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OZET

Subkronik 1800 Mhz Elektromanyetik Alan Uygulanmis Siganlarin Testis Dokusunda

Parikalsitol’un Etkisinin incelenmesi

Elektromanyetik alan (EMA) maruziyetinin testiste morfolojik ve fonksiyonel
degisiklikler yaparak erkek infertilitesine neden olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle
calismamizda 1800 MHz EM dalgalarin testikiiler morfoloji ve fonksiyonundaki
degisiklikler iizerine parikalsitolun etkisinin gosterilmesi planland.

Calismamizda 28 adet 8-10 haftalhlk Wistar Albino erkek sican kullamildi.
Denekler; kontrol (K), parikalsitol (P), elektromanyetik alan (EMA) ve
elektromanyetik lan+parikalsitol (EMA+P) gruplar: olmak iizere 4 gruba ayrildi. K
grubuna (n=7) hig¢ bir islem yapilmadi. P grubuna, 0,2 pg/kg parikalsitol (haftada 3
kez/30 giin) subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi. EMA grubuna, 1800 MHz EMA
(giinde 1 saat/30 giin) uygulandi. EMA+P grubuna, 1800 MHz EMA (30 giin boyunca
giinde 1 saat) ve 0,2 pg/kg parikalsitol (haftada 3 kez/30 giin) verildi. Deney sonunda
sakrifiye edilen deneklerden elde edilen testis dokularinda, seminifer tiibiil ¢aplari,
germinal epitel kalinh@ ve Johnsen skorlamasi, Ki67, p63 immiin isaretlenmesi,
malondialdehit (MDA) diizeyi, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim
aktivitesi gosterildi.

Jonhsen skorlamalarimmn EMA+P grubunda K grubuna benzer oldugu ve
EMA grubuna gore anlamh bir artis (p<0,001) gosterdigi belirlendi. EMA+P
grubunda Ki67 ve p63 immiinoreaktivite skorlar1 (IRS) birbirine benzerdi ve EMA
grubuna gore anlamh olarak artis gostermekteydi (sirasiyla p<0,001 ve p=0,002), bu
artis K grubuna gore de farkhhk gosterdi (sirasiyla p=0,013 ve p=0,005). MDA
diizeyi, EMA+P grubunda K grubundan anlamh bir farkhihik gostermemekteyken
(p=0,593), EMA grubuna gore anlamh olarak azaldi1 (p=0,002). CAT aktivitesi ise



EMA+P grubunda, EMA grubuna gore anlamh bir artma (p<0,001) gosterirken, K
grubu ile karsilastirildiginda anlaml bir farklhiik saptanmadi (p=0,120).

Sonuglar parikalsitolun, EMA’nin spermatogenezdeki olumsuz etkilerine karsi
p63, Ki67 ve antioksidan kapasite mekanizmalar:1 aracihgiyla koruyucu olabilecegini

diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Elektromanyetik alan, testis, Ki67, p63, parikalsitol, antioksidan

kapasite.
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ABSTRACT

The Investigation of Paricalcitol Effects on Testicular Tissue Exposed to by
Subchronic 1800 MHz Electromagnetic Field

It is well-known that exposure to electromagnetic field (EMF) may lead to male
in fertility by causing changes in the testicular morphology and function. The present
study aimed to investigate the effect of paricalcitol on the testicular morphology and
function after exposure to 1800 MHz electromagnetic field.

In our study we used twenty eight male Wistar Albino rats (8 to 10 weeks of
age) and they were divided into four groups; as control (C), paricalcitol (P),
electromagnetic field (EMF) and electromagnetic field+paricalcitol (EMF+P). No
treatment was applied to control group (n=7). P group was injected with 0,2 ng/kg
paricalcitol (three times in thirty days) subcutaneously. EMF group was exposed to
electromagnetic field of 1800 MHz one hours daily for thirty days. EMF+P group was
both exposed to electromagnetic field of 1800 MHz (one hour in a day for thirty days)
and injected with 0,2 pg/kg paricalcitol (three times in thirty days). At the end of the
experiment, testicular sections was evaluated by measuring the diamater of
seminiferous tubular, thickness of germinal epithelium thickness and they were
correlated with both Johnsen scoring and immunohistochemical staining for Ki67 and
p63. The enzyme levels of malondialdehyde, superoxide dismutase and catalase was
also assayed biochemically.

Johnsen’s scoring of EMF+P and control groups were similar while there was a
significant increase compared to EMF group (p<0,001).The immunreactivity scoring
of Ki67 and p63 in EMF+P group were similar to each other whereas a significant
increase was found compared to EMF (sirasiyla p<0,001 ve p=0,002 )and it was found
different from control group (p=0,013 and p=0,005 accordingly). While the difference
in the level of MDA was insignificant for the EMF+P and C groups (p=0,593), there
was a significant decrease for the MDA level for EMF+P group compared to EMF

xii



group (p=0,002). The difference in the CAT activity was also insignificant for the
EMF+P and C groups (p<0,001), there was a significant increase for the CAT activity
for EMF+P group compared to EMF group (p=0,120).

These results suggest that paricalcitol may be protective against the
detrimental effects of electromagnetic field on spermatogenesis via p63, Ki67 and

antioxidant capacity mechanisms.

Key words: Electromagnetic fields, testis, p63, Ki67, paricalcitol, antioxidan capacite.
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1. GIRIS

Giliniimiizde ilerleyen teknolojiyle iliskili olarak elektronik cihazlarin kullanimi her
gegen giin artmaktadir. Bu cihazlardan; kullanim siklig1 ve siiresi goz oniine alindiginda, ilk
siray1 alan cep telefonlari, gevreye ortalama olarak 900-1800 MHz elektromanyetik (EM)
dalgalar yaymaktadir (1). EM dalgalarin dokular iizerindeki termal ve termal olmayan
(kimyasal) etkileri ile biyolojik fonksiyonlarda degisiklikler yaptigi bilinmektedir. Yapilan
birgok calismada elektronik cihazlarin ¢evreye yaydigt EMA’nin biyolojik sistemlerdeki
etkileri raporlanmistir (2). EMA hiicrenin plazma membran fonksiyonunda ve gen
ekspresyonunda degisiklikler yaparak hiicrenin ¢ogalmasini, farklanmasini ve apoptotik
stirecini etkilemektedir. Farkli calismalarda EMA’nin testiste morfolojik ve fonksiyonel
degisiklikler yaptigi, spermatogenez siirecini olumsuz etkiledigi ve apoptozisi artirdigi
bildirilmistir (2, 3). Bunlara ek olarak son yillarda yapilan calismalarda, cep telefonu
kullaniminin erkek infertilitesine yol acabilecegi bildirilmistir (4). Ozellikle cep
telefonlarinin olusturdugu EMA’nin testiste Leydig ve Sertoli hiicrelerinin dejenerasyonuna
neden oldugu, testosteron biyosentezini azalttigi, spermatozoonlarda DNA hasarina yol
actig1 ve seminifer tiibiil ¢capinda azalmaya sebep oldugu raporlanmistir (4, 5). EMA’nin
serbest oksijen radikallerinin iretimiyle ROS olusumuna ve lipit peroksidasyonuna yol
actig1, biyomolekiillerin yapisinin, enzim aktivitesinin bozulmasina, hiicre hasarlanmasi ve
hiicre 6liimiine sebep oldugu ortaya konmustur (6). ROS olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 6nlemek icin bir savunma mekanizmasi olan antioksidanlarin kullanildig:
literatiirde gorilmistir (7). Ancak EMA’ya bagh doku hasarin1 azaltmaya yonelik
antiapoptotik ve antioksidan bir ajan olan D vitamini ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Parikalsitol, klinik tedavilerde kullanilan sentetik D vitamini analogudur.
Literatiirde c¢esitli iskemi-reperflizyon ¢alismalar1 ve kanser caligmalar1 ile parikalsitolun
antioksidan ve antiapoptotik etkisi raporlanmistir (8, 9). Hiicre proliferasyonunda ve
apoptotik yolaklarda rol alan ¢ok sayida molekiil bulunmaktadir. Bunlardan hiicre
proliferasyon belirteci olan Ki67, hiicre dongiisiiniin GO harig tiim fazlar1 boyunca eksprese

olan niikleer ve niikleolar proteindir (10). Yapilan g¢alismalarda hipospermatogenez ve



cesitli spermatogenez bozukluklarinda, farkli tiplerdeki spermatogenik seri hiicrelerinde
Ki67 ekspresyonun azaldigi bildirilmistir (11). EMA’nin testis lizerine olan etkileri ortaya
koyan farkli ¢alismalar bulunmakla birlikte son yillarda yapilan bir ¢alismada puberte
doneminde EMA wuygulanmis siganlarda spermatogenik seri hiicrelerinde Ki67
ekspresyonunun degismedigi gosterilmistir (12). Supresor timdr protein p63 geni ise p53
gen ailesinden bir transkripsiyon faktorii olup hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve apoptozis
gibi 6nemli hiicresel siireglerde gorev almaktadir (13). p63 geni yapisal olarak farkli
transkripsiyonel aktiviteye sahip izoformlara sahiptir. Testikiiler gelisim ve spermatogenez
stirecinde p63 ekspresyonunun incelendigi ¢alismalarda; 6zellikle postnatal donemde 10.
giinden sonra spermatosit ve erken spermatidlerde ekspresyonunun artmaya basladig
gosterilmistir (14, 15). Bu nedenle calismamizda, EMA uygulanmis siganlarda
parikalsitolun spermatogenezdeki koruyucu etkinligini histolojik ve biyokimyasal olarak

(MDA diizeyi, SOD ve CAT enzim aktivitesi) géstermeyi planladik.



GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Histolojisi

Testis, viicut boslugu disinda skrotum i¢inde yer alan bir ¢ift lireme orgamidir.
Insanlarda yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm eninde ve 20-30 g agirligindadir. Testisler;
testis kapsiilii ad1 verilen 3 tabaka ile ¢evrilidir. Bunlar tunika vajinalis, tunika albuginea ve
tunika vaskiilosadir. Testis kapsiiliin dis tabakasi tunika vaginalistir; dista pariyetal, icte
visseral bir tabakadan olusur. Pariyetal ve visseral tabaka arasinda bir bosluk bulunur ve bu
bosluk i¢inde serdz bir sivi bulunur. Tunika albuginea diizenli siki bag dokudan olusan bir
tabakadir (3, 16). Bu tabaka testisin i¢ine girerek mediastinum testisi olusturur. Tunika
vaskiilosa, gevsek bag dokusu yapisinda, kan ve lenf damarlar1 ve sinir lifleri i¢eren bir
tabakadir. Tunika albugineanin i¢ yiiziinden septumlar ¢ikar ve testisi yaklasik 250 lobiile
boler ve olusan her bir lobiile lobuli testis denir. Her bir lobiilde 1-4 arasinda degisen
sayida seminifer tiibiil yer alir. Kivrimli bir yapiya sahip olan tiibiiller kivrimlarin
kaybedip diizelirler tiibiili rektiyi (diiz tiibil) olustururlar. Diiz tiibiiller seminifer tiibiilii
rete testise baglarlar. Mediastinumun i¢inde anastomoz halinde bulunan rete testis duktuli
efferentes ile epididimin bas kismina baglanir. Rete testis, seminifer epitelin iirlinlerini
(testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar agidir (16, 17).

Her seminifer tiibiillerin boyu 30-70 cm, ¢ap1 yaklasik 150-250 mikrometre ve bir
testiste tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir. Seminifer tiibiil, tunika propria,
bazal lamina ve germinal ya da seminifer epitelden olusur (16). Seminifer tiibiil epitelinin
altinda bazal membran yer alir ve bu bolge Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen laminin,
kollajen tip I, kollajen tip IV igerir. Peritiibiiler doku olarak da adlandirilan tunika propria,
interstisyel dokudan koken alir ve fibroz bag dokudan olusur. Peritubiiler dokunun infertil
erkeklerin bliylik bir kisminda kalinlastigi bilinmektedir. Seminifer tiibiilin en i¢
katmaninda diiz kas ozelliginde ve tek tabaka seklinde yerlesim gdsteren yassilagmig
miyoid hiicreleri bulunur. Miyoid hiicreler, aktin filamentleri ve miyozin, desmin, vimentin
gibi hiicre iskeleti proteinleri igermektedir. Miyoid hiicreleri hareketsiz spermlerin rete

testise ilerletilmesini saglayan kasilma gorevine sahiptir (18, 19).



Seminifer tiibiiliin arasindaki bosluga interstisyel alan denmektedir. Interstisyel
alanda Leydig (interstisyel) hiicreleri, sinirler, pencereli kapillerler, lenf damarlari,
makrofajlar ve mast hiicreleri yer alir. Seminifer tiibiil testisin ekzokrin kismini, Leydig
hiicreleri ise endokrin kismini olusturur. Leydig hiicreleri interstisyel bag dokusu iginde
lenfatik kanal veya siniizoidler yakininda yer alirlar. Sekilleri, yuvarlak ya da poligonaldir
ve merkezde bir ya da iki ¢ekirdege sahiplerdir. Lipid damlalarindan zengin asidofilik
sitoplazmaya sahiptir. Leydig hiicreleri testosteron sentez ve saliniminda gorevlidir. Leydig
hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron, pubertal donemde sperm iiretimi, eriskinlerde
spermatogenezin, sekonder cinsiyet karakterlerinin ve cinsel salgi bezlerinin
fonksiyonlarmin devam ettirilmesinden sorumludur (16, 19).

