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Ozet

Amac: Radyasyon hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda
bir takim degisikliklere sebebiyet verebilir, memeli germ
hiicreleri de iyonize radyasyona (IR) kars1 oldukca duyarlidur.
Iyonize radyasyon ovaryum follikiillerindeki dejenerasyonu
arttirir. Bu ¢alismanin amaci tiim viicudu iyonize radyasyona
maruz kalan siganlarin ovaryum follikiillerinde L-karnitinin
(LK) antiapoptotik ve radyoprotektif etkilerini arastirmaktir.

Materyal-Method: Caligmamizda 30 adet Wistar albino
disi sigan 5 ayr1 gruba ayrildi. Radyasyon hasar1 i¢in kontrol
hari¢ tiim sicanlara 8,3 Gy X 1sin1 uygulandi. LK gruplaria
1sinlamadan 6nce giinliik 200mg/kg LK uygulandi. Isinlama
sonrast 6.saatte (Rad-1) ve 4. gilinde (Rad-2) ovaryum
dokulari toplandi. Ovaryum dokusundan her 5. kesit alinarak
hematoksilen-eozin boyamas: yapilarak oosit ¢ekirdeginin
goriildiigii her oosit sayildi. Follikiiller primordiyal, primer,
preantral ve antral olacak sekilde siniflandirildi. Serumdaki
IL-la (interlokin-1 alfa), IL-4 (interlokin-4) ve GM-CSF
(graniilosit monosit koloni sitiimiilan faktor) degerleri flow
sitometri ile analiz edildi.

Bulgular: iyonize radyasyon uygulamasmin sonrasinda
6.saat ve 4. giin ovaryum dokular1 alinan gruplarda atretik
follikiillerin oraninda artis gozlendi. Graniiloza hiicreleri
yuvarlak sekilli ve apoptotik hiicre goriinlimiinde izlendi.
Iyonize radyasyona maruz kalan siganlarin ovaryum dokulari
incelendiginde 4.giin IR grubunda atretik follikiillerin say1s1
6. saat IR grubuna gére belirgin bir sekilde artmigti. LK
uygulanan gruplarda IR’nun yarattig:i hasarda belirgin bir
diizelme gozlendi. IR gruplarinda serumdaki IL-1a, IL-4 ve
GM-CSF diizeyleri kontrol grubu ve tedavi grubuna gore
artmis olarak izlendi.

Sonug: Iyonize radyasyonun akut olarak primordiyal ve
primer follikiillerdeki dejenerasyonu arttirdigr sonucuna
vartlmistir. Ayrica, L-karnitinin iyonize radyasyona bagli
gelisen follikiiler atrezide koruyucu bir rolii oldugunu
diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: : Iyonize Radyasyon, Follikiilogenezis,
Ovaryum, Apoptozis, Sican

Abstract

Objective: This study deals with the morphological
degenerations of normal and atretic follicles based on
artificially induced radiation apoptosis. Ovarian follicular
degeneration is accelerated by ionising radiation. The aim of
the present study was to assess the radioprotective effects of
L-carnitine on ovarian follicles.

Material-Method: Thirty Wistar albino female rats were
divided into five groups. Rats with or without pretreatment
with 200 mg/kg L-carnitine, were irradiated with 8.3 Gy
of X ray. The ovaries were collected at 6 h and 4 d after
irradiation. Every fifth section throughout the entire ovary
was stained with Hematoxylin and Eosin and follicles with a
nucleus present in the oocyte were counted. The follicles were
classified as primordial, primary, preantral and antral. The
levels of IL-1a, IL-4 and GM-CSF in serum were determined
by flow cytometric analysis.

