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1. GIRIS VE AMAC

Son yiizyilda insan teknolojik hareketindeki patlama, statik manyetik alanlar, asiri
diisiik frekans elektromanyetik alanlar, radyo frekanslar ve mikrodalgalar gibi non-
iyonize radyasyonlarin biyosferde varligimi arttirmistir. Radyofrekans (RF) ve
mikrodalga, bilisim ve iletisim teknolojisinde; cep telefonu, mikrodalga, Wi fi ve
Bluetooth uygulamalarinda kullanilmaktadir (Bernabo et al. 2017). Bu cihazlarmn yol
actig1 disiik doz elektromanyetik alan (EMA) 10 kHz- 300 GHz araligindaki RF
alanin1 tanimlar (Repacholi 1998). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC)
diisiik doz EMA’lar1, 2b (““insanlar i¢in muhtemel kanserojen’’) olarak siniflamaktadir
(Humans IWGotEoCRt 2013).“Insanlar i¢in muhtemel kanserojen madde”, insanlarda
kanserojenite kanitinin smirli oldugu ve deney hayvanlarinda karsinojenisite i¢in
yeterli kanitin bulunmadigi bir maddeyi belirtmek igin kullanilan bir ifadedir. EMA
maruziyeti elektromanyetik hipersensitivite, sitotoksisite ve genotoksisite yapmasi
nedeniyle endokrin sistem, kardiyovaskiiler sistem, sinir sistemi ve iireme

fonksiyonlar1 tizerine olumsuz etkileri bulunmaktadir (Singh and Kapoor 2014).

Son yillarda gelismis {ilkelerde fertilitenin diistiigii tespit edilmistir ve non-iyonize
elektromanyetik alan maruziyetinin fertilite azalmasinda rol oynadigi bildirilmektedir
(Bernabo et al. 2017). Giincel c¢alismalar reaktif oksijen radikallerinin erkek
infertilitesinde %30-40 etkisinin olabilecegini bildirmektedir (Bisht et al. 2017).
Yapilan insan semen c¢alismalarinda diisiik doz EMA maruziyeti ile oksidatif stres
belirteclerinde artma, buna bagli olarak spermlerin vitalitesinde, motilitesinde azalma,
DNA hasarlanmasinda artis seklinde sonuglar elde edilmistir (Davoudi and Brossner
2002, Agarwal et al. 2008, Agarwal et al. 2009, Fejes et al. 2005). Fertilizasyon,
hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) sperm fonksiyonlarini etkiledigi bir siirece dayanir (Krausz et al. 1994, John
Aitken et al. 1989, Lopes et al. 1998). Oksidatif stresle ortaya ¢ikan reaktif oksijen

tiirleri kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi normal sperm fonksiyonlar1 i¢in



gereklidir; ancak asir1 ROS diretimi yani oksidatif stres durumunda, sperm plazma
membraninda lipit peroksidasyonu, sperm DNA hasar1 ve hatta infertilite
gelismektedir (Agarwal et al. 2003, Saleh et al. 2003). Fertil kontrol grubu ile
karsilastirildiginda infertil erkeklerde semen ROS seviyelerinde artis ve antioksidan
kapasitesinde azalma gozlenmistir (Desai et al. 2009, Aitken and Baker 2006, Athayde
et al. 2007). Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) veya glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi seminal sivida bulunan ve
spermatozoayr ROS’un etkisinden koruyan enzimleri etkileyebilir. Spermatozoa
ozellikle RF ile tetiklenen oksidatif strese karsi kirilgandir. ROS seviyelerindeki ¢ok
diisiik degisimler bile sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve oosite baglanmada

onemli bir rol oynayabilir (Garrido et al. 2004a).

Insan viicudunda radyosensitivitesi en yiiksek organ; radyasyona diger tiim
hiicrelerden daha hassas olan spermatogonik kok hiicreleri ihtiva eden germinal
epitelyuma sahip testislerdir (Fischbein et al. 1997, Xu et al. 2008). Agarwal ve ark.
insanlarda cep telefonlarmin silirekli kullannominin azalmis motilite, sperm
konsantrasyonu, morfoloji ve viabilitesi ile baglantisini rapor etmistir (Agarwal et al.
2008).

Hayvan modeli kullanan ¢esitli caligmalarda cep telefonu radyasyonuna cevaben farkli
dokularda (bdbrek, endometriyum, goz, testis, beyin, miyokart) oksidatif stres
olustugu gosterilmistir (Oktem ve ark. 2005, 2005a, Meral ve ark. 2007, Balc1 ve ark.
2007, Oral ve ark. 2006, Ozgiiner ve ark. 2006, 2005c). Hayvanlarda diisiik doz EMA
ile uyarilan oksidatif stres durumuna antioksidanlarin potansiyel koruyucu etkileri de
gosterilmistir (Oktem ve ark. 2005, Oral ve ark. 2006, Ozgiiner ve ark. 2005a). Bu
koruyucu ajanlardan biri Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’dir. CAPE bal arisi
propolis Oziiniin aktif bilesenlerindendir, serbest radikalleri siipiiriir ve antioksidan
enzimleri aktive eder. Dogal antioksidanlar arasinda; enzimler (SOD, CAT, GSH-PX,
glutatyon rediiktaz, sitokrom-C-oksidaz, hidroksi peroksidaz), makromolekiiller
(seruloplazmin, transferrin, ferritin, miyoglobin, haptoglobulin) ve mikromolekiiller

(B-karoten, A vitamini, C vitamini, E vitamini, tokoferoller, tiyol i¢erenler, glutatyon,



N-asetilsistein, metionin, kaptopril, ubiguinon, melatonin) sayilabilir (Parlakpinar
2012).

CAPE, 10 umol/kg konsantrasyonda kullanildiginda, insan nétrofillerinde ROS
tiretimini tamamen bloke eden bir antioksidan ajandir (Sud'lna et al. 1993). Bazi in
vivo galismalarda bobrekte, kalp kasinda ve karacigerde cep telefonu ile indiiklenen
oksidatif stresin, CAPE uygulamasi sonucunda azaldig1 gosterilmistir (Ozgiiner ve ark.
2005b, Koyu ve ark. 2009). Insanda spermatozoanin in vitro CAPE ile muamelesinin

oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Ayla ve ark. 2018).

Bizim bu g¢alismadaki amacimiz; 1sik mikroskobik ve biyokimyasal yontemler
kullanarak in vivo sigan modelinde EMA maruziyeti ile testis ve semen 6rneklerinde
olugmasi muhtemel hasari, hasar olugsmasi durumunda CAPE’nin olast koruyucu

etkilerini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. ELEKTROMANYETIK ALAN NEDiR?

Elektromanyetik dalgalar elektrik yiiklerin hareketinden dogan uzayda yol alabilen bir
titresim tiridir. Elektromanyetik alan (EMA) elektromanyetik dalgalardan olusur.
EMA, elektrik alan ve manyetik alan birlesiminden olusan elektromanyetik enerji
iceren kuvvet alanidir (Tiirkkan ve ark. 2012). Elektrik alanlari, voltajdaki farkliliklar
tarafindan yaratilir, voltaj ne kadar yiiksek olursa, sonu¢ alani daha giiclii olacaktir.
Elektrik akimi aktiginda manyetik alanlar olusur, akim ne kadar biiyiik olursa,
manyetik alan o kadar giiclii olur. Akan akim olmadiginda bile bir elektrik alani

mevcut olacaktir (WHO) (Sekil 1).

Titresim vapan elelcril viildii bir partilcil, titresen
elektrik ve magnetik alanlar yapar. Bu titresen alanlar
B elektromanyetik dalgayv olusturur.

Titresen Dalga

elektrik
iiklii partikiil A

>

Dalgaboyu Hareket Yénii

Magnetik Alan

Sekil 1. Elektromanyetik dalgalarin ve alanlarin olusumu
(https://Iwww.ck12.org/physics/electromagnetic-waves/lesson/Electromagnetic-
Waves-MS-PS) (Christopher Auyeung. Erisim tarihi: 23.02.2019).

Elektromanyetik alanlar, ¢cevremizdeki her yerde mevcuttur, ancak insan goziiyle

goriinmez. Diinyanin firtinalarla iligkili atmosferdeki elektrik yiiklerin birikmesiyle



tiretilen yerel elektrik alanlar1 ve yerkiirenin metal ¢ekirdeginin magma hareketinden

kaynaklanan dogal manyetik alanlart mevcuttur (WHO) (Sekil 2).

— manyetik alan
cizgileri

Sekil 2. Diinyanin dogal manyetik kalkan
(https://www.onlinefizik.com/dunyanin-manyetik-alani-manyetosfer/) (Erisim tarihi:
23.02.2019).

Dogada her zaman mevcut olan EMA’ya ¢evresel maruziyet 20. yiizyilda, teknolojik
cihazlar, elektrik talebi, siirekli gelisen kablosuz teknolojiler, is ve sosyal hayattaki
degisikliklerden dolay siirekli olarak artmistir ( Radiation, WHO, 2002).



2.2. ELEKTROMANYETIK SPEKTRUM VE RADYASYON

Elektromanyetik (EM) spektrum, radyasyonu frekansa gore iyonize ve iyonize
olmayan radyasyon olarak siniflandiran bir sistemdir. EM frekansin standart birimi
Hertz (Hz)’dir. 1000 Hertzlik bir frekans 1 kilo hertze (kHz), 1000 kHz’lik frekans 1
mega hertze (MHz), 1000 MHz’lik bir frekans 1 giga hertz’e (GHz) esittir.

Radyasyonu ortamda yol alan enerji olarak tanimlamak miimkiindiir. Bu tanim
kapsaminda dogal ya da yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin kararl yapiya gecebilmek i¢in
disar1 saldiklar1 hizli pargaciklar ve elektromanyetik dalga seklinde tasmnan fazla

enerjileri de “radyasyon” olarak adlandirilir.

Radyasyonu temel olarak iki sekilde siniflandirabiliriz. Bunlar “parcacik™ ve “dalga”
tipi radyasyonlardir. Parcacik radyasyonu; belli bir kiitle ve enerjiye sahip ¢ok hizli
hareket eden minik pargaciklar1 ifade eder. Bunlar hizla giden mermilere benzerler,
ancak gozle goriilemeyecek kadar kiigiiktiirler. Dalga tipi radyasyon; belli bir enerjiye
sahip ancak kiitlesiz radyasyon ¢esididir. Bunlar, titresim yaparak ilerleyen elektrik ve
manyetik enerji dalgalar1 gibidir. Goriintir 151k dalga tipi radyasyonun bir ¢esididir.

Biitiin dalga tipi radyasyonlar 151k hiziyla (3x108 m/saniye) hareket ederler.

Gozlerimizin fark edebilecegi en yiiksek enerjili 151k mor renkli 1s1ktir. Radyasyonun
enerjisi arttikca 151k rengi mor renk Otesine gider ve mordtesi olarak adlandirilir.
Mordtesi 15181 goremez veya hissedemeyiz, ancak ortamda mevcuttur ve eger siddeti
bliylikse ciltte birakacagi giines yanigina benzer yanik izleri ile varligi hissedilir.
Pargacik ve dalga tipi radyasyonlar1 da yine iki gruba ayirmamiz miimkiindiir. Bunlar,

“iyonlastirict” ve “iyonlastirict olmayan” radyasyonlardir.

Iyonlastirict radyasyon, ¢arptigi maddede yiiklii pargaciklar (iyonlar) olusturabilen ve
kimyasal baglar1 kirabilen radyasyon demektir. Iyon meydana gelmesi yani
Iyonizasyon olay1 herhangi bir maddede meydana gelebilecegi gibi insanlar dahil tiim
canlilarda da olusabilir. O halde iyonlastirici radyasyonlar, 6nlem alinmadigi takdirde
tiim canlilar i¢in zararli olabilecek radyasyon cesitleridir. Baglica bes iyonlastirici

radyasyon ¢esidi vardir. Bunlar, Alfa parcaciklari, Beta parcaciklari, X 1sinlari, Gama



isinlart ve ndtronlardir  (http://www.taek.gov.tr/ogrenci/r02.htm) (Erisim tarihi:
23.02.2019).

Iyonlastirmayan radyasyon ise atomik baglar1 kiracak yeterli enerjiye sahip degildir.
Ancak 1smnma, kimyasal reaksiyon degisimleri, hiicreler ve dokularda elektrik
akiminin tetiklenmesi yoluyla biyolojik etkilere yol acabilir. Mikro dalga firin, sag
kurutma makinesi gibi elektrikli ev aletleri, televizyon ve bilgisayar ekranlari, uydu
iletisim sistemleri, radyo ve televizyon istasyonlari, cep telefonlar1 ve baz istasyonlari
Iyonize olmayan elektromanyetik radyasyon olarak siniflanmaktadir (Tro$i¢ and
Pavici¢ 2009). (Sekil 3).
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Sekil 3. Elektromanyetik Spektrum Degerleri
(https://www.niehs.nih.gov/health/topics/agents/emf/) (Ceviren Tugsan Topguoglu,
Erisim tarihi: 23.02.2019).

2.3. ELEKTROMANYETIK ALAN MARUZIYETI VE ETKi MEKANIiZMASI

Dogal ve insan yapimi kaynaklardan yayilan elektromanyetik alanlar giinliikk
hayatimizda 6nemli bir rol oynar. Diinyada 3 milyondan fazla insan her giin diizenli
olarak elektromanyetik alan ve dalgalara maruz kalmaktadir (Fragopoulou et al. 2010).

Omiir boyu EMA maruziyeti, biyolojik sistemde kritik degisiklikler ve zararl etkilere


http://www.taek.gov.tr/ogrenci/r02.htm

sebep olmasi agisindan giderek belirgin ve dnemli bir bilimsel aragtirma konu basligi
haline gelmistir. EMA’nin biyolojik etkileri termal ve atermal olarak siniflandirilabilir.
Termal etkiler, belli bir alanda EMA tarafindan olusturulan 1siyla iliskilidir. Bu
mekanizma RF alanlarindaki 1s1 degisiklikleri ile ortaya ¢ikar. RF alanlar ve biyolojik
dokular arasindaki her etkilesimin 1sida artisla sonuglanan bir enerji transferine sebep
olmast miimkiindiir. Deri ve diger yiizeyel dokular genellikle mobil telefonlar
tarafindan yayilan atermal radyasyonu absorbe eder, bu beyin ve viicuttaki diger
organlarda belirgin olmayan bir 1s1 artisina yol agar (Megha et al. 2012). Atermal
mekanizmalar 1s1 degisikliklerinden ziyade doku tarafindan absorbe edilen enerji
sebebiyle olusan degisikliklerle direk iliskilendirilir (Challis 2005, Leszczynski et al.
2002). Iletisim sistemlerinden yayilan RF’in saglik iizerindeki etkilerini arastiran
calismalar RF-EMA’nin atermal etkilerinin de arastirilmasi gerektigini ortaya
koymustur. Bu konuda yapilan 6nemli sayida ¢alismada bu etkilerin ROS olusumuyla
ortaya ¢iktigimi gostermistir (Tkalec et al. 2007). ROS birgok hiicre fonksiyonuyla
iligkilidir ve homeostaz i¢in son derece gerekli ya da asir1 derecede zararli olabilirler
(Cui et al. 2004). Bu ROS’un sitotoksik etkileri membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonundan kaynaklanir. Bu durum membran gecirgenliginde degisime ve
membran biitiinliigliinde azalmaya yol acar (Halliwell et al. 2006). EMA maruziyetinin
hiicre ortaminda serbest radikal iiretimine sebep oldugu gozlenmistir. Yasayan
organizmalar, ROS ve {riinleri tarafindan ortaya ¢ikan hasari hafifletmek i¢in GSH,
GSH-Px, CAT, SOD gibi antioksidatif mekanizmalara sahiptir (Calcabrini et al. 2017).
Bu savunma mekanizmalar1 ROS tarafindan tetiklenen zincirleme mekanizmalari

baskilayarak veya bozarak etki gosterirler.

Giinlimiizde ¢evresel olarak bulunan bir¢ok elektrikli sisteme ek olarak, radar, iletisim
cthazlari, mobil telefon baz istasyonlari, yliksek voltaj hatlari, radyo ve televizyon
vericileri, trafolar, i ve evde kullanilan elektrikli aletler de genis spektruma yayilan
elektromanyetik dalgalar yaymaktadir (Feychting and Alhbom 1993). Su an diinya
capinda kullanilan telekomiinikasyon sistemleri i¢inde en yaygin olan1 Global Mobil
Iletisim Sistemi (GSM, 850-900 MHz ve 1850-1990 MHz) komiinikasyonlaridir.
Giliniimiizde kullanilan mobil telefon modelleri (1800-2200 MHz), diziistii



bilgisayarlar (1000 MHz- 3600 MHz) ve kablosuz aglar yiiksek frekans (2.45 GHz)
mikrodalga radyasyon ile islev goriir (Nishiyama et al. 2014).

Teknolojik gelismelere bagli olarak giinliik hayatimizda her gegen giin daha da 6nemli
hale gelen elektronik cihazlar hayatimizi kolaylastirmakla birlikte cesitli saglik
problemlerine de sebep olabilir. Ozellikle mobil telefon kullanim yasinin hizli bir
sekilde ilkokul ¢agina kadar diismesi ile insan dmriindeki EMA maruziyet zamani
artan bir grafik ile seyretmektedir. Yapilan bir ¢alismada mobil telefonlardan kaynakli
diisiik frekansh elektromanyetik alanlara maruziyetin saglik problemlerine sebep
olabilecegi ortaya konmustur (Manikonda et al. 2007). Bu alanda yapilan diger
calismalarda ise stres, bas agrisi, kaygi, yorgunluk, gerilemis 6grenme kabiliyeti,
biligsel fonksiyonlarda azalma ve zayiflamis konsantrasyon rapor edilmistir (Megha et

al. 2012, Soderqvist et al. 2009, Behari 2010).

Elektromanyetik alanlar insan viicudundaki metabolik siirecleri etkiler ve farkl
mekanizmalar yoluyla hiicreler tizerinde gesitli biyolojik etkilere neden olur. Yiiksek
derecede  elektromanyetik  enerji  emilimi  viicudun  elektrik  akimim
degistirebildiginden, dokunun kimyasal yapilarint bozar (Gherardini et al. 2014). Bu
maruziyetin sonucu olarak organlarin fonksiyonlar: etkilenir. Elektrik alanlari, plazma
zarinin her iki tarafindaki her serbest iyon iizerinde bir salinim kuvveti uygular ve bu
iyonlarin ¢apraz olarak zar1 gegmesine neden olur. Bu iyon hareketi, zar iizerindeki
iyon kanallarinda bozulma, membrandaki biyokimyasal degisiklikler ve dolayisiyla
tiim hiicresel fonksiyonlarin bozulmasiyla sonuglanir (Alberts 2002).

EMA'nin saglik etkileri hakkinda bilimsel bilgi ¢ok sayida epidemiyolojik, hayvan ve
in vitro ¢aligmalara dayanmaktadir. Ureme kusurlarindan kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklara kadar pek ¢ok saglik durumu incelenmis, ancak bugiine
kadar elde edilen en tutarl kanit gocukluk ¢agi 16semisi ile ilgilidir (Wertheimer and
Leeper 1979, Feychting et al. 2005). Bu konuda yaymlanmig INTERPHONE ¢aligsmast
en 6nemli ¢aligmalardan biridir. On {i¢ farkli iilkede yiiriitiilen vaka kontrol seklindeki
calismada cep telefonu kullanimi1 ile menengiom ve gliom arasindaki iliski

incelenmistir. Calismanin sonucunda cep telefonu kullaniminin menengiom ve gliom



riskini arttirmadigt; uzun siireli kullanim sonrasinda gliom riskinde az bir artis oldugu

bildirilmistir (Group, 1.S. 2010).

Dogal EMA kaynaklarindan farkli olarak giliniimiizde siklikla ve neredeyse siirekli
maruz kaldigimiz elektrikli cihaz ve kaynaklardan yayilan diisiik elektromanyetik
dalgalarin hiicre, doku ve diger fizyolojik sistemlerin isleyislerindeki etkilerle ilgili
yapilan caligmalardan elde edilen sonuglar bu frekanslarin canli yagamini birden
olmasa da siirekli maruziyet sonucu DNA yapisindan, hiicre isleyisine, enzimlerin
salgilanmasima ve bildigimiz anlamda norm kabul edilen isleyis ve yapilari
degistirmek de dahil olmak {zere ¢ok farkli diizeylerde etkileyebildigini

gostermektedir.

