidrofobik kalemle ¢izilen kesitler, distile su ve PBS’
den gecirildi. Nemli kabine alinan kesitler endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi
amactiyla % 3’liik hidrojen peroksit ile 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Distile

sudan gecirilen kesitler PBS ile yikandi. Spesifik olmayan antikor baglanmalarini
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bloklamak tizere kesitlere %1 preimmiin rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-
015-UB) uygulandi. Daha sonra kesitler nemli kabin i¢inde 1/100 oraninda diliie
edilmis primer antikor (Rabbit polyclonal 1IgG PARP-1, Kat. No. Ab6079, Abcam,
USA) ile 1 saat inkiibe edildi. Ardindan PBS de (3X5 dk) yikandi. Nemli kabine
yerlestirilen Kesitler 30 dk sekonder antikor (Dako Biotinylated Link, KO0609) ile
muamele edildi. Bu islemin hemen ardindan PBS’le (3X5 dk) yikanip streptavidin
(Streptavidin HRP, Dako, K0609) damlatilip 10 dakika inkiibe edildi. Bu uygulamadan
sonra da PBS ile (3X5 dk) yikama yapildi. Nemli kabindeki kesitlere kromojen
damlatildi [3',3-diaminobenzidine (DAB), Vector, SK-4100]. Mikroskop basinda
boyanma kontrolii saglandiktan sonra (3 dk), kromojen reaksiyonunu kesmek igin
kesitler distile suya alindi. Yikamanin ardindan 30 sn Mayer’in Hematoksilen’i (Bio-
optica, 0506002/L) ile zit boyama yapildi. Akarsuda 5 dk yikanan kesitler balsam
kullanilarak (Merk) lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda semikantitatif olarak

histolojik skorlama (H-skor) yapilarak degerlendirildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatistikler Medyan (Q1-Q3) olarak ifade edildi. Dort
grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis
varyans analizinde alt gruplarin ikiserli karsilagtirilmasi ise Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testi ile yapildi. Tekrarli Ol¢limlerin degerlendirilmesinde ise
Friedman testinden faydalanildi. Alt gruplarin ikiserli karsilagtirilmasi Bonferroni
diizeltmeli Wilcoxon testi ile yapildi. Sonuglar % 95 giiven araliginda degerlendirildi ve

p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Kontrol ve deney gruplarindan alinan testis biyopsilerinde, parenkim ve stromal
yapilar, morfolojik, immiinohistokimyasal, morfometrik ve histopatolojik skorlama

yontemleri kullanilarak 151k mikroskopik diizeyde kiyaslanarak incelendi.

4.1. Kontrol ve Curcumin Grubuna Ait Genel Morfolojik Bulgular

Kontrol ve Curcumin grubu deneklere ait, testis seminifer tiibiillerinin 151k
mikroskopik incelemesinde, ¢ok sirali bir epitel tabakasi ile doseli oldugu gozlendi.
Seminifer tiibiil epitelinin, Spermatogenetik hiicre serileri ile Sertoli hiicrelerinden
olustugu goriildii. Sertoli hiicreleri soluk boyanan, karakteristik niikleus sekilleri
(piramit, armut, licgen veya oval) ile ayird edilmekteydi. Bazal lamina {izerine oturan
Sertoli hiicrelerinin lateral katlantilar1 arasina yerlesik ¢ok sayida normal morfolojide,
spermatogenetik seri hiicreleri bulunmakta idi. Oval bigimli niikleusa sahip
spermatogonyumlar bazal laminaya yakin olarak izlendi. Primer spermatositler,
spermatogonyumlarin hemen iizerinde, 4n DNA’ya sahip olmalar1 nedeniyle daha
biiylik hacimli niikleuslar: ile ayird edildiler. Gelisme evrelerine bagh olarak sekonder
spermatosit ve spermatidlerin daha iist siralarda yer aldigi goriildii. Bunlar; niikleusun
tizerine oturmus kep seklinde PAS pozitif akrozom yapisiyla erken spermatidler ile
limene uzanan iplik tarzinda kuyruklari ve koyu uzun baslariyla spermatozoalara
dontisecek olan ge¢ spermatidler seklinde ayirt edildi (Sekil 11-c, f). Pek ¢ok seminifer
tiibiil limeninde spermatozoalara rastlandi (Sekil 3, 4, 5, 6).

Seminifer tiibiil epitelinin en distan tunika propriya ile sarildig goriildii. Miyoid
hiicreler, tunika propriyanin ortasinda, bu dokuya paralel uzanan koyu boyanmis ig
seklindeki uzun niikleuslari ile ayird edildi (Sekil 11-b, €).

Seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel dokuda; kan damarlart etrafinda
yerlesik, gevsek kromatinli niikleusa sahip, oval ya da yuvarlak sekilli, Leydig hiicreleri
ile lenf kapilerleri ve bag doku hiicreleri gézlendi (Sekil 11-b, e).
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Sekil 3. Kontrol grubuna ait normal morfolojik yapidaki testis Kesit goriintiisii.
Spermatogenezin farkli asamalarinda, diizgiin kontiirdeki seminifer tiibiiller ve diizenli
yerlesimli spermatogenetik seri hiicreleri izlenmekte. Tiibiiller arasindaki, interstisyel bag

dokusu normal yap1 6zellikleri gostermekte. H-E.

Sekil 4. Kontrol grubuna ait normal dagilim gosteren germinal hiicrelerin yer aldigi, diizenli

siirlara sahip seminifer tiibiiller ile aralarindaki interstisyel bag dokusu izlenmekte. H-E.
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Sekil 5. Curcumin grubuna ait normal morfolojik yapidaki testis kesit goriintiisii.

Spermatogenezin farkli agamalarindaki seminifer tiibiiller izlenmekte. H-E.
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Sekil 6. Curcumin grubuna ait seminifer tiibiil enine kesitlerinde; limenleri spermatozoalar ile

dolu gozlenen seminifer tiibiiller dikkat cekmekte. H-E.

21



4.2. Radyasyon ve Radyasyon+Curcumin Grubuna Ait Genel Morfolojik Bulgular

Iyonize radyasyonun, 6 Gy X 1sin1 uygulamasiyla 6 hafta sonra sican testis
seminifer tiibiilleri ve interstisyum {izerine olan etkileri degerlendirildi.

