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Ozet

Amac¢: Calismamizda, iyonize radyasyonun follikiiler
atrezi tizerine etkilerini gostererek, olusacak hasarlara karsi
curcuminin koruyucu etkisinin olup olmadigini ve hiicre
¢ekirdeklerinde meydana gelen DNA hasarini tamir eden Poli
(ADP-riboz)polimeraz-1 enziminin immiinohistokimyasal
boyama yontemiyle gosterilmesi amaglandi.

Materyal-Method: Calismamiz i¢in secilen disi siganlar,
biri kontrol olmak iizere toplam 4 gruba ayrildi. Radyasyon
hasar1 olusturmak amaciyla kontrol ve curcumin grubu
disindaki deneklere tek doz tim viicut 8.3 Gy iyonize
radyasyon uygulandi. Curcumin ve radyasyon+tcurcumin
grubu deneklere; 1s1nlamadan 7 giin 6nce baslayarak giinde
100 mg/kg curcumin oral yoldan verildi. Isinlamadan sonraki
4. giinde deneklerden anestezi altinda ovaryum dokular1
almarak mikroskobik incelemeler i¢in islemlendirildi.

Bulgular: Radyasyon uygulamasindan 4 giin sonra alinan
ovaryum dokularinin kesitlerini inceledigimizde, 1sinlanmis
gruplardaki atretik Ozellik gosteren follikiiller sayica
fazlaydi. Radyasyon ile 1ginlanan curcumin tedavili grupta ise
atretik follikiil oran1 radyasyon grubuna gore daha disiiktii.
Curcumin ile tedavi edilen grupta, curcuminin radyasyona
bagli meydana gelen hasarlari kismen engelledigi tespit edildi.

Sonuc: Bu sonuglar curcuminin ovaryum hasarinda koruyucu
etksi oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Iyonize Radyasyon, Follikiilogenezis,
Curcumin, PARPI, Sigan

Giris

Memelilerde ovaryum gelisimi ve islevi siiresince,
ovaryumdan oositlerin ve follikiillerin elenmesi ve yok
olmasiyla meydana gelen follikiiler atrezi, kusursuz isleyen
periyodik bir stirectir. (1,2). Follikiiler atrezinin en dnemli

Abstract

Objective: : 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.

Material-Method: The female rats chosen for the study were
divided into 4 groups, one being the control group. The whole
body of the rats in the other groups with the exception of those
in the control group and the curcumin group was 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 through the intragastric
tract for seven days in a row before the radiation process
was launched. Ovarium tissues sample of these animals were
collected for the purpose of microscopic examinations.

Results: The ovarium tissues cultivated at the 4 day of
the application of ionising radiation 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.

Conclusions: These results suggest that curcumin is protective
effect in ovarian damage.

Keywords: Ionizing Radiation, Folliculogenesis, Curcumin,
PARPI, Rat

etkileri arasinda, olgun ve biiyiik follikiillere ait oositleri yok
etmesi gelmektedir (3). Atretik follikiiller: piknotik ¢ekirdekli
hiicreler, graniiloza hiicre proliferasyonunda azalma, bazal
membran pargalanmasi ve hipertrofik teka tabakasi gibi
morfolojik karakteristikler igcermektedir (4). Follikiiler
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atreziye neden olan ve hizlandiran, patolojik uyaranlardan
birisi radyasyondur. (5). Radyasyon, kanser tedavilerinde
kullanilir ve aktiviteleri DNA’s1 hasar gormiis timor
hiicrelerini yok etmek {iizerinedir. Bu tedavi, hastalarin sag
kalimi i¢in gerekli olmasina ragmen, lireme sistemi {izerine
zararli etkileri kapsayan olumsuz yan etkilere sahiptir (6-
8). Ovaryum follikiil havuzunun tilkenmesi, sonrasinda
kalict infertilite ve tedavinin bazi tiplerinde primordiyal
follikiillerin tedaviye duyarli oldugunu destekleyen kanitlar
vardir. Ayrica, bazi1 hastalarda dongiiniin gegici ve hizli kayb,
antral follikiiller iizerinde de toksik etki olusturmaktadir (6,
9,10).

PARP-1, 116 kDa agirliginda yiiksek derecede korunmus,
ADP-riboz polimerlerinin sentezini katalizleyen, DNA zincir
kiriklart tarafindan aktive olan niikleer bir enzimdir (11-
13). PARP-1; alkilleyici ajanlar, oksidatif stres ve iyonize
radyasyon gibi tek zincir hasarlarii olusturan ajanlar
tarafindan aktive olmaktadir (14). PARP-1 aktivasyonu,
DNA hasarina yanit olarak, modifikasyon bdlgesindeki
proteinlerle temas kurarak gerceklesmektedir. Bu proteinler,
XRCCl1, DNA Polimeraz 3 ve DNA Ligaz III'i kapsamakta
olup, daha sonra baz ¢ikarim onarimi (BER) yolu gibi bazi
DNA tamir mekanizmalarint harekete gegirmektedirler (15-
16).