Sekil 4°te tariflenmis olan mekanizma radyasyon ile tetiklenen oksidatif hasarin, DNA
hasari, mikronukleus formasyonu ve kanser olusumuna sebep olabilecegini

ongormektedir (Kesari et al. 2018).
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Sekil 4. RF-EMA Maruziyeti (Kesari et al. 2018)
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2.3.1. Elektromanyetik alan ile yapilan in vitro calismalar

Insan semeninin in vitro bir saat konusma modunda cep telefonu radyasyonuna
maruziyeti sonrasi yapilan degerlendirmede, sperm viabilitesi ve motilitesinin
azaldigi, ROS’un arttigi, ROS-total antioksidan status (TAS) skorunun azaldigi
gosterilmistir (Agarwal et al. 2009). Yine insan semeninin in vitro cep telefonu frekans
araliginda RF-EMA’ya maruziyeti ile spermatozoada mitokondriyal ROS iiretiminin
artt1g1, motilite ve vitalitenin azaldigi, DNA’da baz eklenmesinin ve fragmantasyonun
tetiklendigi gosterilmistir (Iuliis et al. 2009). Insan semeninin 1 saat genis bant kod
bolmeli ¢oklu erisim benzeri EMA maruziyeti sonucu sperm motilitesi ve kinetik
degiskenler bilgisayarli sperm analizi (CASA) ile ve 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-
OHdQG) pozitif spermatozoa akim sitometri ile degerlendirildiklerinde sham grubuna
gore 6nemli fark gozlenmemistir (Nakatani-Enomoto et al. 2016). Insan immiin iliskili
hiicre serilerinin RF-EMA’ya maruziyeti sonucu ROS saliniminda ve 1s1 sok proteini
70 (HSP70) tezahiiriinde belirgin fark bulunmamustir (Lantow et al. 2006b, 2006a).
Insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinin 2 saatten fazla RF-EMA’ya maruziyeti
sonucu ROS olusumunun maruziyet siiresiyle artan ve 8 saatte % 37’ye varan
apoptozis aracili hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Lu et al. 2012). Arag
elektronikleri, fizyoterapi ekipmanlari, LCD monitérleri gibi cihazlardan yayilan
EMA’ya 30 dakika kadar maruz birakilan insan kan trombositlerinde CAT
aktivitesinde ve MDA konsantrasyonunda artis izlenmistir ve RF-EMA’nin insan
viicudunda oksidatif strese ve serbest radikal hastaliklara yol acabilecegi salik
verilmistir (Lewicka et al. 2015). Insan SH-SY5Y néroblastoma hiicrelerinin RF-
EMA’ya menadion, ferréz klorid gibi tetikleyici kimyasallar ile maruziyetleri sonucu
bu hiicrelerde kimyasal ile tetiklenen ROS iiretiminin ve buna bagli DNA hasarinin
artabilecegi salik verilmistir (Luukkonen et al. 2009, 2010). Insan 16semi kanser
hiicrelerinin 2.45 GHz radyasyona 1, 2, 12, 24 saat maruziyetleri sonucu zaman
bagimli olarak lipit peroksidasyonunda, sitozolik serbest Ca*?konsantrasyonunda ve
hiicre sayisinda kontrol grubuna gore artis Ol¢lilmiistiir ancak higbir grupta hiicre
viabilitesi, GSH-Px, vitamin C degerlerinde degisiklik gosterilmemistir (Naziroglu ve
ark. 2012a).
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Hiicre bazinda serbest radikaller ve Ca?* iyonu EMA etkilerine aracilik edebilir ve
hiicre biiyiimesinin baskilanmasi, proteinin zincirinin yanhs katlanmasi ve DNA
kirilmasma sebep olabili. EMA Ca®' iyonuna dayali hiicre sinyalizasyonunu
bozabilir. Insan 16semi T hiicre hatt1 Jurkat hiicrelerinde 50 Hz, 0.5 mT EMA'nin Ca®*
diizeylerini arttirdig1, kolera toksini ve protein tirozin kinaz inhibitorii genistein
etkisini bloke ettigi bulundu (Lindstrém et al. 1998). Timik lenfositlerde Ca2* akis1, 60
Hz, 22 mT EMA'ye maruz birakildiginda mitojenle aktive edilen sinyal iletimi
sirasinda artmistir (Liburdy 1992), bu da EMA'nin Ca?" kanallarinin regiilasyonu
tizerindeki modiile edici roliinii diisiindiirmektedir. 900 ve 872 MHz'lik RF-EMA'lar,
kimyasal olarak indiiklenmis ROS iiretimini artirabilir ve insan SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerinde ikincil DNA hasar ile sonuglanabilir (Zeni et al. 2007,
Luukkonen et al. 2009).

2.3.2. Elektromanyetik alan ile yapilan in vivo ¢calismalar

In vivo deneylerde, siganlarda endometriyal histopatolojik bozukluga yol acan 900
MHZ'lik bir EMA'nin neden oldugu artan oksidatif stres ortaya ¢ikmistir (Giiney ve
ark. 2007). Prostat kanseri hiicrelerinde, 60 Hz siniizoidal EMA ile indiiklenen ROS,
hiicre biliylimesini apoptozis ile inhibe ettigi ve hiicre dongiisiinii tuttugu goézlenmistir
(Koh et al. 2008). 2.450 MHz'lik bir RF-EMA maruziyetinin, DNA segmentlerinin
yeniden diizenlenmesine ve testis germ hiicrelerinde DNA kopmasina neden oldugu
saptanmugtir (Sarkar et al. 1994). Benzer sekilde, Cin hamster akciger hiicrelerinde
1,800 MHZz'lik bir RF-EMA indiike DNA hasar1 goriilmiistiir (Diem et al. 2005). Ek
olarak, farelerde kaudal epididimal spermatozoa ve embriyonik kok hiicrelerde 900
MHz ve 1.7 GHz kaynakli bir RF-EMA indiike DNA kirtlmas1 bulgulanmstir (Zhang
et al. 2006, Aitken et al. 2005). Bazi aragtirmacilar, EMA tarafindan protein
katlanmasinda degisiklikler bildirdiler, 1,95 MHZ'lik cep telefonu frekansinda EMA
tarafindan indiiklenen ton baligi miyoglobin proteininin yapisal dalgalanmasindaki
degisiklikler, RF-EMA'larinin protein yanlis katlanmasi icin potansiyel bir risk
oldugunu gostermistir (Nikolova et al. 2005).

Sicanlarda yapilan bir ¢alismada diisiik doz EMA ’nin lipit peroksidasyonunun aracilik

ettigi karaciger, akciger, testis ve kalp dokularinda oksidatif hasara, artmis NO
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seviyesine ve antioksidan savunma mekanizmasmin bastirilmasina neden oldugu
gosterilmistir (Esmekaya ve ark. 2011). Cep telefonu radyasyonunun sperm
parametrelerine maruz kalma siiresi acisindan incelendigi bir ¢calismada maruz kalma
siiresinin artigi ile sperm canliligi ve motilitesinde daha fazla bir azalma meydana
geldigi goriilmistiir. Calismada ayrica sperm toplam antioksidan kapasitesinin de
benzer sekilde azaldigi bulunmustur (Ghanbari et al. 2013). Siganlarda termal olmayan
elektromanyetik alanlarin oksidatif stresi tetikleme potansiyelini arastiran bir
calismada 40 ile 60 giinliik RF radyasyonuna maruziyet sonrasi tiyobarbitiirik ve
reaktif tlrleri (TBARS), indirgenmis glutatyon (GSH) igerigi, CAT aktivitesi,
glutatyon rediiktaz (GR) ve glikoz kalintis1 agisindan degerlendirilmistir. 40 giin sonra
onemli degisiklik olusmazken 60 giin sonra enzimatik antioksidatif savunma
sistemlerinde azalma ile sonuglandigi bulunmustur (Achudume et al. 2010). Akbari ve
ark. (2014) caligmalarinda sicanlarda serebellum ve ensefalonda RF dalgalar ile
tetiklenen oksidatif stresin ve bu dokularda antioksidan enzim aktivitesinin
Ol¢iilmesiyle vitamin C'mnin profilaktik etkisini degerlendirmistir. RF dalgalarinin
beyinde oksidatif strese neden oldugu ve C vitamininin antioksidan enzim aktivitesini
artirdigr ve MDA'y1 azalttig1 sonucuna varmiglardir (Akbari et al. 2014). Benzer bir
calismada cep telefonu radyasyonunun korneal ve lens dokularinda oksidatif strese yol
actigit ve C vitamini gibi antioksidanlarin bu etkilerin 6nlenmesine yardimci
olabilecegine dair bulgular elde edilmistir (Balci ve ark. 2007). Baska bir ¢alismada
20 hafta boyunca giinde 24 saat Wi fi radyofrekans enerjisine maruz birakilan
sicanlarda serum 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin diizeyleri ile testislerde DNA hasarini
gosteren8-hidroksiguanozin boyamasinda anlamli artis ve CAT ile GSH-Px
aktivitelerinde azalma saptanmistir (Atasoy ve ark. 2013). Siganlarda yapilan bir
calismada mikrodalga radyasyonlarina maruziyet sonucunda lipid peroksidasyonunda
artis ve askorbik asit ve alfa-tokoferoliin koruyucu etkileri oldugu goriilmiistiir
(Aweda ve ark. 2003). Cep telefonu radyasyonuna benzer 1s1na maruz birakilmis sigan
derisinde artmuis fibrozis ve lipit peroksidasyonu (LPO) gézlenmis olup 1s1n ile birlikte
melatonin verilen grupta melatonin tedavisinin radyasyonun neden oldugu fibrozis ve
LPO'yu azalttigi gosterilmistir (Ayata et al. 2004). Benzer bir c¢aligmada sican
laringotrakeal mukozasinda Wi fi kaynakli EMA'nin neden oldugu oksidatif stres

tizerindeki melantoninin koruyucu rolii arastirilmistir. Melatoninin serbest radikal
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olusumunu inhibe ederek ve GSH-Px antioksidan sistemini destekleyerek koruyucu
etki gosterdigi bulunmustur (Aynali ve ark. 2013). EMA ile tetiklenen hasarin
olgunlagsmamis ve olgun sicanlarda geri doniislii olup olmadigini1 belirlemek icin
yapilan bir arastirmada 45 giin boyunca giinde 2 saat diisiik doz EMA’ya maruz
birakilan siganlarin 2 haftalik iyilesme siireci sonucunda lenfoit organlarda antioksidan
sistemdeki degisikliklere bakilmis. Sonu¢ olarak olgunlasmamis sicanlarin major
lenfoit organlarinda olgun siganlara gore ¢ok daha fazla geri doniistimsiiz oksidatif
hasar goriilmistiir (Aydin ve Akar 2011). Diisiik doz EMA'ya maruziyet sonucu
sicanlarin beyin dokusu ve serumundaki oksidatif stresi ve sarimsak tozunun koruyucu
etkisini inceleyen bir ¢aligmada beyin lipidinde ve protein oksidasyonunda énemli bir
artis oldugu ve sarimsagin bu oksidatif strese karsi koruyucu bir etki gosterdigi
bulunmustur (Bilgici ve ark. 2013). Cep telefonu radyasyonunun siganlarda fertilite
tizerindeki etkilerini arastiran bir ¢alismada EMA grubunda diizensiz seminifer
tiibiiller, az sayida spermatogonia, dev ¢ok ¢ekirdekli hiicre, dejenere spermatozoa ve
Leydig hiicre sayisinda 6nemli dl¢iide azalma saptanmustir. Calismada EMA'ya kronik
maruziyette testikiiler hasara karsi Moringa oleifera yapragi ekstratinin koruyucu
etkisi de gosterilmistir (Bin-Meferij and El-Kott 2015). Plazma antioksidanlarinin
(Mel, GSH-Px ve SOD) sirkadiyen ritimlerinin RF'den etkilenip etkilenmedigini
belirlemek ic¢in sicanlarda yapilan calismada RF’nin hem giinliik antioksidatif
seviyelerini hem de sirkadiyen ritimlerini olumsuz etkiledigi gosterilmistir (Cao et al.
2015). Ugiincii nesil (3G) bir cep telefonunun yaydigi EMA ’nin siganlarm géz dokusu
ve kanindaki antioksidan ve oksidatif stres parametrelerine etkisini arastiran ¢calismada
20 gilinliik maruziyet sonucu goz dokularinda GSH-Px ve CAT diizeyleri; ek olarak,
kanda MDA ve indirgenmis GSH seviyeleri dl¢iilmiistiir. G6z dokusunda GSH-Px ve
CAT aktiviteleri ve kandaki MDA ve GSH diizeyleri agisindan gruplar arasinda
anlaml1 fark bulunmamistir (Demirel ve ark. 2012). Diisiik doz EMA’ya haftada 5 giin
boyunca gilinde 2 saat maruz kalan siganlarda biligsel islevde anlamli bozulma ve
oksidatif streste artis oldugu gosterilmistir (Deshmukh et al. 2013). 2 ay boyunca
giinde 1 saat diisiik doz mikrodalga 1sinlarina maruz birakilan sigcanlarda EMA’nin
Total TAS diizeyini anlamli olarak azalttig1 ve Total Oksidan Status (TOS) ve oksidatif
stres indeks diizeylerini frontal korteks, beyin sap1 ve serebellumda anlamli olarak

arttirdigr  gosterilmistir (Eser ve ark. 2013). Cep telefonu radyasyonunun disi
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sicanlarda olas1 oksidatif endometriyal hasara dair biyokimyasal ve histopatolojik
degisiklikleri incelemek iizere yapilan bir ¢alismada endometriyal yiizey epitelyal ve
glandiiler hiicrelerde ve stromal hiicrelerde yaygin ve siddetli apoptoz bulunmustur.
Ayrica EMA'ya maruz kalan hayvanlarda endometriyal nitrik oksit (NO), MDA
yiikselirken; SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin azaldigi, E ve C vitaminlerinin bu
oksidatif stres egilimini tersine gevirdigi bulunmustur (Giiney ve ark. 2007). Bir
calismada prenatal diisiik doz EMA’ya maruz kalan siganlardan postnatal 21. giinde
testisler c¢ikartilarak LPO ve DNA oksidasyon seviyeleri, apoptotik indeks
karsilastirilmistir. Prenatal donemde diisiik doz EMA'ya maruz kalan 21 giinliik sigan
testislerinde bu parametreler kontrollere gore yiiksek bulunmus ve bu olumsuz etki
dogumdan sonra da devam etmistir (Hanci ve ark. 2013). Bir ¢alismada baz istasyonu
tarafindan {iiretilen RF dalgasinin testisteki oksidatif stres lizerine etkisi ve GSH-PX,
SOD, CAT ve MDA antioksidan enzim aktiviteleri 6lgiilerek C vitamininin profilaktik
etkisi degerlendirilmistir. RF dalgasinin testiste oksidatif strese neden oldugu ve C
vitamininin antioksidan enzim aktivitelerini artirdig1 ve MDA'y1 azalttigi bulunmustur
(Jelodar et al. 2013). Baska bir ¢aligmada 45 giin boyunca giinde 2 saat cep telefonu
radyasyonuna maruz birakilan siganlarda testosteron seviyesinde azalma ve kaspaz-3
aktivitesinde bir artis bulunmustur (Kesari and Behari 2012). EMA’nin karacigerde
olusturdugu hasara bakilan bir ¢aligmada 1 ay giinde 1 saat maruziyet ile sigcan
karacigerinde fokal nekroz, inflamasyon, vaskiiler dejenerasyon, hepatositlerde
apoptoz, vaskiiler genisleme, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, biliyer hiperplazi,
Kupffer hiicre popiilasyonunda azalma gibi histopatolojik degisiklikler goriiliirken 24
saat bir sefer maruziyet ile Kupffer hiicre sayisinda artma izlenmistir (Sahin ve ark.

2018).

2.3.3. Elektromanyetik alan ile yapilan insan calismalari

15-30 dakika maruziyet ile cep telefonu kullanicilarmin tiikiiriiklerinde salinan
sliperoksit anyon radikal konsantrasyonunda artis gosterilmistir. Bu ¢alisma ile EMA
maruziyetinin insan hiicrelerinde oksidatif stres olusturabilecegi salik verilmistir (Abu
Khadra et al. 2015). 1 saatten fazla cep telefonu ile konusmanin tiikiiriikte TAC
seviyesini 20 dakikadan az konusmaya gore daha fazla azalttigi bulunmustur (Arbabi-

Kalati et al. 2014). Elektromanyetik hipersensitiviteden muzdarip insanlarda plazma
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koenzim-Q10 oksidasyon oraninda belirgin artig ile pro-oksidan/proinflamatuvar
metabolik degisiklikler tanimlanmistir (De Luca et al. 2014). Yillarca telefon kullanan
bireylerde EMA’ya maruz kalan parotis bezi ile kars1 parotis bezi tiikiiriik salgisi akis,
total protein konsantrasyonu, p53, p21, ROS, glutatyon, 1s1 sok proteinleri 27 ve 70 ve
IgA tiikiiriik seviyeleri agisindan karsilastirildiginda fark bulunmamistir (de Souza et
al. 2014). Buna karsin yillarca telefon kullanan bireylerde sagir bireylerden olusan
kontrol grubu ile karsilastirildiginda parotis bezlerinde tiikiiriik akisi, total protein,
albiimin, amilaz aktivitesinde diisiis ve tiikiiriikte oksidatif stres belirteclerinde
belirgin artis bildirilmistir (Hamzany et al. 2013). Tiikiiriik salgisinda MDA ve 8-0kso-
7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin (8-Oxo0-dG) gibi oksidan belirtecler ile oksijen radikal
absorpsiyon kapasitesi (ORAC) ve hidroksil radikal ekartasyon kapasitesi (HORAC)
degerlendirildiginde, 15-30 dakika gibi kisa siireli RF-EMA maruziyetler ile tiikiiriik
salgisinin oksidan/antioksidan durumu arasinda iliski bulunmamistir (Khalil et al.
2014). Deniz radarn kaynakli mikrodalga radyasyonuna maruz kalan g¢aliganlarda
yapilan testlerde kontrol grubuna gore oksidatif strese isaret eden diisiik glutatyon ve
yiiksek MDA konsantrasyonlar1 ve sitogenetik degisiklikleri gdsteren mikronukleus
testlerde belirgin fark tespit edilmistir. Bu c¢aligma ile hiicre ve DNA hasarinda
oksidatif stresin muhtemel mekanizmalardan biri olabilecegi salik verilmistir (Garaj-
Vrhovac et al. 2011). Baz istasyonu yiiz metre yakininda yasayan insanlar 10% ila 10’
kat arasinda daha fazla radyasyona maruz kalmaktadir. Baz istasyonuna yakin yasayan
kigilerde kontrol grubuna gére SOD ve CAT enzim aktivitelerinde disiiklik ile
LPO’da yiiksek degerler bulunmustur. Bu insanlarda antioksidan gen polimorfizminin
genetik hasar ile belirgin iligkisi oldugu izlenmistir (Gulati et al. 2018). Cep telefonu
radyasyonuna maruz kalan goniillillerde kanda ve disa verdikleri havada bakilan
oksidatif stres dengesinin 30. dakikadan sonra belirgin degistigi bulunmusgtur (Marconi
et al. 2015). Saglikli erkek goniilliilerde yapilan ¢alismada cep telefonu radyasyonuna
bekleme modunda 1, 2, 4 saatlik akut maruziyetler sonucu eritrositlerde LPO’da artis,
SOD ve GSH-Px aktivitelerinde azalma ile oksidatif stresin degistigi gosterilmistir
(Moustafa et al. 2001). Bir¢ok epidemiyolojik ¢alismada ozellikle dstrojen pozitif
meme tiimoriinde EMA’ya kronik maruziyette genel etkisine isaret edilmekle birlikte
meme kanserinde EMA iliskili artmis risk igin yeterli kanit bulunmamistir (Naziroglu

ve ark. 2012b). Insanda 30 dakika konusma modunda cep telefonu radyasyonuna
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maruziyette diger tarafa gore cilt sicakligi, nazal NO seviyesi artisi, nazal minimal
kesit alaninda ise azalma Ol¢ililmistiir (Paredi et al. 2001). Goniillii geng eriskinlerde
cep telefonu kullanim siiresi uzun olanlarda kisa siire kullananlara gore bakilan
tikiiriik salgis1 enzim ve MDA diizeylerinde belirgin artis saptanmustir (Shivashankara
et al. 2015). Cep telefonu baz istasyonu civarinda yasayan insanlardan alinan periferik
kan lenfosit kiiltiirlerinde mikronukleus siklig1 daha uzakta yasayanlara gore yiiksek
bulunmustur, yakinda yasayan insanlarin plazma GSH, CAT, SOD seviyeleri
diisiikken LPO yiiksek bulunmustur (Zothansiama et al. 2017).

2.3.4. Elektromanyetik alanin saglk iizerine etkileri

Elektrik ve manyetik alanlara mesleksel olarak maruz kalan is¢ilerin saglik durumuyla
ilgili ilk calisma 1960°1larin baginda Sovyetler Birliginde yapilmistir. Asanova&Rakov
ve ark. (1966) yiiksek voltajli istasyonlarda 26 kV/m kadar elektrik alana maruz kalan
is¢ileri incelemistir. Bu tlir maruziyetlerin otonom ve santral sinir sisteminde
fonksiyonel bozukluklara sebep olabilecegi bulgulanmistir. Bu tiir maruziyetlerin
otonom ve santral sinir sisteminde fonksiyonel bozukluklara sebep olabilecegi
bulgulanmistir. Bu bulgular Ukrayna’da yliksek voltaj istasyonlarinda ¢alisan isgilerle
yapilan 2 ayr1 calismada daha dogrulanmistir. Bu g¢alismalarda toplam 500 is¢i
incelenmistir. Isciler tarafindan rapor edilen sikayetler; yorgunluk, irritasyon, bas
agrisi, istah kaybi, bag donmesi, mide bulantisi, uyku bozukluklari, azalmig libido ve

ilgili gesitli fonksiyon bozukluklaridir (Revnova et al. 1968, Sazanova 1967).

2.4, ERKEK UREME SiSTEMIi

Embriyoda genital sistem Wilms tiimor geni ve steroidogenetik faktor-1 etkileri ile
karm boslugunun arka duvarinda yer alan ara mezodermden gelisir. Dollenme ile
genetik acgidan cinsiyet belirlenmis olmakla birlikte gelisimin 7. haftasina kadar
gonad indiferansiye bipotansiyel 6zelliktedir. Gonadlar ortaya bir ¢ift uzunlamasina
genital sirt olarak cikar ve i¢inde germ hiicreleri yoktur. Epiblasttan koken alan
primordiyal germ hiicreleri primitif gonadlara 6. haftada ulagir ve primitif cinsiyet
kordonlarini olusturur. insanda bipotansiyel gonadin testis yoniinde farklanmas1 Y
kromozomunun kisa kolu tizerinde bulunan SRY geni ve 17. kromozom iizerinde yer

alan SOX-9 geni ile saglanmaktadir. SRY geni iiriinii olan testis belirleyici faktor
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etkisiyle primitif cinsiyet kordonlari medullar kordonlar1 olusturmak tizere ¢ogalir.
SOX-9 antimiillerian hormon geninin ekspresyonunu kontrol eder ve Sertoli
hiicrelerinin farklilagmasini saglar. Antimiillerian hormon disi i¢ genital yapiya
dontisecek miillerian yapilar1 geriletir. Kordonlarin farklanmasi ile mezensimden
gelisen Leydig hiicreleri gelisimin 8. haftasinda testosteron iiretmeye baslar.
Testosteron wolf yapilarini (epididim, duktus deferens, seminal vezikiil) gelisimini
saglar ve dihidrotestosterona doniiserek dis genital yapilarin ve iirogenital siniisiin
virilizasyonunu saglar. Pubertede testis kordonlar1 liimenleri agilarak seminifer

tiibiillere doniistr (Sadler 2011).

