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Ozet

Amagc: Radyasyon nedenli erkek infertilitesinin patogenezinde oksidatif stres rol oynar. Ellajik asit; antioksidan 6zellige
sahip polifenolik bir bilesiktir. Calismada radyasyona maruz kalan ratlarda ellajik asidin testis dokusundaki etkisinin
incelenmesi amaglanmaktadir.

Gerec¢-Yontem: Calismada 8 haftalik 30 adet Spraque-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar bes gruba ayrildi (n:6): grup
I (kontrol), grup II (radyasyon), grup III (radyasyon+ellajik asit), grup IV (ellajik asit), grup V (misir6zii yagi). Radyasyon
ve radyasyon+ellajik asit gruplarindaki ratlar, ¢alismanin ilk giiniinde, tek doz 8 Gy’lik radyasyona maruz birakildilar.
Radyasyon-+ellajik asit ve ellajik asit gruplarindaki ratlara ¢alismanin ikinci giiniinden itibaren 7 hafta boyunca misir6zii
yaginda ¢ozdiiriilmiis 12 mg/kg dozunda ellajik asit giin asir1 oral gavajla verildi. Deney siiresi sonunda tiim ratlar dekapite
edildi. Testis dokular1 ¢gikarildi. Histokimyasal boyamalar ile TUNEL yontemi uygulandi. Biyokimyasal analizler yapild:.
Bulgular: Histolojik degerlendirmelerde radyasyon grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiil germinal epitelinde dejenerasyon,
vaskiiler konjesyon, atrofik tiibiiller, interstisyel alanda 6dem ve bazi tiibiillerin liimenlerine dokiilmiis immatiir hiicreler
tespit edildi. Radyasyon+ellajik asit grubuna ait kesitler, radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda ise belirgin iyilesmeler
gozlendi. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda radyasyon grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisinda artig tespit edilirken,
radyasyon+tellajik asit grubunda herhangi bir artig izlenmedi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda radyasyon grubunda
malondialdehit (MDA) diizeylerinin anlamli diizeyde artt1g1, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin ise azaldigy;
radyasyon+ellajik asit grubunda ise MDA seviyesinin azaldigi, SOD aktivitesinin ise arttig1 tespit edildi.

Sonug: Belirtilen dozda radyasyon uygulamasinin testis dokusuna hasar verdigi tespit edildi. Ellajik asit uygulamasinin ise;
antioksidan 6zelligi sayesinde radyasyonun olusturdugu olumsuz etkileri belirgin bi¢imde azalttig1 gézlendi.

Anahtar kelimeler: Radyasyon, Ellajik Asit, Testis, Histoloji, Immiinohistokimya.

Abstract

Aim: Ocxidative stress plays a role in the pathogenesis of radiation induced male infertility. Ellagic acid; is a
polyphenolic compound with antioxidant properties. The aim of the study is to investigate the effect of allygic acid on
testicular tissue in exposed rats.

Material-Method: In the study, 30 male Spraque-Dawley rats were used for 8 weeks. The rats were divided into
five groups (n: 6): group I (control), group II (radiation), group III (radiation + ellagic acid), group IV (ellagic acid),
group V (corn oil). The rats in radiation group and radiation + ellajic acid group were exposed to a single dose of 8 Gy
of radiation on the first day of study. The rats in radiation + ellajic acid group and ellajic acid group were given 12 mg /
kg ellagic acid dissolved in corn oil for 7 weeks by oral gavage from the second day of study. At the end of the
experiment period, all rats were decapitated. Testicular tissue removed. TUNEL method was applied with
histochemical staining. Biochemical analyzes were performed.

Results: In the histological evaluations, degeneration of seminiferous tubular germinal epithelium, vascular
congestion, atrophic tubules, interstitial area, edema and immature cells spilled in the lumens of some tubules were detected
in sections of radiation group. Significant improvements were observed in radiation + ellajic acid group compared to
radiation group. When compared with control group, an increase in TUNEL positive cell number was detected in
radiation group, but no increase in radiation + ellajic acid group was observed. Compared to control group,
malondialdehyde (MDA) levels significantly increased, superoxide dismutase (SOD) activity decreased in radiation
group; whereas in radiation + ellajic acid group, MDA level decreased and SOD activity increased.
Conclusion: It has been determined that the radiation dose at the indicated dose damages the testicular tissue. Ellajic acid
application; it has been observed that the antioxidant property significantly reduces the adverse effects of radiation.
Keywords: Radiation, Ellagic Acid, Testis, Histology, Immunohistochemistry.
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Giris

Radyasyon, yiiksek hizdaki partikiillerin ve
elektromanyetik dalgalarin enerjisi olarak bilinir
(1). lIyonize radyasyon ve iyonize olmayan
radyasyon sekilde tanimlanir (2). Testisler,
antikanser  ajanlar ve radyasyon  gibi
gonadotoksinlere karsi olduk¢a hassastirlar (3).
Testislerde olusan hasarlar ve onarim dereceleri,
maruz kalinan radyasyonun dozuna baglhdir.
Diisiik dozlarda onarim olsa da, yiiksek dozlarda
hasarin geri doniisii miimkiin olmamaktadir (1).