Results: The ratio (%) of normal to atretic follicles decreased
with time after the irradiation in primordial follicles and in
primary follicles as well. At 6 h after irradiation, the number
of degenerated primordial follicles increased. Granulosa cells
became round in shape and apoptotic cells started to appear.
When the ovarian tissues of the rats exposed to ionizing
radiation were examined, the number of atretic follicles in
the 4th day ID group was significantly prominent at 6th hour
according to the IR group. A significant improvement in IR
damage was observed in LK treated groups. Serum levels of
IL-1a, IL-4 and GM-CSF were increased in the IR groups
compared to the control group and the treatment group.
Conclusions: It is concluded that the ionizing radiation
acutely induces the degeneration of primordial and primary
follicles These results can provide morphological clues for
the identification of the degenerating primordial and primary
follicles in normal and irradiated rat ovaries.
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Tyonize radyasyona karst L-karnitinin koruyucu etkisi

Giris

Gliniimiizde hemen hemen tiim canlilar iyonize ve iyonize
olmayan radyasyona maruz kalmaktadirlar (1). Iyonize
radyasyonlarin  biyolojik etkileri, dokularda bulunan
hiicrelerdeki atomlarin iyonlagmasi ve molekiiler yapilarin
bozulmasiyla ortaya c¢ikar. Radyasyonun biyolojik olarak
hem somatik hem de genetik etkisi vardir. Somatik etkiler,
radyasyondan etkilenen kisilerde olusan etkilerdir. Genetik
etkiler ise radyasyondan etkilenen kisilerde degil de sonraki
nesillerinde ortaya ¢ikan etkilerdir. (2)

Tiim viicudun veya biiyiik bir boliimiiniin yiiksek dozlarda
radyasyona maruz kalmasi sonucu ortaya ¢ikan etkiler
radyasyonun akut etki olarak adlandirilir. Kronik etki ise
radyasyon etkilesmelerinin canli sistemlerde genellikle birkag
yullik bir kulugka déneminden sonra ortaya ¢ikan etkilerdir
(2). Her hiicre tipinin radyasyona duyarliligi farklidir. Sik
boliinen ve farklilagmamis olan over ve testisin germinal
hiicreleri, hematopoetik sistem hiicreleri, gastrointestinal
sistem epitel hiicrelerin duyarliligi fazla iken, boliinmeyen
ve farklilagmis hiicrelerden; karaciger, bobrek, kikirdak, kas,
sinir hiicrelerinin duyarlilig1 daha azdir (3).

Kanser tedavi yontemlerinden olan radyoterapi, ovaryum
follikiil havuzundaki primordiyal follikiillerin sayisini azaltici
ve yok edici etki gostererek ovaryum yaslanmasini hizlandirici
bir etken olarak tanimlanmaktadir (4, 5).

Ovaryumdaki follikiillerin ~ kuvvetli derecede yikima
ugramast ovaryum islevlerini etkilemekte ve kalict ovaryum
yetmezligine neden olmaktadir (6). Bu nedenle radyoterapi
sonrasinda normal goriinen geng bayanlar ilerleyen yillarda
prematiire ovaryum yetmezligi riski tagimaktadirlar.
Radyoterapi sonrasi goriilen infertilite ¢cok sayida kanser
hastasinin maruz kaldigi bir durumdur (7).

Radyoterapinin ovaryum islevleri iizerindeki toksik etkilerinin
azaltilmas: i¢in yeni yoOntemler ve alternatif tedaviler
gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. 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.

Karnitinler, yag asitlerinin mitokondride normal oksidasyonu
icin gereklidirler ve agil koenzim A (KoA) esterlerinin
transesterifikasyonu, atilimi ve dalli zincirli a-ketoasitlerin
oksidasyonu ve mitokondrilerden toksik acil karnitin
esterlerinin kaldirilmasina katkida bulunurlar. L-karnitin
(B-hidroksi-y-trimetilamonyum butirik asit) ise kii¢iik, suda
eriyebilen vitamin benzeri bir karnitin tlirevidir. Bir¢ok
calismada Kkarnitinlerin antioksidan ve serbest radikal
siipliriicii etkisinin oldugu gosterilmis, bu etkilerini reaktif
oksijen metabolitlerini (ROM) siipiirerek, hiicresel siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSPHXx) enzimlerini ve hiicresel glutatyonu (GSH) artirarak
ortaya cikardiklar: ileri silirilmistiir. Karnitinler membran
olusumu ve biitiinligii icin gereken fosfolipid sentezini
artirmakta ve fosfolipidlerin reagilasyonu tarafindan membran
tamirinde onemli gorev almaktadirlar (3). Karnitinlerin,
serbest radikallere karst membran stabilizasyonu ile hiicreleri
hasardan korudugu ve mitokondrial hasart dnledigi, boylece
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enerji lretimini artirtp, serbest radikallerin gegisini de
azalttig1 gosterilmistir, fakat antioksidan ve serbest radikal
siiptiriicii bu etkisinin mekanizmasi halen tam olarak agikliga
kavusturulamamustir (1).

