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OZET

ELEKTROMANYETIK ALANIN SICAN TESTISLERINDEKI ETKIiLERINE
KARSI TIMOKINON VE LUTEOLIN’IN KORUYUCULUGUNUN
STEREOLOJIK VE HiISTOKIMYASAL YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Amag: Bu calismada, elektromanyetik alan (EMA) maruziyetinin erkek {ireme sistemi
lizerine olan olumsuz etkilerini arastirmak ve ortaya ¢ikabilecek olumsuz etkilerin
kullanilan timokinon ve luteolin ile azalttilip azalttilamayacaginin gozlemlenmesi
amaglanmstir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismada, 200 gr viicut agirliginda 12 haftalik 36 eriskin erkek
Wistar albino sigan kullanilmustir. Hayvanlar rastgele alti gruba ayrilmistir: Kontrol
(Kont, n=6) grup, EMA’ya maruz birakilan grup (EMA, n=6), Luteolin uygulanan grup
(Lut, n=6), EMA maruziyeti ile birlikte Lut uygulanan grup (Lut+tEMA, n=6),
timokinon verilen grup (Tim, n=6), EMA maruziyeti ile birlikte Tim verilen grup
(TIM+EMA, n=6). Yirmi sekiz giinlik deney siiresinin sonunda deneklere, anestezi
altinda kardiyak perfiizyon yapilmistir. Sonrasinda deneklerin testis dokularindan alinan
ornekler histolojik, stereolojik, biyokimyasal ve immunohistokimyasal yoOntemlerle
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak karsilastiriimistir.

Bulgular: Stereolojik degerlendirme sonucunda EMA’ya maruziyetin spermatogenetik
seriyi olusturan primer spermatosit ve spermatid hiicrelerde ve ayrica Leydig
hiicrelerinin sayisi iizerinde olumsuz etkiye neden oldugu gozlenmistir (p<0.05). Bu
noktada, Lut ve Tim’in EMA’nin ilgili hiicrelerde olusturdugu hasarlara kars1 koruyucu
etikiye sahip olduklar1 ortaya konmustur (p<0.05). Bu bulgulara paralel olarak
stereolojik sonuglar histolojik ve immunohistokimyasal bulgular ile desteklenmistir.
Sonug: Elde edilen bulgular 900 MHz EMA maruziyetinin siganlarin testis dokusu
tizerinde birtakim olumsuz etkilere neden oldugu ancak Lut ve Tim’in ortaya ¢ikan
hasarlar1 6nemli Olglide azalttigi ve Lut’un Tim’e kiyasla daha fazla koruyucu etkiye
sahip oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Luteolin; si¢an; stereoloji; testis; timokinon

Ahmad YAHYAZADEH, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi- Samsun, Agustos-2017



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF THYMOQUINONE AND LUTEOLIN ON
RAT TESTIS EXPOSED TO ELECTROMAGNETIC FIELD VIA
STEREOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL METHODS

Aim: In this study, it was aimed to investigate the negative effects of exposure to
electromagnetic field (EMF) on the male reproductive system, and to observe whether
or not the possible adverse effects could be reduced using thymoquinone and luteolin
administration.

Materials and Methods: In this study, thirty-six adult male Wistar albino rats weighing
200 g and aged 12 weeks old were used. The animals were randomly divided into 6
groups: control (Cont, n = 6) group, group exposed to EMF (EMF, n = 6), administered
luteolin group (Lut, n = 6), administered thymoquinone group (Tim, n = 6), EMF
exposed group with Lut, EMF exposed group with Tim (EMF+Tim, n = 6). At the end
of the twenty-eight day trial period, the subjects underwent cardiac perfusion under
anesthesia. Subsequently, samples taken from the testicular tissues of the subjects were
evaluated by histological, stereological, biochemical and immunohistochemical
methods. The data obtained were statistically compared.

Results: As a result of the stereological evaluation, it was observed that exposure to
EMF caused a deleterious effect on spermatogenetic series forming primery
spermatocytes and spermatid cells as well as Leydig cells (p<0.05). It has been
demonstrated that Lut and Tim had protective effect on the damages due to EMF
exposure in the relevant cells (p<0.05). Consistent with these findings, stereological
results were supported by histological, biochemical and immunohistochemical findings.
Conclusion: Our findings revealed that exposure to 900 MHz EMF brought about
complications on testicular tissue of rats, and Lut and Tim administration significantly
reduced the testicular damages. Moreover, Lut had more restorative influence in
comparison to Tim.

Keywords: Luteoline; rat; stereology; testis; thymoquinone

Ahmad YAHYAZADEH, Ph.D. Thesis
Ondokuz Mayis University- Samsun, Agustos -2017



SIMGELER VE KISALTMALAR

A : Dalga boyu

pm : Mikrometre

pW/em? : Mikro Watt/santimetre kare
ACTH : Adrenokortikotropik hormon
AOO : Alan Ornekleme Orani

A/M : Amper/metre

ALT : Alanin aminotransferaz
AST : Aspartat aminotransferaz

C : Karbon

Ca®t : Kalsiyum

CAT : Katalaz

CE : Hata katsay1s1

cm : Santimetre

CcVv : Degisim katsay1

CYP450 : Sitokrom P450

DCXR : Dikarbonil/L-Ksiluloz rediiktaz
dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

E : Karekok ortalama elektrik alan
EM : Elektromanyetik

EMA : Elektromanyetik alan

Lut+EMA  : 900 MHz EMA’ya maruz birakilan+Luteolin grubu
Tim+EMA : 900 MHz EMA’ya maruz birakilan+Timokinon grubu
ER : Ostrojen reseptor

f : Frekans
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: Interldkin
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: Kontrol grubu
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: Luteinize edici hormon

. Lipopolisakkarid

: Lokotrien

: Luteolin

: Metre

: MAP kinaz

: Malondialdehit

. Miligram/mililitre

: Megahertz
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MPO : Miyeloperoksidaz

NADH - Nikotinamid adenin diniikleotid
NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NF-KB : Niikleer Faktor kappa B