Isinlamaya baglh olarak ortaya g¢ikan hasar, 151k mikroskopik incelemede tiibiil
caplarinda kiiciilme ve tiibiiler dejenerasyondaki artis ile agik¢a gozlenmekte idi.
Tiibililer vakuolizasyonun sayist ve vakuollerin biiylikliigii olduk¢a fazlaydi. Ayrica,
tiibiillerde yer yer cok niikleuslu dev hiicrelere rastlandi. Tiibiillerde germ hiicrelerinin
cogunun ortadan kayboldugu, sadece birka¢ spermatogonyum ile ¢ok sayida Sertoli
hiicresi icerdikleri goriildii. Sertoli hiicrelerinin niikleus sekillerinin diizensizlestigi ve
zaman zaman bazal membrandan uzakta, tiibiil liimenine dogru yerlestikleri dikkati
cekti. Tibiillerin bir kisminin seklinin bozuldugu, bazi tiibiillerin ise biiziigmeleri
sonucu etraflarindaki interstisyel dokudan ayrildigir saptandi. Tiibiillerin etrafindaki
bazal laminadaki kalinlasmanin siddeti PAS pozitifitedeki artis ile tespit edildi (Sekil
11-i). Interstisyel sahada gdzlenen hiicre yogunlugunda ve vaskiilarizasyonda artis ile
peritiibiiler hyalinizasyonun siddeti dikkat ¢ekici boyutta idi (Sekil 7, 8).

Curcumin tedavisinin, 6 Gy X 1sm1 uygulamasiyla 6 hafta sonra seminifer tiibiil
epitelinde ve interstisyumda olusturulan hasarlar1 6nlemedeki etkisi degerlendirildi.

Isinlamadan 6 hafta sonra curcumin tedavili grubun 1sik mikroskopik
incelemelerinde ilk goze carpan seminifer tiibiillerde germinal hiicre yogunlugunda az
da olsa bir artis oldugu idi. Seminifer tiibiillerin biiyiik bir kismi Sertoli hiicreleri ve ¢ok
az sayida hayatta kalan spermatogonyumlar1 igermekteydi. Sadece bazi tiibiillerde hafif
bir yenilenme belirtilerinin oldugu gézlendi. Bu tiibiiller, icerdikleri spermatogonyum
ve spermatosit kolonileri ile fark edildi. Tibiillerin ¢ogu biiziisme sonucu
interstisyumdan ayrilmig olarak izlendi. (Sekil 9, 10). Dejeneratif ve rejeneratif
tibiillerin kalinlasmis bazal lamina ile g¢evrili olduklari, kuvvetli PAS pozitif
goriiniimleri ile dikkat cekti (Sekil 11-l). Interstisyel sahada yogunluk ve
vaskiilarizasyon artis1 bu grupta da gozlendi (Sekil 11-k).
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Sekil 7. Radyasyon grubuna ait testis dokusu enine kesitinde; seminifer tiibiilleri doseyen
germinal epitelde ciddi hiicre kaybi oldugu, ilaveten interstisyumda seliilaritede ve

vaskiilarizasyonda artisa peritiibiiler hyalinizasyonun da eslik ettigi goriilmekte. H-E.

Sekil 8. Radyasyon grubuna ait testis dokusu enine kesitinde; germinal epitelde vakuolizasyon,
cok belirgin hiicre kaybi, interstisyumda hiicre yogunlugunda ve vaskiilarizasyonda artis ile

peritiibiiler hyalinizasyon dikkati ¢cekmekte. H-E.
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Sekil 9. Radyasyon+Curcumin grubuna ait testis dokusu enine Kesitinde; tiibiillerin ¢ogunda

belirgin hiicre kaybi1 olsa da baz tiibiillerde dikkati ¢eken hiicresel yogunluk, yenilenen
tiibiillere isaret etmektedir. H-E.
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Sekil 10. Radyasyon+Curcumin grubuna ait testis dokusu enine kesitinde; tiibiiler dejenerasyon,

yenilenen tiibiiller ve interstisyumda hiicre yogunlugunda ve vaskiilarizasyonda artis dikkati
¢ekmekte. H-E.
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4.3. Tiim Gruplarin Isik Mikroskobik Bulgularinin Karsilastirilmasi
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Sekil 11. Testis seminifer tiibiillerine ait H-E (a, d, g, j), Masson (b, e, h, k) ve PAS (c, f, i, ) boyalar ile
boyanmis preparatlardan elde edilen mikrograflar. (a-c) Kontrol grubuna ait si¢an testisi; ¢ok katli kiibik epitel
goriiniimiinde, liimeni spermatozoalar ile dolu normal morfolojide, seminifer tiibiil ve etrafindaki interstisyum
izlenmekte. (d-f) Curcumin grubuna ait sican testisi; normal morfolojik yapt 6zellikleri segileyen seminifer
tiibiil ve interstisyum goriilmekte. (g-i) Radyasyon grubuna ait sigan testisi (1sinlamadan sonraki 6. hafta);
seminifer tiibiil ¢aplarinda ve seminifer epitel yiiksekliginde ciddi azalma, germinal epitelde vakuolizasyon,
cok belirgin hiicre kaybi, tiibiillerde sadece birkag spermatogonyum ile ¢ok sayida Sertoli hiicresinin varligi,
tiibiillerin etrafindaki bazal laminada kalinlagsma, interstisyel sahada hiicre yogunlugunda ve vaskiilarizasyonda
artig ile peritiibiiler hyalinizasyonun siddeti dikkat cekici boyutta izlenmekte. (j-I) Radyasyon+Curcumin
grubuna ait sigan testisi (1sinlamadan sonraki 6. hafta); seminifer tiibiillerin ¢ogunda Sertoli hiicreleriyle
birlikte az sayida hayatta kalan spermatogonyumlar goriilse de yer yer bazi tiibiillerde artan hiicre sayilar ile
dikkati ¢ceken hafif yenilenme belirtilerinin oldugu seminifer tiibiiller dikkati ¢ekmekte. Tiibiiler bazal lamina
kalinlagmasi, interstisyumda hiicre yogunlugunda ve vaskiilarizasyonda artis ile peritiibiiler hyalinizasyon bu

grupta da izlenmekte. Bar: 50 pm.
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44. Kontrol ve Deney Gruplarinda PARP-1 Immiinreaktivitesinin
Degerlendirilmesi

Tiim deneklerin testis dokusunda, immiinohistokimyasal yontem ile PARP-1
ekspresyonu  degerlendirildiginde;  Ozellikle seminifer tiibiillerde yer alan
spermatogenetik seri hiicrelerinde farkli boyanma siddetlerinde (zayif-orta-kuvvetli)
PARP-1’in ifade edildigini gozlemledik. Interstisyumda ise PARP-1 ekspresyonuna
neredeyse hi¢ rastlamadik (Sekil. 12). Normal tavsan Immiinglobulin-G serumu ile
muamele edilmis si¢an testis kesitleri de negative kontrol olarak boyandi (Sekil. 13).