Kurkumin, Curcuma longa Linn. bitkisinin rizomlarindan
izole edilen dogal sar1 pigmentler olup, antioksidan 6zellikleri
iyl bilinen 6nemli fitokimyasallardan birisidir. Kurkumin,
turmerik (kurkumin tumerigin bilesenlerinden biridir)
bilesiminin % 3-4’linii olusturmaktadir (11,17,18). Kurkumin,
radyoprotektif 6zelligi ve onemli fitokimyasallardan birisi
olmast sebebiyle, radyomodifiye bir ajan olarak kabul
edilmektedir (11). Kurkuminin radyoprotektif etkisinden
birden fazla mekanizma sorumludur. Radyasyon aracili serbest
radikalleri siipiirme ve 1sinlanmig sistemlerde kurkumin
ile hiicresel antioksidanlarin yiikseltil-mesi bu aktiviteden
sorumlu temel mekanizmalar olarak diisiiniilmektedir (19).

Materyal-Method
Deney Hayvanlari ve Gruplar:

Calisma icin Biilent Ecevit Universitesi (BEU) Rektorliigii
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligi’ndan
31.08.2012 tarihinde 2012-16-28/03 numaral etik kurulu
onayt alinmistir. 40 adet disi Wistar albino sican (12-14
haftalik), BEU Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinden
temin edildi. Siganlar, deney siiresi boyunca uygun
laboratuvar kosullar1 (22+ 2°C, 12 saat aydinlik/karanhk
siklusunda, nem orani %55-60) altinda, giinliik igcme suyu ve
% 21 ham protein i¢eren pelet yemlerle beslendi.

40 adet disi Wistar albino si¢an biri kontrol grubu olmak iizere
4 gruba boliindii ve her bir grup 10 denekten olustu. Deney
gruplari: Kontrol (Grup I), kurkumin (Grup II), Radyasyon
(Grup III) ve Radyasyon+kurkumin (Grup IV).

la¢ Kullanim

Kurkumin ve Radyasyontkurkumin grubuna igmlamadan
1 hafta 6nce baslamak kosuluyla, deney siiresince (7 giin
1sinlama dncesi 4 gilin de 151nlama sonrasi toplam 11 giin) giin
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asir1 olmak iizere 100 mg/kg viicut agirligi hesaplanarak oral
yoldan kurkumin verildi. Kontrol ve radyasyon grubuna ise
benzer sekilde ¢esme suyu verildi.

Isinlama

Radyasyon hasari olusturmak amaciyla BEU Tip Fakiiltesi
Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’nda, kontrol grubu
ve kurkumin grubu hari¢ diger gruplardaki her bir denek,
intraperitoneal (i.p.) yoldan 10 mg/kg xylazine (Rompun-
Bayer/Tiirkiye), 90 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasy/
Tirkiye) ile anestezi yapildiktan sonra supin (sirt stii)
pozisyonunda sabitlendi. Gerekli doz hesaplamasi yapilarak,
linear akseleratér cihazi ile tek fraksiyonda tiim viicuda
toplam 8,3 Gy X 15101 uygulandi.

Isik Mikroskobik incelemeler

Isinlamadan 4 giin sonra tiim denekler anestezi altinda servikal
dislokasyon ile 6ldiiriildii. Deneklerden ¢ikarilan ovaryumlar
notral formalin ile 2 giin tespit edildikten sonra dokular 1 giin
siire ile akar ¢gesme suyu altinda yikama islemine alindi ve
alkol serisinden gegirildikten sonra parafine gémiildii. Parafin
bloklardan 5 pm kalmliginda 1/25 6rnekleme yapilarak seri
kesitler alind1 ve Hematoksilen-Eozin (H-E [Sigma-Aldrich/
Almanya]) ve Periyodik Asit Schiff-Hemalen (PAS-HL
[Sigma-Aldrich/Almanya]) boyalar1 ile 151k mikroskobik
incelemeler i¢in boyandi. Follikiiller; primordiyal, primer,
preantral ve antral follikiil olmak tizere siniflandirildi (20)
ve follikiillerde, oosit ¢ekirdekleri dikkate alinarak, atretik
ve saglikli follikiil yogunluguna goére sayim yapildi. Tim
inceleme ve bulgularin fotograflandirilmasinda, Zeiss AX10
marka foto mikroskop kullanildi.