Ellajik asit (EA) (2,3,7,8-tetrahydroxy [1]-
benzopyranol  [5,4,3-cde] benzopyran-5,10-
dione) basta kirmizi meyveler olmak {izere
¢esitli bitki tiirlerinde bulunan fenolik bir lakton
bilesigidir (4). Nar, ¢ilek, ahududu, kizilcik ve
iizim gibi meyvelerde EA konsantrasyonu
oldukga yiiksektir (5). EA, fonksiyonel dort tane
hidroksil ve iki tane lakton grubu igerir. Bu
sayede serbest radikalleri ortadan kaldirma
kapasitesi olan giiclii bir antioksidandir (6).

Calismada, radyasyon maruziyetinin testisler
iizerine olan olas1 etkilerinin ortaya konulmasi
ve buna kars1 gii¢lii bir antioksidan olan ellajik
asitin muhtemel koruyucu etkilerinin
incelenmesi amaglandi.

Gere¢ ve yontem

Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun 06.05.2015 tarihli
2015/08 toplant1 sayili ve 94 nolu karan ile etik
yonden uygun bulunarak baslatildi. Calismada
180-200 gr agirhiginda 8 haftalik Sprague-
Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar, 21+1
°C ortam sicakliginda, 12 saat (07:00-19:00)

aydinlik, 12 saat (19:00-07:00) karanlik
fotoperiyodunda barindirildi. Ratlar grup 1
(kontrol), grup II (radyasyon), grup III

(radyasyon + ellajik asit), grup IV (ellajik asit),
grup V (musirdzi yagil) olmak {izere rastgele 5
gruba ayrildi (n:6). Kontrol grubundaki ratlara
deney siiresi boyunca herhangi bir islem
uygulanmadi. Radyasyon ve radyasyon+ellajik
asit gruplarmdaki ratlar, ¢galismanin ilk giiniinde,
tek doz 8 Gy’lik radyasyona maruz birakildilar.
Radyasyon uygulamasi yapilacak ratlar eter
anestezisi altinda 30x20 ebatlarinda hazirlanan
karton mukavva lzerine yerlestirildi. Hastane
ortaminda deneyimli personeller tarafindan
ratlarin skrotal bolgesi hedef alinacak sekilde
1sinlama uygulandi. Radyasyon+tellajik asit ve
ellajik asit gruplarindaki ratlara c¢alismanin
ikinci giinlinden itibaren 7 hafta boyunca giin
asirt oral gavaj yoluyla misirdzii yaginda
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¢cOzdiirilmiis 12 mg/kg dozunda ellajik asit
(A15722 Lot: 10176718, Ellagic acid hydrate,
Alfa Aesar, Germany) uygulandi (7, 8).
Misirézii yagi grubundaki ratlara ise ¢oziicii
olarak kullanilan misirézii yaginin dokuda
herhangi bir degisiklige neden olup olmadiginin
kontrolii amaciyla ellajik asiti ¢ozmede
kullanilan ile esit miktarda misir6zii yagi deney
siiresi boyunca oral gavaj yoluyla giin asiri
uygulandi. 7 haftalik deney siiresi sonunda tiim
gruplardaki ratlar ketamin (75 mgkg) +
xylazine (10 mg/kg) anestezisi altinda dekapite
edildi. Testis dokular1 ¢ikarilarak rutin histolojik
degerlendirmeler ve biyokimyasal analizler
yapild.

Histokimyasal Analizler

Testis dokular1 Bouin’s soliisyonunda yaklagik 8
saat boyunca tespit edildikten sonra sirasiyla
%50’lik, %60’k ve %70’lik etil alkol
sollisyonlarinda yikandi. Yikanan dokular rutin
histolojik takip serilerinden gegirilerek dehidrate
edildi.  Dehidratasyondan  sonra  ksilolde
parlatilip parafine (P3558-1kg Sigma- Aldrich
Paraplast Embedding Media, U.S.A) gomiildii.
Parafin bloklardan 5-6 um kalinhigindaki kesitler
rodajli ve polilizinli lamlara alindi. Hazirlanan
testis dokusu preparatlarina Hematoksilen-Eozin
(H&E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS)
boyamalar ile apoptotik hiicrelerin belirlenmesi
icin  TUNEL (terminal deoxylnucleotidyl
transferase (TdT)-mediated deoxyuridine
triphosphate (dUTP)-biotin nick end-labeling)
boyamasi uygulandi. Ayrica testis dokusunda
biyokimyasal olarak MDA diizeyi ile SOD
aktivitesi Ol¢iildii.

