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OZET

ibrahim PALA. iyonize Radyasyona Maruz Kalan Sican Ovaryumunda PARP-
1 Ekspresyonu ve Follikiilogenez Uzerine Curcuminin Koruyucu Etkisi. Biilent
Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Daly, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2013.

Radyasyon ovaryumda follikiiler atreziye sebep olan atretojenik uyaranlardan biridir.
Oksidatif strese karsi kuvvetli bir antioksidan madde olan curcuminin, radyasyon
hasarina kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu ileri siiriilmektedir.

Calismamizda, iyonize radyasyonun follikiiler atrezi {izerine etkilerini
gostererek, olusacak hasarlara karsi curcuminin koruyucu etkisinin olup olmadigini
ve hiicre ¢ekirdeklerinde meydana gelen DNA hasarimi tamir eden Poli (ADP-riboz)
polimeraz-1 enziminin immiinohistokimyasal boyama yontemiyle gdsterilmesi
amaclandi.

Calismamiz i¢in secilen disi sicanlar toplam 4 gruba ayrildi. Radyasyon
hasar1 olusturmak amaciyla deney gruplarina tek doz tiim viicut 8.3 Gy iyonize
radyasyon uygulandi. Curcumin ve radyasyontcurcumin grubu deneklere;
1sinlamadan 7 giin 6nce baslayarak giinde 100 mg/kg curcumin oral yoldan verildi.
Isinlamadan sonraki 4. giinde deneklerden anestezi altinda ovaryum dokular1 alinarak
mikroskobik incelemeler yapildi.

Ovaryum dokularmin kesitlerini inceledigimizde, 1sinlanmis gruplardaki
atretik ozellik gosteren follikiiller sayica fazlaydi. Radyasyon ile 1sinlanan curcumin
tedavili grupta ise atretik follikiil orani radyasyon grubuna gore daha disiiktii.
Curcumin ile tedavi edilen grupta, curcuminin radyasyona bagli meydana gelen
hasarlar1 kismen engelledigi tespit edildi.

Ayrica elde ettigimiz sonucglarda, PARP-1’in 6zellikle 1sinlanmis grupta,
primordiyal follikiilden sekonder follikiile kadar gelisimin farkli asamalarindaki oosit
cekirdeklerinde kuvvetli ve bazi graniiloza hiicrelerinde zayif bir boyanma
gosterdigini tespit ettik.

Calismamizda, radyasyonun ovaryum morfolojisi ilizerine zararli etkileri
ortaya konmus ve curcumin kullaniminin radyasyona bagl infertiliteyi engelleyerek

klinige fayda saglayabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Iyonize-radyasyon, Curcumin, PARP-1, Follikiilogenez, Sigan.
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ABSTRACT

Ibrahim PALA. Protective Effect of Curcumin on Folliculogenesis, and PARP-1
Expression Exposed lonising Radiation In Rat Ovary. Bulent Ecevit University,
Enstitute of Health Science, Department of Histology and Embryology, Master
of Science Thesis, Zonguldak, 2013.

Radiation is known to be one of the agents intensifying follicular atresia in the
ovarium as a stimulant of atretogenic. Curcumin is discussed to have a positive
impact on radiation-induced damage. It has a strong antioxidant agent against
oxidative stress.

The aim of our study was to show the effects of ionising radiation on ovarium
follicular atresia so that the protective effect of curcumin on the resulting damage
could be determined, and in addition to immunohistochemically determining to level
of expression of PARP-1 enzyme is responsible for DNA repair in the nucleus of the
cells protected from radiation or irradiated the cells.

The female rats were divided into 4 groups. The whole body of the rats in
the experimental groups were exposed to a single dosage of ionising radiation (8.3
Gy) with a view to causing radiation-induced damage. The animals in the curcumin
and in the irradiated with treated curcumin had been fed a daily 100 mg/kg of
curcumin for seven days in a row before the radiation process was launched.
Ovarium tissues sample were collected for the microscopic examinations.

The ovarium tissues showed that there were the number of follicles showing
atresic features was significantly high in the irradiated group. On the other hand, in
the irradiated with treated curcumin group showed that the number of atretic
follicles was lower than that in the irradiated group. The irradiated group given
curcumin were observed to prevent the follicular damage caused by radiation.

Beside our results demonstrate that PARP-1 especially was expressed in the
nuclei of oocytes throughout follicular development from the primordial to the
secondary follicle stages and some in granulosa cells.

It was identified that effects of radiation on ovarian morphology and was
speculated that curcumin may help prevent infertility caused by radiation and thus

be of benefit to clinical practice.

Keywords: lonizing-radiation, Curcumin, PARP-1, Folliculogenesis, Rat.
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1. GIRIS VE AMAC

Gilinimiizde radyasyondan izole yasamak artik miimkiin olmamaktadir (1).
Diinyadaki biitiin canlilar iyonize ve iyonize olmayan radyasyonun etkisine maruz
kalmaktadirlar (2). Maruz kalinan radyasyonun tespiti; (toplam doz, fraksiyon sayisi ve
stire) farkli dokular ve organlar arasinda degisiklik gosterir ve dokular iizerinde
olusan radyobiyolojik etkinin anlasilmasinda énemli bir rol oynar (3).

Iyonize radyasyonlarin biyolojik etkileri, radyasyonun doku iginden gecerken,
dokuyu olusturan veya dokuda bulunan atomlarin uyarilmasi, iyonlagsmasi veya
molekiiler yapilarin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan etkilerdir. Radyasyonun biyolojik
acidan iki tiir etkisi bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla somatik ve genetik etkilerdir.
Somatik etkiler, radyasyondan etkilenen kisi veya kisilerin bizzat kendisinde olusan
etkilerdir. Genetik etkiler ise radyasyondan etkilenen kisi veya kisilerde degil de daha
sonraki nesillerinde ortaya ¢ikan etkilerdir. Radyasyonlarla etkilesmelerde etkilesim
stireleri dikkate alindiginda ise iki tiir radyasyon etkisinden s6z etmek miimkiindiir.
Bunlar sirastyla radyasyonun akut etkisi ve kronik etkisidir. Tiim viicudun veya
bliylik bir boliimiiniin yiliksek dozlarda radyasyona maruz kalmasi sonucu ortaya
cikan etkiler radyasyonun akut veya ani etkisi olarak adlandirilir. Kronik etki ise
radyasyon etkilesmelerinin canli sistemlerde olusturabilecegi olasi zararlariin geg
ortaya ciktigi durumlart ifade eder. Bu etkiler genellikle birka¢ yillik bir kulugka
doneminden sonra ortaya ¢ikan etkilerdir (4).

Her hiicre tipinin radyasyona duyarliligt farklidir. Sik boliinen ve
farklilasmamis olan over ve testisin germinal hiicreleri, hematopoetik sistem
hiicreleri, gastrointestinal sistem epitel hiicrelerin duyarlilig1 fazla iken, boliinmeyen
ve farklilasmis hiicrelerden; karaciger, bobrek, kikirdak, kas, sinir hiicrelerinin
duyarlilig1 daha azdir (1).

Radyasyona kars1 duyarliligr fazla olan ve iireme sistemi i¢cinde onemli yer
tutan ovaryumlarin temel islevi saglikli nesillerin siirdiiriilmesi i¢in olgun oositlerin
tiretilmesini saglamaktir. Bunun yani sira ovaryumlar disilerde cinsel olgunluk ve
tireme yetenegi i¢in gerekli olan endokrin islevlerini de yerine getirirler (5).

Kanser tedavi yontemlerinden olan radyoterapi, ovaryum follikiil
havuzundaki primordiyal follikiillerin sayisin1 azaltict ve yok edici etki gostererek
ovaryum yaslanmasini hizlandiric1 bir etken olarak tanimlanmaktadir (6,7).

Ovaryumdaki follikiillerin kuvvetli derecede yikima ugramasi ovaryum islevlerini
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etkilemekte ve kalict ovaryum yetmezligine neden olmaktadir (8). Bu nedenle
radyoterapi sonrasinda normal goriinen gen¢ bayanlar ilerleyen yillarda prematiire
ovaryum yetmezligi riski tagimaktadirlar. Radyoterapi sonrasi goriilen infertilite
¢ok sayida kanser hastasinin maruz kaldigi bir durumdur (9).

Radyoterapinin ovaryum islevleri lizerindeki toksik etkilerinin azaltilmasi
icin yeni yontemler ve alternatif tedaviler gelistirilmeye calisiimaktadir. Ozellikle
tedavi sirasinda Onerilen ve bitkisel gidalarda bulunan antioksidanlar ve anti-
kanserojenler, kanser riskinin ve kanserden sonra gelisen travmanin azaltilmasinda
son derece etkili olan maddelerdir.

Curcumin, Cin ve Hindistan'da yaygm olarak yetistirilen, Zingiberaceae
familyasina ait, sarigigekli ve biiyliik yaprakli Curcuma longa bitkisinin
rizomlarindan elde edilir.

Curcumin aktive olmus makrofajlardan salinan nitrik oksit (NO), hidrojen
peroksit (H,O2) ve siiperoksit (Oy") radikallerini siiptiren etkili bir antioksidandir.
Serbest radikalleri tutma Ozelliginden dolayr Deoksiriboniikleik Asit (DNA)’i
oksidatif hasarlardan korur. Radyasyona karsi koruyucu etkisi, antioksidan
ozelliginden kaynaklanmaktadir (10).

Radyoterapi esnasinda veya sonrasinda iyonize radyasyon doku hiicrelerinde
ya dogrudan DNA zincirinde kirilmalar olusturur ya da hiicre i¢indeki molekiillerle
etkileserek oksijen radikallerinin olusumunu saglar ve bu oksijen radikalleri DNA
bilesenleri ile etkileserek baz hasari, tek ve ¢ift zincir kirilmalarima ve diger tip
bozulmalara yol acarlar (1).

Poli ADP riboz polimeraz-1 (PARP-1) enzimi, her bir {iyesinin enzimatik
domainlerinin iginde 50 amino asit dizisinden olusan PARP enzim ailesinin bir
tiyesidir. PARP-1, DNA hasar tamiri ve kromatin yapiin bir gorilintiileyicisidir.
PARP-1, DNA hasar tamiri ve / veya gen transkripsiyonunda yer alan hiicresel
mekanizmada belirli DNA dizilerini ortaya ¢ikaran faktorlerle iligkili birkag
kromozom ve niikleozomlar ve poli (ADP-riboz)illeri baglar (11). Apoptozis ve DNA
hasarina kars1 ¢coklu hiicresel yanit olusturur ve transkripsiyonu baslatir (12).

Yapilan galismalarda, follikiilogenez ve oogenez siiresince, poli ADP-riboz
(PAR) ve PARP-1 onemli ifade kaliplari oldugu ve poli (ADP-riboz) ilasyon
(PARilasyon)’'un ovaryumda o©nemli bir rol oynadigi ortaya konulmustur.
Primordiyal follikiilden sekonder follikiil agamalarina dogrudan follikiiler gelisimde

oositlerin ¢ekirdeklerinde PARP-1 ifade olmustur. Graniiloza hiicrelerindeki PAR
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ifadesinin aksine; PARP-1, post primer follikill fazlarda gelisen oositi ¢evreleyen
graniiloza hiicrelerinin biiyiik kisimlarinda gosterilmistir (13).

Calismamizda, 6zellikle ergenlik evresinde alinan radyoterapi tedavilerinin,
bireylerin iireme islevleri iizerinde olusturabilecegi zararli etkilerin 6nlenmesi
diisiincesiyle, uygulanan antioksidan karakterli curcuminin, ovaryumlar {izerine
iyilestirici etkisinin olup olmadiginin incelenmesi amaglandi.

Bu calismada gen¢ disi sicanlar tiim viicut iyonize radyasyona maruz
birakildi. Isinlama uygulamasi sirasinda verilen antioksidan karakterli curcuminin,
iyonize radyasyona maruz kalan, kanserli olmayan normal dokulara verdigi hasar1
ne olgiide azaltacagi histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle incelendi.

Bulgular literatiir verileriyle karsilastirmali olarak ortaya konulmaya calisildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Radyasyon ve Radyoaktivite

Dogal ya da yapay radyoaktif c¢ekirdeklerin kararli yapiya gecebilmek i¢in
disar1 saldiklar1 hizli pargaciklar ve elektromanyetik dalga seklinde taginan fazla
enerjiler radyasyon olarak adlandirilir. Radyasyon, daima dogada var olan ve
birlikte yasadigimiz bir olgudur. Isik, goézle gorebildigimiz bir radyasyon olup,
elektromanyetik spektrumun yaklasik 400-700 nanometre (nm)'lik bir kismidir.
Diger yandan 1s1 hissettigimiz bir radyasyondur. Mikrodalga ve X 1sinlarini ise ne
gorebildigimiz ne de hissedebildigimiz radyasyon tipidir (14,15). Radyasyon, iyonize
ve iyonize olmayan radyasyon olarak iki gruba ayrilir. Iyonize radyasyonlar, bir
atom ya da molekiilden bir elektron kopararak iyonlagsmaya yol agarlar. Kiitleli
yapiya sahip partikiiler radyasyon ve foton enerjili dalga karakterinde
elektromanyetik radyasyon olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Alfa (o) ve beta (B)
pargaciklari, elektron, proton ve notronlar partikiiler iyonize radyasyon tiplerini
olusturur. X ve gama (y) 1smlar ise, iyonlastirict yetenege sahip yiiksek enerjili
fotonlardan olusan elektromanyetik radyasyonlardir (Sekil 1). Bunlar 6zellikleri
acisindan biiyilk oranda birbirlerine benzerler, ancak meydana gelis sekilleri
farklidir. X 1sinlart ¢ekirdek disinda olusan elektron kaynakli 1sinlardir, y 1sinlar
ise, radyoaktif bir ¢ekirdegin kararli hale gegmesi esnasinda pargalanarak agiga ¢ikan

fazla enerjinin, ¢ekirdekten digar1 atilmasi sonucunda olusur (14,16).
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Sekil 1. Iyonize radyasyon ve iyonize olmayan radyasyonun etki alanlari (4).
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Iyonize radyasyonlarm canlilarda biyolojik bir etkiye yol agabilmesi igin
sahip olduklar1 enerjinin, canliyr olusturan hiicre ve dokular tarafindan absorbe
edilmesi ve dokularda dagilmasi gerekir. Iyonlastirict radyasyonlarin canlida
olusturdugu etkileri li¢ basamakta siralamak miimkiindiir.

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 c¢ikmasimna neden olurlar. Organizmada
radyasyonun etkisi ile olusan bu tiir molekiiler degisiklikler, son kademe olan
biyolojik kademeyi baslatir.

Bu kademede cesitli hasarlara yol agan 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 6liime gotiiren siireci baglatan metabolik
degisiklikler meydana gelir. Bu etki nedeniyle, iyonize radyasyonlar siirekli hiicre
cogalmasi ile kendini goOsteren kanser hastalifinin tedavisinde kullanilmaktadir
(14,17).

Radyasyon kaynaklarini; dogal radyasyon kaynaklari ve yapay radyasyon
kaynaklar1 olarak siniflayabiliriz. Dogal radyasyon kaynaklar1 dis ve i¢ kaynaklardan
gelebilir. D1s kaynaklar, uzaydan yeryiiziine gelen kozmik 1sinlar ve y radyasyondur.

I¢ kaynaklar su, yemek ve hava yolu ile alinan radyo ¢ekirdeklerden gelir (18).

2.2. Radyasyonun Yasamumizdaki Yeri ve Tibbi Uygulamalar:

Son elli y1l igerisinde radyasyondan faydalanilarak yapilan ¢alismalar yasam
standartlarimizin gelismesine 6nemli katkilarda bulunmustur. Radyasyon endiistriyel
uygulamalarda, gida ve tarim uygulamalarinda, tiiketici iirlinlerinde, jeofizik,
jeokimya ve ozellikle tip alaninda teshis ve tedavi uygulamalarinda kullanilmaktadir.

Tibbi alandaki radyasyon uygulamalari, radyasyonla goriintii elde
edebilme ve radyasyonun hiicre ve tiimorleri yok edebilme yetenegine sahip
olmas1 temeline dayanir. Bu iki 6zelliginden dolay1 radyasyon hastaliklarin teshis
ve tedavisinde onemli rol oynar. Radyasyonun tibbi alanda halen kullanilmakta

olan ve giin gectikge gelistirilen en eski ¢esidi X 1sinlaridir. Hastaliklarin teshisi



amaciyla kullanilan X 1sinlari, hasta X 1sinlarina maruz birakilarak hastalikli
bolgenin goriintiisii rontgen filmi olarak da adlandirilan radyografi filmi seklinde elde
edilir. Tipta ‘Radyoloji’ olarak adlandirilan bu yontem hastaliklarin tanisinda yaygin

olarak kullanilmakta ve her yil milyonlarca kisi X 1sinlar1 ile muayene edilmektedir
(18).

