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OZET

Valproik Asit’in Prenatal Testis Dokusundaki Toksik Etkilerine Kars1 Folik
Asit ve Propolis’in Koruyucu Etkileri

Bu c¢alismanin amaci prenatal donemde Valproik Asit (VPA) etkisine maruz
kalan yavru sicanlarin testis dokularinda meydana gelen degisikliklerin, Folik asit
(FA) ve Propolis kullanilarak giderilip giderilemedigini histopatolojik ve
biyokimyasal olarak gostermekdir.

Calismada 8 adet Spraque Dawley tipi gebe sican 4 gruba ayrildi. 1. Gruba
(Kontrol Grubu) herhangi bir uygulama yapilmadi. 2. Gruba (VPA Grubu) deney
siiresi boyunca, 300 mg/kg/giin VPA, 3. Gruba (VPA+FA Grubu) 300 mg/kg/giin
VPA + 400 pg/gin FA ve 4. Gruba (VPA+Propolis) 300 mg/kg/giin VPA + 100
mg/kg propolis uygulandi. Tiim uygulamalar gebeligin 6-21. giinlerinde ve her giin
ayni saatlerde gerceklestirildi. Yeni dogan siganlara dogumdan sonra herhangi bir
uygulama yapilmadi ve calismaya yavru erkek sicanlar ile devam edildi. Daha sonra
yavru erkek sigcanlar, her bir grupta 6’sar yavru bulunacak sekilde Yenidogan 1. Grup
(YD-1.G), Yenidogan 2. Grup (YD-2.G), Yenidogan 3. Grup (YD-3.G), Yenidogan
4. Grup (YD-4.G) olmak iizere 4 alt gruba ayrildi. Deney siiresinin bitiminde
(postnatal 21. giin) hayvanlarin tiimii sakrifiye edilerek testisleri alindi. Testis doku
ornekleri 151k mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirildi. Testisteki
apoptozu degerlendirmek i¢in TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)
deoxyuridine triphospate nick end labeling assay) teknigi kullanildi. Biyokimyasal
olarak kanda ve dokuda oksidatif stres parametreleri incelendi.

Yapilan histopatolojik degerlendirmelerde VPA  Grubuna ait testis
kesitlerinde interstisyel alanda yogun 6dem, liimeninde germinal epitel hiicreleri
iceren tiiblil sayisinda artig, germinal epitelde yer yer vakuolizasyon ve germinal
epitel kalinhginda azalma izlendi. VPA+FA Grubuna ait testis dokusunda,
interstisyel alanda 6dem, liimende germinal epitel hiicreleri iceren seminifer tiibiller,
nadir alanlarda bozulmus seminifer tiibiil yapist ve germinal epitelin bazal
membrandan ayrilmasi gibi bulgular gézlendi. Ancak interstisyel alandaki 6dem bir
miktar, diger bulgular daha farkedilir sekilde azaldi. VPA+Propolis Grubunda da
interstisyel alanda 6dem, liimende germinal epitel hiicreleri igeren seminifer tiibiiller
ve germinal epitelin bazal membrandan ayrilmasi gibi bulgular gozlendi. Ancak VPA
Grubu ile kiyaslandiginda interstisyel alandaki 6demde c¢ok daha belirgin olmak
izere diger histopatolojik bulgularda diizelme oldu. Morfometrik Slgiimler sonucu,
germinal epitel kalinligi, Kontrol Grubuna gére VPA Grubunda istatistiksel olarak
anlamli oranda azalirken, VPA Grubuna kiyasla, Propolis Grubunda biraz daha
belirgin olmak iizere, Propolis ve FA Gruplarinda artis gosterdi. Apoptotik indeks
(A) VPA Grubunda Kontrol Grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda
artarken, tedavi gruplarinda azalma egilimi gosterdi; ancak bu azalis istatistiksel
olarak anlaml degildi.

Biyokimyasal olarak, doku biyokimyasinda VPA Grubuna ait oksidatif stres
indeksi (OSI) Kontrol Grubuna goére anlamli olarak artti. VPA+FA Grubunda,
Katalaz (CAT) degeri Kontrol Grubuna gore anlamli olarak artarken, Doku
Malondialdehid (MDA) hem Kontrol hem de VPA Grubuna gore anlamli olarak
azaldi. Glutatyon (GSH) Kontrol Grubuna gore anlamli olarak azalis, total oksidan



durum (TOS) ve OSI de artis gosterdi. Serum total antioksidan durum (TAS) artisi,
Kontrol ve VPA Grubuna gore istatistiksel olarak anlamliydi. VPA+Propolis
Grubunda ise TOS ve OSI degerleri Kontrol Grubuna gore anlamli olarak artti.

Elde ettigimiz bulgular sonucu, prenatal donemde uygulanan VPA’nin yavru
siganlarin testis gelisimini olumsuz etkiledigini, VPA’ya ek olarak FA ve Propolis
verilmesinin histopatolojik ve biyokimyasal olarak diizelme saglayabilecegi
sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Testis, Prenatal, Valproik asit, Folik asit, Propolis.



SUMMARY

The Protective Effects of Folic Acid and Propolis Against the Toxic Effects of
Valproic Acid in Prenatal Testis Tissue

The purpose of this study was to show, using histopathological and
biochemical methods, whether changes occurring in the testis tissue of rat pups
exposed to the effect of valproic acid (VPA) in the prenatal period can be eliminated
using folic acid (FA) and propolis.

Eight Sprague Dawley pregnant rats were divided into four groups. No
procedure was performed on Group 1 (control group). However, 300 mg/kg/day
VPA was administered to Group 2 (VPA group), 300 mg/kg/day VPA+400 pg/day
folic acid to Group 3 (VPA+FA group) and 300 mg/kg/day VPA + 100 mg/kg
propolis to Group 4 (VPA+propolis group) throughout the experiment. All
applications were performed on days 6-21 of pregnancy and at the same time every
day. No application was performed on newborn rats after birth, and the study
continued with male rat pups. The pups were subsequently divided into four sub-
groups of six rats each; Newborn Group 1 (NB-G1), Newborn Group 2 (NB-G2),
Newborn Group 3 (NB-G3) and Newborn Group 4 (NB-G4). At the end of the
experimental period (postnatal day 21), all animals were sacrificed, and their testes
were removed. Testis tissue specimens were evaluated histopathologically under a
light microscope. The terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) deoxyuridine
triphosphate nick end labeling assay (TUNEL) technique was used to evaluate
apoptosis in the testis. Oxidative stress parameters in blood and tissue were examined
biochemically.

Histopathological examination of VPA group testis sections revealed intense
edema in the interstitial area, non-matured germinal epithelial cells in the lumen,
occasional vacuolization in germinal cells and a decreased germinal epithelial
thickness. Findings such as edema in the interstitial area, non-matured germinal
epithelial cells in the lumen and impaired seminiferous tubule structure and
separation of the germinal epithelium from the basal membrane in rare areas were
observed in VPA+FA group testis tissue. Edema in the interstitial area decreased, but
maintained its density. Other findings decreased more markedly. In the
VVPA+propolis group, findings such as edema in the interstitial area, non-matured
germinal epithelial cells in the lumen and separation of the germinal epithelium from
the basal membrane were observed. However, these findings decreased compared
with the VPA group, the edema in the interstitial area decreasing particularly
markedly. Germinal epithelial thickness decreased statistically significantly at
morphometric measurement, but increased in the treatment groups, slightly more
markedly in the propolis group. The apoptotic index (Al) increased significantly in
the VPA group compared to the control group, and although they tended to decrease
in the treatment groups, this was not statistically significant.

Biochemically, the oxidative stress index (OSI) increased significantly in
VPA group tissue biochemistry compared to the control group. Catalase (CAT)
values in the VPA+FA group increased significantly compared to the control group.
Tissue malondialdehyde (MDA) decreased significantly compared to both the control



and VPA groups. Glutathione (GSH) decreased significantly compared to the control
group, while total oxidant status (TOS) and OSI increased. Serum total antioxidant
status increased significantly compared to the control and VPA groups. In the
VPA+propolis group, TOS and OSI increased significantly compared to the control
group.

Our findings suggest that VPA applied in the prenatal period adversely
affects rat pup testis development, while the addition of folic acid and propolis can
produce an improvement in histopathological and biochemical findings.

Key Words: Testis, Prenatal, Valproic acid, Folic acid, Propolis.
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1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi, popiilasyonun % 1’ inden fazlasini etkileyen yaygin bir hastaliktir
ve antiepileptik tedavi alanlarin {igte biri iireme ¢agindadir. Bununla birlikte gebe
kadinlarin yaklasik % 0,3-0,7° si de epilepsi hastasidir (1, 2). Epilepsili hastalarda
gebe kalma karar pek cok riski de beraberinde getirmektedir. Ciinkii gebelik
esnasinda kadinlarin iicte birinde ndbet aktivitesi artmaktadir ve gebelikte gecirilen
ndbetler fotusa zarar verebilmektedirler. Bu siirecte anne 6liim oraninin ve dogum
komplikasyonlarinin arttigin1 bildiren yayimlar bulunmaktadir. Tiim bu sebepler
gebelik esnasinda antiepileptik ilaglarin kullanimina devam edilmesini zorunlu kilar.
Anneyi ilgilendiren risklerin yaninda bebek agisindan da riskler bulunmaktadir.
Bunlar prematiir dogum, diisilk dogum agirligi, fétal ve neonatal 6liim oraninda artis,
konjenital malformasyon ve gelisim geriligidir. Ancak konjenital malformasyonlar
epilepsinin mevcudiyetinden ziyade antiepileptik ilaglarla anne karninda maruziyete
baglanmistir ve ila¢ dozunun, ilag serum diizeyinin yiiksekligiyle ve politerapiyle
iliskili oldugu bildirilmistir (3). Ozellikle ilk trimestirde, yani organogenez sirasinda
antiepileptik ila¢ kullanan annelerden dogan ¢ocuklardaki malformasyon orani, genel
poplilasyona gore belirgin derecede yiiksektir.

Degisik antiepileptik ilaglarla yapilan bir degerlendirmede, monoterapide en
yiiksek konjenital malformasyon riski VPA’da bulunmustur (1). Buna ragmen VPA,
teratojenitenin de dahil oldugu fotal toksisite riski tagitmasina ragmen epilepsinin tiim
cesitlerinde siklikla kullanilmaktadir (4) ve en fazla recete edilen antiepileptik
ilaglardan biridir (5). Parsiyel ve generalize epilepsiyi de igeren genis bir
antiepileptik spektruma sahip olmakla birlikte migrende ve psikiyatride bipolar
bozuklukta da kullanilabilmektedir (6). VPA’nin fetusta anne kanindan daha yiiksek
miktarda bulundugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur (7). Ayrica VPA’ nin iireme
endokrin fonksiyonu iizerine olas1 etkileri konusunda artan bir endise mevcuttur (8).
Yapilan galismalar VPA ile tedaviyi takiben serbest radikal seviyelerinin artmakta
oldugunu gostermektedir. Oksidatif stres DNA, protein, lipit gibi hayati molekiillerde
serbest radikal aracili hasara neden olabilir ve sonunda hiicre 6liimiine neden olabilir
(9). Ayrica VPA’nin folat metabolizmasinda degisiklikler yaptigina dair hipotezler
de bulunmaktadir (10).



FA o6zellikle hizli hiicre boliinmesinin oldugu gebeligin ilk trimestirinde
onemlidir. FA eksikligi olan gebelerin bebeklerinde, diisiik dogum agirligi, prematiir
dogum, noral tiip defekti gibi ciddi risklerin goriilme siklig1 artmaktadir. Epilepsisi
olan hamile kadinlara 0,4-0,5 mg/giin folik asit destegi onerilmekte, 6zellikle VPA
ve karbamazepin kullanan ve noral tlip defekti goriilme riski yiiksek olan gebelere 4-
5 mg/glin dozunda FA takviyesi 6nerilmektedir (1).

Propolis bal arilari tarafindan tiretilen, antiseptik, antimikotik, bakteriyostatik
ve antiviral 6zelliklere sahip mum benzeri bir reginedir. Agaglarin kozalak ve
kabuklarindan, bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden toplanan ¢esitli yaglar, polenler,
0zel recine ve mumsu maddelerin karigimindan olusan bir ari irlinidir (11).
Yapisinda yaklasik 150 kimyasal bilesik, 20’den fazla mineral madde, bal mumu,
recine ve polen bulunmaktadir (12). Yapilan ¢alismalarda propolisteki flavonoidler
ve bunlarla akraba bilesiklerin serbest radikal temizleme etkisi en fazla olan
bilesikler oldugu gosterilmistir (13). Propolisin mide, karaciger, kalp, damarlar, deri
gibi organlar lizerinde yapilan calismalarda antioksidan / antiapoptotik etkisi oldugu
gosterilmistir (14). Farkli organ sistemlerinde antioksidan olarak farkli dozlarda
tedavi edici olarak kullanilmistir (15).

Bu c¢alismada VPA’nin gebelerde kullanimi sonucu yavru siganlarda
olusabilecek testis hasarma karsin, FA ve propolisin koruyucu etkilerinin
histopatolojik ve biyokimyasal olarak arastirilmasi amaglandi. Literariirde bu
konunun irdelenmemis olmasi nedeni ile bu ¢alismanin 6zgiin bir ¢alisma oldugunu

ve literatiirdeki bu eksikligi dolduracagin diisiiniiyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Morfolojisi

2.1.1. insan Testis Embriyolojisi

Fertilizasyon esnasinda ovumu doélleyen sperm ¢esidi ile embriyonun erkek
veya disi yondeki gelisimi belirlenir ve bdylece embriyonun genetik ve kromozomal
cinsiyeti fertilizasyon esnasinda belirlenmis olur. 1k 7 hafta ierisinde genital sistem
her iki cinste de birbirine benzerdir ve bu satha seksiiel gelisimin farklanmamis
safthasi olarak adlandirilir. Bu evredeki gonadlar da farklilasmamis gonad adin1 alir.
Cinsiyetlere ait morfolojik 6zellikler 7. haftadan sonra ayirt edilmeye baglanir (16,
17).

Gonadlar (testisler ve overler) 3 yapidan koken alirlar. Bunlar posterior
abdominal duvarin mezotel Ortiisii (mezodermal epitel), altindaki mezensim
(embriyonik bag dokusu) ve primordial germ hiicreleridir (16).

Erkek gonadda somatik hiicre prekiirsorleri; Sertoli hiicreleri, Leydig
hiicreleri ve peritiibiiler myoid hiicreleri olusturur. Sertoli hiicreleri testis ylizey
mezodermal epitelinden gelisir (17). Kemirgenlerde Sertoli hiicreleri, fetal
donemdeki proliferatif aktivitelerini yeni doganda da siirdiiriir ve birkac giin iginde
bu aktivite giderek azalir. Bu dénem gonositlerin yeni doganda Go fazindan ¢ikip
proliferasyon gostermeye basladig siirece karsilik gelmektedir (18).

Insan embriyosunda gonadlarin gelisimi 5. haftada mezonefrozun medialinde,
mezotelde bir kalinlasma meydana gelmesiyle ve gonadal kabartilarin olugmasiyla
baslar. Gelisimin 6. haftasina kadar gonadal kabartilar icerisinde germ hiicreleri
yoktur. Parmak seklindeki epitelyal gonadal kordonlar (primer sex kordonlari)
altindaki mezensim icerisine dogru kisa silirede biiylirler. Farklanmamis gonad
taslaginda dista korteks, icte medulla olusur. Eger embriyo XX sex kromozom
kompleksine sahip ise, yani disi yoniinde gelisecekse farklanmamis gonad’in
korteksi overe farklilagir, medullasi geriler. Embriyo XY seks kromozom
kompleksini icermekteyse ve erkek yoniinde farklilanacaksa, medulla testise

farklanir, korteks bir takim kalintilar1 disinda geriler, dejenere olur (16, 17).



Primordial germ hiicreleri yuvarlak ve biiyiik bir ¢ekirdek, belirgin bir veya
birka¢ c¢ekirdekcik igerirler. Olduk¢a genis, sferik hiicrelerdir. Epiblasttan koken
alirlar. Sitoplazmalarinda alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi yiiksek olup, bol glikojen
ve lipid damlas1 igerirler. Sitoplazmalarindaki yalanci ayak benzeri uzantilarla
amoboid hareket yapma yetenekleri vardir. Primitif ¢izgi boyunca go¢ ederek, 4.
hafta basinda umblikal kese (yolk ya da vitellus kesesi) duvarinda, allantoisin
baslangi¢ yerine yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya cikarlar. Embriyonun
katlanmasi sirasinda vitellus kesesinin dorsal pargasi embriyo igerisine dahil olur. Bu
olurken, primordiyal germ hiicreleri, arka barsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal
kabartilara go¢ ederler. 6. hafta sirasinda primordiyal germ hiicreleri altindaki
mezengim igerisine girerler ve gonadal kordonlara dahil olurlar (16, 17, 19).

Cinsiyet farklanmasi, ¢ok sayida genin rol oynadigi karmasik bir siirectir.
Kisa kolu ftizerinde SRY genini tasiyan Y kromozomu seksiiel dimorfizmin
olugmasint saglar. Bu genin protein {irlinii bir transkripsiyon faktorii olan Testis
Belirleyici Faktordiir (TBF) ve bu sayede rudimenter durumdaki cinsiyet
organlarinin kaderi belirlenir. Bu faktor varsa fetiis erkek tipinde yoksa kiz tipinde
gelisir. Bu organizator faktoriin etkisi altinda, gonadal kordonlar, seminiferdz
kordonlara (seminiferdz tlibiil primordiyumlarina) farklanirlar. Seminifer6z
kordonlarin olusumu SOX 9 ve FGF 9 genlerinin ekspresyonu ile saglanir. Y
kromozomunun yoklugu over gelisimiyle sonuglanir (16-20).

TBF, gonadal kordonlar1 uyararak, onlarin farklanmamig gonadin medulla
derinlerine dogru uzamasina neden olur. Kordonlar burada dallanarak birbirleriyle
anastomoz yaparlar ve boylece agsi goriinimlii rete testis olusur. Gonadal
kordonlarin (seminifer kordonlar) kalin bir fibréz kapsiil olan, tunika albuginea
gelistikten sonra, yiizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Dens tunika
albugena’nin 12. haftadaki gelisimi, testikiiler gelisim icin oldukca karakteristiktir.
Genisleyen testis asamali olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi
mezenteri olan mezorsiyumu ile asili hale gelir. Seminifer6z kordonlar, seminifer
tiibiillere, tubuli rekti ve rete testis’e farklanir (16).

Seminifer tiibiiller, Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) olusturan
mezengim ile ayrilmiglardir. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik

hormonlar1 (testosteron ve androstenedion) salgilamaya baslarlar. Bu hormonlar



mezonefrik kanallarin ve disg genitallerin erkek yoniinde farklilagsmasini saglarlar.
Testosteron iiretimini, insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu stimiile eder,
hormonun miktar1 8-12 haftalilk donemde en yiiksek degerine ulagmistir.
Testosterona ilaveten fetal testisler, glikoprotein bir hormon olan antimiilleryen
hormon (AMH) veya miilleriyan inhibitér madde (MIS) ad1 verilen bir hormonu da
salgilamaktadir. Antimiilleriyan hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir.
Hormonun salinmasi puberteye kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir.
AMH, uterus ve tuba uterinalara farklanan, paramezonefrik (Miilleriyan) kanallarin
gelisimini baskilar. Seminifer tubiiller puberteye kadar solid halde kalirlar,
limensizlerdir. Puberteden itibaren liimen gelisir (16-21).

Testisin biiyiimesi ve gelismesi li¢ major faza ayrilir:

1. Statik faz: Dogumdan baglayip 4 yasina kadar olan donemdir. Dogumda
seminifer tiibiiller kiigiik indiferansiye kiiboidal hiicrelerle doselidir. Leydig hiicreleri
dogumda maternal hormonlarin etkisiyle gortilebilirler.

2. Biiylime fazi: Bu faz 4-10 yas arasini kapsar. Tiibiil boyutlarinda yavas ve
dereceli bir artis bu donemde fark edilmeye baslar. Tiibiiller kivrimlanir, liimen
olugmaya baslar, fakat Leydig hiicreleri goriilmez.

3. Matiirasyon fazi: Biiylime fazindan, yani 10 yasindan sonra olan, idrarda
gonadotropinlerin ve 17-ketosteroidlerin gériildiigii dénemdir. Interstisyumda
tanimlanan Leydig hiicreleri ve tiibiil hiicrelerinde mitotik figiirler goriiliir. Mitotik
aktivite 11 yasinda belirginlesir, primer ve sekonder spermatositler gortiliir (17, 22).

Primordial germ hiicrelerinin farklilasmasi erkeklerde pubertede baglar.
Puberteden once seks kordonlar1 i¢inde liimenlesme bagslar ve seminifer tiibiiller
olusur. Es zamanli olarak primordial germ hiicreleri, spermatogoniumlara
farklilanirlar. Daha sonra mitoz boliinme ile bir spermatogoniumdan once primer
spermatosit, daha sonra mayoz boliinme ile spermatid olusur. Spermatidler olgun
spermatozoonlara doniisiirken spermiyogenez denen bir dizi degisime ugrar (17, 19).

Seminifer tubiil duvarinda destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri ve
primordiyal germ hiicreleri olan spermatogoniumlar olmak iizere iki cesit hiicre
bulunur. Sertoli hiicreleri testisin yiizey epitelinden gelisirler. Spermatogoniumlar ise
primordiyal germ hiicrelerinden farklanirlar. Fetal testiste, Sertoli hiicreleri,

seminifer tubiillerde ¢ogunlugu olusturur. Daha sonraki fetal gelisme sirasinda,



testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis yiizeyindeki mezoteli olusturur.
Rete testis, efferent duktuslar1 (ductuli efferentes) olusturan, 15-20 adet mezonefrik
tubiiller ile devam eder. Bu duktuslar, duktus epididimis’i olusturan mezonefrik
kanal ile baglanirlar (16, 17 ).

Gebeligin ikinci ayindan sonra testisin karin arka duvarina baglandigi
mezenter dejenere olup ‘kaudal genital ligament’ adini alir. Testisin kaudalindeki
yogun mezensimal yap1 ‘gubernakulum’ olarak isimlendirilir. Testisler abdomende
gelisimini strdiiriirken, doguma yakin, inguinal kanala dogru inmeye baglarlar. Bu
sirada gubernakulumun ekstraabdominal kismi skrotum tabanina temas eder. Bu
asamada etkili olan hormonlar, fetal androjenler ve AMH’dir. Inguinal kanaldan
gecerek skrotuma inen testisler Funiculus spermaticus ile asili tutulurlar. Skrotuma
inen testislerin dis yiizii, peritonun olusturdugu iki sirali vajinal proges ile sarilir (17,

19-21, 23).

2.1.2. Sigan Testis Embriyolojisi

Sicanlarda dollenmeden sonraki ilk 5 giinde 1 hiicreli yap1 bdliinerek sirasiyla
morula, erken blastosit ve blastosit asamalarina gelir. Blastosist, zona pellusida ad1
verilen yar1 saydam bir yapi ile ¢evrilidir. Zona pellusida, blastosistin tuba uterina’ya
implantasyonunu engeller. Gestasyonun 4-5. giinlerinde zona pellusida dejenere olur
ve 6.giinde implantasyon baglar. Ratlarda implantasyon uterusun antimezometriyal
kismindaki bir olukta meydana gelir (24-26).

Erken fotal donemde gonadal taslaklarin morfolojik ayrintilarindan net bir
seksiiel ayrim yapilamaz. Gonadal taslak mezonefrik sirtin medialinde yer almaktadir
ve erken farklanmamis taslaklardan bir testisin farklilasmasi seks kordlarinin
olusumu ile baslar. Siganlarda, seminifer kordlar fertilizasyondan 13 giin sonra
olusur (27). Fotal sicanda gonadal gelisim 10. giinde iki gonadal hattin gelisimiyle
baslar. Primordial gonositler yolk kesesinde olusur ve gelisen gonadlara goc ederler.
Leydig hiicreleri, tiibiiller arasindaki mezenkim tabakasinda farklilagirlar.
Embriyonal donemde gonad taslaklarima goé¢ eden primordiyal germ hiicreleri,
testikiiler kordonlari olusturan Sertoli hiicre Onciillerinin ve peritiibiiler myoid

hiicrelerinin  etkisiyle gonositlere doniislir. Gonositler testikiiler kordonlarin



merkezinde bazal membrandan uzaga yerlesir; fetal donemde sican ve farede kisa bir
stire proliferasyon gosterir ve sonra hiicre siklusunun Go fazina girerler (28-30).
Embriyonik 16. glinde, gonadal taslagin kisalma ve kalinlagsmasi ile testis morfolojisi
belirgin bir sekilde gelisir ve artik gubernakulum erkek embriyolarda belirgin olarak
izlenir. 18-19 giinliik fetiis testisinde, seminifer tiibiiller gonositlerle dolmustur,
Sertoli hiicrelerinin Onciillerinin ¢ekirdekleri hem seminifer tiibiillerde hem de
tiibiillerin periferinde goriilebilir haldedir ve tiibiillerin arasindaki bosluklar1 ¢ok
sayida Leydig hiicresi doldurmaktadir. Bu sirada Leydig hiicreleri erkek iireme
sistemi gelisimini uyarmak ve beyindeki erkek davranis merkezini diizenlemek i¢in
androjen salgilamaktadir. Fetal 21. giinde dogum gerceklesmektedir. Doguma kadar
gonositler hiicre siklusunun Go fazinda beklemede kalirlar. Seminifer tiibiiller,
puberteye kadar solid halde kalirlar, puberteden itibaren liimen gelisir. Seminifer
tiibiil duvarinda testisin yiizey epitelinden gelisen Sertoli hiicreleri ve primordial
germ hiicrelerinden farklanan spermatogonyumlar bulunur.

