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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

EA Elektrik alan

EMA Elektromanyetik alan

Hz Hertz

WHO World Health Organisation (Diinya Saglik Orgiitii)

IEEE Institute of Electrical and Electronics Engineers (Elektrik ve

Elektronik Miihendisleri Enstitisii)
ICNIRP International Comission on Non-lonizing Ratiation Protection

(Uluslararas1 Iyonize Olmayan Radyasyondan Korunma

Komisyonu)
DNA Deoksiribonukleik Asit
LH Luteinizan hormon
FSH Follikiil uyaric1 — stimiile edici hormon
C Coulomb
V/m Volt/metre
ELF Extremely-low frequency (Oldukga diisiik frekans)
OH" Hidroksil radikali
O Stiperoksit anyonu
SOD Stiperoksit dismutaz
CAT Katalaz
GSH-Px Glutatyon peroksidaz
TBARS Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
MDA Malondialdehit
ADA Adenozin deaminaz
X0 Ksantin oksidaz
MPO Miyeloperoksidaz
GnRH Gonadotropin serbestlestirici hormon
ROS Reaktif oksijen radikalleri
E2 Ostrodiol
GH Biiyiime hormonu
TCA Trikloroasetik asit



TBA
H>0;
NMA
LMA
PBS
TUNEL
NADH
NADPH

Tiyobarbitiirik asit

Hidrojen peroksit

Normal kaynama dereceli agoroz

Diisiik kaynama dereceli agaroz

Phosphate-buffered saline (Tuz igeren yikama eriyigi)
TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick endlabelling
Nikotinamid adenin dintikleotid

Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
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1. GIRIS

Elektrik alan (EA) bir elektrik yiikiiniin baska bir elektrik yiikii iizerinde
yarattig1 cekme ya da itme kuvvet etkisini ifade eder. Her elektrik yiikii bir elektrik
alana sahiptir. Yapilan testlerde, bir cihazin besleme gerilimini yiikselttigimizde
bunun sonucu olarak elektrik alaninda yiikseldigi goriilmektedir. Aslinda EA’nin
varligin1 hissedebiliriz. Higbir sey yapmadan saglariniz ve viicudunuzdaki tiiyler
titresiyorsa, cildinizde "lifleniyormus" hissi ve nahos bir his varsa, EA’nin etkisinde
olma ihtimaliniz ¢ok yliksektir. Viicudumuz elektrigi iletme ozelligine sahiptir.
Ancak her dokunun elektrigi iletme 6zelligi farkli oldugu gibi maruz kaldigimiz
EA’nin etkileri kisiden kisiye az ya da cok degisiklik gdsterebilir. Bu tamamen

genetik ve yasam faktorlerine baghdir.

Son yillarda hizla gelisen teknoloji ve modern yasamin bir pargasi olan
teknolojik aletler beraberinde elektrik ve manyetik alan kirliligini de olusturmaktadir.
Diinya niifusunun artmasi, birey basma diisen metre karenin azalmasi ve teknolojik
cthazlarin kullannommin artmasi, insanlarin daha uzun siire ve yogunlukta elektrik
alana maruz kalmasina neden olmaktadwr. Bu maruziyet insan sagligimni
etkilemektedir. Bu projede 50 Hz (10kV/m) frekansh alternatif EA maruziyetinin

erkek iireme organi olan testis dokusundaki hasari tespit edilecektir.

Elektrik ve manyetik alanlarin sagliga etki eden sinirlar1 World Health
Organisation (WHO), International Comission on Non-Ionizing Ratiation Protection
(ICNIRP) ve Institute of Electrical and Electronics Engineers (IEEE) tarafindan
belirlenmektedir. Bu  maruziyet smirlar1  uygun  bilimsel incelemelere
dayandirilmaktadir. Ani, siddetli ve kisa siireli etki i¢in yeterli c¢aligmalar
gerceklestirildiginden bu etkilere karsi iki tane uluslararasi 6nlem kilavuzu
gelistirilmistir (1998a ve IEEE std C95.6-2002). Yapmis oldugumuz 6n ¢alismalar
dogrultusunda uzun siireli etkinin olusturdugu zararlarla ilgili bir belirsizlik oldugu
goriilmiistiir. Calismamiz bu alandaki belirsizlige katki saglamakla birlikte halk ve is
yerleri i¢in elektrik alan referans degerlerinin giincellenmesine de oldukca 6nemli

katk1 saglayacaktir.



Resveratrol, trans-resveratrol (trans-3,5,4’-trihydroxystilbene)’dur. Basta
iziim olmak iizere pek c¢ok farkli bitkide varolan dogal bir fitoaleksindir.
Fitoaleksinler, bitkilerde UV 151, hasar ve infeksiyonlara karsi gelisen ikincil
yapilardir. Resveratrol, siyah iiziimiin soguk hava kosullari, mantar enfeksiyonlar1

gibi etkenlere bagl olarak kendini korumak i¢in tirettigi bir maddedir.

Yapilan deneysel caligmalarda resveratroliin sagliga yararli pekcgok etkileri
(trombosit agregasyon inhibisyonu, antihiperglisemik veya antidiyabetik,
kardiovaskiiler koruma, antikanserojenik, antiinflamatuar, serbest radikal temizleyici,
antiostrejenik, noroproteksiyon ve antiaging) oldugu ortaya konulmustur.
Resveratroliin antioksidan 6zelliginin olmasi1 c¢alismamizin baglangi¢ noktasini
olusturmaktadir. Artan elektrik alan maruziyetinin testis dokusu {izerinde
olusturabilecegi hasara kars1 resveratroliin, yukarida saydigimiz pek ¢ok

ozelligininde olmasi erkek tireme sisteminide koruyabilecegini diistindiirmiistiir.

Calismada testis dokusundan alinan kesitlerde yapilan histopatolojik
incelemelerde seminifer tiibiil ¢aplari, tunica albuginia kalinlig1 ve leyding hiicreleri
degerlendirilecektir. Immiinohistokimyasal olarak TUNEL metodu yontemi ile
apopitoza bakilacaktir. Biyokimyasal analizlerde; testosterona, luteinizan hormona
(LH), follikiil uyaric1 — stimiile edici hormona (FSH), ostradiol (E2) ve biiylime
hormonuna (GH) bakilarak erkek tireme fonksiyonu kapsamli bir sekilde
degerlendirilmis olacaktir. Sperm sayilarmin ve motilitesinin tespiti, commet assay
yontemi ile sperm deoksiribonukleik asit’deki (DNA) kirilmalarin c¢alisilmasida
projeyi diger ¢alismalardan hem farkli hemde gii¢lii kilmaktadir. Boylece erkekteki
infertilite nedenleri de tartisilabilecektir. Ayrica resveratroliin etkisinin ortaya
konulmasi ile testis dokusu hasarlarina karsi ilag adayi olabilecek yeni bulgulara

ulasilmasi planlanmaktadir.

Calismada kullanacagimiz EA diizenegi calismanin miihendislik yOniinii
ortaya koymaktadir. Proje sonunda ulasilan bulgular miihendislik bilimine de katki
saglayacaktir. Teknolojik cihazlardan wuzak durmak giinlimiizde gergekten
olanaksizdir. Ancak bu teknolojinin zararli etkilerinden korunabiliriz. Calisma
sonuglari, evlerimize, is yerlerimize ulasan elektrik kablolarinin ve elektrikli aletlerin

daha saglikli bir sekilde iiretilmesine ve kullanilmasina yon verecektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Elektrik Alan

Elektrik ve manyetizma ile 1ilgili ilk bilgiler ¢ok eskilere dayanir.
Manyetizmanin, yaklastk MO 2000 yillarinda bilindigi, Cin kaynaklarmdan
anlasilmaktadir. Eski Yunanlilarm MO 700 yillarinda, elektrik ve manyetizma

olaylarim1 g6zlemledikleri bilinmektedir.

EA’lari, durgun ya da hareketli elektrik yiiklii parcaciklardan kaynaklanr.
Elektrik yiikiiniin en kii¢iik tasiyicisi1 elektrondur ve 1.6 x 107 C miktarinda elektrik
yiikii tasir. Bir proton ise buna esit arti (pozitif) yiikk tasir. Uluslararast Birim
Sisteminde (Systéme International d'Unités, [SI]), yiik birimi olarak Coulomb (C)
kullanilir, bir C’luk yiikk 6.24 x 10" elektronun vyiikiine esittir. Bir iletkenin
kesitinden birim zamanda gecen yiik miktarma elektrik akimi denir, birimi amperdir
(1 Amper [A] = 1 C/s). Metallerde elektrik yiikii tasiyicilar1 elektronlardir, sivilarda

ise hem elektronlar hem de iyonlar yiik tasir.

Elektrik yiiklerinin davranisi ile ilgili temel yasa Coulomb Yasasi’dir. Buna
gore ayni isaretten yiikle yiliklii cisimler birbirini iter, aksi isaretten elektrikle yiiklii
cisimler ise birbirini ¢eker. Aksi yiiklerin birbirini ¢ekmesi kiitle ¢ekim yasasina
benzer; her iki durumda da c¢ekim kuvvetleri iki ylik (veya kiitle) arasindaki
mesafenin karesi ile ters orantili, yiiklerle (veya kiitlelerle) dogru orantilidir.
Ornegin, yiikler icin elektriksel ¢ekim kuvveti (Fe), qi ve gz yiikler, r aradaki mesafe

olmak iizere, [Fe=ke . qi . q2 / ] olarak ifade edilir. Burada k. orant1 sabitidir.

Herhangi bir yiikiin veya ylik dagiliminin ¢evresinde daima bir EA vardir. Bu
alan icine qo miktarinda baska bir elektrik yiikii (smama yikii) kondugunda,
yukaridaki Coulomb Yasasina gore bu smnama yiikiine bir kuvvet etki eder. EA bu
kuvvet ve sinama yiikii cinsinden ifade edilebilir, soyle ki sinama yiikiiniin birim
miktarina diisen kuvvete EA denir, yani, [E = F. / qo]. Buna gére EA’nm biriminin
Newton/Coulomb (N/C) oldugu goriilecektir. Diger taraftan, EA’nin ayn1 zamanda
birim mesafeye (r) diisen elektrik potansiyeli (V) oldugu da gosterilebilir, yani, [ E =
V /1] yazilabilir, birimi Volt/metre (V/m) olur.



Farkli yiik dagiimlarmmm EA’lar1 da uzaya farkli dagilir. Ornegin, aksi
isaretten esit yiikler tasiyan iki paralel plaka arasinda, (plakalarin boyutlar iki plaka
arasindaki mesafeden c¢ok biyiik ise) art1 yiikli plakadan eksi yiikli plakaya
yonelmis diizgiin bir EA bulunur. Diizglin bir alan plakalar arasindaki her noktada
EA’nm ayni olduguna isaret eder. Diizgiin alan her iki plakaya dik ve birbirine
paralel oklarla gosterilir, oklarm yogunlugu ise alanin siddetini gosterir. Bir
yiizeyden gecen EA c¢izgilerinin sayisi ile elektrik akisi dogru orantilidir. EA
biiyiikliigii ile alana dik A ylizél¢limiiniin ¢arpimina elektrik akisi denir.

@ =E. A. CosO

®g: Elektrik akist (Nm? /C)

E: Elektrik alan1 siddeti (N/C)

A: Elektrik alani ¢izgilerinin diistiigii yiizey alan1 (m?)

0: Elektrik alani ile yiizeyin normali arasindaki ag1

2.1.1. Gauss Kanunu

Elektromanyetizmanin temel kanunu olan Gauss Kanunu, Coulomb
Kanununun farkl bir ifadesidir. Simetrik yiik dagilimlarmin olusturdugu EA hesabi,

Gauss Kanunu ile basitlestirilir (1-3).

2.1.2. Elektrik Alan Cizgileri

EA c¢izgileri stirekli degildir, bir pozitif yiikten ¢ikarlar ve negatif yiikte son
bulurlar. Bunun nedeni yiikli bir iletken i¢inde yiikiin ve alanin olmamasidir. Sekil

la.b.c.d’de pozitif yiiklii diizgiin bir tabakanin EA c¢izgileri gosterilmistir (4).

NNV =
% AW e

(a) (b)

(d)

Sekil 1. (a, b, c, d) Elektrik Alan Ornekleri



Sekil 2’de pozitif yiikli levhadan uzaklasan EA ¢izgileri ile sekil 3’de zit

yiiklii diizlem iki paralel levha arasindaki alan goriilmektedir (4).

4+

4

+

+

Sekil 2. Pozitif Yiikli Bir Tabakanin EA Cizgileri

Sekil 3. Zit Yiiklii Levhalar Arasindaki EA Cizgileri

2.1.3. Cevremizdeki Elektrik Alan Kaynaklan

2.1.3.1. Dogal Alanlar

Yeryilizii, elektrik yiiklerin varligindan ve atmosfer ile yerkiirenin belli bir
mesafe ile birbirinden ayrilmis olmasindan kaynaklanan dogal bir EA’ya sahiptir.
Bundan dolay1 kiiresel bir kapasitor gibi davranir. Atmosferin dogal statik EA’y1
120- 150V/m arasindadwr. Ancak simsekli ve yildirimli firtinalarda yerytizii ile
atmosferin iist tabakalar1 arasinda olusan yiik transferinden kaynaklanan elektrik yiik
miktarindaki degisimler bu dogal EA degerinin 10.000 V/m'ye ulagsmasina neden

olur.



2.1.3.2. Elektrikli Ev Aletlerinin Olusturdugu Elektrik Alanlar

Son yillarda hizla gelisen teknoloji ve modern yasamin bir pargasi olan
teknolojik aletler beraberinde elektrik ve manyetik alanlarm atti§i bir ortam
olusturmaktadir. Evlerde kullanilan bazi aletlerin olusturduklar1 EA’lar tablo 1°de

goriilmektedir.

Tablo 1. Baz1 Ev Aletlerinin Olusturdugu Elektrik Alanlar

Cihaz Elektrik Alan (V/m)
Ampul 2

Stipiirge 16

Kahve makinasi 30
Televizyon 30

Utii 60
Buzdolab1 60

Su 1s1ticisi 130
Elektrikli battaniye 250

2.1.3.3. Yiiksek Gerilim Hatlarinin Olusturdugu Alanlar

Elektrik enerjisi Uretilerek dagitim istasyonlarina ve oradan da kullanicilara
iletilir. Bu iletide genellikle AC (alterantif akim) 3 fazli yiiksek gerilim hatlar1
kullanilmaktadir.  Yiiksek gerilim hatlar1  ¢evreleri icin EA  kaynagi
olusturmaktadirlar. Yiiksek gerilim hatt1 altinda toprakta olusan EA’nin frekansi

hattaki enerjinin frekansi ile aynidir.

Yiksek gerilim hatlar1 ve dagitim istasyonu civarinda olusan EA siddeti
cesitli faktorlerden etkilenmektedir. Yiiksek gerilim hatti en fazla 750 kV'luk
gerilime sahip oldugunda yaratti§i en diisik EA siddetinin hattin yerden
yiiksekliginin en fazla oldugu durumda (20 metre) yaklasik 1 kV/m, en yiiksek EA
siddetinin ise hattin yiiksekliginin en kii¢lik oldugu durumda (13 metre) yaklasik 12
kV/m degerinde oldugu saptanmistir. 60 Hz‘de 765 kV'luk yiiksek gerilim hattinin
15 metre uzaginda ayakta duran orta boylu (1.5 metre) bir insanda olusan EA siddeti
-10 kV/m’dir. EA siddeti yiiksek gerilim hattinin merkezinden yanlara dogru
gidildikge etkisi azalmaktadir (5, 6).



2.1.3.4. Cok Diisiik Frekansh Alanlar

Niifus fazlalig ile endiistriyel ve teknolojik gelismelere bagli olarak, elektrik
enerjisine, iletim hatlarma ve yliksek voltajli giic hatlarma ihtiyag¢ gittik¢e arttigindan
ozellikle son ylizyilda diinya geneline yayilan elektrik hatlarmin olusturdugu ¢ok
disiik frekansli (extremely-low frequency; ELF, 0-300 Hz) elektrik (metre basina
volt;V/m) ve manyetik (Tesla, T) alanlarmm biyolojik etkileri ilgi ¢ekmekte ve

arastirma konusu olmaktadir.

Yiiksek gerilim hatlarmin altinda, hat voltajina ve hat ile yer arasinda ki
mesafeye bagli olarak EA siddetinin 12 kV/m’den daha yiiksek oldugu, elektrik
iretim istasyonlarinin etrafinda ise EA siddetinin 16 kV/m’nin {izerine c¢iktig1
saptanmistir (7). Bu nedenle, yiiksek voltaj iletim hatlarinin bakim/onariminda ya da
elektrik tiretim istasyonlarinda ¢alisan is¢ilerin ortalama olarak 24 kV/m siddetinde
EA maruz kaldig1 belirlenmistir. Ayrica, evlerin icerisinde yer alan kablolarin ve
cthazlarinda elektrik alan maruziyetinin en yaygin kaynaklar1 oldugu belirtilmektedir

(1-10 V/m) (8).

Elektrik enerjisi evlerimizde 50 Hz frekansh alternatif alanlar seklinde
bulunur. Bu elektrik akim ve olusturdugu EMA’lara maruz kalma zamanla dokularda
enerji yutulmasina ve viicut i¢i akimlarin akmasma neden olur. Zamanla degisen
EA’lar canli dokularda elektrik yiiklerinin hareketine (akim akmasma), bagl
yiiklerin polarizasyonuna (elektriksel dipol olugsmasina) ve var olan dipollerin yon
degistirmesine neden olur. Iletkenlik dokudan dokuya degiskenlik gdsterir. Birinci
derecede etkilen dokular iletkenlik ozelliklerine gore beyin ve kan’dwr. Ikinci
derecede etkilen dokular ise goz sivisi, tiroid, gastrointestinal sistem, prostat ve
testislerdir. Kalp, bobrek ve deri diisiik iletkenlik gosterir. Viicut disindaki EA’lar
viicudun yiizeyinde yiizey yiikleri birikmesine neden olur. Bu yiikler viicudun sahip

oldugu elektriksel dengeyi bozabilir (9-11).

EA’nin insan metabolizmasin1 bozdugu smirlar WHO, ICNIRP, IEEE
tarafindan belirlenmistir. Avrupa Birligi ve Ingiltere ICNIRP’nin hazirladig1 klavuzu

benimsemistir. Ulkeler maruziyet sinirlarmi1 zaman zaman degistirmektedirler. Farkli



iilkelerde kullanilan su andaki 50 Hz ve 60 Hz i¢in mesleki ve halk i¢in referans

degerler tablo 2’de gosterilmistir (12).

Tablo 2. Elektrik ve Manyetik Alanlarin 50 Hz ve 60 Hz i¢in Mesleki ve Halk I¢in
Referans Degerleri

Elektrik Alan . Manyetik aki
oy e . . Manyetik Alan - -
Frekans Bolgesi Siddeti Siddeti yogunlugu
E (V/m) B (uT)

1. Zaman degisimli elektrik ve manyetik alanlarin halk i¢in referans degerleri
(rms)

0,025-0,8 (kHz) 250/f 4/f 5/f
50 Hz 5000 80 100
60 Hz 4166,66 66,66 83,33

2. Zaman degisimli elektrik ve manyetik alanlarin mesleki i¢in referans degerleri
(rms)

0,025-0,82 (kHz) 500/ 20/f 25/f
50 Hz 10000 400 500
60 Hz 8333,33 333,33 416,66

2.1.4. Elektrik Alanmin Biyolojik Etkileri

2.1.4.1. Oksidatif Stress Parametreleri Uzerine Etkileri

Hiicreler serbest radikal olusumundan ve onlarin zararli etkilerinden
korunmak i¢in antioksidan savunma mekanizmalarini gelistirirler. Cok diisiik
frekansli alanlarn en 6nemli etkilerinden biri de serbest radikal olusumunu ve
dolaysiyla lipid peroksidasyonu arttrmasidir. Bir¢ok caligmada, ELF alanlarin
serbest radikal mekanizmalarmi kullanarak biyokimyasal reaksiyonlarin sayisini ve

hizin1 degistirdigi gosterilmistir (13, 14, 15).

Statik ve diisiik frekansli EA’larin etkilerini arastirmak i¢in yapilan
calismalarda, uygulanan EA’larin siddetleri, uygulama siireleri ve uygulama
periyotlar1 degistirilerek farkli doku ve plazmalarda lipid peroksidasyon ve
antioksidan enzim diizeyleri incelenmistir. Giiler ve arkadaglarinin kobaylar iizerinde

yaptig1 calismada, 50 Hz 1.35 kV/m siddetinde EA’nin karaciger, bobrek ve akciger



dokularinda tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) ve SOD diizeylerini
arttirdig1 gosterilmistir (14-16).

Ayrica, Romodanova ve arkadaslari, 320 kV/m siddetindeki EA’nin beyin
dokusunda lipid peroksidasyon indeksi malondialdehidi (MDA) artirdigini, rediikte
glutatyonu (GSH) azalttigin1 tespit etmislerdir (17). Diger yandan, yapilan baska bir
calismada ise, giinde 8 saat siireyle 3 giin boyunca kobaylara 0.3 ile 5 kV/m arasi1
degisen siddetlerde EA uygulandiktan sonra beyin dokusu MDA, SOD, CAT, GSH-
Px, adenozin deaminaz (ADA), ksantin oksidaz (XO) ve miyeloperoksidaz (MPO)

aktivitelerinde kontrol grubuna gore herhangi bir farklilik saptanmamustir (13, 18).

2.1.4.2. Norofizyolojik ve Davramissal Etkileri

Elektrik ve manyetik alanlarla ile ilgili yapilan ¢aligmalarda EA’nin beyin
dokusunda DNA kiriklar1 olusturdugu ve bu hasarm uygulama siiresine paralel
olarak arttig1 saptanmistir (19). Lipid peroksidasyona neden olan serbest radikaller
hiicrenin temel yap1 taslar1 proteinler ve karbonhidratlar yaninda DNA’da da ciddi
hasarlar olusturarak hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina ve hiicre Oliimiine
(apoptozis) neden olurlar (20, 21). Ozellikle kromozomal DNA fragmantasyonu,
niikleer fragmantasyon, kromatin birikimi ve hiicre membranindaki degisiklikler

apoptozisin olusmasindaki en 6nemli faktorlerdir (22).

Yapilan farkl ¢alismalarda ise; 60 Hz'de 65 kV/m'lik EA’ya maruz birakilan
siganlarda perifer sinir fonksiyonlarinda etki gézlenmemis buna karsilik
noromiiskiiler fonksiyonlarda Onemli degisimler ve sempatik ganglion'un

uyarilabilirliginde artig saptanmustir (6).

Gavalas ve arkadaslarida kediler ve maymunlar lizerinde EA’nin etkileri
arastirdiklar1 ¢alismalarinda maymunlarda EA uygulamasinin arttirilmasi ile motor
aktivitede artig, kedi beyninde ise EA uygulamasi ile kalsiyum saliniminda azalma

oldugunu gostermislerdir (23-25).