NO - Nitrik oksit

V/im : Volt/metre

OH- : Hidroksil radikali

O,—e : Siiperoksit anyon radikali

P : Ornek yogunlugu

RF : Radyo frekans

RFR : Radyofrekans radyasyonu
ROO- : Peroksil radikal

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SAR : Ozgiil sogurma Hiz1

SOD : Stiperoksit dismutaz

SRO : Sistematik rastgele 6rnekleme
SS . Standart sapma

T : Tesla

Tim : Timokinon

TNF . Ttimdr nekroz faktorii

uv : Ultraviyole

\Y : Dalganin ortalama hizi

\ : Numune hacmi

W/kg : Watt/kilogram

W : Watt
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1. GIRIS

Elektromanyetik alanlar (EMA) dogal kaynaklardan ya da insanlar tarafindan
tiretilen elektronik aletlerden ¢evreye kontrolsiiz olarak yayilmaktadir (Ishisaka ve ark.,
2000). Gerilim ve akim miktarina baglh tiim elektrikli cihazlar, kendi giigleri oraninda
cesitli frekans kademelerinde EMA meydana getirirler. Yasadigimiz yiizyilda,
insanoglunun ¢evresel EMA maruziyeti teknolojinin siirekli ilerlemesi, artan elektrik
talebi, mikrodalga firinlar, bilgisayarlar, televizyon, giivenlik cihazlari, radarlar, cep
telefonlar1 ve baz istasyonlart gibi bircok yapay kaynaklardan yayilan dalgalar ile
gittikce artmaktadir. EMA, diinyanin her yerinde bulunmasi ve hem insan hem de
hayvan saglig1 lizerindeki potansiyel biyolojik etkileri ile giderck artan bir derecede ilgi
gormektedir. Boylece, 1960 yilindan itibaren EMA’nin insan sagligi iizerine olan
biyolojik etkileri 6nemli bir bilimsel ¢alisma konusu haline gelmistir (Juutilainen,
2005). Yiizlerce bilimsel caligmanin neticesinde artik giiniimiizde, elektromanyetik
radyasyonun insan viicudu tarafindan emildigi ve radyasyonun tasidig1 enerjinin viicutta
sorunlara neden oldugu bilinen bir gercektir. Bazi etkiler tam olarak gdzlenirken, daha
gbzlenemeyen birgok etkinin olabilecegi diistiniilmektedir.

Insanlarin  EMA’dan etkilenme derecelerini belirleyen bircok faktor
bulunmaktadir. Ornek olarak; viicut agirhig, viicut kiitle indeksi, kemik yogunlugu, su
ve elektrolit seviyeleri, EMA iletkenligi ve biyolojik reaktifligini degistirebilir (Tabrah
ve ark., 1998; Vesselinova, 2015). Bu nedenle, EMA nin etkileri cinsiyet, bedenin doku
yogunlugu, yasam siiresi ve EMA’ya maruz kalma diizeylerine baglidir. Bununla
birlikte elektromanyetik dalganin frekansi ve giicii; emilmenin ve etkinin en onemli
parametreleridir. EMA ile ilgili yapilan ¢ok sayidaki c¢alismada bu dalgalara
maruziyetin en dnemli sebeplerinden olan cep telefonlarindan yayilan dalgalarin, diisiik
frekansta sinaptik plastisite regiilasyonunu, nérotransmitter salinimini, sinyal iletimini,
noronal yasami, 6grenme ve bellek gibi noronal fonksiyonlar1 etkilemesidir (Fritze ve
ark., 1997, Koivisto ve ark., 2000; Brillaud ve ark., 2007; Manikonda ve ark., 2007;
Maskey ve ark., 2010). Epidemiyolojistlerin yaptiklar1 ¢alismalarda EMA ile saglik
durumu arasinda bir iliski olmasina karsin, hiicresel diizeylerde herhangi bir etki tam
olarak agiklanamamustir (Frank ve Silesin 1998). Calismalar EMA’ya maruziyetin

ozellikle 16semi ve beyin kanseri siklifinda artisa neden oldugunu gdstermektedir



(Wertheimer ve ark., 1995). EMA’lar ve bebeklerdeki 16semi sikligi artisi arasinda
dogrudan bir iliski oldugu gosterilmistir (London ve ark., 1991).

Uzun siireli cep telefonu kullanimi ile olusan EMA’nin gebelik esnasinda
embriyo ve fetlisiin organogenezi (Tenorio ve ark., 2011), beyinde hiicre gelisimi
(Sonmez ve ark., 2010) ve disi sican yavrularda iireme potansiyelini etkiledigi tespit
edilmistir. Saito ve ark. (2006), yiiksek dozlu statik manyetik alanlara maruz kalan
sicanlarin fetuslarinda polidaktili, erimis kaburga, serebral herniasyon ve kivrilmis
kuyruk dahil ¢esitli malformasyonlara neden oldugunu géstermislerdir. Son zamanlarda,
statik manyetik alan maruziyetinin sican iskelet kasinda 1s1 sok proteini (HSP72) ve
norepinefrin yanitint modiile ettigi tespit edilmistir (Abdelmelek ve ark., 2006). Lee ve
ark. (2004), EMA’nin fare beyninde antioksidan savunma sisteminin bozulmasina
neden oldugunu agiklamislardir. Ayrica, EMA’nin gen ekspresyonu degisikliklerine ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina neden oldugu bilinmektedir (Savitz, 1995; Lewy
ve ark., 2003). Ilging bir sekilde, EMA maruziyetinden sonra tek ve ¢ift iplikli DNA
kirilmalarinda artis gozlenmistir (Svedenstal ve ark., 1999a; 1999b). Saglik risklerinin
degerlendirmesinde, epidemiyolojik c¢alismalar birincil derecede 6neme sahiptir. Bazi
aragtirmacilar EMA’ya maruziyetin nevrasteni semptomlarina yol agabilecegini
(Bortkiewicz, 2001) ve bazi kanser tiirlerine yakalanma riskini arttirabilecegini
bildirmiglerdir (Hardell ve ark., 2003). Deneysel calismalarda EMA dalgalarinin
sicanlar iizerinde uzaysal 6grenme ve beyin tiimor riskinin olusumunda etkileri oldugu
bildirilmistir (Lai ve ark., 1989; Prasad ve ark., 2017). Cep telefonlarinin GSM
sinyalleri, kullanicilarin beyinlerinde elektrofizyolojik aktiviteyi degistirebilir (Krause
ve ark., 2004; Hinrikus ve ark., 2008) ve norotransmitter sistemini etkileyebilirler
(Mausset-Bonnefont ve ark., 2004). Literatirler EMA ve onun muhtemel toksik
etkilerinden kaynaklanan olumsuz degisikliklerin genom (McCann ve ark., 1998),
mekansal bellek (Tang ve ark., 2015), erkek ve disi tireme sistemi (Guney ve ark., 2007;
Hanc1 ve ark., 2013), bobrek (Ulubay ve ark., 2014) ve hipokampal piramidal hiicreler
(Bas ve ark., 2009) gibi pek ¢ok sistemde gozlendigini aciklamiglardir. Ayrica, EMA
dalgalarin merkezi sinir sistemi, uyku, kalp-damar sistemi ve immiin fonksiyonu
bozabilecegi de belirtilmektedir (Repacholi, 2001). Kazemi ve ark. (2015), periferik
kanin tek cekirdekli hiicrelerinde; ¢ogunlukla monositlerde, EMA’nin oksidatif stres

indiiksiyon kapasitesini arttirdigini gdzlemlemislerdir. Insan periferik kaninin tek-
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¢ekirdekli hiicrelerinde yapilan diger bir ¢alismada ROS aktivasyonunun GSM EMA’ya
maruz kalma sonucunda meydana gelen lipidler, protein ve DNA hasarmin tetiklendigi
gosterilmistir (Lu ve ark., 2012). Erdem ve ark. (2016), siganlarin prenatal donemde 900
MHz’lik EMA’ya maruziyeti hipokampus cornu Ammonis (CA) piramidal hiicrelerinin
toplam sayisinda azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir. Odac1 ve ark. (2015), 21-
giinliik erkek sican bobrekleri iizerinde 900 MHz elektromanyetik alana prenatal
maruziyetin patolojik etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda elektron mikroskobik
olarak deney grubunda peritiibiiler kilcal damarlarin ve tipik olmayan parietal tabaka
epitel hiicrelerinin  kaybin1 saptamiglardir. Ayrica biyokimyasal analizlerde
malondialdehit (MDA) diizeylerinde anlamli artis ve Siiperoksit dismiitaz (SOD) ve
katalaz (CAT) diizeylerinde anlamli azalma gozlemlemislerdir.