Yenidogan testisinde seminifer tubiiller 6ncelikli olarak Sertoli hiicrelerinin
boliinmesiyle genislemektedir ve primordial gonositler tubiillerde goriilebilir
haldedir. Leydig hiicreleri birincil gorevlerini tamamladiklari i¢in pubertede yeniden
aktif olana kadar sayilar1 azalmaktadir. Seminifer tubiillerin goriinimleri postnatal
10. giine kadar ayni kalmaktadir. Bu giinden itibaren primordial germ hiicreleri
boliinlip spermatogonyumlara doniismeye baslar. Testikiiler gelisim bu asamadan
sonraki 40 giin ve devaminda bircok basarili gelisen germ hiicre dizisi yapimini
icermektedir. Bu hiicre siklusu igerisinde spermatogonyum, erken birincil
spermatositler, pakiten birincil spermatositler ve spermatidlerin  gelisimi
bulunmaktadir. Bu ¢ok tabakali gelisim seminifer tubiillerin ¢apini genigletmektedir.

Testikiiler inigin ilk asamasinda testis kranio-lateral ve dorsalden kaudo-
medial ve ventrale dogru hareket eder. Sicanlarda bu asama embriyonik 16. ve 21.
giinler arasinda gergeklesir. Testikiiler inisin ikinci asamasi ise embriyonik 22. ve
postnatal 2. giinler arasinda gergeklesir (31).

Primordiyal germ hiicreleri, embriyonal donemde kemirgenlerde ilk 1.
haftada allantoisin baglangi¢ yerine yakin epiblasttan gé¢ eden hiicrelerle olusur ve
embriyonik 17,5. giine kadar ¢ogalirlar ve postnatal 2-3. giine kadar sessiz kalirlar

(28,32). Spermatogonial farklilasma postnatal 12. giin sonlarinda meydana gelir. ilk



sperm {retimi ise yaklasik 45. giinde baslar ancak optimum iiretim 75. giinde
gerceklesir.

Sertoli hiicre Onciilleri gebeligin 17. giiniinden 19. giliniine kadar ¢cogalmaya
baslar ve boliinmeleri dogum sonrasi 15-20. giinde sona erer. Kemirgenlerde Sertoli
hiicreleri, fetal donemdeki proliferatif aktivitelerini yeni doganda da siirdiiriir ve
birkag giin icinde bu aktivite giderek azalir. Bu donem gonositlerin yeni doganda Go
fazindan c¢ikip proliferasyon gostermeye basladigl siirece karsilik gelmektedir.
Sicanlarda, Leydig hiicrelerinin f6tal Leydig hiicreleri ve yetiskin Leydig hiicreleri
olmak {iizere iki tipi tanimlanmistir. Fotal Leydig hiicreleri prenatal donemde gelisir
ve gestasyonel 15,5. glinde testosteron lretebilirler (23, 33, 34). Tepe steroidojenik
aktiviteye ise dogumdan hemen once gestasyonel 19. giinde ulagilir. Gebelikte fetal
Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron erkek {iirogenital sisteminin
farklilagsmasi i¢in gereklidir. Siganlarda Leydig hiicre peroliferasyonu ve
farklilagmasi ise prepubertal periyotda, postnatal 22-35. giinler arasinda meydana
gelir (35).

Sicanlarda potsnatal 0. giinden (PNG0O) PNG7’ye kadar gecen donem
neonatal donem, PNG8-PNG20’ye kadar ki donem infantil donem olarak tanimlanir.
PNG 21-32 juvenil donem, PNG33-PNG37 arasi prepubertal donem, PNG38-PNG46
arasi ise pubertal donem olarak adlandirilir (23, 24, 36).

2.1.3. Testis Anatomisi

Erkekteki temel iireme organi olan testisler, genc¢ saglikli erkeklerde, ovoid
sekilli olup, funikulus spermatikus ile asili olarak skrotum i¢inde bulunan sag ve
solda yerlesik bir ¢ift bezdir. Bu yerlesimleri testislerin viicut 1sisindan 2-3°C derece
diisiik bir 1s1da olmalarini saglar. Boylece normal spermatogenez i¢in gerekli olan
34-35°C saglanmis olur. Boyutlar1 kigisel farkliliklar gostermekle birlikte eriskinde
yaklasik 4.5x3x2.5 cm boyutlarindadir. Agirligi ortalama 10-15 gr dir (37- 39).

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler.
Fetal hayatta karin boslugunda bobreklere yakin olarak yerlesmislerdir. Dogumdan
once kanalis inguinalisten gegerek skrotuma inerlerlerken karin 6n duvar tabakalarini

da asagi iterler (38, 40- 42 ). Bu tabakalar distan i¢e dogru sirasiyla:



1. Deri,

2. Tunica dartos,
3. Fascia spermatica eksterna,

4. Fascia cremasterica,

5. Fascia spermatica interna ve

6. Tunica vaginalis’ dir (38).

Testisin fasia medialis (i¢ yan yiiz) ve fasia lateralis (dis yan yiiz) olmak
tizere iki ylizii, margo anterior (6n kenar) ve margo posterior (arka kenar) olmak
tizere iki kenari, ekstremitas superior (list ug) ve ekstremitas inferior (alt ug) olmak
lizere de iki ucu vardir (43). Ust uc olan ekstremitas siiperiora caput epididimis
yerlesmistir. Margo posterior’'un medial boliimiine corpus epididimis yerlesir. Margo
anterior, peritoneum viscerale’nin uzantisi olan epiorchium ile kaplidir. Margo
posterior’un orta kisminda medianum testis bulunur. Bu alanda testis damar ve
sinirleri ile sperm kanallar1 bulunur (44, 45).

Skrotum kivrimli bir deri ve igte ince diiz kas lifleri i¢ceren tunica dartos’tan
olusur. Daha igte fascia superficialis, ortada bir septum yapar ve testisler i¢in iki
bosluk olusturur. Sol testis genellikle 1 cm kadar daha asagida bulunur. Fascia
spermatica externa Gallaudet fasciasinin, kremaster tabakasi musculus (m) obliquus
abdominis internusun, fascia spermatica interna fascia transversalisin, tunica
vaginalis ise peritonun devamidir (40).

Testis parankimi ii¢ tabakadan olusan kapsiil ile sarilidir. Dista tunica
vaginalisin visseral tabakasi (epiorchium), icte tunica albuginea, en icte tunica
vasculosa yer alir. Tunica vaginalis, skrotum’un i¢ yliziinii doseyen lamina parietalis
(periorchium) ve testisi saran lamina visceralis (epiorchium) olarak iki tabakadan
olusur. Lamina visceralis (epiorchium), epididimis’in biiyiik kismi ile arka kenarinin
mediyal bolimii disinda, testis’i sarar ve bu iki yapiyr birbirine baglar. Lamina
parietalis (periorchium), periton’un fascia spermatica interna’yr doseyen kismidir
(44, 46-48). Tunica vaginalis’in iki tabakasi arasinda cavum serosum scroti adi
verilen bir aralik bulunur ve iginde eklem sivisina benzer, testislerin serbest
hareketini saglayan kaygan bir siv1 vardir (49). Tunica albuginea, kollajen6z zeminde
birbiriyle kopriilesen ¢ok sayida diiz kas lifi igerir. Elastikiyeti ve genisleme 6zelligi

yoktur. Tunika albuginea mediastinumda kalinlagir ve 1sinsal olarak uzanarak her bir



testis parankimini yaklasik 250-300 kadar lobiillere ayirir. Mediastinumda kan
damari, lenfatik ve sinirler bulunur. Her bir testis lobiilii 1-4 adet seminifer tiibiile
sahiptir. Bir seminifer tiibiiliin uzunlugu ortalama 75 cm dir. Seminifer tiibiiller
terminal kisimda tiibiili recti i¢ine bosalir; testikiiler hilumda rete testisin tiibiilleri ile
birlesir. Rete testisten sonra 15-20 adet duktuli eferentes anastomozlasip, tunica
albugineaya penetre olup, kaput epididim olarak devam eder. Epididim 4-5 m
uzunlugunda bir kanal olup, arkaya donerek duktus deferensi olusturur. Duktus
deferens spermatik kordun bir {liyesi olarak inguinal kanala dogru uzanir (43).

Tunica vasculosa, gevsek bagdokusundan olusan, tunica albuginea’nin ig
yiizlinli, lopguklar1 saran ve damar agmin bulundugu tabakadir. Testisin arka
tarafindan ¢ikan kii¢iik venler once birleserek pleksus panpiniformisi daha sonra da
birbirleriyle birleserek vena (v) testikiilarisi olustururlar. Bu olusum sag tarafta vena
cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya dogru agilir (43, 44, 49).

Testisi besleyen arter (a), testikiiler arterdir; ¢ogunlukla aortadan daha az
olarak inferior renal arterden koken alir. Bobreklerin alt tarafindan baglayarak m.
psoas major ‘un On yiiziinde seyrederek asagiya dogru iner, Anulus inguinalis
profundustan gegerek Funiculus spermaticus i¢indeki yerini alir ve skrotum igine
kadar uzanir. Arter seyri boyunca kivrimlar yapar. Mediastinum testiste bircok dallar
verir. Bu dallar septumlar ile tiim beze dagilir (41).

Testisin ana vendz drenajini, plexus pampiniformis saglar. Bu venoz ag ters
yonde ¢alisan 1s1 diizenleyici bir sistemdir. Testis 1sisinin viicut 1sisindan daha diisiik
olmasini ayarlar. Bu agdan v. testikiilaris olusur. V. testikularis sagda v. cava
inferiora, solda v. renalis sinistraya dokiliir. Testisin lenfatikleri funiculus
spermatikus’tan yiikselip, paraortik lenf bezine ulasir. Epididimin lenfatikleri ise
internal ve eksternal iliak lenf bezine drene olur. Testisi innerve eden sinirler torakal
9-12. spinal sinirlerden ¢ikar. Bu dallar plexus aortikus ve plexus renalisten ayrilarak

a.testikularis gevresinde plexus testikiilarisi olusturur (41, 42).

2.1.4. Testis Histolojisi

Erkek iireme sisteminin temel fonksiyonel orgami olan testislerin baslica

gorevleri spermatozoon ve hormon tiiretmektir. Tiibiil sistemi spermin {iretimini ve
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transportunu saglayarak ekzokrin fonksiyon goriirken, Leydig hiicreleri androjen
tiretir ve endokrin fonksiyon goriir (50-52).

Seminifer Tiibiiller

Her bir testis lobulii icerisinde 1-4 adet kadar bulunan seminifer tiibiiller,
fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bazal lamina ve germinal veya seminifer epitelden
olusur. Seminifer tiibiilii, fibroblastlardan olusan fibroz yapidaki tunica propria sarar.
Bu yap1 birkag fibroblast katmandan olusmustur. Bazal membrana yapisik halde olan
en i¢teki katman, diiz kas 6zellikleri de gosteren kontraksiyon yapabilen 3-5 sirali
yassilagmis myoid hiicreler icerir. Bazal membran seminifer epitel ile direk iligkilidir
ve Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen laminin, kollajen tip I, kollajen tip 1V
icerir. Her bir seminifer tliblil yaklagik 150-250 mikrometre ¢apli ve 30—75 cm
uzunluktadir (50, 53). Peritiibiiler myoid hiicrelerin dokudaki organizasyonlart tiirler
arasit varyasyon gosterir. Fare, hamster ve sican gibi laboratuar kemirgenlerinde;
testiste myoid hiicre sadece tek katman olarak goriiniir. Ote yandan insanlarda ve
bazi diger hayvanlarda seminifer tiibiiliin bazal tabakasinda pek ¢ok hiicresel tabaka
mevcuttur. Myoid hiicreler bol miktarda, tiire 6zgii bir sekilde hiicrelere dagitilan
aktin filamentleri icerir ve ayrica miyozin, desmin, vimentin gibi hiicre iskeleti
proteinleri icermektedir. Myoid hiicreler hareketsiz spermleri rete testise ilerleten
ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur (54, 55).

Seminifer Epitel

Seminifer epitel, Sertoli ya da destek hiicreleri ve germ hiicrelerini
(spermatogenik hiicreleri) igeren iki tip hiicreden meydana gelmektedir.

Germ hiicreleri, bazal lamina ve tiibil limeni arasinda 4-8 tabaka halinde
diizenlenmiglerdir. Cesitli evrelerde farklilasma siirecindeki germ hiicrelerini igerir.
Bunlar sirasiyla bazal laminadan liimene dogru; spermatogoniumlar, primer
spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar seklindedir.
Spermatogenez olarak tanimlanan bu siiregte, spermatositogenez ve spermiyogenez
asamalar1  gerceklesir. ~ Spermatositogenez  olarak  isimlendirilen  evrede
spermatogonyumlardan spermatositler gelisir; spermatositlerin mayoz bdliinme
gecirmesi ile spermatidler olusur. Spermiyogenez ise spermatidlerin farklilasarak

spermiyum veya spermatozoon olusturdugu sathadir (44, 50, 56).
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Spermatogonyumlar, seminifer tubiiliin bazal membranina yerlesmislerdir ve
spermatogenezi baglatan ilk hiicrelerdir. Yaklasik olarak 12 um ¢apinda, seminifer
tiibiiliin bazal membraninin hemen iistiinde yer alan ilkel iireme hiicreleridir. Bu
hiicreler  yenilenebilen ve  farklilasan  hiicrelerdir. ~ Spermatogonyumlar,
spermatogonial kok hiicrelerden koken alirlar ve pubertede baslayan mitotik hiicre
boliinmeleri ile c¢ogalarak yeni hiicreler olustururlar. Insan seminifer epitelinde
cekirdeklerinin goriiniimiine gore {i¢ tip spermatogonyum tanimlanir (44, 50, 57).

1) Koyu boyanan tip A spermatogonyumlar: Germinal epitelin kok hiicresi
olarak kabul edilen, kiigiik ve kubbe seklinde hiicreler olup, oval ve heterokromatik
cekirdege sahiptir. Bu hiicreler, hiicre dongiisiine girmezler ve mitoz bdliinme
gecirerek yeni koyu ve agik A tipi spermatogonyumlara farklanirlar.

2) Ac¢ik boyanan tip A spermatogonyumlar: Yuvarlak veya oval,
okromatik cekirdek ile acik sitoplazmaya sahiptir. Bu hiicreler A1, A2, A3 ve A4
olmak tizere dort jenerasyon halinde gozlenir. Birbirini takip eden bu serilerde, mitoz
boliinme sonucunda meydana gelen A4 tipi spermatogonyum boliinlir ve A ile B
arasinda bir gecit tipi olan ara spermatogonyumu olusturur. Bu ara
spermatogonyumlar ise B tipi spermatogonyumlara doniistir.

3) B tipi spermatogonyumlar: Tip B spermatogonyumlar mitoz boliinme ile
primer spermatositlere farklilagsan kok hiicrelerdir. Tip A spermatogonyumlardan
daha biiyiik, daha yuvarlak niikleuslu, kromatini niikleusun periferine birikmis olup,
tek santral niikleolus igerir. Olusan primer spermatositler daha sonra mayoz
boliinmenin profazina girerler. Bu asamada primer spermatositin 46 (44+XY)
kromozomu ve 4n DNA’s1 vardir (n, haploid kromozom sayisidir). Profaza giren
hiicreler leptoten, zigoten, pakiten ve diploten fazlarindan geger, sonugta
kromozomlar ayrilir. Profazdan sonra metafaza girerler, anafazda kromozomlar
kutuplara ayrilir. Bazalden liimene dogru gelisim goOsteren primer spermatositler
spermatogenezin en biiyiik hiicreleridir. Baz1 yazarlara gore bu hiicrelerin de B1, B2,
B3 ve B4 olmak iizere dort jenerasyonu vardir (50, 54).

Primer spermatositler; seminifer tiibiildeki en biiyiik hiicrelerdir ve germinal
epitelin orta kisminda yer alirlar. Sitoplazmalarinda kaba kiimeler veya ince kromatin
iplikler igeren biiylik bir cekirdekleri vardir ve sarmalanma siirecinin degisik

sathalarindaki kromozomlarinin bulunmasi ile taninirlar. Bu hiicreler birinci mayoz
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boliinmenin baglamasindan hemen 6nce Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin
hemen tizerinde, seminifer tlibiiliin adluminal bdliimiine gogerler. Dolayisiyla mayoz
boliinmeler kan-testis bariyerinin iginde gergeklesir. Primer spermatositler 46
kromozom (44+XY) ve 4n DNA igerir. Olusumlarindan hemen sonra birinci mayoz
boliinmenin profaz evresine girerler ve bu bdliinmenin profaz agamasi yaklasik
olarak 22 giin siirdiiglinden, kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu asamada
izlenir (56, 58).

Primer spermatositlerin gecirdigi birinci mayoz boliinmeden sonra, sekonder
spermatositler olusur. Sekonder spermatositler 23 (22+X veya 22+Y) kromozom ve
2n DNA igeren daha kiigiik hiicrelerdir. Interfazda kisa bir siire kalip, hemen ikinci
mayoz bolinmeye girdigi igin biyopsilerde goriilmesi zordur. Sekonder
spermatositler 23 kromozom iceren, birbirleriyle sinsityal baglanti gosteren
spermatidleri olustururlar. Primer, sekonder spermatosit ve spermatidler arasinda
sitoplazmik kopriiler spermatogenezi diizenler. Insanda spermatogenez 64 giin siirer
(50, 59).

Spermatidler 7-8 um c¢apinda, kiigiikk, yuvarlak sekilli ve haploit sayida
kromozom tagiyan hiicrelerdir. Niikleer kromatini yogun, oval ya da kiire
sekillidirler. Seminifer tiibiil liimenine yakin, adluminal b6lmeye yerlesik, gruplar
halinde ve Sertoli hiicreleri ile siki baglantili sekilde bulunurlar. Olgun
spermatidlerin kiigiik bas kisimlar1 Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasina gémiiliiyken,
kuyruk kisimlar1 seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Sitoplazmalarinda iyi gelismis
Golgi kompleksi, bol miktarda mitokondri ve bir ¢ift sentriyol igerir. Spermatidlerin
olgun spermatozoaya doniisiimii sirasinda gecirdikleri bir dizi farklilagsma siirecine
spermiyogenez denir. Bu siiregte akrozom olusur, niikleus sekillenir, sitoplazmanin
biiyiik kismi kaybolur, flagellum gelisir (44, 50, 56, 59, 60).

Spermiyogenez Dort Fazda Gerceklesir

Golgi Evresi: Niikleus yakiindaki Golgi kompleksi lamelleri ile vezikiilleri
bir kutuplagsma gosterir ve spermatidde anterior kutup olusur. Spermatid
farklilagsmasinda ilk belirtiler, Golgi bolgesinde proakrozom graniillerinin birikmeye
baslaylp, akrozom graniiliinii olusturmasidir. Golgi membranlarindan gelisen
akrozomal kese, i¢indeki glikoproteinden zengin igerigi nedeniyle PAS (Periyodik

Asit - Schiff) pozitif olarak belirir. Golgi kompleksi ile niikleus arasinda topografik
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bir yakinlik s6z konusudur. Akrozomal kesenin membranida dis niikleus membrani
ile birlesir. Spermatidde niikleusun bir kutbunda akrozom olusumu ilerlerken, karsit
kutupta da sentriol, niikleus membranina yaklasir ve bu boélgeden bir flagellum
bliylimesi baglar. Bu esnada, mitokondriler perifere go¢ edip plazma membranina
yakin siralanma gosterirler.

Bashk (Kep) Evresi: Golgi kompleksinin yer degistirmesi ile akrozomal
kesedeki sivi rezorbsiyona ugrar ve kese yassilasir; niikleus iizerine yapisip, baslik
gibi oturur. Bu donemde niikleusta bazi belirgin degisiklikler olmaktadir. Kromatin
yogunlagir, yassilagmaya ve uzamaya baglar; hiicre membranina yaklasir ve
spermiumun bas olusumu ilerler. Sitoplazma, hiicrede kuyruk olusumunun ilerledigi
bolgeye dogru birikir (58).

Akrozomal Evre: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun 6n
yarisini kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom,
hyaluronidaz, ndraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi
hidrolitik enzimler igerir. Akrozomal faz sirasinda spermin akrozomu igeren ©on
kutbu, seminifer tiibiiliin tabanina dogru yonelir. Buna ek olarak niikleus uzar ve
daha yogun bir hale gelir. Aym1 zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek
flagellumu olusturur. Mitokondriler flagellumun proksimal parcasi etrafinda
toplanarak orta parga adi verilen kalinlasmis bolgeyi olustururlar. Bu bolge
spermatozoonlarin hareketlerinin kaynagini aldig: yerdir.

Flagellum hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve dinein denilen ATPaz aktivitesine
sahip bir proteinin etkinlesmesi sonucunda olusur (50).

Olgunlasma  (Matiirasyon) Evresi:  Spermatozoon  farklilagsmasi
tamamlandiginda, Sertoli hiicresi sitoplazmasinda yerlesmis oldugu girintiden ayrilir.
Bu ayrilmada, Sertoli hiicreleri sitoplazmasi i¢indeki diiz endoplazmik retikulum
(SER) membranlar toplulugunda sismeler olmakta ve yiizey girintideki diizlesme ile
farklilasmis olgun spermatozoon, Sertoli hiicresi ile iligkisini kesip liimene
gecmektedir (58).

Olgun bir sperm hiicresi olan spermatozoon memelilerde bas, boyun ve
kuyruk kisimlarindan olusur. Bas kismi kromatini yogunlasmis niikleus igerir,
2/3’liikk 6n kismi akrozom denilen bir kilifla ortiilmiistiir. Boyun bolgesi, bas ile

kuyruk orta bolgesi arasinda yer alir. Kuyruk bolgesi orta, esas ve son parca olarak
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3’e ayrilir. Kuyrugun orta pargasinda bol miktarda bulunan mitokondri, esas ve son
parcada bulunmaz. Mikrotiibiillerde bulunan ATP aktivitesi ve dynein proteini
sayesinde kuyruk hareketi saglanmis olur (50, 59).

Seminifer epitel siklusu (dongiisii); epitelde belli bir hiicre evresinin ardisik
iki goriiniimii arasinda olusan maturasyon degisiklikleri dizisi olarak ifade edilebilir
(61). Insanda ve sicanlarda spermatogenez siireci belirgin sekilde benzerlikler icerse
de baz1 fakliliklar vardir. Erkek siganlarda testislerin skrotuma inmeleriyle beraber
sperm {iretimi baslar. Ilk sperm iiretimi yaklasik 45. giinde baslar, ancak optimum
tiretim 75 giinde gergeklesir (62). Sicanlarda her spermatogenik dongii arasinda 12.9
giin bulunurken insanlarda bu siire yaklasik 16 giindiir. Buna ek olarak si¢anlarda bir
spermatogenik siklusun tamamlanmasi i¢in 52-54 giin gerekirken insanlarda bu siire
65 giindiir. Sicanlarda spermatogonial farklilagsma 12. giin sonlarinda, insanlarda da
16. giin de baslar ve spermatositlerin gelisimi i¢in siganlarda 14 giin, insanlarda ise
25 giin gereklidir. Siganlarda haploid germ hiicrelerinden olgun sperme doniisiim
stireci olan spermiyogenezis 7-14 giin iken insanlarda ise bu siire¢ 8-14 giindiir (63,
64).

Sertoli hiicreleri (Sustentakiiler Hiicreler = Destek Hiicreleri) bazal
membrandan luminal yiizeye kadar seminifer epitelin tiim kalinli§i boyunca uzanan
piramidal, kolumnar veya elonge sekilli, sinirlari zor ayirt edilebilen hiicrelerdir.
Sitoplazmalar1 iyi sinirli, hafif eozinofilik, niikleuslar1 ince kromatinli, orta
biiyiikliikte olup yuvarlak niikleolus igerirler. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal
laminaya tutunurlar, apikal uclar1 ise siklikla seminifer tiibiiliin liimenine bakar.
Spermatogenetik serideki hiicreleri kismi olarak sararlar. Sertoli hiicreleri
spermatogonyumlar komsulugunda sik1 baglantilarla ~ baglanmislardir.
Spermatogonyumlar bazal kompartmanda yerlesirler; spermatogenez esnasinda
adluminal kompartmana ¢ikarlar. Daha ileriki asamalarda Sertoli hiicreleri arasindaki
baglantilarla olusan kan-testis bariyeri ile immiinolojik reaksiyondan korunurlar.
Spermatidlerin sahip olduklar1 flagellar kuyruklar1 uzadik¢a Sertoli hiicreleri
arasinda piiskiiller seklinde ¢ikinti olustururlar (50).