2.1.4.3. Biyokimyasal Etkileri

Yapilan c¢alismalarda, 60 Hz'de 65 kV/m'lik EA’nin farelerde kirmizi kan
hiicrelerinin (RBC) sayisin1 artirdigi, 5 kV/m’lik EA’nin RBC sayisini azalttigi
gortldi. 25, 50 ve 65 kV/m'lik EA’larin ise beyaz kan hiicrelerinin (WBC) sayisini
artirdigr ve 50 Hz'de 0.01-100 kV/m'lik EA’nin fare, sican, kdpek ve tavsanlarda
WBC diizeyini artirdig1 saptanmistir (26). 30 giin boyunca yatay ve dikey EA’lara
maruz birakilan sicanlarda albumin miktarinda artma, globulinlerde ise azalma tespit
edilmistir (27). Hori ve arkadaslar1 50 Hz EA maruz birakilan farelerde
triagilgliserol, serbest yag asitleri, kolesterol, fosfolipit, karaciger ve barsaklarda
diacilgliserol agiltransferazin ve mRNA seviyelerinde azalma oldugunu

gostermiglerdir (28).

2.1.4.4. Klinik ve Fizyolojik Etkileri

Aslinda EA’nin varligmni hissedebiliriz. Aniden saglariiz ve viicudunuzdaki
tiyler titresiyorsa, cildinizde "iifleniyormus" hissi varsa, EA’nmn etkisinde
olabilirsiniz. 20 kV/m’den ve 1.5 mT dan daha biiyiik elektrik ve MA’lara maruziyet
viicut killarinda titresmeye neden olur. Bireylerin bu kadar yiliksek siddette elektrik
ve MA’ra maruz kalmalar1 sonucunda deride iirperme, dokiintii ve sicaklik hissinin
yani sira bas agrisi, yorgunluk, dikkat eksikligi, uyku bozuklugu, bas donmesi ve
stres gibi bir¢ok belirti ortaya ¢ikmaktadir (29). Debruyn ve Dejager’in fareleri EA
maruz birakarak adrenal bezlerin histopatolojik yapilarint ve serum kortizon
degerlerini arastirdiklar1 ¢alismada zona glomeruloza’da ortalama lipid hacminin
kontrol grubundan fazla oldugunu gostermisleridir. Ayrica EA maruziyetinin

kortizon diizeylerini de anlamli bir sekilde yiikselttigini gosterdiler (30).

Kahverengi yag dokusu enerji metabolizmasinin siirdiiriilmesinde énemlidir.
Yapilan calismada kahverengi yag doku EA’la uyarilarak rektal 1s1 etkilenmeksizin
doku 1sisinda artis elde edilmistir. Caligmadaki tiim bulgular obezite i¢in tedavi edici

bir yontemin olusturulabilecegini gostermektedir (31).

ELF alanlarin kardiyovaskiiler sistem {izerine etkileri de arastirimistir.

Bireylere 60 Hz elektrik ve manyetik alan birlikte uygulandiginda (9 kV/m, 0.02 mT)
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kardiyak fonksiyonlarda kiiclik degisiklikler oldugu, maruziyet siiresince ya da
hemen sonra istirahat durumunda kalp hizinin az miktarda fakat anlamli olarak
azaldig1 belirlenmistir (dakika da 3-5 atim) (32). Ancak bu siddetler yerine farkli
degerler uygulandiginda 6rnegin elektrik ve manyetik alan siddetinin artirilmasinin
(12 kV/m, 0.03 mT), azaltilmasmin (6 kV/m, 0.01 mT) ya da sadece EA (10 kV/m)
uygulamasinin kardiyak fonksiyonlarda herhangi bir degisiklige neden olmadig:
goriilmiistiir (33-35).

Cok disiik frekansli alanlarin en Onemli etkilerinden biri de kanser
olusumuna neden olmasidir. Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarda, tiretim
istasyonlarinda ¢alisanlarin, glic hattini onaran is¢ilerin, elektrik¢ilerin, kaynakc¢ilarin
ve elektrikli tren siiriiciilerinin akut lenfoblastik olmayan ve akut myeloid 16semiye
yakalanma olasiliginin ve beyin de tiimdr olusma riskinin arttig1 gosterilmistir (36-
38). Bununla birlikte, bu iscilerin l6semiye yakalanma riskinin 6nemli derecede
arttigin1  gosteren bulgulara ragmen riskin olmadigini belirten calismalarda
bulunmaktadir (39, 40). Yapilan bir c¢alismada, cocuklarn ve hamilelik donemi
boyunca kadmlarin elektrikli battaniye, sa¢ kurutucusu gibi cihazlar1 kullanmasiyla
16semiye yakalanma riski arasinda bir iliski bulunmistir (41). Bunlara ilaveten, bir
diger calismada televizyon izleyen ¢ocuklarin 16semi olma olasiligmin 1.5’ten 2.4’
ciktig1 bildirilmistir (42). Arastirmalarin sonuglar1 karsilastirildiginda, manyetik
alana gore elektrik alanin l6semi icin daha biiyiik bir risk faktorii oldugu

belirlenmistir (43).

Cok diisiik frekansli alanlarin bir bagka etkisi de, isitsel ya da gorsel uyariya
cevap olarak ortaya cikan uyarilma potansiyellerinin genliklerini veya latenslerini
degistirmesidir. Olaya iliskin potansiyellerin ge¢ ortaya ¢ikan bilesenlerinden biri
olan P300 bileseninin; 60 Hz 6 kV/m siddetinde elektrik ve 10 pT siddetinde
manyetik alanlarin birlikte uygulanmasi durumunda latensinin, alan siddetinin 9
kV/m ve 20 uT oldugu durumda ise latensinin ve genliginin arttig1 bulunmustur ( 44,
45). Diger yandan, elektrik ve manyetik alanlarin (5 mT, 12 kV/m) isitsel beyin sapi,
gorsel, isitsel ve somatosensoryel uyarilma potansiyellerinde herhangi bir degisiklik

olusturmadig1 gozlenmekle birlikte (46-48), yiiksek siddette (60 mT) uygulanan
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manyetik alanin gorsellerde onemli degisikliklere neden oldugu saptanmistir (48,

49).

2.1.4.5. Ureme Uzerine Etkileri

Elektrik ve manyetik alanlar lireme siirecini etkileyebilir. Bu alanda yapilan
epidomiyolojik ¢alismalarda, labaratuvar deneylerinde farkli sonuclar elde edilmistir
(50, 51). 60 Hz EA’ya maruz brrakilan sicanlarda lireme, biiyiime ve gelisimin
degerlendirildigi calismada; EA maruz birakilan gruplar kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda, yavru sayilar1 ve yavru Olimleri arasinda farkin olmadigi,
maruziyet gruplarinda laktasyon siiresince kilo kaybmin meydana geldigi, maruziyet
grubundaki erkek yavrularin daha az kilo aldig1 tespit edilmistir. Ayn1 calismada disi
siganlar EA maruz kalan ve kalmayan erkek sicanlarla ciftlestirilmislerdir. Gebeligin
20. giinii sakrifiye edilen hayvanlarda uterus igerigi degerlendilmistir. Dogurganlik
ve gebelik siiresince kilo kazaniminin elektrik alan ile etkilenmedigi, gruplar
arasinda malformasyonun anlamli olmadigi, hicbir gelisimsel toksititenin tespit
edilmemesine ragmen, anne hayvanlarda kulak girisinde pas renginde degisimlerin
meydana geldigi tespit edilmistir (52, 53). Rommereim ve arkadaslar1 yaptiklar1
farkli bir calismada sicanlara giinde 19 saat EA uygulayarak kronik maruziyetin
ireme tlizerine etkilerine bakmislardir. Yavrularda gruplar arasinda fiziksel bir

farkililik bulunamamastir (54).

FHS, LH ve testosteron hormonlar1 iireme fonksiyonunu siirdiiren
hormonlardir. 30 giin boyunca 60 Hz EA’ya maruz birakilan erkek sicanlarda viicut
agirh@, plazma FSH ve LH hormonlar1 seviyelerinde gruplar arasinda fark

goriilmezken plazma testosteron seviyelerinin azaldigi tespit edilmistir (55).

Margonato ve arkadaslar1 3 yil boyunca 240 erkek sicana 50 Hz EA
uygulamislar, EA’nin hayvanlar tlizerinde; viicut agirliklarina, kan degerlerine, LH,
FSH ve testosteronun plazma seviyelerine, karaciger, testis, mesenterik lenf
nodlarna etkilerini arastirmislardir. Deney sonunda tiim degerlerde anlamli bir fark

bulunamamastir (56).
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Yapilan farkl bir ¢alismada ise, Sprague-Dawley sicanlar 60 Hz, 80 kV/m
yogunlukta EA’na maruz birakilmis {ireme, prenatal ve postnatal durumlari
degerlendirilmistir. 305 disi, 213 gebe ve 2683 yenidogan sigan; dogurganlik,
verimlilik, hayatta kalma, yavrularin cinsiyet orani, biiyiime malformasyonlari

acisindan degerlendirilmistir. Istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (57).

Diger bir agligmada, gebelik siiresince siirekli olarak 60 Hz yatay ve dikey
EA’ya maruz brrakilan 3 nesil fare iizerindeki biyokimyasal etkiler incelenmistir.
Dikey eksende EA’ya maruz birakilan 6zellikle 3. nesil farelerde viicut agirliginda
azalma, Olim oraninda artis tespit edilmistir. Viicut agirligindaki azalma yatay

eksende EA uygulanan 2. nesil farelerde daha fazla goriilmiistiir (58).

2.2. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi; testis, epididim, duktus deferens, duktus ejakulatorius
ve genital eklenti bezleri olan vesicula seminalis, prostat ve bulboiiretral bezden

meydana gelir (59).

Symphysis Vel nalli
: cs1C1la seminalls
gublca L,
Ductus
P gieculatorius
EEIIIS

Glandula
bulboiirethralis

Epididymis

B b e R e

externum Testis

Dttt

Sekil 4. Erkek Ureme Sistemi (59)
2.2.1. Erkek Ureme Organlarimin Fizyolojik Anatomisi

Erkek cinsiyet hiicresi olan sperm seminifer tiibiillerde olusur. Seminifer

tiibiiller mediastinum testise uzanarak bir kanalcik ag1 olan rete testisi olugturur.
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Daha sonra seminifer tiibiiller 10-20 adet efferent testis halinde testisi terk ederek
epididime gelir. Sperm bu kanallar araciligiyla epididime iletilir. Duktus deferens 40-
50 cm uzunlugunda olan testisin arka kenar1 boyunca yukariya dogru uzanan bir
kanaldir. Duktus deferens inguinal kanali gecerek karin pelvis bosluguna girer
mesanenin arka tabanindan prostat bezi tabanina dogru ilerler. Duktus ejakiilatoriusu
olusturmadan dnce genisler bu bolgeye ampulla denir. Burada vesicula seminalisten
gelen kanalla birleserek duktus ejekulatoriusu olusturur. Ejakiilator kanallar daha
sonra prostat igine girer ve mesaneden gelen prostatik iiretraya agilir. Sperm, prostat,
vesicula seminalis ve bulboiiretral bezlerden gelen salgilarla birlikte penil tiretradan

dis ortama atilir (Sekil 4) (59, 60).

2.2.1.1. Testis

Testisler skrotum adi verilen torba seklindeki dokunun iginde, viicut
boslugunun disinda yer alir. Oval seklinde yanlardan basik, herbiri 2.5x3x5
boyutlarinda 10-15 gr agirhiginda erkek tireme hiicresi olan spermatozoonlar ile
erkek seks hormonlar1 olan androjenleri iiretir. Testisin anatomik yapist sekil 5°de

goriilmektedir (59, 60).

Epididimin ==+,
Testis arteri

Vaz deferens

Eferent
kanallar
Epididim
govdesi
Seminifer

tibiller Rete testis

Epididimiin kuyrugu
Sekil 5. Testisin Anatomik Yapisi (61)
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2.2.1.2. Epididim

Epididim her bir testisin arka {ist bolimii iizerine yerlesmis 5-6 cm
uzunlugunda kesintisiz sekilde kivrilmig bir kanaldir. Epididim, kaput, korpus ve
kauda olmak {lizere ii¢ boliimde incelenir. Epididimin; spermatozoanin tasmmasi,

olgunlagsmasi1 ve depolanmasi olmak tizere ii¢ fonksiyonu vardir.

Epididimde bekleyen spermler yaklasitk 40 cm uzunlugundaki ductus
deferense geger, buradan ejakiilator kanala acilarak, erkek orgazmi sirasinda genital

bezlerden gelen s1vi ile karisarak penis ucundan disar1 atilir (59, 60).

2.2.1.3. Prostat ve Vesicula Seminalisler

Prostat ve vesicula seminalisler, spermin hareket ve fertilize etme yeteneginin
kazanmasinda gorev alir. Prostat mesanenin hemen altinda bulunur. Erigkin bir
insanda 8-20 gram agirhiginda 4x2x3 cm boyutlarindadir. Bezin ortasindan prostatik
iiretra gecer. Salmimi testosteron tarafindan kontrol edilen alkalik bir siv1 salgilar. Bu

O0zellik ovumun dollenmesinde onemlidir.

Vesicula seminalisler, mesanenin tabani ile rektum arasinda, pelvik fasyada
gomiilii olarak yer alan bir ¢ift bezdir. Her bir vesicula seminalis 5-7 cm
uzunlugunda, 2-2.5 cm genisiligindedir. Her bir bezin kanali duktus deferns ile
birleserek ejakiilator kanali olusturur. Vesicula seminalisler mukoid bir siv1 salgilar,

s1vi semenin %60’ 1 olusturur. Bu sivi spermin beslenmesini saglar (59, 60).

2.2.2. Spermatogenez

Sperm {iretimi testis icinde seminifer tiibiilde gergeklesir. Seminifer tiibiillerin
etrafin1 germ hiicreleri ve sertoli hiicreleri doser. Germ hiicreleri sperm yapimindan
sorumludur. Sertoli hiicreleri ise germ hiicrelerine destek fonksiyonu saglar. Bir
germ hiicresinden olgun bir spermin meydana gelmesi ortalama 72 gilinde
gerceklesir. Germ hiicrelerinin ¢esitli asamalardan gectikten sonra sperm haline
gelmesi spermatogenez olarak adlandirilir. Gelisim asamalarinda hiicreler sirasiyla
spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve sperm

adin1 alir (60-62).
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Spermatogenez ii¢ asamada gerceklesir.
1. Spermatositogenez
2. Mayoz Boliinme

3. Spermiyogenez

2.2.2.1. Spermatositogenez

Seminifer tiibiillerde bulunan spermatogonyumlar 46 kromozomlu
hiicrelerdir. Seminifer tiibiiliin bazal membranma yakin bulunurlar. Bazal membrana
temas edenlere spermatogonyum A denir. Spermatositogenez’de spermatogonium
A’lar bir dizi mitoz bolinme gerceklestirirler ve siirekli spermatogonyum A’lari
olustururlar. Bu boliinmenin sonucunda olusan spermatogonium A’larm bir kismi
mitoz  bolinme  gdstererek  spermatogonyum  B’leri  olusturur.  Olusan
spermatogonyum B’ler mitoz bdliinme ile primer spermatositi meydana getirirler.
Spermatogonyum B’ye doniisemeyen spermatogonyum A’lar kok hiicre olarak kalir.

Spermatositogenez burada tamamlanir (60-62).

2.2.2.2. Mayoz Boliinme

Primer spermatositler hiicre siklusunun S fazinda DNA igeriklerini iki katina
cikarr ve 1. mayoz boliinmeye girer. Primer spermatositler mayozun ilk boliinme
evresi olan profaza girer ve bu evrede 20 giin kalir. Bu olay seminifer tiibiiliin bazal
bolimiinde gergeklesir. I. mayozun sonunda her bir primer spermatosit boliinerek 2
sekonder spermatosit olusturur. Kromozom sayis1 I. mayozun basinda diploid (2n)
iken 1. mayozun sonunda haploid (In) olur. Her bir sekonder spermatositte 23

kromozom vardir.

Sonraki asamada II. mayoz bdlinme gerceklesir. Her bir sekonder
spermatositler tekrar boliinerek 23 kromozom iceren spermatid adi verilen iki hiicre
olusturur. II. mayoz béliinmede kromozom sayis1 degismez ancak DNA sayis1 yariya
iner. Sonucta spermatogonyum genlerinden yarisin1 tastyan 23 kromozomlu
spermatidler olusur. Bu olay luminal tabakada gerceklesir. Mayoz boliinme siireci
uzun zaman alir. Erkekte mayoz boliinme, ikisi X kromozomu ve diger ikisi Y

kromozomu iceren 4 adet spermatid olusumu ile sonuglanir (60-62).
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2.2.2.3. Spermiyogenez

Spermatidden olgun sperm olusumuna kadar gegen siire¢ spermiyogenez
olarak adlandirilir. Spermiyogenez uzun bir siiregtir ve sertoli hiicresi
sitoplazmasinda gerceklesir. Yeni olusan spermatositler sertoli hiicresi igine girer
burada bir dizi gelisim evresi gecirir. Sertoli hiicresi spermatidleri besler ve yavas
yavas sperm hiicresine doniistiiriir. Spermatidlerin once sitoplazmalar1 biiziliir ve
sitoplazmalarinin bir kismimi kaybederler. Daha sonra akrozom (bas) ve kuyruk
olusur ve sonugta olgun spermler meydana gelir. Spermler daha sonra seminifer
tiibiillerin i¢ bosluguna atilir. Ancak bunlarin hareket ve dollenme yetenekleri yoktur.
Hareket yeteneklerini ductus epididimiste, dollenme yeteneklerini ise disi genital

kanalinda kazanirlar (60-62).

_7 Leydig hiicresi
éﬂ& Peritibuler hicre
//

bR _ Bazal membran

Siki baglantilar

"~ Spermatosit

T~ Spermatid

4 ——
f/ K ~— Spermatozoa

Sertoli hlicresi

Sekil 6. Seminifer Tiibiillerin Yapisi: ve Spermatogonyumlardan Sperm Olusum
Asamalari (60).
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2.2.3. Spermin Yapisi

Sperm bas, govde ve kuyruktan olusur.

Bas Akrozom
= —  Nukleus
RHids Sentriol
Mitokondri

Kuyruk

Sekil 7. insanda Spermin Yapis1 (60)

Bas kismi nukleus, sitoplazma ve hiicre membranindan olusur. Basin %40-
70’ini kaplayan 6n kismina akrozom denir. Akrozom golgi aygitindan olusur ve
proteolitik enzimler igerir. Nukleus, kromatin ve nukleus membranindan olusur.
Kromatini sikica paketlenmistir. Bu 6zellik spermiuma hareketlilik saglar. Govde
cok sayida mitokondri igerir. Kuyruk ise spermin en uzun parcasidir. Kuyrukta,
aksonem kuyruk boyunca uzanir ve aksonemin ¢evresinde fibroz bir kilif bulunur.
Aksonem 11 mikrotiibiilden olusur. Mikrotiibiillerin kaymasi kuyrugun ileri geri

hareketini saglar (60, 63).

2.2.3.1. Kapasitasyon

Spermin ddllenme yetenegini kazanmasi kapasitasyon olarak degerlendirilir.
Sperm bu yetenegini disi genital kanalinda 4-6 saat kalarak kazanir. Kapasitasyon
sirasinda baskilayici proteinler ve spermlerin akrozom bdlgesindeki glikoprotein kilif
ortamdan uzaklagtirilir. Kapasitasyonda oncelikle uterus ve fallop tiiplerindeki
swvilar, sperm aktivitesini baskilayan proteinleri ortadan kaldwrir. Daha sonra
spermler erkek genital kanalinda seminifer tiibiillerden gelen ve kolesterol i¢ceren ¢ok
sayida vezikiille karsilasir. Vezikiillerdeki kolesterol, akrozomu c¢evreleyen

membrana yerleserek akrozom membranini saglamlastrir  ve enzimlerin
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serbestlesmesini engeller. Ejekiilasyon sonrasi vajinada toplanan spermlerde, birkag
saat icinde ¢ok miktarda kolesterol kaybolur. Bu durum spermin bas bolgesindeki
membrani zayiflatir ve enzimlerin serbestlesmesi kolaylasir. Son olarak sperm basg
bolgesi membraninin kalsiyuma kars1 gecirgenligi artar. Cok miktarda kalsiyumun
sperme girisi kuyruk hareketini arttirr. Kalsiyum ayni zamanda akrozomdaki

enzimlerin hizli ve kolay serbestlesmesini saglar (60, 61).

2.2.4. Spermatogenezi Uyaran Hormonlar

Spermatogenezi uyaran hormonlar testosteron, LH, FSH, E2 ve GH’dur.
Testosteron, testiste leydig hiicrelerinden salgilanir. Germinal hiicrelerin biiyiime ve
boliinmesi i¢in gereklidir. Spermin gelisimini saglar. LH, 6n hipofizden salgilanir.
Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasini uyarir. FSH, ©n hipofizden
salgilanir. Sertoli hiicrelerini uyarir ve spermatidlerin sperme doniisiimiinii saglar.
E2, spermin olgunlagmasinda rol oynar. GH, testislerin biiylimesini kontrol eder ve

spermatogonyumlarin béliinmesini hizlandirir (62, 64).

2.2.5. Testis Fonksiyonlarinin Diizenlenmesi

Testis fonksiyonlar1 hipotalamus ve hipofiz bezinden salgilanan hormonlar
tarafindan diizenlenir. Hipotalamustan salgilanan gonadotropin serbestlestirici
hormon (GnRH) 6n hipofizden LH ve FSH salgilanmasma neden olur. GnRH
pulsatil olarak hipotalamusun arkuat ¢ekirdeginden salgilanir. GnRH hipothalamo-
hipofizeal portal sistem yoluyla 6n hipofize taginir. GnRH 6n hipofizden LH ve FSH

salgilanmasina neden olur.

