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RADYASYONA MARUZ KALAN RATLARDA ELLAJIK ASIDIN TESTIS

DOKUSUNDAKI ETKIiSININ INCELENMESI

1. OZET

Biyolojik materyallerin 1sinlanmasinin, hizla reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) artisina neden olur. Radyasyon nedenli erkek infertilitesinin patogenezinde

oksidatif stresin rol oynadigr bilinmektedir. Oksidatif stresi yok etmenin

stratejilerden biri, seminal plazmanin siipiiriicii kapasitesini arttirmaktir.

Ellajik asit nar, ¢ilek, bogiirtlen, ahududu ve {iziim gibi bir¢cok bitkide

bulunan ve dokular1 oksidatif hasara karsi korumasi ile taninan polifenolik

antioksidan bir bilesiktir.

Bu calismada radyasyona maruz kalan ratlarda ellajik asidin testis

dokusundaki etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir.

Calismada 8 haftalik ortalama 180-200 gr agirhiginda 30 adet Spraque-

Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar grup I (kontrol), grup II (radyasyon),

grup III (radyasyon+tellajik asit), grup IV (ellajik asit), grup V (misirdzii yagi)

olmak {izere rastgele 5 gruba ayrildi. Grup II ve grup III ‘deki ratlarin tamamina,

calismanin ilk giiniinde, tek doz 8 Gy’lik radyasyon, hastane ortaminda deneyimli

personel tarafindan uygulandi. Grup III ve grup IV’deki ratlara ¢alismanin ikinci



giiniinden itibaren 7 hafta boyunca misirzii yaginda ¢ozdiiriilmiis 12 mg/kg

dozunda ellajik asit giin asir1 oral gavaj yoluyla verilmistir.

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki ratlar xylazine — ketamin anestezisi

altinda dekapite edildi. Testis preparatlart H&E ve PAS boyas:i ile boyandi.

Ayrica TUNEL metodu uygulandi. Testis dokular1 ile biyokimyasal analizler

yapild.

Histolojik degerlendirmelerde radyasyona maruz birakilan gruba ait

kesitlerde seminifer tiibiil germinal epitelinde 6nemli derecede dejenerasyon,

vaskiiler konjesyon, atrofik tiibiiller, interstisyel alanda ddem ve bazi tiibiillerin

limenlerine dokiilmiis immatiir hiicreler tespit edildi. Radyasyon ile birlikte

ellajik asit uygulanan grupta ise; testis dokusunda germinal epitel

dejenerasyonunda, vaskiiler konjesyonda, interstisyel 6demde belirgin iyilesmeler

gbzlendi.

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda radyasyon gruplarinda TUNEL

pozitif hiicrelerde anlamli bir artis vardi. Radyasyon + ellajik asit grubunda ise,

TUNEL pozitif hiicre sayisinin kontrol grubu ile benzer oldugu belirlendi.

Malondialdehit diizeylerinin ve katalaz aktivitesinin kontrol grubuna gore

radyasyon grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi, radyasyon +

ellajik asit uygulamasinin ise malondialdehit seviyesini ve katalaz aktivitesini

azalttig1 tespit edildi.



Stiperoksitdismutaz aktivitesi ve glutatyon diizeylerinin; kontrol grubuna
gore radyasyon grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi bulundu.
Radyasyon + ellajik asit grubunda ise radyasyon grubuna kiyasla
siiperoksitdismutaz aktivitesinin arttig1, glutatyon diizeyinin daha da azaldigi
tespit edildi.

Sonug olarak bu ¢aligmada, radyasyona maruz kalmanin testisi etkileyerek
hasar verdigi tespit edildi. Radyasyon maruziyetine karsi koruyucu amagla
kullanilan ellajik asidin ise; antioksidan o6zelligi sayesinde, radyasyonun
olusturdugu olumsuz etkileri belirgin bigimde azalttig1 gozlendi.

Anahtar kelimeler: Radyasyon, ellajik asit, testis, histoloji, immiinohistokimya.



THE EXAMINATION OF EFFECT OF ELLAGIC ACID ON
TESTICULAR TISSUES OF RATS EXPOSED TO RADIATION

2. ABSTRACT

Irradiation of biological materials is known to cause rapid increase in

concentration of reactive oxygen species (ROS). Oxidative stress has been shown

to play role in pathogenesis of radiation-associated male infertility. One strategy

to eliminate oxidative stress is to enhance the sweeping capacity of the seminal

plasma.

Ellagic acid, found in many plants including pomegranate, strawberry,

blackberry, raspberry and grape, is a polyphenolic antioxidant famously known

for its ability to protect tissues against oxidative damage.

The present study aims to investigate the effect of ellagic acid on testis

tissue in rats exposed to radiation.

The study was conducted on 30 Spraque-Dawley rats that were 8 weeks

old and had an average weight of 180-200 gr. The rats were randomly assigned to

5 groups as Group I (control), Group II (radiation), Group III (radiation + ellagic

acid), Group IV (ellagic acid), and Group V (corn oil). In Group II and III, all rats

were exposed to a single dose 8 Gy radiation on the first day of the study, in

hospital setting by experienced personnel. In Group III and IV, all rats received

ellagic acid in the dose of 12 mg/kg, dissolved in corn oil, administered via oral



gavage every other day for 7 weeks period starting from the second day of the
study.

At the end of the experiment, rats in all groups were decapitated under
xylasine-ketamine anesthesia. Testis specimens were stained with hematoxylin-
eosin and PAS dyes. Additionally, TUNEL method was applied. Biochemical
analyses were performed on testis tissues.

Histological examinations of the sections in the group exposed to radiation
showed significant degree of degeneration in the germinal epithelium of the
seminiferous tubuli, vascular congestion, atrophic tubuli, interstitial edema and
immature cell shedding into the lumen of some tubuli. In the group that received
ellagic acid following radiation, there was profound improvement in the germinal
epithelium degeneration, vascular congestion and interstitial edema.

In comparison to the control group, radiation groups showed significant
increase in TUNEL-positive cells. The number of TUNEL-positive cells was
similar in radiation + ellagic acid group and the control group.

Malondialdehyde levels and catalase activity were significantly increased
in the radiation group compared to the control group, while radiation + ellagic
acid application resulted in decreased malondialdehyde level and catalase activity.

Superoxide dismutase (SOD) activity and glutathione level were

significantly reduced in the radiation group compared to the control group.



Compared to the radiation group, radiation + ellagic acid group showed increased

SOD activity and further reduced glutathione level.

In conclusion, radiation exposure causes damage in the testis tissue. Due to

its antioxidant properties, ellagic acid administration following radiation exposure

resulted in profound improvements in the adverse effects caused by radiation.

Key words: Radiation, ellagic acid, testis, histology, immunohistochemistry



3. GIRIS

3.1.TESTIS

3.1.1. Testis Anatomisi

Testis (orchis): Funiculus spermaticus'a asili kalan testis'ler, sagli sollu bir
¢ift olup, scrotum'un igerisine yerlesmislerdir. Insanlarda testislerin biiyiikliigii
yaklasik olarak 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve
10-15 g agirhgindadirlar. Karin arka duvarinda peritoneum’un arkasinda
geligirler.

Yapist: testis lamina visceralis, tunika vasculosa ve tunika albuginea
olmak {izere li¢ tabaka ile sarilmistir.

Lamina visceralis (epiorchium), epididiymis'in biiyiik kismi ile arka
kenarinin medial bolimii harig, testisi orter ve bu iki olusumu birbirine baglar.
Testis ve epididiymis'in arka kenarlarindan, lamina parietalis olarak fascia
spermatica interna'nin i¢ yiiziine gecer. Epididiymis'in bag kismini testis'in st
ucuna baglayan tunica vaginalis boliimiine lig. epididymidis superius, kuyruk
kismini testis'in alt ucuna baglayan tunika vaginalis boliimiine ise lig.

Epididymidis inferius denilmektedir.



Lamia parietalis (periorchium), peritoneum'un fascia spermatica interna'yi
doseyen kismidir. Funiculus spermaticus'un 6n ve i¢ kisminda yukariya dogru
biraz uzar. Bu nedenle lamina visceralis'den daha genistir. Lamina parietalis'in i¢
yiizii diizdiir ve mezotel ile kaplanmistir.

Saccus vaginalis'in oblitere olan iist boliimii, genellikle gevsek bag dokusu
icinde bir kordon seklinde goriiliir. Bazen karin boslugunu doéseyen peritonu,
tunica vaginalis testis'e baglayan bir bant seklinde goriiliir. Bazen de yavas yavas
kaybolurlar. Bazen oblitere olmaz ve bunun sonucu olarak, karin boslugu ile
cavum scroti birbirleriyle baglantili olurlar.

Tunika albuginea: Testis'i saran mavimsi beyaz renkli, siki yapili fibroz bir
tabakadir. Bu tabakay1 olusturan beyaz fibr6z demetler, farkli yonlerde uzanarak
birbiri i¢ine girer. Tunika albuginea'yl, arka kenari hari¢ olmak tizere, distan
tunica vaginalis testis'in lamina visceralis'i (epiorchium) Orter. Peritonun
bulunmadigi arka kenara epididymis tutunur ve buradan testis'in damar ve sinirleri
girip ¢ikarlar. Tunica albuginea, arka kenarda testis'in i¢ine dogru kalin ve vertikal
yarim bir bolme seklinde uzant1 gonderir. Bu bolmeye mediastinum testis denir.

Mediastinum testis (corpus highmori): Yarim bolme seklindeki bu yapi,
testis'in iist ucundan alt ucuna kadar uzanir ve yukart kismi daha genistir.
Mediastinum testis'ten ¢ikan bolmeler, testis'i saran tunica albuginea'ya tutunur.

Septula testis denilen bu bdlmeler testis'i piramit seklinde bosluklara ayirirlar.



Taban1 parifere, tepesi ise mediastinum testis'e bakan bu bosluklarda tubuli
seminiferi contorti ve tubuli seminiferi rekti denilen tiip seklinde bezler yer alir.
Mediastinum testis' den damarlar ve kanallar girip ¢ikar (Sekil 1).