Seminifer tiibiilde germinal epitel tabakasini olusturan spermatogenik hiicreler ve
Sertoli hiicreleri bulunmaktadir. Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiliin bazal kismindan
limene dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri; spermatogenik hiicrelerin
desteklenmesinde ve olgunlagsmasinda 6nemli rol oynadiklari igin destek hiicreleri ya da
sustentakiiler hiicreler olarak da bilinirler. Yaklagik 9-12 um boyutundadir. Sertoli hiicreleri
151k mikroskobu ile bakildiginda 6kromatik bir ¢ekirdege, 3 parcali bir yapiya sahip olan
belirgin biiyiik bir ¢ekirdek¢ige sahip oldugu goriliir. Sertoli hiicreleri puberteden sonra
postmitotik 6zellik kazanir. Yetigskin sicanlarda Sertoli hiicre sayis1 her bir testis i¢in 20-46
milyon arasindayken bu say1 insanlarda 41 milyon kadardir. Sertoli hiicreleri birbirine siki
baglant1 kompleksi olan zonula okludens ile baglanirlar. Bazolateral okludens baglantilari
seminifer epiteli bazal (ekstratiibiiler) ve adliiminal (intratiibiiler) kompartmana bdler.
Bazal membranla zonula okludensler arasindaki alana bazal kompartman, zonula
okludenslerden itibaren seminifer tiibiil liimeni tarafindaki alana ise adliiminal kompartman
denir. Bazal boliimde spermatogonyumlar ve primer spermatositler yer alirken, adliiminal
boliimde sekonder spermatositler ve spermatidler yer alirlar (16). Sertoli hiicreleri arasinda
olusan siki baglant1 kompleksleri kan-testis bariyerini olusturur. Kan testis bariyeri kandan
gelen maddelerin liimen igerisine gegisini onler. Sertoli hiicrelerinin spermatogenezde
onemli gorevli bulunmaktadir. Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri destekler, korur ve
besler. Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan artik (rezidiiel) cisimcikleri

fagosite eder. Inhibin ve aktivin adi verilen peptidleri, glikoprotein yapisinda olan



antimiillerian hormonu (MIH veya AMH) iiretir ve salgilar. Folikiil uyarici hormon (FSH)
ve androjen baglayici proteinleri (ABP) sentezler (19, 20).

2.2. Spermatogenez

Spermatogenez, seminifer tiibiillerde gergeklesen, spermatogonyumdan olgun
sperme doniisme asamasindaki siireci kapsamaktadir. Puberteden kisa bir silire Once,
hipofizden salinan gonadotropinler sayesinde baglar ve hayat boyu devam eder.
Spermatogenez, tiim seminifer tiibiillerde ve her seminifer tiiblil i¢inde ayni anda
gerceklesmemekle birlikte spermatogenez siiresi 64 gilin olarak kabul edilmektedir.

Spermatogenez; spermatositogenez ve spermiogenez olmak tizere 2 evrede gergeklesir (16,

19).

2.2.1. Spermatositogenez

Pubertede hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilayict hormonun etkisi ile
hipofiz 6n lobundan gonadotropik hormonlar (FSH ve LH) salgilanmaya baglar. Bu
hormonlarin stimiilasyonu ile A spermatogonyumlarin bir kismi bir dizi mitoz bdliinme
gecirerek farklilasmamig kok hiicreler olarak kalir bir kismi da B spermatogonyumlara
farklanirlar (16, 19, 20). Glia kokenli norotrofik faktor (GDNF), koloni stimiile edici faktor
(CSF1), kok hiicre faktér (SCF), aktivin A ve kemik morfogenetik faktor (BMP4) gibi
biiylime faktorleri yoluyla spermatogenik kok hiicrelerin - kendini yenileme ve
proliferasyonu arasindaki denge diizenlenmektedir. Aynmi zamanda Sertoli hiicreleri
tarafindan eksprese olan adhezyon molekiilii integrin f1 (TGB1) ve hiicre adhezyonu ile
ilgili proteinler (E kadherin), Leydig hiicrelerinden sentezlenen koloni stimiile edici faktor
(CSF1), farklilasan  spermatogonyumlarin  goglinii  belirler. Go¢ eden B
spermatogonyumlarin mitoz boliinmeleri ile 46 kromozom (2n) ve 4C DNA miktarina
sahip primer spermatositler meydana gelir. Primer spermatositlerin, silinen azospermi
iliskli protein (DAZL), stimiile retinoik asit 8 (STRAS8) aktivasyonuyla mayotik profaz |

asamasina girer (21). Mayotik profaz I, kromatin kondensasyonun oldugu leptoten,
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sinapsisin  gergeklestigi  zigoten, krossingover mekanizmasinin oldugu pakiten,
sinoptonemal kompleksin olaylandigi asama olan diploten olmak iizere 4 asamada
gerceklesir ve sonugta haploid sayida (n) kromozoma ve 2C DNA miktarina sahip sekonder
spermatositler meydana gelir. Sekonder spermatosit DNA sentezlemeden (S fazindan
gecmeden) hemen ikinci mayotik boliinmenin profazina girer ve 23 kromozom (n) ve C

miktarinda DNA igeren iki haploid yuvarlak spermatid olusur (Sekil 2.1), (16, 21, 22).

Tip A spermatogonyum
(kok hicreler)

|- Tip B spermatogonyvum
(6nciil progenitér hiicreler)

Mitoz béliinme

3 : Birinci mayoz
Primer spermatositler |- o

L Spermivogenez

: o000 Atk cisimeik
i S Spcrmatozoonlar/

Sekil 2.1. Spermatogenez asamalari (22)



2.2.2. Spermiyogenez
Hiicre boliinmesi gergeklesmeden, hiicre farklilasmas: ile spermatidlerin
spermatozoonlara doniistiigii evredir. Spermiyogenez siiresince sperm olusum asamalar1 su

sekildedir:

a. Aksonem olusumu

HOP, sperm iliskili antijen 6 (SPAG6) ve TEKSTIN-T proteinleri araciligiyla aksonem
olugsmaya baglar ve yuvarlak spermatidler flagellum olusturmaya baglar. Flagellum
aksonem olarak bilinen 9+2 mikrotiibiiler yapidan olusmaktadir. Bas ve kuyruk koordine
bir sekilde gelistiginden aksonem yapisinin defektinin flagella motilitesi kayb1 yaninda bas
anomalisi de olusturmaktadir. Bu asamada sentriyoller ¢ekirdegin arka kutbuna gd¢ ederek
distal ve proksimal sentriyolleri meydana getirir. Distal sentriyol sperm kuyrugunun
merkezindeki aksonemi, proksimal sentriyol ise spermin boyun kisminin yapisinda yer alir

(21, 22).

b. Manset Olusumu

Manset niikleer uzama sirasinda olusan niikleusun peritiibiiler bolgesinde yer alan
gecici bir mikrotiibiiler yapidir. Manget mikrotiibiil baglanma proteini (HOOK1) ile manget
iligkili protein-baglanma proteini 3 (RIM-BP3) proteinleri ve kinezin-2 motor proteini
sayesinde hareket ederek sperm basmin ve niikleusun sekillenmesinde rol oynar ve buna

bagli olarak spermatid uzamaya baslar (21, 23).

c. Akrozom Biyogenezi

Akrozom, fertilizasyon i¢in gerekli olan hyaluronidaz, nérominidaz, asit fosfataz ve
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimleri iceren Golgi aygitindan koken alan graniiler
vezikiildiir. Bu siire zarfinda sitoplazmada bulunan organellerde yer degisikligi gozlenir.

Mitokondriyonlar intramanset transport (IMT) ve intraflagellar transport (IFT) yolaklari



araciligryla flagellumun proksimal parcasi etrafina go¢ ederek orta parcayi olusturur. Bu
asamada, akrozom vezikiilii ¢ekirdegin On yarisindan fazlasii sararak akrozomal kep

olusumu gergeklesir (21).

d. Kromatin Kondensasyonu

Histonlar, gecis proteinleri (TPs) araciligiyla protaminlerle yer degistirir ve daha
sonra kromatin materyal transport proteini 1 (Tnpl) ve transport proteini 1 (Tnp2)
tarafindan kodlanan gegis proteinleri 1 (TP1) ve ge¢is proteinleri 2 (TP2) proteinleri ile
kondanse hale doniisiir (21).

e. Spermiasyon

Spermiasyon gelisimine kadar sertoli hiicresi ile spermatid baglantisi, hiicre
adhezyon molekiilii olan nektin, integrinler-laminin, kadherin-katenin sayesinde sertoli
hiicrelerine gémiilii bir durumdayken, matiir hale gelen spermatidler kas z hatt1 alfa alt
birimi aktin proteini 3 (CAPZA3), TBC ve F-aktin sinyalizasyonu ile sitoplazmik
uzaklastirilma olarak bilinen spermiasyon olay1 gerceklestikten sonra liimende serbest hale

gecer (19, 21).

2.2.3 Spermatogenik Hiicreler
Spermatogenik hiicreler, bazal lamina ile liimen arasinda yer alirlar. Bazal
laminadan liimene dogru; spermatogonyumlar, primer spermatositler, sekonder

spermatositler, spermatidler ve spermatozoalar seklinde siralanirlar (16, 19).

a. Spermatogonyumlar
Spermatogonyumlar, seminifer tiibiiliin bazal membraninin hemen istiinde yer alan

diploid spermatogenik hiicrelerdir. Yaklasik 12 um c¢apindadir. Spermatogonyal kok



hiicrelerden koken alirlar. Seminifer epitelde cekirdeklerinin goriiniimiine gore ¢ tip
spermatogonyum tanimlanir (18).

Koyu boyanan (Ad) tip A spermatogonyumlar: Yogun bazofilik boyanan ince
kromatinli hiicrelerdir.

Acik boyanan (Ap) tip A spermatogonyumlar: Tip A spermatogonyumlar tip B
spermatogonyumlara farklilagsan agik renk boyanan kromatine sahip hiicrelerdir.

B tipi spermatogonyumlar: B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere

farklilasan yogunlagsmis kromatine sahip hiicrelerdir.

b. Primer ve Sekonder Spermatositler

Primer spermatositler seminifer tiibiildeki en biiyiik hiicrelerdir ve germinal epitelin
orta kisminda yer alir. Primer spermatositler olustuktan hemen sonra birinci mayoz
boliinmeyi tamamlamasiyla profaz evresine girerler ve bu bdliinmenin profaz asamasi
yaklasik olarak 22 giin siirdiigiinden, kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu
asamadadir. Primer spermatositlerin birinci mayoz bdliinmeyi tamamlamasiyla sekonder

spermatositler olusur. Sekonder spermatositler kiigiik bir ¢ekirdege sahiptir (19).

c. Erken ve ge¢ donem spermatidler

Spermatidler seminifer tiibiil limenine yakin adluminal kompartmanda yerlesmis
hiicrelerdir. Bu hiicrelerin ¢ekirdekleri yogun kromatin bolgeleri icerir. Boyutlar1 7-8 pm
capmndadir. Olgun spermatidlerin bas kisimlart Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasina

gomiiliiyken, kuyruk kisimlari seminifer tiibiiliin liimenine uzanir (16).

d. Spermatozoon (olgun sperm) yapisi
Olgun bir spermatozoon yaklasik 60 pum uzunlukta olup; bas, boyun ve kuyruktan

olusan hareketli bir hiicredir.



Sperm basi: 4,5 um uzunlugunda, 3 pm genisliginde ve 1 pm kalinligindadir.
Niikleusun anteriyor 2/3’liik boliimiinii akrozom sarar.

Sperm boynu: Sperm matiirasyonunun son evresinde proksimal sentriyolden
meydana gelir.

Sperm kuyrugu: Spermin hareketini saglar ve fertilizasyonun gerceklesecegi
bolgeye gitmesine yardimci olur. Orta parca, esas par¢a ve son par¢a olmak iizere
boliimlere ayrilir.

- Orta parca: Yaklasik 7 um uzunlugundadir ve mitokondriyonlar: igerir.
Mitokondriyonlar, kuyrugun hareketi i¢in gerekli enerjiyi saglarlar. Kuyruk yapisinin
%350’sini olusturan dis dens fibroz lifler yer alir.

- Esas parga: Yaklasitk 40 pm uzunlugundadir. Kalin fiberlerin ve
aksonemal kompleksin disindaki fibroz kilifi igerir. Fibroz kilif iizerinde enerji diizeni ve
hiicre sinyalizasyonu ile gorevli olan kinaz-A baglayici protein 3 (AKAP3), kinaz-A
baglayici protein 4 (AKAP4) ve testis spesifik kinaz-A baglayici protein (TAKAP) yer
almaktadir (24).

- Son parca; Flagellumun yaklasik son 5 pm’lik kismidir ve yalnizca

aksonemal kompleksi icermektedir (18).

2.3. EMA ve Biyolojik EtkKileri

EMA son yillarda toplum sagligin etkileyen ¢evre ajanlari listesinde yer almaktadir.
Baz istasyonlarindan, radyo, televizyon, bilgisayar, cep telefonlari, enerji hatlar1 ve anten
gibi bircok cihazdan c¢evreye EM dalga yayilmakta ve insan saglhigini olumsuz
etkilemektedir (25). EMA ve biyolojik etkilerini kavrayabilmek igin Oncelikle bazi
kavramlarin bilinmesi gereklidir. Yiik, maddelerin birbirleri arasinda elektrostatik itme
veya ¢cekme meydana getirmesi durumunda ortaya ¢ikan bir niceliktir. Negatif isaretli olan
elektron ve pozitif isaretli olan proton yiikii tasiyan temel parcaciklardir. Yiikli
parcaciklarin yol agtig1 fiziksel olguya elektrik, elektrik yiiklerinin bir noktadan bagka bir
noktaya hareket etmesine elektrik akimi denir. Yiklerin etrafinda olusan, yiiklerin

hareketine bagli olarak degisen ve yiiklerin birbirlerine olan etkilerine ise alan denir.
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Elektrik alan, elektrik yiiklerinin birbirini etkilemesi ile olusan herhangi bir noktada bir
birimlik pozitif elektrik yiikiine etki eden kuvvettir (3, 25). Elektrik alanin birimi olarak
volt/metre (V/m) kullanilir. Manyetik alan hareket eden elektrik yiikleri tarafindan ve
elektrik akiminin akisinin olusturdugu bir alandir. Manyetik alan siddetinin (H) birimi
amper/metre (A/m)’dir. Bunun disinda ABD’de kullanilan Gauss (G) ya da uluslararasi
kabul gormiis olan Tesla birimi (1T= 10.000 G) de kullanilmaktadir. Manyetik alan
olgiimlerinde miligauss (mG); 1/1.000 Gauss, mikrotesla (uT) ise 1/1.000.000 tesla’dur.
Miligauss ve mikrotesla arasindaki baginti 1pT=10mG seklindedir (12, 26). Elektrik ve
manyetik alan EM dalganin iki bilesenidir ve birbirine 90 derecelik dik agiyla ilerler.
Manyetik alan elektrik alandan farkli olarak niifuz edicidir ve insan viicudu da bu alana
kars1 gegirgendir. Manyetik alan etkisiyle viicut i¢inde ve yiizeyinde akim olusur. Hareketli
yiiklerin yani akimin etrafinda manyetik alan olusurken, hareketsiz yiiklerin etrafinda
elektrik alan olusur (5, 12, 27). Elektrik alan ve manyetik alanin birlestirilmesi ile Faraday
ve Maxwell tarafindan EMA olusmustur. EMA ise elektrik yiiklerin belli bir frekansta ve
birbirleri arasinda belli mesafede salinan bir dizi dalgadir. Elektromanyetik dalgalarin
saniyede yaptigi kendilerini tekrarlama sikligina yani salinim sayisina frekans denir.
Frekansin birimi Hertz (Hz)'dir. 1 Hz saniyede bir salinim; 1 kilohertz (kHz) saniyede 1000
Hz; 1 megahertz (MHz) saniyede bir milyon Hz; 1 gigahertz (GHz) saniyede bir milyar
Hz'dir. Frekans arttikca elektrik ve manyetik alanlarin siddeti de artarken doku igine niifuz
edebilme 6zelligi azalmaktadir. Dokulara niifuz eden alan siddetinin bilinmesi dokulardaki
etkinin tespit edilebilmesi igin gereklidir. Bu nedenle dokularin 6zgiil sogrulma oram
(SAR) degerleri tespit edilmektedir. Viicut tarafindan EMA’nin sogurulma hizina ya da
viicudun birim kiitlesine birim zamanda gecen enerjiye SAR denir. Ortalama SAR viicudun
tim kiitlesine birim zamanda gecen toplam enerjidir. SAR birimi Watt/kilogram
(W/kg)’dir. Viicudun 1 kg’min sicakligini 1°C yiikselten EM enerji miktar1 4 W olarak
tanimlanmistir. Bu nedenle dokuda biyolojik etkinin gbzlenebilecek SAR degeri 4 W/kg
olarak kullanilmistir (3, 28).