LH leydig hiicrelerinde bulunan reseptore baglanarak testosteron yapimini
uyarir. Testosteron leydig hiicrelerinde kolesterolden sentezlenir. Salgilanan
testosteron miktar1 LH miktar1 ile dogru orantilidir. Testosteron intertisyel araliktan
seminifer tiibiillere geger ve sertoli hiicrelerine parakrin hormon olarak etki eder. On
hipofizden salgilanan FSH’in testisin endokrin fonksiyonlar1 {izerine bir etkisi
yoktur. Artan testosteron yogunlugu spermatogenezi hizlandirir. Spermatogenezin

baslamasi i¢in testosteron ve FSH birlikte gereklidir. GnRH, LH, FSH salgis1
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testosteron tarafindan negatif geribildirim ile diizenlenmesi sekil 8’de goriilmektedir

(60-62).
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Sekil 8. Testis Fonksiyonlarinin Noroendokrin Kontrolii (60)
2.2.6. Sperm DNA Hasarlan

Bir¢ok genotoksik faktler sperm DNA’sinda degisik diizeyde hasarlar
meydana getirebilir. Sonucta spermatozoadaki DNA  hasarlar1 fertilitenin
bozulmasma neden olabilir (65, 66). DNA’da meydana gelen hasarlar; kromatin
yapisinin bozulmasi (67). kromatin yapisindaki anomaliler ve bazilarmin kimyasal
yapilarmin bozulmasidir (68). Ayrica sigara gibi kanserojen kaynaklar insan sperm
DNA’smda kirilmalara ve kromatin yapilarinda bozulmalara neden olabilir (69). Pek
cok calismada mevcut DNA kiriklar1 gosterilmekle birlikte mekanizma tam olarak
aciklanamamistir. DNA hasarinin  olusumu spermatozoadaki apopitotik stiregle
dogrudan baglantili olmayip hiicrenin yeniden sekillenme silirecine baghdir.
Spermatozoadaki apopitotik proteinlerin bulunmasi spermatogenez asamalarinda
sitoplazmik sekillenme defektlerine denen olabilir (70). Anormal kromatin

organizasyonu infertil erkeklerde, fertil erkeklere gore daha sik goriilmektedir.
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Sperm kromatin hasarinin belirlenmesinde DNA kromatin olgunlagsmasy/DNA
biitiinliigiine bakilmaktadir. Infertil erkeklerde sperm anomalileri, kdtii paketlenen
DNA, artan DNA zincir kiriklar1 ve asitle indiiklenen DNA denatiirasyonuna olan

duyarlilik fertil erkeklerin spermatozoonlarinda daha fazladwr (71, 72).

2.2.6.1. Spermatozoon DNA Hasarn ve Erkek Infertilitesi

Spermatozoon DNA hasarlarmin infertilitedeki 6nemi ¢ok sayida in vitro ve
in vivo caligmada gosterilmistir. Geleneksel olarak erkek infertilitesinin teshisinde
sperm kalitesinin mikroskobik olarak degerlendirilmesine ve biyokimyasal tahlillere
giivenilir. Bu parametreler infertilite teshisinde aslinda baslangigtir. Sperm sagligi ile
ilgili ileri testlerden biri DNA integrite saptama testidir. DNA hasar1 ve sperm
kromatininde anormallikler; kromatin paketlenmesi, apoptozisinde bozukluk ve
oksidatif stres sonucu olusabilir. Yiiksek diizeyde reaktif oksijen radikallerinin;
infertil erkeklerde goriilen tek ve ya cift sarmalli DNA fragmantasyonuna neden
oldugu soylenmektedir. Reaktif oksijen radikallerinin artmasi sperm deformitelerinin
oldugunu gosterir. Oksidaitif stres, astenozoospermi, azoospermi, kanser tedavileri
gibi predispozan faktorler infertiliteye neden olabilir. Ayrica sperm DNA hasari,
sigara icimi ve semen Orneklerinin hazirlanmasi islemi sirasinda da olusabilir.
Spermlerin % 30’undan fazlasinda DNA hasar1 var ise fekundite (dogurganlik)
azalir. Ozellikle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gibi yardimla iireme
tekniklerinde DNA fragmantasyonlu spermatozoon ile oositin fertilize olma riski

yiiksektir (73, 74).

2.3. Resveratrol

Resveratrol (3, 5, 4’- trans- trihidroksistilben), dogada basta iiziim olmak
iizere pek ¢ok farkli bitkide bulunan dogal non-flavonoid yapida polifenolik bir
fitoaleksin’ dir. Antioksidan 6zelligi giiglii bir bilesiktir. Baz1 bitkilerde, fungal
enfeksiyona (Botrytis cinerea), travmatik zedelenmeye ve ultraviyole 151gina etkin
kalinmaya yani biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi yanit olarak sentezlenir.

Uziim, kirmizi1 iiziim, kirmiz1 sarap en iyi bilinen kaynaklaridir. Ayrica yerfistigi,
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yabanmersini, kizilcik, sarigam, asma yapragi, zambak, baklagiller, okaliptiis, ananas

gibi bitkiler ve meyvelerin sap ve koklerinde bulunur (75-78).

Resveratrol, polifenol antioksidan ailesinin stilbenler alt grubunda yer alir.
Kimyasal yapisi icerisinde altigen aromatik halkalar ve hidroksil gruplari (OH)
kapsar. Resveratrol ve tiirevleri polifenoller sinifinin en 6nemli grubudur. Molekiil
formiili: C14HI1203 ve mol agirhgr 228.25g/mol’dur. Resveratrol stilben
fitoaleksilerinin en aktif bilesigidir (79-81).

Ultraviyole spektral 6zelliklerine gore resveratroliin cis- ve trans- olarak iki
izomeri bulunur. Yiksek pH ve ultraviyole 151k trans formundan cis’e doniisiime
neden olurken; diisiik pH, yiiksek 1s1 ve giin 15181 cis formundan transa doniisiime
neden olur. Bitkilerde ¢cogunlukla trans izomerinin bulunmasi ve 1siktan korundugu
siirece trans-resveratroliin stabil formda olmasi1 nedeniyle biitiin arastirmalar trans
izomeri iizerine yogunlagsmistir. Bitkilerde polifenoller genelde glikozit yapisindadir.
Ozellikle kirmiz1 sarapta resveratroliin 3- 0- B- D glikozit sekli “piseid’ olarak da

adlandirilir. izomerleride trans- piseid ve cis- piseid’dir (82-85).

OH
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AP O] )
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Sekil 9. Trans- ve Cis-resveratroliin Piseid Formlari (80)

Trans izomeri fistik, liziim, bogiirtlen ve kurutulmus polygonum cuspidatum

kokii gibi oldukca fazla bitkide bulurken, cis ve trans resveratrol, polygonum
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cuspidatum bitkisinde vardir (86). Sarapta da cis ve trans resveratrol izomerlerinin
ikisi de bulunmustur. Ancak cis resveratroliin diizeyi trans sekline karsin diisiik
diizeydedir. Yapilan ¢aligmalar cis ve trans resveratroliin izomerizasyon isleminde ya
da iiziim kabugunun fermantasyonu siirecinde polimerlerinin par¢alanmasi sonucu

olustugunu belirtmistir (85, 87, 88).

Resveratrol ilk kez 1930 Iu yillarin baglarinda tespit edilmistir. 1940 yilinda
Dr. Michio Takaoka tarafindan beyaz helleborus bitkisinin koklerindeki bir bilesik
olarak tanimlanmustir (89). Daha sonra Cin ve Japonya’da Ko- jo- kon olarak bilinen,
olygonum cuspidatu bitkisinin kurutulmus koklerinde bulunmustur. 1976 yilinda ise
ilk kez asmada (Vitis vinifera) liziim yapragi ve iiziim tanelerinin etli kismini saran
kabugunda, bir fitoaleksin olarak bulunmustur. Resveratroliin sarapta oldugu ve kalp

koruyucu etkisi ilk kez 1992 yilinda saptanmistir (90-93).

Epidemiyolojik calismalarda, Giiney Fransa’ da doymus yag orani yiiksek
diyet ve sigara kullaniminin fazla olmasi ile birlikte yiiksek miktarda alkol ve sarap
tilkketimine karsm, koroner kalp- damar hastaliklarma yakalanma ve O6lim orani
disiiktiir. Yasa ve cinsiyete bagli olarak, orta diizeyde sarap tiiketiminin
kardiyovaskiiler sistem lizerinde koruyucu etkilerinin oldugu belirtilen bu olgu

‘Fransiz Paradoksu’ olarak adlandirilir (94, 95).

Sarap icinde cok sayida bilesen olmasina ragmen, antioksidan 6zelligi ile
taninan polifenoller, 6zellikle kalp- damar hastaliklar1 ile ilgili tedavi edici etkileriyle

dikkat cekerler (96-98).

2.3.1. Resveratrol Farmakolojisi

2.3.1.1. Resveratrol Sentezi

Resveratrol, stres, travma, enfeksiyon ya da ultraviyole 1s1§ina maruz kalma
sonucunda 4- kumarol koenzim A (4- kumarol-CoA) ve malonil koenzim A (malonil
CoA)’ den sentezlenir. Resveratrol sentezi bir amino grubunun fenilalanin amonia
liyaz enzimi ile katalize edilmesi ile baslar. 1 molekiil 4- kumarol- CoA ve 3 molekiil

malonil- CoA, tetraketid yapisini olustururlar. Bu asamadan sonra olusan iirliniin
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flavonoid ya da resveratrol olacagi ortamdaki enzim tiirtine baghdir. Ortamdaki

stilben sentaz enzimi resveratrol biyosentezini (92, 99, 100).

Fenilalenin

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

v
Sinamik asit— Ligninler

4-kumarat:CoA-ligaz
Sinamat 4-hidroksilaz

v
Asetat melonat——> 3 x Malonil-CoA + 4-Cumaril-CoA

Stilben sentaz

Resveratrol Kalkonlar
Resveratrol tiirevleri Flavonoller  Tanenler Antosivaninler

.....................................

Sekil 10. Fitoaleksinlerin Biyosentez Yolagi (101).
2.3.1.2. Resveratrol Emilimi

Resveratroliin biyoyararlanim ¢aligmalarinda, trans resveratroliin % 50°’si agiz
yoluyla verildikten 10-15 dakika sonra biiyilk miktar1 jejunumdan, az miktar1 ise
ileumdan emilir. Bazolateral kisma gegen resveratrolun ¢cogu karaciger ve bagirsakta
glukiironit ve siilfat formlarma konjuge edilerek metabolize olur. Perfiize edilen
resveratroliin ve kojugatlarmin sadece % 6’s1 bagirsak epitelini gecer (80, 102).

Yapilan bir calismada 20 mg/ kg dozda resveratrol uygulanan siganlardan 12-
24 saat sonra toplanan idrar 6rnegine LC-MS- MS ve HPLC analizleri yapilmis ve
resveratrol metabolitlerine bakilmistir. Elde edilen bulgulara gore resveratroliin esas
metabolitleri res- monoglukiironit, dihidroresveratrol, dihidroresveratrol monosiilfat
ve resveratrol monosiilfat’tir (103). Bagirsak hiicreleri sadece glikozile olmayan
flavonoidleri emdigi i¢in, emilim siirecinde glikozidazlar gerekir. Bu nedenle glikozit
formlarin  flavonoidlerin  emilimini  gii¢lestirdigi  diisliniiliir.  Resveratroliin
biyoyararlanimi1 temel olarak karacigerde, az miktarda da bagirsaklarda olur (80,

104-106).
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2.3.1.3. Resveratroliin Dokulara Tasinmasi

Resveratroliin konjuge duruma doniigsmesi kana gecisini, viicutta dagilimini
ve atilimimi kolaylastirir. Resveratrol ve metabolitleri karaciger ve safra kesesince
kandan stiziilerek safra ve bagirsaklara gecer daha sonra emilir. Kan yoluyla cesitli

organlara taginir (107, 108).

2.3.1.4. Resveratroliin Atilimi

Plazmada bulunan resveratroliin bir kismi digki ile bir kismi da bobrek
yoluyla atilir. Resveratroliin alimindan itibaren bir saat iginde bobreklerden atilim
baslar ve 12-24 saat i¢cinde devam eder. Glikozile olmayan resveratrol idrarda ¢ok az
miktarda bulunur. Bobrekte normal sekli bulunurken, idrarda konjuge sekli bulunur

(80).

2.3.2. Resveratroliin Biyolojik Etkileri

2.3.2.1. Antioksidan Etki

Vitaminler ve polifenoller gibi dogal bir antioksidan olan resveratrol, serbest
radikallerle iliskilendirilen hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynar. Resveratrol,
OH radikallerince yapilan sitokrom C oksidasyon miktarmi azaltir. Biyolojik
sistemlerde bulunan hiicre i¢i antioksidan miktarlarini hasar durumunda da korur.
Resveratrol ayrica, akarotenin etanol c¢ozeltisinde bulunan OH radikallerini
siiptirmede oldukca etkilidir. Lipopolisakkaritler (LPS) ya da farbol esterlerince
(PMA) uyarilan makrofajlarin trettigi O2 ve hidrojen peroksit (H>O:) gibi
siiperoksit ve hidrojen peroksit radikallerinin tiizerinde resveratroliin giicli
engelleyici etkisi oldugu gibi bu siiperoksit radikallerine etkin kalma ile LPS ve
PMA’ larca uyarilan [*H]-arasidonik asit iiretimini de énemli dlgiide azaltir (109).
Miura ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada karaciger mikrozomlarinda
resveratroliin antioksidan etkisi degerlendirilmistir. Calismada, resveratroliin
mikrozomlardaki demir ya da mordtesi 1smm  uyarimi ile olusan lipid
peroksidasyonunu 6nledigi ve bakir ile olusan, diisiik yogunlukta lipoprotein (LDL)
oksidasyonunu baskiladigi belirtilmistir (110).
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Bir¢cok bilesik, aromatik gruplar1 nedeniyle rezonans yapilar:1 lizerinden
kararli radikaller olusturma esasi ile antioksidan olarak islev yapabilirler.
Resveratroliin iki aromatik grubu vardir ve bunlarin E vitamini, C vitamini ve propil
gallata gore daha yiiksek OH radikal siipiiriicii giicii vardir. Oksidatif stresin neden
oldugu asir1 hasar, hiicreleri apopitozis i¢in uyarabilir. Yapilan bir ¢alismada,
resveratroliin bu dokularda olusan oksidatif uyarimli apopitozisi baskiladigi ifade

edilmigtir (111).

2.3.2.2. Antitiimor Etki

Bir¢ok calisma, resveratroliin cesitli tipte kanser ve tiimdér olusumunda
koruyucu etkisi oldugunu, kanserin olusumu, ilerleme ve yayilma asamalarini
engelledigini gostermistir (112-118). Resveratrol kanser ve tiimor {izerindeki
etkilerini ¢esitli diizenekler araciligiyla gergeklestirir. Bunlar; Faz- [ ve Faz- 11
enzimlerinin, nitrik oksit sentazin, siklooksijenazin diizenlenimi ve kanser

hiicrelerinde biliyiimeyi durdurma ve apopitozisi uyarmadir (116, 119, 120).

Resveratroliin tiimor hiicrelerinde biiylimeyi durdurup apopitozisi baslattigi
mekanizmanin temeli hiicre dongiisiiniin duraklatilmasma neden olan gen {riiniiniin
ve hiicreyi apopitozise gotiiren p5S3 ve p21 genlerinin aktive edilmesine baglidir.
Hiicre ¢ogalmasinda etkin olan niiklear faktor-kB (NF- kB) ve aktivator protein-1
(AP- 1)’ in baskilanmasina, ayrica Apaf- 1 gibi apopitozise gotiiren yolaklarmn etkin

duruma getirilmesine dayanir (111, 121).

2.3.2.3. Kardiyojenik Etki

Resveratroliin kardiyovaskiiler sistem iizerine etki mekanizmalar: ile ilgili
bircok c¢alisma  yapilmistir.  Ancak resveratroliin  etkileri tam  olarak
aydmnlatilamamistir. Resveratroliin kalp fonksiyonlarmni koruma tizerine en ¢ok kabul
edilen mekanizma trombosit agregasyonu inhibisyonudur (122). Trombombositler
kemik iliginde iiretilir ve birka¢ mekanizma ile uyarilir. Damar zedelenmesinde
morfolojisi degiserek pihtilagsma siirecini baglatir. Asir1 agregasyon kardiovaskiiler

hastaliklarin gelisimine sebep olabilir. Resveratrol tedavisi ile trombositlerin agirt
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agregasyonu Onlenebilir inflamasyon siirecinde kan trombositlerinin reaktivitesi

degisebilir (123).

Resveratrol hipertansiyon tedavisinde etkili olabilir. Endotel hiicrelerinin
damar diiz kaslarinin kasilma gevsemesindeki rolii ve endotelden salian nitrik oksit
(NO) etkileri belirlenmistir. Resveratrol NO’e ek olarak GMP yolagina etki ederek
GMP artisina neden olur ve bu etki sadece aortta degil; akciger, karaciger, bobrek,
adrenal bezler, trakea, timus ve iskelet kasinda da gozlenir. Benzer bir calisma
resveratroliin NO aracili ve aracili olmayan diizeneklerle etki ettigini gostermistir.
Endotel hiicrelerinde eNOS aracilig1 ile olusan NO, bir¢ok patolojik ve biyolojik
olaydan sorumludur (124).

eNOS, INOS sitokin uyarimli bir enzimdir. eNOS izoformu kalp yetmezligi
sirasinda dolagim islevinde 6nemli rol oynar. MI sonrasi iINOS izoformunun
hemodinamikte onemli rolii vardir. INOS biiylik arterlerde arteriyal hemodinamigi
ayarlar, eNOS periferik damarlarin direncini diizenler. Bir¢ok deneysel ¢alisma,
eNOS ya da eksojen NO’nun farmakolojik miktarlarindan diisiik diizeyde {iretilen
NO’nun apopitotik hiicre oliimiinii azalttigmi gostermistir (125). Bazi c¢aligmalar
resveratroliin kalpteki etkisini NO bagimli gerceklestigini ve NO etkisinin dogrudan
oldugunu belirtmektedir. Insan umblikal ven endotel hiicrelerinde resveratroliin
eNOS ifadesini uyarmasi, resveratroliin eNOS ve iINOS ifadelerini arttirabilicegini

kanitlar niteliktedir (126).

Resveratroliin diger bir roli de LDL oksidasyonunu Onlemedir. LDL
oksidasyonu arterlerde yag birikimine ve ateroskleroza neden olabilir. Resveratrol
damar i¢inde sinyal iletimine hiicresel gen ekspirasyonu, proliferasyonu ve

farklilasmay1 etkiyen yollar olusturur (127, 128).

Aterosklerozda endotel islevleri bozulur, NO salinimi azalr ve ET- 1
olusumu ile salmmm artar. Insan aorta diiz kas hiicrelerinde resveratrol, endotelin
mRNAs1 ve proteininde olusan artis1 anlamli olarak baskilar. Insan gdbek venlerinde
bulunan endotel hiicrelerinde resveratroliin fibrinolitik protein etkinligine olan etkisi

incelendiginde; resveratrol antijen ve mRNA diizeylerini arttirici etki yapar. Boylece
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resveratroliin fibrinolitik protein diizeyini artirarak fibrinolitik etkinligi artirdigi ve

bu yol ile koroner kalp hastaliklarinda koruyucu etkisi oldugu belirtilmektedir (129).

2.3.2.4. Trombosit Agregasyonu Onleyici Etki

Trombositler damar endotelinde olusan bir hasarin normal iyilesme
siirecinde, kanm akigkanligimi degistirmeden hasar bdlgesinde tikag islevi goren kan
hiicreleridir. Hasarli damar endoteline yapisirlar. Yapistiklar1 yilizeye yayilarak daha
fazla tromosit birikimi ve piht1 olusumunu saglarlar (130). Trombosit islevi ve
birikiminin artmasi ateroskleroz patogenezinde dnemli risk etmenidir. Siklooksijenaz
(COX) enziminin uyarmm ile arasidonik asitten, tromboksan A2 sentezlenir ve

trombosit yapismasi sirasinda adezyon olusumunu saglar (131-133).

2.3.2.5. Anjiogenezis Uzerine Etkileri

Anjiogenezis yara iyilesmesinde Onemli rol oynar. Damar endotelinden
salman VEGF yeni damar olusumunu uyarir. H>O» gibi radikalleri engelleyen
resveratrol, bliylime faktoriinii artirir ve kapiler damar gelisimini hizlandirarak yara

tyilesmesinde olumlu etki gosterir (134).

Ateroskleroz, kronik enflamasyon, diyabetik retinopati, timor biiylimesi ve
metastazlar gibi ¢ogu patolojik olguda denetimsiz damar olusumu gergeklesir (135).
Protein kinazlar mitojenlerle etkin duruma gelerek hiicrenin uyarilmasimi saglarlar.
Resveratrol ise bu uyarimi baskilar. Bunun tlizerinde yapilan ¢alismalar aorta endoteli
iizerine odakli olup; prostat, kolon, meme ve epitel hiicre kanserlerinde resveratroliin

kapiler damar gelismesini olumlu yonden etkiledigini gostermektedir (136).

2.3.2.6. Damar Genisletici Etki

Resveratrol damar genisletici etkisini endotel hiicrelerindeki iyon akimi
iizerine etki ederek gosterir. Vaskiiler endotelyal hiicreler damar ve kas arasina
yerlesir, kan ve doku arasindaki degisimi diizenleyerek kas tonusu kontroliinde

onemli rol oynar. Bu hiicreler voltaj bagimli Ca™ kanallarin1 agarak membranda
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hiperpolarizasyon ve Ca'" artisma sebep olur ve siklikla endotelyal NO sentezini

aktive eder (137, 138).

Resveratrol damarlarda vazodilatasyon etkisini NO- cGMP yolag1 araciligiyla
gerceklestirir.  Resveratrol ayrica damardaki nikotinamid adenin diniikleotid/
nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADH/ NADPH) oksidaz etkinligini
baskilayarak bazal sliperoksit iiretiminin azalmasimna neden olup NO inaktivasyonunu
azaltir. Resveratrol, in vivo, damar diiz kasi genisleme yanitim1 birden fazla

diizeneklerle saglar (139).

2.3.2.7. inflamasyon Onleyici Etki

Prostoglandin’ler (PG) enflamasyonda rol alan molekiillerdir. PG
aktivitesinin baskilanmasi resveratroliin kimyasal koruyucu ve kalbi koruyucu
etkisini arttirabilir. Resveratrol insanlarda periferal kan lokositlerinde PGE2
{iretimini baskilar. In vivo resveratrol dnemli derecede siganlarda PGD2 seviyesinin
yiikselmesini azaltir. In vitro ve invivo modellerde resveratrol, inflamasyon ile
uyarilan ve PG sentezini katalize eden enzim siklooksijenaz-2 (COX-2) iiretimini

azaltr (140, 141).

Siklooksijenaz (COX) enzimleri, enflamasyon oncesi olusacak molekiillerin
dretimi icin Onemlidir. Bu molekiiller COX ve 5- lipooksijenaz yolaklarinca
iiretilirler ve yaygin olarak kullanilan enflamasyon Onleyici ilaglar bu molekiillerin
baskilayicilar1 ile hazirlanir. Resveratrol in vivo olarak, COX- 2 ifadesini
baskilayarak enflamasyonu Onler. Resveratrol, prostoglandin (PG) sentezini
katalizleyen COX- 2 enzim ifadesini sinyal iletim yolaklar1 aracilig1 ile baskilayarak
azaltir. Prostoglandin’ler de enflamasyonda rol alan molekiillerdir. PG etkisi ile
enflamatuar siire¢ olaylanir ve bu molekiiliin baskilanmasi, resveratroliin kimyasal

koruyucu ve kalbi koruyucu etkisini arttirabilir (111, 142).