Ergenlige kadar seminifer epitelde baskin hiicre tipi olarak, ergenlikten sonra
ise germ hiicrelerinin ¢ogalmasi ile seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklagik

%10-15’ini olusturabilirler. Yaglilik donemine dogru, erkeklerde spermatogenik
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hiicre toplulugunun azalmaya baslamasiyla, Sertoli hiicreleri yeniden epitelin esas
yapisi haline gelirler (44, 50, 54, 65).

Sertoli Hiicrelerinin Bircok Onemli Fonksiyonu Vardir:

1) Beslenme, korunma ve destek fonksiyonu: Kan-testis bariyeri nedeniyle
kandan beslenemeyen spermatogenetik seri hiicrelerinin beslenme ve metabolit
aligverisinde Sertoli hiireleri gorev yaparlar. Her Sertoli hiicresi geligmekte olan 30-
50 germ hiicresini destekler. Ayrica Sertoli hiicreleri sperm hiicrelerini immiinolojik
saldiridan korurlar.

2) Fagositoz: Olgun spermatozoanin olusumu sirasinda spermatiddeki fazla
sitoplazma pargalar1 Sertoli hiicreleri tarafindan Once fagosite edilir, sonra
lizozomlar1 ile sindirilir.

3) Sekresyon: Sertoli hiicreleri androjen baglayici protein (ABP) salgilarlar.
Bu proteinin salinimi FSH ve testosteron kontrolii altinda gerceklesir ve seminifer
tiibiil icinde testosteronun artmasini saglar. Ayrica 6n hipofizden FSH salinimini
baskilayan bir peptid olan inhibinin salgilanmasinda rol oynar.

4) AMH iretimi: Embriyonal gelisme sirasinda erkek fetiisde Miiller
kanalinin gerilemesini saglarlar.

5) Sertoli hiicreleri birbirlerine siki baglanti kompleksleri vasitasiyla
irtibatlidir. Bazolateral okludens baglantilar1 ile kan-testis bariyerini olustururlar ve
boylece gelismekte olan spermatogenetik seri hiicrelerini otoimmiin reaksiyonlardan
Korurlar.

6) Seminifer tiiblil liimenine proteinler ve iyonlardan zengin bir sivi
salgilarlar.

7) Olgun spermatidlerin spermiasyon siirecinde aktin aracili kasilmalarla
seminifer tiibiil liimenine salinimini kolaylastirirlar (50, 55, 66, 67).

Testis dokusunun %25-30’unu olusturan ve testisin seminifer tiibiilleri
arasinda yer alan interstisyel alanda, bag dokusu stromal hiicreleri, sinirler, kan ve
lenfatik damarlar, interstisiyel ya da Leydig hiicreleri bulunur. Bag dokusunda
fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar
bulunur. Pubertede testosteron salgilayan Leydig hiicreleri belirginlesir. 14-20 um
bliyiikliiglindeki bu hiicrelerin sitoplazmasi yuvarlak, poligonal sekillidir. Santral

niikleusludurlar, bir ya da iki diizensiz sekilli niikleolus igerirler. Cok sayida
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agraniiler endoplazmik retikulum, tiibiiler mitokondri, lipid damlaciklar1 ve glikojen
partikiillerine sahiptirler (50, 56, 68).

Testisin endokrin kismin1 meydana getiren bu hiicrelerin en 6nemli gorevi
androjenlerin  6zellikle de testosteronun sentezi ve salgilanmasidir. Leydig
hiicrelerince iiretilen testosteron, embriyonal donemde gonadlarin normal bir sekilde
gelisiminden, pubertal donemde sperm iiretimi ve aksesuar cinsel bezlerinin
sekresyonunun baglamasi ile sekonder cinsiyet karakterlerinin gelismesinden ve
eriskinlerde spermatogenezin, sekonder cinsiyet karakterlerinin ve cinsel salgi
bezlerinin fonksiyonlarmin devam ettirilmesinden sorumludur (69).

Leydig hiicreleri testosteron yani sira Adrenokortikotropikhormon-Melanosit
Sitimiilan Hormon (ACTH-MSH), beta-endorfin, metionin-enkefalin, inhibin,
aktivin, oksitosin, renin-anjiotensin, kortikotrop yonlendirici faktor, ¢esitli bliyiime
faktorlerinin  salinim iirlinlerinden de sorumludur. Ayrica ‘rod’ seklinde
intrasitoplazmik Reinke kristalleri izlenebilir. Protein ve lipid igeren bu kristaller
bazi Leydig hiicrelerinde tanimlanmakla birlikte, fonksiyonel ©Onemi heniiz
aciklanamamustir (50, 56, 68).

Kan-Testis Bariyeri

Kan-testis bariyeri, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar vasitasiyla
kurulmustur. Ratlarda post partum 16-19. giinlerde olusur (70). Seminifer tiibiil ve
genital bosaltim yollarinda bulunan testis s1visinin, iyon, protein, karbonhidrat igerigi
bakimindan kan plazmasi ve testisin lenf sivisindan belirgin olarak farkli oldugu
gosterilmistir. Kanda bulunan birgok protein ve immiinoglobulinler testikiiler sivida
bulunmaz. Testikiiler sivi igerisine kandan madde gecisi ¢ok azdir. Boylece

spermatozoonlar eksojen zararli maddelerden korunmus olurlar (50, 59, 68).

2.2. Toksikoloji ve Teratoloji Hakkinda Temel Kavramlar

Toksikoloji, eski Yunanca’da toxicon (zehir) ve logos (bilgisi, bilimi)
terimlerinden olusur. Zehir bilimi anlamina gelmektedir ve canli organizma tizerinde
kimyasal maddelerin olusturdugu morfolojik ve fonksiyonel degisiklikleri inceler.
Insan saghigin1 bozan mineral, bitkisel, hayvansal ya da sentetik maddelere zehir ya

da toksik madde ad1 verilmektedir. Tedavide kullanilan kimyasal madde ya da ilaglar
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cok sayida etki meydana getirebilir. Bunlardan bir kismi1 tedaviye yoneliktir, diger
kismi ise tedavide yan etkiler ya da istenmeyen etkiler olarak bilinir (71). Bu
etkilerin bir kismi doniisiimlii olabilecegi gibi bir kismi da hiicre O6limi
(doniisiimsiiz) ile sonuglanabilir (72). Doniisiimlii yan etkiler genellikle ilacin
metabolize edilmesi ve eliminasyonuyla kisa siirede kaybolurlar ve bunlarin ¢ogu
yan etki kavrami i¢inde tanimlanirlar. Doniistimsiiz etkiler ise doku ya da organlarda
patolojik hasar olusturan ve dokunun kendini yenilemesi olanaksiz olan etki
sekilleridir ve genellikle toksik etki seklinde tanimlanirlar. ila¢ ya da kimyasal
maddelerin doniistimsiiz olarak toksik etkilerinin baglicalar1 mutajenik, karsinojenik
ve teratojenik olarak ortaya ¢ikmaktadir (71).

Bazi ilaglar ve kimyasal maddeler gebe kadinlar tarafindan alindiklarinda,
plasentadan fetal dolasima gegerler; bunlarin fetusta malformasyon olusturmalarina
teratogenezis (teratojenik etki) adi verilir (73). Cevresel etkenlerden kaynaklanan
dogumsal bozukluklar1 ve anormal prenatal gelismeyi inceleyen ve dogumsal
defektleri 6nlemenin aragtirmalarin1 yapan bilim dalina ise teratoloji denilir (74).
Yavrularda yapisal veya fonksiyonel bozukluklari arttiran, herhangi bir ilag,
kimyasal ajan, enfeksiyon veya radyasyon gibi cevresel etkenlere teratojen adi
verilmektedir.

Insanlarda  giiclii teratojenik etkiye sahip olarak bilinen ilaglar,
difenilhidantoin (PHT, fenitoin), trimetadion, folik asit antagonistleri, antikoagulan
ilaglar, talidomid, tetrasiklinler, streptomisin, lityum, androjenik hormonlar,
dietilstilbestrol, antineoplastik ilaglar, antithyroid ilaglar, isotretinoin (Vit. A ve
anologlar1) ve VPA olarak smiflandirilmistir. Buna gére VPA bir antikonviilsan ajan
olup hayvanlarda teratojenik olarak bilinmektedir (75).

1961 yilinda yasanan Talidomit faciasi, erigkinlerde minimal toksisiteye
neden olan bir ilacin gelisen insan embriyosunda toksik olabilecegine dikkat
cekmistir (76). Boylece teratolojinin ilk prensibi, tiir i¢i veya tiirler aras1 farkliliklar
ortaya ¢cikmistir. Bu olaydan sonra yeni ilaglarin resmi olarak piyasaya siiriilmeden
once hayvanlar {lizerinde test edilmesi zorunlu hale getirilmistir (74).

Insan konjenital anomalilerinin %20-25°1 genetik faktorlere, % 10 u gevresel
faktorlere baghdir. Cevresel faktorler, kimyasallar, ilaglar, hormonlar, vitaminler,

iyonize radyasyon, infeksiyon ajanlari, fiziksel ajanlar, beslenme yetersizligi ve
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metabolik hastaliklar1 da icine alan maternal kosullar seklinde siralanabilirler.
Malformasyonlarin  %60-75’inin nedeni bilinmemektedir. Bunlar multifaktoriyel
(gen ve cevre etkilesimleri), poligenik olabildikleri gibi, gelisimdeki spontan hatalar
ya da teratojenlerin sinerjistik etkilesimleri sonucu da ortaya ¢ikabilmektedir (77).

Insanlarda gebelik siiresi ortalama 267 giindiir. Fetal dénemden oOnceki
donemlere embriyonal donem adi verilir ve ortalama 60 gilindiir. Bu dénemin biiyiik
kismini organogenez donemi olusturur (73).

1. Blastosist olusumu (preimplantasyon): Déllenmeyi izleyen ilk 5-8 giinliik
prediferansiyasyon donemidir.

2. Implantasyon: Déllenmeden sonraki 8-13. giin arasii  kapsar.
Preimplantasyon ve implantasyon donemlerinde genellikle “hep ya da hi¢ kurali”
gecerlidir (78). Bu kurala gore embriyo ya saglikli bir sekilde gelisir ya da oliir ve
rezorbe edilir.

3. Erken post-implantasyon: Implantasyondan sonra néral plagin olusumuna
kadar olan donemdir. Gebeligin 14-17. giinlerini kapsar. Embriyo gelismesinin en
aktif, hiicrelerin boliinme ve farklilasmasinin en hizli oldugu ve teratojenik etkilere
en duyarli olunan donemdir.

4. Organogenez donemi: Noral plagin goriinmesinden damagin kapanmasina
kadar gecen siiredir. Gebeligin 18-21. giinleri arasinda baslar, 55—60. giinlere kadar
olan ortalama 36 giinliik siireyi kapsar. Organlarin prototip ve rudiment sekilleri
olusur. Bu dénemde bircok organ sisteminde farklilasma gerceklesir ve dogumsal
anomali olusma olasiliginin en yiiksek oldugu donemdir.

5. Fetal donem: Organogenezden doguma kadar olan donemdir; organlar
gelisme gosterir ve fonksiyonel bakimdan olgunlasirlar. Merkezi sinir sistemi (MSS),
gbz, genitoiiriner sistem (GUS), damak ve isitme sistemi iizerine gesitli fonksiyonel
bozukluklar meydana gelebilir. (73).

Teratojene kars1 en hassas olunan donem, organogenezin kritik periyoduna
denk gelmektedir; organogenezin erken doneminde (noriillasyon esnasinda) bir
maruziyet olursa, MSS hasar gorebilir, ge¢ doneminde ise ilirogenital ya da biliylime
bozukluklarina neden olabilir (74). Gelisimdeki en kritik donem, hiicre
boliinmesinin, hiicre farklilasmasinin ve morfogenezin en yogun oldugu donemdir

(1). Bu donem i¢inde embriyonun teratojen maruziyetinin hangi organlarin gelisim
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siirecine denk geldigi malformasyonlarm belirlenmesi acisindan énemlidir. Ornegin;
gebeligin 21-22. giinlerinde talidomid alindiginda dis kulak olusamaz, 24. ve 27.
giinler arasinda alinirsa fokomeli (ekstremitelerin yetersiz gelismesi) olusurken, 34.
ve 36. giinler arasinda alinirsa anorektal stenoz ve atrezi goriiliir. Talidomidin 36.
giinden sonra almmasmin teratojenik etki yapmadigi kabul edilir. Ilaca bagh
dogumsal anomalilerin ¢ogu icin bir bitis zamani1 olmakla birlikte gelisim geriligi
i¢in bir bitis zamani yoktur. Gebeligin son ayina kadar bu tip gelisim bozukluklarimin
olusmasi beklenebilir (79).

Teratojenik patogenez, cogunlukla apoptoz, biyosentez ve morfogenezde
degisikliklere neden olarak etkilemektedir. Bu etkileri; mitoza miidahele ederek,
RNA veya protein sentezini degistirerek, substratlarda, prekiirsorlerde veya enerji
kaynaklarinda yetersizlige sebep olarak, membran transport siirecini degistirerek,
hiicre yiizeyi veya matriksinde degisiklige sebep olarak veya osmolariteyi
degistirerek gergeklestirebilmektedir.

Ajanin yapisi, annenin ajana maruz kalma sekli, siiresi ve derecesi, plasental
gecis orani, sistemik emilimi, maternal ve embriyonik genotip komposizyonu, ajanin
tesirini etkileyebilir. Plasental gecis orani, tlirler arasi teratojenite farkliliklarinda
onemli bir belirleyicidir.

Teratojenik etki ancak, teratojenik ajan miktar1 belirli bir esik degerini agarsa
gozlenebilir. Her teratojenin bir esik degeri bulunmaktadir. Bunun altindaki
miktarlarda hicbir etki gozlenmezken; esik degeri asildiginda, teratojenik etkiler doz
ile dogru orantil1 olarak artig gosterirler. Bu etkiler gozle goriilemeyecek kadar kiigiik
veya embriyonun Oliimiine sebep olabilecek kadar biiyiik etkiler seklinde olabilir

(74).

2.3. Valproik Asit (Valproat)

Primer ve sekonder epilepsinin uygun antiepileptiklerle medikal tedavisi,
proflaksisi veya takibinde, migren proflaksisi ve bipolar bozukluklarin tedavisinde,
norosirurji, ndroloji ve psikiyatri pratiginde antiepileptikler sik¢a kullanilmaktadirlar.
Antiepileptik ilaglarin da hamile bir hastada kullanimi1 her zaman 6nemli bir sorun

olusturmaktadir. Bunun icin ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) 1979 yilinda, ilaglarin
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hamilelikte kullanimlar1 ve olasi fetal riskler agisindan asagidaki tabloda belirtildigi

gibi bir siniflandirma gelistirmistir.

2.3.1. FDA Tarafindan Yapilan Hamilelikte ilac Kullanimlar1 ve Olas

Riskleri Siniflandirmasi

A

Yeterli ve iyi kontrollii ¢aligsmalarla, ilacin gebeligin ilk trimesterindeki fetiis
icin bir risk olusturdugu gosterilememistir ve diger iki trimestere iligkin veri de
yoktur.

B

Hayvan {lreme c¢aligmalarinda ilacin fetiis icin bir risk olusturdugu
gosterilememistir ve gebe kadinlarda yeterli ve iyl kontrollii ¢alismalar
yaptlmamistir. Ya da hayvan ¢alismalarinda bir yan etki ortaya ¢ikmamigtir, ama
gebe kadinlarda yapilan yeterli ve iyi kontrollii ¢alismalarla herhangi bir trimesterde
fetiis i¢in bir risk oldugu gosterilememistir.

C

Hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda istenmeyen etkiler saptanmig, ancak
insanlarda kontrollii ¢aligma yapilmamis olan, ilaglar ya da hayvan ve insanlar
tizerinde hi¢ calisilmamus ilaglar. Bu kategorideki ilaglar gebelikte sadece gergekten
gerekli oldugunda yani potansiyel yararin potansiyel zararindan fazla oldugu
durumlarda verilmelidir.

D

Aragtirma veya pazarlama deneyimlerinden ya da insanlardaki ¢aligmalardan
elde edilen yan etki verilerine gore ilacin insan fetiisii i¢in risk olusturdugu yoniinde
kanitlar vardir, ama olas1 yararlar, olas1 risklere ragmen, ilacin gebe kadinlarda
kullanilmasini hakli kilabilir.

X

Hayvan ya da insanlardaki ¢aligmalar fetal anormallikler gostermistir ve/veya
arastirma ya da pazarlama deneyimlerinden elde edilen yan etki verilerine gore ilacin
insan fetiisii icin risk olusturdugu yoniinde kanitlar vardir ve s6z konusu riskler,

ilacin gebe kadinlarda kullanilmasinin olasi yararlarindan agikca daha fazladir.
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Hamilelikte kullanilacak ilaglar miimkiin oldugunca A ve B kategorisinden
secilmelidir. Bu tabloya gore VPA gebelikte kullanimi agisindan D kategorisinde
siniflandirilir. Yani risk igerir.

VPA ilk kez 1967 yilinda Fransa’da piyasaya siiriilmiisdiir. Sonrasinda pek
cok iilkede epilepsi tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Takip eden yillarda VPA
ile yapilan ¢ok cesitli klinik calismalar ve hayvan deneyleri neticesinde epilepsi
disinda bagka hastaliklarda da kullanilmaya baslanmisir. Bipolar bozukluklar,
migrende kullanilmakta anksiyolitik, antiagresif, antidistonik, antinosiseptif, sedatif,
hipnotik, immiin stimiilan, antihipertansif etkilerinden yararlaniimaktadir (80,81).
Siddetli refrakter agrilarda, trigeminal nevraljide, batici-saplanici agrilarda ve
noropatik agrilarda yararli olduguna dair sonuglar elde edilmistir. Bipolar ve
sizoafektif hastaliklardaki roliiniin ise antidopaminejik etkisine bagli oldugu

distintilmektedir.

2.3.2. Biyokimyasal Ozellikleri ve Biyoyararhhg

VPA 8 karbonlu dallanmis zincirli basit yapida bir yag asididir. Kimyasal
olarak yapis1 2-propil pentanoik asiddir. Amid ve ester tiirevleri de asil molekiil gibi
antiepileptik aktiviteye sahiptir. Primer amidine valpromid denir ve VPA’dan iki kat
daha potentdir. VPA’nin kullanilmakta olan ii¢ kimyasal formu vardir. 1. Serbest
asitler, 2. Sodyum tuzu, 3. VPA kompleksinin ve valproik asidin 1:1 oraninda
bilesiminden elde edilen divalproex sodyum (82).

VPA gastrointestinal sistemden hizla emilir. Na-valproat agizdan alindiginda
mide-barsak yolundan 30 dakika ile iki saat arasinda emilmektedir. Iki saat iginde
plazmada en yiiksek diizeye ulasir. %90-95’1 plazma proteinlerine baglanmaktadir.
Plazma konsantrasyonu diistiiglinde proteine bagli olmayan Na-valproat
konsantrasyonu artmaktadir. Na-valproat %95 oraninda karacigerde P-450 enzim
sistemi  ile  metabolize edilmektedir, ancak P-450 enzim  sistemini
indiiklememektedir. Glukuronillenmis metabolitleri idrarla atilmaktadir. Valproat
uygun dozlarda verildiginde plazma yarilanma omrii 7-10 saattir. Yiiksek dozda
alindiginda bu siire 30 saate kadar ¢ikabilir. Divalproeks sodyum ise barsaktan daha

yavas emilir ve ancak 3-8 saatte plazmada zirve seviyesine ulasir. Yarilanma omrii
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yenidoganlarda daha uzundur. Deney hayvanlarinda yarilanma 6mrii 11-14 dakikadir
(73, 82- 84).

VPA agiz yolundan baslangicta giinde 10-15 mg/kg dozunda uygulanir.
Giinliik doz giderek artirthir ve 30 mg/kg diizeyine ¢ikarilir. Bazi durumlarda 60
mg/kg gibi oldukga yiiksek bir doz diizeyine ¢ikmak gerekebilir, bu durumda dozun
giderek yiikseltilerek kullanilmasi onerilir. Baslangictan itibaren yliksek dozda

uygulanirsa belirgin sedasyon, somnolans ve hatta koma olusturabilir (73).

2.3.3. Etki Diizenegi

Beyinde Gama Aminobutirik Asit (GABA) nin etkinligini artirir. GABA
inhibitdr etkinligi olan bir ndrotransmitterdir. Bu etkinligini GABA turnoverini ve
GABA yikimmi azaltma, GABA salmimmi artirma gibi mekanizmalarla
gerceklestirir. Ayrica kronik kullaniminda limbik GABA B reseptorlerinin artigina
yol agma, glutamaterjik nérotransmisyonu yavaslatma, N-metil-D-aspartat (NMDA)
akimini ve aspartat salinimini azaltma gibi etkileri vardir (85). Valproatin sican
medial prefrontal korteks (MPFC) piramidal ndronlarinda NMDA tarafindan
indiiklenen eksitator yanitlar1 engelledigi, ndronal ateslemeyi %60 oraninda azalttigi,
eksitator aminoasitleri modiile ettigi gosterilmistir. Valproat voltaj duyarli sodyum
kanallar1 tlizerinde dogrudan baskilayict (inhibitdr) bir rol oynayarak noral
uyarilabilirligi /ateslemeyi azaltici etki gosterir (86).

Valproat histon deasetialazi (HDAC) baskilar (87) ve GSK-3 (Glikojen
Sentaz Kinaz- 3)’in fosforilasyonla indiiklenen inaktivasyonu gergeklesir. GSK-3
noroproteksiyon ve sirkadyen ritimleri etkiler. Valproat ve lityum bu yolla manik
belirtileri baskilar. Histon deasetilaz baskilanmasi bir yandan da bir dizi gen
ekspresyonunda degisiklige yol acar. Bu degisikliklerin, ilacin norotrofik,
noroprotektif ve hiicre i¢i sinyal sistemi iizerindeki etkilerinin temel unsuru oldugu
diistiniilmektedir (88). Ek olarak valproat ekstraselliiler “signal- regulated” kinaz
(ERK)’1 aktive eder. ERK’ nin baskilanmasi farelerde mani benzeri belirtileri tetikler
(89). Yapilarindaki mevcut aminoasit diziliminin gosterdigi bazik o6zellikler
nedeniyle asidik karekterdeki DNA’ ya siki sekilde baglanan Histonlar hiicrede DNA

depolanmasini saglayan proteinlerdir. Histonlarin asetilasyon ve deasetilasyon
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islemleri enzim kontroliinde (asetilaz, deasetilaz) gergeklesen, protein sentezinde
Onem arz eden asamalardir. Histon deasetilaz enzim inhibitdrleri histonlarin asirt
asetilasyonu sonucunda hiicre siklusunun durdurulmasmma ve apoptozun
indiiklenmesine neden olarak hiicre O6liimiine yol ag¢gmaktadir (90, 91). Son
zamanlarda, VPA'nin bir histon deasetilaz (HDAC) inhibisyon aktivitesine sahip
oldugu ve yaygin olarak kullanilan anti kanser ilaglarinin sitotoksisitesini, kanser
tedavisi i¢in klinik gelisme agisindan umut verici etkisi olan epigenetik
mekanizmalar yoluyla gii¢clendirdigi gosterilmistir (9).

Valproat beyinde miyo- inositol- 1 fosfat sentaz aktivitesini baskilayarak
miyo-inositol diizeylerinde azalmayr saglar. PK-C (Fosfokinaz C) reseptor
proteinlerinin, nodrotransmiterlerin ve ndropeptidlerin, sinyal molekiillerinin,
transkripsiyon faktorlerinin ve hiicre iskelet proteinlerinin fosforillenmesinde rol
oynar. Valproat PK-C’ nin protein igeriginde ve aktivitesinde 6nemli azalmaya yol
acar.

ERK yolagi memeli beyninde nérogenez, noral sag kalim, dendritik
arborizasyon ve sinaptik plastisiteyi arttirici 6zellik gosterir. Bu etkiler, ERK
tarafindan ekspresyonu indiiklenen trofik ve koruyucu faktorler {izerinden
gerceklesir. Valproatin klinik olarak anlamli serum konsantrasyonlarinda ERK
yolagini aktive ettigi, in vitro ERK fosforilasyonunun c-Fos gen ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmistir. In vivo valproat sigan frontal korteksinde bcl-2 diizeylerinin
artmasma yol acar, bu da ERK yolaginin aktivasyonunu saglar. Ayni1 zamanda
beyinden koken alan norotrofik faktdor (BDNF) diizeyleri de artar. ERK yolaginin
aktivasyonu trofik degisikliklerin yami sira reseptor ekspresyonunda da degisiklige
yol agar. Tim bunlar, valproatin noroprotektif etkisini saglayan unsurlar olup,
bipolar bozuklukta goriilen norodejeneratif siireci geri dondiirme katkilar1 vardir
(73).

