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Oz

Fertilitede akut doz radyasyonun olduric etkileri iyi bilinmektedir. Kisa streli
radyasyona maruziyet germ htcrelerinin 6lumud ve hasarlanmasi neticesin-
de infertilite ile sonuglanir. Son yillarda radyoterapi, kanserli hastalarin uzun
sureli iyilesmesine dnemli ol¢lide katki vermistir. Ancak radyasyonun uzun
donemde Ureme sistemi tzerindeki hasarlayici etkisi ile meydana gelen fer-
tilizasyon kayiplarini goz ardi etmemek gerekmektedir. Bu giine kadar cur-
cuminin antioksidan ve radyoprotektif etkisi ile ilgili bircok makale yayinlan-
mistir. Bu ¢alisma; curcuminin X 1sinlamay!i takiben sican testisinde ortaya
cikacak germ hicre kaybi ile iligkili infertiliteyi iyilestirebilecegi disuncesi ile
planlanmistir. Bu deneysel ¢calismada biri kontrol 3’0 deney grubu olmak tze-
re toplam 4 grup olusturuldu. Radyasyon hasari olusturmak amaciyla kontrol
ve curcumin grubu disindaki deneklerin skrotal bolgelerine tek seferde 6 Gy
X 1sin1 uygulandi. Curcumin ve radyasyon+ curcumin gruplarina; 1sinlama-
dan 1 hafta dnce bagslayarak, haftada 3 kez olmak tzere 7 hafta boyunca oral
yoldan 100 mg/kg curcumin, kontrol ve radyasyon gruplarina da ayni sekilde
¢esme suyu verildi. Isinlamadan 6 hafta sonra tium denekler sakrifiye edildi ve
alinan testis biyopsi materyalleri histopatolojik incelemeler igin islemlendirildi.
Bu calismada iyonize radyasyonun tibillerin gogunda germ hiicre kaybina
bagli olarak, tiibiler atrofiye neden oldugu gériildii. Radyasyon alan denekle-
rin timtinde, spermatogenezisin bozulmasi ile iligkili olarak, Jhonsen skorun-
da kontrole gore anlaml dizeyde azalma saptandi. PARP-1 immunreaktivite
skorunda da hasarinin siddeti ile iligkili olarak, kontrole gére anlamli diizeyde
artis belirlendi. Curcumin uygulamasinin ise radyasyona bagl ortaya cikan
hasarlari 6nlemede beklenen diizeyde koruma ve iyilesme saglamadig tes-
pit edildi.

Anahtar kelimeler: iyonize-radyasyon, Curcumin, PARP-1, Spermatogenez
Abstract

The lethal effects of acute doses of radiation on fertility are well known. Germ
cells are killed or damaged within a short time of exposure to radiation. In
recent years, radiotherapy of patients with cancer has led to an increased
number of sustained remissions. However, among the long-term side effects
of radiation, injury to the reproductive system is of particular concern. Many
papers have been reported so far on the antioxidant effect of curcumin. The
present study, we hypothesized that curcumin can minimize germ-cell deple-
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tion and morphological features of late cell damage in
the rat testis following X-irradiation. The animals were
divided into 4 groups: the first group was the control
and the other three were the experimental groups. 6
Gy X ray in a single fraction was applied into the sc-
rotal areas of the subjects except the control and cur-
cumin groups in order to form radiation damage. The
rats in the second and forth groups were given cur-
cumin (a dose of 100 mg/kg body weight) orally three
times a week during a seven-week period, beginning
the week before radiation therapy. The rats in the first
and third groups received tap water in the same way.
Testis biopsy samples from the all groups were taken
on the 7th week. All samples were processed and
observed at the light microscopic levels.

In the present study, radiation exposure caused seve-
re degenerative changes in testes. Spermatogenesis
had arrested in seminiferous tubules and the majority
of the tubules were found to be atrophic, absent of
germ cells. It was identified that curcumin hadn’t been
effective in the prevention of all damages caused by
radiation.

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

Giris

insanoglu varolusundan bu yana dogal radyasyonla
surekli etkilesim iginde olmus, gelisen teknoloji ile de
yapay radyasyon hayatin ayrilmaz bir parcasi haline
gelmistir. Saglik alaninda radyasyondan faydalanila-
rak tani ve tedavilerde kullanilmak tzere birgok cihaz
uretilmistir. Bu gelismeler ile birlikte, tanisal inceleme
ve tedavi sirasinda alinan radyasyonun insan saglhgi
Uzerindeki etkileri 6nemli bir arastirma konusu hali-
ne gelmistir. Radyasyon, hiicreyi olusturan tim temel
elemanlarda hasara neden olur ve miktari ne olursa
olsun, deoksiribonukleik asit (DNA) yapisina zarar
verebilir (1, 2). iyonize radyasyon hem direkt DNA da
tek ve cift zincir kiriklari olusturarak hem de reaktif
oksijen radikalleri olusturarak indirekt yoldan htcre
hasarina ve dlimine neden olur. (3).

Genglerde yaygin olarak gorilen testis kanseri te-
davisinde radyoterapi siklikla tercih edilen bir tedavi
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yontemidir. Testis kanseri tedavisinde germ hucreleri
radyoterapiden etkilenir ve bu tedavinin sonucunda
ciddi bir problem olan kalici veya gegici infertilite orta-
ya cikar. Kalici infertilite sadece spermatogonyumla-
rin yok olmasiyla degil, farkhlasma 6zelligini (sperma-
togenez) kaybetmesiyle de olusabilir (4, 5).

Spermatogenez; seminifer tubdllerin duvarinda bu-
lunan spermatogonyumlarin 6nce mitozla cogalip,
ardindan mayoz bélinme gegirerek kromozom sa-
yisinin yariya indigi ve spermatozoonlara farklandi-
g1 kompleks bir suregtir. Bu slirecin basinda yer alan
spermatogonyumlar radyasyona karsi ¢ok duyarlidir-
lar. Dusuk doz (0,1 Gy) radyasyon uygulamalarinda
dahi hiicresel hasarin basladigi bildirilmistir.(6).

Testis kanseri tedavisinden 6nce, ergin hastalarda ge-
reken durumlarda kullanilmak amaciyla spermler don-
durulabilir. Ancak, ergenlik ¢cagina gelmemis hastalar-
da bu durum mimkin degildir (7). Bu ytizden testis
kanseri tedavisi sirasinda oldukca hassas olunmali ve
alternatif tedaviler gelistiriimeye calisiimahdir. Cunku
testis kanseri tedavisi alan puberteye girmemis hasta-
larin ileride ¢cocuk sahibi olmak istemeleri muhtemel-
dir. Tedavi sirasinda radyasyonun yol actigi oksidatif
stresten, saglikl Greme hiicrelerinin korunmasi gerek-
mektedir. Radyoterapi esnasinda normal doku korun-
masinin, kanser hucrelerinin tahribati kadar dnemli
oldugunun gosterilmesiyle, korunma arastirmalari
Uzerine odaklanmis galismalar yapilmistir (8).