Erkek {iireme sistemi; erkek gamet hiicre iiretiminin gergeklestigi testisler,
spermatozoa tasinmasini saglayan epididimis, ductus deferens, ejakulatuvar kanal ve
tiretranin bir kismi, semeni olusturan seminal vezikiil, prostat bezi, bulboiiretral bezler,

koitus organi penisten olusur (Kierszenbaum 2002).

Sperm iiretiminin gerceklestigi testisler skrotum denilen torba icerisinde sagli sollu bir
cift olarak bulunur (Armci ve Elhan 2006). Testisleri saran tunika albugineadan uzanan
bag dokusu organi lobiillere ayirir. Her lobiilde spermatogenezin gergeklestigi
seminifer tibiiller ve Leydig hiicrelerini igeren stroma vardir. Tiibiil etrafinda bulunan
miyoid hiicreler kasilarak spermatozoanin ve testikiiler sivinin tiibiilden kanal
sistemine gegisini saglar. Seminifer tiibiil epitelini Sertoli hiicreleri ve spermatogenik

seri hiicreleri olugturur (Resim 1).

Leydig hiicreleri kolesterolden testosteron sentezi yaparak embriyoda gonad
gelisimini, ergenlikte sperm iiretiminin baslamasini, sekonder seks karakterlerinin
gelisimini, aksesuvar cinsiyet bezlerin salgi islevini ve yetiskinde bu islevlerin

devamliligini saglar (Ross and Pawlina, 2015).

Sertoli hiicreleri bazal laminadan seminifer tiibiil limenine uzanan destek hiicreleridir.
Spermatogenik seri hiicreleri i¢in yapisal ve besinsel destek saglar, kan-testis bariyeri
olusturarak immiin sistemden korur, bu hiicrelerin liimene dogru hareketlerini ve
serbest birakilmalarimi saglar (Jegou 1992). Geride kalan sitoplazmik artiklar ile

dejenere hiicrelerin fagositozunu yapar (Mruk and Cheng 2004). Sertoli hiicreleri
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bazolateral baglantilari ile olusturdugu bazal ve adluminal kompartmanlarda pinositoz
ve reseptor aracili endositoz islevlerini gergeklestirir (Rong-Xi et al. 1987). Tip A agik,
tip A koyu ve tip B spermatogonia bazal kompartmanda bulunurken spermatositler,

spermatidler adluminal kompartmanda yer alir (Cavicchia and Sacerdote 1988).

Spermatogenezin spermatogoniyal fazinda spermatogoniyal kok hiicrelerden kdken
almis spermatogoniyal hiicreler, mitoz ile ¢ogalarak, hem kendi rezervlerini koruyan
tip A koyu (Ad) spermatogoniyal hiicreleri hem de spermatositlere farklilasacak tip A
soluk (Ap) hiicreleri ve buna miiteakip tip B spermatogoniyal popiilasyonu
olustururlar. Spermatosit fazinda tip B spermatogoniyal hiicrelerden kdken alan primer
spermatositlerden I. mayoz ile sekonder spermatositler, sekonder spermatositlerden I1.
mayoz sonucu spermatidler olusur. Spermiyogenez fazlarimi gegiren spermatidler
spermatozoaya doniisiimiinii tamamlayarak seminifer tiibiil liimenine salinir (Ross and
Pawlina 2015). Mayoz boliinmeler adluminal kompartmanda kan-testis bariyeri

sayesinde immiin sistemden korunmus olarak gergeklesir (Mathur et al. 2011).

Leydig hiicresi eozinofilik sitoplazma ve yuvarlak niikleus gosteren poligonal
hiicrelerdir. Tiibiil etrafinda 3-5 tabaka halinde miyoid hiicreler goriinmektedir. Sertoli
hiicreleri soluk niikleus ve belirgin niikleolus gosteren prizmatik hiicrelerdir. Ad
spermatogonyum bazofilik niikleus icerirken Ap spermatogonyum niikleusu oval ve
soluk goriiniimliidiir. Tip B spermatogonyum merkezi niikleolus iceren yuvarlak
niikleusa sahiptir. Spermatositlerin biiylik yuvarlak niikleuslar1 belirgin kromatin
Oriintlistine sahiptir. Geng spermatidler yuvarlak niikleuslu yuvarlak hiicreler iken
matiir spermatidler bazofilik baslar1 ve eozinofilik flagellalar1 ile limene uzanir
(https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File: Testis_histology 2
Jpg, erigim tarihi: 23.02.2019, Ross and Pawlina, 2015) (Resim 2).

Liimene serbestlestirilen normal bir spermatozoonun basi oval bi¢imli, 5-6 um
uzunlugunda, 2,5-3,5 pm ¢apinda, % 40-70 akrozom iceren Ozelliktedir. Orta pargasi
ince hatli, eksensel olarak bagli, basin 1,5 kat1 uzunlugunda, 1 pm genisliginde olup
basin yarisindan biiyiik sitoplazmik damlacik bulundurmaz. Kuyruk kismi 45 pm

uzunlugunda tek olup kirilma, biikiilme, kivrilma gostermez (Kruger et al. 1988,
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1986). Insan sperminden farkl1 olarak sican sperminin bas1 ¢engel seklindedir (Resim
3).

Resim 1. Testis Histolojisi

I: Interstisyel bag dokusu L: Liimen, SE: Seminifer Epitel, ST: Seminifer Tiibiil, TA:
Tunika Albuginea. Boya: Hematoksilen ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x20
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Resim 2. Seminifer Tiibiil Histolojisi

a: Spermatogonyum, b: Sertoli hiicresi, ¢: Primer spermatosit, d: Erken spermatid, e:
Geg spermatid, f: Spermatozoon, g: Leydig hiicresi, h: Miyoid hiicre. Sigan. Boya:
Hematoksilen ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x40.
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Bas

Kuyruk

Resim 3. Sperm Histolojisi

A. Sperm Yayma, insan. Boya: Diff Quick. B. Sigan spermi. Boya: Eosin Y.
Objektif biiyiitmesi x40.

Heniiz hareketsiz olan spermatozoa miyoid hiicrelerinin kasilmasi ve Sertoli
hiicrelerinden salgilanan sivinin akisi ile diiz tiibiiller ve rete testis aracilig ile hareket
ve dolleme yetenegi kazandiklar1 epididimise ulasarak depo edilir. Cinsel uyari
gerceklestiginde duktus deferense gegen spermatozoa aksesuvar bezlerin salgilar ile
birleserek semeni olusturur ve iiretradan ejakulasyon ile atilir. Boylelikle erkek tireme
hiicresinin erkek genital sistemde nihai hedefine ulagsmak i¢in yaptigi, tiretiminden

atilimina kadarki 86 giinliik yolculugu tamamlanmis olur (Ross and Pawlina 2015).

2.4.1. EMA’nin Erkek Ureme Sistemi Uzerindeki Etkileri

Infertilite diinya capinda iireme ¢agindaki giftlerin yaklasik %15'ini etkiler. Infertilite
kliniklerinde ¢iftlerin % 30°dan fazlas1 kadin kaynakli olmayan ve semen analizlerinde
¢ok biiyiik anormalikler gostermeyen vakalardir ve bu giftler idiopatik infertil olarak
siniflandirilir (Liu et al. 2004). Idiopatik infertilite anormal morfoloji, gecikmis/ hig
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gerceklesmemis akrozom cevabi ya da bozulmus sperm-zona baglanmasi gibi sézde

erkek faktorlerine atfedilir (Kruger et al. 1986, Franken et al. 1993).

Erkek fertilitesinde rapor edilen diisiis, aralarinda RF-EMA’nin da bulundugu bir¢ok
sebeple iliskilendirilmektedir (Erogul ve ark. 2006, Sheiner et al. 2003). Agarwal ve
ark. nin (2008) mobil telefon kullaniminin semen kalitesinin gesitli kriterlerine etkisi
ile ilgili olarak yaptig1 calismada, infertilite klinigine basvuran 360 erkek hasta
kullanim saatlerine gére 4 gruba ayrilarak sperm parametreleri incelenmis ve sperm
parametrelerinin giinliik cep telefonu kullanimima maruz kalma siiresinin uzamasiyla

azaldig1 ve baslangi¢ semen kalitesinin bu degerler anlaminda diistirdiigti gozlenmistir.

Lokal kablosuz aga bagl diziistii bilgisayarlarin insan spermatozoasi tizerindeki
etkilerini degerlendirmek icin Avendano ve arkadaslarinin yaptigi calismada 29
saglikli dondrden alinan sperm 6rnekleri degerlendirildiginde ¢ogu normozoospermik
olan sperm Orneklerinden 4 saat boyunca kablosuz aga bagl diziistii bilgisayara maruz
birakilanlarin sperm motilitesinde belirgin diisme gosterilmistir. Alinan sonuglar
internete bagli bilgisayarin kucakta testislere yakin konumlandirilarak kullanilmasinin
erkek fertilitesinde diislise sebep olabilecegini gostermistir (Margaritis et al. 2014)
(Sekil 5).
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Sekil 5. EMA Erkek Ureme Sistemi Uzerindeki Etkileri
(Kesari et al. 2018)

2.5. KAFEIK ASIT FENETIL ESTER

Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE) dogal bir biyoaktif bilesendir ve bir¢ok bitkide
bulunur (Metzner et al. 1979). Ar1 kovanlarindan ¢ikarilan balmumu regineden elde
edilir (Bankova 2009). Bununla birlikte polifenik ester kafeik asit ve fenetil alkoliin
reaksiyona girmesi yoluyla da sentezlenebilir (Chen et al. 2011). ilk kez Grunberger
ve arkadaglari tarafindan bulunmus ve tanimlanmistir (Grunberger et al. 1988). CAPE
bilesigi, CAPEEE, 2-feniletil kaffeat, B-feniletil kaffeat kullanilan diger isimleridir.
Kimyasal formiilii C17H1604’tiir (Sekil 6).
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Sekil 6. CAPE’ nin kimyasal agik formiilii
(https://www.caymanchem.com/images/catalog/70750.png) (Erisim tarihi:
20.08.2018)

2.5.1. CAPE fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
Molekiiler agirlig1 284.311 g/mol’diir.
Topolojik Polar Yiizey Alani: 66.8 A2
Hidrojen Dondr Bag Sayisi: 2

Hidrojen Akseptor Bag Sayist: 4

Kapekateol halkasi i¢indeki hidroksil gruplariyla birlikte bulunan bir polifenoldur ve
bir¢ok biyolojik aktivitede kritik rol oynar. Antineoplastik, hiicre koruyucu ve immun-

modiilator bioaktif 6zellikler gosterir.

2.5.2. CAPE etkileri ve kullanim alanlari

Antimitojenik, antikanserojenik, antiinflamatuvar ve immiin-modiilator 6zelliklere
sahip oldugu bilinmektedir. Niikleer transkripsiyon faktoriiniin, NF-xB
aktivasyonunun gii¢lii ve spesifik bir inhibitoriidiir (Natarajan et al. 1996). Calismalar
CAPE’nin enfeksiyoz hastaliklar, oksidatif stres, inflamasyon, kanser, diyabet,
norodejenerasyon ve anksiyete gibi bir¢ok patolojiye karst etkin biyolojik ve
farmakolojik rol oynadigin1 gostermektedir (Grunberger et al. 1988, Wang et al. 2006,

Kumazawa et al. 2010).
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2.5.3. CAPE’nin antimikrobiyal etkileri

CAPE’nin Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Escherichia DH5a bakterilerine, HIV-1, Hepatit —C viriislere
karsi, bakteri duvari membrani, RNA-DNA yazilimlar1 ve replikasyon aktivitelerini
hedef alarak etki gosterdigi ortaya konmustur (Kishimoto et al. 2005, Velazquez et al.
2007, Kujumgiev et al. 1993, Serkedjieva et al. 1992). CAPE’nin diyet yoluyla
aliminda, soguk alginligi, bogaz agris1 ve yara iyilesmesinde etkin sonuglar

gozlenmektedir.

2.5.4. CAPE’nin antiinflamatuvar etkisi

CAPE antiinflamatuvar etkisini, hiicre duvarindan arasidonik asit salinimini azaltmasi
yoluyla COX-1 ve COX-2 aktivitesini baskilayarak gerceklestirir (Michaluart et al.
1999, Orban et al. 2000, Mirzoeva and Calder. 1996, Lee et al. 2004b). inflamasyona
sebep olan T-hiicrelerinde interlokin-2 (IL-2) gen transkripsiyonu ve sentezini azalttig
gozlenmistir (Raso et al. 2001). Nitrik oksit (NO) basta olmak iizere reaktif nitrojen
tiirleri inflamasyonda énemli bir rol oynar. Inflamatuar siirecte Nitrik oksit sentaz
(NOS) belirgin sekilde artar. NOS’ un inhibisyonu, inflamasyon ve doku hasarini
azaltabilir. CAPE, indiiklenebilir NOS’u (iNOS) baskilar ve bu sekilde NO aktivitesini
azaltir (Parlakpinar ve ark. 2012).

2.5.5. CAPE’nin sitotoksik etkisi

CAPE’nin sitotoksik etkileriyle ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan in vivo ve in
vitro c¢alismalar CAPE’nin C6 Glioma hiicrelerinin biiylimesini baskiladigini
gostermistir (Kuo et al. 2006). Bazi kanser tiirlerinde artan niikleer transkripsiyon
faktor -kB (NF-kB) aktivasyonunu engelleyerek kanser onleyici etki gostermektedir
(Natarajan et al. 1996). Anjiyogenez, timor invazyonu ve metastaz iizerindeki
CAPE’nin onleyici etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda antitimor etkileri

gosterilmistir (Liao et al. 2003, Lotfy 2006, Orsoli¢ and Basi¢ 2005).
2.5.6. Kemoterapi ve radyoterapinin sebep oldugu toksik etkilere karsi CAPE

Kanser tedavisinde kullanilan birgok ilag, serbest radikal formasyonu ve oksidan

hasara sebep olarak bobrek ve karaciger gibi organlardaki fizyolojik hemostaz1 bozar.
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CAPE serbest radikal formasyonunu ve NF-kB faktorii baskilayarak bu ilaglarin
istenmeyen etkilerini azaltir ve terapdtik etkilerini arttirir (Sulaiman et al. 2014, Akyol
ve ark. 2012, Ozen ve ark. 2004, Kizilay ve ark. 2004).

2.5.7. Diger etkiler

Bazi caligmalar CAPE’nin, immiin-modiilatér, antihepatotoksik, antiosteojenik,
antiaterosklerotik o6zelliklerini gostermistir (Lee et al. 2008, Erdem ve ark. 2014,
Hishikawa et al. 2005). CAPE’ nin iskemi ve ¢esitli zehirlenmelerden kaynakli beyin
ve spinal kord hasarini bertaraf ettigi noroprotektif etkisi gosterilmistir (Akyol ve ark.
2011). 10 uM konsantrasyonda, CAPE ksantin/ ksantinoksidaz sistemini ve insan

notrofillerinde ROS iiretimini tamamen durdurmaktadir (Sud'Ina et al. 1993).

Hiicre metabolizmasimin bir sonucu olarak, hidrojen peroksid, siiperoksit anyon,
hidroksil iyonu, reaktif oksijen tiirleri ile nitrit oksit gibi nitrojen tiirevleri agiga ¢ikar.
Bu maddelerin detoksifiye edilememesi ve yiiksek oranlarda bulunmasi DNA gibi

molekiillerle etkilesime girerek zararl sonuglara yol agar.

CAPE’nin antioksidatif etkileri konusunda ¢ok sayida g¢alisma yapilmistir. Bu
caligmalar CAPE’nin kuvvetli bir antioksidan etki gostererek reaktif oksijen tiirlerini
temizledigini ve hiicre membranin1 lipid peroksidasyonuna karst korudugunu
gostermistir (Kurek-Gorecka et al. 2014, Olczyk et al. 2013a, 2013b, Russo et al. 2002,
Yasui et al, 2013).

2.5.8. CAPE antioksidan etkileri

Sicanda yapilan ¢alismalarda renal dokuda iiriner NAG ve kardiyak, retinal ve yine
renal dokularda bakilan MDA, NO seviyelerinin artis1 ile SOD, CAT, GSH-Px
aktivitelerinin azalist uzun donem cep telefonu maruziyeti ile tetiklenen doku
hasarinda oksidatif mekanizmalarin roliinii bununla birlikte CAPE’in bu hasarlara
kars1 antioksidan &zelligi sayesinde koruyucu etkisi gosterilmistir (Ozgiiner ve ark.
2005b, 2005a, 2006). Siganlarda sigara ile tetiklenen oksidatif stres sonucu testis
dokusunda artan MDA, CAT, SOD diizeylerinin sigara maruziyeti yaninda CAPE

uygulanmasi ile tersine ¢evrilerek antioksidan aktivitenin arttigi, GSH-Px diizeyinin
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yiikseldigi gosterilmistir (Ozyurt ve ark. 2006). Siganlarda testiste torsiyon/detorsiyon
uygulanmasi sonucu olusan oksidatif stresin profilaktik CAPE uygulanmasi ile
antioksidan yoniine kaydigi, SOD, CAT diizeylerinin torsiyon/detorsiyon gruba gore
diisiik, GSH-Px diizeyinin yiiksek oldugu gosterilmistir (Uz ve ark. 2002).

2.6. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektrona sahip
yiiksek enerjili atom veya molekiillerdir (Cheeseman and Slater. 1993). Eslenmemis
elektronlar1 nedeniyle, kararli hale ulagsmak igin elektron alarak veya vererek diger
bilesikler ile tepkimeye girerler, bu sekilde oksidan ya da rediiktan olarak davranirlar
(Vishal-Tandon et al. 2005, Cheeseman and Slater. 1993). Oksijen kaynakli serbest
radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen kaynakli serbest radikaller reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) olarak isimlendirilir (Halliwell ve Gutteridge 1999; Valko ve
ark. 2007). Reaktif oksijen tiitlerinin baslicalari; tekli oksijen (1O2), siiperoksit anyonu
('O2-), hidroksil ((OH), peroksil (ROO-) ve alkoksi (RO-), hidrojen peroksit (H205)
molekdilleridir (Kaurand Kapoor 2001). Reaktif nitrojen tiirlerinin bazi drnekleri ise
nitrik oksit (NO'), nitrojen dioksit (NO2), nitroksil anyonu (NO"), nitrdz asit
(HNOy)’dir. Serbest radikallerin hiicre hasart olusturma mekanizmalarindan
baglicalar1 membranlarin lipit peroksidasyonu, DNA par¢alanmasi, proteinlerin ve
enzimlerin oksidatif modifikasyonu, polipeptit fragmantasyonu olarak sayilabilir
(Kumar et al. 2000). In vivo olarak hiicrede normal metabolizmanin iriinleri seklinde
aciga ¢ikan radikaller oldugu kadar inflamasyon, radyasyon, antineoplastik ajanlar,
hava kirliligi, hiperoksi, sigara dumani, bazi ¢oziiciiler, anestezikler ve genel olarak
aromatik hidrokarbonlar gibi ¢evresel ajanlar da serbest radikallerin meydana

gelmesine yol agar (Erden 1992).

Hiicrelerde serbest radikalleri yok eden enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
sistemler vardir. Viicutta baslica antioksidan maddeler GSH-Px, GR, SOD, katalaz
gibi enzimler ve serbest Fe, Cu tagiyan seruloplazmin, laktoferrin, ferritin, transferrin,
selenyum, A, E, C vitaminleri, beta karoten, glutatyon gibi maddelerdir (Kumar et al.
2000). Seminal plasma GSH-Px/GR sistemi, SOD, CAT, C, E vitaminleri, GSH, iirat,

ubikinon, bilirubin antioksidanlarini ve sperm plasma membrant E, A vitaminlerini,

28



haptoglobulin, transferrin, seriiloplazmin antioksidanlarini igerir (Agarwal and

Prabakaran 2005).

2.6.1. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz

GSH-Px hidrojen peroksitin ve lipid hidroperoksitlerin indirgeyerek hiicreyi lipid
peroksidasyonuna karsi korur (Tabakoglu ve Durgut 2013). GPx, glutatyonu okside
ederek H2O2’yu H20’ya indirger.

H202 + 2 GSH — GSSG + 2 H20

Glutatyon rediiktaz (GR) ise glutatyonun okside formunu (GSSG) tekrar GSH’ya

indirger.

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

Hiicrede GSSG’nin GSH’a orant hiicrenin oksidatif durumunun bir yansimasidir ve
hiicrenin serbest radikalleri katabolize etme yeteneginin bir gostergesi olarak kullanilir

(Kumar et al. 2000).

2.6.2. Siiperoksit dismutaz

Serbest radikallere karsi organizmadaki ilk savunma islemi SOD enzimiyle
gerceklesir. Siiperoksit dismutaz (SOD) hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubunu
hidrojen peroksit (H20.) ve oksijene ¢eviren esansiyel bir enzimdir. SOD, ROS’lardan
stiperokside bir elektron vererek H202’ye indirgeyerek organizmayi oksidanlarin
zararh etkisinden korur (Halliwel and Gutteridge 1999, Mercan 2004).

2:0," + 2H*+ SOD — H20;, + O>
2.6.3. Katalaz

Hidrojen peroksidi indirgeyerek oksijen ve suya parcalanmasini saglayan enzimlerden

biri de katalazdir.
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2H>02+ CAT — 2H20 + O-

CAT serbest radikallerin birikmesini ve lipid peroksidasyonunun baglamasini 6nleyen

enzimatik antioksidanlardandir (Tabakoglu ve Durgut 2013).