EMA’nin zararh etkilerinin olusmasi EMA’nin frekansina, mesafesine, siddetine,
viicut Olgiilerine ve viicudun elektriksel ozelliklerine, etki siiresine baghdir (3). EM

dalgalarin dokular tizerinde iki temel etkisi bulunmaktadir. Bunlardan ilki termal etki,
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ikincisi ise termal olmayan (kimyasal) etkilerdir. Termal etkide, EM dalganin elektrik ve
manyetik alan vektorleri tarafindan olusturulan yiiklii olan molekiillerin hareket etmesiyle
181 enerjisi ortaya c¢ikmasma ve dokunun isisinin artmasma neden olmaktadir. Bunun
sonucunda termal etkinin dokuda meydana getirdigi etki biyolojik degisikliklerin
olugsmasina yol agmaktadir. Termal olmayan etki ise, EMA’ya maruziyetin siiresi, frekansi
ve dozuna bagli olarak, dokular iizerinde etkisini gostermektedir (3, 11, 29).

Serbest radikaller normal metabolizmanin yan {iriinii olarak olusmasinin yan1 sira
EMA, iyonize edici radyasyon, 1s1, fotokimyasal hava kirliligi, intoksikasyon gibi ¢evresel
toksik maddelerin etkisiyle de olusabilmektedir (6). EMA’nin termal olmayan etkileriyle
serbest radikal olusumuna yol agtigi ve buna bagli olarak hiicrelerde fonksiyonel ve
morfolojik degisikliklere yol agtig1 raporlanmustir (3). Serbest radikaller; yoriingelerinde bir
ya da daha fazla sayida eslesmemis elektron tasiyan molekiillerdir. Organizmada serbest
radikallerin olusum hizi1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge iginde olup bu durum
oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif dengenin bozulmasiyla oksidatif stres,
lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen iriinleri (ROS) meydana gelmektedir. Oksidatif
stres, hiicrelerin lipid, protein, enzim, DNA, karbonhidrat yapilarina etki ederek yapilarinin
bozulmasina, hiicre hasarlanmasina ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir (7, 30).

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin hiicre membranindaki kolesterol ve yag
asitleriyle reaksiyon sonucu membranlarin yapisal biitiinliiglinii bozmaktadir. Bu durum
membran gecirgenliginin degismesi ile total iyon homeostazisinin, hiicre ve organellerin
yapt ve fonksiyonunu bozmasina neden olmaktadir (6, 29). Yapilan bir ¢alismada, diisiik
siddette uygulanan EMA’mn kan Ca™, Na', K*, CI" diizeyleri iizerine etkileri oldugu,
plazma Na’ diizeyini artirdig;, K* ve CI" diizeyini diisiirdiigii goriilmiistiir (31). Lipid
peroksidasyonu sekonder yikim iriini MDA’dir. MDA etkisini proteinlerin amino
gruplarina, fosfolipidlere veya niikleik asitlere baglanarak gostermektedir. MDA, hiicre
membranindaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agarak, iyon gegirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimine neden olur. MDA diizeyleri farkli dokulardaki oksidatif hasarin
gostergesi olarak kan ve dokuda calisilarak ortaya konabilmektedir. MDA’ nin yani sira
CAT ve SOD enzim aktivitesinin 6l¢iimii serbest oksijen radikal kaynakli doku hasarinin

bir géstergesi olarak incelenebilmektedir (3, 9). CAT hiicresel bilesiklere zarar verici etkisi
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olan hidrojen peroksitin (H20,) su ve oksijene doniismesini saglar. Siiperoksit dismutaz,
toksik  siiperoksit serbest radikalinin, H,O,’nin ve molekiiler oksijene (O,)
dismutasyonunda rol alan antioksidan enzimdir. SOD’un insanlarda manganez siiperoksit
dismutaz (Mn SOD) ve bakir, ¢inko siiperoksit dismutaz (Cu, Zn SOD) olmak iizere 2
izomer tipi bulunmaktadir. Siiperoksit, mitokondriyonlarda Mn-SOD, sitoplazmada Cu-
SOD ile H;Oy’ya donistiiriiliir. Daha sonra ise, H,O, lizozomda yer alan CAT ve
mitokondriyonlarda bulunan glutatyon peroksidaz tarafindan H,O ve O,’e pargalanarak
etkisiz hale getirilir (9, 32). Lipid peroksidasyonu disinda oksidatif dengenin bozulmasiyla
olusan reaktif oksijen radikalleri (ROS) hiicre membrani ile birlikte DNA’da hasara ve gen
ekspresyonunda degisikliklere sebep olmaktadir. DNA’da baz ve sekerlerde lezyonlara, tek
ve ¢ift zincir kiriklarma, abazik bolgelere neden olmaktadir (33). ROS olusumuyla, DNA
onarim mekanizmasinin etkinligi azalir ve replikasyonun dogrulugu kontrol edilemez ve
bunun sonucunda DNA’nin baz yapisinda degisim, DNA ve protein molekiilleri arasinda
hatali baglanmalar ve niikleotid kayb1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum hiicre
proliferasyonunda bozukluklara ve apoptotik yolaklarin aktivasyonuna neden olmaktadir.
Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar yiiksek frekansli EMA’nin hiicrelerde DNA
kiriklarina, kromozom aberasyonlarina, onkogenlerin transkripsiyonunun indiiklenmesine
neden oldugu gosterilmistir (33, 34). EMA’nin ¢esitli kanser tipleri ile iliskisi oldugunu
ileri stiren ¢aligmalar bulunmaktadir. EMA ile kanser iliskisini ortaya koyan bir ¢alismada,
EMA’nin lenfoma ve akut myeloid 16semi prevalansint artirdigi raporlanmistir (35).
Bunlara ek olarak 3 hafta boyunca giinde en az 20 dakika ve haftada 5 giin 40 Hz EMA
maruziyeti sonucu melatonin konsantrasyonunda azalma, 3 ay boyunca haftada 5 giin
giinde 7 saat 50 Hz EMA maruziyeti sonucunda serum T3 ve T4 konsantrasyonunda

azalma ve tiroid bezinde morfolojik degisiklikler oldugu bildirilmistir (36).

2.4. EMA'nin Testis Uzerine Etkisi ve Infertilite ile Tliskisi
Cevresel toksik ajanlardan biri olan EMA termal etkisiyle testis dokusunda 1s1

artisina sebep olurken, non-termal etkisiyle pro-oksidanla antioksidan mekanizmalar
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arasinda bir dengesizlik olusmasina neden olarak antioksidan aktiviteyi etkilemekte ve
ROS iiretimini uyarmaktadir (3, 29). Bu etkilere bagli olarak germinal hiicrelerde, hiicre
dis1 yag asit sentaz (Fas) ve yag asit sentaz ligand1 (FasL) ve hiicre i¢i (mitokondriyal)
apoptotik yolaklarin etkinlesmesine ve bdylece apoptotik hasarin ortaya ¢ikmasina sebep
olmaktadir (37). Bununla birlikte niikleer ve mitokondriyal DNA’nin, hiicresel
mekanizmalarda 6nemli fonksiyonu olan lipidlerin ve proteinlerin etkilenmesi ile
spermatozoonlarda yapisal ve fonksiyonel bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir (4, 22).
Normal sartlarda spermatozoon DNA zincirleri spesifik enzimler tarafindan siilfoksidasyon
araciligiyla sikica paketlenmis halde bulunmaktadir. Ancak oksidatif stres, bazlarin
oksidatif modifikasyonuna, DNA zincirlerinin kirilmasina ve paternal genomda hasara yol
acmaktadir (Sekil 2.2), (29, 33). Ayrica oksidatif stresten kaynaklanan lipid
peroksidasyonu, hiicre membran permeabilitesinde artisa, membran biitiinliigiinde
bozulmaya, ¢esitli enzimlerinin aktivasyonuna yol agmaktadir. Bunun yan1 sira ROS, lipid,
protein ve DNA'ya baglanmasina ek olarak androjen reseptdr (AR) ve Ostrojen reseptor
(ER) yolagiyla da interaksiyona girerek testikiiler fonksiyonu bozmakta ve spermatogenezi
basarisizliga ugratmaktadir. Bu durum adenilat siklazin aktivasyonuna, adenozin
monofosfat (cAMP) tarafindan tiim testis germ hiicrelerinde intraseliiler sinyal yolagini ve
cAMP bagimli protein kinazin aktivasyonuna yol agarak hormonal regiilasyonda
degisikliklere sebep olur (36, 37).

Yapilan bir ¢alismada 900 MHz EMA maruziyetinin, lipid peroksidasyonuna ve
DNA oksidasyonuna, sperm motilite ve canliliginda azalmaya ve sperm Kalitesinde
azalmaya yol actig1 raporlanmistir (38). Bagka bir ¢alismada ise 295 giin, giinde 4 dakika
9.27 GHz EMA maruziyetinin testikiiler dejenerasyona sebep oldugu goriilmiistiir (39). 45
giin boyunca giinde 2 saat 10 GHz EMA’ya maruz birakilan sicanlarin germinal hiicrelerde
kromozomal hasar1 ve spermatozoonlarda apoptotik belirteclerin ekspresyonunda artis
oldugunu bildirmislerdir (40). Bunun yani sira 3 ay boyunca 30 dakika ve 60 dakika mobil
telefon radyasyonuna maruziyet sonucu  testosteron seviyelerinde azalma oldugu
saptanmustir (41).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda erkek infertilitesine neden olan ¢evresel etkenlerin

arasinda EMA maruziyetinin yer aldigi goriilmektedir. Epidemiyolojik ve deneysel
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caligmalar farkli frekans araliklarina sahip EMA’larin hiicre morfolojisi, proliferasyonu,
hiicre 6liimii, hiicre membraninin yapisi-fonksiyonu ve DNA kirilmasi ile ilgili biyolojik
yanitlar1 uyarabilecegini ortaya koymustur (6, 29). EMA’dan kaynaklanan DNA hasarinin,
kanser gelisimini tetikleyebilecegi, testiste meydana gelen hormonal degisikliklerin etkileri
ile infertilite oranlarmin artabilecegi, fetal kayip ve gelisimsel malformasyonlara neden
olabilecegi gosterilmistir (42). Yapilan bir¢ok c¢alismada EMA maruziyetinin ROS’larini
artirarak spermatozonlarin niikleer DNA’sinda yapisal ve sayisal anomalilere yol agtig1 ve
buna bagli olarak spermatozoonlarda morfolojik ve fonksiyonel bozukluga neden oldugu

ileri siirilmdstiir (3, 33).

Spermatosit kromatini Sperm kromatini

—\i\%‘\‘ Sulfoksidasyon

Protamin . el

\ KJJ Transnsyon ¥

Sekil 2.2. Normal spermatogenez ve oksidatif stres altinda spermatosit ve sperm kromatin yapist (33)



2.5. Ki-67 ve p63 Testisteki Fonksiyonel Etkisi

2.5.1. Ki-67

Hiicre proliferasyonu mitoz ile belirlenirken, belirli bir dokuda olmasi gereken
hiicre sayisida apoptozis ile belirlenir. Bu sekilde apoptozis ve mitoz siirekli bir denge
halindedir. Giincel galismalar yiiksek frekansli EMA hiicre proliferasyonu {izerine etkisi
oldugunu gostermektedir (2, 12). Hiicre proliferasyon belirteci olan Ki67; 345 ve 395 kDa
agirh@indaki iki molekiilden olusan, 10. kromozom flizerinde yer alan niikleer non-histon
bir proteindir. Ilk defa 1983’te Gerdes ve arkadaslar tarafindan tamimlanmis ve bir
proliferasyon belirleyicisi olarak ortaya konmustur. Hiicre siklusunun aktif fazlarinda (Gl1,
S, G2 ve M) eksprese edilirken, GO fazinda ekspresyon paterni gozlenmemistir. Hiicre
siklusunda Ki67 ekspresyonu ilk olarak G1 fazinin ge¢ dénemlerinde ortaya ¢ikarken ve
sonraki tim fazlarda ekspresyonu devam etmektedir. Yarilanma Omrii yaklasik 90
dakikadir. Bu protein, tiim proliferatif hiicrelerde niikleer ekspresyon gostermektedir (11,
12). Hiicre proliferasyonunun morfolojik 6zelliklerini iyi bir sekilde gésteren protein olup,
mitotik indeks ve tiimor dokusunun evrelenmesinde siklikla kullanilmaktadir (10, 43). Ki67
proteinin testikiiler ekspresyonuna bakildiginda; puberte donemine kadar spermatogonyum,
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde eksprese oldugu, ancak puberte déneminden sonra sadece
spermatogonyum ve Leydig hiicrelerinde eksprese oldugu goriilmektedir (44). Yapilan
caligmalarda hipospermatogenez ve gesitli spermatogenez bozukluklarinda, farkl: tiplerdeki
spermatogejenik seri hiicrelerinde Ki67 ekspresyonun azaldig bildirilmistir (11, 12). Cesitli
hastalik modeli olusturulmus ve toksik ajana maruz birakilmis deneklerde
spermatogonyumlarda Ki67 ekspresyonunda artis oldugu saptanmustir (45). EMA’nin testis
tizerine toksik etkileri ortaya koyan farkli ¢aligmalar bulunmakla birlikte son yillarda
yapilan bir caligmada, 890-915 MHz EMA uygulanmis sigcanlarda spermatogenik seri

hiicrelerinde Ki67 ekspresyonunun degismedigi gosterilmistir (11).
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2.5.2. P63