2.3.4. Yan Etkileri
VPA’nin en sik goriilen yan etkileri gastrointestinal yakinmalardir. Bu

sikayetler daha ¢ok kendini sinirlayicidir. Bulanti ve kusmanin, VPA’in mideye

dogrudan olan etkisinden kaynaklandig diisiiniilmektedir (92).
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Sedasyon tek basina VPA alan kisilerde nadir olmasina ragmen, fenobarbital
eklendiginde belirgin hale gelebilmektedir. Bunun yani sira doz iliskili tremor,
uyusukluk, ataksi, nistagmus, dizartri goriilebilir. Tremorlar, statik veya selim
esansiyel tremor seklindedir ve doz azaltilmasi ile kaybolmaktadir. Trombosit
agregasyonunu inhibe etmesine bagli olarak kanama zamanini uzatabilir, fibrinojen
diizeyini digiiriir ve kemik iligi silipresyonu yapabilir. Seyrek olarak gegici sag
dokiilmesine neden olabilir (73).

VPA ile iliskili en 6nemli yan etki hepatotoksisitedir. VPA tedavisi alan
hastalarin =~ %15-30’unda  karaciger  fonksiyon testlerinde  gecici  artig
goriilebilmektedir. Hepatotoksisite iki farkli sekilde goriilebilmektedir. Daha sik
goriilen; gecici, doza bagli, karaciger enzimlerinde asemptomatik artis ile giden,
digeri ise; nadir goriilen, agir seyirli ilag dozuna bagli olmayan, semptomatik hepatit
ile giden tipidir. Birinci tip, genellikle tedavinin ilk {i¢ ayinda ve hastalarin 6nemli
bir kisminda gorilmektedir. Aspartat aminotransferaz (AST) ve Alanin
aminotransferaz (ALT) degerleri, dozun azaltilmasi ile ve hatta doz azaltilmadan
tedaviye devam edilmesine ragmen kendiliginden zaman iginde diismektedir. Ikinci
tip nadir de olsa olimciil seyredebilmektedir ve bu yan etki asir1 duyarlilik
seklindedir (73, 92). Bu risk ozellikle 2 yasin altindaki hastalarda daha yiiksektir
(93). VPA, karacigerde koenzim A’ya baglanarak yag asitlerin beta-oksidasyonunu
inhibe etmekte, buna bagli olarak ketoasidoza yol acabilmektedir. Ayrica karacigerde
tire sentezini inhibe ederek yatkinligi olan kisilerde amonyak diizeyinde artma
(hiperamonemi) ve buna bagl ensefalopatiye yol agabilmektedir (92). Pankreatit,
VPA’nin nadir goriilen ancak énemli yan etkilerindendir (73).

Son yillarda kullanim alaninin genislemesi nedeniyle VPA zehirlenmesi
olgularinda artis sdzkonusudur. VPA zehirlenmesinde goriilen bulgular; solunum
depresyonu, koma, konviilziyon, metabolik asidoz, hiperamonyemi,
methemoglobinemi, hipernatremi, hipotansiyon, I6kopeni ve trombositopenidir (94).

VPA’nin gebelikteki kullanimimin fetiis iizerindeki teratojenik ve toksik
etkileri kesin gibidir (95). ilk trimestirde valproat kullanimi sonrasi néral tiip defekti
goriilme oraninin %3,8-9 arasinda degistigi gosterilmistir (96, 97). Gebelik sirasinda
valproata maruz kalan fetiisde goriilen diger malformasyonlar; iskelet anomalileri,

lumbosakral meningomyelosel, septo-optik displazi ve konjenital kalp defektleridir
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(95). Epikantik kivrim, diiz nazal koprii, kiiclik burun ve disa doniik burun delikleri,
uzun ince ist dudak ile kalin alt dudagin goriildiigi fasiyal anomaliler, eklem
deformiteleri ile norogelisimsel kusurlarin eslik ettigi fetal valproat sendromu
tanimlanmistir (98).VPA’nin yiiksek dozlarda kullaniminin majér malformasyon
olusma riskini doza bagimli olarak arttirdigi iddia edilirken (97, 99); baska bir
calismada ise dozun etkili olmadig: bildirilmistir (100). Gebelikte valproata maruz
kalan ¢ocuklarin sézel IQ diizeylerinin diger antiepileptiklere maruz kalan ¢ocuklara
ve topluma gore daha diisilk oldugu bulunurken (3); kizlarda otistik spektrum
bozukluklarinin da goriilme sikliginda artis gozlenmistir (95). Stauntan ve
arkadaslari, yaptiklari bir ¢aligmada tek basina VPA alan 31 gebe kadindan 3’ {inde
spontan diisiik oldugu ve dogan bebeklerin 3 ’linde dismorfi, spina bifida, belirgin
immatiirite ve diger malformasyonlar bulundugunu bildirilmistir (101).

VPA’nin toksik etkilerinin folik asit (FA) eksikligi, oksidatif stres ve histon
deasetilaz inhibisyonu ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir (95). FA aliminin
noral tiip defekti olusma riskini azalttig1 bilinse de, ne kadar koruyucu etkisi oldugu

tam bilinmemektedir (102).

2.4. Folik Asit

Folat ve folatin sentetik bir formu olan FA suda ¢0ziinen vitamin B9
formlaridir. Folat viicuttaki tiim hiicrelerde degisik big¢imlerde gorevi olan bir
vitamindir. Besinlerde bulunan dogal folat, pisirme, dondurma ve saklama
kosullarindan olumsuz olarak etkilenebilirken, sentetik form daha dayaniklidir.
Sentetik olarak elde edilen FA’in piteridin halkasi rediikte olmadigindan kimyasal
oksidasyonlara kars1 ¢cok direnglidir (103).

Latincede ‘folium’ ‘yaprak’ anlamina gelmektedir. ilk olarak ispanak gibi
koyu yesil yaprakli sebzelerden izole edildigi icin bu ad verilmistir. Ik olarak 1931
yilinda Lucy Wills tarafindan kesfedilmistir, ancak bu B kompleks vitaminine kesin
bir isim verilememistir. Bu vitaminin eksikliginin norolojik komplikasyonlar
olmadan kanda pernisiydz anemi bulgularina neden oldugu anlasilmistir.
Aragtirmacilar bu tanimlanamayan B vitaminine Vitamin M, Vitamin Bc ve U Faktor

gibi isimler vermisler (104, 105). Daha sonra 1941 yilinda Herschel K. Mitchell,
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Esmod E. Snell ve Roger J. Williams ilk olarak 1spanak bitkisinden bu B vitaminini
elde ederek FA ismini vermislerdir. Sonrasinda yapilan ¢alismalarda FA’nin, vitamin

Bc ile esdeger oldugu anlasilmistir (105).
2.4.1. Folik Asit’in Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri
FA pteridin halkasina p-aminobenzoik asit (PABA) baglanmasi sonucu

olusan pteroik aside ilave bir veya daha fazla glutamik asit kalintisindan olusur.

Bundan dolay1 pteroilmonoglutamik asit olarak da bilinir.
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Sekil 1. FA’in Kimyasal Yapis1

Insanlar ve hayvanlar PABA sentezini yapamazlar ve dolayisiyla glutamati
pteroik aside baglayamadiklarindan diyetlerinde folata gereksinim duyarlar (106).

Pteridinin yapisinda primidin ve prazin halkalar1 bulunur. Pteroglutamik
asidin prazin halkasinin 7 ve 8 numarali pozisyonlarina hidrojen iyonlarinin
eklenmesi ile gergeklesen rediiksiyon ile dihidrofolik asit (DHF) veya 5-6-7-8
numarali pozisyonlara hidrojen iyonlariin eklenmesi ile gergeklesen rediiksiyon ile
tetrahidrofolik asit (THF) olusur.

Bircok besin maddesindeki folat, fazla miktarda glutamik asit zincir
kalintilarina bagli olarak bulunur. Bu yiiksek oranda negatif yiikli zincir kismu,
vitaminin ince barsaktan absorbsiyonunu bozmaktadir. Bununla birlikte barsak
liimeninde bulunan konjugazlar (- glutamil karboksipeptidaz) poliglutamatlart mono

ve diglutamatlara cevirir. Boylece folik asit proksimal jejunumdan absorbe edilebilir.
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FA, vitaminin aktif formu degildir. FA hiicre i¢inde (Esas olarak depolandigi
karacigerde ve barsak mukoza hiicrelerinde) dihidrofolat rediiktaz enziminin gorev
aldig1 2 indirgenme reaksiyonu sonucu aktif formu olan tetrahidrofolata doniisiir.

Dihidrofolat rediiktaz NADPH gerektiren bir enzimdir (107).

Dihydrofolate Dihydrofolate
reductase reductase
NADPH +H" NADP* NADPH +H* NADP* |
i’
HN
H 0~_~"
Folate Ihhy:lrnfolate Tetrahydrofolate

Sekil 2. Folatin Aktif Formu Olan Tetrahidrofolata indirgenmesi (106).

Tetrahidrofolat tlirevlerinin gorevi biyosentez reaksiyonlar1 sirasinda cesitli
tek karbon birimlerinin taginmasi ve transferidir. Bu tek karbon gruplart N5, N10
veya her iki azot atomu arasindaki koprii iizerinde taginabilir. Tek karbon birimleri:
metil, metilen, metenil, formil ve formimino gruplaridir (107).

FA’in baglica fonksiyonlar1 piirin bazlarimin sentezi, timidilat sentezi,
metionin sentezi, serin — glisin doniistimii, bakteri protein sentezinde formil metionin
olusumu, histidin metabolizmasidir. En Onemli fizyolojik gorevi hiicresel
reaksiyonlarinda koenzim olmasidir. Bu 6zellikleri nedeniyle DNA, RNA, aminoasit
ve lipit sentezinde onemli rol oynarlar. Ozellikle niikleoprotein sentezi, mitoz
boliinme ve antikonviilzanlarin metabolizmasini i¢ine alan ilag hidroksillenme
tepkimeleri gibi birgok metabolik siirecte fonksiyonu bulunmaktadir (103). Yapilan
calismalarda folik asidin serbest radikallere ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 etkili

oldugu bildirilmistir (108).

2.4.2. Dogal Kaynaklar: ve Elde Edilmesi

Diinya Saglik orgiiti (WHO) gebe olmayan kadinlarda ve yetigkinlerde
giinlik FA alimini1 170 mikrogram (pg) olarak onerirken, noral tiip defektindeki

etkisi goz oniline alinarak gebelikte bu miktrar1 370-470 pg, emzirme doneminde ise

270 pg olarak belirlemistir (109).
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Kisi basmna tliketilen besin miktar1 ile besinlerin FA igeriklerinden
yararlanilarak, iilkemizde besinlerden giinde 353 mcg FA alindigi hesaplanmistir.
Ancak, folik asit 1s1, 151k ve asit ortama duyarli olup pisirme ile besinlerin folik asit
degerleri diismektedir. Kayip orani pisirme yontemine gore degismekle beraber
sebzelerdeki folik asit miktarinda 6nemli kayiplar olmakta, en ¢ok kayip da %90-95
oraninda bol suda pisirilen ve suyu atilan sebzelerde meydana gelmektedir. Bu
durumda tilkemizde besinlerle giinde 350 mcg civarinda FA alindig1 hesaplanmakla
beraber, folik asit kaybini ortalama %30 olarak diisiindiigiimiizde miktar 250 mcg
civarina diismektedir. Yani kadinlar giinlik beslenmeleriyle gebelik Oncesi ve
gebelikte onerilen miktarda folik asiti alamamaktadir (110).

Normal erigkin bireyler ¢esitli viicut depolarinda 5 — 20 mg. folik asit
bulundururlar. Bunun yaris1 karacigerde depolanir. Giinliik minimum gereksinim de
g6z Oniine alindiginda giinlik alim veya intestinal absorbsiyon kesildiginde aylar

icinde folik asit eksikligi olusur (107).

Tablo 1. Folat ve Folik Asit iceren Baz1 Yiyecekler (111).

Yiyecek Mikrogram (pg)
Dana cigeri, pisirilmis, kizartilmis, 85,2 gr. 185
Boriilce, kuru, pisirilmis, haglanmis, % fincan 105
Ispanak, dondurulmus, pisirilmis, haslanmis, 2 fincan 100
Kuru Fasulye, haglanmais, 4 fincan 90
Kuskonmaz, haglanmis, 4 dal 85
Ispanak, ham, 1 fincan 60
Bezelye, dondurulmus, haglanmis, %2 fincan 50
Brokoli, dogranmis, dondurulmus, pisirilmis, %2 fincan 50
Brokoli, ham, 2 dal (her biri 12,5 cm uzunlugunda) 45
Avokado, ham, her ¢esit, dilimlenmis, %4 fincan dilim 45
Yerfistigi, her ¢esit, kavrulmus, 28,4 gr 40
Marul, dogranmis, % fincan 40
Bugday, ham, 2 yemek kasig1 40
Domates suyu, konserve, 170,4 gr 35
Portakal suyu, soguk, konsantreler dahil, % fincan 35
Turp otu, dondurulmus, pisirilmis, haglanmis, 2 fincan 30
Portakal, taze, 1 kii¢iik 30
Yumurta, tam, ham, taze, 1 iri 25
Kavun, ham, % orta 25
Muz, ham, 1 orta 25
Ekmek, tam tahil, 1 dilim, 28gr. 14
Ekmek, beyaz, 1 dilim, 25 gr. 6
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E. Snell ve arkadaslar1 ilk olarak 1941 yilinda, test organizmasi olarak
Streptococcus lactis’i kullanarak, dort ton 1spanaktan FA diye tarif ettikleri biiyiime
faktoriinii saflastirdilar (112). FA dogal besin kaynaklarindan saflastirma yoluyla
elde edilebildigi gibi bakteriler tarafindan biyosentez yoluyla da elde edilebilir.
Giiniimiizde sentetik olarak da laboratuvarlarda elde edilmektedir. Ulkemizde ticari
olarak satilan Folbiol tablet© 5 mg FA icermekte ve nutrisyonel megaloblastik
anemi, malabsorbsiyona bagli megaloblastik anemi, beslenme yetersizligi, sprue
hastaligi, gebelik, cocuk gelisimi ve nekahat donemleri gibi endikasyonlarla
kullanilmaktadir. Yine farkli dozlarda FA iceren ve c¢esitli endikasyonlarda

kullanilan tabletler ve drajeler bulunmaktadir (113).

2.4.3. Giivenligi ve Toksisitesi

FA suda ¢oziinen bir B kompleks vitaminidir. Ortalama kandaki miktar1 5,9
ng/ml (5-17pg/ml) dir. Oral folik asit (piteroglutamik asit ) alim1 insanlar i¢in toksik
degildir. Giinlik 5-10 mg FA alimi hamilelerde ¢ok iyi tolere edilmektedir (114).
Ancak tanist konmamig pernisiydz anemisi olan hastalarda anemi bulgularin
maskeleyip norolojik hasara neden olabilir (105). Bu nadir goriilen bir durumdur ve
serum Vit. B12 seviyesinin 6l¢iilmesiyle kolayca onlenebilmektedir. ilagla tedavi
edilen epilepsili hastalarda ¢ok dikkatli kullanilmahidir. Ciinkii dikkat edilmezse

epilepsinin kontroliinii gii¢lestirebilir (114).

Tablo 2. Yas Gruplarina Gére FA icin Onerilen Giinliik Ahm Miktarlar (115).

Grup Ortalama tahmini  Diyetle 6nerile Tolere edilebilen

ihtiya¢ (ng) miktar (ng) uist limit (ng)
Cocuk 1-3 yas 120 pg 150 pg 300 pg
Cocuk 4-8 yas 160 ng 200 ug 400 ng
Cocuk 9-13 yas 250 pg 300 pg 600 pg
Adolesan (14-18 yas) 330 pg 400 ng 800 pg
Eriskin (19 yas tlizeri) 320 pg 400 pg 1,000 pg
Hamile Kadin 520 ng 600 ng 1,000 pg
Emziren Kadin 450 pg 500 ug 1,000 pg
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2.4.4. Tiptaki Kullanim Alanlan

Homosistein, FA eksikliginde yiikselir ve koroner kalp hastaliginda bir risk
foktoriidir. FA destegi plazma homosistein seviyesini diizeltip, aterosklerotik
hastaliklara bagli mortalite ve morbiditeyi azaltabilir. Folattan zengin saglikli diyetin
yaninda 400 mg FA destegi hamilelikten O6nce ve hamileligin ilk haftalarinda
onerilmektedir. FA destegi beyin ve medulla spinalisin dogumsal defektlerinin biiyiik
kismini Onler. Bunun yaninda FA’in, noral tiip defektlerinin olusmasini nasil
engelledigi hala tam olarak anlasilmamakla birlikte hizla gelisen fetusta, FA’in
niikleik asit ve aminoasit metabolizmas1 iizerindeki etkisinin sorumlu olabilecegi
bildirilmistir (104).

Noral tiip ovulasyon sonrasi 18-28. giinler arasinda birbirinden bagimsiz bes
asamada kapanmaktadir. Bu asamalarin herhangi birindeki yetmezlik noéral tiip
defekti ile sonuglanmaktadir (116). Noral tiip defektlerinin biiyiik ¢ogunlugu
multifaktoryeldir. Folik asit ise noral tiip defektleriyle iligkilendirilen en 6nemli
cevresel faktordiir (117).

Gebelikte, FA yikiminin hizlanmasi ve fetusun gelismesine bagli hizli DNA
sentezi nedeniyle gilinliikk gereksinim artar. Bu nedenle gebelik siiresince hamilelere
FA takviyesi yapilir. Gebelik oncesi donemde yeterli miktarda FA almanin noral tiip
defekti gelismesini dnlemedeki yarar1 nedeniyle gebeler i¢in tavsiye edilen giinliik
miktarin dogurganlik ¢aginda olupta gebe kalma olasiligi olan biitiin kadinlar
tarafindan da alinmasi gerekmektedir (118, 119).

FA’in koruyucu etkisinin altinda yatan mekanizma tam olarak bilinmemekle
birlikte FA’in transport ve metabolizmasini regiile eden genlere bagl olabilir (120).
Yine bununla ilgili bir bagka hipoteze gore ekstra FA destegi, FA veya besinlerdeki
folatin emilimini bozan metabolik defektin listesinden gelinmesini saglayabilir (121).

Gebelikteki FA eksikligi, cesitli gelisme bozukluklarina yol acar. FA
eksikliginin antiepileptik ilaglarin teratojenik etkisinde de tetik g¢ekici rolii oldugu
ileri stiriilir. FA’in aktif deriveleri, niikleik asit ve protein sentezinde rol
aldiklarindan, gebelikte FA eksikligi hizla biliyliyen embriyonik dokular etkiler.
Etkilenen sistemler, anomalinin tipi ve insidansi, eksikligin zamani, siiresi ve

ciddiyetine gore degisir (122).
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Hamilelik sirasinda antikonvulsan ilaglar kandaki FA konsantrasyonunu
azaltir. ilaglarm inaktivasyon oraninda azalmaya neden olabilecek sekilde FA
seviyesindeki diisiis, antikonvulsanlarin kan konsantrasyonlarmin yiikselmesine
neden olur ve bu durum ilacin toksisitesini artirir. Bu yiizden teratojenik etkiler
FA’in birlikte kullanimi ile azaltilabilir. Diger taraftan serumdaki yiiksek FA
konsantrasyonu ilacin hizli inaktivasyonuna neden olur (123).

Folat eksikligi psikogeriatrik hastalarda yaygindir ve muhtemelen yiiksek
plazma homosistein seviyesinin temel nedenidir (124). Ozellikle depresyonlu
hastalarda FA eksikligi ¢ok siktir (125). Kiikiirt igeren bir amino asit olan
homosistein DNA hasari, PARP (Polipolimeraz - niikleus ig¢ersinde bulunan DNA
tamir ve stabilitesinde rol oynayan bir enzim) aktivasyonu ve P53 gen aktivasyonu
gibi mekanizmalarla apoptozisi tetikler ve ndral hasar olusturabilir. Son zamanlarda
hiperhomosisteineminin Alzheimer hastaliginin olusmasinda muhtemel bir risk
faktorii oldugu distintilmektedir (126).

FA kardiyovaskiiler hastaliklar tiizerinde de Onemli etkilere sahiptir.
Hiperhomosisteinemi koroner arter hastaliklari, kalp krizi, periferik vaskiiler
ateroskleroz, arteriyel ve venéz tromboembolizim i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir.
FA, vitamin B12 ve vitamin B6’ nin plazma homosistein seviyesini diigiirmede etkili
oldugu gosterilmistir (127). Vendz tromboz hamilelikte kadinlar i¢in ciddi bir
tehdittir. Yapilan genis katilimli bir calismada FA verilenlerde verilmeyenlere gore
daha az hiperkoagulobiliteye rastlanmistir (128).

FA  tedavisinin  muhtemel antioksidan  mekanizmasiyla  ailesel
hiperkolesterolemili hastalarda endotel fonksiyonlarini arttirdigi gosterilmistir (129).
Koroner arter hastaligi olan hastalarda, yiiksek doz (30mg) FA’in oral yolla
verilmesinin kan basincini akut olarak diisiirdiigii ve koroner dilatasyonu arttirdigi
gosterilmistir (130). Diyaliz 6ncesi bobrek hastaligi olan ¢cocuklarda 1 mg/giin FA
verilerek yapilan bir calismada, kan homosistein seviyesinin bariz bir sekilde
disiiriildiigi gosterilmistir (131). Metotreksat kullanan romatoid artritli hastalarda
yapilan bir calismada, metotreksatin homosistein iizerindeki negatif etkisinin FA
kullanimiyla giderilebildigi gosterilmistir (132).

Baz1 epidemiyolojik calismalarda, ozellikle orta derecede alkol kullanan

kadinlarda folat kullanimiyla artmig meme kanseri riskinin azaltildigi gosterilmistir.
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Yiiksek plazma FA seviyesine sahip kadinlarda, diisiik plazma FA seviyesine sahip
kadinlardan daha az meme kanseri riski oldugu gosterilmistir (133). Bir aragtirma
ekibi, yiiksek oranda alkol (giinde iki kadehten fazla) alimiyla birlikte, diisiik oranda
folat ve methiyonin alanlarda kolon kanseri riskinin ti¢ kat arttigin1 bildirmektedirler.
Yine ayni arastirmaci ekip yiiksek miktarda alkol kullanan fakat yiiksek oranda folat
ve methionin alan erkeklerde kolon kanseri riskinde, alkol almayanlara gore daha
fazla bir artisin olmadigini tespit etmislerdir (134). Hamilelikte FA desteginin
cocukluk cagi I6semi riskini azalttifi da gosterilmistir (135). Bir arastirma gurubu
cinko ile birlikte FA’in birlikte verilmesinin infertil erkeklerdeki sperm miktarini
%74 oraninda arttirdigini gostermislerdir (136).

Bir baska arastimaci grup tarafindan yapilan ¢alismada FA desteginin yash
insanlarda yutma fonksiyonunu arttirdigi ve pnomoni insidansini azalttig
gosterilmistir (137). Hafif ve orta dercede Chron hastaligi olanlarda homosistein
seviyesi oldukga yiiksektir. Bu yiizden Chron hastaligi olanlar FA desteginden fayda
gorebilirler (138). Arastirmacilar diisiik serum folat ve vitamin B12 diizeylerinde,
muhtemelen homosisteinin de bulundugu bazi mekanizmalarla isitme sistemini
besleyen damar ve sinirlerin yapisinda bozulmalar meydana geldigini bildirmislerdir
ve isitmesi bozulmus kadinlarin % 25’inde diisiik serum folat seviyesi oldugu
gosterilmistir (139). Folattan zengin diyetle birlikte ek FA destegi mitojenlere karsi
proliferatif cevabi, mezenterik lenf nodlarindaki T hiicrelerin dagilimini ve dalaktaki

sitokin tiretimindeki yasa bagl degisiklikleri olumlu yonde iyilestirir (140).