Yukarida sunulan arastirmalarin sonuglarinda da anlasildigi gibi giinden giine
cevremizde artmakta olan EMA’nin insan sagligi iizerinde olmsuz etkileri oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte tiim dokularda, 6zellikle testis gibi toksik etkilere ve
biyolojik degisimlere hassas dokular iizerinde yapilan ¢aligmalar heniiz yeterli diizeye
ulasmamustir. Bu nedenle, sunulan ¢alismada EMA maruziyetinin testis lizerine olan
etkilerinin arastirilmasi ve ortaya gikabilecek olas1 olumsuz etkilerin kullanilan Tim ve

Lut gibi antioksidanlarla azalttilip azalttilamayacaginin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tammlar

2.1.1. Frekans

Frekans dalganin bir &zelligidir. Bir dalganin frekansi dalga sayisinin her
saniyede ge¢mesine denir. Diger bir ifade ile frekans tek belirli bir zamanda bir olayin
gectigi saymin Ol¢tim kriterdir. Sabit zaman araliginda frekansin hesaplanmasi, 0
aralikta olaym goriilme siklik sayisini aralik uzunluguna boélerek elde edilir. Frekansin
birimi Hz'dir. 1 Hz yani bir olay saniyede bir kez; 1 kilohertz (KHz) saniyede bin Hz; 1
megahertz (MHz) saniyede bir milyon Hz; 1 gigahertz (GHz) saniyede bir milyar Hz ya
da 10° Hz'dir (Ozyilmaz, 2014).

2.1.2. Dalga Boyu
Bir dalga modelinde tekrarlanan birimleri arasindaki mesafedir. Yaygin olarak
Yunanca lamda (1) harfi ile temsil edilir. Dalgaboyu frekans ile ters orantilidir. Bu iliski

asagidaki formiille sdylenebilir.
4

f=5
Burada f frekans, v dalga hizi, % ise dalga boyu'nu simgelemektedir (Ozyilmaz,
2014).

2.1.3. Elektromanyetik Radyasyon

Elektromanyetik dalgalar1 olusturan, elektrik ve manyetik alanlar seklinde
serbest bosluk ya da bir materyal ortami i¢inde genel 151k hizinda enerji akisina
elektromanyetik radyasyon denir; diger tanim1 EMA radyasyon veya EMA enerji dalga
teorisine dayanarak, uzayda yayilan dalgaya denir (Ozyilmaz, 2014).

2.1.4. Anten
Anten elektrik sinyallerini (voltaj ve akim) EM dalgalara ya da EM dalgalari
elektrik sinyallerine doniistliren aractir. Anten, radyo dalgalarin1 yayma ve toplamada

kullanilan bir aygittir (Ozyilmaz, 2014).

2.1.5. Spesifik Sogurma Oram (SAR)
SAR 6l¢iilen kaynaktan viicut radyo frekans (RF) enerjisinin emme oraninin bir

dleiisiidiir. SAR Federal lletisim Komisyonu (FCC) tarafindan belirlenen emniyet



kurallar1 dahilinde olmasini saglamak igin cep telefonun radyo frekansina maruz kalma
Ozelliklerini 6lgmek igin basit bir yol saglar. Fare primer noéronal kiiltiirlerinin 900
MHz’lik EMA’ya maruz birakilmasi, 24 saat boyunca 2 W/kg SAR ve kaspaza
bagimsiz mitokondriyal aktivasyon yolu ile néronal apoptoza neden olabilir (Joubert ve
ark., 2008). SAR 0,016 (tiim viicut) ve 2 W/kg (bas) arasinda degismektedir. SAR cep
telefonlarinda; anten tipi ve pozisyon, telefon ve beden arasindaki mesafe ve telefonun
giic ¢ikist gibi bir¢ok faktorlere baglidir (Hardell ve ark., 2005; Cardis ve ark., 2008).
Insan viicudunda elektromanyetik (EM) enerjisinin bir derece sicaklik artis1 i¢in 4 Watt
(W) gii¢ emilmesi gerekmektedir (Pakbas, 2008), ve 0,1 W/kg degerinde bulunan
SAR‘in biyolojik fonksiyonlarinda degisikliklere neden oldugu kanitlanmigtir
(Hossmann ve ark., 2003). 900 MHz’lik GSM sebekeleri icin 42 V/m E ve 10 mW/ cm?
S (WW/cm?) kabul edilmektedir (Pakbas, 2008). SAR genellikle tiim viicut iizerinde, ya
da kiiciik bir 6rnek hacmi (genel olarak 1 g ya da 10 g doku) tizerinde ortalamasi alinir.
SAR 100 kHz ve 10 GHz (radyo dalgalar1) araliginda alanlara maruz kalma seviyesini
Olgmektedir. Uzun siireli ¢evresel EMA’ya maruziyet ortalama 0.08 W/kg (SAR)
siirinda bir deger halkin tiim viicut {izerinde bulunmaktadir. Mesleki maruziyetde tiim
viicut igin yeterli korumay: saglayan ortalama 0,4 W/kg degerinde SAR seviyesi
belirlenmistir (Gtliglii, 2007). FCC smir1 kamu maruziyetinin bir SAR seviyesi igin
kilogram basina 1,6 watt(1,6 W/Kg) olarak belirlemistir (Giiglii, 2007).

2.1.6. Yiik ve Alan Kavram

Fizikte q ile sembolize edilen yik ya da elektrik yiki, elektriksel yik,
elektrostatik yiik proton’un elektron’a gore miktarinin Ol¢iisiinii ifade eden madde
birimi  ozelligidir. Elektrik yiikii, kiitle ve hacim gibi, maddenin fiziksel
ozelliklerindendir. Yik, pozitif ve negatif olmak ftizere iki tirlidiir. Pozitif yiik
protonlarin elektronlara gére daha fazla oldugunu, tersine negatif yiik ise elektronlarin
protonlara gore daha fazla yer aldigini ifade eden bir kavramdir. Kiitlede oldugu gibi;
kapal1 bir sistemde elektrik yiikii korunur. Bir sistem ge¢irimsiz oldugu siirece,i¢inde
yiik miktar1 ne artar ne de azalir. Alan, yiiklerin ¢evresinde bulunan, yiiklerin 6zelligi ve
yukten uzaklhiga gore degisen bir ifadedir. Ayrica bu alan yiiklerin birbirlerine olan

etkileri ve etkilerin yonlerini agiklamaktadir (Ermol, 2008).