2.6.4. Malondialdehit

Plasma membranindaki poliansatiire yag asitlerine ROS saldiris1 ile meydana gelen
kimyasal reaksiyonlar zincirine lipit peroksidasyonu denir (Shekarriz et al. 1995).
Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonunun son firiiniidiir. Olusan MDA iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi membran

ozelliklerinin degismesine yol agar (Cighetti et al. 2002).

2.6.5. Erkek iireme sisteminde serbest radikaller

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizmanin {iriinleridir. Serbest radikal hasar1
hiicresel yaslanma, fagositik hiicreler ile mikroplarin 6ldiiriilmesi, iltihabi hiicre hasari
makrofajlar ile tiimor imhasi ve zedeleyici olaylarin temelini teskil eder (Kumar et al.

2000).

Erkek tireme sisteminde 16kositler ve immatiir spermatozoa reaktif oksijen tiirlerinin
iki kaynagini olusturur (Garrido et al. 2004b). Spermde ROS {iretimi sperm plasma
membraninda NADPH oksidaz sistemi ve mitokondridle NADH bagimli oksido-
rediiktaz sistemi ile gergeklesir (Gavella and Lipovac 1992). Ejakulasyon ile erkek
genital sistemi terk eden spermatozoanin disi genitalde fertilizasyon yetenegi
kazanmasina kapasitasyon denir (Austin 1951). Kapasitasyonu takiben spermin
yumurtay1 dollemesine izin veren akrozom reaksiyonu meydana gelir (Lambert et al.
1985, De Lamirande et al. 1997). Kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu oksido-
rediiksiyon reaksiyonlar1 ile diizenlenen siireglerdir, ‘O2", H202, 'NO gibi radikaller
kapasitasyonun ve akrozom reaksiyonunun gerceklesmesini saglar (de Lamirande et
al. 1998, Zini et al. 1995, Sengoku et al. 1998).
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Oksidatif stres; serbest radikallerin {iretiminin artmasi, antioksidanlarin inaktif ya da
yetersiz olmasi gibi nedenlerle oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasi sonucu
olusur (Tabakoglu ve Durgut 2013). Sigara, alkol, ilag, radyasyon gibi ¢evresel
faktorler ROS firetimini arttirarak organizmada oksidatif strese yol agar (Agarwal and
Prabakaran 2005).

Fizyolojik kosullar altinda, spermatozoa kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve
fertilizasyon igin gerekli olan az miktarda reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretir (Griveau
and Lannou 1997). Bununla birlikte, 16kositler ve olgunlasmamis spermler tarafindan
tiretilen asir1 miktarda ROS, lipid peroksidasyonunu ve DNA hasarini indiikleyerek
normal spermatozoaya zarar verebilir (Sekil 7) (Aitken et al. 1998, Agarwal et al.
2003, Agarwal and Saleh 2002).

Normal Olgunlasmamis
Spermatozoon Spermatozoon
Bas
Sitoplazmik -« Boyunda Artik Sitoplazma
Orta Parca Damlacik
Sitoplazmik Enzimlerde Fazlalik
Kuyruk Laktat Kreatin  Superoksit Glukoz-6-Fosfat
Dehidregenaz  ginaz Dismutaz Dehidrogenaz
Peroksidatif *
"‘l/ Hasar NADPH

<—— Asin 0, Uretimi

Sekil 7. Olgunlasmamis spermatozoonda ROS iiretimi mekanizmasi

(Agarwal and Saleh 2002)

2.6.6. Serbest radikaller ile DNA hasari

Serbest oksijen radikalleri ile delesyon, mutasyon, genetik hasar gibi DNA’da birgok
lezyon tetiklenir (Tominaga et al. 2004). Hidroksil radikalleri ile deoksiriboz sekerin
oksidasyonu DNA zincir kiriklarinin temel nedenidir (Sun et al. 1997). Oksidatif hasar
baz degradasyonu, DNA fragmantasyonu ve proteinlerde ¢apraz baglara neden olur
(Lopes et al. 1998, Aitken and Krausz 2001). infertil erkeklerin semenlerinde bir DNA
oksidasyon iirlini olan 8-OHdG diizeyinin yiiksekligi ile gosterilen DNA
fragmantasyonu orani yiiksektir (Moustafa et al. 2004, Agarwal and Said 2003).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. CALISMANIN YERI VE TARIHI
3.1.1. Etik kurul karari ve proje destegi

“Deneysel diisiik doz elektromanyetik alanin sigan testis ve semen dokularina etkileri
ve kafeik asit fenetil esterin antioksidan roliiniin arastirilmast” isimli ¢alismamizin,
Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligmin 21.02.2018

tarih ve 02 sayili karar ile gergeklestirilmesinin uygun olduguna ile karar verilmistir.

Bu ¢alisma, Sakarya Universitesi Rektorliigii BAP-2018-2-9-31 numarali bilimsel

arastirma projeleri kapsaminda saglanan finansal destekle gerceklestirilmistir.

3.1.2. Calismamn yeri ve tarihi

Bu calisma, Sakarya Universitesi Deneysel Tip Arastirma Merkezinde (SUDETAM)
2018 Haziran-Temmuz aylarinda yapilmistir.
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3.2. GEREC VE YONTEM

3.2.1. Deneklerin temini ve deney gruplarinin olusturulmasi

Sakarya Universitesi Deneysel Tip Arastirma Merkezinden temin edilen Wistar
Albino cinsi 10 haftalik siganlar 2 hafta aklimatizasyon déneminden gegirilerek deney

ortamina uyumlari saglanmistir.

Toplam 30 giinliikk deney siirecinin baglangicinda 12 haftalik 32 adet erkek sigan her
grupta 8 adet olacak sekilde rasgele 4 gruba boliindii. Siganlara kuyruklar1 boyanarak

rakam verildi (Resim 4).

Resim 4. Wistar Albino cinsi erkek si¢anlar

4 ayr1 kafeste takip edilen deney gruplari su sekilde diizenlendi:

Grup | (Kontrol grubu): 30 giin boyunca higbir madde uygulanmayan grup.

Grup II (EMA grubu): 30 giin boyunca giinde 1 saat diisiik doz EMA uygulanan grup.
Grup III (EMA+CAPE): 30 giin boyunca kafeik asit fenetil ester intraperitoneal
enjeksiyonunu takiben giinde 1 saat EMA uygulanan grup.

Grup IV (CAPE): 30 giin boyunca kafeik asit fenetil ester intraperitoneal enjeksiyon
uygulanan grup.
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3.2.2. Viicut agirhiklarinin 6l¢iimii
Dort gruptaki siganlarin agirliklart deney baslangicinda ve deney siiresince elektronik

tart1 (Kern PCB terazi, Almanya) ile her hafta tartildi (Resim 5).

Resim 5. Elektronik Tarti

3.2.3. GSM simiilator cihaz

EMA uygulamasi i¢cin 900 MHz elektromanyetik dalga verici GSM simiilator cihaz
(Set Electronic LTD, 900-1800 MHz Microwave Test Transmitter, GHz 2011X,
Samsun, Tirkiye) kullanildi (Resim 6).

Resim 6. Elektromanyetik dalga verici GSM simiilator cihaz
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3.2.4. Deney diizenegi

GSM elektromanyetik dalga verici anten (Kathrein, VPol Indoor 876-960/1710-2700
360° 2dBi, Germany) kafese tistten 23 cm yiikseklikte yerlestirildi ve elektromanyetik
dalganin kafes i¢i siddeti 0,2 - 0,3 VV/m olarak ayarlanarak elektromanyetik radyasyon

6l¢ciim cihazi ile 6l¢iildii.

Uygulama odasinda GSM simiilator cihazin yakin oldugu duvar 60 um kalinliginda
aliminyum kapli izolasyon malzemesi ile dosendi. Uygulama esnasinda deney
diizenegi elektromanyetik radyasyonu engelleyen perde ile ortiildii (Resim 7). Yan
odalardaki EMA siddeti prob ile 6lgiildii ve bu tedbirler ile deney odasinin digina
elektromanyetik dalga ¢ikisinin 6nlendigi tespit edildi. Elektromanyetik koruyucu
perde kumas1 glimiisle kapl sentetik elyaf iplikten olugmaktadir. Perde, dokumasinda

bulunan elektriksel iletkenligi olan iplikler ile elektromanyetik dalgalar1 sagliga zarar1

bulunmayan elektrik akimlarina dontigtiirmektedir.

Resim 7. Deney diizenegi
A. Anten kafesin iistiine yerlestirildi. B. Kafes elektromanyetik dalga 6nleyici perde

ile ortuldi.

3.2.5. Kafeik asit fenetil esterin hazirlanmasi
Kafeik asit fenetil ester (Cayman Chemical Company 1180 E. Ellsworth Rd. Ann
Arbor, MI 48108) % 100 etanol (Merck KGaA 64271 Darmstadt, Germany) ile

¢Ozdiiriilerek hazirlandi.
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3.2.6. Deneyin uygulanisi

Wistar Albino 12 haftalik erkek siganlar sicakligi 21+2 °C olan iyi havalandirilmis bir
odada 12 saat aydinhik / 12 saat karanlik dongiide seffaf plastik kafesler
(Eurotype 4; 18 cm X 33 cm X 55 cm) iginde barindirildi (Resim 7A). Denekler
pelet haline getirilmis standart sigan yemi ve musluk suyu ile serbest sekilde (ad

libitum) beslendi.

Kontrol grubu higbir madde uygulanmadan diger gruplarla ayni kosullarda deneye
dahil edildi. Grup II’deki siganlara 30 giin siireyle, her giin, giiniin ayn1 saatinde, 900
MHz EMA uygulandi. Grup IlI’teki sicanlara Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE) otuz
giin siireyle 10 pmol/kg/giin dozda giliniin ayn1 saatinde tek doz intraperitoneal (ip)
enjeksiyonunu takiben giinde 1 saat disiik doz (900 MHz) EMA uygulandi. Grup
IV’teki siganlara otuz giin siireyle giiniin ayni saatinde tek doz 10 pmol/kg/giin dozda
ip CAPE enjeksiyon olarak uygulandi.

3.2.7. Deneyin sonlandirilmasi

Calismanin 30. giiniinde anestezik olarak Ketasol % 10, 75mg/kg ip (Richterpharma
ag, Wels, Austria) ve Basilazin % 2, 8mg/kg ip (ani Medica GmbH, Im Sidfeld 9,
48308 Senden-Bosensell / Almanya) uygulanan siganlardan intrakardiyak kan

ornekleri alindi ve hayvanlar eksanguinasyon yontemi ile sonlandirildi.

3.2.8. Orneklerin toplanmasi

Biyokimyasal analizler i¢in deneklerden alinan kan Ornekleri ¢alismanin
gerceklestirilecegi giine kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklanmak tizere ependorf

tiiplere konuldu.

Sicanlardan testis ve epididimal kanallar g¢ikarildi. Testislerin agirliklart hassas
terazide (Shimadzu, ATX-224, Japonya) o6l¢iilerek kaydedildi (Resim 8).
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Resim 8. Hassas terazi

Sag testisler ve baglantili kanallar 151k mikroskobunda histopatolojik incelemeler igin
Bouin’s fiksatifine (Scy Tek Lab. Emergo Europe, Prinsessegracht 20, 2514 AP The
Hague, The Netherlands) alindi.

Sol testisler ve baglantili kanallar biyokimyasal analizler yapilincaya kadar

saklanmak tizere -20 °C’de dondurucuya konuldu.

3.2.8.3. Semen eldesi

Kaudal epididimisten semen eldesi i¢in epididimis kapsiilii bistiiri ile kesildi. Baglama
pensi yardimi ile epididimal kanalin bir kismi serbestlestirilerek pens basi ile kanal
digsaridan sivazlanarak semenin digar1 akmasi saglandi. Yaklagik 5 pl hacmindeki
semen fosfat tamponlu salin (PBS, Sigma, P4417-100 TAB) soliisyonu ile yikanarak
petriden ependorf tiiplere alindi (Resim 9). Alinan numunelerden sperm sayimi ve
akim sitometrik incelemeler yapmak {izere son hacim PBS soliisyou ile 1 ml’ye

tamamlandi.
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Resim 9. Epididimal kanallardan semen eldesi

A. Epididimal kanallarin serbestlestirilmesi. B. Epididimal kanallarin disardan pens

araciligryla sivazlanmasi ile semen elde edilmesi.

3.2.9. Makler sayim kamarasi

Makler sayim kamarasi (Irvine Scientific 2511 Daimler St. Santa Ana, CA, USA)
seyreltilmemis semen Orneklerinden sperm sayisi, motilite degerlendirilmesinde

androloji laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (Resim 10).

Makler kamarasi iki boliimden olusmaktadir: Alt ana parca merkezi bir agikliga sahip
metal taban ve iki tutamaktan olusmaktadir. Tabanin merkezinde, {izerinde 6rnek
bulunan optik diiz camdan yapilmis diiz bir disk bulunur. Diskin etrafinda dort pim
vardir. Onlarin uglar diskin yiizey seviyesinin 10 mikron iizerindedir. Ust kistm metal
bir halka ile gevrelenmis camdan ibarettir. Alt ylizeyinin merkezinde, her biri 0.1 x 0.1
mm olan 100 kareye boliinmiis 1 mm? 1zgara vardir. Cam dort ug uca yerlestirildiginde,
10 kareden olusan bir sira ile sinirlanmis olan alan, tam olarak mL’de bir milyondur.
Bu nedenle, 10 karedeki sperm bas1 sayisi, konsantrasyonu milyon / mL olarak belirtir

(Makler 1980).
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Resim 10. Makler Sayim Kamarasi

Hazirlanan sperm soliisyonundan 10 pl alinarak Makler sayim kamarasinda say1 ve

hareketlilik incelemeleri yapildi.

3.2.10. Akim sitometri yontemi ile DNA kirid tespiti

Tiim deney gruplarina ait semen 6rneklerinde, akim sitometri cihazinda Apo-Direct
kit (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) kullanilarak “The Terminal
Deoxynucleotide Transferase Mediated dUTP Nick End Labeling” (TUNEL) yontemi
ile sperm DNA kiriklari tespit edildi. Referans olarak ve olusabilecek yanlis pozitifligi
onlemek amaci ile kit icerigindeki negatif ve pozitif kontroller kullanildi. Akim
sitometri analizleri 1X10° hiicre/ml konsantrasyonda numunelerde gerceklestirildi.
Ornekler 300 g’de 7 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi ve peletin
tizerine % 1’lik paraformaldehit eklendi. Hiicreler, % 1 paraformaldehit i¢inde 1,0 x
108 hiicre / ml'lik bir yogunlukta siispanse edilip 60 dk boyunca buz iizerine inkiibe
edildi. Siire bitiminde ornekler 300 g’de 7 dk santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirildi. 2 ml PBS eklenen hiicreler ayn1 sekilde satrifiij edildi ve stipernatantlar
uzaklastirildi. Yikama islemi iki kere tekrarlanarak PBS uzaklastirildi ve 1 ml % 70°1lik
soguk etanol eklenerek hiicreler buz {izerinde 30 dk bekletildi. Santrifiij yontemi ile
etanol uzaklastirildi. Negatif ve pozitif kontroller ile sperm hiicrelerinin bulundugu

tiplere 1’er ml “Wash Buffer” eklenip santrifiijlenerek silipernatant uzaklastirildu.
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Yikama iglemi iki kere tekrarlandi. Kontrol ve sperm peletleri {izerine 50’ser pl DNA
isaretleme soliisyonu eklenerek siispanse edildi (DNA isaretleme soliisyonunun igerik
ve miktarlar1 tabloda verilmistir). Ornekler 60 dk 37 °C ‘de inkiibe edildikten sonra 1
ml “Rince Buffer” eklenip 300 g’de 7 dk santrifiij edildi ve bu islem tekrarlandi.
Stipernatantlar1 uzaklastirilan 6rneklere 0,5 ml PI/RNase boyama tamponu eklenerek
30 dk karanlik ve oda 1sisinda inkiibe edildi. DNA kiriklari Beckman Coulter Navios

akim sitometri analiz cihazi kullanilarak Kaluza yazilimi ile analiz edildi (Resim 11).

Tablo 1. DNA isaretleme soliisyonunun igerik ve miktarlari.

DNA Labeling Solution

Reaction Buffer 10.00 pl
plTdT Enzyme 0.75 ul
FITC dUTP 8.00 pl
Distilled H20 3225 ul
Total Volume 51.00 pl

Resim 11. Akim sitometri analiz cihazi
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3.2.11. Sperm morfolojisinin incelenmesi

Epididimal semen orneklerinden 1 ml alinarak % 1°lik Eosin-Y (Bio-Optica, 20134
Milano, Italy) ile 1:1 oraninda karistirildi ve oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Boyanan
orneklerden bir damla alinarak lama yayma yapildi ve oda 1sisinda kurutuldu. Kuruyan
ornekler metanole daldirilip ¢ikarilarak fazla boya uzaklastirildi ve tekrar kurumaya
birakildi. Isik mikroskobunda (Nikon Eclipse DS-Fi2, Japan) 40X biiyiitmede
incelenen dort gruptaki her sigana ait 6rneklerin boyamalarinda 200 spermde normal
morfoloji, bas anomalisi, boyun anomalisi, kuyruk anomalisi parametrelerinin

yiizdeleri hesaplandi (Resim 12).

SE Ry —

Resim 12. Kamera atagmanli 151k mikroskobu

3.2.12. Testislerin doku takibi

Deney sonunda sicanlardan ¢ikarilan sag testisler agirlik 6l¢iimiinii takiben doku

takibine alindi.

Testisler +4°C’de Bouin’s fiksatifine alindiktan 20 saat sonra vertikal diizlemde ikiye
boliinerek tespitleri 24 saate tamamlandi. Tespitten sonra testisler ytkamaya alinmadan
sirastyla % 70, % 80, % 90, % 100 etil alkol serilerinde 24’er saat tutularak
dehidratasyon yapildi. Dehidratasyonu takiben ticlii aseton serisinde her birinde 15’er

dakika tutularak seffaflastirma yapildi. Seffaflastirma islemini takiben 60 °C etiivde
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ticlli parafin serisinde her birinde 1’er saat tutularak infiltrasyon islemi gerceklestirildi.

Ornekler erimis parafine gomiilerek bloklama islemi yapildi.

3.2.13. Testislerden kesit alma

Ornekler kesit alma isleminden 6nce -20 °C’de bekletilerek sogutuldu. Thermo
Scientific Microm HM40E (Otto-Hahn-Strassela 69190 Walldorf, Germany) marka
mikrotom ile 3-5 um kalinliginda alinan kesitler jelatinli (Gelatine, Foodland, Ewald-
Gelatine GmbH, Meddersheimer Str. 50, 55566 Bad Sobernheim, Germany) sicak su

banyosunda agilmalari saglanarak lamlara alind1 (Resim 13).

"\
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Resim 13. Mikrotom

3.2.14. Testis kesitlerinin boyanmasi

Kesitlerin histolojik yapisini incelemek i¢in Hematoksilen-Eosin (Merck KGaA 64271
Darmstadt, Germany), Masson Trikrom (1020 Serpentine Lane, Suite #114
Pleasanton, CA, USA), Periyodik Asit Schiff (PAS) (Sigma-Aldrich, Inc, 3050 Spruce
Street, St. Louis, MO, USA) boyamalar1 yapildi.
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3.2.14.1. Hematoksilen ve Eosin ile boyama yontemi

Deparafinizasyon islemi i¢in, parafin bloktan lama alinmis 3-5 pum’lik 6rnekler lam
asansorline yerlestirilerek 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi. Kimyasal
deparafinizasyon islemi ig¢in, kesitler 30’ar dakika 2 degisim ksilende tutuldu.
Rehidratasyon islemi igin, % 95, % 80, % 70, % 60 etil alkol serilerinde 2’ser dk
tutuldu. 5 dk akar suda yikanan kesitler 10 dk hematoksilen boya soliisyonunda tutuldu
ve takiben 5 dk akar suda yikandi. Kesitler diferansiyasyon islemi igin asit alkol
soliisyonuna 1-3 sn batirilip ¢ikarildi ve takiben 5 dk akar suda yikandi. Kesitler 5 dk
eosin boya soliisyonunda tutulduktan sonra 3-5 dk akar suda yikandi. 1’er dk % 80 ve
% 95 alkol i¢inde tutulan kesitler 1’er saat iiglii ksilen serisinde bekletildi. Kesitler
izerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi ve penset yardimiyla hava kabarciklari

cikarildi.

3.2.14.2. Masson Trikrom ile boyama yontemi

Deparafinizasyon islemi i¢in, parafin bloktan lama alinmis 3-5 pm’lik 6rnekler lam
asansoriine  yerlestirilerek 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi. Kimyasal
deparafinizasyon islemi igin, kesitler 30’ar dk 2 degisim ksilende tutuldu.
Rehidratasyon islemi i¢in, % 95, % 80, % 70, % 60 etil alkol serilerinde 2’ser dk
tutuldu. Kesitler 5 dk distile su ile yikandiktan sonra 10 dk Weighert’s ¢alisma
¢ozeltisinde tutuldu.10 dk akar suda ve distile su ile yikanan kesitler Biebrich Scarlet-
Asit fuksin ¢ozeltisi i¢inde 15 dk tutuldu. Distile sudan gegirildikten sonra
Fosfomolibdik asit-fosfotungstik asit ¢ozeltisinde 15 dk tutuldu. Direk olarak
(yikanmadan) anilin mavisi ¢6zeltisi i¢inde 5 dk boyadi. Distile sudan gegirilen kesitler
Asetik asit ¢ozeltisinde 1 dk tutularak tekrar distile su ile ¢alkaland1. Ornekler 1’er dk
% 80 ve % 95 alkol serisinden gecirildikten sonra 1’er saat {iglii ksilen serisinde
tutuldu. Uzerlerine entellan damlatilarak lamel ile kapatild1 ve penset yardimiyla hava

kabarciklar1 ¢ikarildi.