2.3. Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Radyasyonun insan sagligi lizerinde meydana getirebilecegi zararli etkiler
uzun zamandir bilinmektedir. Bu etkiler radyasyon yaniklari, radyasyon
hastaliklari, yasam siiresinin kisalmasi, kanser, kalitimsal bozukluklar ve
infertilitedir. Tibbi ve endiistriyel uygulamalardan Hirosima ve Nagazaki'ye atilan
atom bombalarindan maruz kalinan radyasyonun etkileri araliksiz bir sekilde
arastirilmaktadir. Bu caligmalarin yani1 sira denek olarak kullanilan hayvanlar
tizerinde de arastirmalar yapilmaktadir (14,18).

Radyasyonun canlilar iizerindeki biyolojik etkilerini, dogrudan ve dolayl
olarak ikiye ayirmak miimkiindiir (19).

Radyasyonun dogrudan etkisi: Bir canlida radyasyon etkisi ile baslayan
olaylarin, DNA molekiilii veya bir enzim molekiilii gibi 6zel bir biyolojik yapiy1
dogrudan etkilemesi ile baglamasidir. Radyasyon enerjisini dogrudan biyolojik bir
molekiile transfer etmektedir.

Radyasyonun dolayli etkisi: Radyasyon, enerjisini i¢inden gectigi ortamin
molekiillerine transfer etmisse radyasyonun dolayli etkisi s6z konusu olur. Canli
organizmalarin yaklasik olarak %70-90'1 sudan ibaret oldugu i¢in en ¢ok su
molekiillerinin etkilenmesi ve bunun sonucunda viicut i¢in oldukg¢a zehirli olan
hidroksil radikalleri (OH") ve hidrojen radikalleri (H") olusmasi1 beklenir. Bunlarin
birbirleriyle ve biyolojik molekiillerle etkilesmeleri sonucunda yine ¢ok zehirli H,0;
molekiilleri olusabilir.

Canli organizmalarin temel yapis1 hiicrelerdir ve hiicre ¢ekirdeginin icinde
genetik bilgileri barindiran DNA, hiicrenin béliinmesinden ve protein sentezinden
sorumludur. Isinlanmis hiicrelerde esas hedefin DNA oldugu kanitlanmistir.
Ozellikle hiicre béliinmesi sirasinda hiicre radyasyona kars1 en duyarli evrededir.
Bu olayda, mitoz boliinme ile ¢gogalma sirasinda DNA'nin iki katina ¢ikmasi ve

radyasyonlar igin daha fazla isinlanacak bolge olusturmasinin payr oldugu kabul



edilmektedir. Radyasyon etkisi ile DNA'da tek kolda, c¢ift kolda kiriklar, baz
hasarlar1, baz kayiplari, denatiirasyonlar ve capraz baz eslesmeleri olusabilir
(20).

Zincir kirilmalar1 DNA molekiiliinde meydana gelen en Onemli hasar
grubunu olusturur. Bu hasarlar, tek zincir kirilmalart ve ¢ift zincir kirilmalari
seklinde iki gruba ayrilir. Tek zincir kirilmalarinda DNA molekiiliiniin ¢ift
zincirlerinden bir tanesinde kopma meydana gelmesiyle olusur. Cift zincir
kirilmalar ise, ya tek bir enerji transferi olay1 ile ya da iki tek zincir kirilmasinin
birbirine yakin ve karsilikli bolgelerde olusmasi sonucu ortaya cikar.

Cok yiiksek radyasyon dozlarinda, DNA molekiillerinde bahsedilen
kirilmalarin = disinda  agir niikleer parcalanmalarin  meydana gelebilecegi
bilinmektedir. Bu sekilde cok kiiciik molekiiller ortaya cikar ve bunlarin
birlesmesi sonucunda kiicik DNA pargasindan olusan kiimeler meydana
gelebilmektedir (14,20,21).

DNA molekiiliinde radyasyon etkisi ile ortaya g¢ikabilecek diger bir yapisal
degisiklik baz hasarlar1 ve kayiplaridir. Bu hasarlar agisindan pirimidinler, purinlere
oranla yaklasik 2 kat daha duyarhidirlar. Timin ise en duyarli baz olup capraz
baglanmalar da onemli bir yapisal hasar grubunu olusturur. Bu tip baglanmalar
DNA molekiilii i¢cinde aym1 zincirde ya da zincirler arasi olugsabilecegi gibi DNA-
protein gapraz baglanmalari seklinde olabilirler (14,20,21).

Radyasyona kars1t duyarliligi en hassastan en direngliye dogru siralayacak
olursak; hizli boliinen, farklilasmamis en duyarli hiicreler eritroblastlar, bagirsak
kript hiicreleri, sperm ve oosit ana hiicreleri ve epidermis bazal hiicreleridir.
Hiicreler farklilastikca hizli boliinme devam etmesine karsin, duyarliliklart da
azalmaktadir. Radyasyona karsi duyarlilik yasasina gore karaciger, kas, beyin,
kemik, kikirdak ve bag dokular1 direngli doku ve organlari olusturmaktadirlar. Kemik
iligi, ovaryum ve testislerin boliinen hiicreleri, mide-bagirsak ve epitel hiicreleri ise

radyasyona kars1 en duyarl hiicre gruplarini olustururlar (20).

2.4. Biyolojik Doz Birim

Radyasyon enerjisinin emilimi ve canli sistemdeki dagilimi ile baslayan
olaylar sonugta biyolojik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Ayni tip

iyonlastirict radyasyonlarin farkli dozlar1 ya da farkli tip iyonlastiric



radyasyonlarin ayni dozlarinin olusturduklar1 biyolojik etkenlerin benzer
olmadiklarini sdylemek miimkiindiir. Uygulanan radyasyon ve uygulama sekli ile
ilgili baz1 o6zellikler, enerji emilimi ve dagilimi siireglerinde biiyiik o6lgiide
belirleyici olurlar (14).

Doz, herhangi bir maddenin belli bir zaman igerisinde kullanilan veya
tilkketilen miktart demektir. Radyasyon dozu ise hedef kiitle tarafindan belli bir
siirede sogurulan veya alinan radyasyon miktaridir (14,19).

Biyolojik doz radyasyonun canli dokularda sogurulan miktarini ifade etmek
icin kullanilmaktadir. Ancak sogurulan dozun biyolojik etkinligi hakkinda fikir
vermez. Dolayisiyla radyasyonun canli doku iizerindeki etkilerini belirlemede
kullanilacak doz biriminin tiim faktorleri igcermesi gerekir. Bu faktorler kalite
faktori ad1 altinda toplanmistir. Biyolojik dozun geleneksel birimi Rem'dir. Rem,
Rad ile kalite faktoriiniin ¢arpimindan olusmaktadir. Rem'in Sl sistemindeki yeni
birimi Sievert (Sv) olup Gray (Gy)'mm kalite faktorii ile carpimindan elde
edilmektedir. X 151m1 kalite faktorii 1 olarak belirlenmistir. Bu nedenle pratik olarak 1
Rad = 1 Rem olarak bilinir. 1Sv'de 1 Gy'e esit olur. Birbirine doniistiirmeden 1Sv =

100 Rem veya 10 mikrosievert = 1 milirem seklindedir (14,19).

2.5. Radyasyonun Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Yapilan deneysel ¢alismalar gosteriyor ki radyoterapi tedavileri hem hayvan
hem de insan iireme hiicrelerinde mutajeniteye ve insan ovaryum iglevsizligine neden
olabilmektedir. Elde edilen verilere gore oosit radyosensitivitesi genis 6lglide tiirlere ve
follikiiler fazlara gore ¢esitlenmektedir (22).

Gonadlar radyasyona ileri derecede duyarlidir. Radyasyon gerek ovumda,
gerekse spermde mutasyon ve aberasyonlara yol acabilir. Kalict veya gecici
infertiliteye sebep olabilir. infertilite yapici etki, erkeklerde kadmlardan daha
belirgindir. Kadinda ovum ve primordiyal follikiiler hiicreler, erkekte ise
spermatogonyumlar en duyarl hiicrelerdir (23).

Iyonize radyasyonun, ovaryum agirhginda azalisa ve ovaryum follikiiler
atrezisinde artisa neden oldugu deneylerle ortaya konmustur (24).

Jarrell ve ark. (24) gore, radyasyona maruz kalan ovaryumlarin yapisinda
onemli degisiklikler meydana gelmistir. Son c¢alismalar gosteriyor ki radyasyon,

ovaryum islevlerini bozmanin yani sira, oositlerin kromozomal hasarina ve



follikiilerde hiicre apoptosiz’ine sebep olmaktadir. Atretik follikiillerde graniiloza
hiicre Oliimii, apoptosize yol ag¢maktadir. Radyasyona maruz kalan fare
ovaryumunda, follikiiller, graniiloza hiicrelerinin apoptozisi ile dejenere
olmusturlar.

Atretojenik uyaranlardan birisi follikiiler atreziyi hizlandirabilecek olan y
radyasyonudur. Hem normal hem de tiimorlii dokularin her ikisinde de apoptozis
yalnizca kendiliginden olusmaktadir, ilave olarak iyonize radyasyon da apoptozise
neden olmus olabilir. Rat ve farelerde primordiyal follikiillerdeki oositler
radyasyona, gelisen follikiillerdeki oositlerden daha fazla hassastir (25).

Ovaryum follikiillerinde, y radyasyonu tarafindan hizlandirilan follikiiler
dejenerasyon, kontrollerle karsilastirildiginda, radyasyona maruz kalan fare
ovaryumlarinda apoptotik graniiloza hiicre sayis1 artmistir. Ayrica, y radyasyonuna
maruz kalan fare ovaryumlarinda, dejenere follikiillerde apoptotik gdovdeler ve
hiicresel rezidiieler artmis ve siklikla fagositoz gozlemlenmistir. Hasar1 tam
anlamiyla belirlemek zor olmasina ragmen, radyoterapinin oosit havuzunun

zayiflamasina neden oldugu iyi bilinmektedir (25).

2.6. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum en distan tek sirali yassi epitelden kiibige (epithelium superficiale-
germinativum) degisen bir epitel ile sarilmistir. Ovaryum yiizeyindeki bu epitel
tabakas1, embriyoda birka¢ kez ¢ogalarak primer ve sekonder cinsiyet kordonlarini
yapan peritonal mezotelyumdan gelistigi i¢in ‘germinal epitel” (epitelyum
germinale) olarak adlandirilir (Sekil 2). Epitelin periton'a bakan yiiziinde
mikrovillus’lar ve az sayida kinosilya’lar bulunur. Hiicre sitoplazmasi1 mitokondri ve
pinositoz vezikiillerinden zengindir. Germinal epitelin altinda damardan fakir, siki
kollajendz bag dokusundan yapili tunika albuginea bulunur. Bu katmandaki kollajen
lifler ovaryum ylizeyine kosut yerlesmislerdir. Kesitlerde her bir ovaryum’un igte
medulla dista korteks olarak iki boliimii ayirt edilir. Bu katmanlar arasinda kesin bir
siir yoktur (26-30).

Medulla, kollajen demetlerden ve elastik lif aglarindan yapilmis bir bag
dokusu i¢inde, kan ve lenf damarlari, kalin sinir demetleri ve hilus yakininda birkag

diiz kas hiicresi igerir.



Sekil 2. Ovaryum dokusunun hematoksilen-eozin ile boyanmus kesiti. A: Antrum, GEp:
Germinal epitel, TA: Tunika albuginea, ZP: Zona pellusida, PF: Primordiyal follikiiller, SF:
Sekonder follikiiller (30).

2.6.1. Ovaryum Korteksi

Korteks, stroma ve cesitli gelisim evrelerindeki ovaryum follikiillerinden
olusur. Stroma, kollajen ve elastik lifler, retikiiler lif aglar1 ve ig big¢imli bag
dokusu hiicrelerinden (fibroblastlar) yapilmistir. Bu fibroblastlar, hormonal
uyarilara diger organlarin fibroblastlarindan farkli yanit verir. Korteksin bu
interstisyel bag dokusu germinal epitel altinda sikilasarak tunika albuginea’y:
olusturur. Kortekste stroma iginde ¢esitli gelisim evrelerinde follikiiller yerlesmistir

(26,27, 29, 30),

2.6.2. Ovaryum Follikiillerinin Gelisimi (Follikiilogenezis)

Bir ovaryum follikiilii, bir ya da daha fazla follikiil ya da graniiloza hiicre
tabakasiyla cevrili bir oosit igerir. Follikiiler hiicreler mezotelyal epitelden gelisen
germinal epitele benzerler. Menapoz'dan sonra follikiillerin az bir kismi1 kalir. Her 28
giinde bir ovaryum'lardan bir oosit atilir. Bir kadinin iireme siireci 30-40 yila degin
stirer. Bu siire icerisinde yaklasik 450 oosit atilir. Follikiiler gelisimde 4 evre ayirt

edilir (26-30).
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2.6.2.1. Primordiyal Follikiil

Primordiyal follikiiller, fetal yasam sirasinda olusan tek sirali yassi follikiil
hiicreleriyle cevrili primer oosit'leri igerir. Primer oosit'ler 25 (mikrometre) pm
capinda yuvarlak sekilli hiicrelerdir. Genis ve periferik yerlesimli ¢cekirdekleri tek
cekirdekeik kapsar (Sekil 3). Primer oosit'ler organellerden zengindirler. Cok sayida
mitokondri, geliskin golgi kompleksi, graniillii endoplazmik retikulum tubuluslar

ve birka¢ ribozom igerirler. Bu follikiiller, korteksin en iist katmaninda yer alirlar ve

sayilar1 artmaz. Ancak cinsel yasam siiresince biiyiiyilip gelisirler ve ¢ogu dejenere

olur (26,27).

Sekil 3. Primordiyal ve primer follikiiller (29).

2.6.2.2. Primer Follikiil

Pubertenin baslamasiyla birlikte, her menstriiel dongiide 5-15 arasi
primordiyal follikiil olgunlasmaya baslar. I. mayoz bdliinmenin diploten evresinde
olan oosit I biiylir, oosit'l ¢evreleyen follikiil hiicreleri 6nce kiibiklesir ve sonra
cogalarak cok sirali bir epitel tabaka olustururlar. Bu hale gelen follikiile, primer
follikiil denir (Sekil 3). Primer oosit'in ¢ap1 yaklasik 100-150 pm'dur ve genislemis
bir c¢ekirdek, ¢ok sayida Golgi kompleksi ve mitokondri, geliskin graniillii

endoplazmik retikulum tubuluslari ve serbest ribozomlar igerir.
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Oosit'in ¢evresindeki follikiil hiicreleri zamanla kiibiklesir ve bu
follikiile ‘tek tabakali (biiyliyen, unilaminar) primer follikiil’ denir. Follikiil
hiicreleri cevrelerindeki stromal hiicrelerden bir bazal membranla ayrilmislardir.
Follikiiler hiicreler ¢ogalmaya basladiklarinda ¢ok tabakali hale gelirler ve graniiloza
hiicreleri olarak adlandirilirlar. Follikiiliin bu haline ‘cok tabakali (preantral,
multilaminar) primer follikiil’ denir. Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalma yetisi primer
oositge liretilen aktivin ile gergeklestirilir. Bu evre siiresince graniiloza hiicreleri ve
oosit glikoprotein yapisinda bir madde salgilarlar. Bu madde oosit'in ¢evresinde zona
pellusida olarak adlandirilan bir tabaka olusturur. Zona pellusida ZP1, ZP2 ve ZP3
denilen 3 farkli glikoproteinden olusur. Ayrica follikiil hiicre zar1 eldiven parmagi
bigiminde kii¢iik sitoplazmik uzantilar icerir. Bunlar zona pellusida’y1 gegerek,
oosit ylizeyindeki mikrovilluslarla siki baglanti birimleri (gap junction) araciligiyla
baglanirlar. Bu sitoplazmik uzantilar follikiiler gelisim siiresince iletisim kurarak
besin maddelerinin follikiil hiicrelerinden gecisini Kolaylastirirlar.

Follikiiliin disindaki stromal hiicrelerin olusturdugu teka follikiilii de iki
tabakaya ayrilir. Igte salg1 yapan hiicrelerden olusan, kan damarlarindan zengin teka
interna, dista fibroblast benzeri hiicreler iceren bag dokusundan yapili teka
eksternadan olusur. Teka internayr olusturan hiicreler hiicre =zarlarinda
Luteinlestirici Hormon (LH) reseptorleri igerirler. Ayrica sitoplazmalarinda ¢ok
saylda yag damlalari, graniilsiiz endoplazmik retikulum tubuluslar1 ve tubuler
kristali mitokondriler kapsarlar. Teka interna hiicreleri androstenedion iiretirler ve bu
hormon graniiloza hiicrelerine girerek aromataz enzimiyle Ostradiol'e doniisiir.