Tunica vasculosa: Tunika albuginea'nin i¢ kisminda yer alan damar agidir.
Damarlar arasin1 gevsek bag dokusu olusturur. Tunika vasculosa, Tunika
albuginea'nin i¢ yliziinii ve tim bolmelerin yiizlerini doserler. Boylece, testis'in
icindeki tiim lobuli testis'i de sarmis olurlar.

Tunika albuginea ve septula testis'ler arasindaki bosluklarda uzun tiiplerin
olusturdugu bez kiimeleri bulunur. Sayilar1 200-300 arasinda degisen ve lobuli
testis denilen bu bez kiimelerinin biiyiikliikleri, bulunduklar1 yere gore farklidir.
Testis'in ortasinda bulunanlar daha biiyiik ve uzundurlar. Piramit seklinde olan
lobuli testis'lerin alt kisimlar1 perifere, list kisimlari ise mediastinum testis'e
yonelmistir. Her bir lopcuk, 1 ila 3 veya daha fazla kiiclik tiipler seklindeki
bezden olugmustur. Kivrintili seyrinden dolayr bu tiiplere tubuli seminiferi
contorti denilmektedir. Bu tiipler kor bir ugla baslar ve tiipler arasinda gevsek bag
dokusu bulunur. Bu tiiplerin, yaklasik olarak sayis1 400-600 (bir testiste),
uzunluklar1 70 ila 80 cm, ¢aplari da 0,1 ila 0,3 mm kadardir. Lopguklarin
mediastinum testis'e bakan tepe kisimlarinda bu borularin seyri gittikge diizlesir
ve birbirleriyle kaynasarak sayilar1 20 ila 30 'a kadar iner. Tubuli seminiferi recti

denilen tiiplerin, ¢aplar1 da genisleyerek 0,5 mm olurlar. Tubuli seminiferi recti'ler



mediastinum testis'in fibr6z dokusu i¢ine girerek arkaya ve yukariya dogru

uzanirlar. Bu kanallar seyri esnasinda birbirleriyle birleserek rete testis ( haller

ag1) denilen ag1 olusturur. Ductuli efferentes testis’e doniisen bu kanallar, testis'in

arka kenarmin iist kisminda, tunica albuginea'yi delerek disar1 ¢ikarlar. Disar

cikan kanallar 6nce diiz olarak uzanir, daha sonra kalinlasarak kivrintili bir seyirle

lopcuklart  olusturur. Lobuli coni epididymidis denilen bu lopguklarin

yiikseklikleri ortalama 1 cm dir. Bunlarin iist kisimlar testis'e, alt kisimlar1 ise

epididymis'e bakarlar. Her bir lopcuk a¢ildigi zaman boyu 15-20 cm’yi bulan tek

bir kanaldan olustugu goriiliir (Bazen 1 ila 3 veya daha fazla kanaldan olusabilir).

Ductuli efferentes testis'ler ductus epididymidis denilen kanala agilip baslangic

kismin1 olusturur. Acildigt zaman yaklastk 6 m uzunlugunda olan ductus

epididymidis, testis'in arka kenarinda kiimeler olusturarak corpus epididymidis ve

cauda epididymidis'i olustururlar. Epididymis 'in kivrimlarini gevsek bag dokusu,

birbirine baglar. Epididymis'de, spermiumlar depo edilir ve olgunlagmasinin son

sathasini tamamlarlar.

Arterleri: Testis ile epididymis, aortamin dali olan a. testicularis'den

beslenirler.

Venleri: Testis ile epididymis'in venleri, funiculus spermaticus'u ag

seklinde saran plexus pampiniformis'i olustuduktan sonra birbirleriyle birleserek
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v. Testicularis'i olusturur. Daha sonra sol taraftaki v. renalis sinistra'ya agilirken
sag taraftaki ise v. cava inferior'a agilir.

Lenfatik drenaj: Derin ve ylizeyel olmak iizere iki grupta toplanirlar (1).
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Sekil 1. Testisin anatomik goriintimii (2).

Rat irogenital anatomisi insan ile benzer yap1 ve organlardan
olugmaktadir. Rat sisteminin en Onemli organi skrotal kese icine yerlesmis
testislerdir. Rat epididimi testisin 6n ylizeyinde yumak seklinde bulunan tiiplii bir
organdir. Epididimden itibaren devam eden tiip vas deferens adin1 alir ve {iretraya
acilir. Rat idrar torbasinin her iki yaninda bulunan kahverengi yumru seklindeki
bezler ise vezikiila seminalis adii alir. Idrar torbasinin altinda iiretray1 kismen

saran prostat ve vezikiila seminalis semen olarak adlandirilan sivinin yapiminda

rol oynar (Sekil 2).
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Insan ve rat parankim dokusu birbirine benzer olup, septula testis denilen

ince fibréz bolmelerle piramit sekilli lobiili testis’lere ayrilir (3).

_Adrenal Gland

Kicdney |

Sekil 2: Rat testis anatomisi (4).

3.1.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmakla birlikte
gonadlarin erkek veya disi 6zellikleri ancak 7. haftadan sonra goriilebilmektedir.
Gonadlar baglangigta, genital ya da gonadal siskinlikler adi verilen kélomik

epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagsmasiyla olusmus
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uzunlamasina siglikler seklinde olusur. Gelisimin 6. haftasina kadar ki siirede
germ hiicreleri, genital kivrimlarin i¢erisinde belirmez (5).

Primordiyal germ hiicreleri, 4. haftanin basinda umbilikal kese duvarinda,
allantoisin bas kismina yakin endodermal hiicreler arasinda goriilmektedir.

Primordiyal germ hiicreleri embriyonun katlanmasi1 sirasinda, arka
barsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara gé¢ ederler. Altinci haftada
primordiyal germ hiicreleri, mezensim icersine girer ve gonadal kordonlara dahil
olurlar (Sekil 3).

Testis belirleyici faktor (TBF) i¢cin SRY geni farklanmamis gonadin testis
olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu goérmektedir. Transkripsiyon faktorii
SOX9’da testikiiler farklilasma i¢in gereklidir. Testis belirleyici faktdr, gonadal
kordonlar1 uyarmasiyla farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru
uzamasina neden olur ve uyarilan kordonlar dallanarak birbirleriyle anastomoz
yapar. Boylece rete testis olusur.

Tunica albuginea’nin gelisimi, testis gelisimi i¢in oldukca karakteristiktir.
Genisleyen testis dejenere olan mezonefrozdan ayrilir. Seminifer6z kordonlar,
seminiferoz tiibiillere oradan tubuli rekti ve rete testise farklanirlar.

Seminiferdz tiibiiller, interstisyel alandaki hiicreleri olusturan mezensim ile
ayrilmiglardir. Sekizinci haftadan itibaren salgilanan leydig hiicreleri, androjenik

hormonlar1 —testosteron ve androstenedione, mezonefrik kanallarin ve dig
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genitallerin maskiilin olarak farklanmasini uyarirlar. Sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanan Anti Miillerian Hormon (AMH) uterus ve tuba uterinalara farklanan

baskilar. Bu hormonun

paramezonefrik (miillerian) kanallarin  gelisimini
salgilanmasi1 puberteye kadar devam eder. Seminiferdz tiibiiller, puberteye kadar
liimen olusturmaz ancak puberteden itibaren liimen gelisir.

Fetal testiste seminifer tiibiillerde cogunlugu sertoli hiicreleri olustur. Daha
sonra fetal testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis yiizeyini saran
mezoteli olusturur. Rete testis, ductuli efferentes’t olusturan 15-20 adet

mezonefrik tiibiiller ile devam ederek ductus epididimis’i olusturan mezonefrik

kanal ile baglanirlar (6).
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Sekil 3: Primordiyal germ hiicrelerinin go¢ili ve gonadal farklilik (7).
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3.1.3. Testis Fizyolojisi

Seminifer tiibiillerin i¢ ylizeylerinin iki yada ii¢ tabakasinda bulunan

spermatogonyumlar, puberteden itibaren mitoz bdliinmeler gecirerek siirekli

olarak proliferasyon gosterir. Daha sonra spermatogonyumlar, degisik

basamaklardan gecerek spermleri olusturur. Bu olaya spermatogenez denir ve

hormonlarin etkisinde gerceklesir.

Erkek ve kadin her iki cinste de cinsel islevlerin kontrolii, biiylik oranda

hipotalamustan salgilanan gonadotropin serbestleyici hormon (GnRH) ile saglanir.

Bu hormon 6n hipofiz bezini uyararak gonadotropik hormon olan luteinizan

hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) salgilanmasin1 saglar. LH,

testislerden testosteron salgilanmasini uyarir. FSH ise 6zellikle spermatogenezi

baslatir.

Testosteron; testislerde intersitisyel alanda yerlesim gosteren leydig

hiicrelerinden salgilanan bir hormon olup, sperm yapiminin ilk asamasi olan

testisin germinal hiicrelerinin biiylimesi ve bdliinmeleri i¢in gereklidir.

Testosteron salgilanmasi negatif geri bildirim ile bagslar. Salgilanan testosteron

hormonu, bir siire sonra 6n hipofiz bezini uyararak LH ve FSH iiretimini baskilar,

boylece LH ve FSH’nin miktarindaki azalmaya bagli olarak testislerde tiretilen

testosteron hormonu miktar1 da azaltilmis olur.
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Folikiil stimiille edici hormon, seminifer tiibiillerde bulunan sertoli
hiicrelerine, 6zgiil FSH reseptorleri araciligiyla baglanir ve bu baglanma ile
buradaki hiicrelerin biiylimesine ve spermatogenez icin gerekli olan maddelerin
iretilmesine neden olurlar.

Spermatogenezin hizli artig1 ile sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin
hormonu, 6n hipofiz bezini uyararak FSH salgisin1 baskilarlar (Sekil 4).
Spermatogenezin az oldugu durumda ise 6n hipofiz bezinden FSH salgis1 artar ve

yeniden spermatogenez artmaya bagslar (8).
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Sekil 4: Spermatogenezin hormonal kontrolii (9).
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3.1.4. Testis Histolojisi

3.1.4.1 interstisyel Doku

Testis dokusunun yaklasik %25-30’luk kismini olusturur. Intertiibiiler
bolgede leydig hiicreleri, makrofajlar, mast hiicreleri, lenfatikler, sinirler, kan
damarlarn yer alir. Ergenlikte ortaya ¢ikan leydig hiicreleri; merkez konumlu, tek,
yuvarlak bir ¢ekirdege sahip olup testosteron iiretimi yapan hiicrelerdir.
Testosteron, kolesterolden siiretilen, sekonder seks karakterlerinin gelisiminden
sorumlu erkeklik hormonudur. Testosteron liiteinizan hormon kontroliinde
salgilanir. Plazmada testosteronun yaklasik %65°1 androjen baglayici proteine,

%331 ise albumine bagl olarak bulunur (10).