2.5. Propolis

Propolis, is¢i arilar (Apis mellifera) tarafindan, regine saglayan agac¢ ve
calilarin, kavak (Populus spp), kayin (Fagus sylvatica), hus (Betula alba), kestane
(Castanea sativa), atkestanesi (Aesculus hippocastanum), ak¢a agac (Alnus
glutinosa) gibi yaprak, tomurcuk, govde yerleri gibi biilyliyerek yenilenen

kisimlarindan topladiklari re¢inemsi yapiskan bir maddedir (141).
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Bal aris1, propolisi pek ¢ok amag i¢in kullanir;

e Kovandaki yarik ve catlaklarin kapatilmasinda,

e Kovan i¢ yiizeyini ince bir tabaka halinde kaplayarak kovanin
dezenfeksiyonunda,

e Kovan i¢i petek ve ¢ergevelerin yapistirilmasi ve onarilmasinda,

e Peteklerdeki yavru gézlerinin propolis ile kaplanarak dezenfeksiyonunda,

e Kovana yabanci canlilarin girisinin Onlenmesinde, kovana giren ve
kovandan  atilamayacak  biiyiiklilkte = olan  yabanci  canlilarin
oldiirtilmesinden sonra mumyalanarak kokusmasinin engellenmesinde,

e Kovan 6n deliginin kisa girmeden 6nce propolis ile kapatilarak soguktan
korunmasi gibi amaglarla kullanmaktadir.

Propolis bu etkilerini igerisinde bulundurdugu fenolik bilesikler ve

yapiskanhig1 sayesinde gerceklestirir. Ozellikle fenolik bilesikler sayesinde kovani

bakteri, mantar ve viriis gibi patojenlerin olusturacagi enfeksiyonlara karsi korur

(142).

2.5.1.Propolis’in Fiziksel Ozellikleri

Propolis recineli ve yapiskan bir madde olup, kaynagina ve depolama
stiresine bagl olarak parlak, mat ve lifli bir goriiniime sahiptir ve rengi saridan koyu
kahverengiye kadar degisebilmektedir. 15-20°C’de mum, 30-40°C’de yapiskan ve
sakiz kivamindadir. Genel olarak 60-70 °C’de erir, fakat baz1 propolisler 100 °C’de
erir, donduruldugu zaman ise sert ve kirilgan bir yap1 alir (143).

Ham propolisin bilesimi kaynagina gore degismekle birlikte, genellikle % 45-
50 regine ve balsam (flavonoidler, fenolik asitler, esterler), %20-35 mum, %10-15
esansiyel ve aromatik yaglar, %2-5 polen ve %5 diger organik ve inorganik

maddelerden olusmaktadir (144-146).

2.5.2. Propolis’in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Diinyanin degisik bolgelerinden toplanan propolis 6rneklerinde 300°den fazla

kimyasal bilesik tanimlanmistir (147). Bu bilesiklerin baglicalar1 fenolik bilesikler
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(flavonoidler ve fenolik asitler), benzoik asit ve tiirevleri, sinamik alkol, sinamik asit
ve tlirevleri, monoterpenler, diterpenler, triterpenler ve sesquiterpenler ile bunlarin
alkol ve benzaldehit tlirevleri, diger fenolik asit ve tiirevleri, alkoller, ketonlar,
heteroaromatik bilesikler, alifatik hidrokarbonlar, mineraller, steroid hidrokarbonlar
ve aminoasitlerdir. Propoliste lipidlerden en fazla yag asitleri bulunur. Bunlarin
yaninda steroller, hidrokarbonlar ve uzun zincirli alkoller gibi sabunlasmayan
maddeler de bulunur. Ayrica stearik, palmitik, nervolik, ekosapentanoik, arasidonik,
oleik, linoleik ve linolenik asit propolisten izole edilmistir. Propolisin igerisinde
sekerlerden sukroz, glukoz, ksiloz, galaktoz, maltoz, ramnoz, furuktoz, ksilitol, taloz
ve ribofuranoz tespit edilmistir (147,148). Minerallerden; Na, K, Mg, Ca, Ba, Sr, Zn,
Cd, Al, Si, Sn, Pb, Fe, Ni, Cr, Mn, Ti, Ag, Cu, Co ve Mo, vitaminlerden; B1, B2, B6,
C ve E ile enzimlerden; siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6- fosfataz, adenozin
trifosfataz ve asit fosfataz tespit edilmistir (141, 149-151).

CAPE (Kafeik asit fenil esteri) de, propolis ig¢eriginde bulunan ve izole edilen
cok genis etkileri bulunan bagka bir maddedir. Fenolik bir bilesik olan CAPE,
propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerinden biri olmakla beraber, antioksidan,
anti-inflamatuar, antiviral, immiin uyarici, reperfiizyon hasar 6nleyici ve antikanser
Ozellikleri bulunan bir bilesiktir. En 6nemli &zelliklerinden biri tiimor hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisidir (152-154).

Propolis lipofilik karakterde oldugu i¢in metanol, etanol, kloroform,
diklorometan, aseton, eter, dimetil siilfoksit (DMSO) ve gliserin (gliserol) gibi
organik ¢oziiclilerde yiiksek diizeyde, suda ise kismen ¢oziinmektedir (147, 148, 155,
156).
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Tablo 3. Propoliste Tanimlanmis Bilesenler ve Sayilar: (166 157).

Bilesikler Tanmimlanan Bilesik Saysi
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik asit ve tiirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit tiirevleri 2
Sinamil ve sinamik asit ve tiirevleri 14
Alkoller, ketonlar, fenoller 8
Heteroaromatik bilesikler 12
Terpen, sekuterpen ve tiirevleri 7
Alifatik hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve triterpen hidrokarbonlar 11
Steroller ve steroid hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24

Propolis toplamak i¢in kullanilan bitki kaynaginin bilesimi, propolisin
kimyasal yapisim1 belirlemektedir (149). Propolisin toplanma sezonu da, ayni
bolgeden toplanan propolisin kimyasal yapisini etkileyebilmektedir (158). Ornegin
Akdeniz Bolgesi'nden (Sicilya ve Adriyatik kiyilari) toplanan propolis tek tip 6zellik
gosterip, temel bileseni diterpenik asitler (159) iken Brezilya’da 12 farkli tipte
propolis tanimlanmistir (160). Karasal iklime sahip bolgelerden toplanan propolisin
(Asya, Avrupa, Kuzey Amerika vb.) baslica kaynaginin kavak bitkisi tomurcuklari
oldugu belirlenirken, bu propolisin ¢esitli flavonoidlerini igeren fenolik bilesikler,
aromatik asitler ve onlarin esterleri bakimindan zengin oldugu belirlenmistir (149).
Kavak agac1 karasal bolgelerde yaygin olarak gozlenirken, tropik ve subtropik
bolgelerde yetismemektedir. Bu sebeple bu bolgelerde bal arilar1 baska propolis
kaynaklarmi tercih etmektedirler. Boylece tropik bolgelerde iiretilen propolisin
kimyasal yapis1 kavak propolisinden tiimiiyle farkli olmaktadir (161). Tiirkiye’nin
farkl1 bolgelerinden toplanmis propolislerin ana bilesenlerinin naringenin, galangin,
krisin, pinobaksin, kuarsetin gibi flavonoidler ve kafeik asit gibi fenolik asitlerden

olustugu gosterilmistir (162).
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Tablo 4. Propolis Tipi, Cografi Bolgesi, Kaynaklari ve En Cok Bulunan Bilesikler (163).

Propolis Tipi Cografik Bolge Bitki Tiirii Ana Bilesikler
Avrupa, Kuzey
Amerika, Amerika Flavonlar,
. (tropik olmayan),  Populus spp., flavononlar,
Kavak propolisi Asya (tropik P. nigra L. sinamik asit ve

Brezilya yesil
propolisi
(Allekrim)
Hus propolisi

Kirmizi propolis

Akdeniz propolisi

Clusia tip propolis

Pasifik propolisi

olmayan) ve Yeni
Zelanda

Brezilya

Rusya

Kiiba, Brezilya ve
Meksika

Sicilya, Malta,
Yunanistan ve
Girit

Kiiba, Veneziiella

Pasifik Okyanusu
Bolgesi (Tayvan,
Endonezya)

Baccharis spp., B.

dracunculifolia

Betula verrucosa

Dalbergia spp.

Cupressaceae

Clusia spp.

Macaranga
tanarius

esterleri

Prenilatl p-
kumarik asit ve
diterpenik asit
Flavonlar ve
flavonollar
[zoflavonoidler
(izoflavonlar,
pterokarpanlar)

Labdane tip
diterpenler

Poliprenilatl
benzofenonlar
C- prenil-
flavonlar

Propolis, iceriginde bulunan aktif bilesiklerin cesitliligi ve miktarina bagh
olarak bir¢ok biyolojik aktivite kazanir. Fenolik bilesikler de propolis icinde ve
propolise biyolojik etkinlik kazandiran en 6nemli gruptur.

Fenolik bilesikler, bitkileri bakteri, mantar ve zararl bocek gibi patojenler ile
UV isinlara karsi koruyan sekonder metabolitlerdir (164, 165). Fenolik bilesikler
olusturdugu cesitli renkler ile polinatér bocekleri bitkilere c¢ekerek tozlagsmanin
saglanmasina yardimci olur. Bu etkilerin yaninda fenolik bilesiklerin bitkilerde
fotosentez, enerji transferi, bitki biiylime hormonunun aktive edilmesi ve
diizenlenmesi, yap1 ve cinsiyetin belirlenmesi gibi bircok fonksiyonlar1 da vardir
(165). Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, c¢igek, yaprak, dal ve
gbovdelerinde bulunur ve lezzetinin olugmasinda, 6zellikle agizda acilik ve burukluk
gibi tat unsurunun olugmasinda etkilidir (165,166). Bir kismi ise meyve ve sebzelerin
sarl, sari-esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olugmasmi saglamaktadir.
Fenolik bilesiklerin alt sinifi olan flavonoidler saglik alaninda bir¢ok biyolojik etkisi

nedeniyle fonksiyonel gida veya biyoflavonoid adin1 almigtir. Bugiine kadar bitkisel

37



orijinli 4.000 den fazla flavonoid tiiri tanimlanmistir (167). Ayni zamanda bu
bilesikler P faktorii (permeabilite faktorii), P vitamini ve sitrin olarak adlandirilir
(165). Fenolik bilesikler bitkiler i¢in karakteristiktir ve genellikle bitkilerde hidroksi,
metoksi, ester, metil ester veya glukozit formlarinda bulunurlar

Fenolik bilesikler bir benzen (aromatik halka) halkasina bir hidroksil (OH)
grubunun baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Bir veya daha fazla benzen halkasina
OH gruplarmin baglanmast durumunda polifenoller olusur (166,168). Benzen
halkasina baglanan OH ve diger fonksiyonel yapilar birgok fenolik bilesigin

olusmasina neden olur (166).

Tablo 5. Fenolik Bilesiklerin Simiflandirmasi (166).

Siiflandirma Kimyasal Yap1
Basit fenolikler C6
Fenolik asitler ve benzer bilesikler C6-C1
Asetofenonlar ve fenilasetik asitler C6-C2
Sinamik asitler, sinamil aldehitler, sinamil alkoller,

. . . C6-C3
kumarinler, izokumarinler ve kromonlar
Flavonoidler; kalkonlar, avronlar, dihidrokalkonlar,
flavanlar, flavonlar, flavononlar, flavonoller, C15
antosiyaninler, antosiyanidinler
Biflavoniller C30
Benzofenonlar, ksantonlar, stilbenler C6-C1-C6, C6-C2-C6
Kinonlar C6, C10,C14
Betasiyaninler C18
Dimerler ve oligomerler Lignanlar ve neolignanlar,
Oligomerler ve polimerler Taninler (tanenler)
Polimerler Lignin ve flobafenler

Propoliste bulunan flavonoidler temel olarak antioksidan aktiviteden
sorumludurlar. Bir flavon bilesigi olan pinosembrin, bakteriler, kiif ve mayalar
tizerine etki etmektedir. Bu flavonla birlikte galangin, 3-asetil pinobanksin, kafeik ve
ferulik asitler propolisin biyolojik aktivitelerinin ¢ogundan sorumludur. Propolisteki
diger bir flavon olan quercetin, antiviral aktivite gosterir ve damarlarin
kuvvetlendirilmesini saglamaktadir. Propolisteki diger flavonlar ve flavononlar, anti-

inflamatuar, lokal anestezik ve spazmolitik aktivitelere sahiptir (169).
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Tablo 6. Propolisteki Onemli Flavonoidler

Genel Ad1 Kimyasal Adi

Chrysin 5,7-di O H (Hidroksi) flavon
Tectochrysin 5-OH-7-MET (Metoksi) flavon
Galangin 3 3, 5, 7-tri OH flavon

Acecetin 5,7-di OH-4’-MET flavon
Isalpinin 3,5-diOH-7-MET flavon
Kaempherol 3,4, 5, 7-tetra OH flavon

Kaempheride
Rhamnocitrin

Isorhamnetin
Quercetin

Q-3, 3-dimethylether
Pinocembrin
Pinostrobin
Pinobanksin

3-Asetilpinobanksin

Sakuranetin
Isosakuranetin

3, 5, 7-triOH-4’- MET flavon
3,4°,5-triOH-7- MET flavon
3,5-diOH-4"7- MET flavon
5,7-diOH-3,4’-diMETflavon
3,4°,5,7- tetraOH-3- MET flavon
3,3,4°,5,7- penta OH flavon

4’, 5, 7-tri OH-3,3’-di MET flavon
-di OH flavanon

5-OH-7-MET flavanon

3, 5, 7-tri Ottflavanon

5, 7- di OH-3-asetil flavanon
5-OH-4’, 7-di MET flavanon

4’, 5-di OH -7- MET flavanon

5, 7-di OH-4’-MET flavanon

Flavonoidlerin ¢ok sayida bakteriye karsi etkili oldugu bildirilmektedir.
Flavonoidlerce zengin {irlinlerin, gram (+) bakterilere kars1 gosterdigi anti-bakteriyel
etkinin, gram (-) bakterilere gore daha aktif oldugu belirlenmistir. Flavonoidler, pek
cok DNA ve RNA viriislerine karsi etkili oldugu diisiiniilen, propolisin i¢inde
bulunan en 6nemli maddelerdir (152).

Propolisteki flavonoidler genel olarak mide iilseri tedavisinde, damarlarin
kuvvetlendirilmesinde, skorbiit hastaliinin tedavisinde (C vitaminiyle birlikte)
onemli rol oynar. Kalp kasi tizerinde koruyucu etki gosterir. Lipid peroksidasyonunu
zincir karicr etki gostererek onler. Dermatolojik rahatsizliklarda, gingivitis, stomatitis
tedavilerinde etkindir (14,170, 171).

Fenolik bilesiklerin diger onemli alt gruplar1 sinnamil alkol, sinnamik asit,
vanilin, benzil alkol, benzoik asit, kafeik ve ferulik asitlerdir. Kafeik asit fenetil ester
(CAPE), melanom ve karsinomlarin gelisimini engeller. Pterostilben antidiyabetik,
kafeik asit ise anti-inflamatuar 6zellige sahiptir (169, 172).

CAPE propolisten izole edilmistir. CAPE’nin tiimor hiicreleri i¢in sitotoksik

etkisi oldugu belirlenmistir (173). Propolisin ana bilesenlerinden birisi olan CAPE,
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reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini bloklamaktadir. Antioksidan, antimutajenik, anti
timor, anti virlis, anti bakteriyel, anti fungal ve bagisikligi uyarici
(immunostimulatory) 6zelliklere sahiptir. CAPE tedavisi bir¢ok yanik hastalarinda
yararl olabilir (174). Tiimoral hiicre gelisimini baskilarken normal hiicre gelisiminde
ise CAPE nin yiiksek oranlarda bile herhangi bir zararli ve baskilayic1 etki
gostermedigi belirtilmistir (175).

2.5.3. Propolis’in Biyolojik Ozellikleri

Propolis ¢ok eski zamanlardan beri halk arasinda kullanilmakla birlikte, son
yillarda antibakteriyel, antifungal, antitlimoral, immiinomodiilator ve diger faydal
biyolojik etkileri ¢ok sayida arastirmaci tarafindan ispatlanmistir (176). Cesitli
calismalarda propolisin su, metanol, etanol, eter ve yag ekstraktlari hazirlanmistir.
Bununla birlikte arastirmalarda en ¢ok kullanilan propolisin etanolik ekstraktinin
antibakteriyel (177, 178), en fazla Candida albicans’ta olmakla birlikte Candida
tirleri ve dermatofitlere karsi antifungal (178-181), herpes simpleks ve reoviriis
tizerine antiviral (182, 183), anti-inflamatuar (184,185), lokal anestezik (186),
antioksidan (178, 187,188), immiinstimiilan (189-191) ve sitostatik (168 159) etki
gosterdigi belirlenmistir. Farkli orijine sahip propolis Orneklerinin biyolojik
aktiviteleri ile 1ilgili ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir. Brezilya propolisinin
antibakteriyel, antifungal (180), antianjiogenik, sitotoksik (192), antiiilser (193),
hepatoprotektif (158), analjezik ve anti-inflamatuar aktivitesi (194) belirlenirken,
Bulgaristan propolisinin antifungal ve bakterisidal (195) aktivitesi belirlenmistir.
Giiniimiize kadar, Tiirk propolisinin antibakteriyel (93, 196) antifungal (124),
antioksidan (172), antikarsinojenik (197), yara iyilestirici (198) gibi baz1 biyolojik
aktiviteleri incelenmistir.

Propolisin giiclii antimikrobiyal aktivitesinden dolay1 dogal antibiyotik olarak
bilinir. Yapilan ¢ok sayida arastirmada yliksek antimikrobiyal bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Propolisin MRSA (Metisilin direngli Stafilokok aureus) da dahil
olmak iizere 21 tiir bakteri, 9 tiir mantar, Giardia’nin da dahil oldugu 3 protozoa tiirti
ve Herpes ve Influenza’nin da dahil oldugu genis yelpazeli viriisler iizerinde inhibitor

etkisi bulunmustur. Bunlarin diginda ayrica propolisin genis Ol¢iide tedavi edici
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ozellikleri vardir. Bu dzellikler arasinda, anti-kanser etki, yara kapama ve doku tamir
etkileri, sindirim sistemi etkileri, deri enfeksiyonlari etkisi, kalp-damar sistemi
etkileri ve dis sagligi etkisi sayilabilir (199).

Propolisin i¢eriginde bulunan yapilardan biri olan Sinamik asit ve tiirevlerinin
pihtilagsmay1 hizlandirdigi, gram (+) ve gram (-) bakterilere karsi antibiyotik etki
gosterdigi saptanmustir.  Yine igerigindeki bioflavonoidlerin, virlislerin enzim
salgilamalarini ve liremelerini engelleyici 6zelliklerinin oldugu yapilan ¢aligsmalar ile
tespit edilmistir. Hipertansiyon, damar sertligi ve koroner kalp hastaliklarinin
tedavisinde 30 giin siire ile {i¢ kez alinan 300 mg propolis dozlarinin olumlu etkiler

verdigi yapilan klinik ¢aligmalarla da kanitlanmistir (200).
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Tablo 7. Propolisin Bilesiminde Bulunan Bilesiklerin Biyolojik Aktiviteleri (145).

Bilesik Aktivite

Flavonoidler Kilcal damarlarin gegirgenligini azaltma,
anti-mikrobiyel ozellik, ates disiiriicii,
antioksidant, anti-hemoraji.

Krizin TUmor hiicresel toksisitesi, anti-
helicobacter pylori.

Apigenin Gastrik tilserin iyilestirilmesi

Acacetin Ates dustiriici

Quercetin Hystaminopexic aktivitesi, anti-viral, kilcal

Kaempferide

Kaemperol-7,4’-dimethyl ether

Ermanin
Galangin
Pinochembrin

Pinobanksin
Pinobanksin-3-acetate
Pectolinaringenin

Ucgucu bilesikler (etheric oils)

Methyl caffeate

Pinostrobin

Flavan-3-ols

Luteolin

3, 4-dimethyl ether of luteolin
Acrtepillin C

Eriodictyol

Pinosylvin (3,5- dihydroxystilbene);

Ferulic asit

Isoferulic asit
Benzoik asit

Cinnamic asit
p-coumaric asit benzyl ester
Caffeic asit

Prenyl caffeate
3- methyl-but-2-enyl caffeate
Caffeic asit phenetyl ester

damarlarin  gii¢lendirilmesi, anti-tiimoral
aktivite, spazmolitik

Spazmolitik, anti-mycobacterium  phlei,
mikroorganizmalarin asit direncine kars1
Anti-mikotik

Anti-mikotik
Bakteriyostatik ve antimikotik etki
Bacteriostatik aktivite, anti-kiif,

antiblastomycetes,  antimikrobiyal  ve
antimikotik kullanim, anti-candida, lokal
anestetik, anti-helicobacter pylori
Anti-mikrobiyel ve anti-mikotik

Anti- mikrobiyel ve antimikotik
Spazmolitik

Anti-mikrobiyel aktivite ve ates diisiliriicti
etki

Tiimor inhibisyonu

Local anestetik

Kilcal damarlarin giiglendirilmesi
Anti-viral, gastrit tilserin iyilestirilmesi
Spazmolitik ve hipokoleretik

Anti-tiimoral etki; anti -leukemik etki

Kalp yetmezligini iyilestirici etki, akut kalp
yetmezligini dnleyici etki

Anti-mikrobiyal etki, anti-mikotik etki
Anti-bakteriyel  etki, aglutinant etki,
collagenik etki

Anti-staphylococcus aureus

Bakteriostatik ve bakterisit etki, balzamik
ve antiseptik

Anti-Staphyloccocus aureus
Anti-mikrobiyal ve anti-mikotik

Anti-viral, anti-bakteriyel aktivite, ates
distiriici

Gizli kontak alerjen

Anti-viral aktivite

Anti-tumoral aktivite
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2.5.4. Propolis’in Antioksidan Ozellikleri

Propolisin son yillarda lizerinde durulan ve tartisilan 6zelliklerinden biri de
antioksidan etkisidir. Propolisteki temel bilesikler olan flavonoidler ve bunlarla ilgili
bilesiklerin serbest radikalleri temizleme etkisi bilinen antioksidan etkinligi
gostermektedir. Bazi flavonoidler doymamis yag asitlerinin peroksi radikalleri ile
reaksiyona girip temizleyici etki yaparak 6zellikle lipid peroksidasyonunun baslangi¢
asamasinda etkili olurlar. Flavonoidlerin antioksidan etkileri, peroksit iyonlari,
hidrojen peroksit, singlet oksijen ve diger lipid peroksit radikallerini ortamdan
uzaklastirabilme yeteneklerine baglanmistir. Bu yeteneklerinin 6n plana ¢ikmasinda
ozellikle yapilarinda bulunan OH- gruplarinin sayis1 6nemlidir (201).

Yapilan aragtirmalarda propolis ekstraktlarinin aktif bileseni olan CAPE ve
flavonoidlerin (galangin, quercetin vb.) reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidan
aktiviteleri aragtirilmis ve CAPE’nin galangine oranla daha fazla olmakla birlikte her
ikisinin de antioksidan 6zellikte oldugu ve ksantin oksidaz aktivitesini belirgin bir
sekilde inhibe ederek serbest radikal olusumunu 6nledigi gozlenmistir (141).

Propolisin en oOnemli antioksidan mekanizmasi; serbest radikallerin
olusturdugu DNA hasarlarin1  tamir edici 06zellikte olmasindan ve lipit
peroksidasyonuna neden olan polimerize zincir reaksiyonlarini kirict 6zelligi ile ROS
(Reactive oxygen species)’lar1 dokulardan uzaklastirici etki gostermesinden

kaynaklanmaktadir (202).

2.5.5. Propolis’in Toksik Ozelligi

Propolis asir1 miktarlarda alinmadig: siirece toksik etki gostermemektedir.
Baz1 flavonlar, Ames testinde mutajen olmalarina karsin, propolis mutajen sonug
vermemistir. Bazi kisilerin propolise karst asir1 duyarli olabilecekleri, dolayisiyla
alerjik etkilerinin de olabilecegi belirtilmektedir (169). Benzer sekilde normalden
daha yiiksek alimlarda propolisin insan ve hayvanlar i¢in tehlikeli olabilecegi
vurgulanmaktadir (176, 203). Ancak propolisin belirtilen bu toksik etkilerini

destekleyen literatiir veriye rastlanmamaistir.

43



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal Destek

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul onay1 alinarak baslandi (Tarih: 26/06/2015; Protokol No: 2015/28). Bu
Calisma KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklenmistir (Proje No: TTU-2015-5317).

3.2. Deney Hayvanlari, Gruplar ve Deneysel Calisma Plam

Arastirma i¢in agirliklar1 180-250 gr arasinda degisen ve iki diizenli siklus
gosteren Spraque Dawley tipi disi sicanlar ile 24 tane yavru erkek sican kullanildi.
Calisma grubunu olusturan siganlarin tamami KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'nden saglandi. Siganlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
ortamda, smirsiz beslenme sartlarinda muhafaza edildi. igme suyu olarak cesme
suyu, beslenmesi i¢in standart sigan yemi (Bayramoglu Yem ve Un Sanayi Tic. A.S.,
Erzurum, Turkey) verildi. Sicaklik 22+2°C, nem % 50+5 olacak sekilde ayarlandi.
Sicanlar calisma siiresince standart Tip III kafeslerde barindirildi (Resim 1).
Siganlarin bakimi, deneyin biitiin uygulamalari ve siganlarin sakrifiye edilmesi KTU
Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkez’inde yapilarak c¢evresel stres ve uyum

problemi yasanmamasi1 amaglandi.