Morfolojik bulgularimizi, histolojik skorlama (H-skor) yontemi ile semikantitatif
verilere dontistiirerek, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olup
olmadigini analiz ettik. Histolojik skorlamayu, tiibiillerde yer alan rast gele belirlenen
100 spermatogonyumun PARP-1 immiinoreaktivite siddetini degerlendirerek
gerceklestirdik (zayif:1, orta:2, kuvvetli:3). Radyasyona karsi ¢ok duyarli hiicreler
olmalari nedeniyle, histolojik skorlamada yalnizca spermatogonyumlar: degerlendirdik.
Ikili kiyaslamalarda, Kontrol ve Curcumin grubu arasinda,  Radyasyon ve
Radyasyon+Curcumin grubu arasinda H-skorun anlamli bir farklilik gostermedigini
tespit ettik. Radyasyon uygulanan gruplar ile diger gruplar kiyaslandiginda, radyasyona
bagli olarak H-skorun anlamli (p<0.001) diizeyde artmis oldugunu gézlemledik. (Tablo
2).

Tablo 2. PARP-1 immiinoreaktivitesi i¢in histolojik skor degerleri.

Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=6 n=6 n=6 n=6
PARP-1 254.50 263.50 285.50 279.00
icin (243.75-262.75)  (259.25-268.50) (276.75-292.00)* (276.50-281.75)*

H-Skor

Veriler ortanca (25-75 persantil) olarak sunulmustur.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

#p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda.
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45. Tiim Gruplarda PARP-1 immiinreaktivitesinin Karsilastirilmasi

Sekil 12. Testis seminifer tiibiillerinde PARP-1 ekspresyonunun immiinohistokimyasal

olarak ifadesi. (a) Kontrol grubu. (b) Curcumin grubu. (c) Radyasyon grubu. (d)

Radyasyon+Curcumin grubu. Bar: 50 pum.

27



4.6. Tiim Gruplara Ait Negatif Kontrol Goriintiileri

Sekil 13. Kontrol ve deney gruplarina ait negatif kontrol goriintiileri. Normal tavsan
Immiinglobulin-G serumu ile muamele edilmis sigan testis kesitleri izlenmekte. (a)
Kontrol grubu. (b) Curcumin grubu. (c) Radyasyon grubu. (d) Radyasyon+Curcumin
grubu. Bar: 50 um.
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4.7. Kontrol ve Deney Gruplarinda Spermatogenezin Johnsen Skoru ile
Degerlendirilmesi

Testiste radyasyona bagli olarak, seminifer tiibiil duvarinda spermatogenezde
meydana gelen degisiklikleri ve curcuminin profilaktik kullanimina bagl olarak ortaya
cikabilecek muhtemel iyilesmeyi degerlendirmek i¢in H-E ile boyanmis testis
preparatlar1 lizerinde, Johnsen kriterlerine gore semikantitatif olarak bir skorlama
yaptik. Istatistiksel analizler neticesinde, ikili kiyaslamalarda, Kontrol ve Curcumin
grubu arasinda, Radyasyon ve Radyasyon+Curcumin grubu arasinda Johnsen skorunun
anlamli bir farklilik gostermedigini tespit ettik. Radyasyon uygulanan gruplar ile diger
gruplar kiyaslandiginda, radyasyona bagli olarak Johnsen skorunun anlamli diizeyde

(p<0.001) azalmis oldugunu gézlemledik. (Tablo 3).

Tablo 3. Tiim gruplara ait, Johnsen skor analizleri.

Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=10 n=9 n=9 n=9
Johnsen 9.8 (9.70-9.83) 9.8 (9.65-9.90) 4.9 (4.80-5.15) 5.1(5.00-5.15)*

Skoru

Veriler ortanca (25-75 persantil) olarak sunulmustur.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

#p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda.
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4.8. Seminifer Tiibiillerin Morfometrik Olarak Degerlendirilmesi

Tim gruplarda seminifer tiibiil caplar1 ve seminifer epitel yiikseklikleri
oOlciilerek, istatistiksel olarak analiz edildiginde; radyasyona bagli olarak seminifer tiibiil
caplarinin ¢ok c¢arpicit bir sekilde azaldigini, yine epitelin de ¢ok ciddi diizeyde
inceldigini tespit ettik. Ikili kiyaslamalarda hem epitel yiiksekligi, hem de seminifer
tiibiil ¢ap1 acisindan, Kontrol ve Curcumin grubu arasinda,  Radyasyon ve
Radyasyon+Curcumin grubu arasinda anlamli bir farklilik olmadigint goézlemledik.
Radyasyon uygulanan gruplar ile diger gruplar kiyaslandiginda, radyasyona bagl olarak
seminifer epitel yiiksekliginde ve ¢apinda anlamli diizeyde (p<0.001) azalma oldugunu
saptadik. (Tablo 4).

Tablo 4. Seminifer tiibiil cap1 ve seminifer epitel yiiksekliginin gruplara gore degisimi.

Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=10 n=9 n=9 n=9
Seminifer tiibiil 314.05 317.60 192.40 194.80
capi (um) (300.2-317.6) (303.0-324.2)  (181.8-209.8) (180.1-215.6)*
Seminifer epitel 77.25 78.00 55.80 55.20
yiiksekligi (um)  (70.7-82.6) (72.9-83.3) (49.7-59.6)° (52.7-63.5)°

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
#p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda.

®p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda.
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4.9. Deneklerin Total Viicut Agirhginda ve Testis Agirhginda Meydana Gelen
Degisiklikler

Deneyin baglangicinda, radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra ve
sakrifikasyondan hemen once tartilan deneklerin agirliklart istatistiksel olarak analiz
edildiginde, tiim gruplarda kendi i¢inde 3 farkli zaman diliminde o6lgiilen agirliklarin
anlaml diizeyde farklilik gdsterdigini saptadik (p<0.001). IKili kiyaslamalarda kontrol
ve curcumin grubunun, radyasyon ile de radyasyon+curcumin grubunun agirliklarinin
benzer oldugunu tespit ettik. Skrotal uygulanan radyasyona bagli olarak deneklerin total
agirliginda herhangi bir azalma olmadigi, buna keza, geng eriskin olan deneklerin 7
haftalik deney siiresi boyunca agirliklarinda meydana gelen dogal artistan dolay1, grup
ici agirlik degisikliklerinde anlamli artis oldugunu tespit ettik (Tablo 5).

Skrotal 1s1nlamaya bagli olarak radyasyon ve radyasyon+curcumin gruplarinda,
testis agirliklarinda kontrol ve curcumin gruplarina kiyasla anlaml diizeyde (p<0.001)

bir azalma oldugunu tespit ettik (Tablo 5).