3.1.4.2.Testisler

Testisler ¢ift olusumlu olup ekzokrin ve endokrin salgilari olan bir bez
niteligindedir. Ekzokrin {iriinii cinsiyet hiicresidir. Endokrin iirlinii intertisyel
leydig hiicreleri tarafindan yapilan testosteron’dur. Testis, 4,5 ¢cm uzunlugunda,
2,5 cm genisliginde ve 3 cm’de kalinlikta bir organdir. Testis’i distan 6rten kalin
bir fibroz ortli olan tunika albuginea organin i¢ine bagdokusu bolmeleri gonderir
ve lobuluslari olusturur. Testis lobulusu, 1-4 kivrintili borucuklar tasir ve lobulus

ucunda borucuk diizlesir tubuli rekti’yi olusturur ve bunu rete testis izler (11).
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Sekil 5: Testisin histolojik goriiniimii (12).

3.1.4.3. Seminifer Tiibiiller

Insanda kama seklinde yaklasik 250 adet lobiil olusur. Lobiiller i¢inde
seminifer tlibiiller bulunur (13). Karmasik yapida olan seminifer tiibiiller ¢ok katli
epitel ile doselidir ve ¢aplar1 yaklasik olarak 150-250um, boylar1 ise 30-70
cm’dir. Tiibiiller uclara dogru liimeni daralarak diiz tiibiilleri veya tubuli rekti ‘de
denilen kisa segmentler seklinde uzanir. Rete testis, seminifer epitelyumun
iirinlerini toplayan kanallar agidir ve bu kanallar ortalama 10-20 adet duktuli
eferentes ile epididiminin bas tarafina baglanir (14, 15). Seminifer tiibiil iki

belirgin hiicre popiilasyonu igeren O6zellesmis seminifer epitelyum ile doseli
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merkezi bir liimenden olusur. Somatik sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri
hiicreleri (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler).

Seminifer tlbiilleri ayr1 bir bag dokusu, kasilabilir yasst miyoid
hiicrelerinden olusan bir tabaka ve bir bazal membran cevreler. Ritmik kasilma
aktivitelerinden sorumlu olan miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete testise
iletir. Spermler ileri hareketlilik 6zelligini epididimal kanaldan gectikten sonra

kazanirlar (13, 14).

3.1.4.4.Spermatogenez

Spermatogenez; folikiil stimulan hormon ile liiteinizan hormonunun
kontroliindedir. Liiteinizan hormon, leydig hiicrelerini uyararak testosteron
tiretimini saglar. Folikiil stimulan hormon ise sertoli hiicrelerini uyararak siklik
adenozin monofosfat {iretimini hizlandirir. Bu sayede androjen baglayici protein
salgis1 artar ve testosteronu baglayarak seminifer tiibiil limenine tasir.

Spermatogenez olay1 testosteron ile uyarilirken, 6strojen ya da progesteron
hormonlariyla inhibe edilir (16, 17).

Spermatogenez, spermin iiretim agamasidir. Pubertede mitoz boliinmeler
gecirerek ¢ogalmaya baglar. Bu asamada hiicreler iki yol izler. A tipi
spermatogoniumlar kok hiicre olarak boliinmeye baslar ve yeni hiicre olusur. B
tipi  spermatogontumlar  farklilagsarak  primer spermatositlere  doniisiir.

Spermatogenezin en biiyiikk hiicreleri olan primer spermatositler birinci mayoz
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boliinmeden sonra sekonder spermatosit adimi alir. Ikinci mayoz béliinme
sonucunda 23 kromozom igeren spermatit admi alan hiicre olusur ve
spermatogenez sonlanir. Spermatogonya kok hiicrelerin erkek fertilitesinde
onemli etkileye sahip olup sessiz hiicrelerdir ve kanser terapisine, radyasyon
1sinlanmasina oldukg¢a direnglidirler. Spermatogonyumlar, spermatositler ve
spermatidler kanser terapisine ve radyasyon isinlanmasina duyarlidirlar. Kok
hiicreleri Radyoterapi veya antikanser kemoterapisinin sonlandirilmasinin

ardindan spermatogenik siireci yeniden olusturabilirler (15).

3.1.4.5. Spermiyogenez

Spermiyogenez, sperm olusumunun son asamasidir. Bu asamada hiicre
boliinmesi olmaz. Sperm olgunlasmasi i¢in gerekli olan karmasik bir siirectir.

Spermatitlerden farklilasan spermler seminifer tiibiil liimenine birakilir (14).

3.1.4.6. Sertoli hiicreleri

Seminifer tiibiillerin ¢ogunlugunu olusturan sertoli hiicreleri puberteden
sonra yaklasik %10 unu olusturur. Seminifer hiicreler bazal laminadan, liimenine
dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir ve tiibiiller aras1 bosluk ve seminifer tiibiil
liimeni arasinda koprii hiicreler olarak gorev yaparlar (13). Testislerin islevi

acisindan sertoli hiicreleri ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Sertoli hiicrelerin alt
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kisimlar1 bazal laminaya tutunur, iist kisimlart ¢ogunlukla seminifer tiibiiliin

liimenine uzanir. Spermatogenik seri hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida yan uzanti

nedeniyle sertoli hiicresinin sinirlar1 151k mikroskobunda iyi belirlenmez. Yan

yana bulunan sertoli hiicreleri, hiicrenin alt yan yiizlerinde engelleyici siki

baglantilarla  birbirlerine  tutunarak  kan-testis  bariyerini  olustururlar.

Spermatogonyumlar, bu bariyerin altinda yer alan bazal bdlmede yerlesmistir.

Spermatagenez sirasinda, spermatogonyumlarin boliinmesi sonucu olusan bazi

hiicreler bu baglant1 noktalarindan bir sekilde gegerek bariyerin iizerinde yer alan

adluminal bdlmeye ulasirlar. Boliinme sonucu bariyerin {izerinde olusan

spermatositler ve spermatidler sertoli hiicrelerinin iist ve yan kenarlarindaki derin

girintilere yerlesmistir (14).

Sertoli Hiicrelerinin Fonksiyonlart;

e Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri beslemek, korumak ve

desteklemek.

e Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan artik cisimcikleri

fagositoz ile elimine etmek.

e Olgun spermatidlerin kasilmalarla, spermiasyon adi verilen bir siireg,

seminifer tiibiil limenine salinimini kolaylastirmak.

e Seminifer tiibiil liimenine protein ve iyondan zengin bir s1v1 salgilamak.
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Sertoli hiicreleri folikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarimina cevap
veririler. FSH androjen-baglayici protein (ABP) sentezini ve sekresyonunu
diizenler. ABP testosteron ve dihidrotestosteron androjenlerine yiiksek baglanma
afinitesinde olan bir salgisal proteindir.

Sertoli hiicreleri inhibin ve aktivin alt {initelerini salgilarlar. Inhibin FSH
tizerine negatif feedback gosteririken, aktvin ise FSH salinimi {izerine pozitif

feedback bir etki gosterir (13,15).

3.1.4.7. Kan testis bariyeri

Komgu sertoli hiicrelerinin sitoplazmalari, tikayici siki baglantilar ile
birbirlerine baglanir ve her bir seminifer tiibiilii bazal kompartman ve adliiminal
kompartmana ayiran kan-testis bariyerini olusturur. Bu bariyer sayesinde
spermatagenez ile olusan bu spermler, plazma proteinleri ile kan kaynaklh
antikorlardan uzaklastirilir. Spermatogenik hiicreler, viicut tarafindan yabanci
madde olarak taninir ve buna karsi immiin yanit olusturulur. Bu sekilde kan testis
bariyeri, kisinin kendi spermine karsi otoimmiin yanit olusturarak antikor
olusumunu engeller. Sonugta spermatogenezin bozularak sterilitenin ortaya ¢ikisi

engellenmis olur (18).
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3.1.4.8. Leydig Hiicreleri

Seminifer tiibiillerin arasindaki bdlgelerde yer alan leydig hiicreleri
testosteron salgilayan oOnemli hiicrelerdendir. Hiicre ylizeyleri mirovillus
bakimindan oldukc¢a zengin bir yapiya sahiptir. Sahip oldugu organel ve
inkllizyonlarin ¢ogu testosteron sentezini ve salgisini diizenlerler. Leydig
hiicreleri tarafindan sentezlenen testosteron mikrovilliislar tarafindan yiizey alani
artirilmis hiicre zarindan difiizyon ile gecerek hizla dolasimda yer alan steroid

baglayici proteinlere baglanirlar (13).

3.2. RADYASYON

Radyasyon, yliksek hizdaki partikiillerin ve elektromanyetik dalgalarin
enerjisi olarak bilinir. (20). Iyonize radyasyon (X- 1sinlari, gama, alfa ve beta
1sinlar1, kozmik 1sinlar ve notronlar), iyonize olmayan radyasyon (UV, kizilotesi,

radyo dalgalar1, mikrodalgalar) sekilde tanimlanir (21) (Sekil 6).
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Sekil 6: Radyasyon (19).

3.2.1. Iyonize radyasyon

Iyonlagma, radyasyon isinlamasina maruz kalan madde de veya tiim
canlilarin viicudunda meydana gelebilir (22).

Kiitleli yapiya sahip olan partikiiller radyasyon ve elektromanyetik
radyasyon olmak iizere iki kisma ayrilir. Alfa ve beta partikiilleri, proton, elektron
ve notronlar partikiiler iyonize radyasyonu olusturur. X ve [ isinlari ise,

elektromanyetik radyasyonu olusturur (20, 23).
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Radyasyon kaynaklari:

*ALFA: Kagit veya cildimiz tarafindan absorbe edilir.

*BETA: Metal ince bir tabaka tarafindan absorbe edilir.