Immiinohistokimyasal incelemeler

Radyasyona bagli ortaya ¢ikan DNA hasarinin gostergesi
olarak ovaryum dokusunda DNA onarict bir enzim olan
PARP1 ifadesi immiinohistokimyasal yontemler ile gdsterildi.

Ovaryum dokusundan 5 um kalinhiginda kesitler alind1 ve
deparafinizasyon iglemini takiben kesitler suya indirildi.
Suya indirilen kesitler sitrat tamponu icerisinde mikrodalga
firmda 5 dk kaynatildi. Ardindan %3’liikk H20: ile 15 dk
muamele edildi. Distile sudan gecgen kesitler PBS ile yikandi.
Bu islemin ardindan %1 preimmiin rabbit serum (Ultra V
Block, LabVision, TA-015-UB/ Amerika Birlesik Devletleri)
uygulandi. Daha sonra, nemli kabin icinde 1/100 oraninda
sulandirilmis  primer PARP1 (ab6079, abcam/ingiltere)
antikoru ile 1 saat siire ile inkiibe edildi. Kesitler PBS ile
yikandiktan sonra, 30 dk sekonder antikorda tutuldu. Hemen
ardindan PBS ile yikanan kesitlere 3 dk diaminobenzidin
(DAB (vectorlab/ Amerika Birlesik Devletleri) kromojen
soliisyonu uygulamas1 yapildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra 30 sn Mayer’s Hematoksilene [Sigma-
Aldrich/Almanya] tabi tutuldu. Yikama igleminin ardindan
kesitler kapatma soliisyonu ile kapatildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) programi kullanilarak yapildi. Tanimlayict
istatistikler Medyan (Q1-Q3) olarak ifade edildi. Dort grubun
karsilagtiritlmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildu.
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Kruskal-Wallis varyans analizinde alt gruplarim ikiserli
kargilagtirilmasi ise Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney
U testi ile yapildi. Tekrarli dlgiimlerin degerlendirilmesinde
ise Friedman testinden faydalanildi. Alt gruplarin ikiserli
kargilagtiritlmast Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon testi ile
yapildi. Sonuglar % 95 giiven araliginda degerlendirildi ve
p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

Bulgular
Morfolojik Bulgular

Kontrol, kurkumin, radyasyon ve radyasyontkurkumin
gruplarinin son agirliklari bakimindan gruplar arasindaki fark
anlamliydi (p<0.001) (Tablo 1. Tiim viicut 1simnlamaya bagli
olarak ovaryum agirligi bakimindan gruplar arasindaki fark
anlamli bulunmadi. Kontrol grubuna ait ovaryumlarin korteks
bolgelerini en distan ¢evreleyen germinal epitelin genellikle
tek tabakali kiibik hiicrelerden olustugu gozlendi. Tunika
albuginea tabakasinin hemen altinda yerlesim gosteren
gelisimin farkli asamalarinda saglikli follikiller gozlendi.
Ozellikle, primordiyal follikiillerin kiimeler halinde kortekste
yerlesim gosterdigi izlendi (Sekil 1-2). Gelismekte olan
follikiillerde PAS (+) boyanan Zona Pellusida (ZP) ve bazal
membran net bir sekilde ayirt edildi (Sekil 3A) . Kontrol ve
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kurkumin gruplarinin benzer histolojik yapiya sahip olduklar1
gozlendi. Kurkumin grubu ile kontrol grubunun farklr gelisim
evrelerindeki saglikli follikiil sayilarinin benzer oldugu
tespit edildi (Tablo 2). Iyonize radyasyon maruziyetinden
4 giin sonra alman ovaryum doku kesitlerinde kontrol
grubunda kortekste yer alan gelisimin farkli asamasindaki
saglikli follikiillerin radyasyon alan grupta yerini atretik
follikiillere biraktig1 izlendi (Sekil 2). Tiim gruplara ait farkl
gelisim asamasindaki saglikli ve atretik follikiil sayilar
degerlendirildiginde, atretik follikiil sayisinin radyasyon
ve kontrol grubu arasinda anlaml diizeyde (p<0.001) fark
oldugu tespit edildi (Tablo 2). Germinal epitel altinda yer alan
kortekste bolgesinde, neredeyse hi¢ bir primordiyal follikiil
izlenmedi (Sekil 2). Follikiil sayilar1 incelendiginde 6zellikle
primordiyal ve primer follikiil evresindeki saymin kontrol ve
kurkumin grubuna oranla anlamli diizeyde (p<0.001) duistiigii
gozlendi. Atretik follikiillerde meydana gelen degisiklikler;
genellikle ¢ok sayida piknotik ¢ekirdekli graniiloza hiicreleri,
antral bosluktaki apoptotik cisimcikler, graniiloza hiicreleri
ile oosit arasindaki ayrismalar, graniiloza hiicrelerindeki
sitoplazmik kayiplar, hiicrelerde vakuolizasyon, oosit
morfolojisinde bozulmalar, oosit ¢ekirdegi dejenerasyonu ve
teka tabaka hipertrofisi olarak gozlemlendi (Sekil 2). PAS-HL