Resveratrol ayrica tiimor nekroz faktér-o (TNF- o) ve interlokin-18 (IL- 1 B)
gibi sitokinlerin enflamatuar etkinligini de baskilar. Bir transkripsiyon etmeni olan
niikleer faktor-kB (NF- kB), enflamasyon ve tiimor olusumunda yer alan genleri

diizenler. Resveratroliin enflamasyon onleyici etkinligi, NF- kB etkinligini
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baskiladig1 mekanizma yoluyla da gerceklesir. Resveratrol doku faktoriiniin (TF)
anormal ifadesini etkili bigimde baskilar ve damar hiicrelerindeki sitokinleri etkili bir

sekilde baskilayarak da enflamasyonu onler (111, 143)

2.3.2.8. Antimikrobiyal Etki

Yapilan c¢aligmlarda resveratrol’iin  antimikrobiyal etki gosterdigi
organizmalar; filamentous fungi, Penicillium expansum, Aspergillus niger, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis ve dermatofitlerdir. Ayrica Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Staphylcoccus aereus, Epidermophyton floccosum,
Microsporum gypseum, Penicillum expansum, Aspergillus niger, Saccharomyces

cerevisiae etki gostermektedir (144-147).

2.3.2.9. Yaslanma Karsit1 Etki

NAD bagimli deasetilaz ailesinden olan sirtuins pek ¢ok hiicresel siireclerde;
p53 diizenleyicisi, yag asidi metabolizmasi, hiicre dongiisii diizenleyicisi ve yasam
siiresinin uzatilmasinda onemlidir. Resveratrol in vivo ve in vitro olarak SIRT2 ve
SIRT1 genlerini aktive eder. Ayrica resveratroliin ii¢c model organizmada SIRT2

genine bagl yolaklar1 arttirdigr gosterilmistir (148-150).

SIRT1 geninin strese karsi direnci artirdigi buna ek olarak sikinti ve uyum
donemlerinin daha rahat atlatilmasmi sagladiklar1 ortaya konulmustur. SIRT1 geni
beyaz yag dokusuna etki eder ve hormonal degisiklikler meydana getirerek
yaslanmay1 yavaslatir. Caligmalar resveratroliin yaslanma karsiti1 olan SRT1 gen

etkinligini 13 kat artirdigin1 géstermektedir (151, 152).

2.3.2.10. Helikobakter Pylori Uzerine Etki

Helikobakter pylori, mide ve duodenumun cesitli bolgelerine yerlesen kronik
yangiya neden olarak oksijen radikallerini arttiripp, DNA hasarma neden olan bir
mikroorganizmadir. Yapilan calismalar resveratroliin bu bakterileri secici olarak

baskiladigini ortaya koymustur (153, 154).
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2.3.2.11. Antikonviilsif Etki

Status epileptikus uzun siireli nobet ya da konviilsiyonlarla sonuglanan,
Reaktif oksijen radikalleri (ROS)’un olusumunu tetikleyen aminoasit reseptorii
uyarict aktivasyonu ile olusan nérolojik bir bozukluktur. In vivo ve in vitro
calismalar serbest radikallerin eksitoksin artisinda oOnemli rol oynadigin
gostermektedir (155). Bu uzun siireli nobetten ROS olusumunu tetikleyen uyarict
aminoasit resptorlerinin aktivasyonu sorumludur. Bu durumda daha fazla glutamat

sentezyebilir ve boylece noron dliimlerine neden olabilir.

Bazi deneysel calismalar glutamat ve domoik asit gibi ajanlarla uyarilan
eksitoksiteyr Onlemede antioksidanlarin etkisini gostermektedir. Calismalarda
lityum-pilokarpin ve kainik asit gibi ajanlarla status epileptikus olusturularak
resveratroliin koruyucu etkileri arastirilmistir. Resveratroliin antikonviilsif ilag olarak
hareket ve nobetleri 6nleme yetenegine sahip olabilecegi sonucuna varilmistir (150,
156-158).

2.3.2.12. Noroprotektif Etki

Astrositler beyinde yildiz seklinde glial hiicrelerdir. Enerji metabolizmasi,
iyon homeostazisi, glutamat tasinmasi gibi pek ¢ok gorevi vardir. Asir1 birikimi
norodejenaratif bozukluklara neden olur. Astrosit glutamat bulugsmasi beyinde
oksidatif stres ile savasmada temeldir. Resveratroliin ndroprotektif etkisinin
antioksidan 6zelliginden kaynaklandig1 ¢alismalarda ifade edilmektedir. Resveratrol
noroprotektif etkiyr mekanizmanin tam olarak ac¢iklanamamas: ile birlikte astrosit

aktivitesine etki ederek gosterir (159).

Resveratroliin iskemik beyin hasarlarina karsi etkisi deneysel ¢alismalarda
gosterilmistir. Resveratrol ndrodejeneratif hastaliklar1 tedavi etmek i¢in ideal olan -
amiloid plak ve oksidatif stres olusumunu geciktirerek etkisini gostermektedir (160).
Insanlar iizerinde yapilan in vitro calismalar oksidatif stres ve mitokondriyal
disfonksiyonlar Alzheimer hastalig1 dahil bir¢ok norodejeneratif hastalik siireclerine

sebep olabilecegini gostermektedir (161, 162).
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2.3.2.13. Testis Uzerine Etkileri

Cevresel, psikolojik ve genetik gibi pek cok faktér sperm fonksiyonlarinda
azalma ve infertilite yapabilir. Normal sperm fonksiyonunu etkileyen faktdrlerin
belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Oksidatif stres bu ¢esitli sebepler arasinda yer alir

(163).

ROS sperm fonksiyonlarinda 6nemli araglardir. ROS anlik yada lokal
maruziyetle birlikte ortamdaki ROS konsantrasyonuna bagli olarak sperm
fonksiyonlar1 iizerine yararli ya da zararli olabilir. Semende ROS {iretiminin fazla
olmas1 anormal spermatozoaya ve sonucta infertiliteye neden olabilir. H,O, insan
spermatozoasi i¢in birincil toksik ROS {iriiniidiir. ROS’un diisiik olmasi spermin
yasayabilirliligini etkilemez fakat hiicre i¢i ATP azalmasi ve aksonemal proteinlerin

fosforilizasyonunu azalmasi siklikla spermde hareketsizlige sebep olabilir (164).

H>0O; spermatozoada lipid peroksidasyonunun temel uyaricisidir ve SOD ise
peroksidatif hasarlarda insan spermatozoasinin major belirleyicisi olarak gorev
yapar. SOD etkisi ile H,O>’den yapilan O*, spermatozoada olusan énemli bir reaktif
oksijen radikalidir. Spermatozoalar ayrica, seminal plazmada elde ettikleri demir ve
bakir iyonlariyla Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidroksi radikalleri olustururlar.

H,0» insan spermatozoasi i¢in O>*“dan daha sitotoksiktir (165, 166).

Memelilerde spermatozoa membrani doymamis yag asitlerinden zengindir.
Bu onlar1 oksijen kaynakli hasara karsi ¢ok duyarli hale getirir. Ureme sistemi
dokularinda antioksidan mekanizmalar vardir ve muhtemelen bu mekanizmalar
gonadal hiicreleri ve olgun spermatozoayr oksidatif hasara karsi korur. Kronik
hastalik durumunda bu hiicrelerdeki antioksidan mekanizmalar bozulur, oksidatif
stres meydana gelir. Boylece ROS ve antioksidan kapasite arasindaki denge
hastaligin patofizyolojisinde 6nemli rol oynar. Oksidatif stres nedeniyle olusan erkek

infertilitesi uygun antioksidan kullanimi ile 6nlenebilir (167).

Litaratiirlerde, resveratroliin testis lizerine dogrudan etkilerinin incelendigi
calismalar kisithdir. Resveratroliin uygulanis yollar1 ve dozlar1 ¢alisma sonuglarini
etkilemektedir. Bir ¢alismada di-n-phthalate ile olusturulan testis hasarinda oral yolla

uygulanan 20mg/kg/glin resveratroliin testis dokusunda degisiklik meydana
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getirmekle birlikte yeterli olmadig1 gosterilmistir (168). Diger bir calismada, Juan ve
arkadaslar1 oral olarak 20mg/kg/giin resveratrol kullanilan siganlarda kontrol
grubuna gore seminifer tiibiil caplarinin, sperm sayilarinin, gonotropin ve testosteron
sayilarmin daha iyi oldugunu, sperm kalitesin de ise bir degisiklik olmadigini ifade
etmiglerdir (169). 2,5-hexanedione ile olusturulan testis hasarinda resveratroliin
roliine bakildig1 baska bir ¢calismada; testis agirligmin, seminifer tiibiil ¢apmin, c-kit
protein seviyesinin kontrol grubunda hasar grubuna gore daha iyi oldugu tespit

edilmistir (170).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Malzeme ve Cihazlar
1. Velp Scientifica ZX 3 vorteks cihazi

2. Isolab siticili manyetik karistirict

3. Shimadzu AY?220 hassas terazi

4. BM402 niive marka su banyosu

5. Shimadzu UV-1601 shimadzu spektrofotometre
6. Hanna Instruments pH 301 pH metre cihazi

7. Niive NF 800R sogutmali mikro santrifiij

8. Hettich Rotina 35R marka makro santrifiij

9. 1Ika ultra turrax t25 doku parcalayici

10. Bandelin HD2070 sonikator

11. Bosch -20 °C derin dondurucu

12. BioTest VX 0003 electric field testers/meters model Chauvin Arnoux,

Paris, France

13. IR-TW2 Non-Contact  Infrared = Thermometer  with  Laser Sight
(TermoWorks, United States)

14. Olympus BX 50 floresan mikroskobu

15. Elektroforez cihaz1 yatay: cleaver scientific CSL-COM40, Ingiltere

3.2. Hormonal Kitler

FSH, LH, GH ve E2 analizinde spesifik rat kitleri kullanildi. E2 Cayman, GH
bertin pharma, FSH ve LH Sun Red Biotechnology Company firmalarindan temin
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edilerek calisildi Serum testosteron ise Beckman&Coulter firmasmin iiretimi olan
kemiluminesans kitleri ile calisildi. Calismalar Siileyman Demirel Universitesi

(SDU) Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinde gergeklestirildi.

3.3. Elektrik Alan Diizenegi

EA diizenegi SDU Miihendislik Fakiiltesi Elektronik ve Haberlesme Boliimii
tarafindan tasarlandi ve uygulandi. Plakalarin alani aralarina iki kafesin konabilmesi
icin 0.5 m? (0.5x1.0m) boyutlarinda sec¢ilmistir. Plakalar arasindaki alanin

homojenligi teorik ve 6lgtimlii olarak test edildi (10).

Deney diizenegi sekil’12 ve resim 1°’de gosterildigi gibi kuruldu. EA
yogunlugu degeri E= V/d esitligine gore hesaplandi. Bu denklemdeki V; plakalar
arasindaki elektrik potansiyel farkini, d; mesafeyi ve E ise, volt/metre olarak EA

yogunlugunu gostermektedir.

Kafes

Kafes

V)
0-5kV
AC power supply
(50 Hz sintis)

Sekil 11. Elektrik Alan Deney Diizenegi
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Resim 1. Elektrik Alan Diizenegi

Bu sistemde kullanilacak hayvan kafeslerinin (8 hayvan i¢in) 6zellikleri;

a) Kafesin hacmi 40x50x20 cm® (w x I x h) boyutlarinda olup, EA’y1
engellemeyen, metal parcali olmayan tamamen plastikten yapildi.

b) Plakalarin yapiminda iyi bir iletkenlik olusturabilmek i¢in 2 mm
kalinliginda paslanmaz krom nikel levha kullanildi. Plakalarin  koseleri

elektromanyetik kose etkisini engellemek i¢in yuvarlandi.

Kafesler ahsap stand iizerine dik olarak ve paralel kenar pozisyonunda
yerlestirildi. Alan1 bozmamak i¢in kafeslerin dig kose alani lizerinden plakalarin
merkezine kablo baglandi. Maruziyet sisteminde transformator ozelligi 220
Vrms/6500 Vrms ve 1000 VA sec¢ilmistir. Plakalar 65 cm genisliginde aralikla
yerlestirildi.

Bilindigi gibi manyetik alan, elektrik alan vektoriine goére daha zor
ekranlanmaktadir. Calismamizda kaynaktan akim ¢ekilmedigi i¢in etkin olan EA’dur.
Bu durumda EA kolayca ekranlanmistir. Ancak bu durumun dezavantajlar1 ortamda
bulunan iletken malzemelerin EA vektor yoniinii ve siddetini degistirebilecek

olmasidir. Bu durum goz oniine alinarak kafeslerin giinliik rutin temizligi yapildi.

Yukaridaki denklemde (E= V/d) plakalar arasinda elektrik akimimn ortalama
yogunlugu, EA grubunda 6500 V/0.65 m=10.000 V/m (10 kV/m) oldugu
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hesaplanmistir. Gii¢ trafosunun giris gerilim araligr 219-229 Vrms i¢in ¢ikis 6250-
6550 Vrms ve oralama alan yogunlugu 9951-1045 V/m araliindadir. Deney
odasinda istenmeyen yiiksek frekans alanlar1 HI-3804 Electromagnetic Field Survey
Meter-Industrial Compliance 6l¢er ve onun probu kullanilarak yapilmistir (Holaday

Industries, Inc, UK).

EA uygulamast 30 giin boyunca giinde 23 saat olarak uygulandi. 1 saat

kafeslerin giinliik temizligi ve hayvanlarin bakimi i¢in ayrildi.

3.4. Deney Hayvanlar ve Gruplandirma

Calismaya, SDUniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 14
agustos 2014 ve 09 sayili etik kurul onay1 ile baslandi. Caligmamizda 12 haftalik
200-250 gr agirlhiginda, 32 adet Wistar Albino tiirli erkek si¢anlar kullanildi. Siganlar
SDU Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvarindan (HUDAL)
temin edildi. Sicanlar her grupta 8 adet hayvan olmak {izere rastgele 4 gruba ayrild1.
Tiim siganlar standart yem ile ad libitum olarak beslendi, ayn1 suyu icti, 21-23°C
sicaklikta, 12/12 saat 1sik/karanlik dongiisiinde ve %55-60 nem oraninda tutuldu.
Biitiin hayvanlar EA’y1 engellemeyen tamamen plastikten olusmus kafes igine

yerlestirildi.

Gruplardaki  hayvanlarin  ortalama agriliklar1  200-250gr  arasinda
degismekteydi. Gruplar arasinda ortalama agirlik bakimindan bir fark yoktu. Deney
30 giin stirdii. Hayvanlarin agirliklar1 haftada bir kez, viicut 1silar1 ve testis 1silar1 her
giin ol¢iildii. Viicut 1s1s1 ve testis 1silar1 IR-TW2 Non-Contact Infrared Thermometer

with Laser aleti ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda 6lgiildii.

Deney siiresince hayvanlar SDU HUDAL’da kaldi. EA uygulamas: burada
yapildi. Daha sonraki laboratuvar ¢alismalar1 SDU Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarinda gerceklestirildi.
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I. Grup (K): Kontrol grubu (n:8)

Bu gruptaki sicanlara EA ve resveratrol verilmedi. Biitiin ¢evresel kosullar
diger gruplarla ayni tutuldu. Ayrica stres faktoriinii ortadan kaldirmak igin gavaj

uygulamasi yapilarak 0.1 mL serum fizyolojik verildi.
I1. Grup (EA): EA uygulanan grup (n:8)

WHO, ICNIRP, IEEE standart ve diizenlemelerine gore viicut i¢in zararlh
olan EA maruziyet sinir1 (10 kV/m, 50Hz) kullanildi. Elektrik alan 30 giin boyunca
glinde 23 saat uygulandi. Kafes temizligi ve hayvanlarin bakimi i¢in 1 saat ayrildi.
EA Olgiimleri SDU Miihendislik Fakiiltesi Elektronik ve Haberlesme Boliimii
tarafindan yapildi. Biitiin ¢evresel kosullar diger gruplarla ayni tutuldu, gavaj

uygulamasi ile 0.1 mL serum fizyolojik verildi.
I11. Grup (EA+R): EA ve resveratrol uygulanan grup (n:8)

Bu gruptaki sicanlara 10 kV/m EA ve gavaj yoluyla giinde 20 mg/kg
resveratrol uygulandi. Resveratrolii ¢ozmek i¢in %5’°lik carboxymethylcellulose

kullanildi. Biitiin ¢evresel kosullar diger gruplarla ayn1 tutuldu.
IV. Grup (R): Resveratrol uygulanan grup (n:8)

Bu gruptaki siganlara gavaj yoluyla giinde 20 mg/kg resveratrol uygulandi.

Biitiin ¢evresel kosullar diger gruplarla ayn1 tutuldu.

3.5. Ratlarin Dekapitasyonu

Sicanlar, deney sonunda Xylazyne HCl 10 mg/kg + Ketamin HCI 90 mg/kg
intraperitoneal (i.p.) uygulama ile anestezi edildikten sonra dekapite edildi.

Intrakardiak kan alindi. Alman kanlar biyokimyasal tetkikler igin tiiplere yerlestirildi.

3.5.1. Epididim ve Testis Dokusunun Ayrilmasi

Her bir siganin testis dokusu ve epididimi ayrildi. Testislerin ve epididimlerin

agirlik 6lgiimleri yapildi. Sol testis histopatolojik inceleme igin %10’luk formaldehit
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icine konuldu. Sag testis biyokimyasal analizler i¢in, epididimler ise sperm

izolasyonu i¢in kullanildi.

3.5.2. Sperm Izolasyonu

Sperm izolasyonu i¢in tris ana stok soliisyonu hazirlandi (171). Bu
soliisyondan 2000 pl petri kabina konuldu. Epididim dokular1 hassas bir sekilde bu
sivt icinde parcalandi. Bdylece spermlerin sivi igine gegisi saglandi. Bu sividan
comet assay yOntemiyle DNA hasarini belirlemek i¢in 1000 pl 6rnek alinarak
ependorf tiip i¢ine yerlestirildi. Ependorflar hemen 37°C’deki su banyosu igine
alind1. Petri kabi i¢indeki diger 1000 pl s1vi sperm sayisi ve motilite hesaplamasi i¢in

kullanild1. Tiim ¢alismalar 37°C’de gerceklestirildi.
Tris ana stok soliisyonu malzemeleri (500 ml i¢in)

1. 18.0245 g Trizma base (sigma)
2.10.1203 g Ctric acid (sigma)

3. 7,446 g D-(-)-Fructose (sigma)

3.5.3. Serum Elde Edilmesi

Biyokimya tiiplerine yerlestirilen kan 6rnekleri 4000 devir/dk’da sogutmali
santrifiijde +4°C 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 elde edildi ve -80°C calismaya
hazir halde saklanda.

3.6. Spermin Fiziksel incelemesi

3.6.1. Sperm Sayis1

Kauda epididimler diseke edilerek etrafindaki dokular temizlendi ve 2000 pl
tris ana stok soliisyonu olan petri kab1 i¢cine konuldu. Hassas bir sekilde epididimler
parcalandi. Boylece spermlerin soliisyon icine gecisi saglandi. Bu 6rnekten 1000 pl
alimarak sperm sayis1 hesaplandi. Sperm sayimi i¢in alman 1000 pl 6rnek vortekste
karistirildiktan sonra degerlendirmeye alindi. 36,5°C derece sicak lam {izerinde

isitma tablali Olmpus CX21 marka stereomikroskopta makler kamera ile 40X
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objektifle sayima tabi tutuldu. Her bir grup numaralar1 kapali vaziyette aym kisi
tarafindan yapildi. Her bir 6rnekten 5 ayr1 sayim almnip skor belirlendi ve sperm

sayist 1 milyon ile ¢arpildi.

3.6.2. Motilite

Totalde her bir gruba ait 5 6rnek preparat hazirlanarak ve minumum 200-300
sperm Ornegi sayilarak optimizasyon saglandi. Spermler ileri hareketli, yerinde
haraketli ve hareketsiz olmak tlizere degerlendirildi. Toplam motilite ileri ve yerinde

hareketli spermlerin sayimi sonucu alind1.

3.7. Oksidan ve Antioksidan Enzim Yontemleri

Antioksidan analizlerinin yapilabilmesi i¢in testis dokusundan alinan
ornekler, doku agirligmin 9 kati fosfat tamponu ile birlikte homejenizatérde sonra
sonikatorde parcalandi. Tiipler santriifiij edilerek elde edilen numuneler ependorf
tiipler icine konularak antioksidan analizleri igin -20°C’de saklandi. Biitiin

uygulamalar soguk ortamda gerceklestirildi.