Bu ¢aligmanin amaci tiim viicudu iyonize radyasyona maruz
kalan siganlarin ovaryum follikiillerinde L-karnitinin (LK)
antiapoptotik ve radyoprotektif etkilerini aragtirmaktir.

Materyal-Method

Calismamizda Biilent Ecevit Universitesi (BEU) Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Aragtirma Birimi’nde iiretilen,
geng eriskin, 30 adet disi Wistar albino sigan kullanildi. Ayni
biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip deneklerden, viicut
agirliklart birbirine yakin olanlar ayni grupta olacak sekilde;
biri kontrol 4’ti deney grubu olmak iizere toplam 5 grup
olusturuldu. Tiim denekler, deney siiresi boyunca optimum
laboratuvar kosullart (22+10C, 12 saat aydinlik/karanlik
siklusunda) altinda, giinlik igme suyu ve %21 ham protein
iceren pelet yemlerle beslendi.

Radyasyon hasar1 olusturmak amactyla BEU Tip Fakiiltesi
Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’ nda, kontrol grubu harig
diger gruplardaki her bir denegin, intraperitoneal (ip) yoldan
90 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasi / Tiirkiye), 10 mg/kg
xylazine (Rompun-Bayer / Tiirkiye) ile anestezi yapildiktan
sonra, denekler supin pozisyonunda sabitlenip, gerekli doz
hesaplamasi yapilarak, Linear akselerator cihazi ile tek
fraksiyonda tiim viicuda toplam 8,3 Gy X 1sin1 uygulandi.

Deney gruplari asagidaki gibi olusturuldu;

I. Grup (n=6): Isinlama ortamina gotiiriilen ancak 1sin
uygulanmayan, deney siiresince ip. yoldan da plasebo sf
uygulanacak olan kontrol grubu.

II. Grup (n=6): Tim viicut X 1sin1 alan ve 1sinlamadan
sonra 6. saatte sakrifiye edilecek, ip yoldan da plasebo sf
uygulanacak olan radyasyon-1 grubu.

III. Grup (n=6): Tim viicut X 1s1n1 alan ve 1sinlamadan
sonra 4. giinde sakrifiye edilecek, ip yoldan da plasebo sf
uygulanacak olan radyasyon-2 grubu.

IV. Grup (n=6): Tiim viicut X 1gin1 alan ve 1sinlamadan 1
giin 6nce ve 1silama giinii ip.yoldan 200 mg/kg L-karnitin
uygulanacak olan, 1sinlamadan sonra 6. saatte sakrifiye
edilecek radyasyon-1+L-karnitin grubu.

V. Grup (n=6): Tiim viicut X 1s1n1 alan ve 1ginlamadan 1 giin
once baslayip sakrifikasyona kadar ip yoldan giinliik 200 mg/
kg L-karnitin uygulanacak olan, 1simnlamadan sonra 4. giinde
sakrifiye edilecek radyasyon-2+L-karnitin grubu.

Isinlama sonrasi 6.saatte (Rad-1) ve 4. giinde (Rad-2) ovaryum
dokulari toplandi. Ovaryum dokusundan her 5. kesit almarak
hematoksilen-cozin boyamasi yapilarak oosit g¢ekirdeginin
goriildiigii her oosit sayildi. Follikiiller primordiyal, primer,
preantral ve antral olacak sekilde siniflandirildi. Serumdaki
IL-1o (interlokin-1 alfa), IL-4 (interlokin-4) ve GM-CSF
(graniilosit monosit koloni sitiimiilan faktor) degerleri flow
sitometri ile analiz edildi.
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Bulgular
Kontrol grubuna ait ovaryumlarin histolojik
degerlendirilmesinde ~ Tunika albuginea’nin, germinal