Tablo 1. Deney siiresince total viicut ve ovaryum agirliginda gézlenen degisiklikler

Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=10 n=8 n=9 n=9
Baslangic denek agirhi 196.50 183.50 211.00 205.00
slangie srhg (191-208) (174-210) (177-230) (192-206)
S . 208 201 214.00 208.00
Isinlama sonrasi denek agirhgi (1. Giin) (200-226) (184-230) (187-236) (200-220)
. . 217.5 212.00 183.00 180.00
Sakrifikasyon denek agirhg (212-244) (191-235) (170-205)? (163-190)*
0.0209 0.0242 0.0231 0.0208

Ovaryum agirh@ (gr)/100gr viicut agirhgi (0.0164-0.0285)

(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.

4p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda (Baslangig denek agirligi ve 1gmlama sonrasi denek agirhigma gore)

Tablo 2. Tiim gruplara ait farkli gelisim asamasindaki saglikli ve atretik follikiil sayilarmin degerlendirilmesi

Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=10 n=8 n=9 n=9
Primordival 133 148.50 1.00 9.00
y (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) (0-12
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.
3p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda.

bp<O.OOl Kontrol, Curcumin ve radyasyon grubu ile kiyaslandiginda
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Sekil 1. (sol) Tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinin
gorlintlisti

Grup I (Kontrol) ve Grup II (kurkumin)’ye ait normal goriintimlii gesitli
evredeki folikiiller, korpus luteumlar ve interstisyel bezler gozlenmektedir.
Radyasyon uygulanan ovaryum dokusu incelendiginde korteks bolgesinde yer
alan farkli asamalardaki follikiillerin atretik siireclerde oldugu belirgin sekilde
izlenmekte (Grup IIT). Rad+kur uygulanan gruptaki (Grup IV) follikiillerinde
bir kismmin atretik siire¢te oldugu izlenmekte. (H-E) grup I (sol) skala
bar=100pm

Kanat Giille ve ark.

X :
- VS
Sekil 2. (sag) Tim gruplara ait ovaryum kesitleri

Kontrol ve kurkumin grubuna ait histolojik kesitler incelendiginde
cesitli evredeki saglhikli 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 ¢ekmekte. Grup IV’te (Rad+Kur) sayilart
azda olsa preantral asamada saghkl follikiiller gozlenmekte. (H-E)
grup I (sag) ve gruplI-III-IV skala bar= 50um
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A) Kontrol grubuna ait fotografta multilaminar bir primer follikiil yer almakta. Graniiloza hiicrelerinde yer yer agilmalarin oldugu gézlenmekte. Bu follikiildeki
oositi gevreleyen Zona pellusida (ok) belirgin olarak izlenmekte. B) Kurkumin grubuna ait 151k mikroskop goriintiisiinde sekonder follikiilii ve follikiil igerisinde
yer alan oositi gevreleyen 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 kurkumin uygul. grubuinceledigimizde
primer follikiildeki zona pellusida (ok) yapisinin sadece radyasyon uygulanan gruba kiyasla daha diizgiin oldugu goriilmekte. PAS+HL skala bar=50pm
Tablo 3. PARP-1 immiinoreaktivitesi i¢in histolojik skor degerleri
Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
n=10 n=8 n=9 n=9
PARP1 icin 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.

4p<0.001. Kontrol, curcumin ve radyasyon-+curcumin grubu ile kiyaslandiginda.
bp<04001. Kontrol, radyasyon ve radyasyon+curcumin grubu ile kiyaslandiginda

ile boyanmis kesitlerde yapilan mikroskopik incelemelerde
ise bazi follikiillerde oositin ZP’dan ayrildig1, ZP’nin kivrimlt
hale geldigi ve bazilarinda ZP’nin biitiinliiglinii kaybettigi
tespit edildi (Sekil 3C). Ismlamadan 1 hafta 6nce kurkumin
tedavisi alan radyasyon grubunda, sadece iyonize radyasyon
alan tedavisiz grupta goriilen follikiiler atrezi ve dejenerasyon
oraninin, bu grupta kurkumin tarafindan kismen &nlendigi
fakat aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
tespit edildi. (Tablo 2) Bu grubun deneklerine ait ovaryum
kortekslerinde farkli agamalarda gesitli saglikli follikiiller
izlendi. Ozellikle primordiyal follikiil sayisinin sadece
radyasyon alan gruba gore anlamli diizeydeki artist dikkat
cekiciydi (p<0.001) (Tablo 1). Iyonize radyasyon+kurkumin
grubundan alinan kesitlerde, follikiiller her ne kadar dejenere
olsada zona pellusidanin PAS (+) boyandig1 gozlendi (Sekil
3D).
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Immiinohistokimyasal Bulgular