Tablo 5. Deney siiresince total viicut agirliginda ve testis agirhiginda goézlenen

degisiklikler.
Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=10 n=9 n=9 n=9
Baslangic denek 271.50 273.00 290.00 296.00
agirhgi (250-281) (258-294) (275-298) (285-300)
Isinlama sonrasi 298.50 295.00 307.00 313.00
denek agirhgi (265-310) (285-322) (300-330) (296-322)
(1. Giin)
Sakrifikasyon 363.50 367.00 386.00 377.00
denek agirhg (349-385) (348-384) (336-411)* (355-405)*
Testis agirhg 0.366 0.394 0.135 0.133
(gr)/100gr viicut (0.315-0.414) (0.357-0.426)  (0.115-0.149)* (0.101-0.143)*
aglrhgl

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

#p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda.
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5. TARTISMA

Calismamizda 6 Gy X 1511 radyasyon gruplarina tek seferde skrotal olarak
uygulanmis olup, 1sinlamadan 6 hafta sonra, deneklerden elde edilen testis dokusu
orneklerinde, oncelikle genel morfoloji degerlendirilmis, ardindan radyasyona bagh
seminifer tiibiillerdeki hasar; hem histomorfometrik 6lgiimler ile hem de Johnsen skoru
ile semikantitatif olarak analiz edilmistir. Radyasyonun direkt etki ile olusturdugu DNA
hasar1 ve indirekt serbest radikaller iizerinden meydana getirdigi hiicresel hasarda
PARP-1 imminoreaktivitesindeki  degisiklikler ~immiinohistokimyasal yontemle
degerlendirilmistir. Ayrica bu siiregte 1simnlamadan 1 hafta 6nce profilaktik olarak
uygulanmaya baglayan curcuminin (100 mg/kg) etkinligi de arastirilmistir.

Tan1 ve tedavide sik¢a kullanilan iyonize radyasyonun, lireme sistemi saglig
tizerindeki etkileri uzun yillardir bilinmektedir (59, 60). Radyasyon, infertilite
konusunda 1s1 ve kimyasal maddelerle beraber en ¢ok ¢alisilan toksik ajanlardan bir
tanesidir. Hiicre yenilenmesi hizli olan dokularin radyasyona duyarliliklar1 ytiksektir.
Bu nedenle mitotik aktivitesi yiiksek olan germ hiicreleri biiyiik oranda radyasyona
duyarhidir. Yapilan bir¢ok c¢alismada spermatogenetik seri hiicrelerinin en kii¢iik
radyasyon dozlarina bile ¢ok biiyiik hassasiyet gosterdigi belirtilmistir (4, 33, 61, 62).

Radyoterapi testis kanseri tedavisinde 6zellikle evre I seminomlarda basarisi
%100’lere varan bir tedavi alternatifi olarak uzun yillardir kullanilmaktadir. Amerika
Birlesik Devletlerinde yapilan bir epidemiyolojik c¢alismada testis tlimorlii hasta
sayisinin 1973-1998 tarihleri arasinda % 44 artti§1 ve bunlarin i¢inde de en fazla artan
hastalik grubunun % 64 ile seminomlar oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle testis
timorlii, hastalarda radyoterapi uygulamalarinin daha da artacagi 6ngoriilmiistiir (62).

Radyasyonun insandaki spermatogenetik siklusta olusturdugu negatif etkiler
cesitli deney modellerinde gosterilmistir. Radyoterapi gorecek eriskin testis kanserli
hastalarda infertilite olusumuna kars1 radyoterapi Oncesi sperm dondurma gibi farkl
islemler uygulanmaktadir (8, 63). Fakat hasta indeksi sadece eriskin hastalardan degil
puberteye ulasmamis erkeklerden de olugsmaktadir. Kanser tedavisinden sonra hastalarin
cocuk sahibi olmasi i¢in radyasyonun iireme sagligina olan zararina karst koruyucu
tekniklerin gelistirilmesi zaruri bir ihtiyagtir.

Radyoterapi kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir tedavi ydntemi
olmakla birlikte tiimoral dokuya seg¢ici olmadigindan timor komsulugundaki saglikli

dokulara da hasar vermekte, akut ve ge¢ donemde olusan yan etkiler yasam kalitesini
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etkilemektedir. Sag kalim siirelerinin giderek uzadigi kanser hastalarinda ortaya ¢ikan
bu yan etkileri 6nlemek i¢in radyoprotektif ajanlar gelistirilmistir. Kromozomal mutajen
olan radyasyonun fertilite iizerindeki etkileri bilinmektedir. Bu nedenle radyoterapi
uygulanan ve uzun siire yasayan gen¢ erkek hastalarda iireme sisteminde olusan yan
etkiler ayr1 bir 6nem tasimaktadir (5).

Skrotal radyoterapi uygulanan erkek hastalarda normal spermatogenezin
bozuldugu, kalic1 veya uygulanan doz oranina gore kisa yada uzun siireli infertilite
olustugu belirtilmistir (64). Bu baglamda, infertilite ¢ok biiyiik bir klinik problemdir.
Insanlara medikal ve psikolojik etkileri vardir. Istatistiklere gore Amerika’da ki ciftlerin
%15 1 infertildir ve bunlarin da %15 inin nedeni oksidatif strestir. Bundan dolay1 son
yillarda oksidatif stres ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (65).

Kanserin Iyonizan radyasyon ile tedavisinde terapdtik kazanci arttirmanin bir
yolu, antitimoral etkinligi degistirmeksizin normal dokulari radyasyon hasarindan
koruyan hiicre koruyucu ajanlarin kullanilmasidir (5).

Tedavi sonrasi erkek infertilitesinin etimolojiside oksidatif stresin 6nemi
kanitlandiktan sonra, serbest radikal siipiiriicii antioksidanlarin koruyucu etkisini
arastirmaya yonelik ¢cok sayida ¢alisma modeli olusturulmustur (4, 5, 64, 66, 67).

Bizde c¢alismamizda Curcumin ve Radyasyontcurcumin gruplarindaki
deneklere, iyi bir antioksidan, antikanser, normal hiicrelere selektif radyoprotektor bir
ajan olan curcumini igimlamadan 1 hafta 6nce baslayarak, toplamda 7 hafta boyunca,
giin asir1 oral olarak 100mg/kg dozda profilaktik olarak uyguladik ve curcuminin
radyasyona  bagl ortaya  ¢ikan  histopatolojik,  histomorfometrik  ve
immiinohistokimyasal degisiklikleri nasil etkiledigini arastirdik.