epitelin altinda yogun bir bag doku tabakasi olarak stireklilik
gosterdigi tespit edildi ve bu tabakanin hemen altinda yerlesim
gosteren gelisimin farkli asamalarindaki follikiiller normal
bir goriiniime sahip oldugu izlendi (Resim la-1b). Iyonize
radyasyon maruziyetinden 6 saat ve 4 giin sonra alinan ovaryum
doku kesitlerinde kontrol grubundan farkli olarak, atretik
dejenerasyonlarin olduk¢a yaygin oldugunu gdzlemledik.
Atretik follikiillerde meydana gelen degisiklikleri; genellikle
cok sayida piknotik cekirdekli graniiloza hiicreleri, antral
bosluktaki apoptotik cisimcikler, graniiloza hiicreleri ile oosit
arasindaki ayrigmalar, graniiloza hiicrelerindeki sitoplazmik
kayiplar, hiicrelerde vakuolizasyon, oosit morfolojisinde
bozulmalar, oosit g¢ekirdegi dejenerasyonu ve teka tabaka
hipertrofisiolarak gdzlemledik. Atretik follikiil say1isini kontrol
grubu ile karsilastirdigimizda anlamli diizeyde (p<0,001) fark
oldugunu tespit ettik (Grafik 1). Iyonize radyasyona maruz
kalinmadan bir hafta 6nce baslayan ve 1sinlamadan sonraki
4. giine kadar L-karnitin verilen gruptaki deneklerimizin
ovaryum dokusu 1s1k mikroskobu ile inceledigimizde; sadece
iyonize radyasyon alan tedavisiz grupta goriilen follikiiler
atrezi ve dejenerasyon oraninin, bu gruplarda L-Karnitin
tarafindan kismen onlendigini gozlemledik. LK uygulanan
gruplarda IR’nin yarattigi hasarda belirgin bir diizelme
gdzlendi. IR gruplarinda serumdaki IL-10, IL-4 ve GM-CSF
diizeyleri kontrol grubu ve tedavi grubuna gore artmis olarak
izlendi (Tablo 1).
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Grafik 1. Gruplara gore total follikiil sayisi ve atretik follikiil say1st
dagilimi (n=6)

Kanat Giille ve ark.

Tartisma ve Sonuc¢

Radyasyonun, geng¢ eriskinlerde pelvisi kapsayan bir
alanda, devam eden iireme fonksiyonlar: iizerine olumsuz
bir etkisinin oldugu iyi bilinir (8). Ozellikle yiiksek doz
radyoterapi, kanserli gen¢ hastalarin sagkalimini uzatir
ancak ovaryum islevini etkileyerek ovaryum yetmezligi, adet
gormeme, erken menapoz ve infertiliteye yol agabilir (9, 10).
Thibaud ve ark. puberteden 6nce tek doz verilen <10 Gy tim
viicut 1smlamanin yiliksek ovaryum yetersizlige (%55-80)
neden oldugunu, fakat fraksiyonlu tiim viicut 1sinlamalarin
daha yiiksek dozlarda bile ovaryumlara karsi daha az toksik
etki brraktigint gostermislerdir. 25 yasindan sonra yapilan
tim viicut 1sinlamalar ovaryumlarda daha fazla toksik etki
birakmaktadir (11).

Bazi vakalarda, radyasyonun belki de kanserin en iyi tedavi
edici yontemi olabilicegi diistintilmistiir. Malign hiicrelerin
yok olmasinin yani sira normal hiicrelerde 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
cikan H202, OH- ve O27yi kapsayan ROT nin iiretimidir (12,
13).

Radyasyon hasarini engellemek i¢in sistemler iizerinde
gesitli  antioksidanlarla  bircok  calisma  yapilmistir.
Antioksidan savunma sistem seviyeleri ve ROT iriinleri
arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan oksidatif
stresin  olusturacagi hasart engellemek i¢in melatonin,
taurin, hipotaurin, glutatyon, vitamin A, C ve E gibi cesitli
antioksidanlar onerilmistir (12, 14-16). Bunlara ilave olarak,
radyasyonun zararli etkilerinden hiicreleri korudugu birgok
calismada ispatlanan curcuminin radyoprotektif 6zelligi ve
6nemli fitokimyasallardan biri olmasi onun radyomodifiye
bir ajan olarak kabul edilmesini saglamaktadir (17).