Morfolojik bulgular, histolojik skorlama (H-skor) yontemi
ile semikantitatif verilere donistiiriilerek, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olup olmadig1 analiz edildi.
H-skor, follikiillerde yer alan 100 oositin ¢ekirdeginde PARP1
immiinoreaktivite siddeti degerlendirilerek gerceklestirildi
(zayif:1, orta:2, kuvvetli:3).

Kontrol grubunda, PARP1’in 6zellikle, primordiyal follikiil
ve primer follikiil gelisim evrelerindeki oosit gekirdeginde
kuvvetli bir boyanma gosterdigi tespit edildi (Sekil 4A-4B).
Sadece kurkumin alan grupta, PARP1 ifade diizeyinin kontrol
grubundan daha kuvvetli oldugu gézlendi (p<0.001) ve PARP1
ifadesinin 6zellikle, primordiyal ve primer follikiillerde (Sekil
4C-4D) daha fazla oldugu tespit edildi (Tablo3). 8.3 Gy
iyonize radyasyon maruziyetine kalan deneklerin ovaryum
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Kontrol grubuna ait fotografta (A) Primordiyal (oklar) ve primer follikiilerin oosit ¢ekirdeklerinde PARP-1 ifadesi belirgin olarak izlenmekte.Follikiil
hiicreleri (yildiz). Yine kontrol grubuna ait resimde (B) Sekonder follikiile ait pozitif ifade gézlenmekte. Follikiil hiicreleri (yildiz). Kurkumin grubuna (C)
ait kesitte pozitif reaksiyon gosteren follikiiller ve graniiloza hiicreleri (ok basi). (D) Kurkumin grubuna ait sekonder follikiile doniisen oositin ¢ekirdeginde
kuvvetli PARP-1 ifadesi goriilmekte. Radyasyon grubuna ait sekonder follikiilde (y1ldiz) siddetli reaksiyonun yani sira luteal hiicrelerde de (oklar) belirgin
bir immiinoreaktivite fark edilmekte (inset) (E ve F). Rad+Kurkumin grubunda primordiyal follikiilde (ok) sekonder follikiilde (yildiz) pozitif reaksiyon
izlenmekte (G). Rad+kurkumin grubuna ait PARP1 ifadesi (H). Sag siitundaki resimler igerisinde yer alan kutulardaki resimler gruplara ait negatif kontrolleri
gostermekte. (ABC peroksidaz skala bar=50pum)

107



Curcuminin koruyucu etkisi

doku kesitlerinde PARP1 ifadesi incelendiginde diger 3
grup ile kiyaslandiginda, radyasyona bagli olarak H-skorun
anlamli (p<0.001) diizeyde artmis oldugu gozlendi (Tablo
3). Diger gruplardan farkli olarak PARP1 ifadesinin korpus
luteumun luteal hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde de orta siddette
oldugu tespit edildi (Sekil 4E-4F). Radyasyontkurkumin
grubu ile kontrol grubu arasinda H-skorun anlamli bir farklilik
gostermedigi tespit edildi. Ancak sadece kurcumin ve sadece
radyasyon uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda H-skorun
anlaml (p<0.001) diizeyde farklilik gosterdigi tespit edildi
(Tablo 3). PARPI1 ifadesinin yine oosit ¢ekirdeklerinde ve
graniiloza hiicrelerinde oldugu gozlendi (Sekil 4G-4H).