Tum istatistiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical
Package for Social Sciences) paket programinda
yapildi. Normal dagilim gosteren ¢oklu
gruplarin aralarindaki farkliliklar test etmek igin
Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)
uygulandi. Ikili karsilastirmalar icin ise post-hoc
Tukey testi kullanild.

Bulgular

Kontrol grubuna ait ratlarin testis dokulari
incelendiginde seminifer tiibiillerin germinal
epiteli ile bazal membranlar1 ve interstisyel alan
normal yapida izlendi (Sekil 1A,1B).

Radyasyon grubuna ait kesitlerde seminifer
tibiil germinal epitelinde Onemli derecede
vakualizasyon, vaskiiler konjesyon, atrofik
tiibiiller ve interstisyel alanda 6dem tespit edildi
(Sekil 1C, 1D). Ellajik asit grubu (Sekil 1G) ve
misirdzii  yagi grubuna (Sekil 1H) ait
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kesitlerdeki bulgular ise kontrol grubuna  1E,l1F). Tim gruplardaki ratlara ait kesitler
benzerdi. Radyasyon + ellajik asit grubunda ise  incelenerek bir histoskor tablosu olusturuldu
radyasyon grubunda gozlenen histopatolojik  (Tablo 1).

bulgularda belirgin iyilesme izlendi (Sekil

Sekil 1- A: Kontrol grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli («>) ve normal spermatogenez (*). H&E x
200. B: Kontrol grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil bazal membrani (—) ve interstisyel alan (= ) PAS x200. C:
Radyasyon grubu. Seminifer tiibiil germinal epitelinde vakualizasyon (»), seminifer tiibiil germinal epiteli kalmhiginda
azalma (=) ve interstisyel alanda 6dem (A). H&E x200. D: Radyasyon grubu. Interstisyel alanda 6dem (A ) PAS x200. E:
Radyasyon + EA grubu. Normal gériiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli («<»), ve normal goriiniimlii seminifer tiibiil
bazal membrani (—). H&E x200. F: Radyasyon + EA grubu. Normal gériiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli («>) ve
interstisyel alanda azalmis 6dem (A ) PAS x200. G: EA grubu. Normal goriiniimlii interstisyel alan (—) ve normal
spermatogenez (% ). PAS x200. H: Misirdzii yagi grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli («>) ve normal
goriinimlil interstisyel alan (—) H&E x200.

Tablo 1. Histolojik degerlendirmelere ait histoskor ve apoptotik indeks tablosu.

Gruplar Konjesyon Seminifer Atrofik tiibiil intersitisyel _Apoptotik

tiibiil 0dem Indeks (%)
dejenerasyonu

Kontrol 0,66+0,51° 0,66+0,51° 0,50+0,83° 1,000,63° 1.83+0.75

Radyasyon 3,16£+0,40° 3,66+0,51° 2,16£0,75° 3,66+0,51° 21.5+2.94°

Radyasyon+ellajik asit 1,33+0,51° 0,83+0,75° 1,00+0,63° 1,83+0,75° 10.33 £ 1.63%®

Ellajik asit 0,83+0,40° 1,16+0,75 0,50+0,54° 1,33£0,51° 2.16 + 0.40°

Misirozii yagi 1,00+0,63° 0,66+051° 0,66+0,51° 1,33+0,51° 2.66 £ 1.63°

Degerler; ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda, b:Radyasyon grubuna gore
karsilagtirildiginda (p<0.05).

TUNEL  pozitifligi;  kontrol grubu ve  grubunda MDA diizeylerinin anlamli diizeyde
radyasyon-+ellajik asit grubunda benzerdi (Sekil  arttigi, SOD aktivitesinin ise anlamli diizeyde
2A; 2C). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda  azaldigr belirlendi (p<0.001). Radyasyon+ellajik
radyasyon grubunda anlamli bir artis vardi  asit grubunda ise radyasyon grubuna kiyasla
(Sekil 2B). Apoptotik indeks tablo 1’de MDA diizeylerinde anlamli azalma, SOD
verilmigtir. Yapilan degerlendirmelerde kontrol  aktivitesinde ise artig saptandi (p<0.001) (Tablo
grubu ile  karsilastinldiginda  radyasyon = 2).
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Sekil 2A. Kontrol grubu. TUNEL pozitif hiicre (—). x 400. B: Radyasyon grubu. TUNEL pozitif hiicre (—). x400. C :
Radyasyon + EA grubu. Az sayida TUNEL pozitif hiicre (—). x400. D: EA grubu. Az sayida TUNEL pozitif hiicre (—).
X400. E: Misirozii yagt grubu. Az sayida TUNEL pozitif hiicre (—). x400

Tablo 2. Gruplarin testis dokusu MDA diizeyi ve SOD aktivitesi tablosu.