*GAMA: Beton ve kursun gibi yogun malzemeler tarafindan absorbe
edilir.

*NOTRON: Parafin, su, beton gibi hidrojence zengin ortamlarda absorbe
edilir. Iyonize radyasyonlar canlilari biyolojik olarak etkilemesi igin sahip
olduklar1 enerjinin, hiicre ve dokular tarafindan emilmesi gerekir.

Iyonlastirict radyasyonlarin canlida olusturdugu etkileri {i¢ kademede
olusur. Ilk kademesi olan fiziksel kademe, iyonize radyasyon enerjisinin canli
dokuya gegisi sonrasinda, dokunun sahip oldugu atom ve molekiillerde iyonlasma
ve uyarilma ile baslar. ikinci kademe olan kimyasal kademede ise, hasara ugramis
atom ve molekiiler, diger hiicresel yapilar ile etkilesime girerek serbest radikalleri
olusturur. Radyasyon 1simnlamasi sonucu olusan bu tiir degisiklikler, son kademe
olan biyolojik kademeyi meydana getirir. Cesitli hasarlara neden olan enzimatik
reaksiyonlar bu kademede meydana gelir. Iyonize radyasyon, hiicre igi
molekiillerde genetik materyal olan kromozomlarda hasar olustururlar. Tamir
edilemeyen genetik hasarlar sonucu, hiicre Olimiinii baslatarak metabolik
degisiklikleri ortaya cikarir. Bu etkisi nedeniyle iyonize radyasyonlar, kanser

hastaligin tedavisinde kullanilir (20, 24).
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3.2.2. Radyasyon birimleri

1-Aktivite (A):

2-Isimlama Dozu (J):

3-Sogrulma (Absorblama) Doz Birimi (D): Iyonlasma dozu sadece X ve
Gamma i1smlarinin - havadan  gecerken sogrulan dozu Olgmek icin
tanimlanmaktadir. Yiksek enerjili 1sinlamalarin bir maddeden gecerken sogrulan
enerjisinin Sl¢limiin yetersiz kalmistir. Yetersizlik sonucunda bagimsiz yeni bir
birime (Gray) ihtiya¢c duyulmustur. 1 Gy, ismnlanan maddenin 1 kg’ ma 1
Joule’liik enerji veren radyasyonu tanimlamaktadir. Eski birim Rad (rd) ise
1sinlanan maddenin 1 kg’ ina 10-2 Joule’liik enerji veren radyasyon miktaridir. 1
Gy=1J/kg=10-2rad

4-Doz Esdeger birimi (H): (25).

3.2.3. iyonlastiric1 radyasyonun tarihi siireci

Radyasyonla tanismamiz 1895 yillarinda Wilhelm Conrad Roentgen’in
kendi adiyla anilan 1s1nlar1 kesfetmesiyle baglamistir ancak zararlar1 ¢ok sonralari
ortaya cikmistir. Antoine Henri Becquerel 1896 yilinda ise uranyum tuzlarinin da
benzer 6zellik gosteren 1sinlar oldugunu buldu ve bu olaya radyoaktiflik adini
verdi. Radyoaktif 1sinlarmin varliklar1 1898 yilinda kanitlamistir. Iki Nobel 6diillii

ilk bilim insan1 olan Marie Sklodowska Curie, radyumun da bu isinlar gibi
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insanlar lizerinde olumsuz etkiler olusturabilec egi anlasildi. New Jersey’de

1920’11 tarihlerde fosforlu saat imalatinda ¢alisan isciler, boyamada kullandiklar1

firgalar1 her radyumlu boyaya batirdiktan sonra, fircalarin uclarmi dudaklariyla

sivriltip mineleri boyuyorlardi ve bdylece her defasinda bir miktar radyumu

almalar1 i¢ radyasyonla kars1 karsiya olduklar1 anlamina geliyordu. Bir siire sonra

i¢ 1sinlanma sonucunda kemik iligi hasar1 gelismis ve anemiden 6liimler meydana

gelmistir. (26).

3.2.4. Radyasyonun testis dokusu iizerinde etkileri

Testisler, antikanser ajanlar ve radyasyon gibi gonadotoksiklere karsi

oldukg¢a hassastirlar (27). Radyasyon insanlarda uzun siireli maruziyeti sonucu

azospermiye neden olur (28). Radyasyonun, erkek infertilitesi iizerindeki

etkilerini li¢ sekilde ortaya cikar.

Bunlar; radyasyon kazalarina maruziyet, deneysel c¢aligmalar ve

radyoterapi 1sinlama durumlaridir (29).

Testisler; seminifer tiibiiller ve leydig hiicreleri ile interstisyel alandan

olusmaktadir. Seminifer tiibiiller icerisinde ise germinal hiicreler ile sertoli

hiicreleri yer alir. Germinal hiicreler aktif sekilde bdliinen farklilasmis

spermatogonyumlar olup sitotoksik ajanlara oldukg¢a hassastirlar. Buna karsin

27



spermatit ve spermler ise oldukga drenglidirler. leydig ve sertoli hiicreleri ise en
drengli hiicreler olup, sitotoksik terapi sirasinda hayatta kalirlar. (20,30).

Insan ve ratlarda radyasyona 1sinlamasi sonucu spermatogonyum hasari,
olgunlasma- tiiketim progesine yol acar (31-33). Insan ve ratlarda, radyasyon
1sinlamas1 sonrast yasayan tip A spermatogonyumlarin gelisimini bozarak,
spermatogenezin inhibe edilmesine ve hi¢ spermin olmamasina sebep oldugunu
gosteren deliller mevcuttur(27). Testislerde olusan hasarlar ve onarim dereceleri,
uygulanan doza baghdir. Diislik dozlarda onarim olsada, yliksek dozlarda onarim
olmamaktadir. Testislerde radyasyon isinlamasi sonrasinda olusan negatif etki
kisirliga sebep olmaktadir. 5-6 Gy’lik doz aralig: siirekli, 2,5 Gy’lik doz araligi ise
ortalama bir yillik gecici kisirliga neden oldugu bilinmektedir.

Radyasyon 1smlamasinin sperm hareketlerinin azaltarak yumurtay1

dolleme yetenegini de azaldig: bildirilmis (20, 32, 34).

3.2.5. Radyasyon hasarinda serbest radikallerin rolii

Radyasyon 1sinlamasinin ikinci kademesi olan kimyasal kademede goriilen
serbest radikaller, iyonlarin veya uyarilmig molekiillerin ayrilmalar1 sonucunda
olusur (20, 35).

Canlilar yaklagik % 70-90 oraninda su igerir. Isinlanmadan sonra

radyasyon enerjisi su molekiilleri tarafindan emilir ve sonucunda pozitif yiiklii bir
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iyon ve serbest bir elektron olusur. Olay1 izleyen sekonder reaksiyonlar ile serbest
radikaller agiga c¢ikar. Kendi aralarinda olusturduklar1 tepkime ile toksik
molekiilleri olusur. indirek etkisi Hidroliz sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller
ile olusan radyasyon etkisidir, direkt etkisini ise radyasyon enerjisinin su
molekiilleri yerine biyolojik molekiillere gecisi sonucunda biyoradikallerin
olusma s6z konusudur. Canli vucudunun biyiik bir kismi su igerdiginden
radyasyon hasarlarinin biiyliik oranda indirekt yoldan meydana geldigi kabul
edilir. X ve y radyasyonlarin etkileri indirekt yolla meydana gelmektedir (20, 36-

39).

3.3. Serbest radikaller

Atom bir ¢ekirdek ve cevresinde bulunan degisik sayida elektronlardan
olugmaktadir. Bu elektronlar, orbital adi1 verilen ydriingelerde hareket etmektedir.
Her orbitalde yerlesik iki elektron, kendi ekseni etrafinda birbirine zit yonde
donmektedirler.

Oksijen molekiiliiniin atom numaras1 8 elektron sayisin1 vermektedir. Bu
molekiiliin ayn1 yone donen iki elektrona sahip 2p orbitali onem tasimaktadir. Bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron bir orbitalden bir digerine gectiginde
veya farkli orbitallerde farkli yonde dondiiglinde singlet oksijen olugmaktadir.

Orbitallerden birine veya ikisine ters doniislii bir veya ters doniislii iki elektron
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yerlestirilmesi ile radikal elde edilmektedir. Dogal oksijen molekiiliinde gesitli
oksidan molekiilleri meydana gelmektedir (40).

Kimyasal bilesikler, elementler aralarinda olusturduklar kimyasal bag ile
meydana gelir. Kimyasal baglar negatif yiiklii elektronlarla ¢evrelenmis ve bu
elektronlara kararlilik kazandirir. Eger elektron eslenmis ise kararli eslenmemis
ise molekiil kararsiz duruma gecer. Bir ya da daha fazla sayida eslenmemis
elektrona sahip element veya bilesiklere “serbest radikaller” denir. Serbest
radikallerdeki esitlenmemis elektronlar kararli duruma ge¢mek igin kararh
bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline doniistiirtir.
Serbest radikaller son derece reaktif molekiiller olup oksidatif strese sebep veren
maddelerdir (41). Oksidatif stres hiicrede lipitlere, proteinlere, enzimlere,
karbonhidratlara ve DNA’ya zarar verir. DNA molekiillerine, enzimlere ve
proteinlere baglanarak proteinlerin pargalanmasi sonucunda hiicre biiylik zarar

gortr (42).

3.3.1. Artmis Reaktif Oksijen Partikiillerinin Zararlari

-Hiicre membrani, organellerdeki lipid ve protein yapisini bozarlar,
-Hiicre i¢indeki faydali enzimleri etkisizlestirirler,
-DNA'y1 tahrip ederler,

-Mitokondrilerde bulunan oksijenli solunumu bozarlar,
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- Litik enzimleri aktive ederler,

-Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,

-Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

-Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

-Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve
transmitterleri yikarlar (43).

Hastaliklarin olusumunda ROS kars1 savunma zayif olursa oksidatif
hasarin artisiyla hiicrede tahribatlar meydana gelir. Bu durumda disaridan alinan
bu antioksidanlar  oksidatif stresin olusturdugu hasarlar1  azaltmakta
kullanilmaktadir. Epigallokatechin-3-o-gallate (EGCG), likopen, quersetin,
genistein, ellagik asit, ubikinon ve indole-3-karbinol, askorbik asit, vitamin E
onemli antioksidanlar olarak bilinir. Bu maddeler hastaliklarin engellenmesi i¢in
de kullanilmaktadir (44).