Tartisma

Memelilerde reprodiiktif donem siiresince, ovaryum
follikiillerin pek ¢ogu atrezi olarak isimlendirilen ve
follikiillerin dejenere olmasi ile sonuclanan bir siirece
maruz kalmaktadirlar (4). Dogal olarak gergeklesen
follikiiler atrezinin mekanizmasi hala tam olarak acikliga
kavusturulamamistir.  Follikiiler — atreziyi  hizlandiran
atretojenik uyaranlardan birisi de modern tibbin integral
bir pargasi olan ve diagnostik amaglarin yani sira terapotik
amagclar i¢in de kullanilan iyonize radyasyondur (4,21). Bazi
vakalarda, radyasyonun belki de kanserin en iyi tedavi edici
yontemi olabilecegi diigiiniilmiistiir. Malign hiicrelerin yok
olmasinin yani sira normal hiicrelerde de hasarla sonuglanan
radyoterapi agir yan etkilere sahiptir. Radyasyonun olumsuz
biyolojik etkileri, hiicre hasarinin olusmasi ve zararl
sitotoksik etkilere neden olan oksidatif stres ile birlikte
ortaya ¢ikan H202, OH ve O:’u kapsayan ROT (Reaktif
Oksijen Tiirleri) nin tretimidir (21,22). Ovaryum follikiileri
dikkat ¢ekici bir sekilde DNA hasarina neden olan iyonize
radyasyona kars1 olduk¢a hassastir. Caligmalarin bircogunda
radyoterapiyi takiben ovaryum histolojisi 151k mikroskobisi
diizeyinde incelenmistir (22). Incelemeler sonunda dejenere
olan follikiiller; piknotik ¢ekirdekli graniiloza hiicreleri, teka
tabakasi1 hipertofisi, bazal membran ayrigmasi ve ondiilasyonu
gibi morfolojik 6zellikler gostermiglerdir (24). Kim ve Lee
(25) yapmus olduklar1 bir calismada farelere, ¢aligmamizdaki
radyasyon modeline benzer bir bi¢imde tim viicut 8.3 Gy
iyonize radyasyon uygulamislar ve radyasyondan sonraki 2, 8
ve 14. saatlerde ovaryumlari alarak dejenere follikiil oranlarini
gostermislerdir. Kontrol grubunda saglikli primordiyal follikiil
orant % 61.6 iken radyasyon uygulanan gruplarda bu degerin;
2., 8. ve 14. saatlerde sirastyla % 51.6, 11.1 ve 7.1 e diistiigiini
bildirmislerdir. Primer follikiillerde bu degerler; kontrol 2., 4.
ve 14. saatlerde sirastyla % 82.5, 80, 45,5 ve 33.3, preantral ve
antral follikiillerde ise % 31’isaglikliiken 2., 4. ve 14. saatlerde
sirastyla % 15.9, 7.5, ve 1.6’ya diistligiinii rapor etmislerdir.
Yapmis oldugumuz calismada benzer sekilde sadece
radyasyon uyguladigimiz gruptaki primordiyal ve primer
follikiil sayinin azalmasi dikkat c¢ekiciydi (Tablo 1). Aktas ve
ark. (26) yaptiklar1 bir ¢alismada disi farelere tiim viicut 8.3
Gy iyonize radyasyon uygulamislar ve 1sinlamadan sonraki 3.
ve 12. saatlerde ovaryum dokularini alarak dejenere follikiil
degerlendirmesi yapmislardir. Isinlamadan sonraki 3. saatte
alman ovaryumlarda erken atretik 6zellik gosteren follikiiller
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ile antrum ve follikiiler duvardaki apoptotik hiicrelerin
sayisinin oldukga fazla oldugunu gostermislerdir. Diger bir
taraftan, 1sinlamadan sonraki 12. saatte toplanan ovaryumlar
ile 3. saatte toplanan ovaryumlar karsilastirildiginda ileri
atretik ozelliklere sahip apoptotik hiicreler igeren follikiillerin
sayisinin onemli derecede yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
Mole ve Papworth (27) yiiksek doz radyasyonun etkisiyle
ovaryumda atretik follikiillerin baskin bir sekilde goriildiigiinii
rapor etmislerdir. Ovaryumlarin radyasyona maruz kalmasi
sonucu Oncelikle oositler etkilenmektedir. Primordiyal
follikiillerde yer alan oositler, olgun follikiillerdeki oositlerden
daha radyosensitiftir. Geng hastalar daha fazla primordiyal
follikiil rezervine sahip oldugu i¢in ovaryum islevlerinin
korunmasi daha 6nemlidir. Ovaryum follikiilleri proliferatif
faz sirasinda asir1 radyosensitifken siklusun sonunda daha az
radyosensitiftir. Diger 6nemli bir faktdr ise hiicre membran
direncidir. Oosit membrant radyasyona daha az duyarli
membranlar arasindadir (28).