Antioksidan 6zellik gosteren proflaktik maddelerden
biride curcumindir. Curcumin; Cin ve Hindistan'da
yaygin olarak yetistirilen, Zingiberaceae familyasina
ait, sarigicekli ve blyuk yaprakli Curcuma longa bit-
kisinin rizomlarindan (koklerinden) elde edilir. Aktive
olmus makrofajlardan salinan nitrik oksit, hidrojen pe-
roksit, superoksit radikallerini suplren etkili bir antiok-
sidandir. Serbest radikalleri tutma 6zelliginden dolayi
DNA'y1 oksidatif hasardan korur. Curcuminin radyas-
yona Kkars! koruyucu etkisi buyuk oranda serbest ra-
dikalleri stipirme 6zelliginden kaynaklanir (8, 9). Cur-
cuminin antioksidan ve radyoprotektif ozelliklerinin
vurgulandidi pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (10-13).

Radyasyon uygulanan dokuda ortaya c¢ikan DNA
kiriklarinin tamir mekanizmasi molekiler duzeyde
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incelendiginde, Poli ADP Riboz Polimeraz (PARP)
ailesi proteinleri karsimiza ¢ikmaktadir. Poli ADP Ri-
boz Polimeraz-1 (PARP-1) proteinlere poli ADP-riboz
(PAR) gruplar ekleyerek bu proteinlerin fonksiyon-
larini duzenler, bu proteinler ise DNA ya baglanir.
PARP ailesinin bircok Uyesi olsa da, hicresel poli
ADP-ribozilasyonun %901 PARP-1 tarafindan ger-
ceklestirilmektedir. PARP-1, nukleusta bol miktarda
bulunan, DNA zincir kiriklari olustugu takdirde aktive
olan ve fonksiyonel olarak DNA tamiriyle iligkili olan
bir enzimdir (14).

Spermatogenez sirasinda PARP-1'in etkin bir rol
Ustlendigi tespit edilmistir. Spermatogenezde, birinci
mayoz bolinmenin profaz asamasinda DNA kiriklari
meydana gelebilir. Ayrica farklilasan spermatidlerde
kromatinin paketlenmesi sirasinda da DNA kirikla-
r ortaya g¢ikabilmektedir. Olusan bu kiriklar, genetik
farkliliklarin dogru bir sekilde aktarilabilmesi igin, ta-
mir edilmelidir. Bu agidan, insan germ hucresi farkli-
lasmasinda PARP-1 hayati bir rol oynamaktadir (15).
Bu sonuclarla PARP-1 in genomik butinlikte gok
onemli koruyucu bir gérevi oldugunu ve spermatoge-
nez sirasinda aktif olarak rol oynadigini soylenebilir.
Dogal slire¢de spermatogenez sirasinda zaten akitif
olan PARP-L’in testikller radyoterapi uygulamasi ile
aciga ¢ikacak DNA kiriklarinin onarimi icin de sahne-
ye c¢ikacagl disunildiginde, dokudaki ekspresyon
seviyesinin belirlenmesi 6nem arzetmektedir.

Bu deneysel calismanin amaci skrotal X i1sini uygu-
lamasinin neden oldugu hiicresel hasari 6nlemede
curcuminin etkisini histopatolojik, histomorfometrik
ve immunohistokimyasal yontemler ile saptamayi,
ayrica iyonize radyasyona bagli spermatogenez su-
recinde, PARP-1 imminreaktivitesindeki degisiklikleri
arastirmaktir.

Gerec ve Yontem

Deney Hayvani

Calismamizda Bilent Ecevit Universitesi Deney
Hayvanlari Arastirma Birimi’nde Uretilen, 2,5-3 aylik,
agirhklarn 200-300 g arasinda degisen 40 adet erkek
Wistar albino sican kullanildi. Biri kontrol 3'G deney
grubu olmak Gzere toplam 4 grup olusturuldu. Tim
denekler, deney suresi boyunca optimum laboratuar
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kosullari (22+1 oC, 12 saat aydinlik/karanlik siklusun-
da) altinda, gunluk icme suyu ve %21 ham protein
iceren pelet yemlerle beslendi.

Radyasyon Uygulamasi

Radyasyon hasari olusturmak amaciyla tum denekler
Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiltesi Radyasyon
Onkolojisi Anabilim Dalr’ na gétiruldi. Kontrol grubu
ve Curcumin grubu hari¢, Radyasyon ve Radyasyon+-
Curcumin gruplarindaki her bir denek, intraperitonel
(i.p.) yoldan 90 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasi/
Turkiye), 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Turkiye)
ile uyutulduktan sonra, supin (sirt Ustll) pozisyonunda
sabitlendi. Linear akselerator cihazi kullanilarak, iki
testisi iceren skrotal bdlge 5x5 cm ebadinda simile
edildi. Doz hesaplamalari yapilarak skrotal bdlgeye
tek seferde 6 Gy X isini uygulandi.

Deney Gruplari

Kontrol Grubu (n=10): Haftada 3 kez olmak Uzere,
toplam 7 hafta boyunca oral yoldan cesme suyu uy-
gulandi.

Curcumin Grubu (n=10): Haftada 3 kez olmak tzere,
toplam 7 hafta boyunca oral yoldan 100 mg/kg curcu-
min uygulandi.

Radyasyon Grubu (n=10): Skrotal bolgeye 6 Gy X
Isini uygulamasi yapildi. Ayrica isinlamadan 1 hafta
once baslayarak haftada 3 kez olmak Uzere toplam
7 hafta boyunca oral yoldan ¢esme suyu uygulandi.
Radyasyon+Curcumin Grubu (h=10): Skrotal bolgeye
6 Gy X 1sini uygulamasi yapildi. Ayrica 1sinlamadan
1 hafta 6nce baslayarak haftada 3 kez olmak Uzere
toplam 7 hafta boyunca oral yoldan 100 mg/kg curcu-
min uygulandi.

Isinlamadan 6 hafta sonra, ketamin-xylazin anestezisi
altinda tiim denekler sakrifiye edildi. Deney suresi bo-
yunca agirlik takibi yapilan deneklerin, deney sonunda
testis agirliklar da élculerek, her bir grup icin ortalama
testis agirhigi (g)/100 g viicut agirhgr hesaplandi.

Histopatolojik ve Histomorfometrik Analizler

Isik mikroskobik incelemeler icin, her denegin testis
dokusu BEU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Isik Mikroskopi Laboratuar’inda formol
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fiksatorinde fikse edilip, parafin inkliizyonu yapilarak
bloklandi. Bu bloklardan alinan 5um kalnhgindaki
kesitlere, testisin histolojik yapi 6zelliklerini ortaya
koyan Hematoksilen-Eozin (H-E), Periodik Asit-Schiff
(PAS) ve Masson boyalari uygulandi. Isik mikrosko-
bunda bulgularin fotograflari ¢ekildi.