Serbest radikaller baslica ili¢ sekilde olusabilmektedir. Bir molekiilii
olusturan kovalent bagin homolitik kopmasi sonucu eslenmis elektronlardan
herbirinin ayr1 par¢ada kalmasi ile meydana gelebilmektedir. Bir molekiiliin
elektron kaybetmesi sonucu olusabilmektedir. Bir molekiile tek bir elektronun
eklenmesi ile elde edilebilmektedir (46).

Yasam i¢in gerekli olan oksijen molekiilii, ayn1 zamanda reaktif oksijen

tiirlerinin olugmasina da neden olmaktadir. Metaboliza sonrasi olusan yan iiriinler
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stiperoksit anyonlari (O,, O:), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH)

gibi mutajenlerin olugmasina neden olur. Yiiksek miktardaki ROS’lar; membran
proteinleri, membran lipitleri, mitokondriyal ve niikleer DNA ile etkileserek

sperm iiretimi ve kalitesini olumsuz yonde etkiler (45, 46).

3.4. Apoptozis

19. yiizyilin ortalarindan itibaren ¢ok hiicreli organizmalarda 6zellikle
embriyogenez gibi ¢ok 6nemli fizyolojik olaylarin temelinde apoptozis adi verilen
hiicre Oliimiiniin var oldugu bilinmistir (47, 48). Yunanca’dan koken alan
apoptozis terimi kelime anlami itibariyle dokiilme ya da diisme anlamina
gelmektedir. Organizmanin yasam dongiisii devami i¢in bu siire¢ oldukga
gereklidir. Apoptozis; patolojik ve fizyolojik sartlarda dokulardaki hiicre
populasyonlarinin korunmasinda, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisiminde aktif
olarak rol oynar (49). Cevresel kimyasallarin ¢cogu hormonal olarak aktif olup,
dogrudan endokrin sistemi etkileyerek lireme sistemi lizerine olumsuz etkiler
yapar (50,51). Spermatogenez esnasinda olusan ROS’lar, testislerdeki apoptozisin
diizenlenmesinde yer alirlar (52). Testikiiler apoptozis, spermatogenez siiresince
devamli olarak gerceklesir. Bu diizenleyici siiregte hem intrinsik hem de

ekstrinsik apoptotik yolaklar rol oynar (53,54).

32



3.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hiicreleri serbest radikaller olarak bilinen stabil olmayan
molekiillere karsi koruyan maddelerdir (Sekil 7). Serbest radikallerle etkilesip

onlar1 stabilize hale getirerek neden olacaklar1 hasarlar1 engeller (55).

l ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR

l ENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR

» Katalaz (CAT) » B-karoten ¥ Vitamin-A _ .
‘ » Likopen ¥ Vitamin-C 2l > Koenzim Oy
»  Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) o 5 Vitamin » Selenyum

»  Glutatyon rediktaz (GSH-Red)

. . __— . Antioksidan
»  Siiperoksit dismutaz (SOD) } l Polfenolle HKarotenmdler H Vitaminler ] kofaktdrler

Fenolik asitler Flavonoidler
| |
[ Hidroksi-henzoik asit ] [ Hidroksi-sinnamik asit ]
| | | |
' Flavanonlar | Flavonlar [ Isoflavanoidler || Flavonollar | Flavanollar [ Antosiyanidinler |

Sekil 7: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (56).

Oksidasyon tepkimeleri yasam i¢in elzem olsa da ayn1 zamanda hiicreler
acgisindan oldukga tehlikelidir. Bu nedenle canlilar farkli antioksidanlardan olusan

oldukca kompleks antioksidan koruma sistemlerine sahiptir. Antioksidanlarin
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seviyesindeki diisis ya da antioksidan enzimlerin aktivitesinin baskilanmasi

hiicresel hasara ve hiicre 6liimiine yol acan oksidatif stres olusumuna neden olur

(57).

Antioksidanlar Gutteridge ve Halliwellin’in tanimina gore 3 kategoriye

ayrilir: primer antioksidanlar, sekonder antioksidanlar ve tersiyer antioksidanlar

(58).

Antioksidanlar iki biiyiik gurupta smiflandirilir. Bunlar enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidanlardir. Bu antioksidanlarin bazilar1 metabolizmada

sentezlenen maddelerdir. Bunlar enzimler ve enzim kofaktorlerdir. Enzimatik

olamayan antioksidanlarin kaynagi ise diyetlerdir. Diyet antioksidantlar1 cesitli

siiflara ayrilir. Bunlar icerisinde en dnemli olanlar polifenollardir. Polifenollar

genel olarak fenolik asitler ve flavonoitler olarak ayrilir. Diger diyet

antioksidanlar icerisinde de vitaminler, karotenoitler, organosiilfiiral bilesikler ve

minareler bulunmaktadir.

Enzimatik antioksidanlar dogrudan ya da dolayli yoldan ROS’lara kars1

savunmaya katkida bulunurlar. CAT, SOD, GSH-Px ve GSH-Rd bunlara 6rnektir.

Non-enzimatik antioksidanlardan GSH, vitamin E ve vitamin C, ROS ve RNS’leri

siiptiriicli; lrik asit ise plazma, albumin, N-asetilsistein ve melatonindeki

peroksinitritleri siipiiriicii olarak islev goriir (59, 60).
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3.6. Fenolik Fitokimyasallar

Fenolik bilesenler ya da diger bir deyisle fenolik fitokimyasallar bitki

orijinli sekonder metabolitler olup, dogadaki besin kaynaklarinin en bol bulunan

cesitlerinden biridir. Bu fenolik metabolitler, bitkileri biyolojik ve ¢evresel strese

kars1 koruyarak islev goriirler. Ayrica bakteriyel veya fungal enfeksiyon gibi

patojenik olaylara cevaben de sentezlenirler (61, 62).

Ellajik asit (EA) gibi fitokimyasallar 6zellikle sebze ve meyvelerin dnemli

bilesenleri olup, saglik {izerine yararh etkilerini kanser, karaciger hastaliklar1 ve

vaskiiler hastaliklar gibi oksidasyon ile iliskili hastaliklar {izerine gosterirler.

Fitokimyasallarin biyolojik fonksiyonlarini hem dogrudan bir antioksidan gibi

davranarak hem de hiicresel antioksidan enzim sistemlerini uyararak gosterdikleri

ve bu sekilde oksidatif stresin negatif etkilerine karst miicadele ettikleri

diistiniilmektedir. Yapilarindaki fenolik halka ve hidroksil bilesenlerinden dolay1

efektif antioksidanlar gibi fonksiyon gorerek serbest elektronlar1 yok edebilirler.

Elde edilen kanitlar biyolojik sistemlerde patojenitenin uyarilmasindan

serbest radikal kaynakli oksidatif stresin onemli derecede sorumlu oldugunu

diistindiirmektedir. Hiicresel sistemlerde oksidatif stres igin akla gelen ilk

mekanizma reaktif oksijen tiirlerinin olusumudur. Hiicrelerde bu reaktif oksijen

tiirlerinin hizlica yok edilmesini saglayan birgok antioksidan sistemlerinin oldugu
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bilinmektedir. Endojen antioksidan enzimler, GSH ve diger doku tiyolleri gibi ¢ok
sayida endojen antioksidan faktorler, hem proteinleri, koenzim Q, biluribin ve
tiratlar, cesitli besin igerikleri (ilk olarak vitaminler ve fenolik fitokimyasallar)
reaktif oksijen tiirlerine karsi biyolojik koruma sistemlerini olusturur (63, 64).

Fenolik fitokimyasallarin oksidatif stres kaynakli hastaliklar tizerindeki
etkileri tam olarak aydinlatilmamistir. Ancak bu hastaliklar tizerindeki pozitif
etkilerini GSH, askorbat, SOD, CAT kaynakli antioksidan koruma cevabini
gliclendirerek gerceklestirdikleri diistiniilmektedir.

Epidemiyolojik veriler sebze ve meyveden zengin diyetle beslenen
populasyonlarda kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi kronik

hastaliklarin insidansinin daha diigiik oldugunu ortaya koymaktadir (65, 66).

3.6.1. Ellajik Asit

Ellajik asit (2,3,7,8-tetrahydroxy[1]-benzopyranol[5,4,3-cde]benzopyran-
5,10-dione) basta kirmizi meyveler olmak iizere c¢esitli bitki tiirlerinde bulunan
fenolik bir lakton bilesigidir (Sekil 8). 1831 yilinda Braconnot tarafindan
kesfedilmistir (67). Molekiiler agirhig: 302.197 g mol™! olup, oldukga termostabil
bir molekiildiir (69). Bitki hiicre duvarlarinin ve hiicre membranlarinin yapisal bir
bileseni olarak “ellajitanninler” de denilen suda ¢oziinebilir tanninler bi¢iminde

bulunur.
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Ellajitanninler glukozun ellajik asitli esterleridir. Hidroliz olduklar1 zaman
EA’y1 olustururlar. Nar, cilek, ahududu, kizilcik ve {izimde EA konsantrasyonu
oldukea yiiksektir (70, 71).

Fenolik bilesiklerin multiple hidroksil gruplarindan 6zellikle 3'.4'-o-
dihidroksi gruplar1 LDL oksidasyonuna kars1 en etkili antoksidanlar olarak tespit

edilmistir (72).

O

Elajik asit

O

Sekil 8: Ellajik asidin kimyasal yapis1 (68).

3.6.2 Ellajik asidin Antioksidatif Etkisi

Ellajik asit reaktif oksijen tiirlerine karsi siipiiriicii aktivite gosterir.
Yapisindaki fonksiyonel dort tane hidroksil ve iki tane lakton gruplar sayesinde
0; 7, HO’, H2O> ve ONOO' radikallerini ortadan kaldirabilir (73, 74). Ayrica

GSH sentaz, glutamat-sistein ligaz katalitik alt {initesi ve glutamat-sistein ligaz
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diizenleyici alt {initesinin regiilasyonu ile GSH seviyesini arttirir. Bunu yani sira

SOD, CAT, GSH-Px ve GSH-S-transferaz enzimlerinin olusumlarini indiikler (75,

76). Bu sayede ¢esitli patolojik durumlarin ana sebeplerinden olan oksidatif strese

kars1 antioksidan cevabi gli¢lendirerek hiicresel koruma saglar.