Iyonize radyasyon, suyun radyolizisi ile aktive olan serbest
radikal tlirlerine ya da DNA ile dogrudan etkilesim boyunca
coklu biyolojik etkilere yol agmaktadir (29). Su igerigi
yiiksek olan dokularda iyonize radyasyonun etkileri 6zellikle
su molekiilleri iizerinden geligmektedir. Su molekiiliiniin
radyolizisi; H202 ve Hz gibi molekiillerin ve ayni 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. Serbest radikal iriinlerinin etkisizlestirilmesi,
hedef molekiillere hidrojen atomu baglanmast, karisik disiilfid
bilesiklerinin olusumu, hiicre boliinmesinin yavaslatilmasi
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, ekzojen ya da endojen bir takim ajanlari
okside etmeleri sonucunda diger hiicre i¢i yapilarla etkilesime
girme yeteneginden yoksun kararli yapili bilesiklerin olusmasi
seklinde oOzetlenebilir. Bu mekanizma sayesinde serbest
radikallerin yasamsal Oneme sahip hiicresel molekiiller
iizerindeki etkisi biiyiik dlglide smirlandirilmaktadir (30).
Kurkumin gibi polifenolik bilesiklerin, radyoterapi siiresince
normal hiicreleri koruyan antioksidan o&zelliklere sahip
olduklar1 gosterilmistir (31). Fenoksil radikallerin olusumuyla
sonuglanan lipit peroksil radikal, kirilan en zayif baga fenolik
OH tarafinda proton kaybini takiben elektron transferi ile
olusturulur. Kurkumin, sitosol i¢ine plazma membranindan
kolaylikla gegmekte ve dogrudan lipit peroksil radikalleri
ile reaksiyona giren zincir sonlandirict antioksidan olarak
davranarak hidroksil radikal, siiperoksit anyon gibi serbest
radikalleri siipiirebilmektedir (32). Aktas ve ark. (26) yaptiklari
bir ¢caligmada disi farelere 8.3 Gy tiim viicut iyonize radyasyon
uygulamadan 10 gilin 6nce baglayarak oral yoldan 100 mg/
kg kurkumin vermisler ve kurkumin tedavisi sonucunda
ovaryum follikiillerinde radyasyona bagli olarak olusan
apoptoziste, kurkuminin follikiiler atreziyi engelledigini
ve hiicreleri 6nemli oOl¢iide korudugunu gostermislerdir.
Olusturdugumuz deneysel modelde kurkuminin benzer doz
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oraninda kullanilmasi sonucu ovaryum doku hasarinin kismen
azalmasi ve antioksidan karakteri aracilig: ile toksik etkilere
sahip serbest radikalleri siipiirmesi sonucunda primordiyal
follikiil havuzunun korunmasina yapmis oldugu katki dikkat
¢ekiciydi. Huang ve ark. (33) yapmis olduklari bir ¢alismada,
kurkuminin yalnizca tiimérlii fare yiizdesini azaltmadigi,
ayn1 zamanda mide ve bagirsaktaki timor biiylikligiini de
gerilettigini bildirmislerdir. Antunes ve ark. (31), kurkuminin
y-1isinlarma maruz kalan rodent kemik iligi hiicrelerinde
ortaya ¢itkan kromozomal aberasyonlari azalttigini rapor
etmislerdir. Farelerin kurkumin ile tedavi edilmesi sonucunda
mikrontikleuslu polikromatik eritrositlerde, radyasyona bagli
kromozomal hasarlari engellendigi bulunmustur. Thresiamma
ve ark. (34) yaptiklar1 bir c¢alismada, 1sinlamanin neden
oldugu genotoksisite {izerine kurkuminin koruyucu etkisini
arastirmis, farelerde tiim viicut gamma 1sinlamasinin yaptigi
mikronukleus ve kromozomal sapmalarin, oral kurkumin
(400 pmol/kg) verilerek anlamli olarak inhibe edildigini
gostermislerdir. Ayn1 zamanda kurkuminin mikroniikleuslu
polikromatik ve normokromatik eritrositlerin olusumunu
inhibe ettigi de tespit edilmistir. Laboratuvar hayvanlarinda
kadmiyum aracilig ile testikiiler hasar, iyonize radyasyona
bagli ovaryum toksisitesi, iskemi reperfiizyon yoluyla
olusan testikiiler hasarlarda kurkuminin koruyucu etkisi
rapor edilmistir (35). Thresiamma ve ark. (34) siganlarda
oral verilen kurkuminin (200 pmol/kg) tim viicut
1sinlamasnin meydana getirdigi akciger fibrozisinde kollajen
hidroksipirolinini serum ve karaciger dokusunda 1sinlama ile
artan lipid peroksidasyon iiriinlerini dnemli dl¢iide azalttigini
bildirmislerdir. Reddy ve ark. (36) yapmis olduklar1 farkli
bir ¢aligmada kurkuminin H20: ile Fe*?‘nin oksidasyonunu
engelledigini ve ayrica O2" ve OH radikallerini siipiirdiiglinii
rapor etmislerdir.

Caligmamizin bir diger bir kismini da yakin zamanda
radyasyon hasarma karsi bir tamir mekanizmasi olarak
islev goren PARPI enziminin etkisini aragtirmak iizerine
kurgulamistik. Yapilan 6nceki ¢alismalarda PARP’1n; beyin,
kalp, bobrek, testis ve ovaryumu kapsayan cesitli doku
tiplerinin ¢ekirdeklerinde ifade edildigi tespit edilmistir (37-
38). Ossovskaya ve ark. (39) yapmuis olduklari bir ¢alismada
gogiis, akciger, ovaryum ve deri kanseri gibi hastaliklara
sahip bircok hastadan izole edilen malignan dokularda
PARP1 ifadesinin kuvvetli derecede artmis oldugunu rapor
etmislerdir.