3.2.14.3. Periyodik Asit Schiff ile boyama yontemi
Deparafinizasyon islemi i¢in, parafin bloktan lama alinmis 3-5 um’lik 6rnekler lam

asansOriine  yerlestirilerek 60 °C’lik etlivde 1 gece bekletildi. Kimyasal
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deparafinizasyon islemi igin, kesitler 30’ar dk 2 degisim ksilende tutuldu.
Rehidratasyon iglemi i¢in, % 95, % 80, % 70, % 60 etil alkol serilerinde 2’ser dk
tutuldu. Bes dk distile su ile yikanan kesitler Periyodik asit soliisyonu i¢inde 5 dk
tutularak tekrar distile sudan gegirildi. Takiben kesitler Schiff reaktifi iginde 15 dk
tutuldu. Kesitler akar su altinda 10 dk yikandi ve Hematoksilen Gill 3 ¢ozeltisi iginde
6 dk tutuldu. Tekrar akar su altinda 10 dk yikanan kesitler asit alkol soliisyonuna 1-3
sn batirilip ¢ikarilarak diferansiyasyon islemi yapildi. Akar su altinda 10 dk daha
yikanan kesitler 1’er dk % 80 ve % 90 alkol serileri i¢inde tutuldu. Kesitler 1’er saat
ticlii ksilen serisinden gegirilerek lizerlerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi

ve penset yardimiyla hava kabarciklart ¢ikarildi.

3.2.15. Johnsen skorlamasi

Johnsen skorlamasi 1970 yilinda Svend G. Johnsen tarafindan tanimlanan
spermatogenez kayit yontemidir. Testikiiler biyopsinin bir boliimiindeki tim boru
kesitleri sistematik olarak degerlendirilir ve her biri asagidaki kriterlere gore 1-10

arasinda bir puan alir:

Skor 10: Bir¢ok spermatozoa ile tam spermatogenez. Germinal epitel acik bir liimen
birakarak diizenli kalinlikta diizenlenmistir.
Skor 9: Bir¢ok spermatozoa mevcut fakat belirgin bir sekilde hiicre dokiilmesi ya da

liimen obliterasyonu ile germinal epitel diizensizdir.

Skor 8: Tiibiiler kesitte sadece birkag spermatozoa (<5-10) var.

Skor 7: Spermatozoa yok ama bir¢ok spermatid var.

Skor 6: Spermatozoa yok ve sadece birka¢ spermatid (<5-10) var.

Skor 5: Spermatozoa yok, spermatid yok ama birka¢ veya daha fazla spermatosit var.
Skor 4: Sadece birka¢ spermatosit var ve spermatid veya spermatozoa yok.

Skor 3: Spermatogonia mevcut tek germ hiicreleridir.

Skor 2: Higbir germ hiicresi yok ancak sadece Sertoli hiicreleri var.

Skor 1: Tiibiiler kesitte hi¢ hiicre yok.
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Ortalama skoru hesaplamak i¢in, her on skor i¢in kaydedilen tiibiil sayisi, skor ile
carpilir ve tiim on skor i¢in ¢arpimlarin toplami, kaydedilen toplam tiibiil sayisina

boliiniir (Johnsen 1970).

3.2.16. Biyokimyasal analiz yontemi

Sicanlar anestezi altinda iken kalplerinden kan alinarak eksanguinasyon yontemi ile
hayvanlar sonlandirildi. Biyokimyasal analizler i¢in kan ve testis dokular1 toplandi.
Kan numuneleri oda sicakliginda koagiilasyon isleminin tamamlanmasi sonrasi 4
°C’de 1000 g’de 15 dk santrifiij edildi (Thermo Scientific, Centrifuge SL16R, UK) ve
ependoflarda analiz giiniine kadar -20 °C’de bekletildi.

Testis doku analizi i¢in dokulara fosfat tamponu ilave edilerek %10’luk homojenat
olusturuldu. Buzda 1-2 dk 12,000 rpm’de homojenizasyon islemi sonrasi (Benchmark,
Bead Blaster Microtube Homogenizer, USA) silipernatanti elde etmek igin 5000
rpm’de 30 dk +4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatantlardan TAS, TOS, SOD ve MDA

seviyeleri ¢alisildi.

Serum orneklerinde bu molekiiller ve ek olarak testosteron, tiyol ve glutatyon

peroksidaz ¢alisildi.

TAS seviyeleri, ticari olarak temin edilen kit (Relassay Diagnostics, Tiirkiye, No:
RLO017) kullanilarak o6l¢iildii. Yontem, antioksidanlar tarafindan daha kararli bir
ABTS (2,2 ' - Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) radikal katyonunun
karakteristik renginin agartilmasina dayanmaktadir. Test % 3'ten daha diisiik
hassasiyet degerlerine sahiptir. 660 nm'de absorbans degisimi, numunenin toplam
antioksidan seviyesi ile ilgilidir. Elde edilen numuneler kolorimetrik olarak (Vital
Scientific, Selectra E, Netherlands) 6l¢iilerek sonuglar mmol Trolox Eq/ L olarak ifade
edildi.

TOS seviyeleri ticari olarak temin edilen kit (Relassay Diagnostics, Tirkiye, No:
RL0024) kullanilarak 6l¢iildii. Bu yontemde, 6rnekte bulunan oksidanlar demir iyonu-

o-dianisidin kompleksini ferrik iyona okside eder. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon
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ortaminda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri ile gii¢clendirildi. Ferrik iyon,
asidik bir ortamda ksilenol portakali ile renkli bir kompleks {iiretir, spektrofotometrik
olarak ol¢iilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan toplam oksidan molekiilii
miktart ile iligkilidir. Numuneler kolorimetrik olarak (Vital Scientific, Selectra E,
Netherlands) analiz edildi. Test, hidrojen peroksit (H20y) ile kalibre edildi ve sonuglar
umol H202 Eq/L olarak ifade edildi. TOS'un TAS'a orani, oksidatif stres indeksi (OSI)
olarak kabul edildi. OSI, belirtilen formiil ile hesaplandi: OSI = ([TOS, umol H20: Eq
/ L]/ [TAS, mmol Trolox Eq/ L] x 10) (Erel 2005).

Siiperoksit dismutaz (SOD) ticari olarak temin edilebilen kit (Relassay Diagnostics,
Tiirkiye, No: RL0025) kullanilarak olciildi. SOD’un analiz yontemi, kirmizi bir
formazan boyasi olusturmak iizere siiperoksit radikalleri tiretmek i¢in 2- (4-iyodofenil)
-3- (4-nitrofenol) -5-feniltetrazolyum kloriir (I.N.T.) ile reaksiyona giren ksantin ve
ksantin oksidazi (XO) igerir. SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile
Olctlir. Bir birim SOD, test kosullar1 altinda INT'min azaltilma oranmin % 50
inhibisyonuna neden olan bir birimdir. Elde edilen sonuglar spektrofotometrik olarak

(Robonik® ELISA Plate Analyzer, Maharashtra, India) olarak degerlendirildi.

Homojenattaki MDA seviyeleri, ticari olarak temin edilen kit (Relassay Diagnostics,
Tiirkiye, No: RL0026) kullanilarak dl¢iildii. Testosteron analizi serum numunelerinde
ticari temin edilen kit (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, Indiana)
kullanilarak yapildi. Ornekler biyotinlenmis monoklonal testosteron spesifik antikor
ve 2-bromoestradiol ile inkiibe edildi. Streptavidin kapli mikropartikiiller ve
rutillenmis testosteron tiirevi reaksiyon karisgimima eklendi ve kompleksler
biyotinstreptavidin etkilesimleriyle kati faza baglandi. Reaksiyon karigimi dlgiim
hiicresine aktarilip mikropartikiiller bir elektrotun yiizeyine manyetik olarak tutularak
baglanmamis numune, elektrota voltaj uygulanarak bir kemiliiminesan reaksiyon
baglatilmadan Once yikandi. Kemiliiminesans yontemi (Roche ® Cobas e41l,
Germany) ile numune igindeki testosteron konsantrasyonu bir kalibrasyon egrisi

kullanilarak hesaplandi.
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Tiyol ticari olarak temin edilen kit (Relassay Diagnostics, Tiirkiye, No: RLO178)
kullanilarak 6lgiildi. Tiyol tayininde kullanilan yontem; tiyoller 5, 5°-ditiyobis- (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile etkilesime girerek, 412 nm'de maksimum pik ile yiiksek
oranda renkli bir anyon olusturmasi esasina dayanir. Absorbans, numunenin toplam
tiyol igerigi ile orantili oldugundan dolay1 bilesik renginin 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak (Robonik® ELISA Plate Analyzer, Maharashtra, India)

Olclimii ile elde edilen degerler ile istatistiksel karsilastirmalar yapildi.

Glutatyon Peroksidaz ticari olarak temin edilen kit (Relassay Diagnostics, Tirkiye,
No: RL1243) kullanilarak o6lgiildii. Rat glutatyon peroksidaz-1'i (GSH-Px-1) test
etmek i¢in biyotin ¢ift antikorlu sandvig teknolojisine dayali ELISA testi kullanildh.
Glutatyon peroksidaz-1 (GSH-Px-1) monoklonal antikor ile 6nceden kaplanmis ve
daha sonra inkiibe edilen kuyucuklara glutatyon peroksidaz-1 (GSH-Px-1) eklendi.
Bundan sonra, bagisiklik kompleksi olusturan streptavidin-HRP ile birlesmek i¢in
biyotinle isaretlenmis anti GSH-Px-1 antikorlar1 eklendi. Inkiibasyon ve yikamadan
sonra baglanmamis enzimler ve substrat muamelesi sonrasi (GSH-Px-1)
konsantrasyonu pozitif olarak korele olarak ELISA cihazi (Robonik® ELISA Plate
Analyzer, Maharashtra, India) ile 6l¢tildii. Elde edilen degerler ng/ml olarak belirtildi.

3.2.16. Istatistiksel analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde; degiskenlerin
normal dagilima uygun olup olmadiklar1 Shapiro Wilk testi ile incelendi. Normallik
varsayimi saglandigi durumda siirekli yapidaki veriler ortalamatstandart sapma,
saglanmadigi durumda medyan [min.-max.] cinsinden Ozetlendi. Kategorik
degiskenler ise say!r ve yiizde cinsinden ifade edildi. ikiden fazla bagimsiz grup
karsilastirilmasinda normal dagilim varsayimi saglandigi durumda One-Way
ANOVA, farklilik ¢ikmasi durumunda farkliligin hangi gruplardan kaynaklandiginm
tespit etmek amaciyla varyanslar homojen ise post hoc test olarak Bonferroni,
varyanslar homojen degilse Tamhane’s T2 kullanildi. Normal dagilim varsayimi
saglanmadigr durumda Kruskall-Wallis testi uygulandi ve anlamli fark olmasi

durumunda farkin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek amaciyla Mann
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Whitney U testi ile ikili karsilastirmalar gerceklestirildi. Istatistik anlamlilik seviyesi
p< 0,05 olarak alindi. Elde verilerin istatistiksel analizleri, SPSS 20.0 ile yapild.
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4. BULGULAR
4.1. MORFOMETRIK OLCUMLER ILE ILGILI BULGULAR

4.1.1. Viicut Agirhg ile Tlgili Bulgular
Her grupta viicut agirliklari ¢aligmanin baslangicinda ve sonrasinda haftada bir
tartilarak kaydedildi (Tablo 2-5).

Tablo 2. Kontrol grubu viicut agirligi 6l¢tim degerleri

Denek no. Baslangi¢ 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4, hafta
1 283 310 342 350 358
2 276 300 311 321 330
3 293 320 355 374 384
4 301 329 358 372 387
5 306 330 376 381 385
6 298 324 336 349 358
7 269 286 294 313 321
8 288 313 356 364 370
Ortalama+ss 289,25+ 12,74 314,0+ 15,18 341,0+2691 353,0+24,94 361,62 +25,18

Tablo 3. EMA grubunda viicut agirligi 6l¢tim degerleri

Denek no. Baslangig 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
1 314 318 340 362 388
2 300 312 330 347 364
3 296 317 330 348 370
4 312 326 333 339 357
5 271 294 307 330 354
6 281 291 302 314 329
7 279 294 301 316 342
8 324 327 340 359 381

Ortalama+ss 293,67 +20,52 305,89+ 1830 318,78 +19,90 335,0+21,46 355,44 + 23,98
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Tablo 4. EMA+CAPE grubunda viicut agirligi 6l¢iim degerleri

Denek no. Baslangi¢ 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
1 318 308 320 340 346
2 355 341 366 377 403
3 277 259 261 258 254
4 288 279 298 309 323
5 316 310 332 321 331
6 295 290 313 317 329
7 279 272 281 292 288
8 300 286 291 307 315

Ortalama+ss 303,50 +25,76 293,12+25,82 307,75+32,59 315,12+34,61 323,62 443,22

Tablo 5. CAPE grubunda viicut agirligi 6l¢iim degerleri

Denek no. Baglangig 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
1 314 281 316 318 324
2 324 310 339 351 370
3 321 258 284 328 341
4 325 313 332 340 360
5 320 311 315 322 326
6 321 317 332 336 350
7 297 273 288 296 302
8 324 280 296 302 308

Ortalama =+ ss 319,33+£9,25  293,44+21,06 313,0+1991 324,0+17,51 335,66 +22,78

Dort gruptaki siganlar baslangigtaki agirliklar1 agisindan karsilastirildiginda, gruplar
arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p=0,008). Farkin hangi gruplardan
kaynaklandigini belirlemek i¢in yapilan post hoc testler CAPE grubundaki sicanlarin
kontrol ve EMA grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel anlamli olarak daha agir
oldugunu géstermistir (sirasiyla p=0,001 ve p=0,033) (Tablo 6).

50




Tablo 6. Deney gruplarinin baslangig haftasinda viicut agirliklart agisindan

karsilastirma istatistikleri

Bagslangig (1) grup (J) grup Ortalama fark (I-J)  Standart hata Sig.
EMA -4,41667 8,19038 ,996
Kontrol EMA+CAPE -14,25000 10,16076 ,718
CAPE -30,08333" 5,45681 ,001
Kontrol 4,41667 8,19038 ,996
EMA EMA+CAPE -9,83333 11,39166 ,955
CAPE -25,66667" 7,50370 ,033
Tamhane
Kontrol 14,25000 10,16076 ,718
EMA+CAPE EMA 9,83333 11,39166 ,955
CAPE -15,83333 9,61584 ,583
Kontrol 30,08333" 5,45681 ,001
CAPE EMA 25,66667" 7,50370 ,033
EMA+CAPE 15,83333 9,61584 ,583

Dort gruptaki siganlar 1., 2., 4. haftalardaki agirliklar agisindan karsilastirildiginda,
gruplar arasinda bu haftalardaki sigan agirliklar agisindan istatistiksel anlamli bir fark
bulunmad (sirastyla p=0,128; p=0,060; p=0,051).

Dort gruptaki sicanlar 3. haftadaki agirliklart agisindan karsilastirildiginda, gruplar
arasinda istatistiksel anlamli fark bulundu (p=0,030). Farkin hangi gruplardan
kaynaklandigini belirlemek i¢in yapilan post hoc testler kontrol grubundaki siganlarin
agirliginin EMA+CAPE grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
oldugunu gosterdi (p=0,025) (Tablo 7).
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Tablo 7. Deney gruplari arasinda 3. haftada viicut agirliklari agisindan karsilagtirma

istatistikleri
3. hafta () grup (J) grup Ortalama fark (I-J)| Standart hata p
EMA 18,00000 12,19078 464
Kontrol EMA+CAPE 37,87500" 12,54421 ,025
CAPE 29,00000 12,19078 ,103
Kontrol -18,00000 12,19078 464
EMA EMA+CAPE 19,87500 12,19078 ,378
CAPE 11,00000 11,82680 ,789
Tukey HSD Kontrol -37,87500" 12,54421 ,025
EMA+CAPE EMA -19,87500 12,19078 ,378
CAPE -8,87500 12,19078 ,885
Kontrol -29,00000 12,19078 ,103
CAPE EMA -11,00000 11,82680 ,789
EMA+CAPE 8,87500 12,19078 ,885
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4.1.2. Testis agirhiklar ile ilgili bulgular
Testis agirliklarina gore gruplarin karsilagtirllmasinda veriler normal dagilima

uymadigi i¢in Kruskal-Wallis testi uyguland: (Tablo 8).

Tablo 8. Deney sonunda deney gruplarinin testis agirlik 6lg¢iim sonuglari

Standart Enkiigcik  En biiytik
Ortalama Ortanca
Sapma deger deger
Kontrol 1,50 1,23 1,54 1,26 1,63
. EMA 1,37 0,06 1,37 1,28 1,46
Sol Testis
EMA+CAPE 1,35 0,21 1,38 0,94 1,65
CAPE 1,41 0,18 1,40 1,07 1,70
Kontrol 1,51 0,07 1,51 1,37 1,59
EMA 1,40 0,25 1,32 1,24 2,00
Sag Testis
EMA+CAPE 1,35 0,21 1,40 0,91 1,58
CAPE 1,39 0,06 1,37 1,33 1,48

Gruplar sol testis agirliklarina gore karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir sonug
bulunmadi (p=0,205).

Gruplar sag testis agirliklarina gore karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir sonug

bulunmadi (p=0,261).

4. 2. SPERM KONSANTRASYONU iLE iLGIiLi BULGULAR

Deney sonunda dort gruptan PBS i¢ine alinan epididimal sperm siispansiyonundan 10
ul alinarak Makler sayim kamarasinda sperm sayimi yapildi ve seyreltme orani ile

carpilarak konsantrasyonlar1 kaydedildi.

Uygulanacak istatistik testine karar vermek i¢in, her bir grup i¢in normallik testi
yapilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogrov-Smirnov testi ve
grafikler iizerinden incelenmis ve tiim gruplarin normal dagilima uyduguna karar

verilmistir. Gruplarin  konsantrasyon agisindan karsilastirilmasinda One-Way
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ANOVA testi kullanildi. Deney gruplarina ait tanimlayici veriler Tablo 9’da

Ozetlenmistir.

Tablo 9. Deney sonunda deney gruplarinin sperm konsantrasyonu sonuglari

Denek no. Kontrol EMA EMA+CAPE CAPE
1 133 69 91 202,5
2 187 101 97,5 194,5
3 154 141,5 121 215
4 209,5 56,5 145,5 207
5 129 130,5 87 140,5
6 135,5 110 107 140,5
7 184,5 53 155 216
8 151 155,5 98,5 156,5
Ortalama+ss 160,44 +29,72 102,12 +39,39 112,81 + 25,44 184,06 +32,75

Dort grubun sperm konsantrasyonlart One-Way ANOVA testi ile karsilastirilmis ve
gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulundu (p=0,000). Farkin hangi grup/
gruplardan kaynaklandigini anlamak i¢in post hoc test uygulanmistir. Post hoc testi
sonucunda kontrol grubunun sperm konsantrasyonunun EMA ve EMA+CAPE
gruplarindan istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiiksek oldugu goriildii (sirasiyla
p=0,06 ve 0,030). Ayrica CAPE grubunun sperm konsantrasyonunun EMA ve
EMA+CAPE gruplarindan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu
bulundu (sirasiyla p=0,000 ve p=0,001) (Tablo 10) (Sekil 9).
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Tablo 10. Deney gruplarmin sperm konsantrasyonu bakimindan karsilastirmali

istatistikleri
(1) grup (J) grup Ortalama fark (1-J) Standart hata p
EMA 58,31250" 16,11421 ,006
Kontrol EMA+CAPE 47,62500" 16,11421 ,030
CAPE -23,62500 16,11421 471
Kontrol -58,31250" 16,11421 ,006
EMA EMA+CAPE -10,68750 16,11421 ,910
CAPE -81,93750" 16,11421 ,000
Tukey HSD
Kontrol -47,62500" 16,11421 ,030
EMA+CAPE EMA 10,68750 16,11421 ,910
CAPE -71,25000" 16,11421 ,001
Kontrol 23,62500 16,11421 471
CAPE EMA 81,93750" 16,11421 ,000
EMA+CAPE 71,25000" 16,11421 ,001
200
184,06
180
160,44
— 160
£
£ 140
2 120 112,81
5] 102,12
>
@ 100
§ 80
c
o
~ 60
£
8 40
(%]
20
0
B Kontrol HEMA B EMA+CAPE CAPE

Sekil 9. Deney gruplarinda sperm konsantrasyonu ortalamalarinin grafigi
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4. 3. SPERM MOTILITESI iLE iLGILi BULGULAR

Orneklerde Makler sayim kamarasinda 10 karede ileri hareketli, yerinde hareketli,

hareketsiz spermlerin sayim1 degerlendirme yapildi.

Gruplar arasinda toplam motilite, ileri hareketli, yerinde hareketli, hareketsiz
parametreler agisindan fark olup olmadigimi karsilastirmadan 6nce verilerin normal
dagilima uyup uymadigini karsilastirmak tizere Shapiro Wilk testi uygulandi. Test
sonuglara gore tiim gruplarda toplam motilite verisi normal dagilima uydugu icin
One-Way ANOVA ile ileri hareketli, yerinde hareketli, hareketsiz parametreler
verilerinde normal dagilima uymayan gruplar olmasi nedeniyle Kruskal Wallis testi

uygulanmasina karar verildi.

Dort grubun toplam motilite verileri karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel anlaml
bir fark bulunmadi (p=0,170) (Tablo 11-12) (Sekil 10).