Testislerde germ hiicreleri mitoz ile ¢ogalirken hiicre boliinmesinin fazla oldugu
durumda erkek gametlerin asir1 iiretimi apoptozis ile kontrol altina alinir (13). Apoptozis
hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelmelerinin yani sira oksidatif stres, biiyiime
faktorleri eksikligi, radyasyon, EMA gibi cevresel etkenlerden dolayr da meydana
gelmektedir (3). Apoptotik yolakta rolii olan p53 hiicre dongiisiinii diizenleyen timor
supresor bir gendir. p63 geni ise, p53 gen ailesinin bir iiyesi olmakla birlikte yapisal ve
islevsel olarak p53’e benzer (15). p63 proteini, DNA’s1 hasara ugramis hiicreyi, hiicre
bolinmesini G1-S fazinda durdurarak veya hiicrenin apoptozisine neden olarak -etki
gosterir. P63 geni 15 ekson, 270.000 baz giftinden olusur ve 327 kromozom bélgesinde
yerlesik bir gen tarafindan kodlanmaktadir. P63 ayrica KET, CUSP, p51, p40 ve p73L
olarak da bilinir (13, 14). P63, transkripsiyonel aktif (TA) p63 ve dominant negatif (N) p63
olmak iizere 2 major izoforma sahiptir. N-ucu transaktivasyon bolgesi icermeyen eksilmis
bir protein kodlanmasina neden olurken, diger promotor normal sekilde N-ucu
transaktivasyon bdlgesi igeren bir protein kodlamaktadir. Transaktivasyon bdlgesi igeren
p63’ler TAp63 olarak adlandirilirken, bu bolgeyi icermeyen p63’ler Np63 olarak
adlandirilmaktadirlar. P63 mRNA’larinin C-uglarinda farkli kaynagim mekanizmasi ile a,
ve 7y olarak adlandirilan 3 farkli protein {riin olusturulmaktadir ve bu iirlinlerin
transaktivasyon bolgesi igerip igermemelerine bagl olarak da (Tap63a, Tap63p, Tap63y ve
ANp63a, ANp63B ve ANp63y) toplamda 6 degisik izotipi vardir. P63; SAM (Steril Alfa
Motif) diye adlandirilan ve yalnizca p63’iin a formlarinda (Tap63a, ANp63a) bulunan bir
bolge i¢ermektedir. TAp63 izoformlari, p53’iin hedef genlerini (p21wafl/cipl, mdm2,
perp, noxa, bax), aktive ederken, tam tersi olarak Np63 izoformu ise “dominant-negatif”
gibi davranarak bu transkripsiyonal aktivasyonu baskilar ve hiicre proliferasyonunu tetikler
(13, 14, 15).

Apoptozis, EMA gibi genotoksik ajanlarin etkisiyle, DNA hasarina yanit olarak p63
uyarilmasiyla baslamaktadir. Indiiklenen p63, bir proapoptotik Bcl2 ailesi iiyesi olan
Bax’in ve Fas ve Dr5 gibi hiicre ylizey Olim reseptorlerinin uyarilmasina yol agarak
apoptozisi baglatir (14, 46). P63; Bax, p21, PUMA, IGFBP3 ve HSP70 gibi hiicre dongiisii

ve apoptozis ile iliskili spesifik genleri modiile etmekle birlikte baska goreve de sahiptir.

17



P63, spermatidlerin spermatozoonlara farklilasma asamasinda ve germ hiicrelerinin
proliferasyonunda rolii olan Notch yolagmin aktivasyonunda rol almaktadir. P63’{in
izoformlarindan biri olan TAp63gama ayn1 zamanda Notch proteinin ligandi olan Jagged2
proteinin regililasyonunu saglar (47). Yapilan ¢alismalarda neonatal ve yetiskin farelerde
Notch proteinin ekspresyonunu saptamis ve Notch sinyal yolaginin erkek infertilitesi ile
iligkili olabilecegini gostermistir (48). Testikiiler gelisim ve spermatogenez siirecinde p63
ekspresyonunun incelendigi c¢alismalarda; 6zellikle postnatal donemde 10. giinden sonra

spermatosit ve erken spermatidlerde ekspresyonunun artmaya basladigi gosterilmistir (15).

2.6. Elektromanyetik Alana Bagh Hiicre Hasarinda Antioksidanlarin Etkileri

Hava kirliligi, kimyasallara maruz kalma, organik yanik madde alimi (yanmis
gidalar, sigara dumani gibi), iyonize edici (EMA, mikrodalga, radyo dalgalari) ve non-
iyonize (alfa, gama, beta 1smlari, UV 1sinlar, X 1sinlar1) edici radyasyon baslica ekzojen
serbest radikal kaynaklaridir. Bu serbest radikal kaynaklari oksijeni siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi tiirlere doniistiirerek radikal tliretimine katkida bulunurlar
(7, 9, 22). Normal kosullarda hiicre ve dokular, serbest radikal reaksiyonlar1 ve bu
reaksiyonlar sonucu olusan iriinleri inhibe eden antioksidan bir sisteme sahiptirler (36).
Hiicrelerde bulunan baglica antioksidan enzimleri katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), peroksiredoksin (PRX), tioredoksin (TPX), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon
S-transferaz (GST)'dir. Bu enzimlerin ekspresyonu antioksidan sorumlu element (NRF2)
tarafindan diizenlenerek dokuda olusabilecek yikici iirlinlerin katalizlenmesi saglanir. SOD,
stiperoksit radikalini H,O;’ye dontstirir, CAT, TPX ve PRX ise H,0,’yi H,O’ya
katalizler. GST ise ksenobiyotik iiriinleri glutatyona indiikler. Nitrik oksit sentaz (NOS) L-
argininden nitrik oksit (NO) iiretimini katalize ederler (Sekil 2.3), (49). Ozetle,
antioksidanlar, serbest radikal olusumunu engelleyerek veya etkisiz hale getirerek etki
gosterir. Bunun yami sira serbest radikal olusumunu baslatic1 reaktif oksijen tiirevlerini
ortadan kaldirarak yada engelleyerek, hiicresel hasarin onarilmasini saglarlar.

Antioksidanlarin EMA kaynakli olusmus serbest radikaller {izerindeki etkisini

inceleyen pek ¢ok c¢alisma mevcuttur. Oksay ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada 2.45
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GHz EMA'ya maruz birakilan testis dokusunda lipid peroksidasyonunun yiikseldigi ve
buna bagli hasar oldugu gozlenirken antioksidan 6zellikte olan melatonin uygulanmasi ile
lipid peroksidasyonunda azalmanin oldugu ve oksidatif hasara kars1t melatoninin koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir (36). Al-Damegh tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, cep
telefonundan yayilan EMA’nin rat testikiiler doku ve kan iizerindeki olas1 zararli etkilerine
kars1 vitamin C ve E uygulanmis, cesitli antioksidan enzim konsantrasyonu incelenerek
koruyucu etkisinin oldugu ortaya konmustur (50). Ramadan ve ark. EMA'nin testikiiler
toksisitesine karsi kullanilan antioksidan 6zelliginde olan L-karnitin ve koenzim Q10’nun
sperm motilitesi, sperm {iretimi ve miktari tizerinde anlaml derecede pozitif etkiye sahip
oldugu ortaya konmustur (51). EMA’nin testis tiizerindeki etkisi histopatolojik ve
biyokimyasal olarak degerlendirildigi baska bir ¢alismada ise spermatogenezde bozulma,
germ hiicrelerinde dejenerasyon, MDA ve glutatyon seviyelerinde azalma oldugu

gozlenmistir (52).
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Sekil 2.3. Spermatogenez i¢in 6nemli baglica antioksidan tiriinleri (49)
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2.6.1. D Vitamininin Antioksidan Etkisi

D vitamini yagda eriyen steroid bir hormundur. Insanlarda D vitaminin, vitamin D2
(ergokalsiferol) ve vitamin D3 (kolekalsiferol) olmak tizere iki sekli bulunur. Vitamin D3
deride giines 1sinlar1 ile 7-dehidrokolesterol’den elde edilir ve ayn1 zamanda Vitamin D2
gibi besinlerle de alinir. D3 ve D2 vitaminleri karacigerde 25-hidroksi vitamin D3
[25(OH)D3] ve 25-hidroksi vitamin D2’ye [25(0OH)D2] doniistiiriiliir. Karacigerde sentez
edilen 25(OH)D2 vitamini, D vitamini baglayan proteine (DBP) baglanarak bobrek
dokusuna tasimir ve 1-a-hidroksilaz enzimi ile aktif D vitamini olan 1-25(OH)2D’ye
(kalsitrol) doniisttrtlir (Sekil 2.4) (53, 54). Biyolojik olarak aktif olan kalsitroliin
modifikasyonu ile parikalsitol (19-nor-1,25-OH,-D;) olusur. Parikalsitol, vitamin D’nin
analogudur ve D vitamini aktivatorleri arasinda en giiclisiidiir (8). Parikalsitol hedef
hiicrelerde sitoplazma ve niikleus i¢inde bulunan vitamin D reseptériine (VDR) baglanarak
etkisini gosterir. Parikalsitol PTH sentez ve salgisini inhibe ederek parathormon seviyesini
azaltmakla gorevlidir (55). Farkli ¢alismalarinda parikalsitolun VDR’ye baglanarak hiicre
proliferasyonundan sorumlu cesitli genleri regiile ederek kanser hiicrelerinin biiytimesi
lizerinde etkili oldugu gosterilmistir (9, 55). In vitro ve in vivo calismalarda hiicre
diferansiyasyonunu artirdigi, kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, anti-inflamatuar,
pro-apoptotik ve anti-anjiogenik etkili oldugu gosterilmistir (8, 9, 53). Kemoterapik bir
ajanla birlikte parikalsitol kullanildiginda akut myeloid 16semi hiicrelerine karsi
antiproliferatif —etki  gostermistir  (56). 1,25-(OH)2D, hiicre proliferasyonunun,
diferansiyasyonunun ve apoptozisin regiilasyonunda gorev alan genleri kontrol etmektedir
(9). Literatiirde ¢esitli iskemi-reperfiizyon ¢alismalart ve kanser ¢alismalart ile

parikalsitolun antioksidan ve antiapoptotik etkisi raporlanmistir (57, 58).
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Sekil 2.4. D vitamini metabolik yolag: (54)

Parikalsitolun pankreatik ve prostat timor hiicre hatlarinin biiylimesi tizerinde
antiproliferatif etki gosterdigi goriilmistiir (59). Bunlara ek olarak parikalsitolun iiremik rat
modellerinde kronik bobrek hastaliklarinda kardiyo-renal koruma sagladigi goriilmiistiir
(60). Nefropati modellerinde parikalsitolun antioksidan etkisi oldugu, apoptozisi ve
proliferasyonu etkileyerek tedavi edici etkisi oldugu ortaya konmustur (61). Hemodiyaliz
hastalar1 lizerinde yapilan bir ¢aligmada parikasitol tedavisi sonucu oksidatif stresi azalttigi,

anti-inflamatuvar belirtegleri yiikselttigi ortaya konmustur (62).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi ve Deney Plam

Deney protokolii Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
01/10/2015 tarih ve 25 sayili karariyla onaylandi. Calismamizda Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuarindan elde edilen 8-10 haftalik, 220-280
gr agirliginda 28 adet Wistar Albino si¢an kullanildi. Denekler deney siiresince, sicakligi
ortalama 22 + 2°C, nem orant %45-65 ve 12 saat gece 12 saat giindiiz ortam1 saglanan
laboratuarda, standart Tip I1I kafeslerinde barindirildi, hazir pellet yem ve ¢cesme suyu ile
beslendi. Deney siiresince deneklere her sabah 09:00°da parikalsitol ve 09:30-10:30’da
EMA uygulandi.

3.2. Deneysel Gruplarinin Olusturulmasi
Denekler kontrol (K) grubu, elektromanyetik alan (EMA) grubu, parikalsitol (P)
grubu, elektromanyetik alan + parikalsitol (EMA+P) grubu olmak {izere 4 gruba ayrildi.
1.Kontrol Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere higbir islem uygulanmadi.
2.Parikalsitol Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere 30 giin boyunca haftada 3 kez
ayni saatlerde 0,2 pg/kg/giin subkutan olarak parikalsitol uygulandi (8,59).
3.Elektromanyetik Alan Grubu (n=7): Bu gruptaki denekler deney siiresi
boyunca, her giin 1 saat siireyle 1800 MHz’lik EMA’ya maruz birakildi.
4.Elektromanyetik Alan+Parikalsitol Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere 30
giin boyunca haftada 3 giin 0,2 pg/kg/glin subkutan olarak parikalsitol uygulandi ve
denekler daha sonra hergiin 1 saat 1800 Mhz EMA’ya maruz birakildi.

22



3.3. Deneklere Elektromanyetik Alan Uygulamasi ve SAR Hesaplamasi

Bu c¢alismada EMA uygulamasinda, Everest GSM Simulator 1800CW2 modeli
kullanild1. Everest GSM Simulator, 1750 MHz ile 1850 MHz frekans araliginda, 0-2 W
maksimum ¢ikig giliciinde, 217 Hz modiilasyonunda, siirekli veya kesikli dalga
yayabilmektedir (Sekil 3.1). Anten fleksiglas malzemeden yapilmis fanusun orta bolgesine
yerlestirildi. Deneklere EMA uygulanmadan once 6lgiim cihaziyla (PMM 8053 Portable
Field Meter; ELA Medical Sorin, Milan, Italy) fanusun iist ve alt yiizeyinden, fanus bos
durumdayken elektrik alan siddeti o6lgtildi. Elde edilen elektrik alan degeri, 6 VV/m olarak
saptand1. Elektrik alan degeri, Ozgiil Sogurma Oran1 (Spesific Absorbed Rate-SAR)-SAR
hesaplamasinda kullanildi. SAR hesaplamasinda kullanilan matematiksel formiil 6nceki
caligmalarda asagidaki gibi verilmektedir (83). Hesaplanan SAR degeri ve hesaplamalarda
kullanilan gerekli parametreler Cizelge 3.1'de verilmektedir. Gerekli 6lgiimler yapildiktan

sonra siganlar bu fanus i¢ine konularak 1 saat stireyle 1800 MHz EMA’ya maruz birakildi.