Resim 1. Siganlarin Calisma Siiresince Barindirildig: Standart Tip III Kafesler
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Iki diizenli siklus gdsteren disi Spraque Dawley tipi disi sicanlar ile erkek
sicanlar ¢calismanin ilk giinii ayn1 kafese konularak ciftleseye birakildi. Ertesi giin
disi sicanlara vaginal smear uygulandi ve smear 6rneginde sperm tespit edilen disi
siganlar gebe olarak kabul edildi. Smear 6rneginde sperm goriildiigii giin gebeligin 0.
giinii olarak kabul edildi. Gebe oldugu tespit edilen 8 disi si¢an, her grupta 2 disi
sican olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Literatiirde siganlarda implantasyonun 5. giinde
gergeklestigi bildirildiginden siganlara uygulamalar 6. giinden itibaren doguma kadar
oral yolla uygulandi (204).

1. Grup: Kontrol Grubu 2 adet gebe sigana herhangi bir uygulama
yapilmayip, doguma kadar stressiz bir sekilde laboratuvar ortaminda takip edildiler.

2. Grup: 2 adet gebe sigana doguma kadar her giin ayni saatte (9-10 saatleri
aras1) gavaj yoluyla 300 mg/kg/giin VPA uygulandi.

3. Grup: 2 adet gebe sigana doguma kadar her giin ayni saatte (9-10 saatleri
aras1) gavaj yoluyla 300 mg/kg/giin valproik asit +400 pg/glin FA uygulandi.

4. Grup: 2 adet gebe sicana doguma kadar her giin ayni saatte (9-10 saatleri
arasi) gavaj yoluyla 300 mg/kg/giin VPA + 100 mg/kg propolis uygulandi.

Her gruba ait yeni dogan siganlara dogumdan sonra herhangi bir uygulama
yapilmadi ve caligma siiresince anneleri ile birlikte dogal beslenmeye birakildilar.
Her bir anne ve yavrulart ayri kafeslerde tutuldu. Deney siiresinin bitiminde
(postnatal 21. giin) her iki gruptan elde edilen yavru sicanlar kendi gruplari
icerisinde disi ve erkek olmak {izere cinsiyet ayrimina tabi tutuldu. Calismaya her bir
gruptan rasgele secilen 6 yavru erkek sican ile devam edildi ve yavru erkek sicanlar
asagidaki sekilde isimlendirildi.

Yenidogan 1. Grup (YD-1.G): Kontrol Grubu anne sicanlardan elde edilen,
yeni dogan erkek sicanlar (n=6).

Yenidogan 2. Grup (YD-2.G): VPA uygulanan anne sicanlardan elde edilen,
yeni dogan erkek sicanlar (n=6).

Yenidogan 3. Grup (YD-3.G): VPA + FA uygulanan anne sicanlardan elde
edilen, yeni dogan erkek sicanlar (n=6).

Yenidogan 4. Grup (YD-4.G): VPA + Propolis uygulanan anne siganlardan

elde edilen, yeni dogan erkek sicanlar (n=6).
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3.3. Kan ve Doku Numunelerinin Toplanmasi

Sicanlar deney siiresinin bitiminde (postnatal 21. giin) 50 mg/kg ketamin
verilerek derin anestezi altinda dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildiler.
Dekapitasyonu takiben biyokimyasal parametrelerin ¢alisilmast i¢in hemen vakumlu-
seperator jelli tiiplere her bir sigandan 2 cc kan 6rnegi alindi. Ardindan abdominal alt
bolgeden, orta hat kesisi yapilarak testisler ¢ikartildi. Daha sonra testis dokusu ikiye
ayrilarak yaris1 histolojik degerlendirmeler i¢in Bouin soliisyonunda tespit islemine
tabi tutuldu, diger yarisi ise yine biyokimyasal degerlendirmeler i¢in buzlu serum
fizyolojik ile yikanip eppendorf tlip igerisine alinip -80 °C’lik derin dondurucuya
kaldirildi. Alinan kan 6rnekleri 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Plazma kismi1

eppendorf tiipline konularak biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de muhafaza edildi.

Resim 2. Testislerin Cikartilmasi ve Testisin Makroskopik Goriiniimii
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3.4. Histolojik Islemler

3.4.1. Bouin Tespitinin Hazirlamis1

Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin soliisyonu asagidaki sekilde
hazirlandi;

- Doymus Pikrik Asit ¢ozeltisi 75 ml

- Formaldehit (%37) 75 ml

- Glasiyal Asetik Asit 5 ml

Bouin tespitini hazirlamak i¢in 6nce doymus pikrik asit ¢ozeltisi formaldehit
ile iyice karistirildi, sonra iizerine yavasga glasiyal asetik asit eklenerek tekrar

kanistirildr (205).

3.4.2. Itk Mikroskobik inceleme i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Dokularin takibi, kesit alma ve boyama islemleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Burada, Bouin
soliisyonuna alinan testis dokular1 ii¢ giin 151k almayan kuru ve oda sicakligindaki
ortamda saklandi. Daha sonra asagidaki gibi sirasi, siiresi ve dereceleri verilen
alkollerden ve ksilen basamaklarindan gegirilerek parafin bloklar haline getirildi.

Alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi ve ksilen serilerinde saydamlagmasi

saglandi (206).
Dokularin takibi:
1. % 70°lik alkol.....cooviiiiiiii 1 giin
2. % 90°lik alkol .....ccooviiiiiiii 1 giin
3. % 96’1k AlKOl ..o 1 giin
4. % 100°Tik alkol ....oooviiiiiiiiiiee e 1 giin
5. % 100’1k alkol .....coveiiiiiiiiiieeee e 1 saat (1 kez)
6. KSHEN .o 5 dakika (3 kez)

7. Dokular eritilmis parafin icerisinde 58 °C’de etiivde 3 kezl5 dakika
bekletildi ve sonrasinda tekrar etiiv i¢erisinde 2 saat bekletildi.

8. Dokular blokland:.
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3.4.3. Isik Mikroskobu I¢in Dokularin Hazirlanmasi

Her gruptan alinan testis dokular1, Bouin soliisyonunda tespit edildikten sonra
yukaridaki islemlerden gegirildi. Oncelikle tam otomatik mikrotom (LEICA RM
2255, USA) yardimiyla dokuya ulasana kadar 20 um’ lik kesitlerle parafin bloklar
trimlendi ve dokuya varinca dokudan 5 um’ lik ince kesitler alindi. Kesitler 45 °C’
de benmari i¢indeki sicak su ilizerinde kirisiklarin agilmasi icin bekletilerek lam
tizerine alindi. Lam iizerine alinan dokular Hematoksilen & Eozin (H&E) ile
boyanmasi i¢in zembile yerlestirilerek parafinin erimesi icin bir saat 60 °C etiivde
bekletildi ve dokular daha sonra sirasiyla asagidaki rutin histolojik boyama islem

serilerinden gegirildi.

3.4.4. Hematoksilen Eozin Boyama Yontemi

L. KSHEN s 5 dakika
2. KSIHEN ..o 5 dakika
3. %100’ K AlKOL ..c.vevreveiiieiciecieeee e 5 dakika
4. %96°11K alKOL......cvecveviciiireicece e, 5 dakika
5. %70°1K alKOL.....ovevreviiiiicecccee e, 5 dakika
6. DISHHE SU..eeivieiieiiiii e 2-3 dakika
7. Hematoksilen..........cccoveiiiieiecie e, 35 saniye
8. MUSIUK SUYU ..., 5 dakika
9. ASItAIKOL ..., 1 kez batirilip ¢ikarildi.
10. DiStile SUecueeieieciiiecesceeeeee s 1 dakika
11, AmOonyakll SU ....ccoooiiiiiiiiiciciee, 10 saniye
12, DISHHE SU..iiveeieieieeiiesieee e 1 dakika
13, EOZINuiiiiiiiiieece e 30 saniye
14, DIiStile SUeceeieieiiiicesceeee s 1 dakika
15. % 70°lik @lKOl ..o 5 dakika
16. % 96’11k alKOl .....cccoivieeeiiee e 5 dakika
17. %100°Hik alkol .......covveeiiiiieei e 5 dakika
18. KSHEN oo 5 dakika
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19.

(NG 1 1= 2 TR 5 dakika

20. Entellan ile kapatildi.

3.4.5. Periyodik Asit-Schiff Boyama Yontemi

Preparatlar 60°C’lik etiivde 1 saat bekletilerek deparafinize edildi. Daha sonra

asagidaki islemlerden gegcirildi.

1.

2
3.
4

© © N o O

10.
11.
12.
13.

Periyodik ASIt........cccvevviiieiiee e 3-5dk
Suda yikandi.

Prepartlar iyice kurutuldu.

Schiff reaktifi pipetle doku tizerini kaplayana kadar dokiilir. 5-20 dk
arasi bekletildi (dokular kirmizi olana kadar).

Suda yikandi

Hematoksilen boyasinda bekletildi ...........ccoevvennnes 2 dk
Suda yikandi

Asit alkole batirilip ¢ikarildi

Suda yikandi

Amonyakta tutuldu ... 5-10s
Suda yikandi

Alkol serilerinden gegirildi

Kurutulup iizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

3.4.6. Masson Trikrom Boyama Yontemi

Trikrom i¢in Bovin hazirlanisi: 750 cc picrik asit, 50 cc asetik asit ve 200 cc

formaldehit karistirilarak hazirlandi.

Masson Trikrom Boyasi Boyama Protokolii: Preparatlar 60°C’lik etiivde 1

saat bekletilerek deparafinize edildi.

1.

2
3.
4

BSTIBN e eeeennnee 5dk

BOVIN soliisyonunda 56°C’de etiivde 1 saat bekletildi.

Suda tutuldu (dokularin sar1 rengi beyaza donene kadar).
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5. Mayer Hematoksilende bekletildi .............c.ccoeenennen. 2 dk
6. Suda yikandi.

7. Trikrom Kombine boyada bekletildi.......................... 5dk
8. Suda yikand1

9. Alkol

10. Kurutulup iizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi (206).

Hazirlanan preparatlarda seminifer tiiblil ¢apt ve germinal epitel kalinlig
KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Stereoloji
Laboratuarinda bulunan Olympus DP 71 (Japan) kamerali 1sik mikroskobunda
(Olympus, BX51, Japan) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution,
Germany) programi kullanilarak hesaplandi. Seminifer tiibiildeki spermatogenetik
hiicreler ve interstisyel alan, yine ayni mikroskopta incelendi ve fotograflari

cekilerek dijital ortama aktarildi.

3.4.7. Immiinohistokimyasal Islemler

Testisteki apoptozu degerlendirmek i¢in terminal deoxynucleotidyl
transferase (Tdt) deoxyuridine triphosphate nick end labeling assay (TUNEL) teknigi
kullanilarak seminifer tiibiill germinal hiicrelerinde DNA fragmantasyonlar
tanimlandi1. Nekroz alanlar1 bulunmayan, homojen boyanmis kahverengi nukleuslu
TUNEL (+) hiicreler apoptotik hiicre olarak degerlendirildi. Her testiste 10 seminifer
tiibilde TUNEL (+) hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayis1 bakilip apoptotik indeks
(Al= TUNEL (+) hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1 x 100) hesaplandi (207).

TUNEL boyama i¢in lam iizerine alinan 5 um’ lik kesitler polilizinli lamlara
alinarak bir saat boyunca 60 °C' lik etiivde deparafinize edildikten sonra agagidaki
islemlerden gecirildi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus
BX-51) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis c¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi

(206).
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3.4.8. TUNEL Boyama

1)
2)

3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10

11
12

Oda 1s1sinda 3x5 dk ksilende inkiibe edildi.

%100 etanol 2x5 dk

%95 etanol 2x5 dk

%70 etanol 2x5 dk

Distile su ile yikandi.

Oda 1s1sinda 20 pg/ml Proteinase K 15 dk

PBS (phosphate buffer solution)’de yikandi.

%3 H202de 15 dk

Distile su ile yikandi.

. PBS’de 2x5 dk

. Oda 1s1sinda Large Volume UV (Ultraviyole 151n) block 10 dk
. 75 pg Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 ul TdT/dUTP

karigimi ile dokular kaplanir, 37 °C'lik etiivde 1,5 saat nemli ortamda tutuldu.

13
14

. PBS’de yikandu.
. 100 p converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde kaplanir ve 37

°C'lik etiivde inkube edildi.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

PBS’de 3x5 yikandi.

100 pl DAP ile 5 dk karanlikta oda 1s1sinda beklendi.
Distile suda 1x2 kez yikandi.

H&E ile 15 sn boyanir ve ¢esme suyu ile yikandi.
%70 etanol 2x5dk

%95 etanol 2x5 dk

%2100 etanol 2x5 dk

Ksilen 2x5 dk

Kurutulup kapatildi.
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3.5. Biyokimyasal Analiz

3.5.1. Propolisin izole Edilmesi

Fanus Gida (Merkez/Trabzon) tarafindan, Tiirkiye'nin cesitli yorelerinden
toplanarak temin edilen ve buzdolabinda -20 °C'de dondurulmus olan dogal propolis
iriini rendelendi. Rendelenen propolis, ogiitliciide toz haline getiridi ve -20 °C'de
tekrar donduruldu. 10 gr toz propolis balon jojeye alinarak, son hacim saf su ile 200
ml'ye tamamlandi. Karigim iyice vortekslendikten sonra 60 °C'de 150 rpm'de siirekli
calkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra karisim 4000
rpm'de 10 dk santrifiijlendi; slipernatantlar siizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan
0,22 mikrolitrelik filtrelerden gecirildi. Filtratlar daha sonra kullanilmak iizere
alikotlanip -20 °C'de, karanlikta sakland1 (208,209).

Gebe siganlarda VPA uygulanmasinin testisler tizerinde herhangi bir hasara
neden olup olmadigini anlamak igin testis ve kan dokusunda biyokimyasal

parametrelere bakildi.

3.5.2. Doku MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

MDA 6l¢limii, Mihara ve Uchiyama yontemi (210) modifiye edilerek yapildi.
Bu metodun esasi, MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
olusturdugu molekiiliin renginin 532 nm’deki absorbansimnin Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir.

Doku MDA Olciimiinde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

1) Doku homojenizasyon tamponu (0.01 M Fosfat Tampon Cozeltisi
(PBS), pH 7.4): 10 adet PBS tableti (Medicano, 09-2051-100, Uppsala, Sweden)
igerisinde yaklasik 900 mL saf su bulunan beherde ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH’s1, pH
metrede (Hanna Instrument, HI 9321, USA) 7.4’e ayarlandi. pH’s1 ayarlanan
¢ozeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlandi.

2) % 1’lik H3PO, cozeltisi: Bir miktar saf su {izerine 2.94 mL % 85’lik
H3sPO,4 (Sigma, 04107, St. Louis, MO, USA) alind1 ve son hacim saf su ile 250

mL’ye tamamlandi.
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3) TBA cozeltisi: 0.67 g TBA (Sigma T5500, St. Louis, MO, USA) tartildi,
50 mL saf su ve 50 mL asetik asit (Sigma, A6283, St. Louis, MO, USA) ilave
edilerek magnetik bar yardimiyla karistirilip ¢6ziildii.

4) Standart ¢ozeltiler: 82.5 puL 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Sigma, T1642,
St. Louis, MO, USA) 0.01 M 50 mL HCI (Sigma, 258148, St. Louis, MO, USA)
cozeltisine ilave edildi. Cozelti 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu sekilde
hazirladigimiz ana stok ¢ozeltisinden gesitli oranlarda diliisyonlar yapilarak 40, 20,
10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ve 0.3125 nmol/mL’lik standart ¢zeltiler ve kor hazirlandi.

Orneklerin Hazirlamsi: Alinan dokularm her birinden yaklasik 50°ser
mg’lik kesimler yapildi. Sonrasinda bu dokular 2 mL fosfat tamponu (PBS, pH=7.4)
icerisinde 9500 rpm (4x10s, 40°C)’de Ultra-Turrax homojenizatér (model T25, Jane
and Kunkel, Germany) ile homojenize edildi. Homojenatlar 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlar kullanilarak MDA 6l¢timii
gerceklestirildi.

Doku MDA Ol¢iimii

1. 500 pL homojenata 3 mL % 1’lik H3PO4 eklenerek karigtirildi.

2. Karisima 1 mL % 0.672°lik TBA eklendip karigtirildiktan sonra 60 dakika
kaynar su banyosunda inkiibe edildi.

3. Siire sonunda tiipler oda sicakliginda sogumaya birakildi ve sonrasinda oda
sicakliginda 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonucu siipernatant kisimlardan 200’er pL alinip 96 kuyucuklu
pleytlere yiiklenerek mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular
Devices, California, USA) 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu. Elde edilen
standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek MDA standart
grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanilarak doku MDA miktar1 nmol MDA/gram 1slak
doku olarak hesaplandi.
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Sekil 3. Doku MDA Ol¢iimiinde Kullamilan Standart Grafigi

3.5.3. SOD Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum ve doku orneklerindeki SOD seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda iki antikorlu sandvig ELISA kit (Elabscience, Cat No: E-EL-R1424,
Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Orneklerin absorbanslar1 mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California, USA) 450 nm dalga

boyunda okundu. Sonuglar ng/mL cinsinden verildi.

R?=0,9958

Absorbans (450 nm)

) 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4. SOD Tayininde Kullanilan Standart Grafigi
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3.5.4. 8-OHAG Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum ve doku 6rneklerindeki 8-OHdAG seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda iki antikorlu sandvi¢ ELISA kit (Elabscience, Cat No: E-EL-0028,
Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Orneklerin absorbanslar1 mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California, USA) 450 nm dalga

boyunda okundu. Sonuglar ng/mL cinsinden verildi.
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Sekil 5. 8-OHdG Tayininde Kullanilan Standart Grafigi

3.5.5. CAT Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum ve doku orneklerindeki CAT seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda iki antikorlu sandvi¢ ELISA kit (Elabscience, Cat No: E-EL-R2456,
Shangai, China) kullanilarak belirlendi. Orneklerin absorbanslar1 mikropleyt
okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California, USA) 450

nm dalga boyunda okundu. Sonuglar pg/mL cinsinden verildi.
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Sekil 6. Katalaz Tayininde Kullanilan Standart Grafigi

3.5.6. GSH Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum ve doku orneklerindeki GSH seviyeleri, {iretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda iki antikorlu sandvi¢ ELISA kit (Elabscience, Cat No: E-EL-0026,
Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Orneklerin absorbanslar1 mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California, USA) 450 nm dalga

boyunda okundu. Sonuglar pg/mL cinsinden verildi.
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Sekil 7. Glutatyon Tayininde Kullanilan Standart Grafigi
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3.5.7. TOS Belirlenmesi

Serum ve doku 6rneklerindeki TOS seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat No: RL0024, Gaziantep,
Turkey) kullanilarak belirlendi. Total oksidan durum tayini; farkli oksidan tiirlerinin
Fe*?nin Fe"¢ yiikseltgemesine, olusan Fe**iin kromojen ile renkli bir kompleks
olusturmasina ve olusan bu kompleksin spektrofotometrik olarak 530 nm’de
Olclimiine dayanmaktadir. Elde edilen veriler standart ile oranlanarak numunedeki

total oksidan kapasite pmol H,O; equivalent/L biriminden bulundu.

3.5.8. TAS Belirlenmesi

Serum ve doku orneklerindeki TAS seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat No: RL0017, Gaziantep,
Turkey) kullanilarak belirlendi. Total antioksidan durum tayini; serumda bulunan
antioksidanlarin koyu yesil-mavi renkli ABTS reaktifini renksiz hale indirgemesi
esasina dayanir. Absorbanstaki degisim 660 nm’de spektrofotometrik olarak izlenir
ve elde edilen veriler standart ile oranlanarak, numunedeki total antioksidan kapasite
mmol trolox equivalent/L biriminden bulunur.

3.5.9. OSI Hesaplanmasi

Serum ve doku orneklerindeki OSI seviyeleri;

OSI=[(TOS, umol H,0; equivalent/L)/(TAS, pmol Trolox equivalent/L) x 100]
formiilii kullanilarak hesaplandi (211).

3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences, version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Her bir
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gruba ait biyokimyasal ve diger sayisal veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak
verildi ve Kruskal Wallis varyans analizi (post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testi) ile karsilastirildi. Tiim karsilastirmalarda p< 0.008 degeri
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morfometrik Bulgular

Deney gruplarina ait seminifer tiibiill capi, germinal epitel kalinlig1 ve
liimenine germinal hiicre dokiilen tiibiil sayisina ait yapilan 6lgiim sonuglar1 Tablo 8
’de verilmistir. Elde edilen istatistiksel verilere gore germinal epitel kalinligi VPA
Grubunda Kontrol Grubuna goére anlaml olarak azaldi. VPA+FA ve VPA+Propolis
Grubunda ise VPA Grubuna gore anlamli olarak artti. Seminifer tubiil ¢apinda
gruplar arasinda istatistiksel anlamda bir fark mevcut degildi. Liimenine Germinal
Hiicre Dokiilen Tiibiil Sayis1 yiizdesi VPA, VPA+FA ve VPA+Propolis Gruplarinda
Kontrol Grubuna gore anlamli olarak yiikselirken, VPA+FA ve VPA+Propolis
Gruplarinda VPA Grubuna goére anlamli bir azalis tespit edildi. Her iki tedavi grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu.

Tablo 8. Deney Gruplarina Ait Morfometrik Ol¢iimlerin Ortalama ve Standart Sapma

Degerleri
Kontrol VPA VPA+FA  VPA+Propolis
mean+ SD meanx SD meanx SD meanx SD

Seminifer Tiibiil
Capt (uwm)
Germinal Epitel
Kalmlhig: (um)
Liimenine
Germinal Hiicre
Dokiilen Tibiil
Sayisi1 (%)

125,77+4,98  125,60+5,45  124,85+7,50 133,12+5,94

46,86+2,47 39,64+2,06*  45,56+2,36° 49,97+2,44°>

8,62+1,10 48,67+5,64c  31,16£3,67« 22,88+8,59¢

a: Kontrol Grubuna gére VPA Grubunda epitel kalinlig1 anlamli olarak azaldi (p<0,008).

> VPA Grubuna gore VPA+FA ve VPA+Propolis Grubunda epitel kalinligi anlamli olarak artti
(p<0,008).

¢: Kontrol Grubuna gére VPA, VPA+FA, VPA+Propolis Grubunda liimenine germinal hiicre dokiilen
tiibiil sayist orant anlamli olarak artt1 ( p<0,008).

4: VPA Grubuna gore VPA+FA ve VPA+Propolis Grubunda liimenine germinal hiicre dokiilen tiibiil
say1st orani anlamli olarak azald1 ( p<0,008).
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4.2. Morfolojik Bulgular

4.2.1. Hematoksilen Eosin Boyalh  Kesitlerin  Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Testis dokusunun histolojik incelemesinde; Kontrol Grubuna ait testis
kesitlerinde, seminifer tiibiiller, spermatogenik seriye ait hiicreler ve interstisyel
dokuda Leydig hiicreleri normal yapida izlendi ve herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmadi. VPA Grubuna ait testis kesitlerinde ise interstisyel alanda yogun 6demle
beraber liimenine germinal hiicrelerin dokiildiigi seminifer tubul sayisinda artis,
germinal epitelde yer yer vakuolizasyon ve germinal epitel kalinliginda azalma
izlendi. VPA+FA Grubuna ait testis dokusunda, interstisyel alanda 6dem, limende
germinal epitel hiicreleri igeren tubiiller, nadir alanlar da bozulmus seminifer tubiil
yapist ve germinal epitelin bazal membrandan ayrilmasi gibi bulgular gozlendi.
Liimenine germinal hiicrelerin dokiildiigli seminifer tubiil sayisi, germinal epitelde
vakuolizasyon ve germinal epitel kalinlig1 gibi histopatolojik bulgular daha farkedilir
sekilde azalirken interstisyel alandaki Odem bir miktar azalma gosterdi.
VPA+Propolis Grubunda da interstisyel alanda 6dem, limenine germinal hiicrelerin
dokiildiigii seminifer tubiiller ve germinal epitelin bazal membrandan ayrilmasi gibi
bulgular gozlendi. Ancak VPA Grubu ile kiyaslandiginda, interstisyel alandaki 6dem
miktarinda ¢ok daha belirgin olmak iizere yukarida belirtilen histopatolojik
bulgularda gerileme belirlendi.
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Resim 3. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusu. Seminifer Tiibiiller (l) ve Aralarindaki
Interstisyel Bag Doku Normal Olarak Izlenmektedir (H&E, X100).
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Resim 4. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusu. Seminifer Tiibiiller (l) ve Aralarindaki
Interstisyel Bag Doku (4®) Normal Olarak Izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 5. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusu. Seminifer tiibiiller (Iv) ve Aralarindaki
Interstisyel Bag Doku (4®#) Normal Olarak Izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 6. VPA Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dékiilmiis immatiir Germinal
Hiicreler (™) intersitisyel Alanda Odem (*) izlenmektedir (H&E, X100).