3.7.1. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Saptanmasi

Lipid peroksidasyon diiriinlerinden olan MDA 4l¢iimii i¢in Draper ve
Hadley’in ¢ift 1sitma ydntemi kullanildi. Orneklere dnce trikloroasetik asit (TCA)
eklendi, vortekslendi, 15 dk kaynatildi sonra 10 dk santiirfiij edildi. Daha sonra
hazirlanan bu Orneklere tiyobarbitiirik asit (TBA) eklenerek tekrar kaynatildi.
Orneklerin  spektrofotometrede 532 nm’de (Shimadzu UV-1601, Almanya)
absorbans 6l¢timleri yapildi. Sonuglar nmol/gr.Hb olarak verildi ve ayn1 6rneklerden

elde edilen standart absorbans degerleri ile hesapland1 (172).
MDA o6l¢iimii icin kullanmilan reaktifler

1. %40’lik etanol

2. TEP (1,1,3,3-Tetracthoxypropane)
3. % 10’luk Trikloroasetik asit

4. % 0.67’1ik Tiyobarbitiirik asit
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3.7.2. Dokuda Protein Tayini

Homojenize edilen Orneklerin silipernatanlarinda mikroprotein diizeyleri
Bredford Yontemi ile manuel spektrofotometre ile olgiildii (173). Standartlarin
absorbans degerleri ile olusturulan optik dansite-konsantrasyon grafigi ¢izildi ve tiim
numuneler bu standart grafige gore hesaplandi. Sonuglar mikroprotein diizeyine

boliinerek dokuda enzim aktivitesi olarak verildi.
Protein o6lciimii icin kullanmilan reaktifler

1. Commassia Brillant Blue G-250 renk reaktifi

2. Sigir serum albiimini

3.7.3. Katalaz (CAT) Diizeyinin Saptanmasi

CAT aktivitesi Aebi yontemine gore calisildi. Yontem, H>O, CAT varliginda
su ve molekiiler oksijene doniismesi sirasinda harcanan H>O>’nin absorbansinin 240
nm’de spektrofotometrik olarak Slgiilmesi prensibine dayanir (174). Once pH 7,0
olan birinci reaktif hazirlandi. Daha sonra H>O» ve birinci reaktiften alinan
miktarlarla ikinci reaktif hazirlandi. Doku 6rnegi, birinci reaktif ve ikinci reaktif
karstirilarak 0. sn ve 30. sn’lerdeki absorban degerlerine bakildi. Sonuglar U/mg

protein olarak verildi.
CAT ol¢giimii icin kullanilan reaktifler

1. pH 7,0 50 mM fosfat tamponu

2. %30’luk Hidrojen peroksit

3.7.4. Siiperoksit Dismutaz Diizeyinin (SOD) Saptanmasi

SOD aktivitesi, Olympus AU 2700 (Japonya) marka otoanalizore aplike,
Randox marka ticari kit kullanilarak spektrofotometrik yontem ile Olciilmiistiir.
Yontemin prensibi, ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyon sonucunda ksantinden
iirik asit ve O™ radikali olusumuna ve bunu takiben olusan O, radikalinin de kirmizi

renkli formazon bilesigi olusturmak {izere INT (2—(4—-iodophenyl)-3—(4—
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nitrophenol)-5 phenil tetrazolium chloride ile reaksiyona girmesine dayanir. SOD
aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile dlgiiliir (175, 176). Testis dokusuna

ait SOD aktivite degerleri, U/mg protein seklinde ifade edilmistir.
SOD 6l¢iimii icin kullanilan reaktifler

1. 0.3 mM Ksantin

\S)

. 1 M sodyum hidroksit

(98]

. 0,6 mM etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu (Na,EDTA)

4. Nitroblue tetrazolium

9]

. Sodyum karbonat

o)

. 1 g/L s1g1r serum albiimini
7. 167 U/L ksantin oksidaz

8. 2 M amonyum siilfat

3.7.5. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Diizeyinin Saptanmasi

GSH-Px aktivitesi, Olympus AU 2700 (Japonya) marka otoanalizore aplike,
Randox marka ticari kit kullanilarak spektrofotometrik yontem ile Olciilmiistiir.
Yontem, kiimen hidroperoksit varliginda GSH-Px’in glutatyonun oksidasyonunu
katalizlemesi sonucunda okside olan glutatyonun tekrar rediikte forma doniismesi
icin harcanan NADPH’in absorbansinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi prensibine dayanir (177). Testis dokusuna ait GSH-Px aktivite degerleri,

U/mg protein cinsinden ifade edildi.
Glutatyon Peroksidaz 6l¢iimii icin kullanilan reaktifler

1. Sodyum fosfat

2. Potasyum fosfat

3. Etilen diamin tetraasetik asit disodyum tuzu (Na2EDTA)
4. Sodyum azid

5. 150 mM rediikte glutatyon
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6. 10 mM nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADP)
7. Glutatyon rediiktaz
8. 3,2 M Amonyum siilfat

9.2 mM HzOz

3.8. Comet Assay Yontemi ile DNA Hasar Tayini

3.8.1. Yontemin Prensibi

Tek hiicreli jel elektroforezi veya “Comet Assay” teknigi hiicre diizeyinde
DNA hasarini saptamak ve miktarini belirlemek i¢in uygulanan non-invaziv, hizli ve
hassas bir floresan mikroskobik ydntemdir. Yaslanma, molekiiler epidemiyoloji,
klinik ve genetik toksikoloji alanlarin da 6nemli uygulamalar1 olan ‘‘Comet Assay’’
son yillarda giderek artan bir siklikta apopitoz, oksidatif stres, antioksidan

calismalarinda da yer almistir (178).

Mikroskop lami lzerindeki agaroz jel icine gomiilen hiicreler, zarlarin
parcalanip nukleusta bulunan DNA sarmallarinin serbestlesmesi i¢in lizis islemine
tabi tutulur. Alkali ortamda DNA sarmallar1 gevser, acilir ve kiriklar ortaya ¢ikar.
Daha sonra elektroforez etkisi ile kirilmis DNA zincirleri gé¢ ederek kuyruklu yildiz
goriintlisii olusturur. Lizis asamasindan sonra biitiin islemler karanlik ortamda

yapild1

3.8.2. Yontemin Uygulamsi

3.8.2.1. Slaytlarin Hazirlanmasi

Etiiv 1s1s1 50°C ayarlanarak lamlar sitildi. Fosfat tamponu (PBS) %1 ’lik
normal kaynama dereceli agoroz (NMA) ile kaynatilarak agaroz hazirlandi
Hazirlanan agaroz tiipii bir beher i¢ine konularak iyice seffaflasincaya kadar eritildi.
Polimerlesmesini dnlemek icin sicak su icinde tutuldu. 200 ul NMA lam iizerine

alindi1 ve lamlar kurumaya birakild1.
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3.8.2.2. Hiicrelerin Jele Gomiilmesi

Hiicreler jele gomiilmeden 6nce PBS tamponu ile diisiik kaynama dereceli
agaroz (LMA) hazirland1 ve 37°C su banyosu i¢ine alindi. Izole edilen spermlerde
ependorf icinde 37°C su banyosuna alindi. 10 pl sperm ile 100 pl LMA 37°C’de
karigtirildi. Hazirlanan 6rnekten 100 pl almarak NMA’ll lam iizerine damlatilds,

iizeri lamelle kapitild1 ve +4°C’de 20 dk bekletildi.

3.8.2.3. Lizis Asamasi

Agaroz jel donduktan sonra lameller alinarak yiiksek konsantrasyonda tuz,
deterjan ve proteinaz K iceren soguk lizis ¢ozeltisinde bir gece bekletildi. Lizis
tamponu ile hiicre membrami parcalandiktan sonra hiicre icerigi c¢ekirdekten

uzaklastirildi

3.8.2.4. Elektroforez Tamponu

Hazirlanmis olan preparatlar ¢ift sarmal DNA yapismim acilmasi icin
elektroforez dncesinde yiiksek alkali 6zellikteki (pH>13) elektroforez tamponunda
20 dk inkiibe edildi. Boylece alkali tampon igerisinde nukleustaki ¢ift sarmal

DNA’nin, zincir kiriklarinin bulundugu noktalardan ac¢ilmasi saglandi.

3.8.2.5. Elektroforez

Alkali ortamda DNA sarmalmin agilmasindan sonra, jel i¢inde olusan tek
zincir DNA, alkali kosullarda elektroforeze tabi tutularak comet olusumu saglanir.
Elektrik akimi uygulandig1 zaman, DNA pargalar1 anoda dogru hareket ederek bir
kuyruklu yildiz goriintiisii verir. Hasarsiz DNA ise ¢ekirdekten ¢ikamaz. Alkali
elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra elektroforez 25 V, 300

mA akim’da 20 dk siire i¢inde gerceklestirildi.
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3.8.2.6. Notralizasyon

Alkali ortamda elektroforezden sonra, lamlar pH 7,5 olan nétralizasyon
tamponu i¢inde 10 dk bekletildi. Notralizasyondan sonra lamlarin boyanma islemine

gecildi.

3.8.2.7. Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra lamlar karanlik ortamda oda isinda
kurumaya birakild1 (yaklasik 20-30dk). Boyama islemi i¢in floresan boya olan
etidyum bromiir kullanildi. Etidyum bromiirden 40 pl alinarak lam tizerine damlatild1
5 dk bekledikten sonra Ornekler floresan mikroskobunda incelendi. Her 6rnek i¢in

100 adet DNA goriintiisii incelendi.

3.8.2.8. Gorsel Skorlama Yontemi ile Analiz

Bu yontemde DNA go6gii gorsel olarak degerlendirildi. Olusan hasarin
derecesine gore hiicreler 5 kategoride degerlendirildi. Hasar hiicrelerin go¢ esnasinda
olusturdugu kuyruga gore belirlendi. Sekilde 12’de goriildiigli gibi, hi¢ hasar
bulunmayan hiicreler 0, az hasarli hiicre 1, orta hasarli hiicre 2, ¢ok hasarli hiicre 3,
ileri derecede hasarli hiicre 4 olarak degerlendirildi. DNA hasarinin siddetine gore

her 6rnek i¢in toplam comet skoru olusturuldu (179-182).
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0. kategori 1. kategori 2. kategori

3. kategori 4. kategori

Sekil 12. DNA Hasar1 Sonucu Meydana Gelen Hasarin Go¢ Sonras1 Mikroskobik

Goriintiileri (Goriintiiler bu tez caligmasmin bulgularindan elde edilmistir.)

3.8.3. Comet Assay Yontemi I¢in Kullanilan Cozeltiler

PBS (Tuz igeren yikama eriyigi)
1,44 g/ Na2HPO4.2H20

0,2 g/LL KH2HPO4

8,0 g/LL NaCl

0,2 g/LL KCI

800 ml dH2O ile ¢oziilerek pH:7.4 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim 1

It’ye tamamlanir.
Normal Erime Noktah Agaroz (%]1)

30 mg Normal Erime Noktali Agaroz

3000 pl dH20 igerisinde ¢oziiliir.
Diisiik Erime Noktah Agaroz (%]1)

10 mg normal erime noktali agaroz

1000 pl dH>O igerisinde ¢oziiliir.
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Lizis Tamponu

2,5 M NaCl

100 mM EDTA
100 mM EDTA
% 1 Triton X-100

pH 10 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim dH>O ile 1000 ml’ye

tamamlanir.
Elektroforez Tamponu
200 g NaOH
500 mL dH;O i¢inde ¢o6ziiliir.
14,89 g EDTA

pH 10 olacak seklide ayarlanir ve son hacim dH>O ile 200 mL’ye tamamlanur.
Bu hazirlanan iki ¢ozeltiden
30 ml NaOH

5ml EDTA

pH>13 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim dH2O ile 1000 ml’ye

tamamlanir.
Notralizasyon Tamponu

48,5 g Trizma base

pH 7,5 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim dH>O ile 1000 mL’ye

tamamlanir.

Boyama Soliisyonu

10X Stok:

10 mg etidyum bromiir (20 pg/mL)
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50 mL dH>O ile karistirilir.
1X Stok:

10X stoktan 1 mL alinir ve son hacim 9 mL dH»O ile tamamlanir.

3.9. Histopatolojik Yontem

Her gruptan alinan testis doku 6rnekleri 151k mikroskobunda inceleme i¢in
Bouin soliisyonunda tespit edildi. Fiksatifi uzaklastirmak i¢in dokular bir gece
boyunca akan musluk suyu altinda yikamaya alindi. Daha sonra rutin histolojik doku
takibi uygulandi. Rutin doku takibinde Oncelikle %70’lik alkolden baslanarak,
kontrollii olarak, ortalama 1’er saat siireyle ve sirasiyla %80’lik alkol, %96’lik alkol,
%100’lik alkol I, % 100’likk alkol II ve %100°liik alkol III serilerinden gegirildi.
Daha sonra ksilol I, ksilol II ve ksilol III’de 15°er dakika bekletilen doku 6rnekleri
etiivdeki ksilol-parafin icerisine alindi. 30 dakika sonra ksilol-parafin karisimindan
cikarilan materyaller erimis parafine konularak oda sicakliginda beklemeye alindi.
Blok yapmak i¢in donmus parafinde bulunan ornekler etiive almip, tamamiyla
eridikten sonra parafin igerisine gomiildii. Parafin bloklardan 5 pum kalinliginda
kesitler alind1. Genel histolojik incelemeler i¢in alinan kesitlere Hematoksilen&Eosin

ve Masson Trikrom boyamalar1 uygulandi (183).

Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Leica DM 500) incelendi.
Mikroskoba eklenen okiiler mikrometre araciligi ile tiim gruplardaki sicanlarin
seminifer tiibiill caplar1 ve tunica albuginea kalinliklar1 Ol¢iildii. Ayrica testis
dokusunda interstisyel bag dokusu incelendi ve 100 interstisyel alan tespit edilerek
40’Iik objektifte Leydig hiicreleri sayildi. Seminifer tiibiillerdeki spermatogenik

hiicrelerin konfigiirasyonu deney gruplar1 ve kontrol gruplar1 arasinda kiyaslandi.

Seminifer tiibiil caplari, tunica albuginea kalinliklar1 ve Leydig hiicre sayilar1
istatistiksel degerlendirmeleri i¢in SPSS 20.00 programu kullanildi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde ve deney gruplar1 ve kontrol gruplari aras1 farkin anlamliligmin

test edilmesinde Mann-Whitney U testi kullanildi.
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Tablo 3. Hematoksilen & Eosin Boyama Prosediirii

Sira Islem Basamaklan Siire
1 Ksilol I 5 dk.
2 Ksilol 1T 5 dk.
3 % 100’lik Alkol 3 dk.
4 % 96’liik Alkol 3 dk.
5 % 80’lik Alkol 3 dk.
6 % 70’lik Alkol 3 dk.
7 Akarsu altinda yikama 1-2 dk.
8 Mayer’s hematoksilen soliisyonu 2-3 dk.
9 Akarsu altinda yikama 1-2 dk.
10 Eosin soliisyonu 3-5 dk.
11 % 70’lik Alkol 3 dk.
12 % 80’lik Alkol 3 dk.
13 % 96’liik Alkol 3 dk.
14 % 100’lik Alkol 3 dk.
15 Ksilol I 5 dk.
16 Ksilol 11 5 dk.

Tablo 4. Masson Trikrom Boyama Prosediirii

Sira islem Basamaklar Siire

1 Ksilol I 5 dk.

2 Ksilol 1T 5 dk.

3 % 100’lik Alkol 3 dk.

4 % 96’liik Alkol 3 dk.

5 % 80’lik Alkol 3 dk.

6 % 70’lik Alkol 3 dk.

7 Cesme suyunda dinlendirme 1-2 dk.

8 56 °C etiivde Bouin’s soliisyonunda bekletme I sn.

9 Akarsu altinda bekletme Sar1 renk kaybolana kadar
10  Weighert’s [ron Hematoksilen soliisyonu 10 dk.

11  Akarsu altinda yikama 10 dk.

12 Distile suda bekletme 1-2 dk.
13 Asit-fuksin bekletme 10-15 dk.
14  Distile sudan gegirme 10 sn.

15  Fosfomolibdic-Fosfotungsitik asit soliisyonu 10-15 dk.
16  Aniline blue soliisyonu 10-15 dk.
17  Distile sudan gegirme 10 sn.

18 %1 lik asetik asit soliisyonu 2-5 dk.
19  Distile sudan gegirme 1-2 sn.
20 % 96’lik Alkol 1-2 sn.
21 % 100’Lik Alkol 1-2 sn.
22 Kasilol I 5 dk.

23 Ksilol 1T 5 dk.
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3.10. immiinohistokimyasal Yontem

Dekapitasyon isleminden sonra ¢ikarilan testis dokular1 %10’luk formalin
soliisyonunda tespit edildi. Rutin takiplerden sonra parafine gOmiildii. Parafin
bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi. Apoptotik
hiicrelerin boyanmasi amaciyla DNA fragmentasyonunun belirlendigi TUNEL
metodu (TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick endlabelling) uygulandi. Uretici
firmanm talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit (Chemicon, cat no: QIA33, USA) kullanilarak apoptoza giden hiicreler
belirlendi. Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edilip PBS ile yikandi. Yiizde beslik proteinaz K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢cin % 3 H»O, ile
5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 20 dakika Equilibration
Buffer ile inkiibe edilip, 37°C’de nemli ortamda bekletildi. TdT Enzim damlatilarak
ile 37°C’de nemli ortamda 90 dakika inkiibe edildi. Block buffer da 10 dakika daha
sonra Stop/Wash Bufferda 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-
Peroxidase ile 30 dakika inkiibe edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile
apoptotik hiicreler goriintiilendi. Kahverengi ¢ekirdekli hiicreler apoptozis lehine

degerlendirildi.

Apoptotik hiicreler her gruptan 8 preparat, her preparattan da 20’lik
objektifteki farkli alanlardan 10 seminifer tiibiilde, toplam 80 seminifer tiibiilde
sayim gerceklestirildi. Istatistiksel degerlendirmeleri icin SPSS 20.00 programi
kullanildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde ve deney gruplar1 ve kontrol gruplari

aras1 farkin anlamliliginin test edilmesinde Mann-Whitney U testi kullanildi.

3.11. istatiksel Analiz

Calismada tizerinde durulan Ozellikler bakimindan elde edilen verilerin
parametrik testlerin on sartlarin1 saglayip saglamadigi kontrol edilmistir. Normal
dagilimmn 6n sart1 Kolmogorov-Smirnov testi ile varyanslarin homojenligi 6n sartmi
da Bartlett Ki-kare testi ile test edilmistir. Her iki onsartinda saglandig1 6zelliklerde
gruplar aras1 farkliligin belirlenmesinde varyans analizi tekniginden yararlanilmastir.

Bu 6n sartlardan bir veya ikisininde saglanmadigi durumlarda Kruskal Wallis testi
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uygulanmistir. Varyans analizi sonucunda grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin
belirlenmesinde Tukey testi kullanilmistir. Kruskal Wallis testi sonucunda gruplarin
rank ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Bonferroni-Dunn testi

uygulanmistir. Analizler SPSS 20.00 istatistik paket programinda yapild:.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim

30 giinlik deney siiresince hayvanlarin genel goriinim ve davraniglarinda

herhangi bir degisiklik goriilmemistir.

4.2. Agirhk Degisimi

Deney siiresince hayvanlarin haftalik agirlik 6lgtimleri yapildi. Toplam 5
haftalik 6l¢ciim elde edildi. Deney sonrasinda ise sakrifiye edilen hayvanlardan izole

edilen testis dokusu ve epididimlerin toplam agirlik 6lgtimleri yapildi.

4.2.1. Viicut Agirh@

Arastirma gruplarinin ortalama agirlik artis1 sekil 13°de gosterilmistir. Deney
siiresince tlim gruplardaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklar1 takip edilmis elde
edilen verilere uygulanan Kruskal-Wallis testi sonucunda agirlik ortalamalar1
acisindan gruplar arasindaki fark istatistik olarak anlamli bulunmustur (p=0.005).
Agirlik ortalamalari iizerinden K grubuna gore yapilan kiyaslamalarda; K grubu ile
EA grubu arasinda fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.01) ve EA grubunda artma,
K grubu ile R grubu arasinda fark anlamli (p= 0.014) ve R grubunda artma tespit
edilmistir. EA grubuna gore yapilan karsilastirmada; EA grubu ile EA+R grubu
arasinda fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.021) ve EA+R grubunda azalma, R
grubunun ise viicut agirlik ortalamasiin EA grubuna benzer oldugu goriildii. Ayrica
calismada haftalik olarak yapilan viicut agrilik Olgiimleride istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve tablo 5’de gosterilmistir. Arastirmanin 2. haftasindan itibaren EA
uygulanan grupta K grubuna gore kilo artis1 meydana geldigi (p=0.01), ¢alismanin
geneline bakildiginda en fazla kilo artisinin EA grubunda oldugu gorilmiistiir
(269,33 gr). Farkliligin hangi gruptan kaynakli oldugunu gosteren Bonferroni-Dunn

testi sonuglari latin harfleri ile tablo 5’de gosterilmistir.
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Sekil 13. Arastirma Gruplarinin Viicut Agirligi Ortalamalar1 ve Standart Sapmalar1

Tablo 5. Arastirma Gruplarinda Agirlik Artislar: (gr/hafta/hayvan)

Viicut
agirhik
Olciileri

Grup I Grup II Grup III Grup IV
K) (EA) (EA+R) (R)

1. 5lgiim 242.3847.39  245.25+7.72 238.88+8.76 247.38+5.60 0.144
2.6lglim  246.63x10.53°  262.00+8.55°  248.13+£15.83° 255.13+£3.83® 0.011
3.6l¢im  252.38+14.48°  267.88+4.85%  254.75+21.12°  274.38+14.36" 0.006
4. 6lgim  258.88+11.44°  280.63+4.98°  269.63+20.64b°  277.88+13.42® 0.006
5.06l¢im  265.75£14.49°  290.88+5.59°  280.88+20.37°  286.00+15.73* 0.011

Agirlik

253,20+9,86° 269,33+4,02° 258,45+16,60° 268,15+£9,96* 0.005
Ortalama

Ayni satirda farkli harfler tagiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.

4.2.2. Testis Agirhg

Gruplarin testis agirlik ortalamalarmin dagilimi sekil 14°de gdosterilmistir.
Testis agirhigr o6zelligi bakimindan elde edilen verilere yapilan varyans analizi
sonucunda gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
degildir (Tablo 6).
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Sekil 14. Arastirma Gruplarinin Testis Agirlik Ortalamalar1 ve Standart Sapmalari

4.2.3. Epididim Agirhg:

Gruplarin epididim agirlik ortalamalar1 dagilimi sekil 15°de sunulmustur.
Epididim agirlik 6l¢iimlerinden elde edilen verilere yapilan Kruskal-Wallis testis
sonucunda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<<0.05). Farkliligin
hangi gruptan kaynakli oldugunu gosteren Bonferroni-Dunn testi sonuclar1 latin
harfleri ile tablo 6’da gosterilmistir. Ikili kiyaslamalarda; K grubu ile EA+R grubu
arasinda fark anlamli (p= 0.040) ve EA+R grubunda artma, EA+R grubu ile R grubu
arasinda fark anlamli (p=0.005) ve R grubunda azalma tespit edilmistir. K grubu ile

EA grubu arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 15. Arastirma Gruplarinin Epididim Agirlik Ortalamalar1 ve Standart
Sapmalari

Tablo 6. Testis ve Epididim Agirlik Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Grup I Grup 11 Grup III Grup IV P
) (EA) (EA+R) R)
Testis agirhigi 3,87+0,40 3,66+0,36  3,42+0,34  3,62+0,27 0.112

Epididim agirlig 1,74+0,18*  1,86+0,34®  2,02+0,28° 1,66+0,96° 0.015

Ayni satirda farkli harfler tasiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.

4.3. Viicut Isis1

Gruplarm giinliik viicut 1s1 6l¢iim ortalamalar1 iizerinden elde edilen verilerin
dagilimi sekil 16’da gosterilmistir. Arastirma gruplarmnin - giinliik  viicut 1s1
Ol¢limlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalarindan (tablo 7) elde edilen verilere
uygulanan varyans analizi sonucunda gruplarm ortalamalar1 arasinda fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0.006). Ikili kiyaslamalarda; K grubu ile EA+R grubu
arasinda fark anlamli (p=0.006) ve EA+R grubunda azalma, EA+R grubu ile R grubu
arasinda fark anlamli (p= 0.005) R grubunda artma tespit edilmistir. EA uygulanan

grubun viicut 1s1s1 K grubuna benzer bulunmustur.
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Sekil 16. Arastirma Gruplarinin Giinliik Ortalama Viicut Isis1 Degisimleri
4.4. Testis Isis1

Arastirma gruplarmin giinliik 6lciilen testis 1s1 ortalamalarindan elde edilen
verilerin dagilimi sekil 17°de gosterilmistir. Gruplarmin testis 1sis1 dlg¢iimlerinden
elde edilen ortalamalar ve standart sapma (tablo 7) verilerine uygulanan varyans
analizi sonucunda gruplarin ortalamalar1 arasinda fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.005). ikili kiyaslamalarda; EA grubu ile EA+R grubu arasinda
fark anlamli (p=0.002) ve EA+R grubunda azalma tespit edilmistir. EA uygulanan
grubun testis 1s1 segisimleri ile K grubu arasinda fark istatistiksel olarak anlamli

degildir.
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Sekil 17. Arastirma Gruplarinin Glinliik Ortalama Testis Isis1 Degisimleri

Tablo 7. Arastirma Gruplarinin Viicut Isis1 ve Testis Isis1 Degisimleri

Grup I Grup 11 Grup III Grup IV

(K) (EA) (EATR) ®) P

Viicut 1s1s1 35,42+0,10°  35,36+0.15%  35,20+0,13*  35.41+0,10*  0.006

Testis 1s1s1 ~ 29,14+0,46*®  29,14+0,27*°  28,83+0,24> 29.21+0,18%® 0.005

Ayni satirda farkli harfler tagiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.