Ellagik asidin koruma mekanizmast DNA’ya baglandig1 yerlerde,

kanserojenin DNA’ya baglanma siiresince kanserojen metabolitlerinin aktivitesini

durdurarak kanserojen olayinda kiritik bir dnem tasir. Ayrica Ellagik asit ve

quersetin’le  yapilan calismada lipit peroksidasyonlarinda  mikrosomal

proteinlerine baglanan bu fenolik maddelerin serbest radikallere karsi savunma

yaptig1 belirtilmistir (77).

Bu calismada, radyasyonun erkek iireme sagligi iizerine olan zararh

etkileri ve ellajik asitin muhtemel koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglandi.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
06/05/2015 tarih ve 2015/08 sayil1 94 no’lu karar1 geregince etik yonden uygun
bulunup, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM), Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlari
ve Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda yapildi. Caligma biitgesinin tamam Firat Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)’nin TF. 16.07 proje no’lu

karar1 geregince karsilandi.

4.1. Deney Hayvanlari1 Beslenmesi ve Barindirilmasi

Calismada kullanilan ve agirliklar1 ortalama 180-200 gr olan 30 adet 8
haftalik erigkin Sprague-Dawley cinsi erkek ratlar, FUDAM biriminden temin
edildi. Ratlar deney siiresince bulunduklari ortalama sicakligi 21+1 arasinda sabit
tutularak 12 saat (07:00-19:00) aydinlik, 12 saat (19:00-07:00) karanlik foto
periyodunda barindirildi. Ratlar Elazig Yem Sanayi A.S.Yem Fabrikasi’nda pelet
seklinde 6zel olarak hazirlanmis rat yemleriyle beslendi. Yemlerin bilesimi tablo

1’de gosterildi. Tiim hayvanlara standart rat yemi verilerek ad bilitum su ve
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yiyecek alimlar1 saglandi. Yemleri ¢elik kaplarda, giinliik ¢esme suyu ise
paslanmaz celik bilyeli cam biberonlarda verilmistir. Ratlarin deney siiresince

bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 1: Ratlara verilen pelet yemin bilesimi.

Madde ad1 (%) Miktanr
Bugday 15
Misir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 294
Balik unu 8
Tuz 0,6
Kavimix VM23-Z 0,2
Methionin* 0,2
DCP** 1,6

"1 graminda: 4800 IU A, 960 IU Ds, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg Bs 0,006 mg B>
vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth., 0,32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg
I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca bulunur.

** 04 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.
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4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada kullanilan 30 adet rat, tartimlar1 yapildiktan sonra her grupta 6
adet rat olacak sekilde rastgele 5 gruba ayrildi.

Kontrol grubu (Grup I): Bu gruptaki ratlara herhangi bir islem
uygulanmadi.

Radyasyon grubu (Grup II): Bu gruptaki ratlara ¢alismanin ilk giintinde
hastane ortaminda deneyimli personeller tarafindan tek doz 8 Gy’lik radyasyon
scrotal bolgeye uyguland.

Radyasyon + EA grubu (Grup III): Calismanin ilk giinii radyasyon alan
bu gruptaki ratlara, ilaveten ikinci giliniinden itibaren giin asir1 7 hafta boyunca EA
(A15722 Lot: 10176718, Ellagic acid hydrate, Alfa Aesar, Germany) 12 mg/kg
dozunda misir6zii yaginda ¢ozdiiriilmiis sekilde oral gavaj yoluyla verildi.

EA grubu (Grup IV) : Bu gruptaki ratlara, ¢calismanin ikinci giiniinden
itibaren giin asir1 12 mg/kg dozunda misirozii yaginda ¢ozdiiriilmiis EA oral gavaj
yoluyla verildi.

Misirozii yagr grubu (Grup V): Bu gruptaki ratlara ise ellajik asidi
¢6zmede kullanilan miktarda misirézii yagi giin asir1 oral gavaj yoluyla verildi.

Deney siiresi boyunca tiim ratlar, her hafta diizenli olarak tartilarak olasi

kilo degisimleri takip edildi. Ayrica FUDAM’daki deney hayvanlar iinitesinde
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bulunan diger ¢aligmalara ait deney hayvanlarinin radyasyondan etkilenmemesi
i¢in radyasyon alimindan sonraki 1 giin ayr1 bir odada barindirildilar ve radyasyon

uygulanmasinda kullanilan kafesler degistirildi.

4.3. Deney diizenegi ve radyasyonun verilmesi

Grup IV (radyasyon + EA) ve grup V (radyasyon)’deki ratlara ayr1 bir
kafes ayarland1 ve radyasyon verilecek birime o sekilde tasindi. Tiim ratlar eter
anestezi altinda 30x20 ebatlarinda hazirlanan karton mukavvaya yerlestirildi ve
radyasyon verilmek iizere hazir hale getirildi. Uyutulan ratlar hastane ortaminda
deneyimli personeller ile scrotum bolgeye hedef alinacak sekilde tek doz 8 Gy’lik
radyasyon verildi. Islem sonrast FUBAP’a getirilen ratlar ayr1 bir odaya alindi ve

kafesleri degistirildi.

4.4. Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki ratlar, ketamin (75 mg/kg) +
xylazine (10 mg/kg) anestezisi altinda dekapite edildi ve ardindan ratlarin testis
dokular1 ¢ikarilarak diger dokulardan arindirildi. Bu dokular histopatolojik ve

histokimyasal c¢alismalar i¢in Bouin’s soliisyonuna konuldu. Ayrica ratlardan
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biyokimyasal analizler i¢in doku 6rnegide alindi. Testis dokusu ornekleri daha

sonra calisiimak iizere -20 °C” de saklandi.

4.5. Histolojik Degerlendirmeler

Testis dokulart1 Bouin’s soliisyonunda yaklasik 8 saat boyunca tespit
edildikten sonra sirasiyla % 50’lik, % 60’lik ve % 70’lik etil alkol soliisyonlarinda
yikandi. Yikanan dokular rutin histolojik takip serilerinden gecirilerek dehidrate
edildi. Dehidratasyondan sonra ksilolde parlatilip parafine (P3558-1kg Sigma-
Aldrich Paraplast Embedding Media, U.S.A) gomiildii. Parafin bloklardan 5-6 pm
kalinligindaki kesitler rodajli ve polilizinli lamlara alindi. Hazirlanan preparatlar
Hematoksilen- Eozin (H&E) boyasi, Periyodik Asit Schiff (PAS) boyas: ile

boyandi. Isik mikroskobunda (Novel N-800M x20) incelenip fotograflandi.
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Tablo 2:Histolojik takip islem basamaklar1.

SIRA ISLEM SURE
1 % 70 Alkol 2 saat
2 % 80 Alkol 1.5 saat
3 % 96 Alkol 30 dakika
4 % 96 Alkol 30 dakika
5 % 100 Alkol 30 dakika
6 % 100 Alkol 30 dakika
7 Alkol + Ksilol 15 dakika
8 Ksilol I 10 dakika
9 Ksilol II 20 dakika
10 Yumusak parafin + Ksilol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat
12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat
14 Gomme
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4.6. TUNEL Metodu

Sogutulan parafin bloklardan 5 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli
lamlara alindi. Pozitif kontrol i¢gin meme dokusu, negatif kontrol i¢in doku {izerine
Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanilarak diger basamaklarda herhangi bir
degisiklik yapilmadi.

Kit igeriginde belirtilen (Lot No: 2470976, ApopTag Plus Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection Kit, Millipore) ve Tablo 3’ de gosterilen terminal
deoxylnucleotidyl transferase (TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP)-
biotin nick end-labeling (TUNEL) boyama islemleri uygulanarak apoptozise
giden hiicreler belirlendi.

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenip,
degerlendirildi ve fotograflandi. Degerlendirmede kahverengi ¢ekirdek boyamasi
gosteren hiicreler apoptotik hiicreler, Harris hematoksilen ile maviye boyanmis
cekirdekler gostern hiicreler normal olarak kabul edildi.

Kesitlerde 10’luk biiylitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve
apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal +
apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplanip

istatistiksel analizleri yapilmstir.
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Tablo 3: TUNEL boyamasi islem basamaklari.

SIRA ISLEM SURE

1 60°C etiiv Bir gece

2 Ksilol 3x15 dakika

3 %100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3’er dakika

4 PBS 5 dakika

5 Kesitlerin gevreleri siirlayici kalem ile ¢izilir.

6 1: 500 diliisyondaki Proteinaz K soliisyonu 7 dakika

7 PBS 3x5 dakika

8 Endojen peroksit blokaji 5 dakika

9 PBS 3x5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika
11 Caligma soliisyonu (% 77 ul Reaction Buffer + % 33 60 dakika

TdT Enzyme)
12 Stop/Wash Buffer ( 1 ml ) +Distile su (34 ml) Oda 10 dakika
sicakliginda

13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3x5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3x5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20

Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.
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4.8. Biyokimyasal Analizler

Dekapitasyondan hemen sonra eksize edilen testis dokulart serum
fizyolojik ile yikanip -20 °C’de galisma giiniine kadar muhafaza edildi. % 1.15’lik
KCl ile 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilarak homojenize edildi. Daha
sonra, 3500rpm’de 15 dakika santrifiij edilecek ve silipernatantlarda
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD) ve protein tayini yapildi. MDA diizeyi Placer, GSH diizeyi Chavan, CAT
aktivitesi Aebi, SOD aktivitesi Sun ve protein tayini Lowry metodlarina gore

yapildi.