64



Resim 7. VPA Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dékiilmiis immatiir Germinal
Hiicreler (™) intersitisyel Alanda Odem (*) izlenmektedir (H&E, X200).

65



Resim 8. VPA Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dékiilmiis immatiir Germinal

Hiicreler (™) intersitisyel Alanda Odem (*) ve Vakuolizayon (4=
Izlenmektedir (H&E, X400 ).
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Resim 9. VPA Grubuna Ait Testis Dokusu. Vakuolizayon (-) izlenmektedir (H&E,
X400).
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Resim 10. VPA+FA Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dékiilmiis immatiir

Germinal Hiicreler (™) intersitisyel Alanda Odem (*) ve Seminifer
Tiibiil Yapisinda Diizensizlik (I) izlenmektedir (H&E, X100).
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Resim 11. VPA+FA Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dékiilmiis immatiir

Germinal Hiicreler (™) intersitisyel Alanda Odem (*) izlenmektedir
(H&E, X200).
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Resim 12. VPA+FA Grubuna Ait Testis Dokusu. intersitisyel Alanda Odem (*)
Izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 13. VPA+Propolis Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dékiilmiis immatiir

Germinal Hiicreler (™) intersitisyel Alanda Odem (*) izlenmektedir
(H&E, X100).
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Resim 14. VPA+Propolis Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dokiilmiis immatiir

Germinal Hiicreler (™) intersitisyel Alanda Odem (*) izlenmektedir
(H&E, X200).
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Resim 15. VPA+Propolis Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dékiilmiis immatiir
Germinal Hiicreler ("™=), Germinal Epitelin Bazal Membrandan Ayrilmasi

(@) izlenmektedir (H&E, X400).

4.2.2. Masson Trikrom Boyal Kesitlerin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Testis dokusunun Masson Trikrom ile yapilan histolojik incelemesinde;
Kontrol Grubuna ait testis kesitlerinde, normal yapida seminifer tiibiiller, interstisyel
dokuda Leydig hiicreleri ve spermatogenik seriye ait hiicreler izlendi. VPA Grubuna
ait testis kesitlerinde ise seminifer tubiil yapilarinda diizensizlik, tubiil epitelinde
vakuolizasyon, liimenine germinal hiicrelerin dokiildiigii seminifer tubiil sayisinda
artis gibi patolojik bulgular saptandi. VPA+FA Grubuna ait testis dokusunda,
interstisyel alanda 6dem ve vakuolizasyon gibi bulgular, VPA Grubuna gore
azalmakla birlikte yer yer goriilmekteydi. VPA+Propolis Grubunda da bazi alanlarda,
liimenine germinal hiicrelerin dokiildiigii seminifer tubiiller goriilmekle birlikte VPA

Grubuyla kiyasladigimizda bulgularda belirgin diizelme oldugunu tespit ettik.
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Resim 16. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusu. Seminifer Tiibiiller (l) ile Aralarindaki
Interstisyel Bag Dokusu (4=) Izlenmektedir (Masson Trikrom, X400)
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Resim 17. VPA Grubuna Ait Testis Dokusu. Vakuolizayon (-) Seminifer Tiibiil
Yapilarinda Diizensizlik Gozlenmektedir (Masson Trikrom, X400).
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Resim 18. VPA+FA Grubuna Ait Testis Dokusu. intersitisyel Alanda Odem (*) ve
Vakuolizasyon (48 jzlenmektedir (Masson Trikrom, X400).
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Resim 19. VPA+Propolis Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dékiilmiis immatiir
Germinal Hiicreler ( ﬁ) izlenmektedir (Masson Trikrom, X400).

4.2.3. Periyodik  Asit-Schiff Boyahh  Kesitlerin  Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Testis dokusunun PAS ile yapilan histolojik incelemesinde; Kontrol Grubuna
ait testis kesitlerinde, seminifer tiibiiller, interstisyel dokuda Leydig hiicreleri ve
spermatogenik seriye ait hiicreler normal yapida izlendi. VPA Grubuna ait testis
kesitlerinde ise bazal memran yapilarinda diizensizlik, tubiill epitelinde
vakuolizasyon, interstisyel alanda yogun 6dem ve liimende germinal epitel hiicreleri
iceren tubiil sayisinda artig gibi patolojik bulgular saptandi. VPA+FA Grubuna ait
testis dokusunda, bazal membranda diizensizlik ve vakuolizasyon gibi bulgular VPA
Grubuna gore azalmakla birlikte yer yer goriilmekteydi. VPA+Propolis Grubunda da
yer yer bazal membran yapisinda diizensizlikler saptanmakla birlikte diger

bulgularda belirgin diizelme mevcuttu.
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Resim 20. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusu. Seminifer Tiibiiller (l) ile Aralarindaki
Interstisyel Bag Dokusu (4=) Izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 21. VPA Grubuna Ait Testis Dokusu. Seminifer Epitelde Vakuolizayon (-)
Bazal Membranlarda Diizensizlik (@) izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 22. VPA Grubuna Ait Testis Dokusu. Intersitisyel Alanda Odem (*)
Izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 23. VPA Grubuna Ait Testis Dokusu. Liimene Dokiilmiis immatiir Germinal
Hiicreler ("™=) izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 24. VPA+FA Grubuna Ait Testis Dokusu. Normal Seminifer Tubiil Yapisi (l),

Bazal Membranlarda Diizensizlik (‘) ve Vakuolizasyon —(4m)
izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 25. VPA+Propolis Grubuna Ait Testis Dokusu. Normal Seminifer Tubiil Yapisi

(l') ve Bazal Memranlarda Diizensizlik (‘) izlenmektedir (PAS, X400).

4.3. Apoptotik indeks

Deney Gruplarina ait testis dokularinda TUNEL teknigi ile degerlendirilen Al
(apoptotik indeks) asagidaki tablo ve resimlerde verildi. Apoptotik indeks
degerlendirmesine gore; AI’'in VPA Grubunda Kontrol Grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml 6lgilide arttigi goriildii. VPA+FA ve VPA+Propolis Gruplarin da Al,
VPA Grubuna gore azalmisti; ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi.
Al, VPA+FA ve VPA+Propolis Gruplarinda kontrol Grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulundu.

Tablo 9. Deney Gruplarina Ait AI Degerlendirmesi

Kontrol VPA VPA+FA  VPA+Propolis
mean+ SD mean+ SD mean+ SD mean+ SD
Apoptotik Indeks (%) 12,59+2.47 75,78+22.67* 57,60+3,24 55,34+6,502

a: Kontrol Grubuna gore apoptotik indeks anlamli olarak artt1 (p<0,008).
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Resim 26. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusunda Goézlenen TUNEL (+) Hiicreler
(™= (TUNEL X400).
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Resim 27. VPA Grubuna Ait Testis Dokusunda Goézlenen TUNEL (+) Hiicreler (‘)
(TUNEL X400).
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Resim 28. VPA + FA Grubuna Ait Testis Dokusunda Gézlenen TUNEL (+) Hiicreler
(™) (TUNEL X400).
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Resim 29. VPA+Propolis Grubuna Ait Testis Dokusunda Gozlenen TUNEL (+)
Hiicreler ("™=) (TUNEL X400).

4.4. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

4.4.1. Doku Biyokimyasi

Calismamizdaki deney gruplarindan alinan doku &rneklerinden doku SOD,
doku OHDG, doku CAT, doku GSH, doku TOS, doku TAS, doku OSI ve doku
MDA sonuglarina iligkin bilgiler Tablo 10°da verilmistir.

Doku CAT degeri VPA+FA Grubunda Kontrol Grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oranda artti (p<0,008). Doku GSH degeri VPA+FA Grubunda
Kontrol Grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda azaldi (p<0,008). Doku
TOS degeri VPA+FA ve VPA+Propolis Gruplarinda Kontrol Grubuna gére anlamli
olarak artt1 (p<0,008). Doku OSI degeri VPA, VPA+FA ve VPA-+Propolis
Gruplarinda, Kontrol Grubuna gére anlamli oranda artti (p<0,008). Gruplar doku
MDA degerleri agisindan karsilastirildiklarinda VPA+FA Grubunda, Kontrol
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Grubuna ve VPA Grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda azalma tespit

edildi (p<0,008).

Tablo 10. Doku Biyokimyasi Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

VPA +

Kontrol VPA VPA + FA PROPOLIS
SOD_doku 0,260,038 0,15+0,08 0,25+0,035 0,23+0,10
OHDG_doku 1,46+0,89 1,65+0,78 2,12+0,49 2,55+0,62
CAT _doku 697,61+£34,97 760,73+61,67 810,78+35,97¢  782,40+96,40
GSH_doku 2,34+0,045 2,30+0,034 2,2870+0,0021° 2,29+0,02
TOS_doku 5,42+0,72 10,50+6,84 11,87+6,19: 10,75+4,352
TAS doku 0,90+0,029 0,91+0,021 0,91+0,039 0,87+0,07
OSI_doku 0,5948+0,062  1,1473+0,75 1,2940,65¢ 1,25+0,55¢
MDA doku 649,5+122,57 493,26+68,29 302,48+£35,41> 430,46+96,31

a: Kontrol Grubuna gére anlamli olarak artti
b : Kontrol Grubuna gére anlamli olarak azaldu.
¢: VPA Grubuna goére anlamli olarak azaldi.

4.4.2. Serum Biyokimyasi

Calismamizdaki deney gruplarindan alinan serum orneklerinden de serum

SOD, serum OHDG, serum CAT, serum GSH, serum TOS, serum TAS ve serum

OSI sonuglarina iligkin bilgiler Tablo 11’°de verilmistir.

Gruplar serum TAS degeri agisindan degerlendirildiginde, VPA+FA

Grubunun TAS degeri, Kontrol ve VPA Grubuna gore anlamli olarak yiiksek

bulundu (p<0,008). Diger biyokimyasal parametrelerde istatistiksel olarak herhangi

bir artis veya azalig saptanmadi.

Tablo 11. Serum Biyokimyasi Sonuclarimin Degerlendirilmesi

VPA +

Kontrol VPA VPA + FA PROPOLIS
SOD_serum 1,33+0,69 1,75+0,54 1,070+0,54 0,98+0,56
OHDG_serum 15,254+3,41 16,0067+0,74 13,423+0,54 12,99+2,73
CAT _serum 422 31+85,53 428,70+45,83 484,36£78,60 499,15+77,56
GSH_serum 5,01£2,02 4,54+0,88 3,80+1,12 3,59+0,95
TOS serum 11,40+£2,35 10,35+1,42 11,51+£2,65 12,54+2,81
TAS_serum 1,44+0,14 1,55+0,18 1,89+0,142 1,59+0,19
OSI_serum 0,78+0,09 0,66+0,084 0,61+0,14 0,78+0,13

@ : Kontrol ve VPA Grubuna gore anlamli olarak artt1.
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5. TARTISMA

VPA hem yetiskinlerde hem de c¢ocuklarda genis bir antiepileptik aktivite
yelpazesine sahip Onemli bir antiepileptik ilagtir (212). Oncelikle karacigerde
metabolize olur ve plasentay1 kolayca ge¢mektedir. Fetusta anneden daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. VPA’nin teratojenisitesini bildiren ilk ¢alismalar
1980'lerin basinda yayinlanmistir. O zamandan bu yana, VPA'nin fetiisiin konjenital
malformasyon riski ile iligkili oldugunu gosteren 6nemli kanitlar birikmistir (100,
213-215).

Ayrica VPA’nin lireme endokrin fonksiyonu iizerine olasi etkileri konusunda
artan bir endise mevcuttur. Bu etkiler testikiiler atrofi, spermatogenez de azalma,
prostat atrofisi, seminal vezikiil ve epididim atrofisini kapsamaktadir (8, 216).
Erkeklerde, kronik valproat tedavisinden sonra testikiiler atrofi, hem siganlarda hem
de kopeklerde daha 6nce gosterilmistir (217). Buna ek olarak, kronik valproat
tedavisinin, farelerde testis biiylimesi ve spermatogenez hizini azaltarak pubertal
olgunlagmayi yavaslattig1 da gosterilmistir (218). Etkilerini erkek iireme sisteminde
doza bagimlhi bir sekilde gosterdigi diisiiniilmektedir. Yakin tarihli yapilan bir
calismada 400 mg/kg giin dozunda VPA uygulanan sicanlarda testikiiler atrofi ve
spermatogenez arresti saptanirken, 200 mg/kg giin dozunda yapilan uygulamada
herhangi bir patoloji saptanmamistir (219). Sodyum valproatin, kaspaz-3 aktivitesini
arttirarak insan ve fare graniilosa hiicreleri iizerinde apoptoz tesvik edici etkisi
oldugu da gosterilmistir (8). VPA bu etkilerini gergeklestirirken hiicresel
mekanizmalari toksisiteye yol agabilecek farkli sekillerde bozabilir. Testisin yapisini
ve fonksiyonunu bozabilen kimyasal mekanizmalar olan serbest radikal olusumunu
ve lipid peroksidasyonunu indiikleyebilir (220). Yapilan ¢alismalar VPA ile tedaviyi
takiben serbest radikal seviyelerinin artmakta oldugunu gostermektedir. Olas1 bir
VPA biyotransformasyonu ve / veya dogal antioksidanlardaki degisiklikler VPA'ya
bagli komplikasyonlara katkida bulunabilir (221). Ana antioksidan aktivitesinin
tilkkenmesi, normalde her tiirlii biyolojik molekiiliin zarar gérmesine yol acan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) yiikselmesine izin verir. Lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin
oksidasyon {irlinleri oksidatif stresin giivenilir biyolojik belirtecleri olarak

gosterilmistir (222). Bu nedenle, VPA tedavisiyle iliskili testikiiler yaralanma,

89



serbest radikallerin asir1 tiretilmesi ve dolayisiyla oksidatif stresin en azindan kismen
aciklanmasina neden olabilir. Giiniimiizde, prooksidanin indiikledigi oksidatif
hasarin  ¢esitli diyet antioksidanlarinin  kullanimi ile etkili bir gsekilde
zayiflatilabilecegi kabul edilmektedir (223).

Oksidatif stres, vurgulanan dokunun antioksidan kapasitesini asan oksijen
radikallerin iiretiminden kaynaklanmaktadir. Erkek infertilitesi ile iligkili birgok
durum veya olay, oksidatif stresin indiikleyicisidir. Ornegin, X 1sinlamas1 veya
cevresel toksik maddelere maruz kalma, varikosel ve kriptorsidizm gibi fiziksel
kosullarin testikiiler oksidatif stresi arttirdigi ve germ hiicresi apoptozunda ve daha
sonra ortaya c¢ikan hipospermatogenezde artisa neden oldugu gdosterildi. Bu stres
kosullar, testikiiler mikrovaskiiler kan akiginin, endokrin sinyalizasyonun ve germ
hiicresi apoptozunun dinamiklerinde degisiklige neden olabilir. Testikiiler oksidatif
stres, erkek infertilitesinin temelini olusturan seylerin ¢ogunda ortak bir o6zellik
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumun, ilgili hipospermatogenez vakalarinda
antioksidan tedavilerin gelistirilmesinde yararlarinin olabilecegi diisiiniilmektedir
(224).

FA, kirmiz1 kan hiicrelerinin iiretimi ve DNA sentezi igin, erkeklerde ve
kadinlarda normal dogurganlik icin gereklidir. Bebeklik ve gebelik gibi hiicre
boliinmesi ve biliylime donemlerinde onemlidir. Erkeklerde ayrica spermatogenez
icin gereklidir. Yapilan ¢alismalarda FA’in serbest radikallere ve reaktif oksijen
tiirlerine kars1 etkili oldugu bildirilmistir (108, 225).

Hamilelik sirasinda antikonvulsan ilaglar kandaki FA konsantrasyonunu
azaltir. Ilaglarm inaktivasyon oraninda azalmaya neden olabilecek sekilde FA
seviyesindeki diislis, antikonvulsanlarin kan konsantrasyonlarinin yiikselmesine
neden olur ve bu durum ilacin toksisitesini artirir. Bu yiizden teratojenik etkiler
FA’in birlikte kullanimi ile azaltilabilir. Diger taraftan serumdaki yiiksek FA
konsantrasyonu ilacin hizli inaktivasyonuna neden olur (123).

Propolis, bal aris1 tarafindan toplanan ve kullanilan yapiskan bir maddedir.
Onlarca yildir geleneksel tipta kullanilmistir. Polifenoller, terpenoidler, steroidler ve
amino asitler de dahil olmak {izere 300'den fazla farmakolojik olarak aktif bilesik
ihtiva eder.  Antioksidan, antikanser, anti-inflamatuvar, immiinregiilator,

antibakteriyel ve bakteriostatik aktivitelere sahiptir. Ayn1 zamanda, farkli digsal
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toksik uyaranlara karsi giiglii, sitoprotektif etki gosterir (226, 227). Propolisin
antioksidan aktivitesi esas olarak flavonoid iceriklidir. Serbest radikalleri siipiirebilir
ve dolayisiyla lipid peroksidasyonuna karsi koruma yetenegine sahiptir (228).

FA ve Propolisin sayilan bu 6zelliklerinin ve antioksidan kapasitelerinin,
intrauterin donemde uygulanan VPA’nin yavru sigan testislerindeki toksik etkiler
tizerinde de koruyucu ya da onleyici etkileri olabilir.

Khan ve arkadaslarit VPA’nin erkek fareler iizerindeki germ hiicre hasari,
oksidatif stres ve genotoksisitesini inceledikleri ¢aligmalarinda; 100, 200, 400 ve 500
mg/kg/giin seklinde farklt dozlar kullanarak, VPA’nin testis {izerindeki etkilerini
incelemisglerdir. Testis dokusu {izerinde 200, 400 ve 500 mg/kg/giin dozlarda H&E
ile yaptiklar1 incelemede seminifer tiibilillerde diizensizlik, seminifer tiibiil
yapilarindaki germ hiicrelerinde dejenerasyon ve tubiil liimenlerinde agilma,
vakuolizasyon ve seminifer tubiil ¢apinda azalma saptamislardir (9). Bizde kendi
calismamizda siganlar lizerinde 300 mg/kg/giin VPA uyguladigimizda seminifer
epitel yapilarinda diizensizlik, vakuolizasyon saptadik. Seminifer tiibiil ¢apinda
istatistiksel olmayan, epitel kalinliginda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalis
gordiik. Bu azalisin Khan ve arkadaglarinin ¢alismasinda oldugu gibi seminifer tiibiil
igerisindeki germ hiicrelerinin dejenerasyonundan kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Bu
calismada elde ettigimiz sonuglar, Khan ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismayla
paralellik gdstermektedir.

Girish ve arkadaglar1 400 mg/kg/giin  VPA’nin ireme toksisitesi iizerine
ellagic asidin koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda seminifer tiibiillerde
dejenerasyon ve atrofi, germ hiicrelerinde dejenerasyon, 6dem ve konjesyon
gozlemiglerdir (229). Bizim de ¢alismamizda seminifer tiibiillerde vakuoler
dejenerasyon, liimeninde germ hiicrelerinin goriildiigli tiibiil sayisinda artma, epitel
kalinliginda azalma ve 6dem bulgularina rastlandi. Bu acidan bulgularimiz Girish ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismayla uyumludur.

Cansu ve arkadaslarinin, siganlar {izerinde yaptiklari, valproat ve
okskarbazepin ile kronik tedavinin testis gelisimi iizerine etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, 90 giin boyunca 300 mg/kg/giin dozunda VPA uyguladiklar1 21-24
giinliik sicanlarin testislerinde histopatolojik bir anomali saptamamigslardir. TUNEL

metoduyla tespit ettikleri apoptotik hiicre oraninda ise istatistiksel anlamda bir artis
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saptamiglardir (214). Biz, Cansu ve arkadaslarinin ¢alismalarinda kullandiklar1 dozda
VPA uygulayarak benzer sekilde apoptotik hiicre sayisinda istatistiksel olarak artma
gordiik. Bu bulguya ilave olarak 6dem, vakuolizasyon, germ hiicrelerinin liimene
dokiilmesi gibi histopatolojik bulgularla da karsilastik. Calismamizi intrauterin
donemin implantasyondan doguma kadarki siirecinde c¢ok daha geng¢ si¢anlara
uyguladigimizdan 300 mg/kg/giin dozunda kullanilan VPA’nin daha geng yasta daha
toksik olabilecegi sonucunu ¢ikarabiliriz.

Roste ve arkadaglar 2 aylik Erkek Wistar siganlarinda, 200 mg/kg/giin ve 400
mg/kg/giin seklinde diisiik ve yiiksek dozda, uzun siireli valproat tedavisi sonrasi,
testiste goriilen morfolojik degisiklikleri incelemiglerdir. 90 giinliikk uygulamanin
sonunda diisik doz VPA uygulanan siganlarda belirgin bir histopatoloji
saptanmazken, yiiksek doz VPA uygulanan sicanlarda orta ve ileri derecede
testikiiler atrofi saptamiglardir (219). Bizim c¢alismamizda da belirgin olarak
seminifer epitel kalinliginda azalmaya eslik eden pekgok histopatolojik bulgu
gbzlemledik. Bu muhtemelen kullandigimiz dozun Roste ve arkadaglarinin kullandig:
dozlarin arasinda bir deger olmasindan kaynaklanmaktaydi. Calismamizda,
uygulama siiresinin kisaligina ragmen, hasar ortaya ¢ikmis olmasini, VPA’nin daha
geng yastaki sicanlar iizerinde daha toksik etkiler olusturabilecegine baglayabiliriz.

Hamza ve arkadaslari yapmis olduklari bir ¢alismada VPA’ya bagh iireme
toksisitesi lizerinde Apium graveolensin etkilerini incelemislerdir. 500 mg/kg/giin
VPA, 7 giin siireyle 3 aylik siganlara uygulanmis ve ¢alismalarinda histopatolojik
olarak testis dokusunu degerlendirdiklerinde seminifer tiibiil yapilarinda germ
hiicrelerinin dejenerasyonuyla birlikte testikiiler atrofi saptamislardir. Seminifer
tubiiller arasinda Leydig hiicrelerinde azalma, liimende Sertoli hiicreleri ile az sayida
germ hiicresi saptamiglardir. Ayrica interstisyel alanda dejenere olmus Leydig
hiicresi ve kan damarlarinda siddetli hemoraji gozlemlemislerdir (230). Hamza ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismanin sonucunda elde ettikleri histopatolojik bulgular
bizim calismamizla Ortiismekle birlikte, muhtemelen dozun daha yiiksek olmasi
nedeniyle sonuglar daha belirgin olarak degerlendirilmis olabilir. Ayrica biz
calismamizda dogum sonrasi yavru sicanlara herhangi bir uygulama yapmayip 21.

giin sakrifiye ettik. Bu zaman zarfinda toksik maddenin siddetinde azalma ve hiicre
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ici savunma mekanizmalarinin artisina bagli bir miktar diizelme olmasi s6z konusu
olabilir.

Sakr ve arkadaglar, 150 + 5 gr agirligindaki albino siganlarda VPA’ya bagh
sitogenetik ve testikiiler degisiklikler lizerine Safranin (Crocus sativus L.) etkilerini
inceledikleri bir c¢alisma yapmislardir. Buna gore bir Kontrol Grubu, bir 80
mg/kg/giin dozunda 6 hafta boyunca uygulama yaptiklart VPA Grubu ve 20
mg/kg/glin dozunda yine 6 hafta boyunca uygulama yaptiklar1 Safran Grubu ile VPA
ve Saframi birlikte verdikleri bir grup olusturmuslardir. Calismalarinin histolojik
degerlendirmesinde VPA Grubunda seminifer tubiil ¢aplarinda azalma ve liimenlerde
genisleme gozleyip, germ hiicrelerinin bazal laminadan ayrildigini ve interstisyel bag
dokusunda hemoraji oldugunu saptamislardir. Spermatogenetik seriye ait hiicrelerde
onemli miktarda azalma ve liimende olgunlasmamis germ hiicreleri iceren seminifer
tubiillerin sayisinda artig belirlemislerdir. Morfometrik olarak seminifer tubiil ¢ap1 ve
epitel yiiksekligi ol¢iimleri yapildiginda VPA Grubunda Kontrol Grubuna kiyasla
belirgin derecede azalma saptandigini bildirmislerdir (231). Biz de ¢alismamizda
benzer histopatolojik bulgular bulduk. Morfometrik bulgularimiz belirgin olarak
azalmistt ancak sadece epitel c¢apindaki azalma istatistiksel olarak anlamli
degerlendirildi. Biyokimyasal belirteclerde ise MDA’da artis, CAT’de azalis
saptadilar (231). Bizim c¢alismamizda ise MDA ve CAT degerleri istatistiksel
anlamda degisiklik gostermedi. Sebebi Sakr ve arkadaslarinin ¢alismalarini 6 haftalik
bir siire boyunca uygulamalari, kullandiklar1 deney hayvanlariin agirliklarinin bizim
calismamizda kullandigimiz deney hayvanlarindan daha diisiik olusu ve hayvanlari
sonrasinda hemen sakrifiye etmis olmalar1 olabilir. Biz VPA’y1 intrauterin donemde
15 giin boyunca uyguladik ve yavru sicanlar diinyaya geldikten 21 giin sonra
sicanlar1 sakrifiye ettik. Bu donemde mevcut biyokimyasal parametrelerde diizelme
olmus ve VPA’nin olusturmus olabilecegi oksidatif sitrese karsi savunma
mekanizmasi gelismis olabilir.