Testislerde seminifer tibil ¢apr ve seminifer epitel
ylksekligi olgtldu. Olgumler, her denek icin 3 testis
kesitinde ve her kesitten yuvarlak veya yuvarlaga ya-
kin 10 tibdlin enine kesiti Uzerinde toplam 30 tubul
degerlendirilerek yapildi (16).

Johnsen Skoru ile Spermatogenezin
Degerlendirilmesi

Testiste seminifer tubdl duvarinda spermatogenezin
degerlendiriimesi Johnsen kriterlerine gore yapildi
(Tablo 1). Bu puanlama sistemine gore incelenecek
olan seminifer tlbdl kesitlerine verilecek puanlarin
toplami, sayilan tubul sayisina bélunerek ortalama
puan hesaplandi (17).

immiinohistokimyasal Analiz
Radyasyona bagli ortaya ¢ikan DNA hasarinin gos-

Johnsen skoru kriterleri (17).

_______________________________________________________________

tergesi olarak testis dokusunda DNA onarici bir en-
zim olan PARP-1 ekspresyonu immuinohistokimyasal
yontem ile gosterildi.

imminohistokimyasal boyamalar igin parafin bloklar-
dan elde edilen 5 pm kalinhi§indaki kesitler, polilizin
kapli lamlara alindi. Deparafinizasyon islemi igin etu-
ve alinan kesitler sonra 15’er dakikalik iki ksilol ban-
yosundan gecirildi. Hidratasyon icin, 5’er dakika sire
ile %100, 96%, 90%, 70%'’ lik alkol serilerinden geci-
rilen kesitler, distile suya alindi. Daha sonra 5’er daki-
kalik Gi¢ banyo seklinde fosfat tamponu soltisyonunda
(PBS; pH 7-7.2 yikandi. Antijenik baglanma bdlgele-
rinin acgiga ¢ikariimasi amaci ile kesitler sitrat tampo-
nuna (pH: 6.0) alindi ve mikrodalga firinda 5 dakika
kaynatildiktan sonra sogumaya birakildi. Ardindan
kesitlerin ¢evresi pap pen ile gizildi 6nce distile su
sonrada PBS ile yikandi. Nemli kabine alinan kesitler
endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla
% 3'luk hidrojen peroksit ile 15 dakika oda sicakligin-
da inkibe edildi. Distile sudan gegirilen kesitler PBS
ile yikandi. Spesifik olmayan antikor baglanmalarini
bloklamak tzere kesitlere %1 preimmun rabbit serum
(Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi.

Johnsen Johnsen Kriterleri
i Skoru i
i 10 Germ epiteli cok tabakall, agik santral [imen, ¢cok miktarda spermatozoa. E
09 Germ epiteli cok tabakall ancak disorganize, limendeki epitel hiicreleri spermatozoalarla
i karismis. |
08
i Germ epiteli ¢ok tabakali, limende 10'dan daha az spermatozoa. i
07 Cok miktarda spermatid, ancak hi¢ spermatozoa yok.
i 06 Hic spermatazoon yok, spermatid sayisi 10’dan daha az. i
05 Bir kag tane spermatosit, spermatid veya spermatozoa yok.
i 04 Spermatozoa ve spermatid hi¢ yok, spermatosit sayisi 5’den az. i
03 Sadece bir ka¢ spermatogonyum.
02 Bir ka¢ Sertoli hiicresi, germ hiicresi hi¢ yok.
01 Seminifer tibiilde hig hiicre yok.
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Daha sonra kesitler nemli kabin i¢inde 1/100 oranin-
da dilte edilmis primer antikor (Rabbit polyclonal 1IgG
PARP-1, Kat. No. Ab6079, Abcam, USA) ile 1 saat in-
kiibe edildi. Ardindan PBS de (3X5 dk) yikandi. Nemli
kabine yerlestirilen kesitler 30 dk sekonder antikor
(Dako Biotinylated Link, K0O609) ile muamele edildi.
Bu islemin hemen ardindan PBS’le (3X5 dk) yikanip
streptavidin (Streptavidin HRP, Dako, K0609) damla-
tiip 10 dakika inkiibe edildi. Bu uygulamadan sonra
da PBS ile (3X5 dk) yikama yapildi. Nemli kabindeki
kesitlere kromojen damlatildi [3’,3-diaminobenzidine
(DAB), Vector, SK-4100]. Mikroskop basinda boyan-
ma kontrolii saglandiktan sonra (3 dk), kromojen re-
aksiyonunu kesmek icin kesitler distile suya alindi.
Yikamanin ardindan 30 sn Mayer’in Hematoksilen’i
(Bio-optica, 0506002/L) ile zit boyama yapildi. Akar-
suda 5 dk yikanan kesitler balsam kullanilarak (Merk)
lamel ile kapatildi ve 1sik mikroskobunda semikanti-
tatif olarak histolojik skorlama (H-skor) yapilarak de-
gerlendirildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) programi kullanilarak yapildi. Ta-
nimlayici istatistikler medyan (Q1-Q3) olarak ifade
edildi. Dort grubun karsilastiriimasinda Kruskal-Wal-
lis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis varyans
analizinde alt gruplarin ikiserli karsilastiriimasi ise
Bonferroni duzeltmeli Mann-Whitney U testi ile ya-
pildi. Tekrarli 6lgimlerin degerlendiriimesinde ise
Friedman testinden faydalanildi. Alt gruplarin ikiserli
karsilastiriimasi Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon testi
ile yapildi. Sonuglar % 95 giiven araliginda degerlen-
dirildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

Bulgular

Kontrol ve deney gruplarindan alinan testis biyopsi-
lerinde, parankim ve stromal yapilar, morfolojik, im-
munohistokimyasal, morfometrik ve histopatolojik
skorlama yontemleri kullanilarak 1s1k mikroskopik du-
zeyde kiyaslanarak incelendi.

Kontrol ve Curcumin Grubuna Ait Genel
Morfolojik Bulgular

Kontrol ve Curcumin grubu deneklere ait, testis doku
kesitlerinin 11tk mikroskopik incelemesinde, seminifer

Med J SDU /

2018:25(4):370-384

tubdllerin cok kath kibik epitel ile ddseli oldugu, tibdl
duvarinin spermatogenetik hiicre serileri ile Sertoli
hiicrelerinden olustugu gorildu. Sertoli hiicreleri so-
luk boyanan, karakteristik nikleus sekilleri (piramit,
armut, U¢cgen veya oval) ile ayird edildi. Bazal lamina
Uzerine oturan Sertoli hiicrelerinin lateral katlantilari
arasina yerlesik cok sayida normal morfolojide, sper-
matogenetik seri hiicreleri bulunmakta idi. Oval bigim-
li niikleusa sahip spermatogonyumlar bazal laminaya
yakin olarak izlendi. Primer spermatositler, spermato-
gonyumlarin hemen tizerinde, 4n DNA'ya sahip olma-
lari nedeniyle daha buyuk hacimli niukleuslari ile ayird
edildiler. Gelisme evrelerine bagli olarak sekonder
spermatosit ve spermatidlerin daha Ust siralarda yer
aldigi gorildu. Nukleusun Gzerine oturmus kep sek-
linde PAS pozitif akrozom yapisiyla erken spermatid-
ler, limene uzanan iplik tarzinda kuyruklar ve koyu
uzun baslariyla spermatozoalara donisecek olan ge¢
spermatidler ayirt edildi. Pek ¢ok seminifer tibul 1U-
meninde spermatozoonlara rastlandi (Sekil 1: a-f).