Organizma igerisinde alfa tokoferol, askorbik asit ve L-karnitin
giiclii antioksidan o6zellikteki bilesiklerdir ve 6zellikle lipid
peroksidasyonunu belirgin sekilde inhibe etmektedirler.
Potansiyel antioksidan ozelliklerinden dolayr bu yapilarin
oksidatif strese bagli kronik hastaliklarin 6nlenmesinde
faydali oldugu bilinmektedir (18). Karnitin’in, kalp kasinda
lipit esterlerinin birikimi ve lipit peroksidasyon iiriinii malonyl
dialdehid (MDA) yapimini dnleyerek ATP sentezini artirdigt
diistiniilmektedir (19). Ayrica, radikal oksijen tiirlerinin (ROS)
sentezini hizlandiran Fe*™ ile kompleksler olusturarak lipit
peroksidasyonunu azaltmaktadir (20). L-karnitin antioksidan
kapasiteyi artirarak doku bozulmasini azaltabilir. Genglere

Tablo 1. Radyasyona bagli serum IL-1a, GM-CSF ve IL-4 diizeylerinde meydana gelen degisiklikler

Rad-1 Ortanca
(Min-Maks)

Kontrol Ortanca
(Min-Maks)

Rad-2 Ortanca
(Min-Maks)

Rad-1+LK Ortanca Rad-2 + LK Ortan-

(Min-Maks) ca (Min-Maks) P

IL-10 0,975 (0,91-1,10)°
GM-CSF  1,015(0,99-1,03)* 1,070 (1,03-1,15)
IL-4 1,020 (1,01-1,04)8 1,050 (0,94-1,20)

1,055 (1,04-1,17)°

1,680 (1,61-1,90)¢
1,130 (1,12-1,16)°
1,150 (1,11-1,15)

1,155 (1,10-1,25) 1,380 (1,32-1,40)  <0,001
1,075 (1,02-1,12) 1,095 (0,92-1,13) 0,003
1,175 (1,15-1,24) 1,170 (1,10-1,33) 0,001

3K ontrol grubu, Rad-1, Rad-2, Rad-1+LK ve Rad-2+LK gruplari ile kiyaslandiginda
Rad-1 grubu, Rad-1+LK grubu ile kiyaslandiginda

“Rad-2 grubu, Rad-2+LK grubu ile kiyaslandiginda

dKontrol grubu, Rad-2, Rad-1+LK ve Rad-2+LK gruplari ile kiyaslandiginda
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Resim 1. Kontrol grubuna ait normal morfolojiye sahip ovaryum follikiilleri goriilmekte (A; yildiz: antral follikiil, ok: primordiyal follikiil,ok
bast:primer follikiil. B; y1ldiz: pimordiyal follikiil, ok: primer follikiil). Radyasyon-1 grubuna ait sigan ovaryumumda C; y1ldiz: atretik follikiiller,
D; ok: apoptotik graniiloza hiicreleri izlenmekte. Radyasyon-2 grubunda, E; atretik follikiiller (y1ldiz) ve medulladaki bag dokusu artis1 ile F;
primer follikiil (ok). Radyasyon-1+L-karnitin uygulanan grupta dejeneratif degisikliklerde belirgin diizeyde azalma dikkati ¢ekmekte (G,H).
Radyasyon-2+L-karnitin uygulanan grupta normale yakin primer follikiil goriintiisii izlenmekte (I). Masson. Bar: 50pm.
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oranla yash ratlardaki lipid peroksidasyonun artmasi ve
antioksidan etkiye sahip olan SOD, glutatyon ve katalaz, C
ve E vitaminlerinin azalmasi ve karnitin ilaveleri ile artis
gosterebilmeleri bu goriisii desteklemektedir (21).

Caligmamizda, iyonize radyasyon modeli basarilt bir sekilde
olusturulmus ve oksidatif stres artist ve hiicre hasari histolojik
diizeyde acikca gosterilmistir. Bu stresin, follikiil hiicre ve
oosit ¢ekirdeklerinde olusturdugu hasar histokimyasal olarak
belirlenmis ve hasarin derecesi semikantitatif olarak ortaya
konmustur. Ayrica antioksidan ozelligi bilinen L-karnitinin
iyonize radyasyon sonucu ortaya ¢ikan ovaryum hasarini
kismende olsa azaltmig oldugunu gézlemlendi.
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