2.1.7. Elektrik Alan

Elektrik alan (EA) yikli bir parcacik etrafinda olusur. EA elektrostatik alan
yogunlugu olarak da adlandirilir. EA, birim yiik basina elektrik giicii olarak tanimlanir.
Bir pozitif yiikte bulunan EA’nin kuvvet ¢izgileri yiikten uzaklasirken, negatif yiikte ise
bu ¢izgiler yiike dogru ¢ekilirler (Kiray, 2010) (Sekil 1).

'&A
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Sekil 1. Elektrik alan ¢izgileri (Semerci, 2011)

Yiiklii bir pargacik baska yiik parcacigin elektrik alanina girdigi zaman Coulomb
kanununa gore bir kuvvete maruz kalir. Diger bir ifade ile EA, kuvvet ¢izgilerinin baska
yiik ile hissedilebilir bir yiiklii parcacik etrafindaki bdlgedir. Iki pozitif yiik veya iki
negatif yiik birbirlerini F Kuvveti ile iterken iki zit yiikli pargaciklar birbirini ¢eker
(Siingha ve ark., 2005) (Sekil 2, 3).

Sekil 2. Elektrik alan ¢izgileri (Semerci, 2011)



Sekil 3. Elektrik alan ¢izgileri (Semerci, 2011)

Bu ¢ekme veya itme kuvveti (F) EA’ni i¢inde olmalidir. Bu EA E vektor ile
gosterilir. Elektrik kuvvet ve EA’nin vektor miktar1 ve yonii vardir (Semerci, 2011).
Elektrik akimu elektrik yiiklerin hareket durumunda oldugunu ifade eder (Elmas, 2007).
EA siddetinin standart birimi metre basina diisen volt (V/m) 'dir. EA test yiik basina
diisen birim kuvvet oldugu i¢in EA’nin yoni elektrik kuvvet yoniinii takip etmelidir.

Ayrica, elektrik alan siddetinin yonii test yiikiiniin hareket yoniine gore belirlenir.

2.1.8. Manyetik Alan

Manyetik alanlar akimlarin akis yeri etrafinda bulunan boslukta elektrik akimlar
tarafindan olusturulur. Yon ve biiyiiklik ozelliklerine sahip olan ve B vektor ile
gosterilen bir niceliktir. Manyetik alan1 6l¢mek igin Amper/metre (A/m) (manyetik alan
siddet SI birim), Tesla (T) (manyetik akim yogunlugu SI birim) ve Gauss (G) (manyetik
akt yogunlugu CGS birim) birimleri kullanilir. Manyetik alan kaynaklari dogada kuzey
ve giiney manyetik kutba sahip dipolar olarak bulunmaktadir. Manyetik alan yonii sag el
kuralina gore yani akim yoniinde sag el bagparmagini tutup diger parmaklarimizi ayni

yonde doladigimizda belirlenir (Semerci, 2011).

2.1.9. Manyetik Kuvvet Cizgilerinin Ozellikleri

Manyetik kuvvet ¢izgilerinin genel 6zellikleri sunlardir: bu gizgiler birbirler ile
kesismezler; zit manyetik kutuplari arasinda en az direng yolunu ararlar; kutuptan
kutuba kapali dongiileri olusturmak igin ¢alisir; daha diisiik gegirgen alandan yiiksek

gecirgen bir alana tasidiginda dansitesi azalir; kutuplara olan mesafe arttik¢a dansitesi
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azalir; hig bir hareket ger¢eklesmemis olmasina ragmen yone sahip oldugu kabul edilir.
Havada kuzey kutbundan giiney kutbuna, materyal i¢inde giliney kutbundan kuzey
kutbuna akarlar (Semerci, 2011).

2.1.10. Elektromanyetik Alan

Elektromanyetik alan elektrik ve manyetik alanlarin bir araya gelmesi ile olugan
bir kavramdir. Elektrik ve manyetik alanlar yiike bagli olarak olusur. Eger yiikler
hareketiz ise elektrik alan ve hareketli ise elektromanyetik alani olustururlar (EImas,
2007). Elektrik alanlar voltaj farkliliklari tarafindan olusturulur. Yiiksek voltaj, giicli
bir alan ile sonuglanir. Elektrik akimi akarken manyetik alanlar olusturulur. Bilyiik akim
gliclii manyetik alani olusturur. Elektromanyetik alanlar c¢evremizde her yerde
mevcuttur ancak insan gozii tarafindan goriinmez. Elektromanyetik alanlar genellikle
elektrik iletkenlerinde degisen akim tarafindan olusturulur. EMA frekansinin standart
birimi hertz, kisaltilmis Hz (kendilerini tekrarlama sikligi) ile gosterilir. Siklikla daha
biiyiik birimler kullanilmaktadir. 1000 Hz’lik frekans, bir kHz'dir; 1000 kHz’lik frekans,
bir MHZz'dir; 1000 MHz’lik frekans, bir GHz EM’1n dalga boyu frekansile iliskilidir. Bu
dalgalar frekans, dalga boyu veya enerji gibi belirlenmis bazi 6zelliklere sahiptir
(Semerci, 2011). EM dalganin frekansi (f) megahertz ve dalga boyu (w) metre (m)
olarak belirlenir. Serbest uzayda, bu parametreler asagidaki formiile gore iliskilidir:

w = 300/f

EMA enerjisinin bolgesine elektromanyetik radyasyon spektrumu denir. Bu
istege bagli olarak uzun boylu dalgalardan gelisi guzel olan kisa boylu dalgalara uzanir.
Uzay boslugunda EM dalgalar 151k hizi ile bir dogru boyunca yayilirlar. Salinim
sayisina yani kendilerini tekrarlama sikligina f denir ve birimi Hz’dir. I ile gosterilen
EM dalga siddet birimi yiizeyden gegen ortalama giice denir. Birimi metre (M) ile
gosterilen £ dalganin bir salinimda aldig1 yola denir. EMA dalganin hiz1 dalga boyu ve
yayildig1 ortam ile iliskili olarak vakumda yaklasik 3,0 * 108 metre mesafededir. Bir
materyal araciligiyla bir EM dalganin ger¢cek hizi bu ortamin optik yogunluguna
baghdir. Bir EM dalganin kendi yayilma hizi maddesel bir medyumda bosluga gore
daha azdir. EM dalgasinin titresim yonii ilerleme yoniine diktir (EImas, 2007).