Khan ve arkadaslart VPA’nin farkli dozlarinin testis {izerindeki etkilerini
inceledikleri ¢aligmalarinda  histopatolojik  bulgulara ilaveten biyokimyasal
parametreleri  de  degerlendirmislerdir.  Buna  gore = MDA  sonuglarn
degerlendirildiginde yiiksek dozlarda VPA uygulanan farelerde MDA diizeyi belirgin
olarak artarken, diisiilk dozlarda MDA diizeyinde farklilik saptamamiglardir (9). Biz
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de siganlar lizerinde VPA’y1 300 mg/kg/giin olarak uyguladik ve MDA diizeyi
acisindan Kontrol Grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptamadik. Yine Khan ve arkadaglarinin ¢alismalarinda GSH, yiiksek dozlarda
istatistiksel olarak anlamli oranda artis gosterirken, 100 ve 200 mg/kg/giinliik diisiik
dozlarda ki artis istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir. Bizim ¢alismamizda da
GSH, VPA uygulanan sicanlarda istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermedi.
Benzer dozlarin benzer sonuglara neden olmasi neticesinde, daha farkli ve yiiksek
dozlar denenerek sonuclar irdelenebilir.

Hamza ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda VPA’ya bagli iireme toksisitesi lizerinde
Apium graveolens’in biyokimyasal etkilerini de incelemislerdir. 500 mg/kg/giin VPA
7 giin siireyle 3 aylik sicanlara uygulanmis ve ¢aligsmalarinda testis dokusunda MDA,
GSH ve SOD c¢alismiglardir. MDA ve GSH agisindan istatistiksel anlamda bir
degisiklik olmadigini ancak SOD’1n azaldigini tespit etmislerdir. SOD’1n hasar tespit
edilen dokularda arttigini da azaldigini da bildiren yaymlar mevcuttur (230). Buna
ragmen bizim ¢alismamizda dokuda azalma, serum da ise artma egilimi gostermis
olmasina ragmen bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildi. Hem doku hem de
serum MDA ve GSH degerlerimiz de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
sergilemedi. Sonuglar1 degerlendirdigimizde calismamizda kullandigimiz VPA
dozunu artirdigimiz takdirde biyokimyasal parametrelerde de farkliliklar gérmeye
baslayacagimiz1 diisiinebiliriz.

Calismamiz da testis dokusunun OSI degeri VPA Grubunda Kontrol Grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek ¢ikarken, serumda istatistiksel bir fark
saptanmamustir. 8-OHdG degerleri 6l¢iildiigiinde ise hem doku da hem de serumda
minimal bir artis gozlenmekle birlikte istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir.
Schulpis ve arkadaglar1 VPA monoterapisinin DNA’nin oksidatif hasarini uyarip
uyarmadigini inceledikleri ¢aligmalarinda, epilepsi hastasi 50 cocuk ve saglikli 30
cocuk kullanmislardir. Epilepsi hastasi 50 cocugun serum VPA diizeyleri, VPA
tedavisi baglandiktan 60 giin sonra oOlgiilerek, sirasiyla 81,0 + 8,0 ve 114 + 9,7 pg/mL
olan n= 26 ve n= 24 olacak sekilde iki ayr1 grup olusturulmustur. Serum TAS, TOS,
OSI ve 8-OHAG degerleri dlgiilmiistiir. Buna gére serum VPA diizeyi yiiksek olan
grupta TOS ve TOS/TAS degeri olan OSI istatistiksel anlamda yiiksek bulunurken,
TAS degeri her iki hasta grubunda kontrolden daha diisiik bulunmustur. DNA hasar
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gostergesi olan 8-OHdG de serum VPA diizeyi yiiksek olan grupta daha fazla olmak
tizere her iki hasta grubunda Kontrol Grubuna gore oldukca yiiksek Olgiilmiistiir
(232). Bu sonuglardan yola ¢ikarak VPA’nin viicutta oksidatif stresi artirict yonde
etki ettigini sOyleyebiliriz. Bu etki artan doz ve siirelerde muhtemelen daha siddetli
olacaktir.

Shalaby ve arkadaglari erkek siganlarda methomyl insecticide'in iireme
toksisitesi ve FA’in koruyucu etkisi Tlizerine bir inceleme yapmislardir.
Calismalarinda 16-18 haftalik Sprague Dawley cinsi si¢anlar kullanmiglardir.
Metomil, FA ve bunlarin erkek fertilitesi lizerindeki etkisini tahmin etmek igin, 30
olgun erkek sigcan, alt1 esit gruba ayrilmistir. 1. Gruba yalmiz distile su verilerek
Kontrol Grubu olusturulmus, 2. ve 3. Gruplara sirasiyla 1ve 0,5 mg/kg metomil
verilmistir. 4. Gruba 1,1 mg/kg FA ve 5 ve 6. Gruplara da FA ile birlikte yine
sirastyla 1ve 0,5 mg/kg metomil verilmistir. Oral uygulamalar spermatogenetik
dongilyii kapsamasi acisindan 65 giin devam ettirilmistir. Oncelikle sicanlarin
fertilite indeksleri hesaplanmis ve buna goére metomilin artan dozlarda fertilite
oranini azaltigi, FA uygulanan gruplarda ise fertilite oranlarinda artis oldugu tespit
edilmistir. Histopatolojik degerlendirmede Kontrol Grubu ve sadece FA verilen
gruplarda herhangi bir patoloji saptanmazken, yiliksek dozda metomil verilen
gruplarda spermatogenik hiicreler belirgin dejenerasyon gostermistir. Daha diisiik
dozda interstisyel 6dem ve nisbeten daha ilimli bulgular gozlenmistir. FA ilave
edilen gruplarda ise bir miktar tiibiiler dilatasyonla birlikte bulgularda diizelme ve
spermatogenetik serinin normallestigi goriilmiistiir. FA’in metomil ile kombinasyonu
sonucu, tedavi edilen siganlarda iireme toksisitesini 6nemli derecede antagonize
ettigi goriilmistiir (233). Biz de calismamizda intrauterin donemde VPA’ya bagh
olusan iireme toksisitesini antagonize etmesi amaciyla 400 pg/giin FA’i VPA ile
beraber gebelik doneminde anne siganlara uyguladik. VPA’ya baglhh olarak
interstisyel alanda yogun 6dem, liimende germinal epitel hiicreleri, germinal epitelde
yer yer vakuolizasyon ve germinal epitel kalinliginda azalma gibi bulgular izledik.
FA ilavesiyla bulgularda kismen diizelme oldu ancak o6zellikle interstisyel ddem
yogunlugunu korumaya devam etti. Bu agidan degerlendirildiginde Shalaby ve
arkadaslarinin  elde ettikleri histopatolojik bulgulardaki diizelmenin bizim

calismamizdakilere gore daha belirgin oldugu sdylenebilir. Calismalarimiz FA
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acisindan benzer dozlara sahip olmakla birlikte bizim uygulama yapma siiremiz 15
giinle kisitliydi. Bu agidan FA’in iyilestirici etkisini gostermeye baslamis oldugunu
ancak yeterli etkin diizeye ulasacak zamani bulamadigini diisiiniilebiliriz.

Bhattacharjee ve arkadaslar1 sigan pankreatik adaciklarinda, nikotin kaynakli
oksidatif stres ve apoptoza kars1t FA ve vitamin B12'nin sinerjik koruyucu etkilerini
incelemislerdir. Nikotinin neden oldugu toksikolojik etkilerin altinda yatan
mekanizmada oksidatif stres hasarmin roliinii arastirmak icin pankreas doku
homojenatlarinda nitrik oksit {iretimi, lipid peroksidasyonu, GSH igerigi, CAT ve
SOD aktivitesini analiz etmislerdir. 21 gilin boyunca nikotini tek basina veya
36 ng/kg/giin FA ve B12 ile birlikte vermislerdir. Lipit peroksidasyon gostergesi olan
MDA Olgiimii yapildiginda Nikotin Grubunda Kontrol Grubuna gére belirgin bir
artis goriiliirken, FA ile nikotinin birlikte uygulandig1 grupta pankreas dokusunda
MDA diizeyi anlaml diizeyde azalma gdstermistir. Yine doku GSH diizeylerindeki
azalma FA ilavesi ile tersine donmiistiir. CAT aktivitesi de hasar grubuna kiyasla FA
ile muamele edilen Grupta anlamli olarak artis gostermistir (234). Bizim
calismamizda da Bhattacharjee ve arkadaslarinin ¢aligmasiyla ortiisiir sekilde FA ile
muamele sonrast biyokimyasal parametrelerden MDA azald1 ve doku CAT’1 artt1. Bu
acidan bulgularimiz Bhattacharjee ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismayla
uyumludur.

FA+VPA Gruplarinda Kontrol Grubuna kiyasla TOS, OSI ve ilaveten GSH
degerlerimiz anlamli olarak yiiksek ¢ikti. Histopatolojik olarak yararli 6zelliklerini
gordiigimiiz ve ilaveten kimi biyokimyasal belirteclerle antioksidan o&zellikte
gosterdigini  dislindiigiimiiz FA’in prooksidan gibi davranmasimi literatiirde
antioksidatif stres olarak adlandirilan kavrama baglayabiliriz. Kisaca, yalnizca bir
antioksidan alimi, hiicrelerin endojen antioksidan savunmasimin kompleks sistemini
degistirebilir veya hiicre apoptoz yollarim1 degistirebilir. Reaktik oksijen tiirlerinin
(ROS); hiicre ici sinyal iletimi, redoks regiilasyonu dahil olmak iizere pekcok
hiicresel kullanim alan1 vardir ve sentetik antioksidanlar yararli rolii olan radikalleri
digerlerinden ayirt edemezler. Antioksidan takviyelerinin uygulanmasi total ROS
olusumunu azaltirsa, ayn1 zamanda bakterilerle savasmak i¢in gorev alan bagisiklik

sistemine ve hasar goOren hiicrelerin ¢ikarilmas1 i¢in gerekli savunma
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mekanizmalarina miidahele edebilir. Cok miktarda antioksidan besin alindiginda
oksidatif stresin artmasiyla prooksidanlarin olugsmasina neden olabilir (235- 239).

Serum VPA+FA degerlerine baktigimizda Kontrol ve VPA Grubuna gore
anlamli bir TAS artis1 degeri goriiyoruz. Literatiirde FA’in pek¢ok organ iizerinde
antioksidan etkiye sahip oldugunu gosteren bulgu var (108). Doku bulgularimizda
FA’in prooksidan gibi davranip TOS degerini artirdigin1 belirtmis olsak da
muhtemelen diger organlarda antioksidan gibi davranis gOstermesi serumda TAS
degerini yiiksek bulmamiza neden oldu.

Pirimetamin  bir  dehidrofolat rediiktaz  inhibitoriidiir, yani folat
metabolizmasini bozabilmektedir. Literatirde VPA’nin da folat metabolizmasini
bozduguna dair yayinlar mevcuttur (10).

Gutiérrez-Pérez ve arkadaslar1 pirimetamin tedavisinin, erkek fare testikiiler
hiicre popiilasyonu gelisimi iizerine etkisini inceledikleri bir ¢alisma yapmuislardir.
Bunun i¢in Pirimetamin, Pirimetamin+FA ve Kontrol Grubu olmak lizere ii¢ grup
olusturmuslar ve 21 giin siireyle uygulama yapmislardir. 7, 14, 35 ve 90. giinlerde de
degerlendirmeler yapilmistir. Calismada epitel alani 6l¢limiinde, 14, 35 ve 90 giinliik
yaslarda Pirimetamin Grubunda Kontrol Grubuna gore anlamli bir azalma oldugu
bildirilmigtir. Epitel alan1 Pirimetamin+FA Grubunda, 14 ve 35 giinlik yas
gruplarinda Kontrol Grubuna gore anlamli olarak artmis, ancak 90 ginliikk yas
grubunda farklilik goriilmemistir. Al sadece 14 giinliik yas grubunda Pirimetamin
Grubunda anlamli artig gostermistir (240). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde
epitel ¢apt VPA Grubunda anlamli bir azalis gosterirken, VPA+FA Grubunda
anlamli bir artis oldu. Yine benzeri sekilde Al hasar grubumuzda artti. FA ilave
ettigimiz grupta azalma egilimi goérmiis olmamiza ragmen istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bulgularimiz Gutiérrez-Pérez ve arkadaslarinin c¢alismasiyla oldukca
uyumlu goziikmektedir. Bu agidan baktigimizda VPA’nin testis dokusunda oksidatif
hasara neden olmasi ve FA’in antioksidan etki gostermesinin yanisira, VPA’nin Folat
metabolizmasin1  bozucu etkileri sebebiyle de testis hasarina neden olmus
olabilecegini diisiinebiliriz.

Cilenk ve arkadaslar1 erkek albino siganlarda propolisin kadmiyum kaynakli
tireme toksisitesi lizerine etkisini incelemislerdir. 50mg/kg dozda 17 giin siireyle

propolis uygulanmasi sonrasi kadmiyumun olusturdugu testis damar tikanikligi,
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interstisyel alan bag dokusunda artis, mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonu, epitel
hiicrelerinin liimene dokiilmesi, seminifer tiibiil epitel bozuklugu, ¢ok ¢ekirdekli dev
hiicre olusumu, seminifer tiibiillerde nekroz ve atrofi gibi bulgularin diizeldigini
tespit etmislerdir. TUNEL teknigiyle yapilan Al hesaplamasinda yine propolis
tedavisi uygulanan grupta hasar grubuna gore belirgin diizelme saptamislardir (241).
Bizim ¢aligmamizda da VPA Grubuna ait testis kesitlerinde interstisyel alanda yogun
0dem, liimende germinal epitel hiicreleri, germinal epitelde yer yer vakuolizasyon ve
germinal epitel kalinliginda azalma izlendi. 100 mg/kg propolis uygulandiktan sonra
interstisyel alanda 6dem, limende germinal epitel hiicreleri ve germinal epitelin
bazal membrandan ayrilmasi gibi dejeneratif bulgular yer yer gozlenmekle birlikte
bu bozukluklarda belirgin bir gerileme oldu. Al hesaplamasinda propolis uygulanan
grupta VPA’ya bagli oldugu diisiiniilen apoptotik hiicre hasarinda azalma oldugu
gozlendi, ancak bu veriler istatistiksel olarak anlamli degildi.

Cilenk ve arkadaglarmin elde ettikleri biyokimyasal bulgularda propolis
uygulanan grupta MDA diizeyinde istatistiksel anlamda bir azalis saptadilar (241).
Bizim c¢alismamizda ise Kontrol Grubuyla kiyasladigimizda VPA-+Propolis
Grubunda MDA’da azalis mevcuttu, ancak bu azalig istatsitiksel olarak anlamli
degildi.

Cilenk ve arkadaslar1 toplamda 18 giin propolis uygulamiglar ve siganlara
deneye bagsladiktan 8 giin sonra kadmiyum vermeye baslamiglardir. Yani propolisin 8
giinliik bir 6n kullanimi s6z konusu olmustur (241). Biz ise ¢alismamizda VPA ve
Propolis uygulamalarin1 es zamanlh olarak baslattik ve doguma kadar 15 giin siireyle
devam ettirdik. Propolisin hasar diizeltici etkisini gormiis olmamiza ragmen Cilenk
ve arkadaslarinin ¢alismasindaki olumlu bulgular daha belirgindi. Bu durumun
propolisin 6n kullanima bagli oldugunu sdyleyebiliriz. Bu bulgulardan hareketle bu
konuda ilerde yapilacak destekleyici ilave caligmalarla VPA kullanan ve gebelik
diisiinen epileptik anne adaylarina propolis kullanmalar1 6nerilebilecektir.

Sénmez ve arkadaslar siganlarda propolisin metotreksata (MTX) bagl testis
hasarina karst koruyucu etkilerini incelemislerdir. Bu amagla sekiz haftalik Wistar
cinsi siganlar, Kontrol, MTX, MTX+Poropolis ve Propolis olmak iizere 4 gruba
ayrilmistir. Propolis 100 mg/kg dozunda ve 15 giin boyunca, MTX ise sadece 8. giin

intraperitoneal olarak tek doz uygulanmistir. Calismalarinda histopatolojik olarak,
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MTX Grubu seminifer epitel hiicrelerinde vakuol olusumu, seminifer epitel
hiicrelerinde ~ deskuamasyon, germinal epitelde bozukluk gibi bulgulara
rastlamiglardir. Tedavi olarak propolis uygulanan grupta ise bulgularda belirgin
olarak diizelme tespit etmislerdir. Ortalama seminifer tiibiil caplarim
hesapladiklarinda hasar grubunda kontrole gére anlamli azalma, propolis grubunda
ise anlamli artig saptamislardir. TUNEL metoduyla inceledikleri apoptotik hiicrelerin
sayisinda, hasar grubunda bir artma egilimi oldugunu, terapotik ajan olarak verilen
propolisin ise herhangi bir azalmaya neden olmadigin1 bulmuslardir. Biyokimyasal
olarak da MDA’nin MTX verilen siganlarda artma egiliminde oldugu, propolisle
tedavi edilenlerde de azalma egiliminde oldugu goriilmiistir. Ancak bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (242). Yaptigimiz calismada VPA ile
olustugunu diisiindiigiimiiz bozukluklarin diizeyinde propolis uygulandiktan sonra bir
azalma saptadik. Morfometrik 6l¢iimlerde epitel yiikseklikleri propolis ilave edilen
grupta anlaml olarak artmisti. Hasar grubumuzda apoptotik hiicre orani belirgin
olarak artmis, propolisle tedavi sonrasi azalmis; ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Doku MDA ’s1 azalmis olmakla birlikte bu azalis istatistiksel
olarak anlamli degildi. Bu bulgular Sonmez ve arkadaslarinin bulgulartyla
ortiismektedir.

Yousef ve arkadagslar erkek sicanlarda aliiminyum kloriiriin (AlCl3 ) neden
oldugu iireme toksisitesi iizerinde propolisin koruyucu etkilerini inceledikleri bir
caligma yapmislardir. Bu amagla Kontrol, AICls, AlCI3+Propolis ve sadece Propolis
olmak tizere 4 grup olusturmuslardir. Uygulamalara spermatogenetik siklusu
tamamlamak amaciyla 70 giin boyunca devam etmisler ve Propolis dozunu 50 mg/kg
seklinde belirlemiglerdir. Yaymlarinda AICl; uygulandiktan sonra seminifer
tubiillerde yapisal bozukluklar, vakuolizasyon, liimende olgunlagsmamis germ
hiicrelerinin bulunmasi, interstisyel alanda genisleme ve oOdem gibi bulgular
gozlendigini bildirmislerdir. AlCls+Propolis Grubunda ise seminifer tiibiillerin ve
testisin hemen hemen tamamiyle normal yapisina kavustugunu tespit etmislerdir.
Biyokimyasal olarak CAT’m arttigini, GSH’nin azaldigint belirlemislerdir (227).
Bizim calismamizda elde ettigimiz histopatolojik bulgularda Kontrol Grubuna gore
bir miktar diizelme belirlendi. Biyokimyasal olarak doku ve serum CAT ve GSH

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunamadi.
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Yousef ve arkadaslari ¢calismalarin1 70 gilin gibi uzun bir siirece yaymislardir
(228). Biz ise intrauterin donemdeki toksik etkileri incelemek amaciyla ¢alisma
siiremizi gebeligin bitimiyle birlikte sonlandirdik. Buradan hareketle hasar yapici ve
tedavi edici madde ile temas siiresinin uzunlugunun, viicudun olusturdugu cevapla
korele oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica propolisin bolgeler arasi farkli &zellikler
gosterdigini de akilda tutmakta fayda vardir (163).

Yilmaz ve arkadaglari CAPE’nin fluoksetin ile indiiklenen hepatotoksisiteye
kars1 koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda TAS, TOS ve OSI degerlerini
Olemiislerdir. 7 giin boyunca 10 mg/kg/giin fluoksetin verdikleri si¢anlara yine 7 giin
10mg/kg/giin olacak sekilde CAPE uygulamislardir. Deney sonucunda Kontrol ve
sadece CAPE uygulanan gruplara kiyasla, sadece fluoksetin uygulanan grupta serum
ve karaciger dokularinda TOS ve OSI'de artis ve TAS diizeylerinde bir diisiis
gozlemislerdir. CAPE ile tedavi sonrasi, CAPE+Fluoksetin Grubunda serum ve
karacigerde TAS’in artmasiyla TOS ve OSI diizeyi azalmistir. Karacigerin
histopatolojik incelemesinde fluoksetin tedavisinden sonra hepatik hasar goriildiigi
ve CAPE tedavisi ile hasarda diizelmeler oldugu belirtilmistir (243). Bizim
calismamizda ise histopatolojik olarak bulgularda diizelme olmasina ragmen TAS,
TOS ve OSI degerlerinde beklenenin aksi yonde veriler elde edilmistir. Bunu
VPA+FA Grubunda acikladigimiz gibi literatiirdeki antioksidatif stres olarak
adlandirilan kavrama dayandirabiliriz. Yani antioksidan olarak verdigimiz propolis
aynen FA Orneginde oldugu gibi prooksidan olarak davranmis olabilir (235-239).
Diger ag¢idan  karaciger  hiicreleri  metabolizmasiyla  germinal  hiicre
metabolizmasindaki farkliliklarda bu bulgularin ortaya ¢ikmasinin nedeni olabilir.

Sonug olarak prenatal donemde uygulanan VPA’nin yavru si¢anlarin testis
gelisimini olumsuz etkiledigini ve FA ve Propolis eklenmesinin histopatolojik ve

biyokimyasal bulgularda belli bir 6l¢iide diizelme sagladigini sdyleyebiliriz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

VPA’nin prenatal testis dokusundaki toksik etkilerine kars1 FA ve propolis’in

koruyucu etkilerinin arastirildigi deneysel ¢alismamizin sonucunda,

e  VPA sican testislerinde:

©)

O

o

Seminifer tiibiil bazal membraninda ve germinal epitelinde
diizensizliklere yol agmustir.

Interstisyel alanda 6deme neden olmustur.

Seminifer tiibiil liimenine germinal epitel hiicrelerinin dokiilmesine
yol agmustir.

Germinal epitel kalinliginda azalmaya sebep olmustur.

Liimenin de germinal epitel hiicrelerinin goriildiigli seminifer tubiil
sayis1 artmistir.

Al’de artisa neden olmustur.

Doku OSI degerlerini artirmistir.

e VPA+FA uygulanan sigan testislerinde:

o

Seminifer tiibiill bazal membraninda ve germinal epitelinde
diizensizliklerde azalma g6zlenmistir.

Liimenin de germinal epitel hiicrelerinin goriildiigli seminifer tubiil
say1s1 azalmstir.

Germinal epitel kalinlig1 artmistir.

VPA Grubuna gore doku MDA istatistiksel olarak anlamli oranda

azalmistir ve serum TAS istatistiksel olarak anlamli oranda artmuistir.

e  VPA+Propolis uygulanan sigan testislerinde:

o

o

o

Seminifer tublil bazal membraninda ve germinal epitelinde
diizensizliklerde azalma g6zlenmistir.

Liimenin de germinal epitel hiicrelerinin goriildiigii seminifer tubiil
sayis1 azalmstir.

Interstisyel alanda 6dem de belirgin azalma saptanmustir.

Germinal epitel kalinliginda artisa neden olmustur.

Calisma bulgularindan yola ¢ikilarak, bu konuda yeni g¢alisma yapacak

arastirmacilara bulgularin zenginlestirilebilmesi ag¢isindan elektron mikroskobu,
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molekiiler biyoloji gibi daha ileri teknoloji ve teknikler kullanabileceklerini
Onerebiliriz. VPA, FA ve Propolisin farkli ve daha yiiksek doz ve siirelerde
kullanilmasi bulgularin daha ¢arpict olmasimi saglayabilir. Calismamizda FA’i
antioksidan olarak Propolisle kiyaslamamizin nedeni giinlimiiz kosullarinda gebe her
kadina profilaktik olarak FA tedavisi oneriliyor olmasiydi. Bu amagla yapilacak bir
sonraki calismada propolis ve FA’in sinerjik etkilerinin anlasilabilmesi igin
Propolis+FA seklinde bir grubun daha ilave edilmesinin oldukga yararli olacagini

diistinmekteyiz.
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