4.5. Spermin Fiziksel inceleme Bulgular

Sperm orneklerinin sperm sayist ve motilite agisindan incelenmesi yontemler

boliimiinde aciklandig: sekliyle yapildi.

4.5.1. Sperm Sayisi

Arastirma gruplarmin sperm sayist ortalamalar1 ve standart sapmalar: tablo
8’de gosterilmistir. Sperm say1 degiskeni gruplar arasinda Kruskal-Wallis testine
gore ileri diizeyde anlamli olarak bulundu (p=0.001). Farkliligin hangi gruptan
kaynakli oldugunu gosteren Bonferroni-Dunn testi sonuglar1 latin harfleri ile tablo

8’de gosterilmistir. K grubuna gore yapilan kiyaslamalarda; K grubu ile EA grubu
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arasinda fark anlamli (p=0.01) ve EA grubunda sperm sayisinda azalma tespit edildi.
K grubu ile EA+R ve R gruplar1 arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. EA grubuna gore yapilan karsilastirmalarda; EA grubu ile EA+R grubu
arasinda fark anlamli (0.002) ve EA+R grubunda sperm sayisinda artma, EA grubu
ile R grubu arasinda fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.002) ve R grubunda artma

tespit edildi.

4.5.2. Motilite

Arastirma gruplarmin sperm motilite ortalamalar1 ve standart sapmalar1 tablo
8°de sunulmustur. Tiim gruplarm analizleri Kruskal-Wallis testi ile yapild1. Istatistik
analiz sonuclarma gore dort grup arasinda spermlerin motilitesinde fark anlamli
olarak bulundu (p=0.002). Farkliligin hangi gruptan kaynakli oldugunu gosteren
Bonferroni-Dunn testis sonuclar1 latin harfleri ile tablo 8’de gosterilmistir. Yapilan
karsilagtirmalarda; K grubu ile EA grubu arasindaki fark anlamh (p=0.03) ve EA
grubunda motilitede azalma tespit edildi. K grubu ile EA+R ve R gruplar1 arasinda
ise istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi. EA grubu ile EA+R grubu arasinda
fark istatiksel olarak anlamli (p=0.004) ve EA+R grubunda motilitede artma, EA
grubu ile R grubu arasinda fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.002) ve R grubunda

motilitede artma saptanmistir.

Tablo 8. Arastirma Gruplarinda Spermin Fiziksel Inceleme Bulgular:

Grup I Grup 11 Grup III Grup IV
X) (EA) (EA+R) R)

Sperm
sayisi 55,00£14,64%  29,00+4,34°  54,32+1525%  56,25+11,88%  0.001
(x10%/ml)

Motilite

(%) 27,63+4,41*  16,50+6,28°  26,75+3,69°  34,00+9,93*  0.002
0

Ayni satirda farkli harfler tagiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.

4.6. Oksidan ve Antioksidan Enzim Sonuclar

Arastrma gruplarmin MDA diizeyleri incelendiginde (tablo 9) gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.001). Gruplar arasinda
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yapilan kiyaslamalarda MDA degerleri agisindan EA uygulanan grupta K grubuna
gore istatiksel olarak anlamli bir artig saptanmistir (p=0.030). EA+R uygulanan
grupta ise EA uygulanan gruba gore anlamli bir azalma tespit edilmistir (p=0.001).

CAT degerleri agisindan elde edilen verilere uygulanan istatistiksel
degerlendirmede gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlaml (p=0.001), yapilan
karsilastirmalarda; K grubu ile EA+R grubu arasinda fark anlamlhi (p=0.001), K
grubu ile EA ve R gruplan arasinda ise fark istatistiksel olarak anlamlhi degildir.
EA+R grubu ile EA grubu arasindaki CAT aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
(p=0.001) bulunmustur (tablo 9).

Arastirma gruplarmin SOD aktivitelerine uygulanan istatiksel degerlendirme
tablo 9°da sunulmustur. EA grubunun SOD aktivitesi K grubuna gére 6nemli derece
diisiik (p=0.001), EA+R grubunun K grubuna gore SOD aktivitesi anlamli derecede
diisiik (p=0.001), R grubunda ise SOD aktivitesi K grubuna yakin degerde oldugu
belirlendi. SOD aktivitesi agisindan R grubu ile EA grubu arasinda fark anlamli
(p=0.001) ve R grubunda artma, R grubu ile EA+R grubu arasinda yapilan
karsilagtirmada fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.001) ve R grubunda artma tespit
edildi.

Gruplardan elde edilen GSH-Px diizeyleri incelendiginde, gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.01). Gruplar arasinda yapilan
karsilagtirmalarda; GSH-Px agisindan K grubu ile EA grubu arasinda fark anlamli
(p=0.010) ve EA grupta azalma, K grubu ile EA+R grubu arasinda fark istatistik
olarak anlamli (p= 0.003) ve EA+R grubunda azalma tespit edildi. R grubundaki
GSH-Px aktivitesi ise K grubuna benzer bulundu. R grubunda GSH-Px degerleri
EA+R grubuna gore anlamli derecede arttig1 (p=0.017), K grubuna gore ise yakin
degerlerde oldugu tespit edildi (tablo 9).
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Tablo 9. Arastirma Gruplarinin Oksidan ve Antioksidan Diizeyleri

Grup I Grup II Grup III Grup IV p
X) (EA) (EA+R) R)
MDA 5,04+£1,17 6,02+1,03? 2,44+0,44 *° 4,74+0,57  0.001
CAT 6,79+0,58 6,70+0,40 4,28+0,88 *° 6,76+0,71 0.001
SOD 12,02+0,65 6,21+0,91% 5,56+0,46° 11,49+0,85°¢  0.001

GSH-Px 157,57+21  133,28+10,52*  125,10+13,12**  151,40+18,02° 0.01

a: Kontrol grubuna gore kiyaslama (p<0.05)
b: Elektrik alan grubuna gore kiyaslama ( p<0.05)
c: Elektrik alan+resveratrol grubuna gore kiyaslama (p<0.05)

4.7. Gruplara Ait Hormon Analiz Sonug¢lar

Arastirma gruplarina ait ortalama serum hormon seviyeleri ve standart
sapmalar1 toplu halde tablo 10°da verilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel

anlamlilik degerleri de (p degeri) bu tabloda gosterilmistir.

Arastirma gruplarinin serum testosteron verileri incelendiginde tiim gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.021) bulundu. K grubu ile diger
gruplar arasindaki karsilastirmalarda; serum testosteron seviyesinin R grubunda K
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi (p=0,017) tespit edildi. EA
grubunda K grubuna gore azalma olmasma ragmen fark istatistiksel olarak anlaml
degildir. EA grubuna gore yapilan karsilastirmalarda; R grubundaki artig istatiksel
olarak anlamlidir (p=0.007). Serum testosteron degeri R grubunda EA+R grubuna
gore de anlamli bir artig gostermistir (p=0.011).

Calismada, arastrma gruplarindan elde edilen FSH ve LH diizeyleri

incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Gruplardan elde edilen E2 verilerine uygulanan istatiksel analizde tiim
gruplar arasinda fark anlamli bulunmustur (p=0,029). K grubu ile yapilan
karsilagtirmalarda; R grubunda K grubuna goére anlamli bir artis oldugu (p=0,006)
tespit edildi. E2, EA grubunda ve EA+R grubunda K grubuna goére artig gostermesine
ragmen fark istatistiksel olarak anlamli degildir. R grubu ile EA+R grubu arasinda

fark anlamli (p= 0,022) ve R grubunda artis tespit edilmistir.
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GH verileri tiim ¢alisma gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.002). GH, R grubunda K grubuna gore anlamli olarak artmistir
(p=0,001). EA ve EA+R gruplar1 arasinda ise GH seviyeleri K grubuna benzer
bulunmustur. EA grubu ile yapilan karsilagtirmalarda R grubunun GH seviyelerinin
anlaml olarak artig gosterdigi tespit edildi (p=0.002). R grubundaki GH seviyesinin
EA+R grubuna gore de anlamli bir sekilde artig1 goriildi (p= 0.003).

Tablo 10. Arastirma Gruplarina Ait Hormonal Sonuglar

Grup I Grup 11 Grup 11 Grup IV P
K) (EA) (EA+R) R)
T Testoste 2,5742,08 1,99+1.10 2,30+1,90 6,28+4,99*%¢  (.021
ron (ng/dl)
FSH(IU/ml) 16,57+1,50 16,28+2.02 15.2042,16 15,26£1,38 0,910
LH (IU/ml) 5,8241,89 6,03+1,76 5,70+1,14 541+1,84 0,359
E2 (pg/ml) 1,1240,65 2,42+0,95 1,47+0,43 3.4442,53* 0,029

GH (ng/ml)  24,65+3,90 25,28+4,27 25,88+4422  32,54+2,60*¢ 0,002

a: Kontrol grubuna gore kiyaslama (p<0.05)
b: Elektrik alan grubuna gore kiyaslama ( p<0.05)
c: Elektrik alan+resveratrol grubuna gore kiyaslama (p<0.05)

4.8. Comet Assay Yontemi ile DNA Hasan Analizi

Yontemler bolimiinde anlatildigi sekilde hiicre ile isleme tabi tutulmus
mikrojel slaytlar hazirlanarak lizis tamponu etkisi ile DNA’nmn agiga ¢ikmasi
saglanip elektroforez ile kiriklar floresan boyaninda eklenmesi ile goriinlir hale
getirildi. Rastgele 100 hiicre her bir slayt iizerinde sayilarak degerlendirme yapildi.
Spermdeki DNA kiriklarmi tespit etmek i¢cin uygulanan comet yonteminde kuyruk
uzunluklarina goére cometler 5 kategoriye ayrildi. Sekil 12°de goriildiigli gibi, hig
hasar bulunmayan hiicreler 0, az hasarl hiicre 1, orta hasarli hiicre 2, ¢cok hasarh
hiicre 3, ileri derecede hasarli hiicre 4 olarak degerlendirildi. DNA hasarmnin
siddetine gore her 6rnek i¢cin toplam comet skoru olusturuldu. Elde edilen comet
skoru verilerine uygulanan Kruskal-Wallis testi sonucunda gruplar arasindaki farklar

istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bulundu (p=0.001).

Yapilan karsilastirmalarda; K grubu ile EA grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli1 (p=0.001) ve EA grubunda comet skoru artmistir. EA grubu ile EA+R
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grubu arasindaki fark anlamli (p=0.001) ve EA+R grubunda comet skorunda azalma
bulunmustur. EA grubu ile R grubu arasinda fark istatistik olarak anlamli (p=0.001)
ve R grubunda comet skorunda azalma tespit edilmistir. Her grubu ait comet analiz

goriintiisii resim 2. 3. 4. 5’de gosterilmistir.

Tablo 11. Comet Analizinin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Comet Skoru

Gruplar

Ortalama + SS Ortanca (min-max) P degeri
Grup I (K) 116,25+12,88¢ 115 (101-134)
Grup II (EA) 266+50,7° 270 (202- 365)
Grup III (EA+R)  147+20,85" 143 (123 — 172) 0.001
Grup IV (R) 135,5+33, 7> 121 (104 — 182)

Ayni siitunda farkl harfler tagiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.

Resim 2. Grup I (K) Comet Analizi. Sar1 ok (==> ) ; 0. kategori, hi¢ hasar
bulunmayan hiicre. Mavi ok ( ===> ) 1. kategori, az hasarli hiicre
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Resim 3. Grup II (EA) Comet Analizi. Yesil ok (mmms> ); 4. kategori, ileri derecede
hasarl hiicre. Kirmizi ok (=) 3. kategori, ¢cok hasarl hiicre

Resim 4. Grup III (EA+R) Comet Analizi. Mor ok ( mmmd ) ; 2. kategori, orta hasarli
hiicre. Kirmiz1 ok ( == ) 3. kategori, ¢cok hasarli hiicre



Resim 5. Grup IV (R) Comet Analizi. Sar1 ok ( =——=> ); 0. kategori, hi¢ hasar
bulunmayan hiicre. Mavi ok (====)> ) 1. kategori, az hasarli hiicre. Mor ok ( === )
2. kategori, orta hasarli hiicre. Kirmizi ok ( = ) 3. kategori, cok hasarli hiicre

4.9. Histopatolojik Bulgular

K grubunda testislerde tunika albuginea, seminifer tiibiil, interstisyel bag
doku ve Leydig hiicrelerinin normal goriinimde olduklar1 tespit edildi. Seminifer
tiibiil bazal laminasinin diizenli oldugu ve epitelinin normal yapida oldugu gozlendi.
Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlarinda normal konfigiirasyonda olduklar1
saptandi. Testis dokusunun genel yapisinda herhangi bir kanama, inflamasyon ve

seminifer tiibiillerde hasarla uyumlu bulgu goériilmedi (Sekil 18.1, 18.2).
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Sekil 18.2. Seminifer Tiibiil, Germ hiicreleri ve Interstisyel Alan, Masson trikrom,

X 40

EA uygulanan grupta, seminifer tiibiil epitelinde yer yer kopmalar ve epitel
kalinliginda azalmalar gozlendi. Seminifer tiibiillerin bazal laminasinda ayrilmalar,

germ hiicrelerinde azalma, interstisyel alanda 6dem ve konjesyon, seminifer tiibiil
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epitelinde vakuolizasyonlar belirlendi. Ayrica interstisyel bag dokusunun da kontrole

gore azalmis oldugu saptand1 (Sekil 18.3, 18.4, 18.5, 18.6).

Sekil 18.3. interstisyel Alanda Azalma, Germ Hiicrelerinde Azalma, Masson
Trikrom, X 40

] R

LW IR T

Sekil 18.4. interstisyel Alanda Azalma, Germ Hiicrelerinde Azalma ve
Vakuolizasyonlar, Masson Trikrom, X 40

66



Sekil 18.5. interstisyel Alanda Odem ve Konjesyon, Germ Hiicrelerinde Azalma ve
Vakuolizasyonlar, Masson Trikrom, X 40

Sekil 18.6. interstisyel Alanda Odem, Germ Hiicrelerinde Azalma ve
Vakuolizasyonlar, Masson Trikrom, X 40

EA+R uygulanan grupta, seminifer tiibiil epitelinde yer yer kopmalar ve
epitel kalinliginda azalmalarin olmasina ragmen EA grubuna gore siddetinin

hafifledigi gozlendi. Germ hiicrelerinde azalma, interstisyel alanda 6dem ve
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konjesyon, seminifer tiibiill epitelinde vakuolizasyonlar ve interstisyel bag

dokusununda azalmalar gozlenirken EA grubuna gore nisbeten yogunlugun

hafifledigi tespit edildi (Sekil 18.7, 18.8).

Sekil 18.7. interstisyel Alanda Odem, Germ Hiicrelerinde Azalma ve
Vakuolizasyonlar, Masson Trikrom, X 10

' LD Ro M A L L Py’ A i .8, o -

Sekil 18.8. interstisyel Alanda Azalma ve Odem, Germ Hiicrelerinde Azalma ve
Vakuolizasyonlar, Masson Trikrom, X 20
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R uygulanan gruptaki histolojik bulgular kontrol grubuna benzer olmasina
ragmen farkliliklar1 bulunmaktadir. Tunika albuginea ve seminifer tiibiiller normal
goriiniimde olmasina ragmen, interstisyel bag dokuda azalma EA ve EA+R grubu
kadar olmasa da hafif diizeyde saptandi. Seminifer tiibiil bazal laminasinin diizenli
oldugu ve epitelinin normal yapida oldugu go6zlendi. Sertoli hiicreleri ve
spermatogonyumlarinda normal konfiglirasyonda olduklar1 belirlendi. Ancak germ
hiicrelerinde hafif vakuolizasyon gozlendi. Testis dokusunun genel yapisinda

herhangi bir kanama, inflamasyon ve 6dem goriilmedi (Sekil 18.9).

Sekil 18.9. Seminifer Tiibiil ve Germ Hiicreleri, Masson Trikrom, X 40

Histokimyasal boyamalar sonucu gruplar arasi karsilastirma yaptigimizda
EA’ya maruz kalan ratlarin testis dokusunda ciddi hasarlarin olustugu belirlendi.
EA+R grubunda ise resveratroliin koruyucu etkisi ile hasarlarin nispeten azaldigi
ancak hasarlarin tamamiyla diizelmedigi gozlendi. R ve K grubunda ise testis
dokusunun normale yakm bir gorinimde oldugu tespit edildi (Tablo 12).
Resveratroliin koruyucu rolii oldugu ancak bu ¢aligmada kullanilan dozunun yeterli

olmadig1 daha yiiksek dozlarda koruyuculugunun artabilecegi sonucuna varildi.
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Tablo 12. Gruplara Ait Hasar Siddeti

Grup 1 Grup 11 Grup 11 Grup IV
(K) (EA) (EA+R) (R)
Hasar Siddeti + 4+ ++ +

+++ yogun, ++ orta, + hafif, + ¢ok hafif

4.10. Morfometrik Bulgular
4.10.1. Leydig Hiicre Sayisina ait Bulgular

Deney gruplarina ait siganlarin leydig hiicre sayisina ait karsilastirma Tablo
13.1°de verilmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucunda K grubuna goére EA, EA+R
grubunun leydig hiicre sayisinda anlamli derecede azalma meydana geldigi gozlendi
(p<0.05). Ancak K ve R grubu arasinda Leydig hiicre sayis1 agisindan anlamli bir
farklilik saptanmadi (p>0.05).

Tablo 13.1. Gruplarin Leydig Hiicre Sayisina Ait Ortalama ve Standart Sapmalar

n Leydig Hiicre Sayisina ait Ortalama ve Standart

Gruplar Sapmalar
Grup I (K) 8 21.375+0.497
Grup II (EA) 8 12.750* + 0.526
Grup III (EA+R) 8 14.625%* £ (.625
Grup IV (R) 8 20.375%** + 0.500

* EA grubundaki degerler, K grubuna gore anlamli derecede azaldi (p<0.05).
** EA+R grubundaki degerler, K grubuna gore anlamli derecede azaldi (p<0.05).
*** R grubu ile K grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

4.10.2. Seminifer Tiibiil Capina ait Bulgular

Deney gruplarina ait seminifer tiibiil capina ait 6l¢iim sonuclar1 tablo 13.2°de
verilmistir. Degerlendirilen istatiksel sonucglara gore K grubuna gore EA grubu
seminifer tiibiil capinda anlaml1 derecede azalma meydana geldigi gozlendi (p<0.05).
Ancak K grubuna gére EA+R ve R grubu arasinda seminifer tiibiil ¢apt agisindan

anlaml bir farklilik belirlenmedi (p>0.05).
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Tablo 13.2. Gruplarin Seminifer Tiibiil Capma Ait Ortalama ve Standart Sapmalar

Seminifer Tiibiill Capina ait Ortalama ve

Gruplar n Standart Sapmalar (um)
Grup I (K) 8 230.375 +10.141
Grup II (EA) 8 188.250* +7.927
Grup III (EA+R) 8 216.375%* + 6.635
Grup IV (R) 8 234.875%* +£12.702

* EA grubundaki degerler, K grubuna gore anlamli derecede azaldi (p<0.05).
** EA+R ve R grublari ile K grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

4.10.3. Tunika Albuginea Kalinhgina ait Bulgular

Gruplarin tunika albuginea kalinliklarma ait karsilastirma Tablo 13.3°de
verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda K grubuna gére EA, EA+R
grubunun tunika albuginea kalinliklarinda anlamli derecede azalma belirlendi
(p<0.05). Ancak K ve R grubu arasinda tunika albuginea kalinliklar1 agisindan
anlaml bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Tablo 13.3. Gruplarin Tunika Albuginea Kalinliklarina Ait Ortalama ve Standart
Sapmalar

Tunika Albuginea Kahnhklar ait Ortalama

Gruplar ve Standart Sapmalar (um)
Grup I (K) 8 37.025 +£2.316

Grup II (EA) 8 25.837* +1.221

Grup III (EA+R) 8 30.937** £ 1.034

Grup IV (R) 8 33.550%** + 1,593

* EA grubundaki degerler, K grubuna gore anlamli derecede azaldi (p<0.05).
** EA+R grubundaki degerler, K grubuna gore anlamli derecede azaldi (p<0.05).
*** R grubu ile K grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).
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4.11. immiinohistokimyasal Bulgular

TUNEL boyamas1 ile belirlenen apoptotik hiicre sayilarimin ortalama ve
satandart sapmalar1 Tablo 14’de verilmistir. Deney gruplar1 ve kontrol gruplar: arasi
apoptotik hiicre sayisi agisindan anlamliliginin test edilmesinde Mann-Whitney U
testi kullanilmistir. Buna gore EA ve EA+R gruplarmin K grubuna gore apoptotik
hiicre sayisinda anlamli derecede artis gozlendi (p<0.05). R grubu ile K grubu
arasinda ise anlamli bir farklilik saptanmadi. Apoptotik hiicre sayisinin en fazla EA
grubunda oldugu tespit edildi. EA ve EA+R gruplar1 karsilastirildiginda ise
resveratroliin koruyucu etkisiyle kismen apoptotik hiicre sayisinda anlamli derecede
azalma saptandi. Immunohistokimyasal bulgularimiz histopatolojik bulgularimizi
desteklemektedir. EA testis dokusunda ciddi hasarlar olusturmustur. EA+R grubunda
ise resveratroliin koruyucu etkisi ile gerek apoptotik hiicre sayisi, gerek doku
hasarlar1 azalmis ancak tam anlamiyla diizelmemistir. Arastrma gruplarma ait
immiinohistokimyasal goriintiiler sekil 19.1, 19.2, 19.3, 19.4, 19.5, 19.6’da

goriilmektedir.

Tablo 14. Gruplarin Apoptotik Hiicrelerine Ait Ortalama ve Standart Sapmalar

Apoptotik Hiicrelere ait Ortalama ve Standart

Gruplar n Sapmalar (um)
Grup I (K) 8 6.125 +£0.548

Grup II (EA) 8 22.500* + 0.566
Grup III (EA+R) 8 17.125%* £ 0.895
Grup IV (R) 8 7.500%** + 0.500

* EA grubundaki degerler, K grubuna gore anlamli derecede artt1 (p<<0.05).
** EA+R grubundaki degerler, K grubuna gore anlamli derecede artt1 (p<<0.05).
*** R grubu ile K grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 19.2. EA Grubuna Ait Testis Dokusunda Gozlenen TUNEL (+) H
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Sekil 19.3. EA Grubuna Ait Testis Dokusunda Gozlenen TUNEL (+) Hiicreler
(Tunel, X400).