2.1.11. EMA’mn Frekanslara Gore Simiflandirilmasi

Bu smiflandirilmanin ¢esitli referanslari bulunmaktadir. Ancak genelde dort
farkl1 tipden olustugu kabul edilmektedir. EMA’nin ilk tipi, 300 HZ’nin altinda olan son
derece diisiik frekanshi (ELF) EMA’y1 ifade eder ve askeri techizat ve demiryollar
tarafindan tretilmektedir. Ara frekans (IF) EMA olarak bilinen ikinci tip, 300 Hz ile 10
MHz arasinda degisen frekanslara sahiptirler ve bu tiir EMA ‘lar evlerde televizyon ve
bilgisayar monitorleri gibi elektrik ekipmanlari ve endiistriyel kablolar tarafindan
iiretilmektedir. Ugiincii tip, 10 MHz- 3000 GHz araligindaki frekanslara sahip olan
hiper frekans (HF) EMA’dir ve cep telefonlart ile radyo yayinciligi tarafindan tretilir.
Ayrica bu kategorinin bir pargasi olan radyo frekanslar (RFS) 100 MHz’in yukarisinda
bulunan frekanslardir (Elmas, 2007).

2.2.Testis

Erkek {iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci lireme bezler ve
penisten olusur. Testisler seminifer tiibiilleri ve interstisyel bag dokusunu igerir.
Testisler ekzokrin ve endokrin salgilama &zelligine sahip bilesik tubular tipte bir ¢ift
bezdir. Testisin ekzokrin iiriinii, baslica sperm hiicreleridir; endokrin iriinii ise,
Ozellesmis hiicreler tarafindan sentezlenen hormonlar olup bu hormonlarin baslicasi
testosterondur. Testestron viiciitta erkek genital organlarinin embriyolojik farklagmalari
icin Onemlidir, pubertede sperm liretimi, yardimci bezlerin salgisit ve ikincil cinsiyet
ozelliklerinin belirmesinde rol oynar. Ergin bireyde, sperm iiretiminin ve ikincil cinsiyet

ozelliklerinin devaminda rol oynamaktadir (Rose ve Pawlina, 2011).

2.2.1. Testis Embriyolojisi

Embriyo erkekse genetik olarak, primordiyal germ hiicreleri XY kromozom
kompleksine sahiptir. Primitif cinsiyet kordonlar1 Y komozomunun iizerindeki SRY
(Testis belirleyici faktérii kodlayan) geninin etkisiyle testis veya meduller kordonlar
olusturmak i¢in ¢ogalarak medullanin derinliklerine dogru hareket ederler. Bu kordonlar
bezin hilusuna dogru hareket ederek, bir ag olusturacak sekilde dagilirlar.

Gelisim ilerleyerek, tunika albuginea testis kardonlarini yiizey epitelinden ayirir.
Testis kordonlar1 dordiincii ayda, atnali seklinde goziikerek bu nalin agik uglar rete
testisle devam eder. Bu durumda artik primitif germ hiicreleri ve Sertoli destek hiicreleri

testis kordonlarmi olustururlar. Interstisiyel Leydig hiicreleri, gonadal mezensimden



koken alan testis kordonlarinin arasinda bulunur ve hemen kordonlarin farklasmaya
baslamasi ile sekillenirler. Gebeligin sekizinci haftasinda, Leydig hiicreleri testosteron
iiretmeye baslarlar. Bundan sonra testisler dis genital organlari ve genital kanallari
etkileyerek erkek genital sistem morfolojisinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Testis
kordonlar1 puberte donemine dogru liimenleri agilarak seminifer tiibiillere doniisiirler.
Seminifer tiibiiller kanalize olduktan sonra rete testis tiibiilleri ile birleserek ductuli
efferenteslere girerler. Ductuli efferentesler ise mezonefrik kanal (Wolf kanali)’dan

gelisen duktus deferensi rete testise baglar (Sadler, 2011).

2.2.2. Testis Anatomisi

Biiytikliikleri kisiden kisiye degismekle birlikte, her biri genelde oval sekilli,
birlesik bir ¢ift bezdir. Tibiiler yapida olan bu bezler, 4-5 cm uzunluk, 2,5-3 cm en ve 3
cm genislik boyutlarina sahiptir. Agirlig yalmzea 10-14 gr'dir. I¢ ve dis yiizleri (facies
medialis, facies lateralis); 6n ve arka kenarlar1 (margo anterior, margo posterior); list ve
alt uglar1 vardir (extremitas superior, extremitas inferior). Testisler, gebeligin 7. ayma
kadar karin i¢inde bulunurken 7. aydan, 9. aya kadar periton denilen zarla sarilmis
olarak inguinal kanaldan geger ve skrotum igerisindeki yerini alir. Skrotum deriden bir

kilif olarak testisler i¢in sicaklik dengesini saglar (Ishii ve ark., 2005).

2.2.3. Testis Histolojisi

Testis ekzokrin ve endokrin salgilama 6zelliginden dolay1 karisik bir bezdir.
Testisin yapisin1 en distan saran tunika vajinalisdir. Ikinci tabaka diizensiz sik1 bag
dokusundan yapilmis tunika albuginea adi verilen kapsiildiir. Kapsiiliin altinda bol
damar igeren tunika vaskiiloza adli diger bir kapsiil bulunur. Bu kapsiiller testis igine
kivrimlar yaparak testisi lobiillere (bolmelere) ayirir. Her bir testis yaklagik 250 lobiil
icerir (Junqueira ve Carneiro, 2005).

Tunika Vajinalis: Processus vajinalisin {ist kismi1 embriyolojik gelisim sirasinda
kapandiginda tunika vajinalis olusur (Garriga ve ark., 2009). Tunika vajinalis
peritondan koken alan ve mezotelyal hiicrelerden olusan tek tabakali seréz bir yapidir.
Iki paryetal ve visseral tabakadan olusarak testisin &n ve yan yiizeylerini cevreler.
Pariyetal tabaka skrotumun fizerinde uzanir visseral tabaka ise bazal laminaya

yapisiktir. Testisin, bu ser6z bosluklu visseral ve pariyetal tabakalar arasinda yer almasi,
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olusan sperm hiicrelerinin rahat bir sekilde hareket edebilmesini saglar (Junqueira ve
Carneiro, 2006).

Tunika Albuginea: En belirgin tabaka ve diiz kas hiicreleri igeren yogun,
diizensiz fibroelastik bag dokudan olusur. Tunika albuginea testis etrafinda iki katmanli
ekojenik bir yap1 olarakda goriilebilir (Dogra ve ark., 2003). Bir bazal lamina tunika
albuginea ve vaginalisin arasinda yer almaktadir. Diiz kas hiicreleri testisin epididimise
komsu oldugu posterior yiizeyde yogunluk gosterir. Testis’in arka yiiziinden girerek
once, mediastinum testisi olusturur (Dogra ve ark., 2001). Mediastinum testis’den
baslayan bag dokusu septumlar1 dis kenarlara dogru uzanarak her bir testisi yaklasik
250-300 kadar lobiile (lobulus testis) ayirir. Her bir lobiilde 1-4 adet seminifer tiibiil
bulunmaktadir (Kaya ve ark., 2006). Bir seminifer tiibiiliin uzunlugu ise ortalama 75
cm’dir.