Graniiloza hiicreleri ile teka interna hiicreleri arasinda kalin bir bazal lamina vardir

(26,27).

2.6.2.3. Sekonder Follikiil

Gelisme ilerledikge ¢ok tabakali primer follikiil 200 pm ¢apa ulasir ve
graniiloza hiicrelerinin arasinda i¢i sivi dolu bosluklar belirir. Kisa siirede
bosluklar birbirleriyle birleserek yarim ay seklinde follikiil antrum’unu olusturur.
Bu hale gelen follikiile ‘sekonder follikiil’ denir (Sekil 4). Sekonder follikiil'iin
graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi hipofiz 6n lobundaki bazofil hiicrelerinden salinan
Follikiil Uyarict Hormon (FSH)'a baghdir. FSH''n etkisi altinda graniiloza

hiicrelerinin sayis1 artar ve hiicrelerarasi bosluga follikiil sivist birikir. Bu sivi
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glikozaminoglikan, proteoglikan ve hormon baglayici proteinleri igeren kan
plazmas1 benzeridir. Ayrica follikiil sivisi hormonlardan progesteron, Ostradiol,
inhibin, folliostatin ve FSH ile LH'in salinimin1 diizenleyen aktivin igerir. Zamanla
graniiloza hiicreleri yeniden diizenlenmeye baslar ve primer oosit bir miktar
graniiloza hiicresiyle birlikte antrum boslugu icinde bir kenara toplanir. Bu yapiya
‘kumulus ooforus’ denir. ZP ¢evresinde gevsek yerlesmis kiibik ya da algak boylu
prizmatik graniiloza hiicreleri sitoplazmik uzantilariyla oosit ile baglantilarini
siirdiirmektedirler. Primer oosit'i g¢evreleyen bu tek sirali graniiloza hiicre
tabakasina ‘korona radiata’ denir. Diger graniiloza hiicreleri poligonal sekillidirler.
Oosit sitoplazmasinda mitokondriler ¢ekirdek yakininda toplanirlar. Sitoplazmada
protein-lipit yapisinda vitellus olugsmaya baglar.

Bu evrenin sonuna dogru stromal hiicreler geniglemeye baslar ve teka interna
yaygin ag olusturmus kapillerle beslenir. Sekonder follikiil asamasina gelmis cogu
follikiil, atreziye ugrar. Ancak atretik follikiillerin bazi graniiloza hiicreleri

dejenere olmaz ve menapoz'a degin diisiik diizeylerde androjen salgilayan

interstisyel bezlere dontisiir (26,27).

Sekil 4. Sekonder (antral) bir follikiilde oosit, ZP ve graniiloza hiicreleri. Heniiz tam

birlesmemis antrum bosluklar1 (A), graniiloza hiicrelerinin (G) arasinda goriilityor (29).
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2.6.2.4. Preovulatuar Follikiiller (Graaf Follikiilleri)

Birka¢ sekonder follikiil, olgun follikiil olusturmak {iizere gelismeyi
stirdliriir ve “Graaf (tersiyer, preovulatuar) follikiil'i’ olusturur. Graaf follikiiliinde
graniiloza hiicreleri ¢ogalir, antrum genisler ve follikiill sivist ile dolar.
Ovulasyondan hemen once follikiiliin ¢ap1 2,5 cm’ye ulasir. Follikiil duvarindaki
follikiiler hiicreler membrana graniiloza'y1 olustururlar (Sekil 5). Graaf follikiiliinde
primer oosit'in ¢evresindeki korona radiata ve kumulus ooforus olusumunu siirdiiriir
ve zamanla tutundugu yerden ayrilir ve follikiil sivisinin iginde serbest kalir. Graaf

follikiil’li en distan saran bazal membran kalin, homojen ve saydamdir. Buna

cams1 zar denir. Graaf follikiilli dongiiniin baslangicindan baglayarak 10-12 giinde

olusur (26,27).

Sekil 5. Olgun bir follikiil (Graaf follikiilii). Oosit kenara itilmis durumda. Oositin hemen
disinda ZP oldukga belirgin. Graniiloza hiicrelerinin etrafinda teka tabakasida gézlenmekte
(29).

2.6.2.5. Atretik Follikiil

Atretik follikiiller dogum oncesinden baslayarak menapoz sonrasindaki
birka¢ yilda da ovaryumda gozlenirler. Genelde menstrual dongii siiresince her
ovulasyonda bir oosit atilir. Disilerin tiim yasami boyunca, ovaryum'da yerlesik ¢cok
sayida cesitli evredeki follikiillerden yalnizca % 0,1'1 olgunlasip ovulasyona ugrar. Bu
nedenle ovaryum follikiillerinin biiyiik boliimii, follikiil hiicreleri ve oosit'in

Olumiiyle geriler ve fagositoz yapan hiicrelerce ortadan kaldirilirlar. Bu islev
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sirasinda  graniiloza hiicrelerinde mitoz durur, graniiloza hiicreleri bazal

membran’dan ayrilir ve dejenere olurlar (26-30).

2.7. Ovulasyon

Menstriial dongiiniin 14. giinlinde gelismekte olan Graaf follikiilii'niin
graniiloza ve teka hiicrelerinden salginan Ostrojen nedeniyle kandaki Ostrojen
diizeyi artar. Bu da uterus endometriyumunun follikiiler ya da proliferatif evreye
girmesi, servikal mukus'un spermatozoonlarin igeri girmesine izin verecek kadar
incelmesi ve hipofizi LH salgilamasi i¢in uyarir. LH'!n dongiiniin tam ortasinda
aniden ylikselmesiyle olgunlagsmay1 destekleyen etkenlerin yogunlugu artar ve o
zamana degin diploten evresinde kalmis olan primer oosit'in I. Mayoz bdliinmesini
tamamlamasimi ve follikiiliin tersiyer evreye girmesini saglar. Ayni zamanda II.
Mayoz boliinme baglar ancak oosit, ovulasyondan yaklasik 3 saat oncesine kadar
metafaz evresinde duraklar. Bu sirada ovaryum'un yiizeyinde bir kabariklik olusur
ve bu kabarikligin tam tepesinde ‘stigma’ olarak adlandirilan damarsiz bir nokta
belirir. Yiiksek LH diizeyi kollajenaz yetisini arttirir ve follikiiliin ¢evresindeki
kollajen lifler sindirilir. LH diizeyindeki ani artisin diger etkisi prostaglandin
miktarint arttirmasidir. Prostaglandin, ovaryum duvarinda yerel kas kasilmalarina
neden olur. Oosit, bu kasilmalarla ¢evresindeki graniiloza hiicreleriyle birlikte,
kumulus ooforus bolgesinden disari atilir ve ovaryum'un diginda gezinir. Fimbria
ovarika'larin hareketi ile oosit tuba uterina’nin igine alinir (26-30).

Ovulasyon puberteden menapoza degin 28 giinde bir olaylanir.
Ovulasyon iki kanama arasindaki dongiliniin ortasina rastlar. Ovulasyon,
dongiiniin 14. giiniinde gerceklesir. Ovulasyonda genelde bir oosit atilir. Bazen ayni
anda birkag oosit atilabilir.

Graaf follikiil’inde ovulasyon sonrasinda bir i¢ basing diismesi gerceklesir.
Teka tabakalarindan kan sizmasi ile kisa bir siire i¢in follikiil i¢ine kan toplanir. Bu

yapiya korpus rubrum (kirmizi cisim) denir (28-30).

2.8. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra yirtilan tersiyer follikiiliiniin duvarinda kalan
graniiloza ve teka interna hiicreleri yasamlarini cevrelerindeki damarlar yoluyla

stirdiiriirler. LHin etkisiyle bu hiicrelerin sitoplazmalarinda sarimsi bir pigment
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birikmeye baslar ve biiyliyerek graniiloza lutein hiicreleri ve teka lutein hiicrelerine
dontisiirler. Bu hiicrelerin olusturdugu gegici endokrin bez yapisina korpus luteum
(sar1 cisim) denir. Korpus luteum; progesteron ve Ostrojen hormonlarini salgilar.
Progesteron, Ostrojenik hormonlarin da katkisiyla, uterus mukozasinin embriyonun
implante olabilmesine uygun duruma geldigi sekretuar ya da progestasyonel vereye
girmesini saglar (26-30).

Dollenme olmadiginda, ovulasyonu izleyen 9. giinde korpus luteum
erigebilecegi iist boyuta ulasir ve ovaryumun ylizeyinde sarimtrak bir ¢ikinti
seklinde izlenebilir. Bu yap1 daha sonra progesteron iiretimi azaldigi i¢in dejenere
olur ve menstrual kanama baslar. Buna ‘menstruasyon korpus luteumu’ denir (28, 29,
30).

Oosit'in+~ dollenmesi  durumunda,  gelismekte  olan  embriyonun
sinsityotrofoblastlarca salgilanan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu ile korpus
luteum'un dejenere olmasi engellenir. Boylece, korpus luteum biiyiimesini stirdiiriir
ve gebelik korpus luteumuna (korpus luteum graviditatis) doniisiir. Bu yap1 gebeligin
3. aymin sonunda ovaryum'un 1/3 ile 1/2'si bilylikliigline ulasir. Sarimtrak renkteki
luteal hiicreler dordiincii ayin sonuna degin progesteron salgilamayi siirdiiriirler. Bu
sliregten sonra plasenta'nin trofoblastik bilesenince salgilanan progesteron'un miktari
gebeligin siirdiirebilmesine yetecek diizeye geldigi i¢in, luteal hiicreler yavas yavas
dejenere olurlar. 4. aydan once gebelik korpus luteum’unun ortadan kaldirilmasi
genelde diisiikle sonuglanir (26,27).

Menstruasyon ve gebelik korpus luteum’lart islevleri sonlaninca
dejenerasyona ugrarlar. Yerlerini kollajen liflerden zengin bag dokusundan yapil,
beyaz renkli bir yap1 olan korpus albikansa (beyaz cisim) birakirlar. Bu yap1 ovaryum

icerisinde zamanla absorbe edilerek ortadan kalkar (28-30).

2.9. Ovaryum Medullas1

Ovaryum'un merkezi olan medulla gevsekce oOrgii olusturan kollajen ve
elastik lifler ile fibroblastlar iceren bag dokusundan olusur. Medulla ayrica biiyilik
kan, lenf damarlar1 ve sinir lifleri igerir. Follikiiler atrezi sirasinda graniiloza
hiicreleri ile oosit'ler dejenerasyona ugrarken, teka interna hiicreleri etkin steroid
salgi yapmay1 siirdiiriirler. Medullada yerlesik bu epiteloid hiicrelere ‘interstisyel

hiicreler’ denir. Bu hiicreler, kiimeler olusturmak tiizere biraraya gelirler ve
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“interstisyel bezleri’ olustururlar. Islevlerini puberteden baslayip menapoz’a degin
stirdiiriirler ve Ostrojen salgilarlar.

Hilus hiicreleri, ovaryum medullasindaki diger epiteloid tip hiicrelerdir. Bu
hiicreler testislerdeki Leydig hiicreleriyle esdes organel igerigi ve sitoplazmik

Ozellige sahiptirler. Ayrica androjenleri salgilarlar (26,27).

2.10. Oositin Gelisimi ( Oogenezis )

Yumurta ana hiicreleri oogonyum’lar, vitelliis kesesi endoderminden
kokenlenen hiicrelerdir ve embriyonik ovaryumda ard arda boéliinerek sayilarini
artirirlar. Bu evrede primordiyal follikiiller, birinci mayoz boliinmeye giden primer
oositleri igerirler. Ancak, bu primer oositler birinci mayoz bdliinmelerini
tamamlamadan, birinci mayozun, profazinin diploten evresinde uzun bir bekleme
donemine girerler. Bireyin cinsel olgunluga erismesini takiben, her ovaryum
siklusunun baginda gelismeye giden 20 kadar primordiyal follikiil, aldiklar1 uyar1 ile
mayoz boliinmelerine durakladiklar1 yerden devam ederler. Graaf follikiil’tinde,
ovulasyondan Once birinci mayoz boliinme tamamlanmis ve iki yavru hiicre
olugsmustur. Bunlardan biiyiigii sekonder oosit, kii¢iigii birinci kutup hiicresidir.
Sekonder oosit, ikinci mayoz boliinmesinde baglar, ancak bu boliinme de ovulasyona
kadar tamamlanamaz. Ikinci mayoz béliinmenin metafazindaki sekonder oosit, ikinci
bir bekleme evresine girer. Ovulasyonda, ovaryumdan atilan sekonder oosit, ikinci
mayoz boliinmenin metafaz evresindedir. Bu evredeki sekonder oosit, ovidukt’ta
aldig1 uyan ile ikinci mayoz boliinmesini tamamlar ve ikinci kutup hiicresi ile n

kromozom tasiyan ‘yumurta’ (ovum) meydana gelir (31).

2.11. Curcumin

Zerdegal (Curcuma longa, Turmerik, Hint safran1), Cin ve Hindistan'da
yaygin olarak yetistirilen zencefil ailesine ait sarigigekli, biiyiikk yaprakli ve
yumrulu, ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Zerdecal kullanimi; gesitli hastaliklar i¢in
tedavi edici bir ajan olarak etkili oldugu bulundugundan bu yana, daha popiiler
bir hale gelmistir. Zerdegal, Hint tibbinda bir tonik ve kan temizleyicisi olarak
kullanima girmis olup, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Zerdegal
icinde dogal sar1 bir pigment olan curcumin, bitkinin yumrularindan elde edilir.

Zerdegal baharatinin en aktif bileseni, %2-5'ini olusturan curcumindir (32,34).
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In vitro ve deneysel hayvanlarla yapilan arastirmalarda, curcumin'in;
antitimor, antioksidan, antiartritik, antiamiloid, antiiskemik ve antiinflamatuar ve
antimikrobiyal ajan olarak kullanimi deneysel olarak ispatlanmistir (32,33,36).

Curcuminin bazi tip kanser hiicrelerinin 6liim hizin1 artirdifi ve timor
hiicrelerinin ~ boliinmesini  durdurdugu  bilinmektedir.  Ayrica  curcuminin
radyoterapinin etkisini artirmak sureti ile tedaviden daha hizli sonu¢ alinmasini
sagladig1 gosterilmistir. Bu etkilerine ilave olarak antioksidan 6zellik géstermesiyle
alkoliin, 1ilaglarin, radyasyonun, agir metallerin; normal organlar {izerinde
olusturdugu hasarlar1 6nleme etkisine sahip oldugu bildirilmistir. Son yillarda
curcuminin, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan radyasyon veya
kemoterapétik ajanlarin etkinligini artirmada ve tedaviden kaynaklanan normal
doku hasarimi 6nlemede etkili oldugunu gosteren pek c¢ok calisma yaymlanmistir

(34).

2.11.1. Curcumin Kimyasi

Curcuminin kimyasal yapisi, 1910 yilinda elde edilmistir ve molekiiler
formiilii C21H2006’d1r (Sekil 6). Bu maddenin antioksidan mekanizmast son
zamanlarda, kimyagerlerin ve biyologlarin ilgisini ¢ekmistir. Antioksidanlarin pek
cogu hem fenolik fonksiyonel bir grup hemde bir B-diketon grup tasir. Curcumin,
metoksi ve hidroksil'lerin ¢esitli miktarlarini igeren fenil halkalari, B-diketon grup

ve karbon-karbon ¢ift bag iceren fonksiyonel gruplarinin bir gesitliligine sahip

olan essiz bir antioksidandir (35,32).

Sekil 6. Curcuminin molekiil yapisi (35).
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2.11.2. Curcumin Biyosentezi

Curcuminin biyosentetik yolunu ortaya c¢ikarmak arastirmacilar i¢in ¢ok
zor olmustur. Roughly ve Whiting (36), curcuminin biyosentezi igin farkli
mekanizmalar 6nermislerdir.

Mekanizmalar arasinda en kabul goreni; iki sinamer biriminin, Malonil-
CoA ile birlesmesiyle ortaya ¢ikan mekanizmadir. Mekanizmanin baslangi¢
noktasi olarak, fenilalanin'den olusan sinamik asit kabul edilmektedir. Fonksiyonel
gruplardaki siralanma, alkol ve metoksinin curcuminoid'e ilave edilmesi, onerilen

bu mekanizmay1 daha gii¢lii bir sekilde desteklemektedir.