Seminifer ttbul epitelinin en distan tunika propriya ile
sarildigi goruldi. Miyoid hicreler, tunika propriyanin or-
tasinda, bu dokuya paralel uzanan koyu boyanmis ig
seklindeki uzun ndkleuslari ile ayird edildi (Sekil 1: b, ).

Seminifer tubdller arasindaki interstisyel dokuda; kan
damarlar etrafinda yerlesik, gevsek kromatinli nuk-
leusa sahip, oval ya da yuvarlak sekilli, Leydig hiicre-
leri ile lenf kapilerleri ve bag doku hiicreleri gozlendi
(Sekil 1: b, e).

Radyasyon ve Radyasyon+Curcumin Grubuna
Ait Genel Morfolojik Bulgular

Radyasyon grubundaki deneklerin testis dokularinin
Istk mikroskopik incelemelerinde; i1sinlamaya bagli
olarak ortaya ¢ikan tubuler dejenerasyon, tubul ¢ap-
larindaki azalma ile dikkati geken tubdler atrofi belir-
gin olarak gozlenmekte idi. Tlbulerde gesitli buyuk-
luklerde vakuolizasyonlara ve yer yer dikkat ceken
¢ok nikleuslu dev hicrelere rastlandi. Tubullerde
spermatogenetik seri hicrelerinin gogunun ortadan
kalkti§gi, sadece bazalde birkag spermatogonyum ile
Sertoli hiicrelerinin varliini strdirdtga goraldu. Ser-
toli hicrelerinin nikleus sekillerinin dizensizlestigi
ve zaman zaman bazal membrandan uzakta, tubal
limenine yakin yerlesim gosterdikleri dikkati cekmek-
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Sekil 1. Testis seminifer tubdllerine ait H-E (a, d, g, j), Masson (b, e, h, k) ve PAS (c, f, i, [) boyalari ile boyanmis prepa-
ratlardan elde edilen mikrograflar. (a-c) Kontrol grubuna ait sigcan testisi; ¢cok katl kubik epitel gériinimiinde, limeni sper-
matozoalar ile dolu normal morfolojide, seminifer tubil ve etrafindaki interstisyum izlenmekte. (d-f) Curcumin grubuna
ait sigan testisi; normal morfolojik yapi 6zellikleri segileyen seminifer tibil ve interstisyum goértlmekte. (g-i) Radyasyon
grubuna ait sican testisi (isinlamadan sonraki 6. hafta); seminifer tubdl ¢aplarinda ve seminifer epitel yiksekliginde ciddi
azalma, germinal epitelde vakuolizasyon, ¢ok belirgin hiicre kaybi, tlbtllerde sadece birka¢ spermatogonyum ile ¢ok
saylida Sertoli hiicresinin varhg, tibillerin etrafindaki bazal laminada kalinlasma, interstisyel sahada hiicre yogunlugunda
ve vaskilarizasyonda artis ile peritiibuler hyalinizasyon izlenmekte. (j-I) Radyasyon+Curcumin grubuna ait si¢an testisi
(1isinlamadan sonraki 6. hafta); seminifer tibullerde Sertoli hiicreleriyle birlikte spermatogonyumlar gorilmekle birlikte bazi
tibdllerde rejeneratif degisiklikler dikkati cekmekte. TUbuler bazal lamina kalinlasmasi, interstisyumda hiicre yogunlugun-
da ve vaskularizasyonda artis ile peritibuler hyalinizasyon bu grupta da izlenmekte. Bar: 50 pm
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teydi (Sekil 1: g-i). Tubullerin enine kesit gérintilerin-
de, bazal membran kalinlasmasi (Sekil 1: i) ile birlikte
tibuler atrofi nedeniyle interstisyel bag dokusundan
ayrilmalar saptandi. interstisyel bag dokuda gozle-
nen hicre yogunlugu ve vaskularizasyondaki artis ile
peritibuler hyalinizasyon dikkat ¢ekiciydi (Sekil 1: h).
Radyasyon+Curcumin grubundaki deneklerin testis
dokularinin istk mikroskopik incelemelerinde; ilk goze
carpan seminifer tubulllerde spermatogenetik htcre
serisinde bir miktar artis oldugu idi. Bazi tibullerde
spermatogenetik hicre serilerinin  kismen dizen-
li yerlesim gosterdigi saptandi. Radyasyon grubuna
benzer sekilde seminifer tubdllerin bir kismi Sertoli
hiicreleri ve az sayida spermatogonyumlari icermek-
teydi, ayrica tubuler atrofinedeniyle interstisyumdan
ayrilmalar izlendi. (Sekil 1: j-) Dejeneratif ve rejene-
ratif tubdllerin kalinlasmis bazal membran ile cevrili
olduklari, kuvvetli PAS pozitif goruntmleri ile dikkat
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cekti (Sekil 1: 1). interstisyel sahada yogunluk ve vas-
kilarizasyon artisi bu grupta da gozlendi (Sekil 1: k).

Kontrol ve Deney Gruplarinda PARP-1 immiinre-
aktivitesinin Degerlendirilmesi

Tum deneklerin testis dokusunda, immunohistokim-
yasal yontem ile PARP-1 ifadesi degerlendirildiginde;
ozellikle spermatogonyumlarda farkli boyanma oran-
larinda (zayif-orta-kuvvetli) PARP-1'in ifade edildigi
saptandi. interstisyumda ise PARP-1 ifadesine nere-
deyse hig rastlanmadi (Sekil 2).

Testis doku kesitlerinde radyasyona karsi ¢ok duyarli
hicreler olmalari nedeniyle, yalnizca spermatogon-
yumlar histolojik skorlama (H-skor) yontemi ile semi-
kantitatif olarak degerlendirildi. Histolojik skorlama,
tubullerde yer alan rast gele belirlenen 100 sperma-
togonyumun PARP-1 immiinoreaktivite siddeti deger-

Sekil 2. Testis seminifer tibullerinde PARP-1’in immunohistokimyasal olarak ifadesi. (a) Kontrol grubu. (b) Curcumin gru-
bu. (c¢) Radyasyon grubu. (d) Radyasyon+Curcumin grubu. Bar: 50 pm.
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lendirilerek gergeklestirildi (zayif:1, orta:2, kuvvetli:3).
ikili kiyaslamalarda, Kontrol ve Curcumin grubu ara-
sinda, Radyasyon ve Radyasyon+Curcumin grubu
arasinda H-skorun anlamli bir farklihk gostermedigi
tespit edildi. Radyasyon uygulanan gruplar ile diger
gruplar kiyaslandiginda, radyasyona bagh olarak
H-skorun anlamli (p<0.001) diizeyde arttigi saptandi.
(Tablo 2).