Curcuma longa bitkisinin rizomlarindan elde edilen curcumin hiicre koruyucu
ajanlar icerisinde major fenolik yapida bir birlesiktir (68). Curcumin anti-inflamatuar,
antioksidan, yara iyilestirici, antikanser, antimikrobiyal aktivite gibi genis bir
farmakolojik kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir (56, 69).

Son yillarda curcumin ile yapilan radyoterapi ¢aligmalarinda curcuminin serbest
radikalleri stipiirici ve protektif Ozellikleri degerlendirilmis ve bu tiir tedavi
modellerinde pozitif etkiye sahip iyi bir antioksidan oldugu goézlenmistir (54, 67, 70,
71).

Yaptigimiz literatiir incelemelerinde, curcuminin skrotal uygulanan iyonize
radyasyona kars1 radyoprotektif etkisinde PARP-1 immiinoreaktivitesinin arastirildig

herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Calismamizda skrotal bolgeye uygulanan 6
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Gy’lik iyonize radyasyonun, si¢an testislerinde c¢esitli morfolojik hasarlara neden
oldugu goriilmiistiir. Isinlamadan 6 hafta sonra, bu hasarlar 151k mikroskobik diizeyde
incelendiginde; seminifer tiiblillerde germinal hiicre tiiketimi, spermatogenezin durmast,
bazal lamina kalinlagmasi, tiibiillerde ¢ok sayida vakuolizasyon, tunika albugineada
kalinlagma, seminifer tiiblil epitelinde sadece Sertoli hiicreleri ve tek tik rezerv
spermatogonyumlara rastlanmasi ve pek c¢ok atrofik tiibiil olmasi seklinde siralanabilir.
Bizim bulgularimiz direkt skrotal veya pelvik alan 1sinlanan ¢alismalarda goézlenen
histolojik hasarlar ile uygunluk gostermektedir.

Testis farkli cinste veya farkli evrelerdeki farklilasan hiicrelerden olusur. Bu
hiicrelerin hepsi radyasyona karst farkli hassasiyetler gosterir. Radyasyon sonrasi
seminifer tiiblillerin bir kisminda atrofi gozlenir. Atrofik tiibiil sadece Sertoli
hiicrelerinden olusabilecegi gibi nadiren germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri veya ¢ok az
sayida hiicresel baglantilari olmayan germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinden de
olusabilir. Isinlama sonrasi radyasyon spermatogonyumlarin farklilasmasini bozar ve
spermatogenezi baskilar. Bu yiizden sadece tiibiillerde goriilen tek germ hiicresinin
rezerv spermatogonyum A oldugu bildirilmistir (29, 60).

Calismamizda radyasyon alan gruplarin her ikisinde de atrofik tiibiiller
gozlenmistir. Calismamiz tek zamanli bir calisma oldugundan, farkli zaman
dilimlerinde zamana bagli degisimleri saptamamiz miimkiin olmamistir, ancak farkli
zaman dilimlerinde spermatogenezin degerlendirildigi c¢aligmalarda da atrofik tiibiil
morfolojisinin zamana ve 1sinin siddetine gore degisiklik gosterdigi pek ¢ok ¢alismada
ortaya konmustur. Atrofinin aktif olarak boliinen germ hiicrelerinin serbest radikallerin
hasarli etkisine maruz kalmasi sonucu olustuguna inanilmaktadir. Meistrich ve ark. (72),
yaptiklar1 bir calismada sicanlara 3,5 Gy skrotal radyoterapi uygulamislardir. 10 hafta
sonra sakrifiye edilen deneklerin 151k mikroskobu altindaki testis incelemelerinde ¢ogu
seminifer tiibiilde sadece Sertoli hiicrelerinin kaldigi, kimi tiibiillerde ise Sertoli ve tip A
spermatogonyumlarin hayatta kaldigin1 gérmiislerdir. Testis agirliklarinda ve ¢aplarinda
diisiisler gozlendigini bildirmislerdir. Ayrica testislere uygulanan 1-3 Gy gibi kiiciik
dozlardaki radyasyonun bile farklilasan spermatogonyumlar1 tahrip ettigi bunun
sonucunda ise, spermatogenetik hiicrelerde ileri diizeyde bir azalmanin ortaya ¢iktigini
bildirmistir. K6k spermatogonyumlarin ise ¢ok daha fazla radyoresistans oldugunu
belirtmislerdir. Insanlara uygulanan 2 Gy radyasyonun bile 50 haftaya kadar ya da daha
fazla siirebilecek bir azospermiye neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bunun nedeninin

ise germ hiicrelerin haraplanmasina ve farklilasma 6zelliklerini gegici siire kaybetmesi
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olarak bildirmislerdir (72). Bizim ¢alismamizda da Meistrich’in ¢alismasina paralel
olarak seminifer tiibiillerde sadece Sertoli hiicreleri ve c¢ok az sayida kok
spermatogonyumlara rastlanmistir. Spermatogenizi  degerlendirdigimiz  Johnsen
skorlamas1 sonuglarinin istatistiksel analizleri de radyasyona bagli olarak germinal
epitelde meydana gelen hiicre kaybinin ¢ok ciddi boyutta oldugunu agik bir sekilde
ortaya koymustur. Kontrol ve Curcumin grubu deneklerimizde tespit edilen Johnsen
skoru degerlerini, Radyasyon ve Radyasyon+curcumin gruplar ile kiyasladigimizda,
radyasyona bagli olarak skorlarda anlamli bir azalma oldugu saptanmustir.

Andrieu ve ark. (73), yaptiklar1 bir ¢alismada wistar albino erkek siganlarin
testislerine 6 Gy lokal radyasyon uygulanmistir. 3 hafta sonra hayvanlar sakrifiye
edilmis ve testisler incelenmek iizere c¢ikarilmistir. Radyasyon grubunda testis
agirhiginin belirgin sekilde diistiigii gozlenmistir. Isik mikroskobik incelemelerde
radyasyon alan deneklerin testis ¢apinda ve seminifer tiibiil epitelinin yiiksekliginde
azalma oldugu tespit edilmistir. Ayrica seminifer tiibiillerde yapilan hiicre sayimi
neticesinde kontrol grubundaki spermatogonyum ve primer spermatosit sayilarinin
radyasyon grubunda anlamli bir diislis gosterdigini bildirmistir. Bu ¢alismanin verileri
ile bizim verilerimiz biiyiik oranda paralellik gostermekle birlikte, seminifer tiibiillerde
tespit edilen hiicre sayilarinin yiiksekligi sakrifikasyon zamaninin calismamizin
sakrifikasyon zamanindan 3 hafta erken olmasindan dolayr ve maturasyon-tiiketim
progesinin zamana bagh olarak gergeklesmesindendir (73). Radyasyon uygulandiktan
sonra germ hiicrelerinden geriye kok hiicreler, spermatositler ve spermatidler hayatta
kalir. Spermatosit ve spermatidler de maturasyon ile tiikkenir. Normalde mitotik
aktivitesi olmayan kok hiicreler, hiicre tiiketimine takiben c¢ogalmaya ve seminifer
epitelini tekrardan olusturmaya baslar (72, 74).