2.11.3. Curcuminin Antioksidan Ozellikleri

Bir antioksidan molekiilii diger molekiillerin oksidasyonunu engelleyebilir.
Oksidasyon, oksitleyici bir ajanin bir molekiilden bir elektrona transferini
saglayan kimyasal bir reaksiyondur. Oksidasyon reaksiyonu, hiicresel hasara
neden olan serbest radikalleri olusturur. Antioksidanlar, serbest radikal tiirlerinin
yok edilmesi ve diger oksidasyon reaksiyonlarinin oksitlenmesini engeller ve bu
reaksiyonla sonlanir.

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak {iizere hiicresel
hasara ve reaktif oksijen tiirler'ine (ROT) kars1 viicudumuzu koruyan iki ana
antioksidan savunma sistemi mevcuttur. Enzimatik olmayan sistem glutatyon, tirik
asit, C vitamini ve E vitaminini gibi Onemli antioksidanlar1 kapsamaktadir.
Antioksidan enzimler ayrica viicudumuz tarafindan iiretilen katalaz (CAT),
siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz't (GSHpx) ig¢ermektedir.
Antioksidan sistemin bu iki tipi, hiicredeki oksidanin herhangi zararli etkilerini
iyilestirmek i¢in beraber ¢alisirlar. Enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin her ikisi de hiicre dis1 ve hiicre i¢indeki serbest radikal tiirlerini
temizlerler. Bu siipliriicii ajanlar hiicrelerde stratejik olarak yerlesmislerdir ve
maksimum hiicre i¢i koruma saglarlar.

Son zamanlarda, curcuminle ilgili saglik {izerine pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.
Zencefilin, su ve yag ile ¢oziilebilir ekstratlarinin ve curcuminin bilesikleri vitamin E
ve C ile karsilagtirildiginda giiclii antioksidan aktiviteleri gdsterilmistir. Yapilan bir
calismada curcuminin, lipid peroksidasyonu engellemede E vitaminine gore sekiz kat

daha kuvvetli oldugu kanitlanmistir (35).
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2.11.4. Curcuminin Radyoprotektif Etkileri

Radyasyonun zararli etkilerine karsi korunmada, kimyasallarin kullanimia II.
Diinya Savasindan sonra baglanmistir. Radyoterapi esnasinda normal doku
korunmasinin kanser hiicrelerinin tahribat1 kadar 6nemli oldugunun gosterilmesiyle,
korunma arastirmalari lizerine odaklanmis ¢aligmalar yapilmistir. Bu amagla, ¢ok
sayida kimyasal bilesikler ve analoglar1 radyoprotektif etkileri acisindan
arastirilmastir.

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 6nemi gérememislerdir
(34).

Curcuminin radyoprotektif etkisinden birden fazla mekanizma sorumludur.
Radyasyon aracili serbest radikalleri sliplirme ve 1sinlanmis sistemlerde curcumin
ile hiicresel antioksidanlarin yiikseltilmesi bu aktiviteden sorumlu temel
mekanizmalar olarak diisiiniilmektedir. Katalaz, glutatyon transferaz (GST),
GSHpx, SOD ve onlarin mRNA'larinin upregiilasyonu curcumin aracili
radyasyondan korunmada bir diger mekanizma olabilir. Curcuminin, GST, GSHpx,
SOD ve siilfidril gruplarmi yiikselttigi, lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi,
antioksidan durumunu artirdigi, serbest radikalleri stipiirdiigii ¢esitli galismalarda
bildirilmistir (34).

Curcumin aktivitesinin ilging bir yonii, hem normal hiicreler iizerine hemde
kanserli hiicreler {izerine radyoprotektif etkisini gostermesidir. Bu, Curcumin
aktivitesinin oksidatif stresi azalttigini ve oksidatif stresle ilgili genlerin
transkripsiyonunu engelledigini ve radyasyonun zararli etkilerine karsi
inflamatuvar yanitlarda koruma saglayabilecegini desteklemektedir (25,34).

Normal olarak  ovaryum  siklusunda, oksidatif stresin  c¢esitli
isaretliyicilerinin  varligr  gosterilmigtir.  Follikiiler sividaki mikrogevrede:
lokositler, makrofajlar, sitokinler, bilinen ROT kaynaklarinin tiimii bulunur.
Follikiiler sividaki ROT; liiteoliziz, ovaryum sterodiyogenesiz, follikiilogenesiz ve
oosit maturasyonunda Onemli bir rol oynar. Follikiiler gelisim, preovulator
follikiilleride kiiciik primordiyal follikiillerin gelismesinide kapsar. Caligmalar
gosteriyor ki, follikiilogenezis siiresince, programli follikiiler hiicre o6limii ve

follikiiler gelisiminde NO radikalleri olusur. Oksidatif stres kontrolii ovulasyon
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icin gereklidir. Oosit maturasyonunun son asamasi, follikil yirtilmasini
kolaylastirict ve ovaryum kan akisini etkileyen, ROT'un seviyesindeki artis,
steroidler, NO, proteolitik enzimler, prostaglandinler ve sitokinlerdeki
dalgalanmalarla ilgilidir. Oksidatif enzim aktivitesinin bir derecesi, ovaryum
sterodiyogenesizinde oksidatif stresin rolli, teka hiicreleri, graniiloza liitein

hiicreleri ve hilus hiicreleri tarafindan gosterilmistir (37).

2.12. PARP
2.12.1. Poli (ADP-riboz)

ADP-ribozun proteinlere aktarimi: ilk olarak Corynebacterium
diphtheria'dan elde edilen bakteriyal bir toksinde bulunmustur. ADP-ribozun negatif
yikli polimerlerinin proteinlere eklenmesi, Nikotinamid Adenin Diniikleotit
(NAD")'den Poli ADP-riboz polimerazlarin (PARPs) sentezlemesi araciligiyla
gerceklesir ve tek tarafli bir translasyon sonrasi diizenlenimidir. PARP, sadece
hiicrenin yagamsal faaliyetleri ve programli hiicre olimi ile ilgili degil aym
zamanda PARP ailesinin yeni liyelerinin sahip oldugu iliskileri ile diger biyolojik
islevleri de diizenler. Bu islevler arasinda, transkripsiyonun diizenlenmesi, telomer
kohezyonu, hiicre bdliinmesi esnasinda mitotik igcik sekillenmesi, hiicre igi

beslenme ve enerji metabolizmasi sayilabilir (38).

2.12.2. PARP-1 Proteininin Yapisi ve Fonksiyonu

PARP ailesinin prototipik enzimi PARP-1'dir. Yaklasik kirk yil once,
Chambon, Weill ve Mandel tarafindan kesfedilmistir ve biyokimyagerler tarafindan
ilgi ¢ekmis ve temel ugras alam1 olmustur fakat daha sonra radyobiyologlar,
toksikologlar, genetikgiler, molekiiler biyologlar, farmakologlar, hiicre biyologlar1 ve
diger biyolojik disiplinlerden uzmanlarin da ilgisini ¢ekmeyi basarmistir (39).

PARP siiper ailesinin iizerinde en ¢ok calisilan iiyesi PARP-1'dir (Sekil 7).
DNA hasarma baglh olarak NAD™ kullanarak daima kromatin ile iliskili
cekirdekteki kabul edici (akseptor) proteinlere ¢ok dalli veya diiz olacak sekilde
ADP-riboz polimerlerini sentezler (40). PARP-1, 1g41-q42 kromozom bdlgesinde
bulunan ADPRT geninin 113 kDa agirlifindaki transkripsiyon tiriiniidiir (41,42).

PARP-1'in yapi-islev iligkisi olduk¢a iyi anlasilmistir. Altt domainden

dordiintin 6zel fonksiyonlar1 gosterilmistir;
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e Domain A, DNA baglayict domain olarak bilinir ve DNA kiriklar1 ile PARP-1
arasindaki iliskiden sorumlu olup 2 adet ¢inko parmak modeli igermektedir.

e Domain B, NLS i¢in ¢ift tarafli bir PARP-1 ve Kaspaz-3 yariklanma bolgesinin
bulundugu domain.

e Domain D, otomodifikasyon bdlgesidir.

e Domain F, PARP-1'in katalik bolgesidir (40).

DNA Otomodifikasyon Katalitik
Baglanma Domaini Domain

Domaini
NLS

Cinko
Parmakgiklar

Sekil 7. PARP-1 proteininin yapisi (42).

Cinko parmak modelleri PARP-1'in hasarli DNA {izerindeki bdlgesini
tanimasi igin gereklidir (41,42). Ilk ¢inko parmak hem tek hemde c¢ift zincirdeki
kiriga baglanirken ikinci ¢inko parmak yalnizca tek zincir kiriklarmi tanimaktadir
(42). Merkezi otomodifikasyon domaini poli(ADP-riboz)ilasyon (PARilasyon)
bolgesini icermektedir ve PARP-1'in DNA ile baglantisin1 diizenlemekle gorevlidir.
C-terminal bolgesi ise, NAD'in baglandig1 bolgedir (41).

PARP-1, DNA hasarlarinda devreye girerek DNA tamirini gerceklestirirken,
yiksek miktardaki DNA hasari PARP-1 aktivasyonunu tetikleyerek PARP-1'in
hiicredeki substratt olan NAD’in hiicrede tiikkenmesine sebep olur. Bu durumda
NAD'm yeniden sentezlenmesi i¢cin ATP kaybina neden olarak hiicrenin enerji
kaybindan dolay1 6liimiine sebep olmaktadir (43).

PARP-1, DNA kiriklar1 ve DNA kiriklarinin uzaysal onariminda anahtar bir
role sahip olup bu kiriklarin tanimlanmasinda rol alan molekiiler algilayicidir.
Olduke¢a iyi korunmus c¢ok islevsel bir enzim olup, katalitik faaliyet, DNA
kiriklarinin tizerinde 500'den fazla katlant1 ile ortaya ¢ikar. Bu fiziksel birliktelik
boyunca DNA metabolizmasi ve kromatin yapisi, PARilasyon ve yardimci proteinler
(histonlar, HMG proteinleri, topoizomeraz I ve II, DNA helikaz, tek zincir kirik
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onarimi proteinleri (SSBR), baz ¢ikarim onarimi proteinleri (BER) ve cesitli

transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenir (40).

2.12.3. Poli(ADP-Riboz)ilasyonun Oksidatif Stres ile Olan iliskisi

Cok hiicreli canlilarin hiicreleri, siirekli olarak, DNA hasar1 ile sonu¢lanan
endojen ve ekzojen etkilere maruz kalir. Hiicreler, DNA hasarina yanit olarak
genomlarini koruyan karmasik mekanizmalara evrimlesmislerdir. DNA hasar yaniti,
coklu hiicresel stiregleri; DNA hasarini algilama, belirleme ve tamirin yani sira
kontrol noktas1 aktivasyonu, lokal transkripsiyonal bariyeri, kromatin olusumu ve
hiicre 6limii uyarimini kapsar (44).

PARilasyon reaksiyonu oksidatif hasar sonucu olusan DNA hasari, hiicre
Oliimiine kars1 olusturulan hiicresel bir cevaptir. Oksidatif hasar sonucu olusan DNA
kiriklarinin poli ADP-ribozillenmesinde en etkin rolii listlenen PARP ailesi iiyesi
enzim, PARP-1"dir (45). PARP-1, hasar géren DNA'da fark edilen ilk proteinlerden
biridir (44). PARP-1 reaksiyon boyunca NAD'dan riboz pargalari alarak 200
birimden daha uzun homopolimerler sentezler. Reaksiyon sonunda bu polimerler poli
(ADP-riboz)glikohidrolaz (PARG) enzimi tarafindan yikilir. PARP-1, NAD"
substrat olarak kullanarak kendisi de dahil olmak tizere cesitli proteinlerin glutamik
asit, aspartik asit ve lizin rezidiilerini poli ADP-riboziller. Poli ADP-ribozillenme,
proteinlerin konformasyonunu degistirerek DNA ile olan baglantilarin1 diizenler.
DNA kiriklarmma baglanan PARP-1, bdoylelikle kendisinin ve diger DNA tamir
mekanizmasi1 proteinlerinin aktivasyonunu saglayarak, DNA’y1 parcalanmaktan
korur ve DNA tamirini baslatir (45).

PARP-1, yapisal olarak ifade oldugunda, 6zgiin olma yetenegi, DNA zincir
kiriklarini alkilleyici ajanlar, oksidantlar ve iyonize radyasyonun neden oldugu DNA
hasarma hizli ve siddetli bir hiicresel yanitla PARilasyon, DNA zincir kiriklarinin
diizeltilmesi ile harekete gecer. Tek ve c¢ift zincir DNA hasar1 olmadiginda,
PARilasyon seviyesi diigiiktiir fakat DNA hasar1 olustugunda 100 kat kadar daha
fazla olabilir. Bu sartlar altinda PARP’in yaklagik % 90’1, PARP-1 tarafindan

sentezlenir (39).
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3. GEREC ve YONTEMLER

Bu calisma Biilent Ecevit Universitesi (BEU) Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali, BEU Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali ve BEU
Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi'nin katilimlar ile yapilmistir. Calisma igin
BEU Rektérliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligi'ndan 31.08.2012
tarihinde 2012-16-28/03 numarali etik kurulu onay1 alinmustir.

Calismamizda, BEU Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde iiretilen, 12-
14 haftalik, agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen 40 adet geng eriskin Wistar albino
disi sican kullanildi. Ayni1 biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip deneklerden, viicut
agirliklar birbirine yakin olanlar ayni1 grupta olacak sekilde; biri kontrol 3’ii deney
grubu olmak iizere toplam 4 grup, Tablo 1’de gdsterildigi gibi olusturuldu. Tim
denekler, deney siiresi boyunca uygun laboratuvar kosullart (22+1°C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinliikk igme suyu ve % 21 ham protein igeren
pelet yemlerle beslendi.

Deney gruplar asagidaki gibi olusturuldu;

I. Grup (n=10): Isinlama ortamina gotiiriilen ancak 1smn uygulanmayan, deney

stiresince oral yoldan ¢esme suyu uygulanan, kontrol grubu.

Il. Grup (n=10): Isinlama ortamima gotiiriilen ancak 1sin uygulanmayan, deney
stiresince oral yoldan 100 mg/kg curcumin uygulanan, curcumin grubu.

I1l. Grup (n=10): 8.3 Gy tek doz tiim viicut X 1511 alan ve 1sinlamadan sonra 4.
giinde sakrifiye edilen, oral yoldan da ¢gesme suyu uygulanan, radyasyon grubu.

IV. Grup (n=10): 8.3 Gy tek doz tiim viicut X 1s1n1 alan ve 1ginlamadan 1 hafta
once baslayip 1s1nlamadan sonra 4. giinde yapilan sakrifikasyona kadar giin asir1

oral yoldan 100 mg/kg curcumin uygulanan, radyasyon+curcumin grubu.
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Tablo 1. Deney Gruplari ve yapilan iglemler.

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV
Radyasyon - - 8.3 Gy 8.3 Gy
Curcumin - 100 mg/kg - 100 mg/kg
(Oral) (Oral)
Cesme Suyu Oral - Oral -

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

Radyasyon hasar1 olusturmak amacityla BEU Tip Fakiiltesi Radyasyon
Onkolojisi Anabilim Dali’nda, kontrol grubu ve curcumin 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 listil) pozisyonunda sabitlendi. Gerekli doz hesaplamasi
yapilarak, linear akselerator cihazi ile tek fraksiyonda tiim viicuda toplam 8,3 Gy X

15101 uygulandi.

3.1. Isik Mikroskobik Incelemeler

Dokularmn 151k mikroskopik inceleme icin islemlendirilmeleri BEU Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali rutin histoloji laboratuvarinda
gerceklestirildi. Anestezi altinda sakrifiye edilen deneklerden ¢ikarilan ovaryumlar,
notral formalin ile tespit edildi. Notral formalin ile 2 giin tespit edildikten sonra
dokular 1 giin siire ile akar ¢esme suyunda yikama islemine alindi. Su ile yikama
isleminin ardindan dokular dehidratasyon icin, 1 giin siire ile % 70’lik alkolde ve
artan alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100) 1’er saat tutuldu. Dehidratasyon
asamasindan sonra saydamlagtirma islemi i¢in dokular 3 seri 15’er dk ksilol ile
muamele edildi. Gomme isleminden Once dokular yumusak parafinde 1 gece
bekletildi. Bir sonraki giin ovaryum dokular1, Bio Optica marka parafin dispenser ile
bloklandi. Hazirlanan parafin bloklardan, Shandon Finesse 325 marka silindirli
mikrotom kullanmilarak 5 pm kalinliginda blogun tamami bitene kadar seri kesitler
alindi. Tiim kesitler arasinda 1/25 oraninda 6rnekleme yapilarak gruplardaki her bir
denek ic¢in saglikli ve atretik folikiil yogunlugunun degerlenmesinde kullanilacak

kesitler belirlendi. Bu kesitler ovaryum dokusunun genel o6zelliklerini ortaya
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koyabilmek i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Periyodik Asit Schiff-Hemalen (PAS-
HL) boyalart ile boyandi. Tiim inceleme ve bulgularin fotograflandirilmasinda, Zeiss
AX10 marka foto-mikroskop cihazi kullanildi.

Tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinin 151k mikroskopik olarak

incelenmesinde follikiil siniflamasi, tablo 2'de belirtildigi gibi yapildi.

Tablo 2. Ovaryum Kesitlerindeki Follikiillerin Siiflandirilmasi (46).

Follikiil Morfolojik Ozellikleri

Primordiyal Follikiill ZP’siz oositler etrafinda tek tabaka yassi, graniiloza
progenitor hiicrelerine sahip follikiil.

Primer Follikiil Oositler etrafinda bir ya da birden fazla tabaka kiibik
graniiloza hiicreleri bulunan follikiil.

Sekonder Follikiil Oositler etrafinda 2 ya da daha fazla graniiloza hiicre
tabakas1 bulunan ve graniiloza hiicreleri arasindaki
bosluklarda follikiil s1vis1 birikimi baslamis follikiil.

Tersiyer ( Graaf) Tek ve biiyiik bir bosluga (antrum) sahip olup, sayisi

Follikiil azalan graniiloza hiicrelerinin follikiil sivisi ile dolu bir
antrumu ¢evrelemekte oldugu, oositin ise kiimiiliis olarak
bilinen graniiloza hiicreleri tarafindan ¢evrelenmis oldugu

follikiil.

3.2. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Radyasyona bagli ortaya ¢ikan DNA hasarinin gostergesi olarak ovaryum
dokusunda DNA onarict bir enzim olan PARP-1 ifadesi immiinohistokimyasal
yontemler ile gosterildi.

Immiinohistokimyasal inceleme i¢in ovaryum dokusundan 5 pm kalmliginda
kesitler alind1 ve deparafinizasyon iglemini takiben kesitler suya indirildi. Suya
indirilen kesitler antijenik determinant bolgelerinin agiga ¢ikarilmasi amaciyla sitrat
tamponu (pH=6.0) icerisinde mikrodalga firinda 5 dk kaynatildi. Oda 1sisinda 10 dk
sogumaya birakildiktan sonra kesitler fosfat tamponu PBS (PBS; pH 7.6) ile yikandu.
Bu asamadan sonra endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde
hazirlanan %3'liik H,O, ile 15 dk muamele edildi. Distile sudan gecirilen kesitler

PBS ile yikandi. Spesifik olmayan antikor baglanmalarini bloklamak iizere kesitlere
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%1 preimmiin rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi.
Daha sonra kesitler nemli kabin i¢inde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor
(Rabbit polyclonal 1IgG PARP-1, ab6079, Santa Cruz Biotechnology, USA) ile 1 saat
siire ile inkiibe edildi. Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 30 dk sekonder
antikor soliisyonunda (Biotinylated Link, Dako, K0609) tutuldu. 3 kez PBS'de
yikanan kesitlere 10 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu (Streptavidin HRP, Dako,
K0609) uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 3 dk Diaminobenzidin
(DAB) kromojen soliisyonu (Vector, SK-4100) uygulamasi yapildi. Kesitler distile
su ile yikandiktan sonra 30 sn Mayer’s hematoksilen uygulanarak zit boyama yapildi.
Akar su altinda, 5 dk yikanan kesitler kapatma soliisyonu konarak lamel ile kapatildi

ve 151k mikroskobunda degerlendirmeye alindi.

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programi kullanilarak yapildi. Tanimlayicr istatistikler Medyan (Q1-Q3) olarak ifade
edildi. Dort grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanilda.
Kruskal-Wallis varyans analizinde alt gruplarin ikiserli karsilastirilmas: ise
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile yapildi. Tekrarli Olgiimlerin
degerlendirilmesinde ise Friedman testinden faydalanildi. Alt gruplarin ikiserli
karsilastirilmast Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon testi ile yapildi. Sonuglar % 95

giiven araliginda degerlendirildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol Grubuna Ait Mikroskopi Bulgular

Kontrol grubuna ait ovaryumlarin korteks bolgelerini en distan ¢evreleyen
germinal epitel genellikle tek tabakali kiibik hiicrelerden olustugu gézlendi. Tunika
albuginea’nin germinal epitelin altinda yogun bir bag doku tabakasi olarak siireklilik
gosterdigi tespit edildi. Tunika albuginea tabakasinin hemen altinda yerlesim
gosteren gelisimin farkli asamalarindaki follikiiller goriildii. Ozellikle ZP’s1z oositler
etrafinda tek tabakali ve genellikle 4-6 yassi, graniiloza progenitor hiicrelerine sahip
primordiyal follikiiller gruplar halinde ovaryumun korteks bdlgesinde yerlesmislerdi.
Belirgin bir c¢ekirdege sahip oosit ile aralarinda bosluk gozlenmeyen graniiloza
hiicreleri ve oositi ¢evreleyen, ZP’dan olusan primer follikiiller ya tek tabakali ya da
cok tabakali olarak kolaylikla segilebildi. Genellikle biiyliik ve genis bir antrum
bosluguna sahip antral follikiillerdeki kumulus ooforus denilen; primer oosit, zona
pellusida ve ZP’yi ¢evreleyen corona radiata’y1 kapsayan graniiloza hiicreleri agik bir
sekilde gozlendi (Sekil 8-9).

Ovaryum kesitlerinde farkli agamalardaki korpus luteum yapilar1 izlendi.
Gelismekte olan follikiillerde, graniiloza hiicre tabakasi ile stroma arasinda, bag
dokusunun farklilasmasi ile olusan teka follikiilii ayirt edildi. Teka tabakasinin
follikiile yakin kismi hiicresel karakterde olup teka interna, distaki tabaka ise
stromayla birlesmis halde bulunan teka eksterna seklinde farklilasmis idi. Avaskiiler
karakterdeki follikiiliin beslenmesini saglayan kan damarlar1 teka tabakasinda
goriildii.

Ovaryum follikiilleri ve korpus luteumlar arasinda bag dokusu karakterindeki
stromanin yer aldif1 tespit edildi. Atreziye ugramis biiyiik ¢apli folikiillerin, teka
hiicrelerinin farklilagmasiyla olusan interstisyel bezler, merkezi yerlesimli biiylik
niikleuslara sahip olup, polihedral sekilleri ile kolayca ayirt edilen hiicrelerden
olustugunu gozlendi.

Saglikli follikiillerin yani sira dogal fizyolojik siire¢ igerisinde atreziye
ugrayarak elemine edilen dejenere olmus atretik follikiiller fark edildi. Bu follikiiller
genellikle graniiloza hiicrelerindeki piknotik ¢ekirdeklerin varligi ile ayirt edildi.
Ilave olarak, oosit fragmantasyonu, oosit graniiloza hiicreleri arasinda kopmalar ve

graniiloza hiicre tabakalar1 arasinda ¢ok sayida piknotik ¢ekirdek gozlendi.
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Kontrol grubunda H-E boyamasinin yani1 sira yapilan PAS- HL boyamasi ile
farkli asamalarda saglikli follikiiller izledik. Gelismekte olan follikiillerde PAS (+)
boyanan ZP ve bazal membrani net bir sekilde ayirt edildi (Sekil 10).

4.2. Curcumin Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Deney siiresince oral yoldan oral olarak curcumin alan ve iyonize radyasyona
maruz kalmayan curcumin grubundaki deneklerimizden alinan kesitlerin 11k
mikroskobik incelemesi sonucunda, kontrol grubuna benzer bir sekilde, gelisimin
farkli asamalarina ait normal yapidaki follikiilleri gézlemledik (Sekil 8-9). Curcumin
grubu ile kontrol grubunun farkli gelisim evrelerindeki saglikli follikiil sayilarinin

benzer oldugunu gozlemledik (Tablo 3).

4.3. Radyasyon Grubuna Ait Mikroskopi Bulgular:

Iyonize radyasyon maruziyetinden 4 giin sonra alinan ovaryum doku
kesitlerinde kontrol grubundan farkli olarak, atretik dejenerasyonlarin oldukca
yaygin oldugunu gozlemledik. Kortekste yerlesik farkli gelisim asamalarindaki
follikiilleri gézlemledik. Daha ¢ok primer follikiillerin normale yakin bir goriiniimde
olduklar fark edildi.

Kontrol grubuyla benzer sekilde ovaryumu c¢evreleyen germinal epiteli
olusturan hiicrelerin tek katli kiibik epitel karakterinde oldugunu tespit ettik. Kontrol
grubunda ¢ogunlukla kortekste yer alan gelisimin farkli agamasindaki saglikli
follikiillerin radyasyon alan grupta yerini atretik follikiillere biraktigin1 gozlemledik
(Sekil 9). Atretik follikiil sayisin1 kontrol grubu ile karsilastirdifimizda anlamlhi
diizeyde (p<0.001) fark oldugunu tespit ettik (Tablo 3). Kiigliik biiyiitmede
yaptigimiz incelemelerde gelisimin farkli asamalarindaki follikiillerin neredeyse
tamaminin atretik oldugunu gozlemledik (Sekil 8). Germinal epitel altinda yer alan
kortekste, neredeyse hi¢ bir primordiyal follikiile rastlamadik (Sekil 9). Kortekse
yakin yerlesim gosteren bazi primer follikiilleri tespit ettik. Antral follikiillerde ileri
atretik degisiklikler gozlemledik. Follikiil sayilarin1 inceledigimizde 6zellikle
primordiyal ve primer follikiil evresindeki sayinin kontrol ve curcumin grubuna
oranla anlamli diizeyde (p<0.001) diistligiinii g6zlemledik.

Atretik follikiillerde meydana gelen degisiklikleri; genellikle ¢ok sayida

piknotik c¢ekirdekli graniiloza hiicreleri, antral bosluktaki apoptotik cisimcikler,
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graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki ayrigmalar, graniiloza hiicrelerindeki
sitoplazmik kayiplar, hiicrelerde vakuolizasyon, oosit morfolojisinde bozulmalar,
oosit ¢ekirdegi dejenerasyonu ve teka tabaka hipertrofisi olarak gozlemledik (Resim
9).

Oosit niikleusunda bir¢ok fragmantasyonun yer almakta oldugunu fark ettik.
Baz1 follikiillerde oosit sitoplazmasinin asidofilik bir hal aldigin1 gozlemledik.
Bazilarinda ise graniiloza hiicre tabakasinin, teka tabakasindan ayrildigini tespit ettik.

PAS-HL ile boyanmis kesitlerde yapilan mikroskopik incelemelerde ise bazi
follikiillerde oositin ZP’dan ayrildigini, ZP’nin kivrimli hale geldigini ve bazilarinda
ZP’nin bitinligini kaybettigini goézlemledik (Sekil 10C). Atrezi asamasindaki
follikiillerde PAS (+) boyanmis, fragmante ve biiyiik vakuoller i¢eren oositler tespit
ettik. Antral follikiillerin graniiloza hiicreleri arasinda PAS (+) boyanan hiicresel
artiklar, graniiloza hiicreleri ile ZP arasinda bosluklar oldugunu gozlemledik (Sekil

10C).

4.4. Radyasyon+Curcumin Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Iyonize radyasyona maruz kalinmadan bir hafta énce baslayan ve 1simnlamadan
sonraki 4. giine kadar curcumin alan gruptaki deneklerimizin ovaryum dokusu 151k
mikroskobu ile inceledigimizde; sadece iyonize radyasyon alan tedavisiz grupta
goriilen follikiiler atrezi ve dejenerasyon oraninin, bu grupta curcumin tarafindan
kismen Onlensede aradaki farkin istatiksel olarak anlamli olmadigini tespit ettik.
(Tablo 3). Ovaryum korteksinde farkli asamalarda ¢esitli saglikli follikiiller tespit
ettik. Ozellikle primordiyal follikiil sayisinin sadece radyasyon alan gruba gore
anlamli diizeydeki artis1 dikkat ¢ekiciydi (p<0.001) (Tablo 3).

Bu gruptan alinan kesitlerde, atretik follikiillerin dejenere olan oositlerine ait
bozuk morfolojili ZP’larin PAS (+) boyandigin1 gézlemledik. Bu follikiillerde yine
cok sayida PAS (+) boyanan graniiloza hiicreleri gozlemledik. Follikiillere ait
graniiloza hiicrelerinin iizerine yerlesik olarak bulundugu bazal membranin PAS (+)

boyandigini tespit ettik (Sekil 10D).
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Grup |

Grup Il

Grup I

Grup IV

Sekil 8. Tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinin gériintiisii. Grup I (Kontrol) ve Grup II (Curcumin)’ye
ait normal goriiniimlii ¢esitli evredeki folikiiller, korpus luteumlar ve interstisyel bezler
gozlenmektedir. Ovaryum dokusunun her iki grup icinde benzer yapisal Ozellikler icerdigi
gozlenmekte. Ozellikle radyasyon uygulanan ovaryum dokusu incelendiginde korteks bdlgesinde yer
alan farkli asamalardaki follikiillerin atretik siire¢lerde oldugu belirgin sekilde izlenmekte (Grup Il1).
Rad+Cur uygulanan gruptaki (Grup 1V) follikiillerinde bir kisminin atretik siirecte oldugu izlensede
radyasyon grubu ile karsilastirildiginda dejeneratif degisikliklerde azalma dikkati ¢cekmektedir (H-E).
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Grup |

Grup Il

Grup 11

Grup IV
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P

Sekil 9. Tiim gruplara ait ovaryum kesitleri. Kontrol ve Curcumin grubuna ait histolojik kesitler
incelendiginde cesitli evredeki saglikli follikiiller izlenmekte. Primordiyal follikiiller tunika
albugenianin hemen altinda korteksde gruplar halinde yer almakta (Grup I ve Grup II sagdaki fotograf
da inset seklinde gosterilmistir). Radyasyon grubunda (Grup III) atretik follikiillerin ¢oklugu ve

primordiyal follikiillerin yoklugu dikkat ¢cekmekte. Grup IV’te (Rad+Cur) sayilart azda olsa preantral
agamada saglikl follikiiller g6zlenmekte. (H-E).
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Sekil 10. Tiim Gruplara ait
ovaryum kesitlerin PAS+HL
boyamasi.

A) Kontrol grubuna ait
fotografta multilaminar bir
primer follikiil yer almakta.
Graniiloza hiicrelerinde yer yer
acilmalarin oldugu
gozlenmekte. Bu follikiildeki
oositi gevreleyen Zona
pellusida (ok) belirgin olarak
izlenmekte.

B) Curcumin grubuna ait 1g1k
mikroskop goriintiisiinde
sekonder follikiilii ve follikiil
icerisinde yer alan oositi
cevreleyen zona pellusida (ok)
kontrol grubunda oldugu gibi

diizenli bir yap1 gostermekte.

C) Radyasyon uygulanmis
gruba ait resimde sekonder
follikiillerdeki zona pellusida
yapisinin belirgin olarak
bozuldugu dikkat cekmekte
(oklar).

D) Radyasyon ve sonrasinda
curcumin uygulanmis grubu
inceledigimizde primer
follikiildeki zona pellusida
(ok) yapisinin sadece
radyasyon uygulanan gruba
kiyasla daha diizgiin oldugu
goriilmekte. PAS+HL scale
bar=50um



Tablo 3. Tiim gruplara ait farkli gelisim asamasindaki saglikli ve atretik follikiil sayilarinin

degerlendirilmesi
Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=10 n=8 n=9 n=9
Primordiyal 133 148.50 1.00 9.00
(110-220) (63-173) (1-11)? (4-27)°
Primer 46.50 50.00 8.00 12.00
(18-66) (22-87) (3-17) (9-18)
Preantral 9.00 9.00 3.00 1.00
(4-19) (2-14) (0-8)? (0-5)*
Antral 7.00 6.00 0.00 0.00
(2-15) (0-12) (0-3)? (0-1)?
Atretik 56.00 68.00 103.00 98.00
(28-73) (39-82) (67-114) (70-103)

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, Curcumin ve radyasyon grubu ile kiyaslandiginda.

4.5. Kontrol Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

Morfolojik  bulgularimizi, histolojik skorlama (H-skor) yontemi ile
semikantitatif verilere doniistiirerek, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik olup olmadiginmi1 analiz ettik. Histolojik skorlamayi, follikiillerde yer alan
100 oositin c¢ekirdeginde PARP-1 immiinoreaktivite siddetini degerlendirerek
gerceklestirdik (zayif:1, orta:2, kuvvetli:3).