Kontrol ve Deney Gruplarinda Spermatogenezin
Johnsen Skoru ile Degerlendirilmesi

Testiste radyasyona bagl olarak, seminifer tibul du-
varinda spermatogenezde meydana gelen degisiklik-
leri ve curcuminin profilaktik kullanimina bagh olarak
ortaya ¢ikabilecek muhtemel iyilesmeyi degerlendir-
mek i¢in H-E ile boyanmis testis preparatlar tze-
rinde, Johnsen kriterlerine gére semikantitatif olarak
skorlama yapildi. istatistiksel analizler neticesinde,
ikili kiyaslamalarda, Kontrol ve Curcumin grubu ara-
sinda, Radyasyon ve Radyasyon+Curcumin grubu
arasinda Johnsen skorunun anlamli bir farkhlik gos-

termedigi tespit edildi. Radyasyon uygulanan gruplar
ile diger gruplar kiyaslandiginda, radyasyona bagli
olarak Johnsen skorunun anlamli diizeyde (p<0.001)
azalmis oldugu gorildi (Tablo 3).

Seminifer Tiibiillerin Morfometrik Olarak
Degerlendirilmesi

Tum gruplarda seminifer tibdl ¢aplar ve seminifer
epitel yukseklikleri dlgulerek, istatistiksel olarak analiz
edildiginde; radyasyona bagh olarak seminifer tbdl
caplarinin belirgin bir sekilde azaldigi, yine epitelin de
belirgin diizeyde inceldigi tespit edildi. ikili kiyaslama-
larda hem epitel yuksekligi, hem de seminifer tibul
¢ap! agisindan, Kontrol ve Curcumin grubu arasinda,
Radyasyon ve Radyasyon+Curcumin grubu arasin-
da anlamli bir farklihk olmadigi gorildi. Radyasyon
uygulanan gruplar ile diger gruplar kiyaslandiginda,
radyasyona bagl olarak seminifer epitel yuksekligin-
de ve capinda anlamli diizeyde (p<0.001) azalma ol-
dugu saptandi (Tablo 4).

PARP-1 imminreaktivitesi icin histolojik skor degerleri.

; Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin E
| n=6 n=6 n=6 n=6 i
{ | PARP-1icin | 254.50 263.50 285.50 279.00
i H-Skor (243.75-262.75) (259.25-268.50) (276.75-292.00)2 (276.50-281.75)2 :
i Veriler ortanca (25-75 persantil) olarak sunulmustur. E
l‘ p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. 3p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda. j

i Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin i
i n=10 n=9 n=9 n=9 ;
i | Johnsen 9.8 (9.70-9.83) 9.8 (9.65-9.90) 4.9 (4.80-5.15)2 5.1(5.00-5.15)2 |
i | Skoru i
i Veriler ortanca (25-75 persantil) olarak sunulmustur. i
i p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. 1
i 2p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda. |
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Deneklerin Viicut Agirhginda ve Testis Agirhiginda
Meydana Gelen Degisiklikler

Deneyin baslangicinda, radyasyon uygulamasindan
24 saat sonra ve sakrifikasyondan hemen dnce tar-
tilan deneklerin agirliklari istatistiksel olarak analiz
edildiginde, tim gruplarda kendi i¢inde 3 farkli zaman
diliminde ol¢ilen agirhiklarin anlamh dizeyde farkli-
lik gosterdigi saptandi (p<0.001). ikili kiyaslamalar-
da kontrol ve curcumin grubunun, radyasyon ile de

radyasyon+curcumin grubunun agirhklarinin benzer
oldugu tespit edildi. Skrotal uygulanan radyasyona
bagl olarak deneklerin viicut agirhginda herhangi bir
azalma olmadigi, buna keza, geng eriskin olan de-
neklerin 7 haftalik deney stresi boyunca agirliklarin-
da meydana gelen dogal artistan dolay1, grup ici agir-
lik degisikliklerinde anlamli artis oldugu tespit edildi
(Tablo 5).

Seminifer tibul capi ve seminifer epitel yuksekliginin gruplara gore degisimi.

i Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin :
: n=10 n=9 n=9 n=9 ;
i | Seminifer 314.05 317.60 192.40 194.80 i
i | tibul capi R R i
: (um) (300.2-317.6) (303.0-324.2) (181.8-209.8) (180.1-215.6) :
| | seminifer 77.25 78.00 55.80 55.20
i | epitel yiik- L ) . B L . ;
| sekligi (um) (70.7-82.6) (72.9-83.3) (49.7-59.6) (52.7-63.5) i
i Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur. i
i p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. ]
i ap<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda. E
:‘ ®p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda ':

_____________________________________________________________________________________________________________________________

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
. ?p<0.001 Kontrol ve Curcumin grubu ile kiyaslandiginda.
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' Kontrol Curcumin Radyasyon Radyasyon+Curcumin
i n=10 n=9 n=9 n=9 ;
\ | Baslangic denek 271.50 273.00 290.00 296.00
| L (250-281) (258-294) (275-298) (285-300)
E Isinlama sonrasi 298.50 295.00 307.00 313.00 E
?f'g’g:;g""g' (265-310) (285-322) (300-330) (296-322)
{ | sakrifikasyon 363.50 367.00 386.00 377.00
| el (349-385) (348-384) (336-411)¢ (355-405)2
Testis agirhgi 0.366 0.394 0.135 0.133
2.%’.’!.?3?9' EECHE (0.315-0.414) | (0.357-0.426) | (0.115-0.149)° (0.101-0.143)¢
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Skrotal isinlamaya bagl olarak radyasyon ve radyas-
yon+curcumin gruplarinda, testis agirliklarinda kont-
rol ve curcumin gruplarina kiyasla anlaml dizeyde
(p<0.001) bir azalma oldugu tespit edildi (Tablo 5).

Tartisma

Calismamizda 6 Gy X isini skrotal bolgeye tek se-
ferde uygulanmis olup, i1sinlamadan 6 hafta sonra,
deneklerden elde edilen testis dokusu 6rneklerinde,
oncelikle genel morfoloji degerlendirilmis, ardindan
radyasyona bagh seminifer tibullerdeki hasar; hem
histomorfometrik dlgtimler ile hem de Johnsen skoru
ile semikantitatif olarak analiz edilmistir. Radyasyo-
nun direkt etki ile olusturdugu DNA hasari ve indirekt
serbest radikaller tGzerinden meydana getirdigi hiic-
resel hasarda PARP-1 imminoreaktivitesindeki degi-
siklikler immiinohistokimyasal yontemle degerlendi-
rilmigtir. Ayrica bu sirecte 1sinlamadan 1 hafta dnce
profilaktik olarak uygulanmaya baslayan curcuminin
(100 mg/kg) etkinligi de arastiriimistir.