GRUPLAR MDA (nmol/g doku) SOD (ii/g protein)
Kontrol 6,7° 159,8°
Radyasyon 13,8° 136,4*
Radyasyon+ellajik asit 10,2 153,1°
Ellajik asit 7,05 166,3°
Misirozii yag: 7,2 159,03°
p degeri p <0.001 p<0.001

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: Radyasyon grubu ile

karsilastirildiginda (p < 0.001).

Tartisma

Radyasyon maruziyeti dokularda biyolojik bir

risk faktorii olusturur. Bu riskin ortadan
kaldirmast  i¢in, radyasyonun  biyolojik
etkilerinin  6grenilmesi ve bu etkilerden
korunulmast  gereklidir (1). Yapilan bir

calismada skrotal bolgeye uygulanan 10, 25 ve
63 Gy’lik radyasyon 1sinlamasindan sonra
seminifer tibillerde dev hiicrelerin varligina
rastlanmigtir (9). Bansal ve ark. 10 Gy dozunda

radyasyon 1sinlamasimndan sonra 2. ve 4.
haftalarda gozlenen c¢ok c¢ekirdekli dev
hiicrelerin, spermatidlerin  kiimelenmesinden

dolay1 ortaya c¢iktigimi bildirmislerdir (9, 10).
Tas M. ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, 2 Gy
dozunda uygulanan radyasyonun rat genital
organ agirhigl, spermatolojik Ozellikler ve
histolojik  parametreler {izerinde birtakim
olumsuz degisiklikler meydana getirdigi tespit
edilmistir (11). Bu c¢alismada da, literatiir ile
uyumlu olarak radyasyon grubundaki ratlarin
testis dokusunda; seminifer tiibiil germinal
epitelinde vakualizasyon, vaskiiler konjesyon ve
interstisyel alanda 6dem tespit edildi. Celik O.K.
ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada 2 Gy radyasyon
verilmesinden 10 hafta sonra bile yogun
apoptotik yanitlar gézlenmistir (12). Calismada
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da kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
radyasyon  grubundaki  TUNEL  pozitif
hiicrelerin sayisinda anlamli bir artis vardi.
Radyasyon+ellajik asit grubunda ise, TUNEL
pozitif hiicre sayisinin kontrol grubu ile benzer
oldugu belirlendi. Ceribas1 ve ark. yapmis
oldugu diger bir ¢alismada siklofosfamid (CP)
uygulamasinin MDA, GSH diizeyleri ve CAT
ve SOD aktiviteleri ile testikiiler histopatolojik
degisimleri lizerine tedavi olarak kullanilan EA
ve likopenin etkileri arastirilmistir. Uygulanan
CP’in  sperm plazma MDA  diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artisa, SOD
aktivitesinde azalmaya bunun yam sira
seminifer tiiblil ¢aplarinda azalmaya, germinal
hiicre tabakasinda kalinlagsmaya ve testikiiler
dokuda dejenerasyon, nekroz, immatur germ
hiicreleri ve atrofi gibi bozukluklara neden
oldugu goézlenmistir (13). Bu calismada da 8
Gy’lik dozda uygulanan radyasyonun MDA
diizeylerini arttinp SOD aktivitesini azaltarak
oksidatif stres yoluyla testis dokusundaki
histopatolojik bulgulara ve apoptotik hiicre
sayisinda artisa neden oldugu belirlendi.
Radyasyon+ellajik asit grubunda ise radyasyon
grubuna kiyasla SOD aktivitesinin arttigi, MDA
diizeyinin ise azaldig1 tespit edildi (p<0.05).
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Sonug

Caligmanin bulgulart birlikte
degerlendirildiginde radyasyon maruziyetinin rat
testis dokusunda oksidatif hasara yol agarak
infertilite gibi ciddi iireme problemlerine yol
acabilecegi goriildil. Giiclii antioksidatif 6zelligi
bilinen ve beslenmede yaygin olarak tiiketilen,
ozellikle kirmizi meyvelerin yapisinda bulunan
ellajik asitin ise radyasyon hasarina karsi ciddi
anlamda koruyucu bir etkisi oldugu tespit edildi.
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