Hussein ve ark. (30), radyasyonun iireme sistemi {izerindeki ciddi hasarlayici
etkisini wistar albino sicanlara tiim viicud 8 Gy radyasyon uyguladiklari ¢caligsmalarinda
ortaya koymuslardir. Radyoterapiden 48 saat sonra denekleri sakrifiye ettiklerinde,
spermatogenetik seri  hiicrelerinin  hasarlandigini, 06zellikle spermatositler ve
spermatidlerin azaldigini, spermatozoalarin da tamamen tiikkendigini gézlemlemislerdir.
Seminifer tiibiillerin ¢ogunda spermatogenetik seri hiicrelerin diizensiz niikleuslara
sahip oldugu ve sitoplazmalarinda asitofilik vakaollerin bulundugunu bildirmislerdir.
Ayrica Sertoli ve Leydig hiicrelerinin sayilarinda ciddi azalma ile birlikte testis
agirliklart ve seminifer epitel yiikseklikleride de anlamli bir sekilde diisiis yasandigini
tespit etmislerdir (30). Sharma ve ark. (75), yaptiklar1 bir ¢alismada Swiss albino
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farelere 7,5 Gy gama radyasyonu uygulamislar ve testisleri histopatolojik olarak
incelemislerdir. Ilk olarak, radyasyon alan deneklerin seminifer tiibiil ¢aplarinda anlamli
bir azalis oldugunu tespit etmislerdir. Farelerin testislerinin 151k mikroskobisinde; tahrip
olmus tiiblller, epitelde pul pul dokiilmeler, tiibiiller arast o6dem, niikleus
parcalanmalari, piknotik ¢ekirdekler, nekrotik hiicreler ve degranuler sitoplazmalar
gozlemlemislerdir. Yine bu ¢alismalarinda infertilitenin 6nemli bir tibb1 ve sosyal sorun
oldugunu, fitokimyasal ajanlarin radyasyondan koruyucu etkilerini kullanarak testikiiler
germ hiicrelerini radyasyondan korumanin miimkiin olabilecegini ileri siirmiislerdir
(75). Calismamizda da literatiirdeki verilere uyumlu olarak radyasyon alan gruplardaki
deneklerin testis agirliklarinda, seminifer tiibiil ¢aplarinda ve germinal epitel
yiiksekliklerinde, Kontrol ve curcumin gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
diisiis gbzlenmistir.

Rowley ve ark. (76), yaptiklar1 bir ¢aligmada testislere tek doz radyoterapi
uygulamasi sonrasinda, germ hiicre diizeyinde ortaya ¢ikan degisikliklerin ¢ok belirgin
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada; immatiir hiicreler olan spermatogonyumlarin 0,1 Gy
dozda dahi etkilenme gosterdigi, spermatosit ve spermatozoalarin ise uygulanan daha
yiiksek dozlardan etkilenmedikleri ileri siiriilmiistiir (76). Yine bu ¢alismada; 1 Gy den
az doz uygulandiginda radyoterapi Oncesi spermiyogram degerlerine 9-18 ayda
ulagildigi, 2-3 Gy radyoterapi uygulandiginda, bu surenin 30 ay1 buldugu, 4-6 Gy
arasindaki dozlarda ise bu siirenin 6 yila kadar uzayabildigi, 6 Gy’in istiindeki
1sinlamalarda ise azosperminin kalic1 olacagr ileri siirilmistiir (76).

Curcuminin antioksidan ve radyoprotektor 6zelliklerinin arastirildign pek ¢ok
deneysel model kurgulanmis ve pek gok calisma yapilmustir. Inano ve ark. yaptiklari bir
calismada; sicanlara 1,5 Gy ve 2,6 Gy’lik radyasyona uygulamiglar ve 11-23 giinler
arast %1’lik curcuminli diyetle siganlari beslemislerdir. Calismanin sonucunda
curcuminin, radyasyonun olusturdugu meme tiimdriine kars1 koruyucu etki gosterdigi
bildirilmistir (54).

Jagetia ve ark. curcumin ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismalarinda, radyasyonun
etkisinden kaynakli yara iyilesmelerinin gecikmesine karsin curcuminin etkisini
arastirmiglardir. Denekleri tim viicut 2, 4, 6, 8 Gy radyasyona maruz birakmislar,
Curcumin gruplarina radyasyondan once 100 mg/kg curcumin uygulamislardir.
Calismanin sonucunda radyasyon kaynakli yara iyilesmesindeki gecikmenin Oniine

gecildigini bildirmislerdir (70).
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Kanter ve ark. (67) yapmis olduklart bir diger ¢alismada ise, streptozotocin
(STZ) ile indiiklenen diyabet nedeniyle olusan oksidatif testis hasarina karsi curcuminin
koruyucu ve antioksidan etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada curcumin tedavili gruptaki
deneklere STZ enjeksiyonundan 3 giin 6nce baglayarak 8 hafta siiresince giinde bir defa
100 mg/kg curcumin oral olarak uygulanmistir. Deneyin sonunda siganlar sakrifiye
edilmis ve histopatolojik incelemeler sonucunda diabet grublarinda; spermatogonyum,
spermatosit ve spermatidlerde vakoulizasyonlar ve belirgin morfolojik bozukluklar
gozlenmistir. Ayrica yine diyabetli gruplarda tiibiillerde atrofi ve spermatogenetik arrest
izlenmistir. Curcumin tedavili grupta seminifer tiibiillerdeki hiicre sayilarinin diyabetik
gruba gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Curcumin STZ ile olusan diyabetli
sicanlarda apoptotik hiicre 6liimii ve testikiiler hasari iyilestirmistir. Viicut agirliklar1 ve
testis ortalama agirliklarinin istatiksel olarak anlamli bir fark olusturdugu da
belirtilmistir. Diyabetik sigcanlarda antioksidan enzim diizeyleri azalmig, MDA
seviyeleri artmistir. Curcumin tedavisi ile ise tiim bu degisimler tersine donmiistiir (67).