Tablo 11. Deney gruplarinin semende toplam motilite istatistikleri

Denek no. Kontrol EMA EMA+CAPE CAPE
1 5,26 538 10,7 6,2
2 3,74 1 2,6 2,4
3 2,6 1 2,3 3,8
4 2,15 3,5 2,9 34
5 6,97 2,2 8,8 9,97
6 4,1 4,5 1,9 39
7 5,14 11 9,7 11,6
8 7,28 57 35 10,6
Ortalama + sd 4,65+ 1,87 3,10+ 2,06 530+3,73 6,48 + 3,69
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Tablo 12. Deney gruplarimin semende toplam motilite karsilagtirmali istatistikleri

Toplam

Motilite () grup (J) grup Ortalama fark (I1-J)  Standart hata p
EMA 1,55500 ,98465 ,586
Kontrol EMA+CAPE -,64500 1,47669 ,999
CAPE -1,82875 1,46332 ,806
Kontrol -1,55500 ,98465 ,586
EMA EMA+CAPE -2,20000 1,50843 ,680
CAPE -3,38375 1,49534 241
Tamhane
Kontrol ,64500 1,47669 ,999
EMA+CAPE EMA 2,20000 1,50843 ,680
CAPE -1,18375 1,85664 ,990
Kontrol 1,82875 1,46332 ,806
CAPE EMA 3,38375 1,49534 241
EMA+CAPE 1,18375 1,85664 ,990
/ 6,48

Toplam Motilite Ortalamasi %

0

H Kontrol EMEMA ® EMA+CAPE CAPE

Sekil 10. Semende toplam motilite ortalamalari grafigi
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Dort grubun ileri hareketli verileri karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
anlamli bir fark oldugu goriildii (p=0,014). Farkin hangi gruplardan kaynaklandigin
bulmak i¢in yapilan ikili karsilagtirmalarda kontrol grubunun EMA grubundan
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha biiyiik ileri hareketli degerlerine sahip oldugu
goriildii. Gruplar arasinda ileri hareketli motilitenin karsilagtirmali istatistikleri Tablo
13'te ve gruplarin ileri hareketli motilite ortalamalarinin grafigi Sekil 11'de

gosterilmistir.

Tablo 13. Deney gruplarinin semende ileri hareketli motilite karsilastirmali

istatistikleri
fleri hareketli (1) grup (@ grup  Ortalama fark (1-) S@ndart
sapma
EMA 1,90625" ,52599 ,018
Kontrol EMA+CAPE ,48125 ,78049 ,992
CAPE 1,19250 ,64385 417
Kontrol -1,90625" ,52599 ,018
EMA EMA+CAPE -1,42500 ,713894 ,402
Tamhane CAPE -, 71375 ,59279 ,824
Kontrol -,48125 ,78049 ,992
EMA+CAPE EMA 1,42500 ,713894 ,402
CAPE ,71125 ,82698 ,956
Kontrol -1,19250 ,64385 417
CAPE EMA , 11375 ,59279 ,824
EMA+CAPE -,71125 ,82698 ,956
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2,74
2,5
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7
£
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o
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m Kontrol WMEMA mEMA+CAPE m CAPE

Sekil 11. Semende ileri hareketli motilite ortalamalarinin grafigi
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Dort grup yerinde hareketli agisindan karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel

anlamli fark bulunmadi (p=0,174) ve Sekil 12'de grafigi gosterilmistir.

4,93

4
3,03
3
2,26
5 1,91
| l
0

W Kontrol WEMA mEMA+CAPE m CAPE

Yerinde Hareketli Ortalamasi %

Sekil 12. Semende yerinde hareketli motilite ortalamalarinin grafigi
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Dort grup hareketsiz motilite agisindan karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
anlaml1 fark bulunmadi (p=0,204) (Sekil 13).

98

96,9

97

96

95

94
93,11

Hareketsiz Ortalamasi %

93

92

91

H Kontrol EMEMA ® EMA+CAPE CAPE

Sekil 13. Semende hareketsiz motilitelerin ortalamalari grafigi

4.4. SPERM MORFOLOJISI iLE iLGILi BULGULAR

Isik mikroskobunda x20 ve x40 objektif biiyiitmesinde goriintiilenen dort gruptaki her
sigana ait Orneklerin boyamalarinda 200 spermde normal morfoloji, bas anomalisi,

boyun anomalisi, kuyruk anomalisi parametrelerinin yiizdeleri hesaplandi.

Verilerin normal dagilimi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Normal dagilima uyan
veriler One-Way ANOVA testi ile normal dagilima uymayanlar ise Kruskal-Wallis
testi ile incelendi. Gruplar arasinda anlamli fark bulunursa ileri analizlerle farkin hangi
gruplardan kaynaklandigr arastirildi. Gruplarin  karsilastirilmas1  Tablo 14°te

verilmistir.

Dort grup normal morfoloji agisindan karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark

bulundu (p=0,024). Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini anlamak i¢in yapilan
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ileri analizlerde EMA+CAPE’nin EMA’dan istatistiksel anlamli olarak biiyiik oldugu
goriildi (p=0,035) (Tablo 14).

Dort grup bas anomalisi agisindan karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir fark
bulundu (p=0,004). Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini anlamak i¢in yapilan
ileri analizlerde EMA’nin EMA+CAPE ve CAPE’den istatistiksel anlaml1 olarak
biiyiik oldugu goriildi (p=0,028, p=0,004) (Tablo 14).

Dort grup arasinda boyun ve kuyruk anomalileri agisindan karsilastirildiginda

istatistiksel anlaml1 bir fark bulunmadi (sirastyla p=0,074; p=0,425) (Tablo 14).

Tablo 14. Deney gruplarina ait sperm 6rneklerinin morfoloji yiizdeleri

Standart En En
Ortalama Ortanca  kiigiik  biiyiik
Sapma * 9
deger deger
Normal Morfoloji 91,49 3,64 91,70 87,00 96,40
Kontrol Bas Anomalisi 4,20 2,96 3,85 1,20 9,66
Boyun Anomalisi 1,87 2,19 1,21 0,60 7,25
Kuyruk Anomalisi 2,43 1,63 1,62 1,00 5,80
Normal Morfoloji 84,89 5,96 83,35 77,10 92,30
EMA Bas Anomalisi 7,45 2,40 7,15 4,70 10,70
Boyun Anomalisi 3,32 1,90 3,25 1,00 6,00
Kuyruk Anomalisi 4,34 3,25 4,35 0,80 7,80
Normal Morfoloji 92,70 2,73 93,75 88,30 95,70
Bas Anomalisi 3,11 1,83 2,85 0,90 6,70
EMA+CAPE Boyun Anomalisi 2,28 0,85 2,60 0,60 3,20
Kuyruk Anomalisi 1,90 1,50 1,60 0,60 5,40
Normal Morfoloji 92,14 3,36 93,15 86,20 96,00
CAPE Bag Anomalisi 2,51 1,58 1,90 1 5,60
Boyun Anomalisi 2,86 1,53 2,70 1,10 5,10
Kuyruk Anomalisi 2,49 1,25 2,45 1,00 4,30

Isik mikroskobunda dort gruptaki her sigana ait orneklerin boyamalarinda normal
morfoloji, bag anomalisi, boyun anomalisi, kuyruk anomalisi incelenerek 20x ve 40x

objektif biiylitmelerinde goriintiilendi (Resim 14-21).
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Resim 14. Kontrol grubu si¢anlarda normal morfolojide sperm 6rnekleri

Boya: Eosin-Y. Objektif biiyiitmesi x40.
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Resim 15. EMA uygulanan si¢anlarda spermde bas anomalileri.
A. ¢engelsiz bas. B. kiigiik bas ve boyun anomalisi. C. diiz bas. D. muz seklinde bas,
ok; sitoplazmik damlacik. Boya: Eosin-Y. Objektif biiyiitmesi x40.

Resim 16. EMA uygulanan siganlarda spermde anormal morfolojiler

A. muz seklinde bas. B. diiz bas. Boya: Eosin-Y. Objektif biiyiitmesi x40.
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Resim 17. EMA uygulanan siganlarda spermde boyun anomalisi.
A. sitoplazmik damlacik. B. kirik boyun. Boya: Eosin-Y. Objektif biiyiitmesi x40.

h

Resim 18. EMA uygulanan siganlarda spermde boyun ve kuyruk anomalileri.
A. Kivrilmig kuyruk. B. Kuyruk yoklugu. Boya: Eosin-Y. Objektif biiyiitmesi x40.



Resim 19. EMA+CAPE uygulanan siganlarda spermlerde anormal morfolojiler.
A. kirik boyun. B. bas anomalisi. Boya: Eosin-Y. Objektif biiyiitmesi x40.

Resim 20. CAPE uygulanan si¢canlarda normal morfolojide sperm 6rnekleri.

Boya: Eosin-Y. Objektif biiyiitmesi x40.
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Resim 21. CAPE uygulanan si¢anlarda spermde kuyruk anomalisi.
Ok; Kivrilmig kuyruk. Boya: Eosin-Y. Objektif biiyiitmesi x40.
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4.5. TESTISLERIN HISTOPATOLOJiK iNCELENMELERI ILE iLGILI
BULGULAR

4.5.1. Hematoksilen ve Eosin boyama ile kesitlerin incelenmesi

Boyanan drnekler 151k mikroskobu ile goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi.

Kontrol grubundaki siganlarin testis kesitlerine ait 6rneklerde diizenli sekilli, normal
yapida seminifer tiibiiller, organize, normal yapida germinal epitel, intersitisyel alanda
normal histolojik goriiniimde Leydig hiicreleri goriilmekteydi. Seminifer tiibiil

liimenlerinde normal goriiniimlii spermatozoa mevcuttur. Germinal epitelde az

miktarda apoptotik hiicreler bulunmaktaydi (Resim 22).

Resim 22. Kontrol grubuna ait testis kesitinin 1s1k mikroskobik goriintiisii.

Boya: Hematoksilen ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x10.
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EMA’ya maruz birakilan si¢anlarin testis kesitlerinde spermatogoniyal hiicrelerde
vakuolar dejenerasyon, seminifer tiibiil epitelinde intratiibiiler 6dem, germinal epitel
hiicrelerinde hiicresel sisme, kopiiksii sitoplazma gozlenmistir (Resim 23-24). Yine
EMA grubunda testis kesitlerinde seminifer tiibiil epitelinde yaygin olarak apoptotik
hiicreler ve apoptotik cisimler ve mitotik figiirlerde artis gozlenmistir (Resim 25-26).

Bu gruba ait 6rneklerde bazi seminifer tiibiillerde spermatogoniyal hiicrelerin

germinal epitelden ayrildig1 ve epitelde mikrokistik alanlar oldugu goriilmiistiir
(Resim 27-28).

Resim 23. EMA grubuna ait testis kesitlerinde histolojik degisiklikler.
Oklar; spermatogoniyal hiicrelerde vakuolar dejenerasyon. Boya: Hematoksilen ve
Eosin. Objektif bityiitmesi x40.
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Resim 24. EMA grubuna ait testis kesitlerinde histolojik degisiklikler
Ok; germinal epitelde hiicresel sisme, kopiiksii sitoplazma. Boya: Hematoksilen ve
Eosin. Objektif biiyiitmesi x20.

Resim 25. EMA grubuna ait testis kesitlerinde histolojik degisiklikler

Oklar; apoptotik hiicreler. Boya: Hematoksilen ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x20.
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Resim 26. EMA grubuna ait testis kesitlerinde histolojik degisiklikler

Oklar; apoptotik cisimler. Boya: Hematoksilen ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x20.

Resim 27. EMA grubuna ait testis kesitlerinde histolojik degisiklikler

OKlar; spermatogoniyal hiicrelerin germinal epitelden ayrilmasi. Boya: Hematoksilen
ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x20.
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Resim 28. EMA grubuna ait testis kesitlerinde histolojik degisiklikler

Oklar; Mikrokistik alanlar. Boya: Hematoksilen ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x20.
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EMA+CAPE grubundaki siganlara ait testis Kesitlerinde seminifer tiibiiller diizgiin

sekilli, cogunlukla organize epitele sahipken baz1 yerlerde spermatogoniyal hiicrelerde

vakuolar dejenerasyon goriilmiistiir (Resim 29).

Resim 29. EMA+CAPE grubuna ait testis kesitinin 11k mikroskopik goriintiisii.

Boya: Hematoksilen ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x20.
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CAPE grubundaki sicanlara ait testis kesitlerinde seminifer tiibiiller diizenli sekilli,

germinal epitel organize goriilmektedir (Resim 30).

Resim 30. CAPE grubuna ait testis kesitinin 151k mikroskopik goriintiisii.

Boya: Hematoksilen ve Eosin. Objektif biiyiitmesi x20.
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4.5.2. Masson Trikrom boyama ile kesitlerin incelenmesi

Boyanan drnekler 151k mikroskobu ile goriintiilenerek fotograflart ¢ekildi.

Kontrol grubu si¢anlarin testis Kesitlerinde bazal membran intakt goriilmektedir.

Damar duvarinda ondiilan kollajen yapisi se¢ilmektedir (Resim 31, 32).

Resim 31. Kontrol grubundaki siganlarin testis kesitinin 1s1k mikroskopik goriintiisii.

Boya: Masson Trikrom. Ol¢ii cubugu: 200 pm.
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Resim 32. Kontrol grubundaki siganlara ait testis kesitinin 151k mikroskopik
goruntiis.
a; bazal membran. b; damar duvarinda kollajen lif yapisi. Boya: Masson Trikrom.

Olcii cubugu: 50 pm.
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EMA grubundaki siganlara ait testis kesitlerinde tunika albugineada kollajene 6zgii

renkte yogun boyanma goriilmektedir. Tunika vaskiilozada damarlarin duvar

yapisinda benzer sekilde yogun kollajene 6zgii boyanma se¢ilmektedir (Resim 33).

Resim 33. EMA grubundaki siganlara ait testis kesitinin 1s1k mikroskopik goriintiisii.

Ok; tunika albuginea. Boya: Masson Trikrom. Ol¢ii cubugu: 200 pm.
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EMA+CAPE grubundaki siganlara ait testis kKesitlerinde tunika albugineada ve tunika
vaskiilozadaki damar duvarlarinda kontrol grubundaki érneklere benzer yogunlukta

kollajene 6zgii boyanma goriilmektedir (Resim 34).

Resim 34. EMA+CAPE grubundaki siganlara ait testis kesitinin 151k mikroskopik

goruntisi.

Ok; Damar duvarinda kollajen lifler. Boya: Masson Trikrom. Olg¢ii cubugu: 50 pm.
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CAPE grubuna ait si¢anlarin testis Kesitlerinde tunika albugineada ve damar

duvarlarinda EMA grubu orneklerine benzer yogunlukta kollajene 6zgii boyanma

goriilmektedir (Resim 35).

Resim 35. CAPE grubundaki siganlara ait testis kesitinin 151k mikroskopik goriintiisii.
Boya: Masson Trikrom. Olgii cubugu: 200 um.
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4.5.3. Periyodik Asit Schiff ile kesitlerin incelenmesi
Periyodik Asit Schiff (PAS) ile boyanan 6rnekler 151k mikroskobu ile goriintiilenerek
fotograflar1 ¢ekildi.

Kontrol grubundaki siganlarin testis kesitlerinde seminifer tiibiil epiteli bazal

membrant PAS boyamaya 6zgii fusya pembesi goriilmektedir. Germinal epitel

hiicrelerinde akrozom olusumuna isaret eden PAS (+) boyanma 6zelligi se¢ilmektedir
(Resim 36).

Resim 36. Kontrol grubundaki siganlara ait testis kesitinin 151k mikroskopik
goruntus.
Ok: PAS (+) boyanma gosteren bazal membran. Ince oklar: PAS (+) akrozomal

sistem. Boya: PAS. Olcii cubugu: 50 um.
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EMA, EMA+CAPE ve CAPE gruplarindaki siganlarin testis Kesitlerinin PAS

boyanma 6zelligi kontrol grubuna benzer 6zellikler gostermektedir. Bazal membran

ve germinal epitel hiicrelerinde akrozomal sistemin PAS (+) boyandigi goriilmektedir

(Resim 37-39).

Resim 37. EMA grubundaki siganlara ait testis kesitinin 11k mikroskopik goriintiisii.
Ok; PAS (+) boyanma gosteren bazal membran. ince oklar; PAS (+) akrozomal

sistem. Boya: PAS. Olg¢ii cubugu: 50 pum.
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Resim 38. EMA+CAPE grubundaki siganlara ait testis kesitinin 1s1k mikroskopik
goruntust.
Ok: PAS (+) boyanma gosteren bazal membran. ince oklar: PAS (+) akrozomal

sistem. Boya: PAS. Olgii cubugu: 50 pum.
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Resim 39. CAPE grubundaki siganlara ait testis kesitinin 151k mikroskopik goriintiisii.
Ok: PAS (+) boyanma gosteren bazal membran. ince oklar; PAS (+) akrozomal

sistem. Boya: PAS. Olcii cubugu: 50 pm.

4.5.4. Johnsen skorlamasi ile ilgili bulgular
Deney gruplarindaki siganlarin her birine ait testis kesitlerinde Johnsen Skorlamasi

yapildi.

Verilerin normal dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Tim
verilerin normal dagilima uydugu goriildii. Veriler normal dagilima uydugu igin
tanimlayict veriler ortalama, standart sapma olarak verilmistir. Gruplarin birbiri ile
karsilastirilmast One Way ANOVA kullanilarak yapildi. Dort gruptaki her sigana ait
sag testislerde yapilan skorlamalara dair gruplar arasindaki istatistiksel bulgular Tablo

15°te verilmistir.
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Tablo 15. Deney gruplarmna ait testis kesitlerinin Johnsen Skorlamas istatistikleri

Ortalama Standart sapma
Kontrol 9,29 ,08
EMA 8,90 ,13
EMA+CAPE 9,15 A1
CAPE 9,18 14

Daort grup (Kontrol, EMA, EMA+CAPE, CAPE) verileri birbiri ile karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulundu (p=0,000). Farkin hangi gruplardan
kaynaklandigin1 anlamak i¢in yapilan ileri analizlerde EMA’nin Kontrol,
EMA+CAPE, CAPE gruplarina gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu goriildii.
(EMA-Kontrol p degeri= 0,000; EMA-EMA+CAPE p degeri= 0,005; EMA-CAPE p
degeri= 0,005).

9,4

9,29
9,3

9,2 9,18

9,1

Yo

8,9

8,8

Johnsen Skorlamasi Ortalamasi

8,7
KONTROL EMA EMA+CAPE CAPE

Sekil 14. Testis kesitlerinde Johnsen Skorlamasi ortalama degerleri
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Boyanan testis kesitleri 1sik mikroskobu ile 40x objektif biiylitmesinde
goriintiilenerek fotograflari ¢ekildi (Resim 40-43).

Resim 40. Kontrol grubunda testis kesitinin 151k mikroskopik goriintiilerinde Johnsen

Skorlamasina gore degerlendirilmis seminifer tiibiiller.

Boya: Hematoksilen ve Eosin. Ol¢ii cubugu: 100 um.
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Resim 41. EMA grubunda testis kesitinin 151k mikroskopik goriintiilerinde Johnsen

Skorlamasina gore degerlendirilmis seminifer tiibiiller.

Boya: Hematoksilen ve Eosin. Olgii ¢ubugu: 100 pm.
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Resim 42. EMA+CAPE grubunda testis kesitinin 1s1tk mikroskopik goriintiilerinde
Johnsen Skorlamasina gore degerlendirilmis seminifer tiibiiller.

Boya: Hematoksilen ve Eosin. Olgii cubugu: 50 um.
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Resim 43. CAPE grubunda testis kesitinin 151k mikroskopik goriintiilerinde Johnsen

Skorlamasina gore degerlendirilmis seminifer tiibiiller.

Boya: Hematoksilen ve Eosin. Ol¢ii cubugu: 100 um.
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4.6. BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.6.1. Kan biyokimyasi
Deney gruplarindaki siganlara ait serumlarda testosteron, total tiyol, glutatyon
peroksidaz, sliperoksit dismutaz, malondialdehit, total antioksidan status, total oksidan

status, oksidatif stres indeksi bakildi.

Serum Orneklerinde bakilan biyokimyasal parametrelerin ortalama ve standart sapma

degerleri ve hipotez testi p degerleri tabloda verilmistir (Tablo 16).

Deney gruplart  serum  testosteron degerlerinin  ortalamalar1  agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Farkin hangi
gruplardan kaynaklandigin1 anlamak i¢in yapilan post hoc analizlerde EMA grubunun
testosteron diizeyi kontrol, EMA+CAPE ve CAPE gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli disiik bulunmustur (sirasiyla p=0,002; p=0,035; p=0,05). Ayrica kontrol
grubunun serum testosteron diizeyi EMA+CAPE grubundan anlamli olarak ytiksek

bulunmustur (p=0,036).

Deney gruplart serum total tiyol, GSH-Px, TAS, SOD degerlerinin ortalamalari

acisindan karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmamistir (p > 0,05).

Deney gruplari serum TOS degerlerinin ortalamalar1 agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli  fark bulunmustur (p<0,05). Farkin hangi gruplardan
kaynaklandigini anlamak i¢in yapilan post hoc analizlerde EMA grubunun TOS
diizeyi EMA+CAPE ve CAPE gruplarindan istatistiksel olarak anlamli ytliksek
bulunmustur (sirasiyla p=0,021; p=0,035).
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Tablo 16. Serum orneklerinde biyokimyasal parametrelerin ortalama degerlerinin karsilastirilmasi

Deney Gruplari Testosteron Total Tiyol GSH-Px TAS (mmol TOS (umol . MDA
OSI (birim) SOD (U/ml)

n=8 (ng/mL) (umol/L) (ng/ml) Trolox Eg/L) H.02 Eqg/L) (umol/ml)
Kontrol (1) 5.25+£2.46 407.49+127.67 63.16£26.10 1.49+0.40 8.83+3.07 0.56+0.13 13.65+2.42 11.87+ 3.96
EMA (11) 1.53+1.25 404.82+123.10 66.80+19.81 1.31+0.35 11.31+2.47 0.93+0.38 13.99+3.03 13.69+ 4.36
EMA+CAPE (l1) 2.91+1.42 370.97+ 130.15 51.634+24.90 1.49+ 0.24 8.13+£2.94 0.55+0.19 12.95+2.75 10.40+3.48
CAPE (1V) 3.35+1.81 300.76+117.75 71.49+£19.18 1.62+0.25 8.00+ 2.60 0.54+0.21 15.03+ 2.54 9.12+3.93

0.002 (1-11)
p degeri 0.023 (I-11)
(grupl. 0.036 (1111 0.021 (11-1Vv) 0.024 (11-1V) 0.045(11-1V)

ruplar arasi . - . - . -

sp 0.035 (1I-1V)
karsilagtirmalar) 0.035 (H-111) 0.025(11-111)

0.05 (11-111)

EMA: Elektromanyetik Alan; CAPE: Kafeik asit fenetil ester; GSH-Px: Glutatyon peroksidaz; TAS: Total Antioksidan Status; TOS: Total

Oksidan Status; OSI: Oksidatif Stres Indeksi; SOD: Superoksit Dismutaz; MDA: Malondialdehit Veriler ortalama =+ ss. p <0,0
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Deney gruplar1 serum OSI degerlerinin ortalamalar1 agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli  fark bulunmustur (p<0,05). Farkin hangi gruplardan
kaynaklandigini anlamak igin yapilan post hoc analizlerde EMA grubunun OSI diizeyi
kontrol, EMA+CAPE ve CAPE gruplarindan istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur (sirasiyla p=0,023; p=0,024; p=0,025).