Sekil 19.4. EA+R Grubuna Ait Testis Dokusunda Gozlenen TUNEL (+) Hiicreler
(Tunel, X400).
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Sekil 19.6. K Grubuna Ait Testis Dokusunda Gozlenen Tunel (+) Hiicreler ve Zayif
Boyanma (Tunel, X400).
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5. TARTISMA

Son yillarda hizla gelisen teknoloji ve modern yasamin bir pargasi olan
teknolojik aletler beraberinde elektrik ve manyetik alan kirliligini de olusturmaktadir.
Diinya niifusunun artmasi, birey basina diisen metre karenin azalmasi ve teknolojik
cithazlarin kullaniminin artmasi, insanlarin daha uzun siire ve yogunlukta EA’ya

maruz kalmasina neden olmaktadir.

Gegmisten giiniimiize kadar EA’nin insan sagligma zararli oldugunu ortaya
koyan yaymlarin olmasi (28, 184-188) ve giderek daha uzun siire ve yogunlukta
EA’ya maruz kalma, bu konunun onemli bir saglik problemi olusturdugunu

diistindiirmektedir.

EA ve testis dokusu iizerine ¢cok az calisma yapilmis olup, bu c¢alismalarda
EA’nm zararl etkisi ile ilgili somut veriler sunulamamustir. Fakat farkli frekanslarda

EMA’m testis dokusu iizerinde hasar olusturdugu calismada ifade edilmektedir

(189).

EA’nin insan metabolizmasin1 bozdugu smirlar WHO, ICNIRP, IEEE
tarafindan belirlenmektedir. Yapilan ¢aliymalarda EA farkl dozlarda kullanilmastir.
Bilimsel ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda maruziyet sinirlari
gilincellenmektedir. Calismamizda, WHO, IEEE standart ve diizenlemelerine gore

iilkemiz i¢in belirlenen EA maruziyet smir1 (10 kV/m, 50 Hz) kullanilmigtir.

Bu calismada, uzun siireli ve yogun EA maruziyetinin testis dokusu iizerinde
olusturabilecegi hasar ile birgok calismada farkli dokular iizerinde 1yi bir antioksidan
oldugu ortaya konan resveratroliin olast koruyuculugu arastirildi. Caligmada
arastirilan parametreler; viicut, testis ve epididim agirliklari, viicut 1sis, testis 1s1si,
spermin fiziksel 6zellikleri (sperm sayisi, motilite), antioksidan, testis fonksiyonlar1
iizerine etkili hormonlar (testosteron, LH, FSH, E2, GH), histopatolojik ve

immiinohistokimyasal analizlerdir.

Margonato ve arkadaglar1 (190) yiiksek yogunluktaki EA’nin testis
dokusundaki biyolojik etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada viicut agirligin1 da

degerlendirmislerdir. Calisma, 240 adet erkek sican ilizerinde yapilmistir. Giinde 8
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saat 25 kV/m ve 100 kV/m 50 Hz EA 280, 440, 1240 saat olarak uygulanmistir. 280
ve 440 saat uygulanan gruplarda viicut agirhginda herhangi bir degisiklik
gozlenmezken, arastirmacilar 1240 saat uygulanan si¢anlarda istatistiksel olarak
anlamli olmasada viicut agirliginda azalma oldugunu tespit etmislerdir. Erpek ve
arkadaslar1 (191) sican testisi ilizerine 2.2 kV/m EA’nm etkilerini arastirdiklar1
calismada, EA’ya maruz birakilan grubun viicut agirliginda kontrol grubuna gore
azalma oldugu ancak gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini
ifade etmislerdir. 50 Hz manyetik alanin yetigkin ratlarda spermatogenez iizerine
etkilerinin arastirildigr diger bir calismada (189) uzun siireli maruziyette kilo
artisinin - meydana geldigi ancak farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gosterilmistir. Duan ve arkadaglar1 (192) 50 Hz manyetik alanin fertilite

parametreleri iizerine etkilerini arastirdiklari caligmada benzer sonug elde etmisler.

Organizma i¢in Oncelikli antioksidan etkileri saptanan resveratroliin biyolojik
olarak; kanser karsiti, trombosit birikimini engelleyici, iskemi-reperflizyon
hasarindan koruyucu, enflamasyon oOnleyici, antimikrobiyal, kalp-damar sistemi
iizerinde koruyucu, damar genisletici, kan yapimi, yaslanma karsit1 ve Ostrojenik
etkileri belirlenmistir (111). Juan ve arkadaslar1 (169) saglikl ratlara gavaj yoluyla
20 mg/kg resveratrol uygulayarak sperm artisini arastirdiklari ¢alismada viicut
agirhiginda meydana gelen artisin kontrol grubuna benzer oldugunu gostermislerdir.
Kavas ve arkadaslar1 (193) sicanlarda oksidan ve antioksidan sistemler iizerine 20
mg/kg resveratroliin etkilerini arastirdiklar1 ¢calismada deneyin basinda ve sonunda
viicut agirlik dlgtimleri yapmislar ve deney sonunda resveratrol uygulanan grupta

kilo kayb1 oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda, viicut agirligr verileri degerlendirildiginde EA grubu ile K
grubu arasinda istatiksel olarak anlamli (p=0.01) bir fark ve EA uygulan grupta
viicut agirhiginda artma oldugu tespit edildi. Resveratroliin testis iizerine koruyucu
etkilerinin arastirildigi ¢alismamizda, EA+R grubunda EA grubuna goére viicut
agirhiginda anlamli derecede azalma (p=0.021) meydana geldigi tespit edildi. Sadece
R uygulanan grubun kilo kazanimi ise K grubuna gore anlamh artis gosterdigi (p=

0.014), EA grubuna ise yakin degerlerde oldugu tespit edildi.
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Bu konuda yapilan ¢caligma verileri farklilik gétermektedir. Calismada elde
ettigimiz bulgular EA’nin uygulama siiresi ve kullanilan doza bagli olarak diger
calismalarla bazi farklihiklar gostermektedir. Calisma bulgular1 bize EA’nin
noroendokrin fonksiyonu etkileyerek metabolizmay1 yavaslattigi bu nedenle kilo
artist olusturdugunu dislindliirse de bunun ilave caligmalarla desteklenmesi
onemlidir. Ayrica EA grubunda meydana gelen kilo artiginin reveratrol uygulmasi ile
azaltilmasi resveratroliin kilo artigina karsi kullanimimin olabilecegini gostersede bu

alanda bagka calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Calismada, deney sonrasinda sakrifiye edilen hayvanlardan ¢ikartilan testis ve
epididim dokular1 tartilarak testis ve epididim agirlik verileri elde edildi. Testise ait
veriler degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. Ancak kontrol grubu ile EA grubu arasindaki fark anlamli olmasada
EA’ya maruz birakilan grubun testis dokusunda azalma tespit edilmistir. Caligma
sonuglar1 Margonata ve Erpek’in calisma bulgular1 ile benzerlik gdstermektedir
(190,191). Epididime ait verilere yapilan istatistiksel analiz sonucunda EA’ya maruz
birakilan grup ile K grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. EA
uygulanan grup ile EA+R uygulanan grup arasinda fark anlamli olmasada EA+R
grubunda epididim agirliginda artis tespit edildi. Bu artis tam olmasada EA hasarina
kars1 koruyucu olarak secilen resveratrol dozunun kismen koruyucu oldugunu
gostermektedir. Daha yiiksek dozlarda kullannommim daha etkili bir koruma
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Duan ve arkadaslarinin (192) 50 Hz manyetik
alanin spermatogenez iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada; 4 haftalik ve 8
haftalik maruziyettede gruplar arasinda epididim agirlig1 acisindan anlamli bir fark

elde edilmemistir.

Calismamizda arastirma gruplarmin giinliik olarak viicut 1sis1 ve testis 1s1s1
Olciilmiis olup toplamda 30 giinlik deger elde edilmistir. Arastirma gruplarmin
giinliik viicut 1s1 Ol¢iimlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalarindan elde edilen
verilere uygulanan istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Viicut 1sis1, EA+R uygulanan grubta K grubuna gore
anlamli olarak azalma, EA grubuna gore anlamli olmasada viicut isisinda azalma

tespit edilmistir. Calisma bulgularindan yola ¢ikarak en diisiik viicut 1sisinin EA+R
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uygulanan grupta olustugunu soyleyebiliriz. Testis 1sismna ait  veriler
degerlendirildiginde gruplar arasinda fark istatistik olarak anlamli bulunmustur.
Viicut 1sisina parelel olarak EA+R grubunun testis 1s1s1 diger gruplardan daha diisiik
bulunmustur.  Sonuclar bize, hem EA’nin hem de resveratroliin termoregiilasyon
mekanizmalarindan bir veya birkagini etkilebildigini diisiindiirmektedir. in vitro ve
invivo olarak yapilan ¢alismalarda da resveratroliin, inflamasyon ile uyarilan ve PG
sentezini katalize eden enzim siklooksijenaz-2 (COX-2) iiretimini azaltigi

gosterilmistir (140, 141).

Calismamizda sperm say1 degiskeni gruplar arasinda Kruskal-Wallis testine
gore ileri diizeyde anlamli olarak bulundu (p=0.001). K grubuna goére yapilan
kiyaslamalarda; K grubu ile EA grubu arasinda fark anlamli (p=0.01) ve EA
grubunda sperm sayisinda azalma tespit edildi. K grubu ile EA+R ve R gruplari
arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. EA grubuna gore yapilan
karsilastirmalarda; EA grubu ile EA+R grubu arasinda fark anlamli (0.002) ve EA+R
grubunda sperm sayisinda artma, EA grubu ile R grubu arasinda fark istatistiksel
olarak anlamli1 (p=0.002) ve R grubunda artma tespit edildi. Caligsma bulgularina gore
resveratroliin EA hasarma karst olusan sperm sayisinda azalmaya karst koruma
sagladig1 soylenebilir. EA sperm sayisinda azalma meydana getiriyor. Bu elde
ettigimiz sonu¢ Al-Akhras ve arkadaslarmin yapigi calisma ile uyumluluk
gostermektedir. Al-Akhras ve arkadaslarinin (189) 50 Hz manyetik alani ratlar
iizerine uygulayarak sex hormonlar1 ve fertilite parametrelerini arastirdiklar:
calismada; maruziyet sonrasinda manyetik alan uygulanan grupta sperm sayisinda
azalma oldugunu tespit etmislerdir. Juan ve arkadaslar1 (169) resveratroliin saghkli
ratlar lizerinde sperm sayisinda artis ile ilgili yaptiklari calismada gavaj yolu ile
verilen 20mg/kg resveratrolin sperm sayisinda artisa neden oldugunu
gostermislerdir. Elewa ve arkadaslar1 (194) cadmium chloride ile olusturan testis
hasarina kars1 ve p53 geni, gonotropinlerin azalmasi, Bcl-2 gen ifadesi ile olusan
infertilite {izerine resveratroliin etkilerini arastirdiklar1 ¢caligmada resveratroliin sperm

sayist ve motilite lizerine olumlu etkileri oldugunu tespit etmislerdir.

Sperm motilitesinde spermler; ileri hareketli, yerinde haraketli ve

hareketsiz olmak tlizere degerlendirildi. Motilite, ileri ve yerinde hareketli spermlerin
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saymm1 sonucu elde edildi. Tiim gruplarm analizleri Kruskal-Wallis testi ile yapildi.
Istatistiksel analiz sonuglarina gdre dort grup arasinda spermlerin motilitesinde fark
anlamli olarak bulundu (p=0.002). Yapilan karsilastirmalarda; K grubu ile EA grubu
arasindaki fark anlamli (p=0.03) ve EA grubunda motilitede azalma tespit edildi. K
grubu ile EA+R ve R grublar1 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi.
EA grubu ile EA+R grubu arasinda fark istatiksel olarak anlamli (p=0.004) ve EA+R
grubunda motilitede artma tespit edildi. Motilite bulgulari, sperm say1 bulgular1 ile
benzelik gostermektedir. EA uygulamasi motilitede azalma olustururken resveratrol

uygulamasi motilitede artisa sebep olmaktadir.

Duan ve arkadaslar1 (192) yetiskin ratlarda 50 Hz manyetik alanin sicanlarda
sprematogenez tizerine etkilerine baktiklar1 calismada MDA, SOD ve CAT’1
degerlendirmisler ve kontrol grubu ile maruziyet grubu arasinda farkin anlamlhi
olmadigmi gostermislerdir. Bizim c¢alismamizda, 50 Hz EA’ya maruz brakilan
grupta kontrol grubuna gére MDA degerinde anlamli artma (p<0.05), CAT degerinde
anlamli olmasada azalma, SOD ve GPx degerlerinde anlamli azalma (p<0.05) tespit
edildi. Bu caligma sonuglar1 bize 50 Hz EA’nin testis dokusu lizerinde oksidatif stres
olusturdugunu gostermektedir. Calisma bulgularimiz histopatolojik bulgularla

uyumluluk gostermektedir.

Resveratrol dogada bulunan antioksidan bir maddedir. Resveratroliin iireme
fonksiyonlar1 lizerine etkilerinin arastirilmasi oldukca yenidir. Yulug ve arkadaslari
(195) methotrexate (MTX) ile uyarilan testis hasarina karsi resveratroliin etkilerini
arastirdiklar1 calismada dort grup (Kontrol, MTX, MTX+R, Resveratrol)
olusturmuslardir. Caligmada resveratrol 20 mg/kg/glin intraperitoneal olarak 10 giin
sireyle kullanilmistir. Testis dokusunda MDA, SOD ve CAT aktivitelerininde
arastirildig1 calismada, resveratrol uygulamasi ile SOD’da anlamli, CAT’da anlamli
olmasada artis tespit edilmistir. Elewa ve arkadaslar1 (194) cadmium chloride ile
olusturan testis hasarma karsi ve p53 geni, gonotropinlerin azalmasi, Bcl-2 gen
ifadesi ile olusan infertilite {izerine resveratroliin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada
anlamli olmasada resveratroliin SOD aktivitesini artirdigini ifade etmislerdir. Kavas
ve arkadaslar1 (193) siganlar iizerinde resveratroliin oksidan ve antioksidan sistemler

iizerine etkilerini arastirmiglardir. Calismada 20 mg/kg resveratrol 6 hafta
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hayvanlarin i¢tigi suya konularak uygulanmistir. Sonug olarak deney grubunda MDA
degerinde anlamli azalma, SOD ve CAT degerlerinde ise anlamli artis (p<0.001)
tespit edilmistir. Kasdallah-Grissa ve arkadaslar1 (196) ratlarda etanol ile uyarilan
lipid peroksidasyon iizerine resveratroliin koruyucu etkilerini arastirmiglardir.
Calismada karaciger, kalp, beyin ve testis dokusunda MDA degerleri arastirilmastir.
Testis dokusunda resveratrol ile tedavi sonrast MDA degerlerinin anlamli derecede
azaldig1 tespit edilmistir. Unal ve arkadaslar1 (168) testis iizerine di-n-butyl
phthalate’in etkileri ve resveratroliin olas1 koruyuculugunu arastirdiklar1 ¢alismada,
20 mg/kg resveratroliin testis dokusunda hasar arttikca koruyucu etkisinin azaldigmni
ifade etmislerdir. Calismamizda EA+R grubunda EA grubuna gére MDA degerinde
anlamli azalmanin (p<0.05) olmas1 resveratroliin antioksidan etkisini gostermekle
beraber ancak CAT, SOD ve GPx degerlerinde EA grubuna gore artisin olmamasi
nedeniyle kullandigimiz dozun yetersiz kaldigmi sdyleyebiliriz. MDA, SOD, CAT,
GPx degerleri R grubu ile K grubu arasinda benzer bulunmustur. K grubu ile R grubu
arasinda MDA, SOD, CAT ve GPx aktivitelerinin benzer olmasi kullandigimiz

dozun toksik olmadigin1 ancak yetersiz oldugunun gostergesi olabilir.

EA uygulamasi testis fonksiyonlarinin néroendokrin kontroliinii etkileyebilir.
Al-Akhras ve arkadaslar1 (189) ¢alismalar da 50 Hz manyetik alan1 siganlara 6, 12,
18 hafta uygulayarak testosteron, LH ve FSH {izerine etkilerini arastirmiglardir.
Calismada, 18 haftalik maruziyet grubunda kontrol grubuna gore LH seviyesinin
anlamli derecede arttigi, 6 ve 12 haftalik maruziyet grubunda ise testosteronun
anlamli derecede azaldig1 gosterilmistir. FSH degerleri agisindan gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Duan ve arkadaslar1 (192) 50 Hz manyetik alani
haftanin hergiinii giinde 4 saat uygulayarak yetiskin ratlarda spermatogenez iizerine
etkilerini arastrmuglardir. 4 haftalik ve 8 haftalik uygulamalarda testosteron
seviyeleri agisindan gruplar arasinda fark bulunamamistir. Ancak 8 haftalik
uygulamada anlamli olmasada testosteron seviyesi azalmistir. Erpek ve arkadaslari
(191) 50 Hz EA 8 hafta giinde 8 saat uygulayarak testis {iizerine etkilerini
arastirdiklar1 c¢alismada, maruziyet grubunda testosteron seviyesinde anlamli
olmasada azalma oldugunu bulmuslar. Resveratroliin saglikli sicanlarda sperm
iretimine etkisinin arastirildigi farkli bir ¢alismada; testosteron, FSH ve LH’in

resveratrol uygulamasi ile anlamli derecede arttigir tespit edilmistir (169).
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Calismamizda EA uygulamasi ile testosteron seviyesi azalmis olsada fark istatistiksel
olarak anlamli degildir. Testosteron R grubunda diger gruplara gére anlamli bir artis
(p<0.05) gostermistir. FSH ve LH seviyeri a¢isindan gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. E2 EA uygulamas: ile artis gostersede fark anlamli degildir.
Resveratrol uygulamasi ile E2 seviyesinde artis meydana geldigi calismamizda tespit
edilmistir. GH diizeyleri EA grupta artis gdstermesine ragmen anlamli degildir.
Resveratrol GH seviyesinde anlamli bir artis (p<<0.05) saglamistir. E2 ve GH ile ilgili
calisma bulgularimiz EA ve R gruplarindaki kilo artiglarimi agiklayabilecegini
disiindiirdii ancak ileride yapilacak c¢alismalarla bu bulgularin desteklenmesi

gerekmektedir.

Tek hiicreli jel elektroforezi veya siklikla tercih edilen diger adiyla “Comet
Assay” teknigi hiicre diizeyinde DNA hasarmi saptamak ve miktarini belirlemek i¢in
uygulanan mikroskobik ydntemdir. ilk olarak 1978 yilinda Rydberg ve Johanson
tarafindan gelistirilmistir. Daha sonra Ostling ve Johanson teknigi gelistirilerek
hiicrelerde DNA hasar tespitinin hassasiyetini arttirmak i¢in elektroforez basamagini
ekledi. Son olarak 1988 yilinda Singh ve arkadaslar1 sadece ¢ift sarmal kiriklar1 degil
tek sarmal kiriklarinin da anlagilmasi i¢in notral degil alkali kosullarda islemin
yapilmasmi ger¢eklestirdi. Bugiin hala Singh ve arkadaslarmin gelistirmis oldugu,
hem tek hem de ¢ift zincir kiriklarmin a¢ilmasimni saglayan metod kullanilmaktadir
(66, 178, 179). Calismamizda hi¢ hasar bulunmayan hiicreler 0, az hasarli hiicre 1,
orta hasarli hiicre 2, ¢ok hasarli hiicre 3, ileri derecede hasarli hiicre 4 olarak
degerlendirildi. DNA hasarinin siddetine gore her drnek i¢in toplam comet skoru
olusturuldu. Elde edilen comet skoru verilerine uygulanan Kruskal — Wallis testis
sonucunda gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli
bulundu (p=0.001). Yapilan karsilastirmalarda; K grubu ile EA grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p=0.001) ve EA grubunda comet skoru artmistir. EA
grubu ile EA+R grubu arasindaki fark anlamli (p=0.001) ve EA+R grubunda comet
skorunda azalma bulunmustur. EA grubu ile R grubu arasinda fark istatistiksel olarak
anlamli (p=0.001) ve R grubunda comet skorunda azalma tespit edilmistir. Bu elde
ettigimiz sonucglar bize EA’nin DNA hasar1 olusturdugunu gostermektedir. DNA
hasarmin olugsmas1 muhtemel olarak infertiliteye veya konjenital anomalilere neden

olabilir. Testis dokusunu olas1 bir hasara karsi koruyucu olarak kullandigimiz
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resveratrol calismamizda DNA hasar1 siddetini azaltmaktadir. Ileride yapilacak
calismalarla ¢alisma bulgularimizin  desteklenmesi litaratiire Onemli katki

saglayacaktir.

Erpek ve arkadaslar1 (191) yaklasik 2.2 kV/m biiytiklikte EA’y1 farelere
uygulayarak testis Tlzerindeki etkilerini histopatolojik olarak incelemislerdir.
Calismada, testisin histopatolojik analizinde kanama, 6dem, vaskiiler konjesyon,
intertisyel fibrozis, bazal membran kalinligi, leydig hiicre proliferasyonu, seminifer
tiibiil dejenerasyonu, tiibiiler atrofi ve nekroz tespit edilmistir. Kontrol grubunda
testisler normal fizyolojik goriinimde iken maruz grupta seminifer epitelde
dejenerasyon (vakuolizasyon, germ hiicrelerinde azalma, nekroz, hiyalinizasyon),
fokal/yaygin 6dem, intertisyel dokuda hafif vaskiiler konjesyon gozlemlenmistir.
Intertisyel doku fibrozisi ile gevrelenen total tiibiiler dejenerasyon veya nekroz nadir
olarak goriilmesine ragmen seminifer tiibiillerde germ hiicrelerinde ve seminifer
tiibiil ¢aplarinda azalma siklikla tespit edilmistir. Seminifer tiibiillerde hiyalinizasyon
ve atrofi ayrica bazi nekrotik tiibiillerde kalsifikasyon ve seminifer tiibiillerde
degisiklige ilaveten fokal leydig hiicre hiperplazileri de goriilmiistiir. Lokhmatova ve
Pastukhova (197), farelerde 17 kHz EA’nin testis iizerine etkilerini arastirdiklari
calismada EA’nin  seminifer tiibiillerde spermatojenik epitelial tabakada
deskuamasyona neden oldugunu ileri siirmiigler. Ayrica Lokhmatova’nin (198)
yaptig1 farkli bir ¢aligmada uzun dénem (9 ay) 17 kHz EA maruz brrakilan farelerde
spermatojenik epitel hiicrelerinde ve steroid iireten hiicrelerde yikim siirecinde artma
ile histohematik barier durumda degisiklik tespit edilmistir. Margonato ve arkadaslar1
(190) ytiksek yogunluktaki EA’nin si¢anlardaki biyolojik etkilerini arastirdiklar1 bir
calismada testis dokusunu da degerlendirmislerdir. Calisma, 240 adet erkek sican
iizerinde yapilmistir. Giinde 8 saat 25 kV/m ve 100 kV/m 50 Hz EA 280, 440, 1240
saat olarak uygulanmistir. Tiim gruplarda maruziyet sonrasinda normal fizyolojik
oranlar tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda, histopatolojik incelemede kontrol
grubunda tunika albuginea, seminifer tiibiil, interstisyel bag doku, leydig hiicreleri
normal fizyolojik degerlerde, sertoli hiicreleri, spermatogonyumlar normal
konfigiirasyonda olup testis dokusunda kanama, inflamasyon, seminifer tiibiillerde
hasar tespit edilmedi. 50 Hz EA’ya maruz birakilan grupta ise seminifer tiibiil

epitelinde yer yer kopmalar, epitel kalimliginda ve seminifer tiibiil bazal laminasinda
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azalma, interstisyel alanda O6dem ve konjesyon, seminifer tiibiil epitelinde
vakuolizasyonlar, interstisyel bag dokuda azalma goriildii. Ayrica EA’ya maruz
kalan sicanlarin testis dokusunda ciddi hasarlari olustugu belirlendi. Morfometrik
degerlendirmede EA grubunda leydig hiicre sayisinda, seminifer tiibiil capinda ve
tunika albuginea kalmhginda azalma tespit edildi. Immiinohistokimyasal analizde

apopitoza ugrayan hiicre sayis1t EA grubunda anlamli derecede artis gostermistir.