2

SAR = oSS (W /kg)
o,

Erwms: Elektrik alan (V/m)
o: Ortalama FElektriksel iletkenlik (S/m)
p: Dokunun kiitle yogunlugu (kg/m°)

Cizelge 3.1. SAR degeri hesaplanmasi (63)

DokununKiitle Ortalama Elektriksel Olgiilen Ortalama SAR (W/kg)
yogunlugu Iletkenlik (S/m) Elektrik Alan
(kg/m®) Degeri (V/m)
Tiim viicut 1040 1.389380 6 0.048
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Sekil 3.1. Elektromanyetik dalga dizenegi

3.4. Dokularin Elde Elde Edilmesi

Deney siiresinin bitiminde siganlar intraperitonal olarak ksilazin (10 mg/kg) ve
ketamin (100 mg/kg) anestezisi ile uyutuldu ve testis dokular1 alindi. Deneklerin sol testisi
151k mikroskobik incelemeler igin Bouin tespit soliisyonuna alinirken, sag testisi de

biyokimyasal incelemeler i¢in -20 °C derin dondurucuya alindu.

3.5. Isikk Mikroskobik Doku Takip Islemi

Testis dokular: 1 cm*’liik parcalara béliindii ve daha sonra Bouin soliisyonunda 18
saat tespit edildi. Fikse edilen dokular % 70’lik alkolde yikandiktan sonra asagidaki takip
protokiiliine gore takip edildi.

1. Etil Alkol (%80) 30 dakika
2. Etil Alkol (%95) 2 saat
3. Etil Alkol (%95) 1 saat
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4. Etil Alkol (%2100) 1 saat
5. Etil alkol (%100) 1 saat
6. Etil Alkol (%100) 1 saat
7. Ksilol 1 saat
8. Kailol 1 saat
9. Kiilol 2 saat
10. Parafin 2 saat
11. Parafin 2 saat
12. Parafin 2 saat
13. Bloklama

Rotary mikrotom ile parafin bloklardan alinan 3-5 pum'lik kesitler adheziv lamlara
(Superior Marienfeld-HistoBond) alindi. Kesitler 30 dakika 60°C'lik etiivde bekletildikten

sonra morfolojik degerlendirme igin Hematoksilen-Eozin ile asagida verilen yontemle

boyandi.

1. Ksilol 5 dakika
2. Ksilol 5 dakika
3. %100’1ik etil alkol 5 dakika
4. %96’k etil alkol 5 dakika
5. %70’lik etil alkol 5 dakika
6. Distile su 2-3 dakika
7. Mayer Hematoksilen 35 saniye
8. Musluk suyu 5 dakika
9. Asitalkol 3 saniye
10. Distile su 1 dakika
11. Amonyakli su 10 saniye
12. Distile su 1 dakika
13. Eozin 30 saniye
14. Distile su 1 dakika
15. % 70’1ik etil alkol 5 dakika
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16. % 96’11k etil alkol 5 dakika

17. %100’lik etil alkol 5 dakika
18. Ksilol 5 dakika
19. Ksilol 5 dakika

20. Entellan ile kapatildu.

Tim deneklerden hazirlanan Kesitler 1s1tk mikroskobu (Olympus BX50 Olympus

GmbH, Almanya) ile incelendi ve dijital kamera (Nikon CoolpiX5000, Nikon Corp. Tokyo,
JAPONYA) ile mikrograflar ¢ekildi.

3.6. Immiinohistokimya isaretleme Protokolii

1

Parafin bloklardan mikrotomla (Mikrotom Leica, RM2125RT,) adeziv kapli lamlara
5 um kalinliginda kesitler alindi.

. Kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 60 °C'lik etiivde 30 dakika bekletildikten sonra

oda 1s1sinda 3x10 dakika ksilenden gegirildi.
Rehidratasyon islemi i¢in kesitler 3’er dakika konsantrasyonu azalan alkol

serilerinden (%90,%80,%70) gecirildi ve daha sonra distile suya alindi.

. Antijen geri kazanimi igin sitrat tamponu (pH=6) i¢inde 500 °C'de 7 dakika

muamele edildikten sonra 20 dakika boyunca sogumaya birakildi.

Fosfatli tuz tamponu (PBS) ile 3x5 dakika yikandi.

Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak icin distile suda %12,5'luk olarak
hazirlanmis H,O; ile 10 dakika beklemeye birakildi.

PBS ile 3x5 dakika yikand.

Nonspesifik antikor baglanmasini ve bundan dolayr olusabilecek zemin
boyanmasii engellemek igin protein blok (Abcam, Mouse and Rabbit Specific
HRP, katalog no: ab93697, United Kingdom) ile 10 dakika inkiibe edildi.

Kesitlerin {izerindeki protein blok uzaklastirildi. Daha sonra %0.1 Triton-X-100,
%0.5’lik s1gir serum albiimini igeren PBS iginde (PBS-BSA) 1/50 (Ki67) ve 1/200

(p63) diliisyonunda sulandirilmis primer antikorlar (Ki67 igin; tavsan poliklonal
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10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.

primer antikoru, Abcam, katalog no:ab15580, p63 i¢in; tavsan poliklonal primer
antikoru, Abcam, katolog no: ab53039) damlatildi. Kesitler nemlendirilmis kapali
bir kap i¢inde +4 °C’de buzdolabinda 16 saat inkiibe edildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Biotin ile baglanmis polyvalent sekonder antikor (Abcam, katalog no:ab93697,
USA) damlatilarak oda 1sisinda 10 dakika bekletildi.

PBS ile 5 dakika yikandi.

Stereptavidin peroksidaz enzim soliisyonu ile 10 dakika inkiibe edildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Peroksidaz substrati olan diaminobenzidin (DAB) (Abcam 94665) damlatildi ve 3-
5 dakika inkiibe edildi.

Distile suda 3-5 dakika yikama yapildi.

Hematoksilen ile 5 saniye zit boyama yapildi ve kesitler akar suda yikandi.
Kesitler konsantrasyonu artan alkolden (%80-90-96) oda 1sisinda gegirilerek 3’er
dakika dehidrate edildi.

Kesitler kuruduktan sonra ksilenden 3x5 dakika gegirildi.

Kesitler entellan ile kapatildi.

Negatif kontrol kesitleri igin, kesitler primer antikor inkiibasyonu yerine primer antikor

icermeyen % 0,5 PSA-BSA ile inkiibe edildi ve daha sonra ayn1 protokolle boyandi.

3.7. Isik Mikroskobik Degerlendirme

Hematoksilen-Eozin ile boyanan kesitler X20 objektif biiylitmesinde, farkli

alanlardan randomize secilen ve toplamda 25 adet seminifer tiibiilde seminifer tiibiil ¢api,

germinal epitel kalinlig1 ve modifiye Johnsen skorlamas1 kullanildi.
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3.7.1. Johnsen Skorlama Sistemi

Randomize segilen seminifer tiibiil, spermatogenik hiicrelerin bulunma yogunluguna
gore veya seminifer epitelin kalitesine gore 1-10 aras1 skorlar verilerek skorlama yapildi
(64). (Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2. Johnsen skorlamasi (64)

10: Matur sperm hiicresi ile birlikte tam bir spermatogenez

9: Diizensiz germinal epitel ile birka¢ sperm hiicresi var

8: 10'dan az sperm hiicresi var (5-10” dan az)

: Sperm hiicresi yok, spermatid var

: Sperm hiicresi yok, 10'dan az spermatid var( 5-10’dan az)

: Sperm hiicresi ve spermatid yok, spermatosit var

: Sperm hiicresi ve spermatid yok, 5'den az spermatosit var

: Germ hiicresi olarak sadece spermatogonyum var

N W B~ L O

: Germ hiicresisi yok, sadece Sertoli hiicresi var

1: Seminifer tiibiilde hi¢ hiicre yok.

3.7.2. Immunohistokimyasal Degerlendirmeler
Isik mikroskobunda X40 objektif biiylitmesinde, farkli alanlardan randomize segilen
ve toplamda 25 adet seminifer tiibiillde Ki67 ve p63 immiin isaretli hiicreler, belirtilen

immiinoreaktive skorlama (IRS) yontemine gore degerlendirildi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 1.3. Immiinoreaktive skorlama (IRS) yontemi (65)

A (Pozitif hiicrelerin (B) Boyanma Yogunlugu Immunorektivite Skoru
yiizdesi) y guniug (IRS) (A ve B ¢arpimi)
0= pozitif hiicre yok 0= renk yok 0-1= negatif
1= pozitif hiicre <%10 1= orta boyanma 2-3=orta

2= pozitif hiicre %10-50 2=yogun boyanmaya yakin | 4-8= yogun boyanmaya

3= pozitif hiicre %51-80 3= yogun boyanma 9-12= gii¢lii boyanma

4= pozitif hiicre >%80

3.8. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilecek verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde; degiskenlerin
normal dagilima uygun olup olmadiklari Kolmogrov-Smirnov testiyle incelenmis olup,
normal dagilima uygun dagilan degiskenler i¢in grup karsilastirilmasinda ANOVA, post
hoc test olarak Bonferroni testinden yararlanilmistir. Grafik olarak hata ¢ubuk (error bar)
grafigi ¢izilmistir. Normal dagilima uygun dagilmayan degiskenler i¢in Kruskal Wallis ve
ardindan gruplar ikiserli olarak Mann Whitney U testiyle karsilastirilmistir ve Box-
Whisker grafigi ¢izilmistir. Normal dagilima uyan degiskenler ortalamatstandart sapma
cinsinden, uymayan degiskenler ise medyan [minimum-maksimum] seklinde 6zetlenmistir.
p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Analizler MedCalc v.10.3.0 ile
yapilmugtir.

3.9. Biyokimyasal Incelemeler ve Kullanilan Yontemler

Dokularin lipit peroksidasyonunu belirlemek igin MDA diizeylerine, antioksidan
enzim diizeylerini belirlemek icin ise CAT ve SOD aktivitelerine bakildi. Tiim dokularin
enzim aktivitelerini unit/miligram (U/mg) protein olarak belirtebilmek igin ise protein
diizeyleri 6l¢iildii (66, 67, 68).
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3.9.1. Protein Ol¢iimii (Lowry Metodu) (67)

Deneyin Prensibi: Bakir-protein kompleksi alkali ¢ozeltide olusmaktadir. Bu
kompleks fosfomolibdat fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi)
rediiklemekte ve koyu mavi bir renk olusmaktadir. Ortamdaki protein konsantrasyonu ile

rengin koyulugu dogru orantilidir.

Kullanmilan Reaktifler: (Cizelge 3.4)

A Reaktifi: 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile %2’lik Na,COj3 ¢ozeltisi hazirlandi.

B: Reaktifi: %1°lik CuSQO4.5H,0 ¢ozeltisi hazirlandi.

B, Reaktifi: %2’lik Na-K-Tartarat ¢6zeltisi hazirlandi.

B Reaktifi: B; ve B; esit hacimde karistirildi.

C Reaktifi: 50 ml B reaktifine 1ml A reaktifi eklendi.

D Reaktifi: 1 ml Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi, 5 ml distile su ile karistirildu.

Protein standardi: 250 mg/100 ml bovine serum albiimin (BSA) 20, 40, 80, 160,
320, 640 ug/ml, protein icerecek sekilde diliie edilerek galisma standartlar1 hazirlandi.

Cizelge 3.2. Protein 6l¢iimiinde kullanilan reaktifler

Kor tiipii Numune tiipii Standart
Numune (pL) - 300
Distile su (uL) 300
Standart (uL) - - 300
C reaktifi (uL) 3000 3000 3000
Kargtirllarak 15 dakika beklendi.
D reaktifi(uL) 300 300 300

Tiipler vortekslendi ve 20-30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Numunenin ve

standardin absorbans1 spektrofotometrede 750 nm’de kore karsi okundu.
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Her bir 6rnek icin protein miktari, BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan standart
egrisine gore ve dillisyon faktoriiyle carpilarak hesaplandi. %10’luk doku homojenatlarinda

ve 10.000 g siipernatant fraksiyonlarinda protein miktar:1 U/mg olarak bulundu.

3.9.2. Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini (68)
Deneyin Prensibi: Katalaz aktivitesi tayini Aebi tarafindan tarif edilen yonteme
gore yapildi. Yontemin esast, katalaz ile H,O; substratinin enzimatik yikilmasinin 240 nm

de izlenmesidir (Sekil 3.2).

katalaz

H20: ——3 H:0 + %20:

Sekil 3.2. H,0, substratinin katalaz ile enzimatik yikilmasi

Kullanilan Reaktifler:

Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A): 0,681 g KH,PO, bidistile suda
¢oziilerek 100 mI’ye tamamlandi.

Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2,77 g Na,HPO,.12H,0 bidistile suda
coziilerek 155 ml’ye tamamlandi.

Fosfat Tamponu (50 mM pH 7,0): A/B oran1 1/1.55 olacak sekilde karistirilarak
hazirlandi ve pH 7’ye ayarlandi.

Hidrojen Peroksit Cozeltisi (30 mM): 34 pul %30’luk H,O, 10 ml’ye fosfat
tamponu ile tamamlanda.

Deneyin Yapihisi: Kuvarz spektrofotometre kiivetlerine 10 pl 10.000 g siipernatant
fraksiyonu ve iizerlerine 1990 pl fosfat tamponu ilave edildi. Ornek kiivetine 1 ml 30 mM
H,0; ilave edildi ve hemen karistirilarak 6rnegin absorbansindaki azalma kore karsi 1

dakika boyunca 240 nm’de izlendi. Spesifik aktivitesi U/mg protein cinsinden hesaplandi
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3.9.3. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi Tayini (66)

Deneyin Prensibi: Ksantin varliginda ksantin oksidazin agiga ¢ikardig siiperoksit
radikallerinin nitroblue tetrazolium (NBT) ile 560 nm’de absorblanan rengin Slgiilmesine
dayanir.

Kullanilan Reaktifler:

Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0,1 N): 0,4 g NaOH bidistile suda ¢oziildi ve 100
ml’ye tamamlandi.

Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM): 4,6 mg ksantin tartilip, 1 ml 0,1 N NaOH
¢ozeltisiyle birlikte hafif 1s1 uygulamasi ile ¢6ziildii ve bidistile su ile 10 mI’ye tamamland.

Ksantin Cozeltisi (0,3 mM): Stok ksantin ¢6zeltisinden 1 ml alinarak bidistile su
ile 10 mI’ye tamamlanda.