4.8.1. Testis dokusunda malondialdehit diizeyinin tayini

MDA (malondialdehit), biyolojik sistemde lipitlerin oksidasyonu
sonucunda olugmaktadir (78). Dokuda MDA tayini Placer metoduna gore yapildi
(79). Bu metodun temeli lipit peroksidasyonu sonucu olusan aldehit iirlinlerinden
biri olan MDA ile tiobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyonuna girmesine
dayanmaktadir. Reaksiyon sonucunda pembe renkli bir kompleks olusmasiyla
beraber ¢6zeltinin absorbansi 532 nm’de spektrofotometrik olarak olgiiliir ve lipit
peroksidasyonunun derecesi saptanir. Bu metoda gore dokudaki MDA diizeyi

nmol/g doku olarak hesaplanir.
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4.8.2. Testis dokusunda katalaz aktivitesinin tayini

CAT enzimleri, hidrojen peroksidi su ve molekiiler oksijene cevirerek
metebolize etmektedir. CAT’in bir¢gok hastalikta patalojik sartlarda olusan
oksidatif strese karsi en onemli enzimlerden biri oldugu goriiliir (80). Dokuda
CAT aktivitesinin Ol¢iimii Aebi metoduna goére yapildi (81). Katalaz asagidaki

tepkimeye gore H2O2’in yikimini katalize eder.

Katalaz

2H,0 > 2H,0 + O,
H>0>’in CAT tarafindan yikim hizi, H>O,’in 240 nm dalga boyunda 15181
absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak oOlgiilmiistiir. Testis

dokusu i¢in spesifik aktivite k / g protein olarak hesaplandi.

4.8.3. Testis dokusunda glutatyon diizeyinin tayini

Doku ornekleri tartilarak % 1.15°’lik KCIl icinde 1:10 oraninda
(agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmis buz igerisinde Potter-Elvehjem cam-cam
homojenizatorle homojenize edilir, 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten

sonra elde edilen siipernatantlarda GSH tayini yapilir.
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Prensip: GSH diizey tayini i¢in Chavan ve ark.’nin yontemine gore tayin
edildi (82). Bu metod 5,5 dithiobis-2-nitrobenzoik asit eklendiginde stilfidril
gruplariin  oldukg¢a stabil sar1 renk olusturmasi temeline dayanan
spektrofotometrik bir yontemdir. Testis dokusundaki GSH diizeyi umol/g protein

olarak hesaplandi.

4.8.4. Testis dokusu Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin tayini

Doku ornekleri iki filtre kagidi arasinda suyu alindiktan sonra tartilarak %
1.15’1ik KCI i¢inde 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip, kirtlmis buz
igerisinde Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatdrle homojenize edilir, 3500
rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlarda SOD
tayini yapilir.

Prensip: Bu metotta SOD aktivite Ol¢limii ksantin oksidaz - ksantin
sistemi ile dretilen siiperoksit radikalinin nitroblue tetrazolium’u (NBT)
indirgeyerek renk olugmasi esasina dayanmistir. Bu sekilde iiretilen siiperoksit
radikalinin NBT u indirgemesi 560 nm’de maksimum absorbans veren mavi
renkli formazon olusumu ile sonlamr. SOD aktivitesi U/g protein olarak

hesaplandi (83).
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4.9, istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical Package for Social
Sciences) paket programinda yapilmistir. Sunulan veriler ortalama =+ standart
sapma degerleri olarak sunuldu. p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Normal dagilim gosteren ¢oklu gruplarin aralarindaki farkliliklari test
etmek icin Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) uyguland. Ikili karsilastirmalar

icin ise Post-hoc Tukey testi kullanildi.
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5. BULGULAR

5.1. Histolojik Degerlendirmeler

Kontrol grubuna (grup I) ait ratlarin testis dokular1 incelendiginde
seminifer tlibiillerin germinal epiteli ile bazal membranlar1 ve interstisyel alan
normal yapida izlendi (Sekil 9, 10).

Radyasyona maruz birakilan grup II’ ye ait kesitlerde seminifer tiibiil
germinal epitelinde 6nemli derecede vakualizasyon, vaskiiler konjesyon, atrofik
tiibiiller, interstisyel alanda 6dem tespit edildi (Sekil 11, 12, 13, 14).

Grup IV (Sekil 18, 19) ve grup V (Sekil 20, 21)’deki kesitler ise kontrol
grubu ile benzerdi.

Radyasyon ile birlikte EA uygulanan grup III’ te ise kontrol grubuna
benzer sekilde normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli ve normal
spermatogenez izlendi. Germinal epitelde vakualizasyon, vaskiiler konjesyonda,
interstisyel 6demde belirgin iyilesme gozlendi (Sekil 15, 16, 17).

Tiim gruplardaki ratlara ait kesitler incelenerek bu bulgulara goére histoskor
cikarildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi. Kontrol grubu ve
radyasyon grubu ile kiyaslanarak istatistiksel acidan anlamli bulunan degerler

isaretlendi (Tablo 4).

51



Tablo 4: Histolojik degerlendirmelere ait histoskor tablosu.

Gruplar Konjesyon Seminifer Liimendeki Atrofik tiibiil  Intersitisyel
tiibiil sperm odem
dejenerasyonu  yogunlugu

Kontrol 0,66+0,51°  0,66+0,51° 3,33+0,81°  0,50+0,83®  1,00+0,63°

Radyasyon 3 16++0,40° 3,66+0,51° 0,33+0,51*  2,16+0,75*  3,66+0,51°

Radyasyon + 1331051  ,83+0,75° 2,83+0,75°  1,00+0,63°  1,83+0,75°

EA

EA 0,83+0,40° 1,16+0,75°  3,00+0,63°  0,50+0,54°  1,33+0,51°

Misirézii 1,00£0,63°  0,66+051° 3,00£0,63°  0,66+0,51°  1,33+0,51°

yagi

Degerler; ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. a:Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b:Radyasyon grubuna gore karsilastirildiginda (p<0.05).
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Sekil 9: Kontrol grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli (<)
ve normal spermatogenez (% ). H&E x 200.

Sekil 10: Kontrol grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil bazal membrani (—)
ve interstisyel alan (= ) PAS x200.
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Sekil 11: Radyasyon grubu. Seminifer tiibiil germinal epitelinde vakualizasyon
(>») H&E x200.

Sekil 12: Radyasyon grubu. Seminifer tiibiil germinal epitelinde vakualizasyon
(»), seminifer tiibiil germinal epiteli kalinliginda azalma (=) ve interstisyel
alanda 6dem (A). H&E x200.
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Sekil 13: Radyasyon grubu. Seminifer tiibiil germinal epitelinde vakualizasyon
(») ve vaskiiler konjesyon (¢ ). H&E x200.

Sekil 14: Radyasyon grubu. Interstisyel alanda 6dem (A ) PAS x200.
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Sekil 15: Radyasyon + EA grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal
epiteli (<), ve normal goriiniimlii seminifer tiibiil bazal membrani (—). H&E
x200.

Sekil 16: Radyasyon + EA grubu. Normal spermatogenez (* ) H&E x 200
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Sekil 17: Radyasyon + EA grubu. Normal goériiniimlii seminifer tiibiil germinal
epiteli («») ve interstisyel alanda azalmis 6dem (A ) PAS x200.

Sekil 18: EA grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli (<) ve

normal spermatogenez (* ). H&E x200.
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Sekil 19: EA grubu. Normal goriintimlii interstisyel alan (—) ve normal
spermatogenez (% ). PAS x200.

Sekil 20: Misirozii yagi grubu. Normal goriiniimli seminifer tiibiil germinal

epiteli («») ve normal goriiniimlii interstisyel alan (—) H&E x200.
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Sekil 21: Misir6zii yagi grubu. Normal spermatogenez (% ). PAS x200.

5.2. TUNEL Bulgular:

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi testis dokusunda
spermatogenik seri hiicrelerinde gézlendi. TUNEL pozitifligi; kontrol grubu ve radyasyon
+ EA grubunda benzerdi (Sekil 22, 24). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda radyasyon
grubunda anlamli bir artig vardi (Sekil 23). (p<0.05). Negatif kontrolde ise TUNEL

pozitifligine rastlanmadi (Sekil 27). Apoptotik indeks tablo 5’de verilmistir.
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Sekil 22: Kontrol grubu. TUNEL pozitif hiicre (—). x 400

Sekil 23: Radyasyon grubu. TUNEL pozitif hiicre (—). x400.
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Sekil 24: Radyasyon + EA grubu. Az sayida TUNEL pozitif hiicre (—). x400.

Sekil 25: EA grubu. Az sayida TUNEL pozitif hiicre (—). x400
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Sekil 27: Negatif kontrol. TUNEL pozitif hiicre goriilmemekte TUNEL x100.
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Tablo 5: Apoptotik indeks (%).

GRUP APOPTOTIK INDEKS (%)
Kontrol 1.83 £0.75
Radyasyon 21.5+2.942
Radyasyon + EA 10.33 + 1.63%
EA 2.16 + 0.40°
Misirozii yagi 2.66 = 1.63°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a:Kontrol grubuna goére karsilagtirildiginda,
b:Tiitiin dumani grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

5.3. Biyokimyasal Analizler

Gruplarin testis dokusu MDA ve GSH diizeyleri ile CAT ve SOD
aktiviteleri Tablo 6’da  verilmistir. Yapilan degerlendirmelerde lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeylerinin radyasyon grubu ile
kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1
belirlendi (p<0.001). Radyasyon + EA grubunda ise radyasyon grubuna kiyasla
bir azalma saptandi (p<0.001).

Bununla birlikte kontrol grubuna gore radyasyon grubunda antioksidan
savunma sisteminin enzimlerinden olan CAT aktivitesinin anlamli diizeyde arttig1
(p<0.001), SOD aktivitesinin ise anlamli diizeyde azaldig1 (p<0.001) belirlendi.
Radyasyon ile ellajik asit grubunda ise radyasyon grubuna goére CAT aktivitesinin

anlamsiz olarak daha da azaldigi, SOD aktivitesinin ise arttig1 (p<0.001) saptandi.
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GSH diizeylerinin; kontrol grubuna gore radyasyon ve radyasyon ile birlikte EA

uygulanan gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi tespit

edildi (p<0.001). Radyasyon+EA grubu katalaz aktivitesi en diisiik bulundu.