Sican ovaryumunda uyguladigimiz immiinohistokimyasal y&ntemler
sonucunda gelisimin farkli asamalarindaki gesitli follikiillerde PARP-1’in hem oosit
cekirdeginde hem de follikiillere ait bazi graniiloza hiicrelerinde ifade edildigini
(zayif-orta-kuvvetli) gozlemledik. PARP-1’in &zellikle, primordiyal follikiil ve
primer follikiil gelisim evrelerindeki oosit ¢ekirdeginde kuvvetli bir boyanma

gosterdigini tespit ettik (Resim 11A-11B).

4.6. Curcumin Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

Sadece curcumin alan bu grupta, PARP-1 ifade diizeyinin kontrol grubundan
daha kuvvetli oldugunu goézlemledik (p<0.001). Yine PARP-1 ifadesinin 6zellikle,
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primordiyal ve primer follikiillerde (Resim 11C-11D) daha fazla oldugunu tespit
ettik (Tablo 4).

4.7. Radyasyon Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

8.3 Gy iyonize radyasyon maruziyetine kalan deneklerin ovaryum doku
kesitlerinde PARP-1 ifadesini inceledigimizde diger 3 grup ile kiyaslandigimizda,
radyasyona bagli olarak H-skorun anlamli (p<0.001) diizeyde artmis oldugunu
gozlemledik (Tablo 4). Diger gruplardan farkli olarak PARP-1 ifadesinin corpus
luteumun luteal hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde de orta siddette oldugunu tespit ettik

(Resim 11E-11F)

4.8. Radyasyon+Curcumin Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

Radyasyon+Curcumin grubu ile kontrol grubu arasinda H-skorun anlamli bir
farklilik gostermedigini tespit ettik. Ancak sadece curcumin ve sadece radyasyon
uyguladigimiz gruplar ile karsilastirdigimizda H-skorun anlaml (p<0.001) diizeyde
farklilik gosterdigini tespit ettik (Tablo 4). PARP-1 ifadesinin yine oosit

¢ekirdeklerinde ve graniiloza hiicrelerinde oldugunu goézlemledik (Resim 11G-11H).

Tablo 4. PARP-1 immiinoreaktivitesi igin histolojik skor degerleri.

Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=6 n=6 n=6 n=6
PARP-1 i¢in 187.50 201.00 234.00 193.00

H-Skor  (184.75-194.50) (199.50-202.50)° (230.75-237.25)% (190.50-195.50)

Veriler ortanca (25-75 persantil) olarak sunulmustur.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
“p<0.001. Kontrol, curcumin ve radyasyon+curcumin grubu ile kiyaslandiginda.

®p<0.001. Kontrol, radyasyon ve radyasyon+curcumin grubu ile kiyaslandiginda.
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Sekil 11. Sican ovaryum dokusunda PARP-1 ifadesinin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi. Kontrol
grubuna ait fotografta (A) Primordiyal (oklar) ve primer follikiilerin oosit ¢ekirdeklerinde PARP-1 ifadesi
belirgin olarak izlenmekte. Yine kontrol grubuna ait resimde (B) sekonder follikiile ait pozitif immiinoreaktif
gbzlenmekte. Curcumin grubuna (C) ait kesitte pozitif reaksiyon gosteren follikiiller ve graniiloza hiicreleri (ok
bagi). (D) curcumin grubuna ait artik sekonder follikiile doniisen oositin gekirdeginde kuvvetli PARP-1 ifadesi
goriilmekte. Radyasyon grubuna ait sekonder follikiilde (y1ldiz) siddetli reaksiyonun yani sira luteal hiicrelerde de
belirgin bir immiinoreaktivite fark edilmekte (inset) (E ve F). Radyayontcurcumin grubunda primordiyal
follikiilde (ok) sekonder follikiilde (y1ldiz) pozitif reaksiyon izlenmekte (G). Radyasyon+Curcumin grubuna ait
parp-1 ifadesi (H). Sag siitundaki resimler icerisinde yer alan kutulardaki resimler gruplara ait negatif kontrolleri
gostermekte.
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4.9. Deneklerin Total Viicut Agirhginda ve Ovaryum Agirh@ginda Meydana
Gelen Degisiklikler

Deneyin baslangicinda, radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra ve
sakrifikasyondan hemen Once tartilan deneklerin agirliklar istatistiksel olarak analiz
edildiginde, tiim gruplarda kendi i¢inde 3 farkli zaman diliminde 6l¢iilen agirliklarin
anlaml diizeyde farklilik gosterdigini saptadik (p=0.003). Son agirlik bakimindan
gruplar arasindaki fark anlamli (p<0.001). Kontrol ile curcumin grubu ve radyasyon
ile radyasyontcurcumin grubu kendi iglerinde benzer bulunurken diger tim
karsilastirmalar birbirlerinden farkli bulunurken (p<0.001) diger karsilastirmalar
anlamli bulunmadi. Tiim viicut radyasyon uygulanan deneklerin total agirhiginda
azalma oldugu, buna keza, deneklerin deney stiresince agirliklarinda meydana gelen
dogal artistan dolayi, grup i¢i agirlik degisikliklerinde anlamli artis oldugu tespit
edilmistir (Tablo 5).

Tliim viicut 1sinlamaya bagli olarak ovaryum agirligi bakimindan gruplar

arasindaki fark anlamli bulunmad: (Tablo 5).

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

degisiklikler.
Kontrol Curcumin Radyasyon  Radyasyon+Curcumin
n=10 n=8 n=9 n=9
Baslangi¢ denek 196.50 183.50 211.00 205.00
agirhgi (191-208) (174-210) (177-230) (192-206)
Isinlama sonrasi 208 201 214.00 208.00
denek agirhg: (200-226) (184-230) (187-236) (200-220)
(1. Giin)
Sakrifikasyon 217.5 212.00 183.00 180.00
denek agirhg (212-244) (191-235) (170-205)* (163-190)*
Ovaryum agirhg
(gr)/100gr viicut 0.0209 0.0242 0.0231 0.0208
agirhg ).0164-0.0285)  (0.0171-0.0291) 0.0163-0.0275) (0.0144-0.0238)

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

1s1nlama sonrasi denek agirligia gore).
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5. TARTISMA

Memelilerde reprodiiktif donem siiresince, ovaryum follikiillerin pek ¢ogu
atrezi olarak isimlendirilen ve follikiillerin dejenere olmasi ile sonuglanan bir siirece
maruz kalmaktadirlar (47). Dogal olarak gerceklesen follikiiler atrezinin
mekanizmast hala tam olarak acikliga kavusturulamamistir. Follikiiler atreziyi
hizlandiran atretojenik uyaranlardan birisi de modern tibbin integral bir pargasi olan
ve diagnostik amaglarin yani sira terapdtik amaclar i¢in de kullanilan iyonize
radyasyondur (47,48).

Radyasyonun, geng erigkinlerde pelvisi kapsayan bir alanda, devam eden
tireme fonksiyonlar1 {izerine olumsuz bir etkisinin oldugu iyi bilinir (49). Ozellikle
yiiksek doz radyoterapi, kanserli geng hastalarin sagkalimini uzatir ancak ovaryum
islevini etkileyerek ovaryum yetmezligi, adet gérmeme, erken menapoz ve
infertiliteye yol acabilir (50,51).

Diisiik dozlarda ise iyonize radyasyonun canlilarda olusturacagi saglik
sorunlarmin c¢esitliligi ve boyutlari hususunda gercekei bir tahminde bulunulamayisi
esas olarak cevre kosullari, diyet ve canlilar arasindaki biyolojik degiskenlik gibi bir
takim faktorlerden kaynaklanabilmektedir (52).

Diisiik doz radyasyon bir mitojen olarak rol alabilmekte ve hatta ¢ift zincir
DNA kiriklarinda tamir mekanizmalar1 aktive olmamakta ve bu da mutasyonlarin
olusmasina yol agmaktadir (53).

Thibaud ve ark. (54) puberteden 6nce tek doz verilen < 10 Gy tiim viicut
isinlamanin  yiiksek ovaryum yetersizlie (%55-80) neden oldugunu, fakat
fraksiyonlu tiim viicut 1sinlamalarin daha yiiksek dozlarda bile ovaryumlara karsi
daha az toksik etki biraktigin1 gostermislerdir. 25 yasindan sonra yapilan tiim viicut
1sinlamalar ovaryumlarda daha fazla toksik etki birakmaktadir.

Baz1 vakalarda, radyasyonun belki de kanserin en iyi tedavi edici yontemi
olabilicegi diigiiniilmiistiir. Malign hiicrelerin yok olmasinin yani sira normal
hiicrelerde hasarla sonuglanan radyoterapi agir yan etkilere sahiptir. Radyasyonun
olumsuz biyolojik etkileri, hiicre hasarinin olusmasi ve zararli sitotoksik etkilere
neden olan oksidatif stres ile birlikte ortaya ¢ikan H,O,, OH ve O,’u kapsayan ROT
“un tretimidir (48, 55).

Radyasyon hasarini engellemek i¢in sistemler iizerinde ¢esitli antioksidanlarla

bircok caligma yapilmistir. Antioksidan savunma sistem seviyeleri ve ROT f{iriinleri
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arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan oksidatif stresin olusturacagi hasari
engellemek i¢in melatonin, taurin, hipotaurin, glutatyon, vitamin A, C ve E gibi
cesitli antioksidanlar onerilmistir (48,56,57,58). Bunlara ilave olarak, radyasyonun
zararli etkilerinden hiicreleri korudugu birgok calismada ispatlanan curcuminin
radyoprotektif 6zelligi ve 6dnemli fitokimyasallardan biri olmasi onun radyomodifiye
bir ajan olarak kabul edilmesini saglamaktadir (59). Rapor edilen ¢alismalara ragmen
literatiir taramasinda curcuminin ovaryumda iyonize radyasyona karsi radyoprotektif
etkisini gosteren ¢alismalar ¢ok sinirhidir.

Ovaryum follikiileri dikkat ¢ekici bir sekilde DNA hasarina neden olan
iyonize radyasyona karsi olduk¢a hassastir. Calismalarin bircogunda radyoterapiyi
takiben ovaryum histolojisi 151k mikroskobisi diizeyinde incelenmistir (54).
Incelemeler sonunda dejenere olan follikiiller; piknotik c¢ekirdekli graniiloza
hiicreleri, teka tabakasi hipertofisi, bazal membran ayrigmasi ve ondiilasyonu gibi
morfolojik 6zellikler gostermislerdir (60).

Kim ve Lee’nin (61) yaptiklar1 bir calismada farelere ¢alismamiza benzer
bicimde 8.3 Gy iyonize radyasyon uygulamislar ve radyasyondan sonraki 2, 8 ve 14.
saatlerde ovaryumlar alinarak follikiil oranlarini gdstermislerdir. Kontrol grubunda
saglikli primordiyal follikiil oram1 % 61.6 iken radyasyon uygulanan gruplarda bu
degerin; 2, 8 ve 14. saatlerde swrasiyla % 51.6, 11.1 ve 7.1’e distigini
bildirmislerdir. Primer follikiillerde bu degerler; kontrol 2, 4 ve 14. saatlerde sirasiyla
% 82.5, 80, 45,5 ve 33.3, preantral ve antral follikiillerde ise % 31’1 saglikl iken 2, 4
ve 14. saatlerde sirasiyla % 15.9, 7.5, ve 1.6’ya distiigiinii rapor etmislerdir. Yapmis
oldugumuz calismada benzer sekilde sadece radyasyon uyguladigimiz gruptaki
primordiyal ve primer follikiil sayinin azalmasi dikkat ¢ekiciydi.

Lee ve ark. (62) yaptiklar1 bir caligmada siganlar1 8.0 Gy, fareleri ise 7.2 Gy
tiim viicut y radyasyon ile 1sinlanmiglardir. Radyasyondan sonra 0, 4 ve 8. giinlerde
ovaryum dokular1 alinarak ovaryum follikiillerindeki atrezi oranini ve radyasyona
bagli olarak degisen morfolojik 6zelliklerini gostermislerdir. Atretik follikiiller; teka
hiicre tabakasi hipertrofisi ve graniiloza hiicrelerindeki piknozis bulgular1 esas
alinarak degerlendirilmistir. Isinlamadan sonra 4. giinde fareler ve siganlardan alinan
ovaryumlardaki atretik follikiil yiizdesi, 0. giinde alinan ovaryumlardaki follikiiler
atreziye gore yiiksek bulunmustur. 8. giinde aliman ovaryumlardaki atretik follikiil
orani ise diger gruplara gore Onemli bir artis gostermemisti. 4. giinde alinan

ovaryumlarda sag kalim gosteren graniiloza hiicrelerinin yiizdesi kontrol grubuna
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gore disiiktli, ancak 8. glinde hayatta kalan graniiloza hiicrelerinin yiizdesinin
kontrol grubu yiizdesine ulagsmis oldugu gosterilmistir. Yiiksek doz radyasyonun
etkisiyle ovaryumda atretik follikiillerin baskin bir sekilde goriildiigii bu calisma ile
de gosterilmistir. Calismamizda da atretik follikiil sayisinin sadece radyasyon
uyguladigimiz grupta konrol ve curcumin grubuna gore anlamli diizeyde artmis
oldugunu gosterdik.

Aktas ve ark. (25) yaptiklar1 bir ¢alismada disi farelere 8.3 Gy tiim viicut
iyonize radyasyon uygulasmislar ve 1sinlamadan sonraki 3 ve 12. saatlerde ovaryum
dokularini alarak atretik follikiil degerlendirmesi yapmislardir. Isinlamadan sonraki
3. saatte alinan ovaryumlarda erken atrezik 6zellik gdsteren follikiiller ile antrum ve
follikiiler duvardaki apoptotik hiicrelerin sayisinin olduk¢a fazla oldugunu
gostermiglerdir. Diger bir taraftan, 1simmlamadan sonraki 12. saatte toplanan
ovaryumlar ile 3. saatte toplanan ovaryumlar karsilastirildiginda ileri atretik
ozelliklere sahip apoptotik hiicreler igeren follikiillerin sayisinin 6nemli derecede
yiiksek oldugunu rapor etmislerdir .

Lee ve ark. (47) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 3 haftalik farelere 8.3 Gy tiim
viicut iyonize radyasyon uygulamislar ve 1sinlamadan sonraki 3, 6 ve 12. saatlerde
ovaryum dokularimi alarak hazirlanan en genis yiizeyli kesitlerde primordiyal ve
primer follikiillerin morfolojik degisimlerini ve atretik follikiil oranini
gostermislerdir. Kontrol grubunda saglikli primordiyal follikiil orani; % 62.5 iken 3,
6 ve 12. saatlerde sirasiyla % 49, 11.1 ve 7.1 oldugunu, primer follikiillerde ise
kontrol grubunda % 81.3 iken 3, 6 ve 12. saatlerde sirasiyla % 75, 45.5 ve 33.3
oldugunu bildirmislerdir. Isinlamadan sonraki kisa zaman periyodunda, radyasyonun
neden oldugu morfolojik degisiklikler, primordiyal follikiillerin primer follikiillere
gore radyasyona karsi daha hassas oldugunu gostermistir.

Mole ve Papworth (63) ise yiiksek doz radyasyonun etkisiyle ovaryumda
atretik follikiillerin baskin bir sekilde goriildiigiinii rapor etmislerdir.

Nishida (64) yapmis oldugu bir ¢alismada, fareleri tek doz 400R (~ 4 Gy)
abdominal olarak 1sinlamistir. Radyasyondan sonraki 7. giline kadar her giin 5 fare ve
daha sonra 7. haftaya kadar her hafta 5-8 fare sakrifiye edilerek ovaryumlari
alinmistir. Alinan ovaryumlar 151k mikroskobisi altinda incelenmis ve 1s1nlamadan iki
hafta sonra aliman ovaryumlarda primer follikiiller neredeyse goriilmemistir. Graaf
follikiilleri ise atretik follikiillere doniismiisti. Bazi follikiillerin oositleri ¢ok

gecmeden yok olurken, ZP burugsmus ya da pargalanmisti. Diger follikiillerin ¢ogu
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radyasyona yiiksek bir dereceye kadar direnmis fakat graniiloza hiicrelerinin
sitoplazmalarindaki depozisyon ile yok olmaya baslamislardi. Isinlamadan sonraki
besinci hafta ovaryumlardaki biitlin follikiiller yalnizca ZP kalintilar1 igeren atretik
follikiillere donlismiislerdi. Isinlamanin 6-7. haftasinda ise interstisyel hiicreler artik
biitiin ovaryumda goriilmekteydi. PAS+HL ile boyadigimiz radyasyon grubuna ait
kesitlerde de benzer bi¢imde morfolijk degisiklikler tarafimizdan gosterilmistir.