Etilendiamintetraasetik Asid Cozeltisi (0,6 mM): 22,32 mg Na,EDTA. 2H,0
bidistile suda ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM): 4,24 g Na,COj3 bidistile suda ¢oziilerek
100 mI’ye tamamlandi.

BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda ¢o6ziilerek 10 ml’ye tamamlanda.

Nitroblue Tetrazolium Kloriir (NBT) Cozeltisi (0,15 mM): 1,226 mg NBT
bidistile suda ¢oziilerek 10 ml ye tamamlandi.

SOD Calisma Reaktifi: 10 ml 0,3 mM ksantin, 5 ml 0,6 mM Na,EDTA, 3 ml 400
mM Na,COg3, 1,5 ml 1 g/L BSA, 5 ml 0,15 mM NBT karistirildi.

Amonyum Siilfat Cozeltisi (2 M): 26,428 g (NH4),SO, bidistile suda ¢oziildi ve
100 ml’ye tamamlandi.

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L): 2 mg ksantin oksidaz sogutulmus
(NH4)2S04 ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 1 ml’ye tamamland.

Bakar Kloriir Cozeltisi (0,8 mM): 13,64 mg CuCl,.2H,0 bidistile suda ¢oziildi ve
100 ml’ye tamamlandi.

Deneyin Yapihisi: 2,85 ml SOD reaktifi ornek tiipiine ve kor tiipline aktarildi.
Ornek tiipiine 100 ul siipernatant ilave edildi ve her iki tiipe de 50 pl ksantin oksidaz
eklendi. Tiipler 25 °C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra tiiplere 100 pl CuCl, ¢ozeltisi

eklendi. En son asama olarak da kor tiiptine 100 pL silipernatant eklenerek karistirildi. Kor
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tiipiiniin ve ornek tiipliniin 560 nm’de absorbanslar1 ayr1 ayr1 dlgiiliip SOD aktivitesi tespit

edildi. Spesifik aktivite U/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.9.4. Malondialdehit Ol¢iimii (68)

Deneyin prensibi: Lipit peroksidasyon firiinlerinden biri olan MDA’ nin
tiobarbiitirik asit ile reaksiyonu sonucu pembe kirmizi renk olusmaktadir. Pembe kirmizi
rengin absorbansinin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir

Kullanilan Reaktifler: (Cizelge 3.5)

Stok tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 0,92 gr tetrametoksipropan 1 ml’de ¢oziiliir.

Giinliik tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 10 ml’lik stok ¢ozelti 100 ml’ye distile su
ile tamamlandi. Calisma sirasinda giinliik ¢6zelti tekrar 1/10 oraninda seyreltildi.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi: 8,1 gr SDS tartildi, 100 mI’ye distile su ile
tamamland.

Asetik Asit ¢ozeltisi: 20 ml asetik asit distile su ile 100 mI’ye tamamlandi ve pH’s1
3.5’ e ayarlandi.

Tiyobarbiturik asit (TBA) cozeltisi: 0,8 gr TBA tartilir ve 100 ml’ye distile su ile
tamamlanip 1sitilarak ¢oziiliir.

n-biitanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinin 1 ml’si 15 ml n-biitanol ile
karistirilmastir.

Deneyin Yapilisi: Tipler 95 °C’de 30 dakika siire ile inkiibe edildi ve musluk
suyunda sogutuldu. Daha sonra 500 pldistile su eklendi ve 2,5 ml n-biitanol-piridin
eklendikten sonra karisimlar beyazlasincaya kadar vortekslendi. 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant fazdan 1 ml alindi ve 532 nm’de kore karsi

spektrofotometrik olarak Sl¢iildii.
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Cizelge 3.5. MDA o6l¢limiinde kullanilan reaktifler

Kor Standart Ornek
Standart (1/10 diliie) (uL) - 50 -
Ornek (uL) - - 50
SDS ¢6z. (uL) 100 100 100
Asetik Asit ¢6z. (uL) 750 750 750
TBA ¢6z. (uL) 750 750 750
Distile su (uL) 400 350 350
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4. BULGULAR

4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Morfolojik Degerlendirme

K Grubu ve P Grubu: Bu gruplarda benzer olarak seminifer tiibiillerin ve
interstisyel alanlarin normal yapida oldugu goriildii. Seminifer tibiillerde germinal epitelin
normal goriiniimde oldugu spermatogenez evrelerinde bulunan farkli asamalardaki
spermatogenik hiicrelerin normal morfolojide oldugu saptandi (Sekil 4.1, Sekil 4.5.A ve
Sekil 4.2, Sekil 4.5.B).

EMA Grubu: Bu grupta normal yapida seminifer tiibiillerin arasinda az sayida
dejenere germinal epitele sahip seminifer tiibiiller saptandi. Bazi seminifer tiibiillerde ise
spermatogenik hiicrelerden olusan, liimene dokiilmiis hiicre kiimeleri saptand. Interstisyel
alan normal gortinimdeydi (Sekil 4.3. ve 4.5.C).

EMA+P Grubu: Bu grupta K ve P gruplarina benzer olarak ¢ok sayida normal
yapida seminifer tiibiil goriildii. Seminifer tiibiillerde germinal epitelin ise normal yapida
oldugu saptandi. Az sayida seminifer tiibiilde EMA grubundakine benzer olarak liimene
dokiilmiis spermatogenik hiicreler vardi. Interstisyel alan normal yapidaydi (Sekil 4.4. ve
45.D).
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tiibiiller (H&E X300)

Kontrol grubunda normal yapida seminifer

kil 4.1.

Se
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Sekil 4.2. P grubuna ait normal seminifer tiibiil yapilar1 (H&E X300).
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Sekil 4.3. EMA grubunda seminifer tiibiiller. EMA grubunda normal yapida seminifer tiibiiller arasinda
dejenere olmus seminifer tiibiiller (siyah asteriskler) ve bazi seminifer tiibiil limenlerinde deskuame olmus
spermatogenik hiicreler (sar1 asteriskler) (H&E X300).
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Sekil 4.4. EMA+P grubunda seminifer tiibiiller EMA+P grubunda normal yapida seminifer tiibiiller ve bazi
seminifer tiibiillerde limende deskuame olmus spermatogenik hiicreler (sar1 asteriskler) (H&E X300).
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Sekil 4.5. K, P ve EMA+P gruplarinda seminifer tiibiiller. K, P ve EMA+P gruplarinda normal yapida
seminifer tiibiiller ve farkli agsamalarda spermatogenik hiicrelerin olusturdugu normal spermatogenez
(sirasiyla A, B ve D). EMA grubunda (C) dejenere germinal epitele sahip seminifer tiibiil (siyah asterisk)

(H&EX600).
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4.1.2. Germinal Epitel Kalinliklar: ve Seminifer Tiibiil Caplar:

Tiim gruplar arasinda dlgiilen germinal epitel kalinliklar1 ve seminifer tiibiil ¢aplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (sirasiyla p=0,289, p=0,081), (Cizelge
4,1).

Cizelge 4.1. Gruplarin germinal epitel kalinliklar1 ve seminifer tiibiil caplari

EMA EMA+P K P
GRUP Median Median Median Median P
[Min.-Max.] [Min.-Max.] [Min.-Max.] [Min.-Max.]
GeErpmit'er;a' 76.72 77.83 78,86 74,50 0,289
Kalnhg (um) | 053086251 | [6262-11572] | [7542-98,04] | [63,56-79.90]
Seminifer 275,72 275,78 277,50 247,26
Tiibiil Cap1 [165,47- [247 53 [247,41- [216,92- 0.0810
(nm) 304,12] 288,56] 286,15] 275,85] ’

4.1.3. Johnsen Skorlamalar

K Grubu: Bu grubun Johnsen skorlamasi (9,552+0,1886), EMA grubu
(8,857+0,1695) ile karsilastirildiginda anlamli derecede farklilik gosterirken (p<0,001), P,
EMA+P gruplariyla (sirasiyla 9,417+0,2115, 9,434+0,1896) anlamli bir farklilik olmadigi
gozlendi (p=1,000), (Cizelge 4.2), (Sekil 4.6).

P Grubu: Bu grupta Johnsen skoru (9,417+0,2115) EMA grubundakine gore
(8,857+0,1695) anlamli derecede fazlayd:i (p<0,001), ancak K, EMA+P gruplarininkine
gore (sirastyla 9,552+0,1886, 9,434+0,1896) anlamli bir farklilik saptanmadi (p=1,000),
(Cizelge 4.2), (Sekil 4.6).

EMA Grubu: EMA grubu Johnsen skoru (8,857+0,1695) K, P ve EMA+P
gruplarinin Johnsen skorlarina (sirasiyla 9,552+0,1886, 9,417+0,2115, 9,434+0,1896)
gore anlamli derecede azalma gosterdi (p<0,001), (Cizelge 4.2), (Sekil 4.6).

EMA+P Grubu: Bu grubun Johnsen skoru (9,434+0,1896), EMA grubu
(8,857+0,1695) ile karsilastirildiginda anlaml derecede artmist1 (p<0,001), ancak K ve P
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gruplarinin Johnsen skorlari (sirastyla 9,552+0,1886, 9,417+0,2115) ile karsilastirildiginda,

aralarinda anlamli bir farklilik olmadigi gézlendi (p=1,000), (Cizelge 4.2), (Sekil 4.6).

Cizelge 4.3. Gruplarin Johnsen skorlar1

JOHNSEN SKORU

GRUP EMA EMA+P K P
Mean 8,857 9,434 9,552 9,417
s.D. 0,1695 0,1896 0,1886 0,2115
98[F
b
96| = —
£ TR il i T
.—"’"— 2 \\"-.
2 94 /
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/’ o -
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8.6 |- 1 | | 1
EMA EMA+P K P
GRUPLAR

Sekil 4.6. Johnsen skorlamalarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi. “EMA grubu skoru EMA+P ve K

gruplarinin  skorlarma gore anlamli olarak disik (p<0,001 ve p<0,001). PEpMA+P grubu skoru, K
grubununkinden anlamli farklilik gostermemekte (p=1,000) ancak EMA grubununkinden anlamli olarak
yiiksekti (p<0,001).
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4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular
p63 ve Ki67 negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir isaretlenme goézlenmedi (Sekil
4.7.A ve 4.7.B).

4.2.1. p63 Immiin isaretlenmesi

Tiim gruplara ait seminifer tiibiillerde, adluminal kompartmanda bulunan erken ve
ge¢ spermatidlerin niikleuslarinda p63 immiin isaretlenmesi goriildi (Sekil 4.8).

K Grubu: Bu gruba ait IRS'ler (ort. 11,20) P grubundakine (ort. 10,880) benzerlik
gostermekteyken (p=0,653), EMA ve EMA+P gruplarimin IRS'lerine (sirasiyla ort. 5,640,
ort. 9,720) gore ise anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii (sirasiyla p=0,002, p=0,005),
(Cizelge 4.3), (Sekil 4.8.A, Sekil 4.11.B).

P Grubu: Bu grupta IRS (ort. 10,880) K grubunun IRS'siyle (ort. 11,20) anlaml1 bir
benzerlik gosterdigi goriildii (p=0,653), (Cizelge 4.3). Ancak EMA ve EMA+P grubu
IRS'leri ile (sirasiyla ort. 5,640, ort. 9,720) karsilastirildiginda ise artis gosterdigi gozlendi
ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (sirasiyla p=0,002, p=0,003),
(Cizelge 4.3), (Sekil 4.8.B, Sekil 4.11.B).

EMA Grubu: Bu grubun IRS'si (ort. 5,640), K, P ve EMA+P gruplarin IRS'siyle
(swrasiyla ort. 11,20, ort. 10,880, ort. 9,720) karsilastirildiginda azalma vardi ve bu azalma
istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,002, p=0,002, p=0,002), (Cizelge 4.3), (Sekil
4.8.C, Sekil 4.11.B).

EMA+P Grubu: Bu grubun IRS'si (ort. 9,720) K ve P gruplarinkine (sirasiyla ort.
11,20, ort. 10,880) gore anlamli bir azalma gosterirken (sirastya p=0,005, p=0,003), EMA
grubunkine (ort. 5,640) gore anlamli bir artis gostermekteydi (p=0,002), (Cizelge 4.3),
(Sekil 4.8.D, Sekil 4.11.B).
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Cizelge 4.3. Gruplarin p63 immunoreaktivite skorlari

P63
GRUP EMA EMA+P K P
Median 5,640 9,720 11,200 10,880
Min-Max 2,960-6,640 8,680-10,800 10,00-11,28 10,240-11,440

A

Sekil 4.7. p63 (A) ve Ki67 (B) immiinohistokimyasal negatif kontrol kesitleri (Indirekt peroksidaz X600)
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Sekil 4.8. p63 immiin isaretlenme yogunlugu. Seminifer tiibiilde erken (kirmizi olar) ve ge¢ spermatidlerin
(sar1 oklar) niikleuslarinda pozitif immiin isaretlenme. A. K grubu, B. P grubu, C. EMA grubu, D. EMA+P
grubu (Indirekt peroksidaz X600).

4.2.2. Ki67

Tim gruplara ait seminifer tiiblillerin bazal kompartmaninda bulunan
spermatogonyumlarin immiin isaretlenmesi yogun olarak goriildi (Sekil 4.9, Sekil 4.10).

K Grubu: Bu gruba ait IRS (10,72+0,59) P grubu (10,63+0,33) ile benzer olup
anlamli bir faklilik géstermedi (p=1,000), ancak EMA ve EMA+P gruplarinkine (sirasiyla
7,97+0,68, 9,75+0,43) gore IRS'nin anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii (sirasiyla
p<0,001, p=0,013), (Cizelge 4.4), (Sekil 4.9.A, Sekil 4.10.A, Sekil 4.11.A).

P Grubu: Bu grupa ait IRS (10,63+0,33) K grubunkine (10,72+0,59) benzer olup
anlaml bir farkliik gostermemekteydi (p=1,000). Bu gruba ait IRS, EMA ve EMA+P
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grubu IRS'leri (sirasiyla 7,97+0,68, 9,75+0,43) ile karsilastirildiginda ise artis oldugu
gozlendi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (sirastyla p<0,001 ve
p=0,028), (Cizelge 4.4), (Sekil 4.9.B, Sekil 4.10.B, Sekil 4.11.A).