Tablo 6: Gruplarin testis dokusu MDA, GSH diizeyleri ve SOD, CAT aktivitesi

GRUPLAR MDA CAT GSH SOD
(nmol/g doku) (k/g protein) (nmol/g doku) (ii/g protein)
Kontrol 6,777+0,174° 5,493+0,589° 150,781+3,807°  159,8731+1,7310°
Radyasyon 13,852+0,248*  10,863+0,737*  94,160+5,759*  136,4373+1,5282°

Radyasyon + EA

10,264+1,980%

9,809+0,438°

92,144+4,925°

153,103+4,129°

EA 7,057+0,318°  4,540+0,282°  174,981+4,836  166,386+5,4691°
Misirézii yag 7,202+1,668° 5,44840,487°  150,005+4,278®  159,037+2,024°
p degeri p <0.001 p <0.001 p<0.001 p<0.001

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a:Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
b: Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda (p < 0.001).
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6 . TARTISMA

Giliniimtiizde, insanlar ¢esitli nedenlerle radyasyona maruz kaldiklar1 zaman
biyolojik sonuglarin ne olacagi konusunda endigeye kapilirlar (84). Radyasyona
maruz kalmasi sonucunda biyolojik bir risk faktorii olusur. Bu riski ortadan
kaldirmak i¢in, radyasyonun biyolojik etkilerini 6grenmeli ve bu etkilerden
korunmalidir (20).

Iyonize radyasyonun biyolojik bir etki olusturabilmesi icin sahip olduklar
enerjinin, canliyr olusturan hiicre ve dokular tarafindan absorbe edilmesi ve
dokularda dagilmas1 gerekmektedir.

Canlilar yaklasik % 70-90 oraninda su igerir. Isinlanmadan sonra
radyasyon enerjisi su molekiilleri tarafindan emilir ve sonucunda pozitif yiiklii bir
iyon ve serbest bir elektron olusur. Olay1 izleyen sekonder reaksiyonlar ile serbest
radikaller ag¢iga ¢ikar. Kendi aralarinda olusturduklar tepkime ile toksik
molekiilleri olusur. indirek etkisi hidroliz sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller
ile olusan radyasyon etkisidir, direkt etkisini ise radyasyon enerjisinin su
molekiilleri yerine biyolojik molekiillere gecisi sonucunda biyoradikallerin
olusma s6z konusudur. Canli vucudunun biyiik bir kismi su igerdiginden
radyasyon hasarlarinin biiyiikk oranda indirekt yoldan meydana geldigi kabul

edilir.

65



X ve y radyasyonlarin etkileri indirekt yolla meydana gelmektedir (20, 36-
39). 5-6 Gy dozundaki radyasyon maruziyeti testislerde kiiciilme ve yumusama ile
birlikte infertiliteye neden oldugu bildirilmistir (20). Deney hayvanlarinda yapilan
bazi c¢aligmalarda radyasyon isinlamanin, testis agirliginda azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (30, 32).

Morfolojik  caligmalarda ise radyasyon i1smlamasindan  sonra
spermatogenezin durdugu, germinal hiicre desquamasyonu ve vakuolizasyonu ile
birlikte cok c¢ekirdekli dev hiicrelerin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (85-34).

Ayn1 zamanda radyasyon 1sinlamasinin testis dokusunda atrofiye yol agtig1
bilinmektedir (30, 86).

Yapilan bir calismada 10, 25 ve 63 Gy skrotal bolgeye yapilan radyasyon
1sinlamasindan sonra seminifer tiibiillerde dev hiicrelerin varligina rastlanmigtir
(87). Bansal ve ark.(34) 10 Gy dozunda, radyasyon 1sinlamadan sonra 2. ve 4.
haftalarda  gozlenen c¢ok c¢ekirdekli dev  hiicrelerin, spermatidlerin
kiimelenmesinden dolay1 ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.

Tas M. ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, 2 Gy dozunda uygulanan
radyasyonun rat genital organ agirligi, spermatolojik Ozellikler ve histolojik
parametreler lizerinde birtakim olumsuz degisiklikler meydana getirdigi tespit

edilmistir (88).
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Bu calismada da, literatiire uyumlu olarak radyasyona maruz birakilan
gruptaki ratlarin testis dokusunda; seminifer tiibiil germinal epitelinde
vakualizasyon, vaskiiler konjesyon ve interstisyel alanda 6dem tespit edildi.

Radyasyon ile birlikte EA uygulanan gruptaki ratlarin testis dokusunda ise
literatiir ile uyumlu olarak kontrol grubuna yakin goriiniimlii seminifer tiibiil
germinal epiteli ve normal spermatogenez izlendi. Seminifer tiibiil bazal membran
ayrilmalarinda azalma, germinal epitel dejenerasyonunda, vaskiiler konjesyonda
ve interstisyel 6demde belirgin sekilde iyilesmeler gozlendi.

Radyasyon, asir1 ROS iiretimi araciligi ile testis dokusunda apoptozise
neden olur. Apoptozis, biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerle kendini
gosteren Okaryotik bir hiicre 6liimiidiir. (89- 92).

Celik O.K. ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada 2 Gy radyasyon verilmesinden
10 hafta sonra bile her iki calisma gurubunda da yogun apoptotik yanitlar
gbzlenmistir (93).

Baska bir calismada 10Gy’lik 1sinlanma sonrasinda seminifer tiibiillerde
spermatogenezin durdugu ve biiylik dlgiide germ hiicrelerinden yoksun atrofik
tibiillerin  varligi, atrofik tiibiillerde ortaya ¢ikan vakuolizasyonlar ve

spermatitlerin olusturdugu dev hiicreler gozlenmis (94).
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Kontrol grubu ile karsilagtirilldiginda, radyasyon gruplarnda TUNEL
pozitif hiicrelerde anlamli bir artig vardi. Radyasyon + ellajik asit grubunda ise,
TUNEL pozitif hiicre sayisinin kontrol grubu ile benzer oldugu belirlendi.

Ceribast A.O. ve ark.’nin yapmis oldugu diger bir ¢alismada siklofosfamid
(CP) uygulamasimin MDA, GSH diizeyleri ve CAT ve SOD aktiviteleri ile
testikiiler histopatolojik degisimleri iizerine tedavi olarak kullanilan EA ve
likopenin etkileri arastirilmistir. Uygulanan CP’in sperm plazma MDA diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artisa, SOD aktivitesinde azalmaya bunun yanisira
seminifer tiibiill ¢caplarinda azalmaya, germinal hiicre tabakasinda kalinlagsmaya ve
testikiiler dokuda dejenerasyon, nekroz, immatur germ hiicreleri ve atrofi gibi
bozukluklara neden oldugu goézlenmistir (95). Kaya I. ve ark.’nm yaptig1 bir
calismada ise piridin intoksikasyonunda paraoksonaz 1 (PON 1) aktivitesi,
oksidatif stres indeksi (OSI), total antioksidan seviyeleri (TAS) ve total oksidan
(TOS) seviyeleri lizerine EA etkisi arastirilmistir. Calismada kullanilan 28 erkek
swiss albino cinsi farelerde piridin uygulanmasinin PO1 aktivitesi ve TAS1
azaltigr, OSI ve TOS ise onemli oranda arttirdig1 saptanmistir. Tedavi olarak
kullanilan EA’nin meydana gelen bu degisimleri normale yakin tutup oksidatif
strese karst koruyucu etki gosterdigi ileri siiriilmistiir (96). Fareler 10 Gy

radyasyon 1sinlamasina maruz kaldiklarnda MDA seviyesinin anlamli derecede
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arttigt GSH, SOD ve katalaz oranlarinin da anlamli derecede azaldig1 Das ve ark.
tarafindan ortaya konmustur (97).

Klinikte sik kullanilan radyasyon isinlamasinin ROS gibi oksidan
molekiillerinin seviyesinde artisa yol ac¢tigit ve GSH, SOD ve CAT gibi
antioksidanlarin seviyelerinde azalmaya neden oldugu Srinivasan ve ark.’nin
yaptiklar1 bir ¢alismada ortaya konmustur. Sonugta iyonize radyasyon maruziyeti
ile dokularda oksidan stresin arttigi ve antioksidan enzimlerin azaldigi
bilinmektedir. (98).

Bu c¢alismada da 8 Gy’lik dozda wuygulanan radyasyonun MDA
diizeylerinin ve CAT aktivitesinin kontrol grubuna goére radyasyon grubunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi, radyasyon + EA grubunda ise MDA
diizeylerinin ve CAT aktivitesini azalttig1 tespit edildi. SOD aktivitesi ve GSH
diizeylerinin; kontrol grubuna gore radyasyon grubunda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaldigr bulundu. Radyasyon + EA grubunda ise radyasyon
grubuna kiyasla SOD aktivitesinin arttig1, GSH diizeyinin daha da azaldig tespit
edildi.

Radyasyon, reaktif oksijen tiirlerinin ve inflamatuvar mediatorlerin
iretimine neden olarak testikiiler hasara yol agmaktadir. Organizmada prooksidan
ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikte reaktif oksijen tiirlerinin asir1 liretimi

s6z konusu olmaktadir. Diger taraftan spermatogenezisin saglikli bir sekilde
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devam edebilmesi i¢in endojen antioksidan defans sistemi gereklidir. Boylece
antioksidan ajanlar, radyasyonun yol agtig1 testikiiler hasar kisitlayabilirler (99-
103).

Bu calismada da radyasyonun serbest oksijen tiirlerinin ve inflamatuvar
mediatorlerin agir1 iiretimine yol agarak testis hasarina yol actigini diisiinmekteyiz.
Antioksidan 6zelliginin yiiksek oldugu bilinen ellajik asidin ise radyasyonun yol
actig1 testikiiler hasar1 endojen antioksidan defans sistemini destekleyerek
azalttigini soyleyebiliriz.

Sonu¢ olarak c¢alismamizin bulgulart birlikte degerlendirildiklerinde
radyasyona maruz birakilan rat testis dokusunda oksidatif hasara yol agarak
infertilite gibi ciddi iireme problemlerine yol agabilecegi goriildi. Giiglii
antioksidan Ozelligi bilinen ve beslenmede yaygin olarak tiiketilen, o6zellikle
kirmiz1 meyvelerin yapisinda bulunan ellajik asidin, radyasyon hasarina karsi ciddi
anlamda koruyucu bir etkisi oldugu tespit edildi. Bu anlamda g¢alismamizda
radyasyona karst koruyucu onlemler alinmasinin son derece dnemli oldugu

sonucuna varildi.
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