Ovaryumlarin radyasyona maruz kalmasi sonucu Oncelikle oositler
etkilenmektedir. Primordiyal follikiillerde yer alan oositler, olgun follikiillerdeki
oositlerden daha radyosensitiftir. Gen¢ hastalar daha fazla primordiyal follikiil
rezervine sahip oldugu icin rezidiiel ovaryum fonksiyonunun korunmasi daha
onemlidir. Ovaryum follikiilleri proliferatif faz sirasinda daha radyosensitifken
siklusun sonunda daha az duyarhdirlar. Diger 6nemli bir faktor ise hiicre membran
direncidir. Oosit membrani radyasyona daha az duyarlit membranlar arasindadir (51).

Tiirler arasindaki oosit radyosensitivitesi son derece farklidir. Fare
oositlerinin (LDsp: 0.15 Gy), maymun oositlerinden (LDsp: 50 Gy) 350 kat daha
hassas oldugu belirtilmistir. Insan oositlerinin radyosensitivitesini anlamak, ovaryum
yetersizligini erkenden tahmin edebilmek i¢in ¢ok dnemli bir avantaj saglayacaktir
(49).

Iyonize radyasyon, suyun radyolizisi ile aktive olan serbest radikal tiirlerine
ya da DNA ile dogrudan etkilesim boyunca ¢oklu biyolojik etkilere yol agmaktadir
(2). Su igerigi yiiksek olan dokularda iyonize radyasyonun etkileri o6zellikle su
molekiilleri tizerinden gelismektedir. Su molekiiliiniin radyolizisi; H,O, ve H, gibi
molekiillerin ve aym1 zamanda H, OH, HOO ve O, gibi yiiksek aktiviteli
radikallerin olusumuna sebep olmaktadir. Serbest radikaller hiicrenin genetik
materyalinde de bir takim ciddi degisikliklere yol agmaktadir. Ornedin serbest
radikallerin etkisiyle, niikleik asitlerin yapisindaki hidrojen baglar ile baz-seker
molekiilleri arasindaki baglar kopabilmekte, seker molekiilleri okside olabilmekte,
niikleotid zinciri kirilabilmekte ve terminal fosfatlar serbestlesebilmektedir (52).

Serbest radikal iirlinlerinin etkisizlestirilmesi, hedef molekiillere hidrojen
atomu baglanmasi, karisik disiilfid bilesiklerinin olusumu, hiicre bdoliinmesinin
yavaslatilmas1 ve dokularda hipoksi gelisiminin uyarilmasi seklinde tanimlanan
radyoprotektif etki mekanizmalar1 sayesinde gerceklesebilmektedir. Serbest
radikallerin etkisizlestirilmesi siireci; OH, HOO™ ve O, gibi radyasyon etkisiyle

olusan su metabolitlerinin, eksojen ya da endojen bir takim ajanlar1 okside etmeleri
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sonucunda diger hiicre i¢i yapilarla etkilesime girme yeteneginden yoksun kararli
yapil bilesiklerin olusmas1 seklinde 6zetlenebilir. Bu mekanizma sayesinde serbest
radikallerin yasamsal Ooneme sahip hiicresel molekiiller iizerindeki etkisi biiyiik
Olctide sinirlandirilmaktadir (52).

Aktag ve ark. (25) yaptiklar bir ¢alismada disi farelere 8.3 Gy tiim viicut
iyonize radyasyon uygulamadan 10 giin once baslayarak oral yoldan 100 mg/kg
curcumin vermisler ve curcumin tedavisi sonucunda ovaryum follikiillerinde
radyasyona bagli olarak olusan apoptoziste, curcuminin follikiiler atreziyi
engelledigini ve hiicreleri 6nemli 6l¢iide korudugunu gostermislerdir.

Inano ve ark. (65) yapmis olduklar1 bir ¢caligmada gebeliklerinin 20. giiniinde
biitlin sicanlar1 tiim viicut 2.6 Gy y 151 ile 1sinlamislar ve laktasyondan sonra
sicanlar1 iki gruba ayirip bir yil siire DES (Diethylstilbestrol) iceren yemlerle
besleyerek meme tiimori modeli olusturmuslardir. Olusturulan iki gruptan biri
giinlik % 1 curcumin igeren yemlerle beslenmistir. Caligma sonucunda giinliik
curcumin takviyesi yapilan grupta, meme tiimorii oranmin diger grupla
kiyaslandiginda, % 28 oraninda azaldig: rapor edilmistir. Curcumin alan grupta artan
proliferasyon ve farklilasma neticesinde, meme bezlerinde olusan morfolojik
farkliliklar kontrol grubu ile karsilastirildiginda neredeyse ayirt edilememistir.

Kanter ve ark. (10) yaptiklar1 bir ¢alismada deneklere 1. giinden ¢alismanin
sonlandig1 14. giine kadar her giin 100 mg/kg curcumin oral olarak vermisler ve
abdominal bolgeden 15 Gy gamma radyasyon uygulamislardir. Isinlamadan sonra 4.
giinde gercgeklestirilen sakrifikasyonla alinan jejenum o6rneklerindeki incelemeler
sonucunda curcuminin radyasyon nedeniyle olusan hasarlar1 kismen 6nledigini rapor
etmislerdir.

Akpolat ve ark. (66) yapmis olduklar1 bir ¢alismada deneklere ¢aligmanin 1.
giiniinden baslayarak calismanin sonlandirildig1 18. giine kadar 100 mg/kg curcumini
oral olarak vermisler ve ¢alismanin 10. ve 14. giinlerinde abdominal olarak 5 Gy
gamma radyasyon ile isinlamiglardir. Ileumda yapilan incelemeler sonucunda
radyasyon alan gruplarda villus boylarinda kisalma, ileri seviyede subepitelyal
bosluklar ve mitotik figilirlerin yan1 sira piknotik c¢ekirdekli seffaf sitoplazmali
hiicreler fark edilmistir. Curcumin tedavisi alan gruplarda ise bu hasarlarinin kismen

onlendigi kaydedilmistir.
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Huang ve ark. (33) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, curcuminin yalnizca
timorlii fare yiizdesini azaltmadigi, ayni zamanda mide ve bagirsaktaki timor
biiytikligiinii de gerilettigini bildirmislerdir.

Choudhary ve ark. (59) 7-8 haftalik erkek farelerle yapmis olduklar1 bir
caligmada oral olarak 2 hafta siiresince her giin sirasiyla 5, 25 ve 50 mg/kg curcumin
vermigler ve tedavinin son giiniinde her ikinci doz orami i¢in 0.027 Gy’de vy
radyasyonun (0-6 Gy) farkli dozlariyla 1sinlamislar. Isinlamadan bir giin sonra alinan
dalak ve karaciger orneklerinde glikolaz I ve II aktivitelerini belirlemislerdir. Sonug
olarak 4 Gy’e kadar glikolaz I aktivitesinin arttigini, glikolaz II aktivitesinin ise
karacigerde doz bagimsiz durumlardaki iginlamasinin (0-6 Gy) 6zellikle 3 Gy’den
sonra 6nemli bir inhibisyona neden oldugunu gézlemlemisler. Isinlamadan 6nce
curcumin tedavisi ile karacigerde glikolaz II aktivitesinin az ama tutarli bir sekilde
arttigini, dalakta ise glikolaz II spesifik aktivitesini hafif diizensiz olarak rapor
etmislerdir.

Srinivasan ve ark. (48) sican hepatosit hiicrelerinden olusan kiiltiir hattinda
yaptiklar1 bir calismada, hiicre gruplarma 1, 5 ve 10 pg/ml curcumin takviyesi
yapmislar. Bu gruplart 1, 2, ve 4 Gy y-1s1n1 ile 1simnlanmiglardir. Gamma 1sinlarina
maruz kalan hepatosit hiicrelerinden olusan gruplarda hiicreler ciddi hasar gormiistiir
ve tiyobarbitiirikasit seviyeleri yliksek ve farklt bulunmustur. Curcumin tedavili
gruplar ile 1sinlanmis gruplar karsilastirildiginda, tiyobarbitiirikasit seviyelerinin
anlaml oranda azaldig1 gozlenmistir. Bu azalis 6zellikle 10 pg/ml olan grupta
oldukca belirgindir. Isinlanmis gruplardaki antioksidan enzim aktiviteleri de yine
aynt sekilde azalmistir ve curcumin tedavili gruplarda bu enzim aktiviteleri
1sinlanmig gruplara oranla yiiksek bulunmustur. Isinlanmis hepatosit hiicrelerinin
curcuminle tedavisi lipit peroksidasyonun azalmasinada neden olmustur. Yapilan
calismada 1 pg/ml ve 5 pg/ml curcumin dozlar1 4 Gy’lik 1sinlamada yiiksek derecede
etkili olamamistir. Ciinkii bu konsantrasyonlarin, biitiin serbest radikallerin ortaya
cikmasini engellemek icin yeterli olmadigi one stiriilmiistiir. Aksine 10 pg/ml
curcuminin ise hepatositleri radyasyona bagli olarak olusan serbest radikallere kars1
korudugu rapor edilmistir.

Antunes ve ark. (67), curcuminin y-1ginlarina maruz kalan rodent kemik iligi
hiicrelerinde ortaya ¢ikan kromozomal aberasyonlari azalttigini rapor etmislerdir.
Farelerin curcumin ile tedavi edilmesi sonucunda mikronukleuslu polikromatik

eritrositlerde, radyasyona bagli kromozomal hasarlar1 engellendigi bulunmustur.
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Curcumin gibi polifenolik bilesiklerin, radyoterapi siiresince normal hiicreleri
koruyan antioksidan 6zelliklere sahip olduklari gosterilmistir.

Thresiamma ve ark. (68) yaptiklari bir ¢alismalarinda, 1smnlamanin neden
oldugu genotoksisite ilizerine curcuminin koruyucu etkisini arastirmis, farelerde tim
viicut gamma 1simlamasinin yaptigt mikronukleus ve kromozomal sapmalarin, oral
curcumin (400 pmol/kg) verilerek anlamli olarak inhibe edildigini gostermislerdir.
Ayni zamanda curcuminin mikronukleuslu polikromatik ve normokromatik
eritrositlerin olusumunu inhibe ettigi de tespit edilmistir.

Curcuminin c¢esitli yara modellerinde yara iyilesmesini destekleyen iyi bir
antioksidan ve radyoprotektif ajan oldugu rapor edilmistir (55).

Jagetia ve ark. (55) 8-10 haftalik farelerle yapmis olduklar1 bir ¢aligmada
1sinlamadan 45 dakika 6nce farelere 100 mg/kg curcumin takviyesi yapmislar ve tiim
viicut 0, 2, 4, 6 ve 8 Gy 1simnlamaya maruz birakmiglardir. Yapilan incelemeler
sonucunda, maksimum yara kontraksiyonu isinlamadan sonraki 6. ve 12. giinlerde
gozlenmistir. Curcumin tedavisi diger gruplarla karsilastirildiginda 6, 9 ve 15.
giinlerde yara kontraksiyonunun 6nemli bir gelisimi ile sonuclanmigstir. 2, 4 ve 6 Gy
1sinlamadan 6nceki curcumin tedavisi, 1sinlamadan sonraki 6, 9 ve 15. giinlerde
yaralarin kontraksiyonunda radyasyona bagli gecikmede oOnemli bir azalis ile
sonuclanmistir. Deney sonucunda biitlin viicut 1sinlamanin farkli dozlarina maruz
kalmadan 6nce 100 mg/kg tek doz curcumin ile tedavi edilen farelerin yaralarinin
tyilesmesinde bir artis olmus ve kanit olarak yara kiiclilmesi ve ortalama yara
lyilesme siiresinin artmasi gosterilmistir.

Grant ve ark. (69) artan dozlarda y-isinlarinin temel kollajen fibrillerinin
yikimint hizlandirdigint  gostermislerdir. Curcuminin 1sinlama sonrast giinlerde
kollajen sentezinde radyasyona bagl azalis1 engelledigini rapor etmislerdir.

Natividad ve ark. (70) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 1sinlamadan bir saat
once curcuminin 5 ;,tg/ml'l ve 500 },Lg/ml'1 farkli konsantrasyonlarini, insan periferal
kan ornekleri alinan lityum heparinli tiiplere ilave etmisler ve 2 Gy radyasyon ile
1sinlamiglar. Isinlamadan sonra yapilan insan lenfositlerinin analizinden sitogenetik
sonuclar elde etmislerdir. Curcumin ilavesi yapilan periferal kan orneklerinde
disentrik  kromozom frekans1 yalmiz radyasyon alan kan Ornekleriyle
karsilastirildiginda 6nemli derecede diisiik bulunmustur. 5 pg/ml™<da radyoprotektif
etki % 52.03 ile maksimum seviyeye ulasmis oldugu ancak 500 pg/ml™¢da metafaz
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100 skorlamasi yapilamadigir buna sebep olarakta curcuminin bu konsantrasyonda
sitotoksik etki olusturabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Laboratuvar hayvanlarinda kadmiyum araciligi ile testikiiler hasar, iyonize
radyasyona bagli ovaryum toksisitesi, iskemi reperflizyon yoluyla olusan testikiiler
hasarlarda curcuminin koruyucu etkisi gesitli ¢alismalarda rapor edilmistir (71).

Kanter ve ark. (71) yapmis olduklar1 ¢aligmada curcuminin antioksidan
Ozelliklerini, diyabet nedeniyle olusan oksidatif testis hasarini azaltma yetenegi
arastirmiglardir. Diyabetik model olusturularak yapilmis olan bu ¢alismada curcumin
tedavili gruptaki siganlara streptozotocin enjeksiyonundan 3 giin dnce baslayarak 8
hafta siiresince her giin bir kez 100 mg/kg curcumin oral olarak vermigler. Deney
sonucunda curcumin tedavili grup diyabetik grupla karsilastirildiginda, lipit
peroksidasyon seviyesinin anlamli derecede azaldigi ve testis dokularinda
antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesinin arttigin1 ortaya koymuslardir. Diyabetik gruplarla karsilastirildiginda
curcumin tedavili gruplarda spermatogenetik seri hiicrelerin sayisinin arttig
gbzlemlemislerdir. Bu ¢alismada curcumin oksidatif stresi downregiile etmis ve STZ
ile olusturulan diyabetik sicanlarda apoptotik hiicre OSliimii ve testikiiler hasari
tyilestirmistir. Viicut agirliklar1 ve testis ortalama agirliklarinin istatistiksel olarak
anlaml bir fark olusturdugunu rapor etmislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada total viicut
agirliklarim1 deneyin baslangicinda sonuna kadar takip ettik. Sonug¢ olarak biz
curcuminin total viicut agirlig1 iizerine olan etkisinin anlamli bir fark yaratmadigini
gozlemledik. Ayn1 sekilde ovaryum agirliklart agisindan da anlamli bir fark yoktu.
Gergekte ovaryum dokusunun ¢ok kiiclik olmast ve agirligmin diisilk olmasi
sebebiyle curcuminin anlaml bir fark yaratmasini beklemiyorduk.

Kawluru ve ark. (72) diyabet araciligi ile olusan oksidatif stres iizerine
curcuminin etkisini aragtirmiglardir. Curcuminin diyabetik hastalarda retinopatinin
gelisimini engelleyen potansiyel faydalara sahip olabilecegini desteklemislerdir.

Curcumin, kirik zincir olusumuna neden olan serbest radikallerin
engellenmesi ile DNA ve membran lipitlerin peroksidasyonunun engellemesi ile de
hiicre membranin1 korur. Curcuminin hiicreleri, DNA hasarindan koruma yetenegi
hidrofobik olma 6zelligi ile agiklanmistir (3,4). Curcumin, iki fenolik hidroksil grup
ve bir B-diketon yapisi igerir. Vitamin E gibi ¢oziilebilir bir lipit fenoldiir ve lipit
membranlara afinitesi yiiksek oldugu icin ¢ift katmanhi lipit membranlarda

yerlesmistir (3,14). Antioksidan aktivitesi temel olarak serbest radikalleri siipiirme
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yeteneginden kaynaklanmaktadir (14). Fenoksil radikallerin olusumuyla sonuglanan
lipit peroksil radikal, kirilan en zayif baga fenolik OH tarafinda proton kaybini
takiben elektron transferi ile olusturulur. Curcumin, sitosol ig¢ine plazma
membranindan kolaylikla gegmekte ve dogrudan lipit peroksil radikalleri ile
reaksiyona giren zincir sonlandirici antioksidan olarak davranarak hidroksil radikal,
sliperoksit anyon gibi serbest radikalleri siipiirebilmektedir (73).

Thresiamma ve ark. (74) sicanlarda oral verilen curcuminin (200 umol/kg)
tim viicut 1smlamasnin meydana getirdigi akciger fibrozisinde kollajen
hidroksipirolinini serum ve Karaciger dokusunda 1smmlama ile artan lipid
peroksidasyon iiriinlerini 6nemli 6l¢giide azalttigini bildirmislerdir.