Tunika Vaskiiloza: Tunika albuginea’nin i¢ yiiziinde ince bir bag dokusu
igerisine gomiilmiis olan kan damarlart aglarindan olusan tunika vaskiiloza
yerlesmektedir. Bu tabaka septula testisleri i¢ taraftan oOrterek testisin lobiillerini de

cevreler (Trainer, 1987; Leeson ve ark., 1988).

Seminifer Tiibiil Histolojisi: Her tiibiil 0,2 mm ¢apinda, 30-70 cm uzunlugunda
ve kivrintili yapidadir. Tibiiller arasinda anaztomozlagsma bulunmaktadir. Seminifer
tiibiillerin duvar1 gok katli epitelden olusturmaktadir. Tiibiilleri, bazal membran, diiz kas
ozellikleri gosteren yass1 miyoid hiicreler ve fibroblastlardan zengin bir bag dokusu
ortlisii  cevreler. Seminifer tiibiillerin arasinda interstisyel hiicreler (Leydig)
goziikmektedir. Elastik liflerden zengin olan bazal membran kalinlig1 yaslandikga artar.
Tiibiiller lobulun tepesine dogru mediastinumda diizleserek tiibiili rekti ve rete testisin
bosaltict bolimlerini olustururlar. Prizmatik epitel ile doseli olan rete testis tiibiilleri
birleserek duktuli efferentesi meydana getirir. Bu tiibiiller testisde iiretilen sivi ve
spermatozoonlart epididimisin proksimal boliimiine tasirlar. Seminifer epitel iki tip
hiicreden olugmaktadir: 1) Germinal hiicre, 2) Sertoli hiicresi (Junqueira ve Carneiro,
2006).

1. Germinal Hiicreler: Diizenli olarak gogalarak olgun spermlere farklasirlar.
Bu hiicreler testisin erken gelisimi sirasinda gonadal sirtlarini kolonize eden primordial

germ hiicrelerinden (yolk kesesinden kaynaklanan) elde edilir. Spermatogenik hiicreler
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komsu Sertoli hiicreleri arasinda gelisip olgunlastikca ilerleyen hiicre katmanlar1 halinde
organize olurlar. Kalin seminifer epiteli olusturan hiicrelerin ¢ogu olgunlasmanin gesitli
asamalarinda bulunan spermatogenik hiicrelerdir. Bu hiicrelerden bir kismi, en
olgunlasmamis spermatogenik hiicreler, bazal lamina iizerinde yer alirlar ve
spermatogonium olarak adlandirilirlar. Buna karsin gelismekte olan primer
spermatositler, sekonder spermatositler, spermatid ve spermatozoa hiicrelerinin ¢ogu
limene gittik¢e yaklasan bir yerlesim gosterirler. Spermatogoniyumlar diploid hiicreler
olarak mitoz bolinme ile ayni zamanda primer spermatositleri olustururlar. Primer
spermatositler sekonder spermatositleri olusturmak i¢in ilk mayoz bdlinmeye, ve
sekonder spermatositler spermatid denilen haploid hiicrelerini olusturulmasi i¢in ikinci
mayoz boliinmeye girerler. Bu haploid hiicreler de organellerin yeniden diizenlenmesi,
sitoplazma kaybi ve flagella olusumu yoluyla spermatozoon’lara (olgun sperm)
doniistirler (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2. Sertoli Hiicreleri: Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicrelerin korunmasi,
desteklenmesi ve beslenmesi gorevlerini iistlenirler. Ayrica, olgunlasan spermatidlerin
sitoplazmik kalintilari1  fagosite eder, androjen baglayic1 protein, hormonlar ve
spermatogenik hiicreleri besleyici fruktoz agisindan zengin bir sivi salgilar ve de kan
testis bariyerini olusturar. Sertoli hiicreleri uzun boylu, prizmatik hiicrelerdir. Boylece
151k mikroskobunda lateral hiicre simirlarini ayirt etmek imkansizdir. Bu hiicreler
merkezi olarak konumlanmis ¢ekirdekcigi bulunan bazal yerlesimli biiyiik agik, oval bir
¢ekirdege sahiptirler. Sitoplazma, kompozisyonu ve islevi bilinmeyen Charcot Bottcher
kristaloidlerini  barindirmaktadir.  Sertoli hiicrelerinin  sitoplazmasinin  elektron
mikroskobik icelenmesinde diiz endoplazmik retikulum profillerinin cok fazla sayida
goriilmektedir, ancak kaba endoplazmik retikulum (YER) miktar1 sinirlidir. Ayrica
hiicrede endolizozomal komplekslere ait ¢ok sayida vezikiiller, cok sayida mitokondri
ve iyi gelismis golgi aparati bulunur. Komsu Sertoli hiicrelerinin lateral zarlari,
boliime ayirir. Kan testis bariyeri adi verilen bu yapi gelismekte olan gametleri
bagisiklik sisteminin etkilerinden korumaktadir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

3. Leydig Hiicreleri: Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) kii¢iik endokrin
hiicre topluluklar1 halinde tunika vaskiiloza boyunca dagilarak testosteron hormonu

tiretmektedirler (Li ve ark., 2016). Leydig hiicreleri polihedral sekilli olup yaklagik 20
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mikron ¢apindadirlar. Bu hiicreler tek ¢ekirdekli olmalarina ragmen bazen iki ¢ekirdekli
de olabilirler. Bunlar tipik steroid iireten hiicreler olarak tiibiiler kristali mitokondriler,
bol miktarda diiz yiizlii endoplazmik retikulum ve iyi gelismis golgi aparati igerirler. Bu
hiicreler ayn1 zamanda ¢ok sayida lipid damlaciklar1 da barindirirlar. Ancak higbir salgi
vezikiilii igermezler. Bunun sebebi testosteronun muhtemelen en kisa siirede kendi
sentezi tamamlandiktan sonra salgilanmasidir. Lipokrom pigmentleri gibi lizozomlar ve
peroksizomlar da bu hiicrelerde belirgindir (Ozellikle yash erkeklerde). Sitoplazma
kristalize proteinler olan Reinke kristallerini igermektedir (Junqueira ve Carneiro,
2006).

Interstisyel Alan: Interstisyel doku bir gevsek bag dokusu olarak seminifer
tiibiiller arasinda yer almaktadir. Interstisyel dokuda kollajen lifler, kan ve lenf
damarlari, sinir lifleri, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri, farklilasmamis
mezengimal hiicreler ve testise 6zgii Leydig hiicreleri bulunur (Junqueira ve Carneiro,
2006).