Sharaf ve ark. (55), calismalarinda albino siganlarin testislerine 3 giin ardi ardina
yarim saat boyunca 900 joule liikk ultraviyole C 1sin1 uygulamislardir ve curcuminin
farkli dozlardaki koruyuculugunu arastirmislardir. 4 ayr1 gruba 3 giin ardi1 ardina
ultraviyole C 1511 verdikten sonra tedaviye baslamislardir. Gruptan ilk olanmi kontrol
olarak tutulmustur. Diger 3 gruba ise sirasiyla 5 mg/kg, 25 mg/kg ve 50 mg/kg
curcumin 4 hafta boyunca uygulanmistir. Deneyin sonunda hayvanlar sakrifiye edilmis
ve yapilan histopatolojik incelemeler neticesinde Smg/kg curcumin tedavili ultraviyole
verilen grupta bir¢cok seminifer tiibiil normal olarak saptanmistir. Bununla birlikte bazi
boliimlerindeki intersitisyel bag doku alanlarinda vakouller ve kimi Sertoli hiicreleri
arasinda agikliklar goriilmiistiir. Genel goriintiisii kontrol grubuna benzeyen seminifer
tiibiiller bu grupta izlenmistir. Buna karsin; 25 mg/kg ve 50 mg/kg curcumin tedavili
siganlarda; spermatogenetik seri hiicreleri arasindaki bosluklarin daha fazla oldugu,
spermatositlerin normal morfolojik goriiniimden yoksun oldugu ve spermatogenetik
hiicrelerde tilkenmeler oldugu gézlenmistir. 50 mg/kg curcumin tedavili grupta bunlara
ilave olarak, bazal laminada kalinlagmalar ile spermatogenetik seri hiicrelerde pul pul
dokiilmeler ve karmasik yerlesimli seri hiicreler gozlenmistir. Bu ¢alismada 5 mg/kg
curcumin dozunun ultraviyole 1sinlarina kars1 1yi koruma sagladigi, buna karsin yiiksek
dozlarda uygulanan curcuminin diisiik doz kadar iyi koruyucu etki gostermedigi
bildirilmistir (55). Noorafshan ve ark. (69), calismasinda metronidazolin (MTZ)

seminifer epitel iizerine toksik etkisine kars1 curcuminin koruyucu etkinligi arastirilmig

37



olup, testis agirliklari, testis voliimleri, total epitelyal voliim, spermatositler ve
spermatitlerin sayisinda kontrol grubuna kiyasla MTZ grubunda 6nemli derecede azalig
oldugu tespit edilmistir. Curcuminin; gerek yiliksek doz gerekse terapotik doz uygulanan
MTZ gruplarinda spermatositleri korudugu gosterilmistir. Tiim guruplarda Sertoli
hiicreleri ve spermatogonyumlarda kayda deger bir etki gézlenmedigi de vurgulanmstir.
Terapotik dozda MTZ ve curcumin tedavisi uygulanan gruplardaki testis agirliklari,
testis vollimleri, total epitelyal voliim, spermatositler ve spermatitlerin sayisi {izerine
curcumin koruyucu etkisi gosterilmis olup, ayni etki yiikksek doz MTZ uygulanmis olan
tedavili grupta gozlenmemistir (69). Buradan curcumin gibi kullanilan koruyucu-
tyilestirici ajanlarin dozu kadar, toksik ajanin dozunun da hasarin engellenmesinde ya
da onarilmasinda ne kadar énemli oldugu sonucuna varilabilir.

Testislere lindane adli bir pestisit araciligi ile oksidatif stres olusturulan bir
baska calismada curcuminin koruyucu etkisi aragtirilmistir. Lindane lipofilik yapisindan
dolay1 testislerde ve epididimde biriken ve sonucunda oksidatif stres olusturan bir
maddedir. Sicanlara 14 ve 28 giin boyunca 30 mg/kg lindane uygulanip tedavili gruplara
100 mg/kg curcumin verilen calismada, tedavisiz guruplarda testis ve epididim
agirliklarinda biiyiik diisiisler gozlenmistir. Curcumin tedavili guruplarda bu diisiisiin
daha az oldugu tespit edilmistir. Yine tedavisiz gruplarda sperm basi, sperm motilitesi
ve sperm kuyruklarinda morfolojik degisiklikler gozlenmistir. Curcumin uygulanan
gruplarda ise bu degisikliklerin minimal diizeyde ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (76).

Akpolat ve ark. (71), yapmis olduklar1 ¢aligmada radyasyonun neden oldugu
ince bagirsak hasarina karsi curcuminin koruyucu etkisi incelenmis olup, 18 giinliik
deney periyodunda 100 mg/kg curcumin intragastrik yoldan uygulanmistir. Deneyin 10
ve 14. giinlerinde radyasyon uygulanacak olan gruplara abdominal olarak 5 Gy gama
1s1n1 verilmigtir. Yapilan incelemelerde ileum dokusunun villuslarinda kisalma, epitel
altinda bosluklar ve piknotik ¢ekirdekli hiicreler gbzlenmis olup, curcumin tedavisi ile
bu hasarm kismen 6nlenmis oldugu bildirilmistir (71).

Bu caligmalara ilave olarak, Devi ve ark. (56), yaptiklar1 bir c¢alismalarinda
curcuminin mutojen bir ajan olan kromiyum verilen farelerin sperm karakteristiginde de
koruyucu etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Kontrol ve curcumin gruplarinda % 3
oraninda anormal morfolojide sperm gozlenirken bu oranin kromiyum alan grupta % 9 a
ciktigr goriilmiistiir. Kromiyumla birlikte curcumin tedavisi uygulanan grupta ise
anormal sperm oraninin % 5,8 e kadar diismiis oldugu, curcuminin belirgin bir koruma

sagladig1 belirtilmistir (56). Calismamizda uyguladigimiz 100 mg/kg curcumin dozu
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cesitli radyasyon caligmalarindan yararlanilarak segilmis olup, skrotal radyoterapide
uyguladigimiz dozda curcuminin istatistiksel olarak anlamli bir koruma saglamadigi
tespit edilmistir. Gerek morfometrik Olglimlerle birlikte testis agirliklarinda, gerekse
spermatogenezi degerlendirdigimiz Johnsen skorlamasinda radyasyon grubuna kiyasla
kismen olumlu veriler elde edilmis olsa da, fark istatistiksel olarak anlamli diizeyde
bulunmamastir.

Calismamizda son yillarda yogun bir sekilde calisilan, erkek infertilitesinin
etiyolojisinde Onemli bir rol oynayan, oksidatif strese karst olusan PARP-1
immiinoreaktivite de degerlendirilmistir.