Deney gruplari serum MDA degerlerinin ortalamalar1 agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Farkin hangi gruplardan
kaynaklandigini anlamak i¢in yapilan post hoc analizlerde EMA grubunun MDA
diizeyi CAPE grubundan istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p=0,045).

4.6.2. Doku Biyokimyasi
Deney gruplarindaki siganlara ait testis dokularinda SOD, MDA, TAS, TOS, OSi
degerlerine bakildi.

Testis dokusunda bakilan biyokimyasal parametrelerin ortalama ve standart sapma

degerleri ve hipotez testi p degerleri tabloda verilmistir (Tablo 17).

Deney gruplar1 testis dokusu TAS degerlerinin ortalamalar1  agisindan
karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Farkin hangi
gruplardan kaynaklandigini anlamak i¢in yapilan post hoc analizlerde EMA grubunun

TAS diizeyi CAPE grubundan istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur (p=0,05).

Deney gruplart testis dokusu TOS degerlerinin ortalamalar1  agisindan
karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Farkin hangi
gruplardan kaynaklandigini anlamak i¢in yapilan post hoc analizlerde CAPE grubunun
TOS diizeyt kontrol ve EMA gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur (sirasiyla p=0,02; p=0,012).

Deney gruplart testis dokusu OSI degerlerinin ortalamalar1  agisindan

karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Farkin hangi
gruplardan kaynaklandigini anlamak i¢in yapilan post hoc analzilerde CAPE grubunun
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OSi diizeyi kontrol ve EMA gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur (sirasiyla p=0,016; p=0,005).

Deney gruplart testis dokusu SOD degerlerinin  ortalamalar1  agisindan

karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmamistir (p<0,05).

Deney gruplart testis dokusu MDA degerlerinin ortalamalar1  agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Farkin hangi
gruplardan kaynaklandigini anlamak i¢in yapilan post hoc analizlerde CAPE grubunun
MDA diizeyi kontrol ve EMA gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur (sirastyla p=0,043; p=0,022).
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Tablo 17. Testikiiler doku drneklerinde biyokimyasal analizlerin ortalama degerlerinin karsilagtirilmasi

Deney Gruplari TAS (mmol Trolox  TOS (umol H20, 0SI (birim) SOD (U/ml) MDA
n=8 Eqg/L) Eqg/L) (umol/ml)
Kontrol (1) 0.948+0.166 6.660+1.407 0.724 £0.209 9.996+ 1.974 7.629+ 2.293
EMA (1) 0.901+.0.173 6.908+ 1.498 0.796 £0.227 9.602+ 2.408 8.232+ 2.606
EMA+CAPE (111 0.919+ 0.203 6.093 + 1.727 0.698 £0.260 10.619 + 2.092 6.477  2.213
CAPE (IV) 1.181 = 0.335 5169+ 0.789 0.470 £0.155 10.633 = 0.948 5.285 + 1.903
p degeri 0.020 (I-1V) 0.016(I-1V) 0.043 (I-1V)
(gruplar arast 0.05 (11-1V) 0.012 (11-1V) 0.005 (11-1V) 0.022 (11-1V)
karsilagtirmalar)

EMA: Elektromanyetik Alan; CAPE: Kafeik asit fenetil ester; TAS: Total Antioksidan Status; TOS: Total Oksidan Status; OSi: Oksidatif
Stres Indeksi; SOD: Superoksit Dismutaz; MDA: Malondialdehit Veriler ortalama + ss. p <0,05.
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4.7. AKIM SITOMETRIi ANALIZi iLE iLGILi BULGULAR

Deney gruplarina ait semen 6rneklerinde Apo-Direct kit kullanilarak TUNEL yontemi

ile sperm DNA kiriklar1 tespit edilmistir (Tablo 18).

Tablo 18. Deney gruplarina ait semen 6rneklerinde DNA kirig: yiizdeleri

Denek no.  Kontrol EMA EMA+CAPE  CAPE
1 1,53 33,82 13,1 3,16
2 2,11 33,42 11,41 3,9
3 0,94 33,92 13,44 2,44
4 0,93 36,15 11,98 2,51
5 1,86 32,26 14,19 4
6 1,26 34,85 13,17 3,08
7 0,93 35,08 11,2 3,22
8 1,76 33,56 12,58 3,31

Verilerin normal dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Veriler
normal dagilima uydugu i¢in One Way ANOVA testi yapildi. One Way ANOVA
testinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark oldugu goriildii (p<0,001). Farkin
hangi gruplardan kaynaklandigin1 anlamak igin yapilan post hoc analizlerde tim
gruplarin degerlerinin birbirinden istatistiksel anlamli olarak farkli oldugu goriildii
(p<0,001) (Tablo 19).
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Tablo 19. Deney gruplarina ait semen 6rneklerinde DNA Kirigi Yiizdelerinin Coklu

Karsilagtirmalari

Tamhane
95% Giiven Aralig1
(1) grup ) grup Ortalamalar ~ Standart pdegeri 4. )

Arasi Fark (1-J) Hata Stir Ust Sinur
EMA -32,71750°  ,45318  ,000  -34,2315 -31,2035

Kontrol EMA+CAPE  -11,21875" 40298 ,000  -12,5428 -9,8947

CAPE -1,78750" ,25862  ,000 -2,5825 -,9925

Kontrol 32,71750° ,45318 000 31,2035 34,2315

EMA EMA+CAPE 21,49875" ,55946  ,000 19,7827 23,2148
CAPE 30,93000" ,46636  ,000 29,4063 32,4537

Kontrol 11,21875" ,40298  ,000 9,8947 12,5428
EMA+CAPE EMA -21,49875° 55946  ,000  -23,2148 -19,7827
CAPE 9,43125" 41774 000 8,0902 10,7723

Kontrol 1,78750" ,25862  ,000 ,9925 2,5825
CAPE EMA -30,93000°  ,46636  ,000  -32,4537 -29,4063
EMA+CAPE -9,43125" 41774 000  -10,7723 -8,0902

95



Tiim deney gruplarindan elde edilen semen 6rneklerinde, akim sitometri yontemi ile
saptanan DNA kirig1 yiizdelerinin ortalama degerleri grafiksel olarak Sekil 15°te ve

TUNEL isaretleme analiz sonuglar1 da histogram olarak Sekil 16’da sunuldu.

40,00

35,00 34,13
30,00
25,00

20,00

15,00 12,63

Semende DNA Kirig1 %

10,00

5,00 3,20
1,41

0,00 I

B Kontrol mEMA m EMA+CAPE CAPE

Sekil 15. Akim sitometri yontemi ile Semende DNA kirigi yiizdelerinin ortalama

degerleri
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97

10°



5. TARTISMA ve SONUC

5.1. TARTISMA

Calismanin konusu si¢gan modelinde, EMA' nin testis ve semen lizerindeki olusmasi

muhtemel hasar1 ve bu hasar iizerine CAPE’nin olas1 koruyucu etkilerini gdstermektir.

Deney gruplart viicut agirliklari agisindan karsilastirildiginda CAPE  grubunun
basglangic agirliginin  yiikksek oldugu tespit edilmistir. Bu durum deneyin
kisithiliklarindan biridir. Yine 3. hafta gruplarin agirliklar karsilastirildiginda kontrol
grubunun EMA+CAPE grubundan yiiksek oldugu bulunmustur. EMA+CAPE ve
CAPE gruplariin enjeksiyon nedeniyle strese bagli kilo kaybettigini diisiinmekteyiz.
Sicanlar bu kaybi 4. haftada kapatarak kontrole benzer agirliga ulasmislardir.

Calismamizda deney gruplarindaki sicanlarin sag ve sol testis agirliklart agisindan
karsilastirildiginda anlamli fark bulunmamistir. Bu durum literatiirde, ¢alismamiza
benzer siganlar iizerine uygulanan diisiik doz EMA maruziyeti ile testis agirliklart
acisindan kontrol gruplarina gore fark olmadigini gosteren birgok ¢aligma ile benzer
sonuglar vermistir (Tas ve ark. 2014, Dasdag ve ark. 2015, Kim et al. 2007, Oh et al.
2018, Aitken et al. 2005, Oksay ve ark. 2014).

Sperm konsantrasyonu ile ilgili bulgularimizi degerlendirdigimizde kontrol grubunun
sperm konsantrasyonunun EMA ve EMA+CAPE gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde yiliksek oldugu goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
guinea piglerinde diisiik doz EMA’ya giinde 20 dk 60 giin maruziyet sonrasi
spermatozoa sayisinin azaldigr gosterilmistir (Uslu ve ark. 2012), benzer sekilde
sicanlarda 2 ay gilinde 1 saat diisilk doz EMA maruziyeti ile deney gruplarinda sperm
sayisinda azalma gosterilmistir (Bin-Meferij and El-Kott 2015). Bununla beraber,
literatiirde farkli sonuglarin elde edildigi ¢alismalarda s6z konusudur; siganlarda 2’den

12 haftaya giinde 20 dakikadan 1,5 saate degisen siirelerde diisiik doz EMA maruziyeti
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ile sperm sayisinda degisiklik olmadig gosterilmistir (Trosi¢ et al. 2013, Mailankot et
al. 2009, Dasdag ve ark. 2003, Lee et al. 2010, Ribeiro et al. 2007). Benzer sekilde
siganlarda 1 sene giinde sirasiyla 3 saat ve 24 saat diisiik doz EMA maruziyetleri ile
sperm konsantrasyonunda degisiklik olmadig1 gosterilmistir (Tas ve ark. 2014, Dasdag
et al. 2015; Salama et al. 2010). Benzer sekilde baska bir ¢alismada si¢anlarda 2 ay
diisiik doz EMA maruziyeti ile sperm sayisinda doz bagimli azalma oldugu ancak

istatistiksel anlamli fark olusturmadig1 gosterilmistir (Kim et al. 2007).

Tavsanlar ile yapilan diisiik doz EMA maruziyeti ile sperm konsantrasyonunda
azalmanin, ¢alismanin 6. haftasindan sonra ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Salama et al.
2010). Insan iizerinde yapilan arastirmalarda ise cep telefonu kullanicilarinda yapilan
calismada sperm sayisinin kullanim siiresinin artisiyla diislis gosterdigi bulunmustur
(Agarwal et al. 2008). insan semeninin in vitro cep telefonu radyasyonuna 1 saat maruz
birakildigi bir arastirmada kontrole gore sperm konsantrasyonunda fark olmadigi

gosterilmistir (Agarwal et al. 2009).

Calismamizda ayrica CAPE grubunun sperm konsantrasyonunun EMA ve
EMA-+CAPE gruplarindan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugunu
bulduk. Bir diger tespitimiz ise EMA+CAPE grubunun sperm konsantrasyonu EMA

grubundan yiiksektir ancak istatistiksel anlaml1 fark olusturmamastir.

Infertil veya subfertil hastalarda vitamin E, vitamin C, selenyum, vitamin A, koenzim
Q10 (Co Q10), N-asetil sistein, folik asit, ¢inko, likopen gibi antioksidanlarla tek
baslara ya da birlikte tedavilerin sperm konsantrasyonunu arttirdigin1 gésteren ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur (El Sheikh et al. 2015, Combhaire et al. 2000, Moslemi and
Tavanbakhsh 2011, Galatioto et al. 2008, Safarinejad 2009, Safarinejad and
Safarinejad 2009, Wong et al. 2002, Omu et al. 2008, Ciftci ve ark. 2009, Gupta and
Kumar 2002, Mohanty et al. 2001, Lafuente et al. 2013, Hadwan et al. 2015).

Bununla birlikte infertil hastalarda vitamin C, vitamin E ile tedavinin sperm

parametrelerini  diizeltmede basarisiz oldugunu gosteren calismalar da vardir

(Kessopoulou et al. 1995, Rolf et al. 1999, Moilanen and Hovatta 1995, Greco et al.
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2005). Bagka bir ¢alismada selenyum ile takviyenin normozoospermik grupta semen
parametreleri ilizerine belirgin bir etkisi goriilmedigi bulunmustur (Hawkes et al.
2009). Farkli bir ¢alismada infertil hastalarda likopen tedavisinin sadece belli bir
sperm konsantrasyonu seviyesi iizerinde iken sperm parametrelerinde belirgin bir artis
yaptig1 gosterilmistir (Gupta and Kumar 2002). Besinlerden Co Q10 alimi ile subfertil
kisilerde semen konsantrasyonunda fark olusturmadigr bulunmustur (Tiseo et al.
2017). Diisik doz EMA maruziyeti Oncesi bir antioksidan olan hurma poleni
uygulanan farelerde sperm sayisinin salt EMA’ya maruz kalan farelere gore yiiksek

oldugu bulunmustur (Baharara et al. 2015).

Calismamizda sperm motilitesi ile ilgili bulgular degerlendirildiginde toplam motilite
verileri karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamustir. Literatiirde toplam motilite
bulgular1 agisindan farkli sonuglar gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Wi-Fi
RF’nin sigcanlarda sperm motilitesi ylizdesinde fark olusturmadigi bulunmustur
(Dasdag ve ark. 2015). Kemirgenlerde 2 hafta ve daha kisa diisik doz EMA
maruziyetlerinde toplam motilitenin degismedigi bulunmustur (Tro8i¢ et al. 2013,
Aitken et al. 2005). Tavsanlarda diigsilk doz EMA maruziyeti ile sperm motilitesinin
10. haftaya kadar kontrol grubuyla benzer oldugu daha uzun maruziyet ile sperm
motilitesini diisiirdigii gosterilmistir (Salama et al. 2010). EMA’ya maruz kalma
stiresinin uzamasiyla beraber siganlarda toplam sperm motilitesinin diistiigi
gosterilmistir (Wdowiak et al. 2007, Liu et al. 2015, Bin-Meferij and El-Kott 2015,
Mailankot et al. 2009, Ghanbari et al. 2013). EMA maruziyetinin sperm motilitesini
arttirdigin1 gosteren calismalar da mevcuttur; 3 ay giinde 2 saat diisiik doz EMA

maruziyeti ile sperm motilitesinin arttig1 gosterilmistir (Nisbet ve ark. 2012).

Calismamizda ileri hareketli motilite verileri karsilastirildiginda ise kontrol grubunun
EMA grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli oldugu bulunmustur. Bu
sonu¢ diz {stii bilgisayarlarin in vitro insan spermatozoasinda etkilerinin
degerlendirildigi baska bir ¢aligma sonucu ile uyumludur. S6zii edilen ¢alismada Wi-
Fi internete bagh laptop kullanicilarinin 4 saat maruziyeti sonrasi progresif sperm
motilitesinde belirgin diisme bulunmustur (Avendano et al. 2012). /n vitro insan

spermatozoasinin 5 dakikadan 16 saate degisen siirelerde diisik doz EMA
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maruziyetine birakildigr c¢aligmalarda toplam motilitede ve hareketli sperm
motilitesinde diisme gosterilmistir (Agarwal et al. 2009, De luliis et al. 2009, Erogul
ve ark. 2006, Falzone et al. 2011, Gorpinchenko et al. 2014, Zalata et al. 2015).

EMA maruziyeti Oncesi bir antioksidan olan hurma poleni uygulanan farelerde
motilite parametrelerinin kontrol grubuna benzer sekilde iyilestigi gosterilmistir
(Baharara et al. 2015). Diisik doz EMA maruziyeti sonrast sperm motilitesinin
azalmas1 sperm plasma membran fosfolipitlerinin peroksidasyonu sonucu olabilir
(Taha et al. 2014). Istatistiksel anlamli fark olusturmamakla birlikte EMA+CAPE
grubunda EMA’ya gore sperm motilitesinde daha az kayip olmast CAPE uygulamasi
ile EMA’nin yaptigi hasarin CAPE’nin antioksidan 6zelligi sayesinde 6nlendigini

diistindiirmektedir.

Calismamizda, sperm morfolojisi ile ilgili bulgular degerlendirildiginde sperm bas
anomalisi acisindan karsilastirildiginda  EMA’nin  EMA+CAPE ve CAPE’den
istatistiksel anlamli olarak farkli oldugu goériilmiistiir. Benzer sekilde 2.4 GHz RF’nin
uzun donem maruziyet etkilerine bakilan bagka bir c¢aligmada da sperm bas
anomalisinin EMA maruziyeti olan siganlarda maruz kalmayan siganlara gore yiiksek
oldugu bulunmustur (Dasdag ve ark. 2015). Yine benzer sekilde farelerde RF
radyasyon maruziyetinin sperm bag anormalligini indiikledigi gosterilmistir (Otitoloju
et al. 2010). EMA maruziyetinin 1 ay, giinde 20 dk uygulanan siganlarda sperm
morfolojisinde anlamli farklar goriilmedigi c¢alismalar da literatiirde mevcuttur
(Dasdag et al. 2003). Insanlarda yapilan semen analizlerinde cep telefonu kullanim
sliresine gore EMA’ya maruziyetin artig1 ile spermde anormal morfolojinin arttigi

gosterilmistir (Wdowiak et al. 2007).

Calismamizda EMA' ya maruz birakma sonrasi bas anomalisi goriilen ¢ok sayida
sperm hiicrelerine rastladik. Sperm bas anomalisinin meydana gelmesi sperm basinda
genetik materyalin paketlenmesi esnasinda kromozomal degisikliklerin olmasindan ya
da testikiiler DNA’da nokta mutasyonlari olusmasindan kaynaklaniyor olabilir (Bruce
and Heddle 1979). Aymi zamanda spermatogenezis sirasinda spermatozoonun

farklanmasinda meydana gelen hatalar sonucu artmis olabilir (Bakare et al. 2005).
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Calismamizda, sperm normal morfoloji yiizdesi ag¢isindan karsilastirildiginda
EMA+CAPE’nin EMA’dan istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Angora kegilerinin semenlerinde kurkumin, inositol ve karnitin antioksidanlarinin
eklenmesi ile yapilan ¢alismalarda kontrole gére daha az sperm anormalligine yol
act1ig1 bulunmustur (Bucak et al. 2010). EMA maruziyeti 6ncesi bir antioksidan olan
hurma poleni uygulanan farelerde sperm morfoloji anormalliginin EMA grubuna gore

daha az oldugu goriilmiistiir (Baharara et al. 2015).

Calismamizda, EMA’ya maruz birakilan siganlarin testis dokularinda spermatogoniyal
hiicrelerde vakuolar dejenerasyon, seminifer tiibiil epitelinde apoptotik hiicreler ve
apoptotik cisimler, intratiibiiler 5dem, mikrokistik alanlar, germinal epitel hiicrelerinde
hiicresel sigsme, kopiiksli sitoplazma, bazi seminifer tiibiillerde spermatogoniyal

hiicrelerin germinal epitelden ayrildig1 goriilmiistiir.

Calisma gruplarimiza ait testis dokusu 6rnekleri PAS boyama &zellikleri agisindan
karsilastirildiginda gruplar arasinda histopatolojik bir fark gériilmemistir. Bu durum
151k mikroskobik olarak degerlendirildiginde diisiik doz EMA maruziyetinin akrozom

olusumu tizerine olumsuz bir etkisi olmadigini diistindiirmektedir.

EMA'ya maruz kalma siiresinin uzunlugu spermatogenez iizerine farkli etkileri ile
kendini gosterir. EMA’nin 3 ve 12 giinliik maruziyetleri ile farelerde diisiik doz EMA
maruziyetinin artan siire ile testiste daha fazla histopatolojik dejenerasyona sebep
oldugu gosterilmistir. Spermatogeneziste arrest, disorganize seminifer tiibiil epiteli ve
atrofisi gozlenmistir (Khayyat 2011). U¢ hafta boyunca giinde 3 saat Wi-Fi EMA
maruziyetinin sican testisinde olusturdugu dejeneratif degisiklikler bakildiginda
irregiiler sekilli seminifer tiibiiller, seminifer epitelde bos alanlar, nekrotizan

spermatogonia, ondiilan bazal membran gosterilmistir (Almasiova et al. 2014).

Mikrodalga radyasyonun 35 giin boyunca giinde 2 saat uygulandig siganlarda testiste
seminifer tiibiil epiteli hiicre popiilasyonunda azalma gézlenmistir (Chauhan et al.
2017). Bir haftadan 1 aya degisen siirelerde diisik doz EMA maruziyeti ile

kemirgenlerde testiste anlamli bir histopatolojik degisiklik olusmadigr bulunmustur
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(Forgacs et al. 2006, Dasdag ve ark. 2003, Aitken et al. 2005). Bir ay boyunca giinde
1 saat Wi-Fi radyasyona maruz birakilan siganlarda kontrol grubuna gore seminifer
tiibiil ¢caplarinda ve piknotik, karyotik hiicre sayisinda anlamh fark olmadigi, Leydig
hiicre sayisinda azalma ve testikiiler dokuda apoptoziste artma oldugu gozlenmistir

(Saygin ve ark. 2011).