Radyoterapi, testis kanseri tedavisinde, 6zellikle evre
| seminomlarda, basari orani %100’'lere varan bir te-
davi yontemi olarak uzun yillardir kullaniimaktadir.
Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir epidemi-
yolojik ¢calismada testis timorli hasta sayisinin 1973
yilindan glinimize kadar % 44 arttigi ve bunlarin
icinde de en fazla artan hastalik grubunun % 64 ile
seminomlar oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle tes-
tis tumorlt, hastalarda radyoterapi uygulamalarinin
daha da artacagi éngorilmustir (18).

Radyasyonun insandaki spermatogenetik siklusta
olusturdugu negatif etkiler cesitli deney modellerinde
gosterilmistir. Radyoterapi gorecek eriskin testis kan-
serli hastalarda infertilite olusumuna karsi radyoterapi
oncesi sperm dondurma gibi farkli islemler uygulan-
maktadir (7, 19). Fakat hasta populasyonunda sade-
ce eriskinler degil puberteye ulasmamis ¢ocuklarda
bulunmaktadir. Kanser tedavisinden sonra hastalarin
gocuk sahibi olmasi i¢in radyasyonun treme fonksi-
yonu Uzerine olan zararina karsi koruyucu tekniklerin
gelistirilmesi zaruri bir ihtiyagtir.

Skrotal radyoterapi uygulanan erkek hastalarda sper-
matogenezin bozuldugu, kalici veya uygulanan doz

Med J SDU /

oranina gore kisa ya da uzun sireli infertilite olustugu
belirtiimistir (20). Bu baglamda, infertilite ¢ok blyik
bir klinik problemdir. istatistiklere gére Amerika'da ki
Giftlerin %15 i infertildir ve bunlarin da %15 inin nede-
ni oksidatif strestir. Bundan dolayi son yillarda inferti-
lite ve oksidatif stres ile ilgili birgok ¢alisma yapiimistir
(21).

Kanserin iyonizan radyasyon ile tedavisinde terapotik
kazanci arttirmanin bir yolu, antitiméral etkinligi de-
gistirmeksizin normal dokulari radyasyon hasarindan
koruyan hiicre koruyucu ajanlarin kullaniimasidir (4).
lyi bir antioksidan, antikanser, normal hiicrelere se-
lektif radyoprotektdr bir ajan olan curcumini isinlama-
dan 1 hafta 6nce baslayarak, 7 hafta boyunca, gin
agsiri oral olarak 100 mg/kg dozda profilaktik olarak
uyguladigimiz bu calismada; curcuminin radyasyona
bagl ortaya cikan histopatolojik, histomorfometrik ve
immunohistokimyasal diizeyde degerlendirdigimiz
parametreleri nasil etkiledigini arastirdik.

Curcuma longa bitkisinin rizomlarindan elde edilen
curcumin hticre koruyucu ajanlar igerisinde major fe-
nolik yapida bir birlesiktir (22). Curcumin anti-inflama-
tuar, antioksidan, yara iyilestirici, antikanser, antimik-
robiyal aktivite gibi genis bir farmakolojik kapasiteye
sahip oldugu bilinmektedir (23).

Yapilan literatir incelemelerinde, curcuminin skrotal
uygulanan iyonize radyasyona karsi radyoprotektif
etkisinde PARP-1 immunoreaktivitesinin arastirildig
herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Skrotal bol-
geye uygulanan 6 Gy'lik iyonize radyasyonun, sican
testislerinde ¢esitli morfolojik hasarlara neden oldugu
gorulmastar. Isinlamadan 6 hafta sonra, bu hasarlar
Istk mikroskobik diizeyde incelendiginde; seminifer
tubdllerde germinal hiicre tiketimi, spermatogenezin
durmasi, bazal lamina kalinlagsmasi, tubdllerde vaku-
olizasyon, tunika albugineada kalinlasma, seminifer
tubul epitelinde sadece Sertoli hiicreleri ve tek tik
rezerv spermatogonyumlara rastlanmasi ve pek ¢ok
atrofik tubdl yapisinin gelismesi seklinde siralanabi-
lir. Bizim bulgularimiz direkt skrotal veya pelvik alan
Isinlama yapilan galismalarda gozlenen histolojik ha-
sarlar ile uygunluk gostermektedir.

Testis farkl tipte veya farkl evrelerdeki farkhlasan
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hicrelerden olusur. Bu hicrelerin hepsi radyasyona
karsi farkll hassasiyetler gosterir. Radyasyon sonrasi
seminifer tibdllerin bir kisminda atrofi gozlenir. Atrofik
tlibll sadece Sertoli hiicrelerinden olusabilecegi gibi
nadiren germ hucreleri ve Sertoli hiicreleri veya ¢ok
az sayida hicresel baglantilari olmayan germ hiic-
releri ve Sertoli hiicrelerinden de olusabilir. Isinlama
sonrasl radyasyon spermatogonyumlarin farkllas-
masini bozar ve spermatogenezi baskilar. Bu yiizden
sadece tubullerde goérilen tek germ hiicresinin rezerv
spermatogonyumlar oldugu bildirilmistir (24).

Calismamizda radyasyon alan gruplarin her ikisinde
de atrofik tubuller gozlenmistir. Calismamiz tek za-
manli bir calisma oldugundan, farkli zaman dilimle-
rinde zamana bagli degisimleri saptamamiz mimkin
olmamistir, ancak farkli zaman dilimlerinde sperma-
togenezin degerlendirildigi calismalarda da atrofik
tubul morfolojisinin zamana ve radyasyonun dozuna
gore degisiklik gosterdigi pek ¢ok calismada ortaya
konmustur. Atrofinin aktif olarak bélinen germ hucre-
lerinin serbest radikallerin hasarlayici etkisine maruz
kalmasi sonucu olustuguna inaniimaktadir. Meistrich
ve ark. (25), yaptiklar bir calismada si¢canlara 3,5 Gy
skrotal radyoterapi uygulamislardir. 10 hafta sonra
sakrifiye edilen deneklerin testis doku ornekleri 11k
mikroskobik diizeyde incelendiginde, cogu seminifer
tlibillde sadece Sertoli hiicrelerinin kaldigi, kimi tibul-
lerde ise Sertoli ve tip A spermatogonyumlarin hayat-
ta kaldigr gordlmustir. Testis agirliklarinda ve tibdl
caplarinda dususler gozlendigini bildirmislerdir. Ayri-
ca testislere uygulanan 1-3 Gy gibi dusuk dozlarda-
ki radyasyonun bile farklilasan spermatogonyumlari
tahrip ettigi, bunun sonucunda ise, spermatogenetik
hiicrelerde ileri diizeyde bir azalmanin ortaya c¢iktigi
bildirilmistir. K6k spermatogonyumlarin ise ¢ok daha
fazla radyoresistans oldugu belirtilmistir. insanlara
uygulanan 2 Gy radyasyonun bile 50 haftaya kadar
ya da daha fazla sirebilecek bir azospermiye neden
olabilecegi ileri sdrdlmastir. Bunun nedeninin ise
germ hicrelerin haraplanmasi ve farkhlasma 6zellik-
lerini gecici sire kaybetmesi olarak bildirilmistir (25).
Calismamizda; Meistrich’in ¢alismasina paralel ola-
rak seminifer tibullerde sadece Sertoli hicreleri ve
¢ok az sayida kok spermatogonyumlara rastlanmis-
tir. Spermatogenizi degerlendirdigimiz Johnsen skor-
lamasi sonuclarinin istatistiksel analizleri de radyas-