Reddy ve ark. (75) yapmis olduklar1 ¢alismada curcuminin antioksidan enzim
aktivitesinin artmasi ile sican karaciger dokusunda lipit peroksidasyonu engelledigini
rapor etmislerdir.

Reddy ve ark. (76) erkek sicanlarla yapmis olduklari deneysel bir caligmada
enjeksiyondan 10 giin 6nce baslayarak oral yoldan 30 mg/kg curcumin takviyesi
yapmiglar ve curcumin takviyesinin 10. gilinlinde intraperitonel yolla Fe*?/tuz
enjeksiyonu yapmiglar. Deney sonucunda demir tuzlarmin hepatik lipit
peroksidasyonu arttirdigini gézlemlemisler. Curcumin takviyesi yapilan sicanlarda
MDA seviyesi onemli derecede diisiik bulmuslardir. Siganlara oral yolla curcumin
takviyesi sonucunda karaciger lipit peroksidasyon yiizdesi, Fe*? enjekte edilen
siganlara gore % 24 ve tuz enjekte edilen sicanlara gére % 27 oraninda diisiik
bulunmustur. Curcumin takviyesi yapilan grupta karaciger tamir enzimleri olan
Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve laktat
dehidrogenaz (LDH) seviyeleri sirasiyla % 27, 32 ve 28 olarak olcililmiistiir. Fe*?
enjekte edilen sicanlarda ise bu enzimlerin aktivitesi 3 kat daha fazla dl¢lilmiistiir.
Sonug olarak, curcumin takviyesinin yiikselen serum enzimlerinin ve karacigerde
artan lipit peroksidasyonu diisiirebilecegi fark edilmistir.

Reddy ve ark. (77). yapmis olduklari farkli bir ¢alismada curcuminin H,O,;
ile Fe*nin oksidasyonunu engelledigini ve ayrica O, ve OH radikallerini
stipiirdiigiinii rapor etmislerdir.

Nishigaki ve ark. (78) , ii¢ giin i¢inde bir kez curcumin takviyesi ile CCI; ye
bagli lipit peroksidasyon seviyesinin diistiiglinii ve ayrica karacigerde meydana gelen

histopatolojik degisiklikleri engelledigini belirtmislerdir. Bes giin i¢inde bir kez
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curcumin takviyesi ile 1sinlamanin neden oldugu serum ve karacigerdeki yiikselen
lipit peroksidasyon seviyesinin siiprese edildigini kaydetmislerdir.

Curcumin ayrica giiglii antioksidan aktiviteye sahip olup in vivo ve in vitro
radyasyona kars1 koruma sagladig bildirilmistir (55).

Oral yolla kullanilan curcuminin diyabetik bozukluk iyilesmesinde ve normal
yara tamirinde etkili oldugu rapor edilmistir (55).

Okunieff ve ark. (79), radyasyon uygulayarak olusturduklar1 akut ve kronik
kiitan6z toksisitede, 1smnlamadan 5 giin 6nce ve sonra 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlarinda verilen curcuminin koruyucu etkileri ¢arpici bir sekilde goriilmiis olup,
radyoterapi uygulanan meme kanseri, bas-boyun kanserleri ve sarkomlarda curcumin
uygulamasinin tedaviye yararli bir katki saglayabilecegi rapor edilmistir.

Kanser hastalar1 iizerinde curcuminin etkisi ile ilgili yapilan pilot
caligmalarda, giinliik 3,6 g doz uygulamalarmin giivenli oldugu ve gastrointestinal
dokularda oksidatif DNA katilim {riinlerinin seviyelerini diisiirdiigii bildirilmistir
(34).

Phan ve ark. (80) insan keratinosit ve fibroblastlarinda oksidatif hasara bagl
hidrojen peroksidaza karst curcuminin aktif inhibitér o6zelligi oldugunu
gostermislerdir.

Calismamizin bir diger bir kisminida yakin zamanda radyasyon hasarina karsi
bir tamir mekanizmasi olarak islev géren PARP-1 enziminin etkisini arastirmak
tizerine kurgulamistik. Yapilan onceki ¢alismalarda PARP’1n; beyin, kalp, bobrek,
testis ve ovaryumu kapsayan cesitli doku tiplerinin ¢ekirdeklerinde ifade edildigi
tespit edilmistir (13,81).

Yakin zamana kadar yapilan c¢alismalarda, PARP-1’in fonksiyonel olarak
hiicre boliinmesi, cogalmasi, farklilasmas: ve hiicre 6liimii gibi birgok olayda aktif
olarak rol aldigi rapor edilmistir (82).

PARP-1 ifadesi, saglikli insan dokularinda olduk¢a diisiiktiir. Yapilan
calismalarda pek cok kanser tipinde PARP-1’in ifade derecesi, normal dokularla
karsilastirildiginda en carpici farklardan birkagi ovaryum ve endometriyal kanserli
dokularda ortaya ¢ikmistir (83).

Ossovskaya ve ark. (83) yapmis olduklar1 bir ¢alismada gogiis, akciger,
ovaryum ve deri kanseri gibi hastaliklara sahip bir¢cok hastadan izole edilen malignan

dokularda PARP-1 ifadesinin kuvvetli derecede artmis oldugunu rapor etmislerdir.
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PARilasyon mekanizmasi, iyonize radyasyon, alkilleyici ajanlar ve oksidanlar
tarafindan uyarilan DNA hasarina en hizli hiicresel yanit1 vermektedir. Normal DNA
zincir kiriklarmin varliginda PARilasyon ¢ok nadir gergeklesen bir olaydir, ancak
DNA hasar1 100 kat artarsa PARP’1in temel aktivitesi de dikkat ¢ekici bir sekilde
artmaktadir. Bu kosullar altinda PARP’mn yaklasik % 90’1 PARP-1 tarafindan
sentezlenmektedir (39).

PARP-1, ADP-riboz polimerlerinin sentezini Kkatalizleyen, DNA zincir
kiriklar1 ile aktive olan ve degisim siiresince yiiksek derecede korunan 116 kDa’lik
niikleer bir enzimdir (84,85).

Oksidatif stres cesitli hastaliklara neden olan aracilar1 iceren ROT un asir
tiretimidir. ROT ve hidroksil radikaller, PARP-1’in hizli aktivasyonunu tetikleyen
DNA hasarina neden olmaktadir. Diger genotoksik ajanlarin arasinda: Oz, NO™ ve
onlarin reaksiyonlart sonucunda {iretilen peroksinitrit bulunmaktadir. Tiyollerle
reaksiyona giren peroksinitrit, oksidasyon araciligi ile proteinleri inaktive etmektedir
ve lipit peroksidasyonu tetiklemektedir. Bu mekanizma, PARP’mn hizh
aktivasyonunu tetikleyen DNA kiriklarina sebep olmaktadir. DNA hasar bolgesine
baglanma, PARP-1’in ikinci ¢inko parmakgiklar tizerinden ger¢eklesmektedir (86).

PARP-1’in DNA baglanma domaini ve bir BRCT modeli bulunduran
otomodifikasyon domaini XRCC1 (X-ray cross complementing enzim)’in DNA
tamirinde 6nemli bir kontrol noktasi olan BRCT-1 motifi ile baglant1 halindedir ve
BER onariminda 6nemli rollere sahiptir.

XRCCI’in PARP-1 ile olan etkilesimi PARP-1’in DNA kiriklarina
baglanmasini1 saglamakta, PARilasyon aktivitesini diizenlemekte ve diger BER
mekanizmas1 enzimlerinin XRCC1’e baglanarak DNA tamirini tamamlamasini
saglamaktadir (88).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu tek zincir DNA kiriklarinin ve baz
hasarlarinin tamirinde en ¢ok kullanilan mekanizma BER mekanizmasidir.

Eger DNA’da hasarli bir baz var ise DNA glikozilaz enzimi tarafindan
taninma gergeklesir. DNA glikozilaz enzimi hasarli bdlgeyi tanimak i¢cin DNA’nin
kiiciik oyuguna yerleserek hasar goren baz ile niikleotidin seker komponenti
arasindaki N-f glikozidik bagin kirilmasini saglayarak bazin poliniikleotidten
ayrilmasm gerceklestirir. Insanlarda birbirinden farkli yaklasik 10 tane DNA

glikozilaz enzimi tanimlanmaigtir.
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DNA glikozilazin hasarli bolgeyi ¢ikarmasindan sonra olugan bazsiz bolge
apuirinik/apirimidinik bolge (AP bolgesi) olarak adlandirilir. AP bolgesi AP
endoniikleaz (APE) tarafindan taninir. Bunun i¢in XRCC1 enzimi hasarli bolgede
DNA glikozilaz enziminin APE ile yerdegistirmesine yardim ederek hasarli bazin
cikarilmasini hizlandirir. Bundan sonra fosfodiesteraz enzimleri AP bolgesindeki
fosfodiester baginin kirilmasini saglamaktadir. Boylelikle AP bolgesinin 3' ucunda
hidroksil grubu ve 5' ucunda deoksiriboz fosfat bulunan bir bosluk olusur.

AP bolgesindeki fosfodiester baglarinin APE tarafindan kirilmasindan sonra
PARP-1 enzimi kirtk DNA ugclarina baglanarak onlar1 degredasyondan korumaktadir.
PARP-1 kendisini PARilasyonla aktiflestirir. Aktive olan PARP-1 daha sonra BER
mekanizmasinda islev goren enzimlerin aktivasyonuna yol acar.

PARP-1 tarafindan aktive olmus XRCCI1 enzimi APEl enziminin DNA
polimeraz [ ile baglantisin1 diizenleyerek polimerizasyon ve ligasyon basamaginin
aktivasyonunu saglar. Bu asamadan sonra tamir kisa ve uzun yolak olmak tizere iki
alternatif yoldan devam etmektedir.

Memelilerde, kisa yolak boyunca sadece bir hatali niikleotid, uzun yolakta ise
2-12 niikleotidten olusan kiriklar kesilip ¢ikartilmaktadir. AP bolgesinin baglanmasi
kisa yolakta DNA polimeraz B tarafindan gerceklestirilir. Uzun yolakta ise ilk
niikleotidin sentezi DNA polimeraz 3, ondan sonra gelen niikleotidleri ise DNA
polimeraz 6 ve ¢ tarafindan gergeklestirilir. Uzun tamir yolaginda polimerizasyon
asamasinda PCNA ve RPC adi verilen iki protein daha senteze katilmaktadir.

BER’in en son basamaginda DNA ligaz enzimi tarafindan fosfodiester baglar
olusturulur. Kisa BER yolaginda LIG3a, uzun BER yolaginda ise LIG1 adi verilen
DNA ligaz enzimleri is gormektedir (87,88).

Iyonize radyasyon gibi gevresel genotoksik ajanlarm neden oldugu DNA
hasarlarina yanitlarda genomun biitiinliigiiniin korunmasinda PARP-1 i¢in bir¢ok
destekleyici kanit vardir (85).

Qian ve ark. (13) yapmis olduklart bir ¢aligmada, fare ovaryumunda
uyguladiklart immiinohistokimyasal yontemler sonucunda, PARP-1’in primordiyal
follikiilden olgun follikiile kadar tiim follikiil gelisim evrelerinde 6zellikle oosit
cekirdeginde oldukca kuvvetli bir boyanma gosterdigini bulmuslardir. Buna ek
olarak primer follikiil evresi ve sonrasinda ¢ok kuvvetli olmamakla beraber PARP-

1’in baz1 graniiloza hiicrelerinde de var oldugunu gézlemlemislerdir.
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Tekcan ve ark. (81) deneysel varikosel modeli olusturduklari ¢alismalarinda,
spermatogenezin tam olarak gerceklestigi seminifer tiibiillerde, {ireme hiicrelerinin
cekirdeklerinde, PARP-1’in bariz bir ifadesini ortaya c¢ikarmislardir. Tam
spermatogenezin gozlendigi tiibiillerde PARP-1’in spermatogonyum ve primer
spermatositlerdeki lokalizasyonunu immiin boyamanin giiclii seviyeleri ile rapor
etmislerdir.

Atorino ve ark. (89) yapmis olduklar1 bir ¢alismada rat germinal hiicrelerinde
PARP-1’in H,0; hasar1 ve y 1sinlamasi ile olusan DNA hasarinin tamiri i¢in gerekli
oldugunu kaydetmislerdir.

8 Gy y radyasyona maruz kalan PARP” ve PARP"" fareleri 1smnlamadan
sonra yapilan kromozomal analizler sonucunda hiicre cekirdeklerindeki kromozom
kirthim oraninin PARP™ farelerinde PARP*'* farelerine gore 3 kat daha fazla oldugu
rapor edilmistir (90).

Biyolojik fonksiyonunu belirlemek i¢in, farelerin hedef genleri ile allellerin
her ikiside inaktivite edilerek yapilan bir ¢alismada PARP 7 farelerine y 1sinlamast
ile uygulanmis ve radyasyona kars1 yiiksek genomik kararsizlik ve asir1 hassasiyet
gosterdikleri ortaya ¢ikmustir (90).

Iyonize radyasyon maruziyetini takiben PARP” farelerinin kemik iligi
hiicrelerinde biitin S ve Gy fazlarinda PARP enzimi eksikligi neticesinde
diizeltilemeyen yogun DNA hasar1 ortaya ¢ikmistir (90).

Calismamizda, son yillarin 6nemli bir aragtirma konusu olan ve hiicre 6liim
yolaklariyla dogrudan iligkisi bulunan PARilasyon mekanizmasmin ve radyasyon
hasarinin ortak noktalarindan yola ¢ikarak, PARP-1’in arastirilmasi hedeflerimizden
birisi olmustur. Caligmamizda, iyonize radyasyon modeli basarili bir sekilde
olusturulmus ve oksidatif stres artis1 ve hiicre hasari1 histolojik diizeyde acikga
gosterilmigtir. Bu stresin, follikiil hiicre ve oosit ¢ekirdeklerinde olusturdugu hasar
immiinohistokimyasal olarak belirlenmis ve hasarin derecesi semikantitatif olarak

ortaya konmustur.
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6. SONUCLAR

Radyoterapi esnasinda ovaryum dokusunda gézlenen ve infertiliteye neden

olan hasar1 Onlemede, curcuminin etkisini morfolojik, morfometrik ve

immiinohistokimyasal ac¢idan incelemek amaci ile planladigimiz ¢alismada asagida

siralanan sonuglari elde ettik;

1.

Curcuminin etkisini arastirmak amaciyla deneyin baslangicindan sonuna kadar
deney hayvanlarmm agirliklarimi tarttik. Ozellikle 1sinlama sonras1 agirliklar:
dikkate aldigimizda radyasyon ve radyasyon+curcumin grubu arasinda anlamli
bir fark gézlemedik.

Benzer sekilde sakrifikasyon sonrasi ovaryum agirliklarini tarttigimizda yine
radyasyon ve radyasyon+curcumin grubu arasinda anlamh fark gozlenmedi.
Ovaryum dokusunun siganlarda kii¢iik olmast ve agirlik degerlerinin ¢ok diisiik
olmasininda bu sonucun bir etkeni oldugunu diisiinmekteyiz.

Tiim gruplarin saglikli ve atretik follikiil sayilarini inceledigimizde curcuminin
ozellikle radyasyon uygulamasi sonrasi azalan primordiyal follikiil sayisinda bir
artig yarattigi gozlendi. Radyasyon ve radyasyont+curcumin gruplarini atretik
follikiil sayis1 agisindan karsilastirdigimizda curcumin uyguladigimiz grupta
atretik follikiil sayisinin bir miktar azaldigin1 ancak bu azaligin istatiksel olarak
anlaml diizeyde olmadigin1 gordiik.

Gruplan histopatolojik olarak karsilastirdigimizda 6zellikle sadece radyasyon
uyguladigimiz grupta ovaryum dokusundaki hasarin c¢ok belirgin oldugunu,
sayisal verilere paralel olarak primordiyal follikiillerin germinal epitel altinda
nadiren bulundugunu goézlemledik. Radyasyon+curcumin grubunda ise doku
hasarmin biraz daha azaldig1 gézlendi.

Ovaryum doksunda PARP-1 ifadesini degerlendirdigimizde follikiilogenezin her
asamasinda PARP-1 ifadesini gozlemledik. Ozellikle sadece radyasyon
uyguladigimiz grupta PARP-1 ifadesinin yogun olusu ve radyasyon-+curcumin

grubunda bu ifadenin azalmasi dikkat ¢ekiciydi.

Sonug olarak, caligmamizda curcuminin ovaryum doku hasar1 ve follikiilogenez
stirecinde kismen olumlu etikelerini gordiik. Ancak yeni planlanacak doz
kontrollii deneysel bir modelde, curcuminin optimum terapotik dozunun

saptanmasinin klinige katki saglayabilecegi diisiincesindeyiz.
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