2.2.4. Sperm Analizi (Spermiyogram)

Spermiyogram semenin sivi ve igeriginde olan spermin miktar ve kalite
yoniinden degerlendirilmesidir. Diger bir ifade ile spermin toplam sayisi, hasarli ve
hasarsiz sperm sayisi, olgun olmayan sperm sayisi, hareketliligi (hareket edebilen sperm
yiizdesi ve spermlerin hareket etme sekli) ve morfolojisi gibi verilecek bir bilgiye sperm
analizi (spermiyogram) denilmektedir. Semen analizinde, semenin hacmi, rengi,
miktar1, koku, viskozite, pH’1, icerdigi akyuvar sayis1 ve likefaksiyonu gibi 6zellikleri

degerlendirilir (Menkveld ve ark., 1990; Pryor ve Howards, 1997) (Tablo 1).
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Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine goére normal semen kriterleri (WHO, 2010)

Semen Analizi Parametreleri Normal Degerler

Voliim 1,5ml

pH >7,2

Sperm konsantrasyonu 15 (12-16) milyon/ml ve {izeri

Total sperm sayisi 39 (33-46) milyon spermatozoon/ejakulat

Hizh ileri hareketli, % 32 (31-34)

Sperm morfoloji (hormal form, %) 4 (3,0-4,0)

Lokosit 1 milyon/ml' den az

Likefaksiyon Ejakiilasyon sirasinda semen ortalama 15
dakika icerisinde kendiliginden

eriyebilmeli olmalidir

Renk Normalde semen mat, homojen, ve grimsi

Viskozite Normalde semen hafifce viskdz yani
kivamli

Vitalite (yasama giicii, %0) 58 (55-63).

Degisik Anormal Sperm Morfolojileri (yapilar1): Normalden iri ve kiigiik

kafalilar, iki kafal, iki kuyruklu, bas ve govde anomalileridir.

2.2.5. Ejakulat Degerlendirilmesinde Terminoloji

1. Normozoospermi: Sperm sayist en az 15 milyon, hareketi en az %40 ve
sperm morfolojisi %4 ise normal (Normozoospermi) olarak degerlendirilir.

2. Aspermi: Semenin hig¢ disartya ¢gikmamasi.

3. Azoospermi: Semende hi¢ sperm bulunmamasi anlamindadir.

4. Oligospermi:Sperm hiicre sayisinin az oldugunu anlatir. Sperm sayist 20
milyon/ml’den azdir.

5. Siddetli oligospermi: Sperm sayisinin 5 milyon/ml 'den az olmasi ifade

eden terimdir.
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6. Astenospermi: Spermlerin motilitesi yani hareketlerinin zayif olmasidir.
Sperm hiicrelerin azlig1 veya zayifligin1 anlatan terimdir.

7. Teratozoospermi: Kruger kriterlerine gore normal sekilli sperm sayis1 %4 tin
altinda olan spermler icin kullanilir.

8. Polispermi: Sperm sayisi 250 milyon'dan fazla olmasidir.

9. Hipospermi:Semen hacminin 2-3 ml'lik fizyolojik hacmin altina diisen
azalmaya denir.

10. Hiperspermi: Semen hacminin normal degerden fazla olmasidir.

11. Oligoastenozoospermi: Hem sayr hem de hareket yoniinden normal
degerlerin altinda olan sperm Ornekleri i¢in kullanilan bir terimdir.

12. Oligoteratozoospermi: Sperm oOrneklerin sayr ve morfolojik yapilariin
normal degerden az olmasini ifade eden bir terimdir.

13. Oligoastenoteratozoospermi: Sperm oOrneklerin hareket ve morfolojik
yapilarinin normal degerden az olmasini ifade eden bir terimdir.

14. Hematospermi: Semende kan hiicrelerinin fazla bulunmasidir.

15. Nekrospermi: Semende 6rneginde o6li hiicrelerin fazla olmasidir (WHO,
2001; Makler, 1980).

2.3. Erkek infertile Nedenleri

1. Diisiik sperm sayisi, sperm olgunlasmamasi, anormal sperm sekli ve
sperm diizgiin bir sekilde hareket etmemesi: Bu nedenler olumsuz etkileyen
faktorlerden olabilir.

2. Enfeksiyon Hastahklari: Bu hastaliklar iltihapli durumlarda sperm iiretimini
olumsuz yonde etkilerek infertiliteye neden olur.

3. ilaca bagh sebepler: Bazi ilaglar 6rnegin tansiyon ve anti-depresan tarzi
ilaglarin ¢cogu infertiliteye neden olabilir.

4. Kemoterapi gecirmis olmak: Genelde kemoterapi Oncesinde sperm
dondurma islemi yapilir.

5. Hormonal bozukluklar: Hormonal bozukluklarin erkeklerde %2-5 civarinda
infertiliteye sebep oldugu diistiniilmektedir. FSH ve LH uygunsuz liretimi testosteron

diizeylerini ve sperm {iretimini etkiler.
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6. Bagisikhik sistemi ile ilgili sorunlar: Bazi erkeklerin kendi viicudunda
spermlere karst sperm hareketliligini azaltan ya da birbirine yapistiran bir antikor
tiretilmektedir.

7. Erkek iireme sisteminin yapisi ile ilgili sorunlar: Bosaltic1 kanallarin (Vas
deferens, epididim) tikali olmasi erkeklerde infertiliteye neden olur. Bu tikaniklik
nedeni konjenital, genetik bozukluklar, veya iriner- genital sistem enfeksiyon ve
iltihab1 olabilir. Varikosel adli durum da erkeklerde infertiliteye neden olmaktadir. Bu
durumda skrotum igindeki damarlar dilate olarak sperm kalitesini azalttir.

8. Infertilitenin genetik nedenleri: Anormal sperm hiicreleri, hormonal
sorunlar ve obezite erkeklerde infertiliteyi etkileyen genetik faktorlerdendir. Seks
kromozomlarinin kompozisyonlarimin XXY oldugu Klinefelter sendromu ise sadece

erkeklerde infertiliteyi etkileyen genetik bir durumdur.

2.4, EMA ve Infertilite Tliskisi

EMA'nin yan etkileri iireme ve gelisimsel sonuglarin iizerinde ge¢mis yillarda
hayvanlar1 ve insanlart kapsayan iki deneyde incelenmistir (Brent, 1999).
Spermatogenik degismeler ve {reme islevleri konusunda ¢eligkili bulgular
bulunmaktadir. Bir kag ¢alismada, EMA maruziyetinin deney hayvanlar: ve insanlarda
spermatogenez ve {ireme Kkapasitesi tizerindeki herhangi bir olumlu etKkisi
gosterilememistir (Ryan ve ark., 1999; Heredia-Rojas ve ark., 2004). Buna karsin, diger
arastirmacilar tarafindan yiiriitiilen baz1 ¢caligmalarda EMA’nin spermatogenez tizerinde
olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir (Al-Akhras ve ark., 2001; Lee ve ark., 2004,
Martinez-Samano ve ark., 2010). Farelerde 50 Hz’lik EMA spermatogonyumlarin
farklasmasinda sitotoksik ve sitostatik degisikliklere sebep olur (Haki ve ark., 2008).
EMA’nin istatistiksel olarak anlamli biyolojik tepkiler olusturabilecegi bilinmektedir
(Grandolfo ve ark., 1985). Ozellikle EMA maruziyetinin erkek sicanlarin fertilite
yeteneklerinin azalmasina yol agtig1 bildirilmistir (Zhang ve ark., 2016).