Med J SDU /

2018:25(4):370-384

yona bagh olarak germinal epitelde meydana gelen
hiicre kaybinin ¢ok ciddi boyutta oldugunu acik bir
sekilde ortaya koymustur. Kontrol ve Curcumin grubu
deneklerimizde tespit edilen Johnsen skoru degerle-
rini, Radyasyon ve Radyasyon+curcumin gruplari ile
kiyasladigimizda, radyasyona bagh olarak skorlarda
anlaml bir azalma oldugu saptanmistir.

Andrieu ve ark. (26), yaptiklari bir calismada wistar
albino erkek sicanlarin testislerine 6 Gy lokal radyas-
yon uygulanmistir. 3 hafta sonra hayvanlar sakrifiye
edilmis ve testisler incelenmek Uzere cikariimistir.
Radyasyon grubunda testis agirhginin belirgin se-
kilde dustigu gozlenmistir. Isik mikroskobik incele-
melerde radyasyon alan deneklerin testis ¢apinda
ve seminifer tlbul epitelinin yiksekliginde azalma
oldugu tespit edilmistir. Ayrica seminifer tibullerde
yapilan hiicre sayimi neticesinde kontrol grubundaki
spermatogonyum ve primer spermatosit sayilarinin
radyasyon grubunda anlamli bir diistis gosterdigi bil-
dirilmistir. Bu ¢alismanin verileri ile bizim verilerimiz
blyik oranda paralellik gostermekle birlikte, semini-
fer tibullerde tespit edilen hiicre sayilarinin yiksek-
ligi sakrifikasyon zamaninin ¢calismamizin sakrifikas-
yon zamanindan 3 hafta erken olmasindan dolayi ve
maturasyon-tiketim progesinin zamana bagh olarak
gerceklesmesindendir (26). Radyasyon uygulandik-
tan sonra germ hucrelerinden geriye kok hicreler,
spermatositler ve spermatidler hayatta kalir. Sperma-
tosit ve spermatidler de maturasyon ile tikenir. Nor-
malde mitotik aktivitesi olmayan kok hicreler, hiicre
tiketimini takiben cogalmaya ve seminifer epitelini
tekrardan olusturmaya baslar (25, 27).

Hussein ve ark. (28), radyasyonun utreme sistemi
Uzerindeki ciddi hasarlayici etkisini wistar albino si-
canlara tum vicud 8 Gy radyasyon uyguladiklar ¢ca-
lismalarinda ortaya koymuslardir. Radyoterapiden 48
saat sonra denekleri sakrifiye ettiklerinde, sperma-
togenetik seri hicrelerinin hasarlandigini, 6zellikle
spermatositler ve spermatidlerin azaldigini, sperma-
tozoalarin da tamamen tiikendigini gozlemlemisler-
dir. Seminifer tubdllerin ¢cogunda spermatogenetik
seri hiicrelerin diizensiz nikleuslara sahip oldugu ve
sitoplazmalarinda asitofilik vakaollerin bulundugunu
bildirmislerdir. Ayrica Sertoli ve Leydig hicrelerinin
sayilarinda ciddi azalma ile birlikte testis agirliklari ve

10.17343/sdutfd.387496




Akpolat ve ark.

seminifer epitel yiksekliklerinde de anlamli bir sekilde
disis yasandigini tespit etmislerdir (28). Sharma ve
ark. (29), yaptiklari bir calismada Swiss albino farele-
re 7,5 Gy gama radyasyonu uygulamislar ve testisleri
histopatolojik olarak incelemislerdir. ilk olarak, rad-
yasyon alan deneklerin seminifer tibl gaplarinda an-
lamli bir azalis oldugunu tespit etmislerdir. Farelerin
testislerinin 151k mikroskobisinde; tahrip olmus tubul-
ler, epitelde pul pul dokilmeler, tibdller arasi 6dem,
nikleus parcalanmalari, piknotik ¢ekirdekler, nekrotik
hiicreler ve degranuler sitoplazmalar gdzlemlemis-
lerdir. Yine bu calismalarinda infertilitenin 6nemli bir
tibbi ve sosyal sorun oldugunu, fitokimyasal ajanlarin
radyasyondan koruyucu etkilerini kullanarak testikiler
germ hucrelerini radyasyondan korumanin mimkun
olabilecegini ileri sirmuslerdir (29). Calismamizda da
literatirdeki verilere uyumlu olarak radyasyon alan
gruplardaki deneklerin testis agirliklarinda, seminifer
tubdl caplarinda ve germinal epitel yuksekliklerinde,
Kontrol ve Curcumin gruplarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir distis gozlenmisgtir.