Son yillarda PARP-1 enziminin insan spermatogenezis indeksi Kkesin
lokalizasyonu gosterilmistir. Insan erkek germ hiicrelerinin farklilanmasinda anahtar rol
oynadig1 belirtilmistir. Yiiksek voliimdeki PARP ve onun homologlarinin testis germ
hiicrelerinde biriktigi ve spermatogenezde DNA biitiinliigliniin korunmasinda kilit rol
oynadig1 gosterilmistir (39). PARP oksidatif stres ile indiiklenmis erkek {ireme
rahatsizliklarinda  yiiksek aktivite gosterir. Insan germ hiicrelerindeki PARP-1
calismalar1 son yillarda 6nem kazanmistir. PARP iizerindeki caligmalar ¢ogunlukla
kemirgenler {lizerinde yapilmistir ve bu ¢aligmalarin gogunda PARP 1n spermatogonyum
ve pakiten niikleuslu spermatositlerde lokolize oldugu bildirilmistir (77). Bizde
immiinohistokimyasal yontemle deney gruplarimizda PARP-1 ekspresyonunu H-
skorlama ile degerlendirirken, spermatogonyumlardaki lokalizasyonu ve boyanma
siddetlerini gz 6niinde bulundurduk. ikili kiyaslamalarda, Kontrol ve Curcumin grubu
arasinda, Radyasyon ve Radyasyon+Curcumin grubu arasinda H-skorun anlamli bir
farklilik gOstermedigini saptadik. Radyasyon uygulanan gruplar ile diger gruplar
kiyaslandiginda, radyasyona bagli olarak H-skorun anlamli (p<0.001) diizeyde artmis
oldugu gozlemledik. Bu bulgularin radyasyona bagli meydana gelen direkt DNA ve
indirekt hiicresel hasarinin siddetini agik¢a ortaya koydugunu diisiinmekteyiz.
Spermatagoniumlarin PARP-1 enzim aktivitesinin yiiksek olmasimnin DNA yapisinin
korunmasinda olduk¢a 6nemli oldugu yapilan caligmalarda ortaya konmustur (78).
Curcuminin profilaktik kullanimi1 da PARP-1 immiinoreaktivitesi agisindan tedavisiz
gruba kiyasla anlamli bir fark yaratmamistir. Radyasyon+curcumin grubunda yer alan
deneklerimizin gerek genel morfolojik bulgular1 gerekse histomorfometrik ve
histopatolojik bulgulari, kullandigimiz dozda beklenen koruma ve iyilesmenin ortaya

cikmadigini gozler dniine sermektedir.
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Oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina yol agan ¢esitli deneysel
modellemelerde de PARP-1 immiinoreaktivitesinin ortaya c¢ikan serbest radikaller
nedeniyle artis gosterdigi ispatlanmistir. Tekcan ve ark. (79), varikoselle indiikledikleri
testis hasarinda PARP-1 immiinoreaktivitesinin oksidatif stresle iliskili oldugunu rapor
etmislerdir. Ve bu deney modelinde PARP yolaklarin1 incelemislerdir. Immiin
boyamalarda varikoselli siganlarda seminifer tiibiillerdeki PARP ve PARP-1 in
spermatogonyum ve primer spermatositlerdeki lokasyonunda sham ve kontrol grubuna
gore gliclii boyanma oldugu gostermislerdir. semikantitatif analiz i¢in PARP-1 ve PAR
aktivasyonu western blotlada gosterilmistir. Western blotlama yontemi kullanirak
varikoselli si¢anlarda yliksek PARP aktivitesi oldugu kanitlanmis olup PARP bandi
yaninda apoptotik bantlara da rastlanmistir (79).

Maymon ve ark. (80), ¢alismalarinda PARP ve PARP-1 aktivasyonunun agirlikli
olarak germ hiicrelerinde oldugunu ve testislerdeki somatik hiicrelerde lokalize
olmadigint bildirmislerdir. Arastirmacilar farkli spermatogenez evrelerinde PARP’1n
roliinii incelemisler ve PARP expresyonunun uzayan spermatidlerde belirgin olarak
goriilmesinin, PARP’1n kromatin modellenmesi ve spermatid niikleer yogunlugu ile
iliskisi olabilecegini belirtmislerdir (80). Eger radyoterapi sirasinda germ hiicrelerinde
radyasyonun tahrip edici etkisini dnleme yetenegine sahip hiicre koruyucu etkili bir ajan
kullanilabilirse, radyasyonun azospermi ve infertilite gibi iireme sagligi iizerindeki
etkileri onlenebilir ve radyoterapi alan gen¢ erkek hastalarin yasam kalitesi tizerinde
olumlu bir etki saglanabilir. Bu baglamda koruyucu olabilecegini diisiindiiglimiiz, ancak
kullandigimiz dozda etkin bir koruma ve iyilesme saglayamayan, antioksidan 6zellikleri
iyi bilinen curcuminin yeni planlanacak doz kontrollii ¢aligmalarda radyoprotektif etkin

dozunun arastirilmasina ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

Radyoterapinin saglikli dokular {izerinde olusturdugu hasarlardan korunmak igin
cesitli radyoprotektor ajanlar kullanilarak yapilan ¢alismalar yogun bir sekilde
siirdliriilmektedir. Radyoterapi esnasinda testiste gozlenen ve infertiliteye neden olan
normal hiicre hasarmi 6nlemede, curcuminin etkisini morfolojik, morfometrik ve
immiinohistokimyasal agidan incelemek amaci ile planladigimiz ¢aligmada, bu ajanin
deneklerimizde radyasyon ile olusturulan testikiiler hasar1 onlemede beklenen diizeyde
etki gosteremedigini tespit ettik. Curcuminin, antioksidan, antiinflamatuvar,
antiapoptotik ve radyoprotektif etkilerinin ortaya kondugu pek ¢ok klinik ve subklinik
calisma olmasina ragmen, uyguladigimiz iyonize radyasyon dozunda, meydana gelen
hiicre ve genel anlamda doku hasarini 6nlemede se¢cmis oldugumuz dozun optimum
terapotik doz olmadigini saptadik. Morfometrik Olglimler ile radyasyonun seminifer
tibiil ¢ap1 ve seminifer epitel genisliginde meydana getirdigi anlamli derecedeki
azalmanin da, curcumin ile 6nlenemedigini tespit ettik.

Sonug olarak, istatistiksel bir anlamlilik olusturmasa da curcumin tedavisi
uygulanan deneklerin testis kesitlerinde, bazi tiibiillerde yenilenme goriilmesi
dolayisiyla, yeni planlanacak doz kontrollii deneysel bir modelde, curcuminin optimum

terapotik dozunun saptanmasinin klinige katki saglayabilecegi kanaatine vardik.
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