Farelerde ¢ok diisiik EMA maruziyeti sonucu spermatogoniyal hiicrelerin germinal
epitelden ayrildigi, seminifer tiibiilde olgun spermatozoa miktarinin azaldig1 ve bazi
Sertoli hiicrelerinin yassilastigi gézlenmistir (Hamdi et al. 2011). Siganlarda 1 ay siire
ile giinde 1 saat diisiik doz EMA maruziyeti sonucu bazi seminifer tiibiillerde bazal
membranda ayrilma, seminifer tiibiil epitelinde ve bazal membranlarda vakuoller,
intertiibiiler alanda 6dem, spermatogoniyal hiicre serileri arasinda apoptotik hiicreler
gdzlenmistir (Odac1 ve Ozyilmaz 2015). Baska bir calismada 5 hafta boyunca giinde
2 saat mikrodalga radyasyon maruziyeti sonucu seminifer tiibiil ¢aplarinda azalma,
limende genisleme, tiibiil epitelinde nekroz gozlenmistir (Chauhan et al. 2017). EMA
maruziyetinin yaptigr asir1 ROS {retimi sonucu olusan oksidatif stres doku

harabiyetinin nedeni olabilir (Kesari et al. 2010, Kog ve ark. 2013).

Yaptigimiz ¢alismada, deney gruplarina ait testis drnekleri Masson Trikrom boyama
ozellikleri acisindan karsilastirildiginda EMA  grubundaki sicanlara ait testis
kesitlerinde tunika albugineada ve damar duvarlarinda diger gruplara gore daha yogun
kollajene 6zgii boyanma goriilmektedir. Bu durum EMA maruziyeti sonucu dokuda
kollajen liflerin artisin1 diisiindiirmektedir. CAPE grubunda ise EMA grubuna benzer
yogunlukta kollajene 6zgii boyanma goriilmektedir. CAPE nin tek basina uygulanmasi

ile kollajen yapisin1 arttirdig goriilmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin ¢esitli hiicre tiplerinde kollajen metabolizmasini diizenledigi
bilinmektedir (Belkhiri et al. 1997, Kawaguchi et al. 1996, Pardo et al. 1998).
Calismalarda EMA maruziyetinin bag dokusu hiicrelerinde tip | kollajen mRNA
ekspresyonunu ve kollajen sentezini arttirdigi gosterilmistir (Heermeier et al. 1998,
Ahmadian et al. 2006, Ciombor and Aaron 2005). CAPE antifibrotik 6zelligi ile

EMA ’nin olusturdugu kollajen sentez artigini diizenliyor gériinmektedir. Caligmalarda
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CAPE’nin cesitli ajanlarla tetiklenen kollajen sentez artisini azalttigi gosterilmistir
(Zhao et al. 2014, Larki et al. 2013, Mia and Bank 2016). Ancak CAPE kendisi de tek
basina kollajen sentez artis1 yapiyor gibi goriinmektedir. Fibroblast hiicre kiiltiirlerinde
kollajen benzeri polimer sentezini arttirdigi gosterilmistir (Song et al. 2008). Yine
baska bir ¢alismada farelerde deneysel tilser dokusunda miyofibroblast farklanmasini
hizlandirdig1 ve tip 3 kollajen depolanmasint arttirdigi gosterilmistir (Romana-Souza
et al. 2018).

Calismamizda deney gruplari, Johnsen skorlamasi agisindan karsilastirildiginda
EMA’nin kontrol, EMA+CAPE, CAPE gruplarina gore istatistiksel olarak daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Literatirde EMA uygulama siiresine bagli olarak farkli sonuglar
elde edilmistir. Bir ay boyunca giinde 1 saat ve 1 sene boyunca her giin giinde 3 saat
900 MHz EMA maruziyeti uygulanan ¢alismalarda siganlarda kontrol grubuna gore
Johnsen skorlamasinda diisme goriilmiistiir (Tas ve ark. 2014, Odaci ve Ozyilmaz
2015). Dort hafta boyunca sirasiyla giinde 1 saat ve 18 saat 2 GHz’den fazla EMA’ya
maruz birakilan siganlarda kontrol grubuna gore skorda anlamli diigsme goriilmiistiir
(Ohetal. 2018, Saygin ve ark. 2011). Ancak sirasiyla 8 hafta giinde 1-2 saat ve 1 sene
giinde 24 saat 2,4 GHz Wi-Fi RF radyasyona maruz birakilan siganlarda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda skorda anlamli bir fark olusmayan c¢alismalar da vardir

(Dasdag ve ark. 2015, Kim et al. 2007).

Yaptigimiz ¢alismamizda, EMA grubunun serum testosteron diizeyi kontrol,
EMA+CAPE ve CAPE gruplarindan istatistiksel olarak anlaml diisiik bulunmustur.
Ayrica kontrol grubunun serum testosteron diizeyi EMA+CAPE grubundan anlaml
olarak yiiksek bulunmustur. Literatiirde ¢alismamiza benzer olarak 45 giin boyunca
giinde 2 saat diisik doz EMA’ya maruz birakilan sicanlarda serumda testosteron
diizeyinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu bulunmustur (Kesari and Behari 2012).
Iki ay boyunca giinde 2 saat 2,45 GHz mikrodalga alana maruz birakilan siganlarda
serum testosteron diizeyinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu gosterilmistir. MW
alan maruziyetini takiben uygulanan 2 saat diisilk doz EMA (pulse) terapisi ile serum
testosteron seviyesinin kontrol grubuna gore diisiik ancak MW alan uygulanan gruba

gore yiiksek oldugu bulunmustur (Kumar et al. 2011).
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EMA grubunun serum MDA diizeyi CAPE grubundan istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur. EMA grubunun serum TOS ve OSI diizeyleri EMA+CAPE ve
CAPE gruplarindan istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. EMA’ya 30
dakika kadar maruz birakilan insan kan trombositlerinde MDA diizeyinin arttig1
gosterilmistir (Lewicka et al. 2015). Diisiik doz EMA maruziyeti ile si¢anlarda
olusturulan oksidatif streste bir antioksidan olan rosmarinik asitin koruyucu etkisine
bakilan bir ¢alismada serumda MDA diizeyinin antioksidan ve EMA’nin birlikte
uygulandig1 grupta EMA grubuna gore diisiik oldugu, testosteron, TAS diizeylerinin
yiiksek oldugu bulunmustur (Hajhosseini et al. 2013).

EMA grubunun testiste TAS diizeyi CAPE grubundan istatistiksel olarak anlamlt
diisiik bulunmustur. Deney gruplar testis dokusu SOD degerlerinin ortalamalari
acisindan karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmamustir. Literatiirde
farkli ve benzer sonuglar elde edilen ¢ok sayida galisma mevcuttur. Dort-6 hafta
boyunca giinde 1 saat diisik doz EMA’ya maruz birakilan siganlarda testiste TAS
diizeyinin kontrol grubuna gére diisiik oldugu bulunmustur (Ozorak ve ark. 2013).
Infertil erkeklerde beslenmede bir antioksidan olan Co Q10 takviyesi ile semende
plasebo grubuna gore daha yiiksek katalaz (CAT) ve SOD aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur (Nadjarzadeh et al. 2014). Benzer sekilde beslenmede ¢inko takviyesinin
de infertil erkeklerde semende MDA diizeyini azalttigi, TAS ve SOD diizeylerini
tyilestirdigi, CAT aktivitesini diizelttigi gosterilmistir (Hadwan et al. 2015, Omu et al.
2008).

Siganlarda 30 giin boyunca giinde 1 saat EMA’ya maruziyet sonucu testiste MDA,
SOD, CAT, GSH diizeylerinin kontrole gore diisiikk oldugu bulunmustur (Odac1 ve
Ozyilmaz 2015). Insan semeninin in vitro cep telefonu radyasyonuna 1 saat maruz
birakildig1 bir ¢alismada kontrole gére ROS diizeyinin maruz birakilan semende
yiiksek oldugu, TAS diizeyleri arasinda anlamli fark olmadig1 gosterilmistir (Agarwal
et al. 2009).
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CAPE grubunun testiste TOS, OSI, MDA diizeyleri kontrol ve EMA gruplarindan
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur. Daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda ise,
11-12 hafta boyunca giinde 1-1,5 saat diisiik doz EMA’ya maruz birakilan siganlarda
testiste MDA diizeyinin kontrole gore anlamli fark olusturmadigi bulunmustur (Lee et
al. 2010, Ribeiro et al. 2007). Dort hafta siireyle giinde 1 saat diisiik doz EMA’ya
maruz birakilan sicanlarda kontrol grubuna gore testiste MDA diizeyinin arttig1 ve

GSH diizeyinin azaldig1 bulunmustur (Mailankot et al. 2009).

Cep telefonu kaynakli elektomanyetik radyasyonun sican kan ve testis dokularinda
oksidan ve antioksidan statusuna etkilerine bakilan bir ¢alismada kan ve testis
dokularinda CAT aktivitesinin 3 kat kadar arttigi, GSH ve GSH-Px seviyelerinin 3-5
kat azaldig1 gosterilmistir. C ve E vitaminlerinin ise testiste EMA indiiklii oksidatif
stresi iyilestirdigi, CAT, GSH ve GSH-Px seviyelerini fizyolojik seviyelere diizelttigi
gosterilmistir (Al-Damegh 2012). Bes hafta siireyle giinde 2 saat mikrodalga
radyasyon maruziyeti ile siganlarda semende kontrol grubuna gére GSH-Px, SOD
diizeylerinde diisme, CAT diizeyinde artig gosterilmistir (Kesari and Behari 2010).

GSH ve GSH-Px diizeylerinin EMA+melatonin uygulanan grupta EMA grubuna goére
anlaml yiiksek oldugu ancak EMA grubunda bu enzimlerin kontrole gore diisiik
olmakla birlikte anlamli fark olusturmadigi gosterilmistir (Oksay ve ark. 2014).
Siganlarda 10 giin boyunca giinde 30 dk diisiik doz EMA uygulanmasi ile miyokard
dokusunda MDA, NO diizeylerinde artis ve SOD, GSH-Px ve CAT diizeylerinde
kontrole gore diisme goriilmiistiir. EMA ile birlikte CAPE uygulanan grupta EMA
uygulanan gruba gére MDA, NO diizeyleri diisiik; GSH-Px, SOD, CAT diizeyleri
yiiksek ve kontrol grubuna benzer oldugu gésterilmistir (Ozgiiner ve ark. 2005a).
Benzer bir ¢alismada karaciger dokusunda kontrole gore diisiik doz EMA uygulanan
grupta MDA, CAT, XO diizeylerinde artma; SOD, GSH-Px diizeylerinde diisme
goriilmiistiir. EMA ile birlikte CAPE uygulanan grupta ise SOD, GSH-PXx diizeylerinin
kontrole benzer oldugu, MDA diizeyinin EMA uygulanan gruba gore diisiik oldugu;
CAT ve XO diizeylerinin kontrole gore yiiksek oldugu gosterilmistir (Koyu ve ark.
2009). RF-EMA’ya kronik maruziyetin SOD, CAT, GSH-Px, TAS aktivitelerini
diisiirmektedir. Ancak MDA diizeyi ve SOD aktivitesinin c¢eligkili sonuglar
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gostermistir (Balci ve ark. 2007, Dasdag ve ark. 2003, Ribeiro et al. 2007). Calismalar
melatonin, CAPE, E, C vitaminleri gibi antioksidanlar ile hayvan dokularinda RF-
EMA kaynakl1 oksidatif stresin dnlendigini gdstermistir (Oktem ve ark. 2005, Oral ve
ark. 2006, Ozgiiner ve ark. 2006).

Yaptigimiz ¢alismada, deney gruplari serum total tiyol, GSH-Px, TAS, SOD
degerlerinin ortalamalar1 agisindan karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark

bulunmamustir.

Bu caligmada DNA kirig yiizdeleri acgisindan karsilastirildiklarinda tiim gruplarin
degerlerinin birbirinden istatistiksel anlamli olarak farkli oldugu goriildii. EMA
grubunun DNA kirig1 yiizdesinin diger gruplardan anlamli yiiksek, EMA+CAPE
grubunun EMA grubundan diisiik, kontrol ve CAPE gruplarindan yiiksek oldugu

gorilmiustir.

Bu c¢alismada EMA maruziyeti sonrasinda spermde DNA kirigmin arttig
gosterilmistir. Benzer sekilde EMA maruziyeti ile spermde DNA kirig1 arttis1 gosteren
caligmalar vardir. RF-EMA maruziyetinin, DNA segmentlerinin  yeniden
diizenlenmesine ve testis germ hiicrelerinde DNA kopmasi (Sarkar et al. 1994), Cin
hamster akciger hiicrelerinde RF-EMA indiikke DNA hasar1 (Diem et al. 2005),
farelerde kaudal epididimal spermatozoa ve embriyonik kok hiicrelerde RF-EMA
indilke DNA kirilmasi gosterilen (Zhang et al. 2006, Aitken et al. 2005) c¢alismalar
vardir. Fare spermatosit hiicre serilerinin diisiik doz EMA’ya maruziyeti sonucu DNA
kiriklarinda artis oldugu (Liu et al. 2013), insan semeninin in vitro cep telefonu
radyasyonuna maruziyeti ile spermatozoada kontrole gére DNA fragmantasyonunda
artig oldugu gosterilmistir (De luliis et al. 2009, Zalata et al. 2015, Gorpinchenko et
al. 2014). Ancak insan semeninin in vitro diisiik doz EMA maruziyeti ile DNA hasari
olusturmayan c¢alismalar da vardir (Agarwal et al. 2009, Falzone et al. 2010). 1 ay
giinde 2 saat mikrodalga radyasyona maruz birakilan si¢anlarda kontrole gore
apoptoziste artis oldugu gosterilmistir (Kesari and Behari 2010). Kemirgenlerde ¢ok
disik EMA ve mikrodalga radyasyon maruziyeti sonucu spermatozoada DNA
hasarmin arttigi bulunmustur (Aitken et al. 2005, Lee et al. 2004a). EMA maruziyeti
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sonrast spermatozoada meydana gelen DNA hasari, serbest radikal hasarinin bir
sonucu olabilir (Kumar et al. 2002, Twigg et al. 1998). C vitamini, E vitamini, ¢inko,
melatonin gibi antioksidanlarin takviyesi ile oksidatif stres sonucu olusan DNA
fragmantasyonunun azaltildigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Greco et al. 2005,
Omu et al. 2008, Liu et al. 2013). Yapilan calismalara paralel olarak bu tez
calismasinda EMA+CAPE grubunun DNA kirig1 ylizdesinin EMA grubundan diisiik
olmas1 CAPE’nin antioksidan 6zelligi sonucu EMA’nin meydana getirdigi oksidatif

hasara kars1 koruyucu oldugunu diisiindiirmektedir.

5.2. SONUC

EMA hiicrelerde serbest radikal aktivitesini arttirmaktadir. RF-EMA plasma
membraninda NADH oksidazi aktive ederek ekstraseliiler siiperoksit artisina ve
oksidatif strese neden olmaktadir. Plasma membraninin RF-EMA’nin hedefinde
olmasi oksidatif stresin nedenini olusturuyor olabilir. RF-EMA ROS’u arttirarak ya da

antioksidan enzim aktivitesini azaltarak ROS metabolizmasini1 bozuyor olabilir.

Klinik ¢alismalar disiik doz EMA maruziyeti ile sperm konsantrasyonu, motilite,
normal morfoloji parametrelerinde diisme meydana geldigini gostermektedir. Bunun
nedeni RF-EMA’nin plasma membrani enzimleri lizerine etki ederek semende
oksidatif stresi arttirmasi olabilir. Bu anormalliklerin maruziyet siiresi ile iligkili
oldugu goriilmektedir. Literatiire gegen ve daha Once yapilan g¢alismalarda RF-
EMA’nin DNA hasar1 yaptigi gosterilmistir. Olusan DNA hasar1 RF-EMA’nin

maruziyet siiresine, frekansina ve tipine bagl olabildigini diisiinmekteyiz.

Literatiirdeki ve yaptigimiz ¢alisma sonucunda agikga gostermistir ki, EMA'ya belli
stirelerde maruz kalmanin dokularda oksidatif strese neden olabilecegini ve EMA
etkisinde kalma siiresi uzattikca dokularda yapisal hasar olusturabilecegini
sOyleyebiliriz. Biz de ¢alismamizda EMA etkisi altinda oldukga fazla sayida sigan

testislerinde dejeneratif degisiklikler, nekrotik ve apoptotik hiicreler gordiik.

Elde ettigimiz bulgular 1s181nda, EMA 'min sperm parametreleri ve morfolojisi, testis

histopatolojisi, serum testosteronu, intratestikiiler testosteron diizeyi ve testis ile
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epididimiste oksidatif denge iizerine olumsuz etkiler yaparak erkek lireme sisteminde

hasar olusturdugu sonucuna verilerimiz yardimai ile ulastik.

Tim bu olumsuz etkilerin giderilmesi veya azaltilmasini i¢cin CAPE kullandik. CAPE
uygulanmasi bizim i¢in antioksidanlarin erkek infertilitesi lizerindeki pozitif etkileri
ve bunun yanisira hasara ugramis yapilar tizerindeki etkilerini gérmek i¢in 6nemliydi.
CAPE uygulanan deney gruplarinda oksidatif stres belirteglerinin daha diisiik
oldugunu, histopatolojik incelemelerde de kontrole daha benzer histolojik yapilar
gozlemledik. Sonug olarak CAPE uygulanan gruplarda daha az ROS iireten ve daha
az histolojik zarar gérmiis seminifer tiibiillerden iretilen daha az DNA kirigina sahip
spermler gozlemledik. Bu sonu¢ bize antioksidanlarin erkek iireme sistemi iizerine
olumlu etkilerini gérmemizi ve sperm DNA kiriklari {izerine antioksidanlarin 6nleyici
veya onarici etkilerini gézlemlememizi sagladi. Bu ¢alismanin, erkek infertilitesi ve
bununla ilgili olarak gelistirilecek tedavi yontemleri konusunda yapilacak yeni

calismalara 151k tutacagini diistinmekteyiz.

109



OZET

GIRIS VE AMAC: Calismalarda diisik doz elektromanyetik alan (EMA)
maruziyetinin oksidatif stres belirteclerinin arttirmasi sonucu erkek infertilitesinde rol
oynadigi bildirilmektedir. Calismalarda diisiik doz elektromanyetik dalga ile uyarilan
oksidatif stres durumuna antioksidanlarin potansiyel koruyucu etkileri gosterilmistir.
Bu calismada diisiik doz elektromanyetik alanin sigan testis ve semen dokularina

etkileri ve kafeik asit fenetil esterin (CAPE) koruyucu rolii aragtirtlmistir.

GEREC VE YONTEM: 30 giinliik deneyde Wistar Albino siganlar kontrol, EMA,
EMA+CAPE, CAPE seklinde 4 gruba ayrilmistir (n=8). Kontrol grubuna hi¢bir madde
uygulanmamistir. EMA grubuna giinde 1 saat 900 MHz elektromanyetik alan
uygulanmistir. EMA+CAPE grubuna 1 saat EMA maruziyetinden 6nce ip 10 umol/kg
CAPE uygulanmistir. CAPE grubuna ip 10 pumol/kg CAPE uygulanmistir. Deney
sonunda siganlardan alinan kan ve testis dokularinda biyokimyasal, testis ve semen

dokularinda histolojik ve akim sitometrik analizler yapilmustir.

BULGULAR: Testiste EMA maruziyetine bagli histopatolojik dejenerasyonlar,
semen konsantrasyonunda ve ileri motilitede azalma ve sperm morfolojisinde bas
anomalisi tespit edilmistir. Semende akim sitometri analizi ile DNA hasar1 ylizdesinin
EMA grubunda yiiksek oldugu goriilmiistiir. CAPE’nin bu hasarlar1 azalttig
bulunmustur. Serumda gruplar arasinda GSH-Px, TAS, SOD, total tiyol agisindan
anlaml fark bulunmamistir. EMA uygulanan grupta serum testosteron diizeyi diisiik,
TOS, OSI, MDA diizeyleri yiiksek bulunmustur. Testiste SOD diizeyinde anlamli fark
goriilmezken CAPE uygulanan grubun TOS, OSI, MDA diizeyleri diisiik, TAS diizeyi
yiiksek bulunmustur.

SONUC: CAPE, EMA’nin olusturdugu oksidatif stresi serumda ve dokuda histolojik

ve biyokimyasal agidan diizeltmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akim sitometri, Elektromanyetik alan, Histopatoloji, Kafeik asit
fenetil ester, Oksidatif stres, Semen, Sperm, Testis, TUNEL.
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SUMMARY

INTRODUCTION: Low-dose electromagnetic field (EMF) exposure has been
reported to play a role in male infertility as a result of increasing oxidative stress
markers. The potential protective effects of antioxidants on oxidative stress induced
by low-dose electromagnetic wave have been shown in the studies The effects of low
dose electromagnetic field on testis and semen tissues and the protective role of caffeic
acid phenethyl ester (CAPE) were investigated.

MATERIALS AND METHODS: Wistar Albino rats were divided into 4 groups as
control, EMF, EMF + CAPE, CAPE (n=8). No substance could be applied to the
control group. EMF group received 900 MHz electromagnetic field for 1 hour per day.
EMF + CAPE group was treated with ip 10 umol/kg CAPE before 1 hour EMF
exposure. CAPE group was given 10 umol/kg CAPE. At the end of the experiment,
biochemical analyzes of blood and testes and histological and flow cytometric

analyzes of testes and semen tissues were performed.

RESULTS: Histopathological degenerations due to EMF exposure in testicle,
concentration and progresive motility decrease in semen and head anomaly in sperm
morphology were determined. By flow cytometry analysis, percentage of DNA
damage was higher in EMF group. CAPE has been found to reduce these damages. No
significant difference was found between the groups in terms of GSH-Px, TAS, SOD,
total thiol in serum. In the EMF group, serum testosterone levels were low and TOS,
OSI and MDA levels were found to be high. While no significant difference was
observed in SOD level in the testicle, TOS, OSI, MDA levels of CAPE group and TAS

level were found to be high.

CONCLUSION: The oxidative stress induced by EMF was corrected histologically
and biochemically by CAPE in serum and testis tissues.

Key Words: Caffeic acid phenethyl ester, Electromagnetic field, Flow cytometry,

Histopathology, Oxidative stress, Semen, Sperm, Testis.
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