EMA Grubu: Bu grubun IRS'sinde (7,97+0,68) K, P ve EMA+P gruplarinin
IRS’leri ile (10,72+0,59, 10,63+0,33, 9,75+0,43) karsilastirildiginda azalma vardi ve bu
azalma istatistiksel olarak anlamliyd: (sirasiyla p<0,001, p<0,001, p<0,001), (Cizelge 4.4),
(Sekil 4.9.C, Sekil 4.10.C, Sekil 4.11.A).

EMA+P Grubu: Bu grubun IRS'si (10,63+0,33) EMA grubundakine (7,97+0,68)
gore anlaml bir artig gosterirken (p<0,001), K ve P gruplarinin IRS’leri ile (10,72+0,59,
10,63+0,33) aralarinda anlaml: bir farklilik saptandi (sirasiyla p=0,013, ve p<0,028),
(Cizelge 4.4), (Sekil 4.9.D, Sekil 4.10.D, Sekil 4.11.A).

Cizelge 4.4. Gruplarin Ki67 immunoreaktivite skorlari

Ki67
GRUP EMA EMA+P K P
Mean 7,971 9,749 10,720 10,629
S.D. 0,6791 0,4319 0,59 0,3304
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Sekil 4.9. Ki67 immiin isaretlenme yogunlugu. Seminifer tiibiillerde spermatogonyumlarin niikleuslarinda
pozitif immin isaretlenme (kirmizi oklar). A. K grubu, B. P grubu, C. EMA grubu, D. EMA+P grubu
(indirekt peroksidaz X600).
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Sekil 4.10. 1Ki67 immiin isaretlenme yogunlugu. Seminifer tiibiilde spermatogonyumlarin niikleuslarinda
pozitif (kirmizi oklar) ve negatif (sar1 oklar) immiin isaretleme. A. K grubu, B. P grubu, C. EMA grubu, D.
EMA+P grubu (indirekt peroksidaz X1200).
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Sekil 4.11. Gruplarin Ki67 (A) ve p63 (B) IRS 'lerinin karsilastirilmast. *EMA grubu Ki67 IRS’si EMA+P ve
K gruplarinin skorlarina gore anlamh olarak diisiik (p<0,001 ve p<0,001) (A). PEMA+P grubu Ki67 IRS’si, K
grubundakinden anlamli olarak disiik (p<0,013) ancak EMA grubundakinden anlamli olarak yiiksek
(p<0,001) (A). “EMA grubu p63 IRS’si EMA+P ve K gruplarinin skorlarina gére anlaml olarak diisiik
(p=0,002 ve p=0,002) (B). “EMA+P grubu p63 IRS’si, K grubundakinden anlamli olarak diisiik (p=0,005)
ancak EMA grubununkinden anlamli olarak yiiksek (p=0,002) (B).

2
4.3. Antioksidan Enzim Bulgulari

4.3.1. MDA Diizeyleri

K Grubu: Bu grupta MDA diizeyi (21,588+8,245) P grubundakine
(27,925+31,618, p=0,749) benzerdi, ancak EMA grubuna gore anlaml olarak diisiiktii
(80,279+10,202, p=0,002). EMA+P grubu ile karsilastirildiginda ise anlamli bir farklilik
goriilmedi (39,456+6,003, p=0,593), (Cizelge 4.5), (Sekil 4.12).

P Grubu: Bu grubun MDA diizeyi (27,925+31,618) K grubundakine benzerdi
(21,588+8,245, p=0,749). EMA ve EMA+P grubunlarindakine (sirasiyla 80,279+10,202,
39,456+6,003) gore azalma gostermekteydi. Bu azalma EMA grubunkine gore anlamliyken
(p=0,002), EMA+P grubunkine gore anlaml bir farklilik gdostermemekteydi (p=0,625),
(Cizelge 4.5), (Sekil 4.12).

EMA Grubu: MDA diizeyinin (80,279+10,202) K, P ve EMA+P gruplarinin MDA
diizeylerine gore anlamli olarak arttigi (sirasiyla 21,588+8,245, p=0,002, 27,925+31,618,
p=0,002 ve 39,456+6,003, p=0,002) saptandi (Cizelge 4.5), (Sekil 4.12).
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EMA+P Grubu: Bu grupta MDA diizeyinin (39,456+6,003) EMA grubundakine
gore anlaml olarak azaldigi (80,279+10,202, p=0,002) goriilirken, K ve P gruplarinin
MDA diizeyleri ile karsilastirildiginda ise anlamli bir faklilik olmadigi saptandi (sirasiyla
21,588+8,245, p=0,593 ve 27,925+31,618, p=0,625), (Cizelge 4.5), (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Gruplarin testis MDA diizeylerinin kargilastirilmasi. “‘EMA grubu MDA diizeyi EMA+P ve K
gruplarinin MDA diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek (p=0,002 ve p=0,002). "EMA+P grubu MDA
diizeyi, K grubundakinden anlamli farklilik gostermemekte (p=0,593) ancak EMA grubundakinden anlamli
olarak distik (p=0,002).
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4.3.2. SOD Diizeyleri

K Grubu: Bu grubun SOD diizeyi (321,518+102,849) P grubundakine
(350,326+96,069, p=1,000) benzerken, EMA ve EMA+P gruplarinin SOD diizeylerine
gore anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla 72,546+27,9438, p<0,001 ve 143,304+62,5074,
p=0,002). (Cizelge 4.5), (Sekil 4.13.A).

P Grubu: Bu grupta SOD diizeyi (350,326+96,069) K grubununkinden
(321,518+102,849, p=1,000) farklilik gdstermemekteydi, ancak EMA ve EMA+P
gruplarinin SOD diizeylerine gore anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla 72,546+27,943,
p<0,001 ve 143,304+62,507, p<0,001), (Cizelge 4.5), (Sekil 4.13.A).

EMA Grubu: Bu grupta SOD diizeyi (72,546+27,943), K, P ve EMA+P
gruplarinin SOD diizeylerine gore anlamli olarak azalmisti (swrasiyla 321,518+102,849,
p<0,001, 350,326+96,069, p<0,001 ve 43,304+62,507, p=0,622) (Cizelge 4.5), (Sekil
4.13.A).

EMA+P Grubu: Bu grubun SOD diizeyi (143,304+62,507), EMA grubundakine
gore artmust1 (72,546+27,943) ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,622).
K ve P gruplart SOD diizeyleri ile karsilastirildiginda ise anlamli olarak disiik oldugu
(sirasiyla 321,518+102,849, p=0,002 ve 350,326+96,069, p<0,001) saptandi (Cizelge 4.5),
(Sekil 4.13.A).
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Sekil 4.13. Gruplarin testis SOD (A) ve CAT (B) diizeylerinin karsilastirilmasi. ®EMA grubu SOD diizeyi
EMA+P grubundakinden diisiik ancak bu diigiikliik anlamli degil (p=0,622), K grubundakinden anlamli olarak
diisiik (p<0,001) (A). "EMA+P grubu SOD diizeyi K grubundakinden anlamh olarak diisiik (p=0,002) ancak
EMA grubundakinden farklihk gostermemekte (p=0,622) (A). ‘EMA grubu CAT diizeyi EMA+P ve K
gruplarindakine gore anlamli olarak diisiik (p<0,001ve p<0,001) (B). “EMA+P grubu CAT diizeyi, K
grubununkinden farklilik gostermemekte (p=0,120) ancak EMA grubununkinden anlaml olarak yiiksek
(p<0,001) (B).

4.3.3. CAT Diizeyleri

K Grubu: CAT enzim diizeyinin (2512,778+791,564) EMA grubu CAT diizeyine
gore arttig1 (sirastyla 888,190+387,028, p<0,001) ancak EMA+P ve P gruplarindakine gore
ise anlamli  bir farkliik  olmadigi  saptandi  (2572,871+692,211, p=0,120,
1656,845+628,164, p=1,000), (Cizelge 4.5), (Sekil 4.13.B).

P Grubu: Bu grupta CAT dizeyi (2572,871+692,211) K ve EMA+P
gruplarindakine benzerdi (2512,778+791,564, p=1,000 ve 1656,845+628,164, p=0,081),
ancak EMA grubu CAT diizeyine gore anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla
888,190+387,028, p<0,001), (Cizelge 4.5), (Sekil 4.13.B).

EMA Grubu: Bu grubun CAT diizeyi (888,190+387,028), K, P ve EMA+P
gruplarinin CAT diizeylerine gore anlamli olarak azalmisti (2512,778+791,564, p<0,001,
2572,871+692,211, p<0,001 ve 1656,845+628,164, p<0,001), (Cizelge 4.5), (Sekil
4.13.B).

EMA+P Grubu: Bu grupta CAT seviyesi (1656,845+628,164), EMA grubundakine
gore anlaml olarak artmisti (888,190+£387,0287, p<0,001 ). K ve P gruplarinin CAT
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diizeyleri ile karsilastirildiginda ise anlaml bir faklilik olmadigi belirlendi (sirasiyla
2512,778+791,564, p=0,120 ve 2572,871+692,211, p=0,081), (Cizelge 4.5), (Sekil
4.13.B).

Cizelge 4.5. Gruplarda testis dokusu SOD, CAT ve MDA diizeyleri

GRUP
EMA EMA+P K P
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Oy | 888190 387,0287 1656845 6281644 2512778 791564 2572,871 6922111
Unp | 80279 102021 39456 60036 21588 8245 27925 31,6889
Omy | 72546 27,9438 143304 625074 321518 102849 350,326 96,0691
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan baz1 ¢alismalarda, EMA maruziyetinin, testiste morfolojik ve
fonksiyonel degisiklikler yaparak erkek infertilitesine neden olabilecegi raporlanmis ve
EMA’ya bagl testikiiler degisikliklerin 6nlenmesi amactyla farkli farmakolojik ajanlarin
etkinligi gosterilmistir. Ancak tam olarak EMA’nin testikiiler hasar mekanizmalar1 ve bu
hasarin 6nlenmesinde etkili bir farmakolojik ajan heniiz ortaya konamamistir. Bu nedenle
calismamizda, EMA maruziyetine bagh testikiiler degisikliklerde antioksidan etkili
parikalsitolun etkinliginin, testis dokusunda lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim
kapasiteleri ve spermatogenik hiicrelerdeki Ki67 ve p63 ekspresyonu ile gosterilmesi
planlanmistir.

EM dalgalarin dokular iizerindeki termal ve termal olmayan (kimyasal) etkileri ile
biyolojik fonksiyonlarda degisiklikler yaptig1 bilinmektedir. Enerji emiliminin dokularda
meydana getirdigi degisiklikler, EMA’ya maruziyetin siiresi, frekansi ve dozu ile
baglantilidir. Yapilan ¢aligmalarda EMA’nin spermatogenik hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkiler gosterdigi, bu hiicrelerde apoptozis insidansini arttirdigi, spermatogenezi bozdugu,
sperm morfolojisi ve fonksiyonunu olumsuz etkiledigi ileri stirtilmiistiir (3, 5, 6, 29). Ancak
bazi c¢aligmalarda da EMA’nin erkek genital sisteminde morfolojik ve fonksiyonel
degisiklige neden olmadigi raporlanmistir (11, 69). Ozgiiner ve ark. yapmis oldugu bir
caligmada, 35 giin boyunca haftada 4 kez 30 dakika 900 MHz EMA maruziyetinin, Johnsen
testikiiler skorlamasinda, seminifer tiibiill germinal epitel kalinliginda, testis dokusu
agirh@inda ve interstisyel dokuda kontrol grubuna gore anlamh fark géstermedigi ancak
seminifer tiibiil ¢capinin kontrol grubuna gore azaldigini saptamislardir (70). Baska bir
calismada da 30 giin boyunca giinde 1 saat 2450 MHz EMA’ya maruz birakilan siganlarda
Johnsen testikiiler skorlamasinin kontrol grubuna gore anlamli azaldigi ancak seminifer
tibiil ¢apmin degismedigi bildirilmistir (71). Bu c¢alismalarla uyumlu olarak bizde
calismamizda 30 giin boyunca giinde 1 saat 1800 MHz EMA'ya maruz birakilan siganlarda,

Johnsen testikiiler skorlamasinin kontrol grubuna gore azaldigini1 saptadik. EMA+P
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grubunda ise Johnsen testikiiler skorlamanin EMA grubuna gore anlamli olarak arttigini ve
kontrol grubuna benzer oldugunu belirledik. Bunun parikalsitolun antioksidan aktivite
gostererek seminifer tiibiillerde spermatogenez evrelerinin ilerleme siirecini etkilemesi ile
ilgili olabilecegini diisiindiik. Literatirde EMA’nin testikiiler hasar olusturmasiyla ilgili
olarak tam bir konsensus olmamakla birlikte caligmamizda gruplar arasinda, seminifer
tiibiil ¢aplar1 ve germinal epitel kalinliklar1 arasinda farklilik olmamasinda, uygulanan
EMA’nin frekansi ve uygulama siiresinin etkili olabileceginin kanaatine varildi.