Curcuminin antioksidan ve radyoprotektor 6zellikleri-
nin arastirildigi pek cok deneysel model kurgulanmis
ve pek c¢ok calisma yapiimistir (30, 31). Sharaf ve
ark. (32), calismalarinda albino sicanlarin testisleri-
ne 3 gun ardi ardina yarim saat boyunca 900 joule
[0k ultraviyole C 1sini uygulamislardir ve curcuminin
farkli dozlardaki koruyuculugunu arastirmisglardir. 4
ayri gruba 3 guin ardi ardina ultraviyole C 1sini verdik-
ten sonra tedaviye baslamislardir. Gruptan ilk olani
kontrol olarak tutulmustur. Diger 3 gruba ise sirasiy-
la 5 mg/kg, 25 mg/kg ve 50 mg/kg curcumin 4 hafta
boyunca uygulanmistir. Deneyin sonunda hayvanlar
sakrifiye edilmis ve yapilan histopatolojik incelemeler
neticesinde 5mg/kg curcumin tedavili ultraviyole veri-
len grupta birgok seminifer tibul normal olarak sap-
tanmistir. Bununla birlikte bazi béltimlerindeki inter-
sitisyel bag doku alanlarinda vakouller ve kimi Sertoli
hiicreleri arasinda acikliklar gorilmustur. Genel go-
rantist kontrol grubuna benzeyen seminifer tibdller
bu grupta izlenmistir. Buna karsin; 25 mg/kg ve 50
mg/kg curcumin tedavili siganlarda; spermatogenetik
seri hicreleri arasindaki bosluklarin daha fazla oldu-
gu, spermatositlerin normal morfolojik gortiniimden
yoksun oldugu ve spermatogenetik hiicrelerde tiiken-
meler oldugu gdzlenmistir. 50 mg/kg curcumin teda-
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vili grupta bunlara ilave olarak, bazal laminada kalin-
lagsmalar ile spermatogenetik seri hiicrelerde pul pul
dokilmeler ve duzensiz yerlesimli seri hicreler goz-
lenmistir. Bu ¢alismada 5 mg/kg curcumin dozunun
ultraviyole 1sinlarina karsi iyi koruma sagladigi, buna
karsin yuksek dozlarda uygulanan curcuminin diistk
doz kadar iyi koruyucu etki gostermedigi bildirilmistir
(32). Buradan curcumin gibi kullanilan koruyucu-iyi-
lestirici ajanlarin dozu kadar, toksik ajanin dozunun
da hasarin engellenmesinde ya da onarilmasinda ne
kadar 6nemli oldugu sonucuna varilabilir.
Calismamizda uyguladigimiz 100 mg/kg curcumin
dozu cesitli radyasyon calismalarindan yararlanilarak
secilmis olup, skrotal radyoterapide uyguladigimiz
dozda curcuminin istatistiksel olarak anlaml bir ko-
ruma saglamadigi tespit edilmistir. Gerek morfomet-
rik olctimlerle birlikte testis agirliklarinda, gerekse
spermatogenezi degerlendirdigimiz Johnsen skorla-
masinda radyasyon grubuna kiyasla kismen olumlu
veriler elde edilmis olsa da, fark istatistiksel olarak
anlaml duzeyde bulunmamistir.

Son yillarda yogun bir sekilde c¢alisilan, erkek infer-
tilitesinin etiyolojisinde dnemli bir rol oynayan, DNA
hasarina kargi olusan PARP-1 immunoreaktivitesi de
degerlendirilmistir.

Son yillarda PARP-1 enziminin erkek germ hicreleri-
nin farklilanmasinda anahtar rol oynadigi belirtiimistir
(33). PARP oksidatif stres ile indiiklenmis erkek tireme
rahatsizliklarinda yiiksek aktivite gosterir. insan germ
hicrelerindeki PARP-1 calismalari son yillarda 6nem
kazanmistir. PARP Uzerindeki ¢alismalar cogunlukla
kemirgenler Gzerinde yapiimistir ve bu ¢alismalarin
¢ogunda PARP in spermatogonyum ve pakiten nuk-
leuslu spermatositlerde lokolize oldugu bildirilmigtir
(34). Bizde immunohistokimyasal yontemle deney
gruplarimizda PARP-1 ekspresyonunu H-skorlama
ile degerlendirirken, spermatogonyumlardaki lokali-
zasyonu ve boyanma siddetlerini g6z énunde bulun-
durduk. ikili kiyaslamalarda, Kontrol ve Curcumin
grubu arasinda, Radyasyon ve Radyasyon+Curcu-
min grubu arasinda H-skorun anlamli bir farklilik gos-
termedigini saptadik. Radyasyon uygulanan gruplar
ile diger gruplar kiyaslandiginda, radyasyona bagli
olarak H-skorun anlamh (p<0.001) dizeyde artmis
oldugunu go6zlemledik. Bu bulgularin radyasyona
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bagli meydana gelen direkt DNA ve indirekt serbest
radikal aracili hiicresel hasarin siddetini agik¢a orta-
ya koydugunu disinmekteyiz. Spermatagoniumlarin
PARP-1 enzim aktivitesinin yiksek olmasinin DNA
yapisinin korunmasinda oldukg¢a 6nemli oldugu yapi-
lan calismalarda ortaya konmustur (35). Curcuminin
profilaktik kullanimi da PARP-1 imminoreaktivite-
si acisindan tedavisiz gruba kiyasla anlaml bir fark
yaratmamistir. Radyasyon+Curcumin grubunda yer
alan deneklerimizin gerek genel morfolojik bulgular
gerekse histomorfometrik ve histopatolojik bulgularr,
kullandigimiz dozda beklenen koruma ve iyilesmenin
ortaya ¢cikmadigini goézler oniine sermektedir.

Oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina yol agan
cesitli deneysel modellemelerde de PARP-1 immiino-
reaktivitesinin ortaya ¢ikan serbest radikaller nedeniy-
le artis gosterdigi ispatlanmistir. Tekcanve ark. (36),
varikoselle indikledikleri testis hasarinda PARP-1 im-
munoreaktivitesinin oksidatif stresle iliskili oldugunu
rapor etmiglerdir. Bu deney modelinde PARP yolak-
larini incelemislerdir. immiin boyamalarda varikoselli
sicanlarda seminifer tubullerdeki PARP ve PARP-1
in spermatogonyum ve primer spermatositlerdeki
lokasyonunda sham ve kontrol grubuna goére gicli
boyanma oldugunu gdéstermislerdir. Western blotla-
ma yontemi kullanirak varikoselli sicanlarda yuksek
PARP aktivitesi oldugu kanitlanmis olup PARP bandi
yaninda apoptotik bantlara da rastlanmistir (36).

Maymon ve ark. (37), calismalarinda PARP ve PARP-
1 aktivasyonunun agirlikli olarak germ hiicrelerinde
oldugunu ve testislerdeki somatik hiicrelerde lokalize
olmadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar farkli sper-
matogenez evrelerinde PARP’In roltini incelemisler
ve PARP expresyonunun uzayan spermatidlerde be-
lirgin olarak gorilmesinin, PARP’In kromatin model-
lenmesi ve spermatid nukleer yodunlugu ile iligkisi
olabilecegini belirtmislerdir (37). Egder radyoterapi
sirasinda germ hicrelerinde radyasyonun tahrip edi-
ci etkisini 6nleme yeteneg@ine sahip hiicre koruyucu
etkili bir ajan kullanilabilirse, radyasyonun azosper-
mi ve infertilite gibi Ureme saghgi Uzerindeki etkileri
Onlenebilir ve radyoterapi alan geng erkek hastalarin
yasam kalitesi Gzerinde olumlu bir etki saglanabilir.

Bu baglamda koruyucu olabilecegini disindigimuz,
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ancak kullandigimiz dozda etkin bir koruma ve iyiles-
me saglayamayan, curcuminin yeni planlanacak doz
kontrollti calismalar ile radyoprotektif etkin dozunun
arastirimasina ihtiya¢ oldugunu, optimum terapotik
dozun saptanmasi ile klinige katki saglanabilecegini
distinmekteyiz.
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