Poli ADP ribozilasyon ekanizmasi, iyonize radyasyon,
alkilleyici ajanlar ve oksidanlar tarafindan uyarilan DNA
hasarmma en hizli hiicresel yaniti vermektedir. Normal
DNA zincir kiriklarinin varliginda Poli ADP ribozilasyon
cok nadir gerceklesen bir olaydir, ancak DNA hasar1 100
kat artarsa PARP’in temel aktivitesi de dikkat g¢ekici bir
sekilde artmaktadir. PARP’mn yaklasitk % 90’1 PARPI
tarafindan sentezlenmektedir (13). Oksidatif stres g¢esitli
hastaliklara neden olan aracilari iceren ROT’un asir1
iretimidir. Diger genotoksik ajanlarin arasinda; Oz, NO
ve onlarin reaksiyonlar1 sonucunda {iretilen peroksinitrit
bulunmaktadir. Tiyollerle reaksiyona giren peroksinitrit,
oksidasyon araciligt ile proteinleri inaktive etmektedir
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ve lipit peroksidasyonu tetiklemektedir. Bu mekanizma,
PARP’1in hizli aktivasyonunu tetikleyen DNA kiriklarima
sebep olmaktadir. DNA hasar bolgesine baglanma, PARP-
I’in ikinci ¢inko parmakgiklart tizerinden gerceklesmektedir
(40). PARP1’in DNA baglanma domaini ve bir BRCT modeli
bulunduran otomodifikasyon domaini XRCC1 (X-ray cross
complementing enzim)’in DNA tamirinde énemli bir kontrol
noktasi olan BRCT-1 motifi ile baglant1 halindedir ve BER
onariminda 6nemli rollere sahiptir. XRCC1’in PARP-1 ile
olan etkilesimi PARP1’in DNA kiriklarina baglanmasini
saglamakta, PARilasyon aktivitesini diizenlemekte ve diger
BER mekanizmasi enzimlerinin XRCC1’e baglanarak DNA
tamirini tamamlamasini saglamaktadir (41).

Iyonize radyasyon gibi ¢evresel genotoksik ajanlarin neden
oldugu DNA hasarlarina yanitlarda genomun biitiinliigiiniin
korunmasinda PARPI igin bir¢cok destekleyici kanit vardir
(42). Qian ve ark. (37) yapmis olduklari bir ¢calismada, fare
ovaryumuna uyguladiklari immiinohistokimyasal yontemler
sonucunda, PARP1’in primordiyal follikiilden olgun follikiile
kadar tiim follikiil gelisim evrelerinde o6zellikle oosit
¢ekirdeginde oldukca kuvvetli bir boyanma gosterdigini
bulmusglardir. Buna ek olarak primer follikiil evresi ve
sonrasinda ¢ok kuvvetli olmamakla beraber PARP1’in bazi
graniiloza hiicrelerinde de var oldugunu goézlemlemislerdir.
Atorino ve ark. (43) yapmis olduklart bir calismada rat
germinal hiicrelerinde PARP1’in H202 hasar1 ve y 1sinlamasi
ile olusan DNA hasarinin tamiri i¢in gerekli oldugunu
kaydetmislerdir. 8 Gy gamma radyasyona maruz kalan PARP-
= ve PARP** fareleri 1sinlamadan sonra yapilan kromozomal
analizler sonucunda hiicre ¢ekirdeklerindeki kromozom
kirilim oraninin PARP-- farelerinde PARP** farelerine gore 3
kat daha fazla oldugu rapor edilmistir Biyolojik fonksiyonunu
belirlemek icin, farelerin hedef genleri ile allellerin her ikisi
de inaktivite edilerek yapilan bir ¢alismada PARP-- farelerine
v 1sinlamast ile uygulanmig ve radyasyona karsi yiiksek
genomik kararsizlik ve asir1 hassasiyet gosterdikleri ortaya
cikmistir (44).Calismamizda da benzer sekilde radyasyon
hasarina bagli olarak PARP-1 ifadesinin artmis oldugunu
gozlemledik.

Sonug¢

Calisgmamizda kurkuminin ovaryum doku hasari ve
follikiilogenez siirecinde kismen olumlu etkilerini gordiik.
ncak yeni planlanacak doz kontrollii deneysel bir modelde,
kurkuminin optimum terapdtik dozunun saptanmasinin
klinige katk1 saglayabilecegi diisiincesindeyiz.
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