Yapilan ¢alismalarda EMA'nin testis dokusunda ROS'u arttirabilecegini ve ROS'tan
kaynaklanan oksidatif strese neden olabilecegini gostermektedir (1, 6). Buna bagl olarak
EMA’nin, germ hiicrelerinin membran yapisi, enzim regiilasyonu, gen ekspresyonu ve
DNA hasar iizerinde etkili oldugu saptanmistir (25, 29). EMA’nin ROS'u artirmast DNA
da yapisal degisikliklere neden olurken bu durumdan en fazla etkilenen baz guanindir.
Guanine yiiksek effinitesi olan Cu’" iyonlart DNA'nin guanin bazina baglanarak H,0, ile
reaksiyona girerek DNA hasarini baslatan yolaklarin aktivasyonuna dolayisiyla germ hiicre
bolinmesinde aksakliklara ve spermatogenezde basarisizliga neden olmaktadir (72, 73).
Spermatogenezin hiicre boliinmesinin G1, S, G2 fazinda rol alan Ki67 proteini,
spermatogonyumlarda eksprese olmaktadir. Ki67 immiinohistokimyasal olarak tespit
edilebilen niikleer protein olmasimin yam: sira DNA sentezi ve hiicre proliferasyonu ile
immun isaretlenme yogunlugu korelasyon gostermektedir (12, 44). Kalkan ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada, puberte doneminde olan si¢anlara, 45 giin boyunca giinde 1 saat 890-
915 MHz EMA uygulamiglar ve spermatogenik seri hiicrelerinde Ki67 ekspresyonunun
degismedigini 1ileri stirmiislerdir (12). Bu c¢alismadan farkli olarak c¢alismamizda
spermatogonyumlarda Ki67 ekspresyonunun EMA grubunda, kontrol grubuna gore azaldigi
saptand1. Bu farkliligin ¢calismamizda kullandigimiz EMA frekansinin (1800 MHz) Kalkan
ve ark.’in caligmalarinda kullandigi EMA frekansindan (890-915 MHz) yiiksek olmasiyla
iliskili olabilecegini diisiindiik. Berth ve ark. yaptig1 bir ¢alismada hipospermatogenez ve
cesitli spermatogenez bozukluklarinda, farkli tiplerdeki spermatogenik seri hiicrelerinde
Ki67 ekspresyonun azaldigini bildirmiglerdir (11). Yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak
EMA’nin etkisiyle hiicre siklus kontroliiniin bozuldugu, baz1 spermatogonyumlarda, hiicre

boliinmesinin G1-S fazi arreste ugramis olabilecegi ve mitoz fazina gegemedikleri yada
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proliferatif aktivitelerinin bozulmus olabilecegi sonucuna varildi. Literatiirde cevresel
toksinlere karsi testikiiler hasar1 diizeltmek amaciyla farkli antioksidan ajanlarin
kullanildig1 ¢alismalar oldugu goriilmektedir (22, 36). Bu nedenle calismamizda EMA nin
spermatogenik hiicrelerdeki olumsuz etkilerini engellemek veya azaltmak amaciyla
EMA’ya maruziyet Ooncesinde deneklere parikalsitol uyguladik. Caligmamizda EMA+P
grubunda spermatogonyal Ki67 IRS’sinin K grubundakinden anlamli olarak az oldugu
ancak EMA grubundakine gore anlamli olarak arttigi saptandi. D vitamini analogu olan
parikalsitol, etkisini hedef hiicrelerde sitoplazma ve niikleus i¢inde bulunan Vitamin D
Reseptorleri (VDR) aracilifiyla gostermektedir (9, 55). Reseptore baglandiktan sonra
sterol-reseptor kompleksi, retinoik asit X reseptorii ile beraber 6zgiill DNA dizilerine
baglanarak gen transkripsiyonunu degistirmektedir (53). Ozellikle siklin/siklin bagimh
kinaz (SBK) 2 ve p27 yolagim etkileyerek hiicre boliinmesinin G2/M asamasi gegisini
kontrol ettigi gosterilmistir (8). Bununla iligkili olarak EMA+P grubunda parikalsitolun
spermatogonyumlardaki Ki67 ekspresyonunu artirarak hiicre boliinmesi asamalarindaki
gecisi diizenlemis olabilecegini diisiindiik. Ancak farkli dozlarda uygulanan parikalsitolun
ile  spermatogenez kusurlarindaki  diizeltici etkisini ortaya koyan molekiiler
mekanizmalarin agiklanmasina ihtiyag duyulmaktadir.

p63 proteini, p53 protein ailesinin bir iiyesi olup DNA’s1 hasara ugramis hiicreyi,
hiicre boliinmesinin G1-S fazinda durduran ve hiicrenin apoptozisine neden olan 6nemli bir
protein olarak tanimlanmustir (13, 14). Hiicre apoptozisinde 6nemli bir role sahip olmasinin
yaninda testiste spermatogenez siirecinde de etkili oldugu bildirilmistir (14). Murta ve
ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, p63’iin Notch proteinlerinin regiilasyonunda rolii oldugu
ortaya konmustur (48). Bu c¢alismada p63’iin ozellikle spermatogenezin spermiyogenez
evresinde, Notch yolagi komponentleri (Notch 1-3, Deltal-4 ve Jaggedl-2) ve
effektorlerinin (Hes1, Hes2, Hes5 ve Nrarp) ilizerinde pozitif regiilator olarak etkili oldugu
raporlanmistir (47, 48). Bu calisma ile uyumlu olarak ¢aligmamizda da erken ve geg
spermatidlerde p63 ekspresyonlarmin belirgin oldugunu saptadik. Ozellikle EMA grubunda
erken ve ge¢ spermatidlerde p63 ekspresyonunun diger gruplardakine gore anlamli olarak
azaldigmi ve bu azalmanin EMA’nin hiicrelerde DNA hasar1 ve gen ekspresyon

bozukluklarina yol agmasi ile iligkili olabilecegini diisiindiik. Literatiirde spermiyogenezde
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EMA’nin p63 ekspresyonu iizerine etkisi ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle spermatogenezde EMA ve p63 ckspresyonu arasindaki etkilesimi gosteren
caligmalarin yapilmasinin literatiire katki saglayacagi kanaatine varilmistir. Calismamizda
EMA+P grubunda erken ve ge¢ spermatidlerde p63 ekspresyonunun EMA grubundakine
gore anlaml olarak arttigi ancak K grubundakinden anlamli olarak az oldugu saptandi.
EMA’ya maruz birakilan deneklerde parikalsitolun uygulanmasinin, hiicresel antioksidan
etkiler ve hiicre boliinmesinde etkili yolaklar iizerinden p63 ekspresyonunu artirmasi ile
iligkili olabilecegi diisliniildii. Nitekim parikalsitolun SBK inhibitorii olan p21'in
ekspresyonunu uyarmastyla, hiicre siklusunun G1’den S fazina gecisini engelledigini ve
DNA onarimima yardimci proteinlerin ekspresyonunu arttiran MDM2 genini aktif hale
getirdigi ve bu genin p63’¢ baglanarak germinal hiicre farklanmasini uyardigi ileri
stiriilmiistiir (8, 74, 75). Bununla iligkili olarak EMA’ya bagli olarak arreste ugramis
spermatid farklanmasinin parikalsitolun uygulanmasi ile diizelebilecegi sonucuna varildi.
EMA’nin testiste toksik etkiye sebep olan mekanizma i¢in direk oksidatif stres
olusturdugu ve bunun da lipit peroksidasyonuna neden oldugu ortaya konmustur (52). Lipid
peroksidasyon liriinii olan MDA, plazmaya karisir bundan dolayr membran hasar1 yada
oksidatif stres gostergesi olarak kullanilmaktadir (66, 68). Yapilan bir ¢alismada rat testis
dokusu iizerinde 30 giin boyunca giinde 1 saat 900 MHz EMA maruziyetinin, kontol
grubuna gére MDA diizeyinde artisa yol agtig1 bildirilmistir (76). Bu ¢alismayla uyumlu
olarak calismamizda da EMA grubunda MDA diizeyinin diger gruplara gore arttig
saptanmistir. Yapilan c¢aligmalarda raporlandigi gibi MDA artisinin  EMA'nin  testis
dokusunda serbest radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu artirmasiyla iliskili
olabilecegini disiindilk. EMA+P grubunda MDA diizeyi K grubundakine benzerlik
gostermekteyken EMA grubundaki MDA diizeyinden anlamli olarak azalmisti. Farkl
organlarda yapilan ¢aligmalarda parikalsitolun antioksidan etkinligi gosterilmistir (8, 9,
59). Ancak diger calismalardan farkli olarak calismamizda ilk kez hasarlanmis testis
dokusunda parikalsitolun diizeltici etkinligi ortaya konmaktadir. Antioksidanlarin lipid
peroksidasyonunu engelleyerek ve serbest radikal tutucu olarak etki gdstermesi nedeniyle
protein-lipid yapidaki hiicre membran yapisinin stabilize kalmasinda etkili oldugu

bilinmektedir (77, 78). Bu nedenle antioksidan etkinligi bilinen parikalsitolun, EMA
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maruziyeti ile dokuda artan serbest radikallerin etkinligini Onleyip, yag asitlerinin
peroksidasyonunu azalttigi ve buna bagl olarak bagl testikiiler MDA diizeyini azalttig1
diistintildi.

Antioksidanlar, toksik etkilere karsi organizmay1 ve reaktif molekiillerin oksidatif
hasarma karsi hiicresel redoks homeostazisinin saglanmasinda gorevlidir (7, 9). Endojen
antioksidanlar olan CAT ve SOD enzim aktivitesi serbest oksijen radikalleri kaynakli doku
hasarmi ortaya koymada biyokimyasal parametreler olarak kullanilmaktadir. Hidrojen
peroksit ve diger peroksitlerin yikimin1 katalize eden CAT ve SOD lipid
peroksidasyonunun olusmasini engelleyen antioksidan savunma enzimleridir (49, 50).
Yapilmis ¢aligmalarda EMA maruziyetine bagli olarak SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile
farkli sonuglar rapor edilmistir (79, 80). Amara ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada 128 mT 30
giin boyunca haftada 1 giin subkronik EMA maruziyet sonucu testis Cu**SOD (sitozolik
SOD) enzim aktivitesinin degismedigini bildirmislerdir (81). Kesari ve ark. yaptigi bir
calismada, yetiskin erkek ratlara 45 giin boyunca giinde 2 saat 50 GHz mikrodalga
radyasyonunun deney grubunda CAT enzim aktivitesi artig gosterirken SOD enzim
aktivitesinin azaldigini rapor etmislerdir (82). Atasoy ve ark. 5 ay boyunca giinde 1 saat
2.437 GHz EMA'nin uygulanmis sicanlarda testis CAT ve SOD enzim aktivitesinin
azaldigini ortaya koymuslardir (71). Benzer olarak ¢alismamizda da EMA grubunda testis
SOD ve CAT enzim aktivitelerinde K grubuna gore anlamli bir sekilde azalma oldugunu
saptadik. EMA+P grubunda SOD aktivitesinde artis oldugu, ancak bu artigin istatistiksel
olarak anlamsiz oldugu goriildii. CAT aktivitesi ise EMA grubuna goére anlamli bir artis
gostermekteydi. Farkli dokularda yapilan statik ve diislik frekansli manyetik alan ve EMA
calismalarinda, antioksidan enzim biyosentezinde gérev alan Cu’*, Zn* ve Se” gibi eser
elementlerin  homeostazisinin bozuldugu ileri sirilmistir (79, 80). Calismamizda
uyguladigimiz antioksidan ajanin, EMA+P grubunda CAT aktivitesini EMA grubuna gore
anlaml diizeyde artiracak etkinlikte oldugunu, ancak EMA+P grubundaki SOD aktivitesini
ise EMA grubundaki SOD aktivitesine gore anlamli olarak artirmadigini saptadik.
Calismamizda EMA+P grubundaki Cu™"-SOD aktivitesininin EMA grubundakinden
anlamli farklilik géstermemesini sitozolik Cu®™ diizeyiyle iliskili olabilecegini diisiindiik.

EMA+P grubunda uygulanan parikalsitol dozunun sitozolik Cu™ homeostazisini yeterince
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diizeltemedigini bu nedenle de Cu™*-SOD aktivitesini K grubundakinden anlamli olarak

azalmis olabilecegi kanaatine vardik.
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1.

2.

6. SONUC VE ONERILER

Yetiskin donemde 1800 MHz EMA etkisine maruz birakilan siganlarin testisi
lizerine parikalsitolun etkisini arastirdi§imiz deneysel g¢alismamizin sonucunda;
EMA'nin seminifer tiibiil kalinliginda ve germinal epitel ¢apinda bir degisiklige
neden olmadigi ve Johnsen skorlamasinda azalisa yol agtigi bulunmustur.
Parikalsitol uygulanan tedavi grubunda ise EMA grubuna gore Johnsen testikiiler
skorlamasinin artti@i goriilmiistiir. Bunun parikalsitolun antioksidan aktivite
gostererek seminifer tiibiillerde spermatogenez evrelerinin ilerleme siirecini
etkilemesi ile ilgili olabilecegi sonucuna varildi. Seminifer tiibiil ¢caplar1 ve germinal
epitel kalinliklar1 arasinda farklilik olmamasinda, uygulanan EMA’nin frekansi ve
uygulama siiresinin etkili olabileceginin kanaatine varildi.

EMA uygulanan grupta Ki67 ekspresyonunun azalmasi, hiicre siklus kontroliiniin
bozuldugu, bazi spermatogonyumlarda, hiicre boliinmesinin G1-S fazi arreste
ugramis olabilecegi ve mitoz fazina gecemedikleri yada proliferatif aktivitelerinin
bozulmus olabilecegi sonucuna varildi. EMA+P grubunda Ki67 ekspresyonunun
artmasi, parikalsitolun spermatogonyumlardaki Ki67 ekspresyonunu artirarak hiicre
boliinmesi agamalarindaki gegisi diizenlemis olabilecegini diislindiik.

EMA grubunda p63 ekspresyonunda azalma goriildi. Bu azalmanin EMA’nin
hiicrelerde DNA hasar1 ve gen ekspresyon bozukluklarina yol agmasi ile iligkili
olabilecegini disiindik. EMA+P grubunda ise p63 ekspresyonunun artmas,
parikalsitolun uygulanmasinin, hiicresel antioksidan etkiler ve hiicre boliinmesinde
etkili yolaklar tizerinden p63 ekspresyonunu artirmasi ile iliskili olabilecegi
diistinildii.

Membran hasarinin gostergesi olan MDA, EMA grubunda artis gosterdi. Bu
artistn - EMA'nin  testis dokusunda serbest radikal olusumunu ve lipid
peroksidasyonunu artirmasiyla iligkili olabilecegini diisiindik. EMA+P grubunda

azalmasi ise, parikalsitolun, EMA maruziyeti ile dokuda artan serbest radikallerin
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etkinligini 6nleyip, yag asitlerinin peroksidasyonunu azalttig1 ve buna bagl olarak
testikiiler MDA diizeyini azalttig1 diistintildii.

5. Serbest oksijen radikal kaynakli doku hasarinin gostergesi olan CAT ve SOD
enzim aktivitesi EMA grubunda azalmis ve bu azalmanin EMA toksikasyonuna
bagli testis dokusunda serbest radikallerin arttigt ve oksidatif strese bagh
antioksidan  enzim  diizeylerinde = azalma  oldugunu  gosterebilecegini
diistindiirmiistiir. EMA+P grubunun CAT ve SOD enzim aktivitesi artmistir. Ancak
SOD'un anlamli bir sekilde artis gostermemesi antioksidan enzim biyosentezinde
gorev alan sitozolik Cu’" eser elementlerin homeostazisinin bozulmasiyla iliskili

olabilecegini diisiindiik.

Yapilan bu ¢alismada testis dokusunda spermatogenik germ hiicrelerinde EMA’nin
neden oldugu hasara karsi parikalsitolun koruyucu etkisi ilk kez gosterilmistir. Sonug
olarak cep telefonundan yayilan EMA'nin testis histolojik yapisina, spermatogenez ve
spermiyogenez diizeyinde etkili oldugu belirlenirken, parikalsitolun koruyucu ozellik

gosterdigi kanisina varildi.
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