Resveratrol (3, 5, 4’- trans- trihidroksistilben), dogada basta {izim olmak
iizere pek ¢ok farkli bitkide bulunan dogal non-flavonoid yapida polifenolik bir
fitoaleksin’ dir. Antioksidan 6zelligi olan giiclii bir bilesiktir. Juan ve arkadaslar1
(169) gavaj yoluyla verilen 20 mg/kg resveratroliin saglikli siganlarda sperm iiretimi
iizerine etkilerini arastirmuslardir. Calismada, histolojik incelemede kontrol ve
resveratrol grubunun ikisinde de tiibiiler elementlerin organizasyonunda bozulma
gibi mikroskopik lezyonlar goriilmemistir. Resveratrol uygulanan grupta tiibiiler
capta azalma fakat uzunlukta artma ile tiibiiler dansitenin iki katmna ¢iktig1 tespit

edilmistir.

Yulug ve arkadaslari (195) MTX ile uyarilan testis hasarma Kkarsi
resveratroliin etkilerini arastirdiklar1 calismada dort grup (kontrol, MTX, MTX+R,
Resveratrol) olusturmuslardir. Calismada resveratrol 20 mg/kg/giin intraperitoneal
olarak 10 giin siireyle kullanilmistir. Yapilan histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemelerde MTX grupta seminifer tiibiil liimeninde immatiir germ hiicrelerinde ve
seminifer tiibiil epitelindeki organizasyonda bozulma goriiliirken MTX+R grubunda
immatiir germ hiicrelerinde azalma ve seminifer tiibiil liimeninde spermatozoa’da
cok sayida artig goriilmistiir. MTX grupta apopitoz germ hiicrelerinde yaygin iken
MTX+R uygulanan grupta genellikle spermatogonyum hiicrelerinde mevcuttur.
MTX grupta epididimal epitelyum hiicrelerinde apopitoz yaygin, MTX+R grubunda
apopitotik hiicreler nadir olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu ile resveratrol grubu
degerler1 birbirine benzer c¢ikmistir. Sonu¢ olarak calismada elde edilen
biyokimyasal, histopatolojik ve apopitotik hiicre seviyesi sonuglart MTX ile uyarilan

testis hasaria karsi resveratroliin koruyucu olabilecegini gostermektedir.

Jiang ve arkadaglar1 (170) 2,5-hexanedion (2,5-HD) ile testis hasar1

olusturarak spermatogenez lizerine resveratroliin etkilerini arastirmuislardir.
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Calismada resveratrol farkli dozlarda (20 mg/kg, 40 mg/kg, 80 mg/kg) gavaj yoluyla
9 hafta siiresince kullanilmistir. Her grupta 8 hayvan olmak {izere kontrol grubu, 2.5-
HD ve 3 adet resveratrol grubu olusturulmustur. Yapilan immiinohistokimyasal
incelemelerde; 2,5-HD ile olusturulan testis hasar1 bulgularin resveratrol uygulamasi
ile normal siganlara yakin bir seviyede diizeldigi saptanmistir. Resveratrol
gruplarinda seminifer tiibiiller daha diizenli ve seminifer tiibiil c¢aplar1 hasar

grubundan daha iyi iken kontrol grubundan daha az bulunmustur.

Unal ve arkadaslar1 (168) yaptiklar1 ¢alismada testis iizerine di-n-butly
phthalate (DPB) ‘in etkisi ve resveratroliin mevcut koruyucu etkilerini
arastrmiglardr.  DBP  calismada farkli dozlarda (500 mg/kg, 1000 mg/kg)
kullanilmistir. Resveratrol 20 mg/kg gavaj yoluyla 30 giin boyunca verilmistir.
Kontrol grubu, hasar gruplar1 ve tedavi gruplar1 olusturulmustur. Hasar gruplarinda
TUNEL metodu ile tiim hiicre tiplerinde pozitif hiicre sayisinin arttig1 ve tedavi
gruplarinda resveratrol uygulamasi ile pozitif hiicre sayisinda anlamli azalma oldugu
tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonunda hasarin az oldugu
grupta (500 mg/kg DBP) resveratroliin etkinliginin hasarin fazla oldugu gruptan
(1000 mg/ DBP) daha iyi oldugu bu nedenle hasar arttikca 20 mg/kg/giin (30 giin)

resveratroliin etkinliginin yeterli olmadig1 diisiintilmiistiir (168).

Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir iiyesidir. Bax, p53 araciligiyla indiiklenir ve
bulundugu hiicrenin apoptoza gidisini hizlandirir. Cadmium chloride ile uyarilan
testis hasar1 ve p53 geninin asagi dogru diizenlenmesi ile azalan fertilitenin
resveratrol ile geri doniisiimii Elewa ve arkadaslar1 (194) tarafindan arastirilmistir.
Calismada histopatolojik bulgularda (seminifer tiibiillerdeki spermatogonial hiicre
cizgisi, germ hiicreleri, vakuolizasyon, intestinal 6dem, sertoli hiicreleri, leydig
hiicreleri, kanama) cadmium chloridenin olusturdugu toksiteyi resveratroliin 6nledigi

gosterilmistir.

Bizim calismamizda EA+R uygulanan grupta, seminifer tiibiil epitelinde yer
yer kopmalar ve epitel kalinliginda azalmalarin olmasma ragmen EA grubuna gore
siddetinin hafifledigi goézlendi. Germ hiicrelerinde azalma, interstisyel alanda 6dem
ve konjesyon, seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyonlar ve interstisyel bag

dokusununda azalmalar gozlenirken EA grubuna gore nisbeten yogunlugun
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hafifledigi tespit edildi. R grubundaki histolojik bulgular K grubuna benzer olmasina
ragmen farkliliklar bulundu. Tunika albuginea ve seminifer tiibiiller normal
goriinimde, EA ve EA+R grubu kadar olmasa da interstisyel bag dokuda azalma
hafif diizeyde saptandi. Seminifer tiibiil bazal laminasmin diizenli oldugu ve
epitelinin  normal  yapida  oldugu  gozlendi.  Sertoli  hiicreleri  ve
spermatogonyumlarinda normal konfigiirasyonda olduklar1 belirlendi. Ancak germ
hiicrelerinde hafif vakuolizasyon gozlendi. Testis dokusunun genel yapisinda

herhangi bir kanama, inflamasyon ve 6dem goriilmedi.

Testis hasar1 agisindan degerlendirdigimizde resveratroliin koruyucu etkisi ile
hasarlarin nispeten azaldigi ancak hasarlarin tamamiyla diizelmedigi gozlendi. R
grubu ve K grubunda ise testis dokusunun normale yakin bir goriiniimde oldugu
tespit edildi. Bu sonuglar bize resveratroliin koruyucu rolii oldugu ancak bu
calismada kullanilan dozunun yeterli olmadig1 farkli dozlarda koruyuculugunun

artabilecegi sonucunu diistindiirdii.

Morfometrik analizde, resveratrol uygulanan gruplarda seminifer tiibiil
capinda anlamli bir fark olmadigi, EA+R uygulanan grupta leydig hiicre sayilarinda
ve tunika albuginea kalinliginda azalma, K ve R gruplar1 arasinda anlamh bir fark
olmadig1 tespit edildi. Calisma bulgular1 uygulanan dozdaki resveratroliin EA’nin
olusturdugu leydig hiicre sayis1 ve tunika albuginea kalinlig1 hasarina kars1 etkili bir

koruma saglamadigini géstermektedir.

Immiinohistokimyasal incelemelerde, K grubuna goére EA ve EA+R
gruplarinda apoptotik hiicre sayisinda anlamli derecede artis gozlendi (p<0.05). R
grubu ile K grubu arasinda ise anlamli bir farklilik saptanmadi. Apoptotik hiicre
sayisinin en fazla EA grubunda oldugu tespit edildi. EA ve EA+R gruplari
karsilastirildiginda ise yine anlamli bir farklilik gozlendi. Resveratroliin koruyucu
etkisiyle kismen apoptotik hiicre sayisinda azalma saptandi. Sonug olarak, EA testis
dokusunda ciddi hasarlar olusturmustur. EA+R grubunda ise resveratroliin koruyucu
etkisi ile gerek apoptotik hiicre sayisi, gerek doku hasarlar1 azalmis ancak tam

anlamiyla diizelmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, 50 Hz (10kV/m) frekanslh alternatif elektrik alanin kullanilmasi
ile elektrik alanin viicut i¢i dipollerinin yoniinii degistirmesi, yeni dipoller
olusturmasi, sivisal igerikli bir doku olan testis iizerindeki etkilerinin arastirilmasi
ayrica resveratrol kullanilarakda yeni ilag adayr bulgularmna ulagilmasi deneniyle

disiplinlerarasi bir karekter tagimaktadir.

Bu proje kapsaminda oncelikle EA’nin testis dokusu iizerindeki etkilerine
bakildi. EA uygulanan gruptaki bulgular kontrol grubu ile karsilastirildi. EA

uygulanan grupta elde ettigimiz bulgular;

- Viicut agirhiginda artis,

- Epididim agirliginda istatistik olarak anlamli olmasada artis,

- Viicut 1s1s1 ve testis 1s1 degerleri kontrol grubuna benzer,

- Sperm sayis1 ve motilitede anlamli derecede azalma,

- Testis dokusunda hasarin gostergesi olan MDA degerinde artis,

- SOD, CAT, GPx aktiviteleri agisindan anlamli bir farkin olmamasi,
- Serum total testosteron degerinde azalma,

- FHS, LH, E2, GH seviyeleri acisindan farkin olmamasi,

- DNA hasarinin anlamh bir sekilde tespiti,

- Histopatolojik olarak; seminifer tiibiil epitelinde yer yer kopmalar ve
epitel kalinliginda azalmalar, seminifer tiibiillerin bazal laminasinda
ayrilmalar, germ hiicrelerinde azalma, interstisyel alanda 6dem ve
konjesyon, seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyonlarin olmasi,

interstisyel bag dokusunun da kontrole gére azalmis olmasi,

- Leydig hiicre sayisinda, seminifer tiibiil ¢apinda ve tunika albuginea

kalinliginda azalma,

- Apoptotik hiicre sayisinda anlamli derecede artis.
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Calismada EA’nm olusturdugu hasara karsi resveratroliin koruyucu etkileri
ile ilgili sonuglar ise,
- EA grubuna gore EA+R uygulanan grubun viicut agirhiginda azalma,

- Testis agiwrhiginda anlamli olmasada azalma, epididim agirliginda

istatistiksel olarak anlamli olmasada artis,
- Viicut 1s1sinda anlamli bir fark yok, testis 1sisinda azalma,
- Sperm sayis1 ve motilitede anlamli derecede artma,
- Testis dokusunda hasarin gostergesi olan MDA degerinde azalma,
- SOD, CAT, GPx aktiviteleri agisindan anlamli bir farkin olmamasi,

- Serum total testosteron degerinde anlamli olmasada EA uygulamasina

gOre artma,

- FHS, LH, E2, GH seviyeleri agisindan farkin olmamasi1 ancak sadece
resveratrol uygulanan grupta E2 ve GH degerlerinde diger gruplara gére

anlamli bir artma,
- Resveratrol uygulamasi ile EA’nin olusturdugu DNA hasarinda azalma,

- EA+R uygulanan grupta, seminifer tiibiil epitelinde yer yer kopmalar ve
epitel kalmhiginda azalmalarin olmasma ragmen EA grubuna gore
siddetin hafifledigi goézlendi. Germ hiicrelerinde azalma, interstisyel
alanda 6dem ve konjesyon, seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyonlar
ve interstisyel bag dokusununda azalmalar gozlenirken EA grubuna goére

nisbeten yogunlugun hafiflemesi,

- EA+R grubunda EA grubuna gore leydig hiicre sayisinda, seminifer tiibiil

capinda ve tunika albuginea kalinliginda artma,

- Apoptotik hiicre sayisinda EA’ya gore azalma.
Arastirma sonucunda; caligmamizda elde ettigimiz bulgulara gére EA’nin
DNA hasar1 olusturdugunu diisiinmekteyiz. Sonuglar hem tip alanina hemde

miihendislik biliminede katki saglayacaktir. Tibbi olarak; DNA hasarinin olugmasi

muhtemel olarak infertiliteye veya konjenital anomalilere neden olabilir. Caligma
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sonuclart bu anomalilerin tedavisine, miihendislik ac¢isindan; evlerimize,
igyerlerimize ulasan elektrik kablolarmin ve elektrikli aletlerin daha saglikli bir
sekilde iiretilmesine ve kullanilmasina yon verecektir. Calismada antioksidan olarak
kullandigimiz resveratrol dozunun testis hasarinda belirledigimiz tiim parametreler
iizerinde tam olarak koruyucu etkisinin olmamasi nedeniyle ileride yapilacak
calismalarda, resveratroliin ¢esitli dozlarda kullanilmasinin daha faydali olacagini

disiinmekteyiz.
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OZET

Elektrik Alanin Sican Testis Dokusundaki Fizyopatolojik Etkileri ve

Resveratroliin Koruyucu Rolii

Son yillarda teknolojinin hizla gelismesi insanlarin elektrik ve manyetik
alanlara maruziyetini arttirmaktadir. Yapilan deneysel caligmalar, elektrik ve
manyetik alanlarin degisik dokularda stres olusturdugu ve organlarin fonksiyonlarmi
bozdugunu gostermistir. Calismamizda 50 Hz elektrik alanin testis dokusu iizerinde
olusturdugu hasar ile resveratroliin koruyucu rolii arastirilmistir.

Calismada, toplam 32 adet 3 aylik erkek wistar albino si¢an kullanildi. Deney
grubundaki hayvanlar; 1. kontrol, 2. elektrik alan, 3. elektrik alan + resveratrol, 4.
resveratrol olarak dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna gavaj ile serum fizyolojik
verildi. Elektrik alan grubuna 50 Hz (10 kV/m) elektrik alan ve serum fizyolojik,
elektrik alan + resveratrol grubuna 50 Hz elektrik alan + 20mg/kg/giin resveratrol,
resveratrol grubuna ise sadece gavaj yoluyla 20mg/kg/giin resveratrol uygulandi. 30.
gilinlin sonunda sakrifiye edilen hayvanlardan; histopatolojik incelemeler i¢in testis
dokusu, sperm izolasyonu icin epididim, biyokimyasal analizler i¢in kan ornekleri
alida.

Elektrik alan uygulanan grupta; viicut agirhiginda artis anlamli (p=0.005),
testis, epididim agirliklarinda fark anlamli degil. Sperm sayis1 ve motilitede anlamli
derecede azalma (p<0.001), MDA degerinde artis, SOD, CAT, GPx aktiviteleri
acisindan fark anlamli degil. Serum total testosteron degerinde anlamli azalma, FSH,
LH, E2, GH seviyeleri agisindan fark anlamli degil. Elektrik alan uygulanan grupta
DNA hasarinda fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.001). Elektrik alan uygulanan
grupta histopatolojik bulgular kontrol grubuna goére anlamli bulunmustur (p<0.05).
Elektrik alantresveratrol grubunda elektrik alan grubuna gore leyding hiicre
sayisinda, seminifer tiibiil ¢apinda ve tunika albuginea kalinliginda artma, apoptotik
hiicre sayisinda elektrik alana gore azalma tespit edildi.

Elektrik alan uygulamasinin testis dokusunda hasara neden oldugu, ancak 20
mg/kg/giin resveratroliin bu hasar1 6nlemede yeterli olmadigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Elektrik alan, testis, resveratrol
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ABSTRACT

Physiopathological Effects of Electric Field in Rat Testis Tissue and Protective

Role of Resveratrol

In recent years, the rapid development of technology increases the exposure
to electric and magnetic fields on people. Experimental studies on electric and
magnetic fields showed that create stress in different tissues and disrupt organs
function. There were no studies in the literature showing any damage to the testis
tissue of 50 Hz electric field. In our study, the protective role of resveratrol on the
kidney damage caused by the 50 Hz electric field is investigated.

A total of thirty two male Wistar albino rats (3-4 month old) were used in this
study. These animals were separated into four groups; 1.control, 2.electric field, 3.
electric field+resveratrol, 4. resveratrol. The control group was performed saline by
gavage. 2. groups 50 Hz (10/kV/m) electric field and saline, 3. groups 50 Hz
(10/kV/m) electric field and 20mg/kg/day resveratrol, 4. groups 20mg/kg/day
resveratrol were performed. Resveratrol was administered by gavage to the animals.
After 30 days from sacrificed animals was collected testicular tissue for
histopathological examinations, epididymal sperm for insulation, and blood samples
for biochemical analysis.

The group applied electric field; significant increase in body weight (0.005),
and testis, epididymis no significant difference in weight. And a significant decrease
in sperm count, motility, MDA value increase, SOD, CAT, GPx activities are not
significantly different. Significant reduction in the value of serum total testosterone,
FSH, LH, E2, GH levels are not significantly different. DNA damage in the electric
field applied in the group difference was statistically significant (p <0.001). The
group applied electric field histopathological findings were significant compared to
the control group (p <0.05). The electric field+resveratrol group, electric field
according to groups the number of leydig cells, seminiferous tubules diameter and
thickness increase in the tunica albuginea, a decrease was observed in the number of
apoptotic cells compared to electricity.

Histopathological changes in the testis tissues were found to occur with the
electric field. 20 mg/kg/day resveratrol was determined to be sufficient to prevent
this damage

Keywords: Electric field, testis, resveratrol
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BIiLIMSEL ETIGE UYGUNLUK

BEYAN

Bu tez caligmasmin kendi calismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin sathalarda etik dig1 davranigimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismayla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1i da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

Tezi Hazirlayan
Rahime ASLANKOC

Imza

Danigman
Dog¢.Dr. Nurhan GUMRAL

Imza
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Ek 1. Etik Kurul Karan

T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanhig

SAYT : 21438139 - 219 14/08/2014
KONU: Etik Kurul Karar

SAYIN _
Dog. Dr. Nurhan GUMRAL
(SDU Tip Fakiiltesi Fizyoloji A.D.)

“Elektrik Alanmn Sigan Testis Dokusundaki Fizyopatolojik Etkileri ve Resveratroliin
Koruyucu Rolii” konulu projeniz Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 14 AGUSTOS 2014 tarih ve 09 sayili karan ile uygun bulunmustur. Kararm bir Srnegi ekte
sunulmugtur. Bilgilerinize rica ederim.

Ek: | Adet HADYEK Karar1

-
SDU-HADYEK Sekreteri: Murat OZKAN 0246 211 3770, Faks: 0246 237 1164 E - mail: hadyek@sdu.edutr
Adres: SDU Tip Fak. Morfoloji Binasi Zemin Kat {Hastane kargisi) 32260 Giiniir / ISPARTA
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T.C.

SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karan

TOPLANTI TARIHI

TOPLANTI SAYISI

KARAR SAYISI

14.08.2014

21

09

Silleyman Demirel Universitesi Rektorliizii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 14 AGUSTOS 2014
tarihinde Saat 14:00°da toplanarak asagidaki kararlar almistir,
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji A.D. Ogretim Uyesi Dog. Dr. Nurhan GUMRAL’in
yiiriitiiciisti oldugu Dog. Dr. Se]guk"COMLEKCL Yrd. Dog. Dr. Nurgiil SENOL, Yrd. Dog. Dr. Halil ASCI,
Yrd. Dog. Dr. Mustafa SAYGIN, Ogr. Gér. Rahime ASLANKOC, Ars. Gor. Fatma Nihan CANKARA nin

yardimer aragtirmaci olarak yer aldigi, “Elektrik Alanm Sican Testis Dokusundaki Fizyopatolojik
Etkileri ve Resveratroliin Koruyucu Roli” baghkli galigma;

Tiird

Cinsiyeti Sayis

Yas1

Deney
Hayvanmn

Sican (Wistar Albino)

Erkek 32

3-4 ayhk 200-250gr

Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yere! Etik Kuruly tarafindan oy birligi ile

UYGUN gériilmiistiir.

Dog. Dr. Etkan UZ
BASKAN

Prof. Dr. Miinire CAKIR
BASKAN YAPJSIMCISI

Dog. Dr. I. Metin CIRIS
UYE

/7//4/0

Wz

[ 4
Yrd. Dog. Dr. Pinar ASLAN KOSAR
UYE

Yrd. Dog. Dr. Gillnur OZGUNER
N UYE

Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AK Y
UYE

KATILMADI

]

KATILMADI

Ogr. Gor. [brahim ONARAN
UYE

Vet. Hekim Ismail UZ
UYE

Ecz. Mustafa Serhan DERYAL

KATILMADI

UYE

SD!'.'I-HAD!('EK Sekreteri: Murat OZKAN 0246 211 3770, Faks: 0246 237 1164, E - mail: hadyek@sdu.edu.tr
Adres: SDU Tip Fak. Morfoloji Binast Zemin Kat (Hastane karsis1} 32260 Ciiniir / ISPARTA
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Ek 2. Ozgecmis

Kisisel Bilgiler

Adi1: Rahime

Soyadi: ASLANKOC

Dogum yeri: Tarsus

Dogum tarihi:

25.12.1970

Uyrugu: T.C.

Tel: 05442965293

E mail:

rahimeaslankoc@sdu.edu.tr

Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurum Mezuniyet Y1l
Doktora S.D.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii 2016
Yiiksek lisans S.D.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii 2002
Lisans Atatiirk Uni. Hemsirelik Yiiksek 1992
Okulu
Lise Tarsus Lisesi 1988
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Stire (Y1l-Y1l)
Hemsire Atatiirk Uni. Arastirma Uygulama 1990-1994
Hastanesi
Ogretmen Sarkikaraagac Saglik Meslek Lisesi 1994-1997
Ogretim Gorevlisi S.D.U. Saglik Bilimleri Fakiiltesi 1997-
Yabanci Diller KPDS/UDS (Diger)
Puani Puani
Ingilizce 61
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