Erkeklerde infertilite vakalarmin etyolojisi bilinmemekle birlikte, infertilite
idiyopatik olarak smiflandirtlir. Erkek kisirhigmin  degerlendirilmesinde semen
analizinin otesine giderek kapsamli bir ge¢mis ile ilgili genetik, endokrin ve diger
bilgilerin yan1 sira morfoloji incelenmesinin tamamlanmas: da zorunludur (Bin-Meferij
ve El-Kott, 2015). Erkek infertilitesinin en 6nemli nedeninin oksidatif strese ve diger

faktorlere bagl oldugu diistiniilmektedir. Bu faktorler 6rnegin iyonlastirict radyasyon,
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mesleki toksinler, degisen atmosferik kosullar yani sira enfeksiyon durumlari, oksijen
metabolizmasi, inflamasyon ve yasam tarzi gibi testis dokusu iizerinde infertiliteyi
uyaran pek ¢ok neden vardir (Aitken ve De luliis, 2010). EMA’ya cevresel, mesleki
veya tesadiifi maruziyet insan sagligini etkileyebilir; 6zellikle, genital sistem tizerindeki
etkisi ve bunun altinda yatan mekanizmalar ile ilgili arastirmalar yapilmistir (Zhou ve
ark., 2013). EM dalgalarina maruz kalan erkeklerde infertilite insidans: son yillarda
kademeli bir artis gostermektedir (Bin-Meferij ve El-Kott, 2015). Yiiksek gerilim
hatlari, mobil iletisim baz istasyonlart ve diger elektromanyetik ortamlarda g¢alisan
erkek bireylerde tireme degerini onemli dlglide azalmistir (Jauchem, 2008). Wang ve
ark. (2003), Leydig hiicrelerinin EMA’ya karst en hassas hiicreler oldugunu ve bu
hiicrelerin hasarinin  spermatogenezis ile onun parametrelerini etkileyebilecegini
bildirmislerdir (Wang ve ark., 2003). Ozgiiner ve ark. (2005), testisler iizerinde 869-894
MHZz’lik RFuygulandiktan sonra hem seminifer tiibiil cap1 ve hem epitel kalinliginda
azalma gostermislerdir (Ozguner ve ark., 2005). Salama ve ark. (2010), yetiskin tavsan
testislerinin fonksiyon ve yapisi iizerinde cep telefonu radyasyonuna maruz kalmanin
etkilerini incelemis, EMA grubunda sperm konsantrasyon ve canliliklarinda disiis ile
anormal sperm sayisinda artis oldugunu ortaya koymuslardir. Ayn1 zamanda EMA’ya
maruz kalan siganlarda CAT ve SOD aktivitelerinde annamli azalma meydana gelerek
bu hayvanlarin oksidatif strese maruz kaldiklarin1 géstermistirlerdir (Bin-Meferij ve El-
Kott, 2015). SOD ve CAT endojen anti-oksidan sisteminin enzimleridir. EMA lipid
peroksidasyonunda azalmaya; SOD ve CAT aktivitelerinde de artisa neden olur (Bin-
Meferij ve El-Kott, 2015).

2.5. Corek Otu

Corek otunun adi Nigella sativa olarak da bilinmektedir. Giiney Avrupa, Kuzey
Afrika ve Giineybat1 Asya'ya 6zgii Ranunculaceae (Dugiin ¢igegigiller) ailesinden olan
bir bitkidir. Nigella sativa zengin bir tarihsel ve dinsel arka plana sahip bir mucize
bitkisi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ahmad ve ark., 2013). Nigella sativa'nin tohumlari
diinyada ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yiizyillardir yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayni zamanda Tibb-e-Nabwi’de diizenli olarak kullanilmasi tavsiye edilmektedir
(Nebevi Tip). Nigella sativa ince boliinmiis yaprakli ve 20-90 cm boyunda biiyiiyen tek
yillik ¢igekli bir bitkidir. Nigella sativa tohumlar1 bronsit, astim, ishal, romatizma ve cilt

hastaliklarin  tedavisinde uygulanmaktadir. Ayni zamanda karaciger toksisitesi,
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hazimsizlik, istahsizlik, parazitik enfeksiyonlar, emziren annelerde siit tiretimini
arttirma ve bagisiklik sistemini destekleme gibi ¢esitli durumlarda kullanilmaktadir
(Khaled, 2009; Assayed, 2010; Boskabady ve ark., 2010; Abdel-Zaher ve ark., 2011;
Abel-Salam, 2012). Bu bitkinin tedavi edici 6zelliklerinin ¢ogu esansiyel yagi ve en
aktif kimyasal bileseni olan Tim varligina bagli bulunmaktadir. Bitkinin siyah tohumlari
ekmek ve tursuda tatlandirici gida olarak kullanilmaktadir (Al-Ali ve ark., 2008). Siyah
tohumlarin ihtiva ettigi cesitli aktif bilesikler calismalara gore izole edilmistir. Tim
(Thymoquinone) (%30-%48), Timohidrokinon (thymohydroquinone), Ditimokinon
(dithymoquinone), p-simen (p-cymene) (%7-%15), karvakrol (%6-%12), 4-terpineol
(%2-%7) olarak t-anetol (%1-%4), siskiterpen longifolene (%1-%8) a-pinen ve timol
Nigella sativanin en 6nemli aktif bilesikleridir (Al-Jassir, 1992). Siyah tohumlar bunlar
disinda azda olsa farkli bilesikleri de igermektedir. Tohumlar iki farkli alkaloit tiirlerini
icerir; 1) izokuinolin alkaloidler, 6rnegin nigellicimine ve nigellicimine-N-oksit, ve 2)
pirazo alkaloidler veya nigellidine, nigellicine igermekte olan indazol. Ayrica, Nigella
sativa tohumlarinda bulunan alfa-hederinin, anti-kanser ozellikte olugu ortaya
konulmustur (Al-Jassir, 1992; Ni ve ark., 1995).

2.5.1. Timokinon

Tim (C10H1002; 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon) ¢orek otunun biyoaktif
molekiiliidiir (Dehkordi ve Kamkhah, 2008). Tim antioksidan, anti-enflamatuar,
noroprotektive, anti-alerjik, anti-viral, anti-diyabetik ve anti-karsinojenik etkilere
sahiptir (Ashraf ve ark., 2011). Tim 6zellikle siiperoksit anyon ve hidroksil radikalleri
gibi serbest oksijen radikallerini temizleyen giiglii bir aktiviteye sahiptir (Badary ve
ark., 2003). Tim antioksidan etkilerini siklooksijenazlar, lipoksigenazlari ve membran
lipid peroksidasyonu inhibe ederek kazanmaktadir (Morsi, 2000). Tim’in siirekli
deneysel ¢aligmalarinda herhangi bir toksik etkisi olmadigi i¢in genis giivenlik sinirlari
icerisinde oldugu kabul edilmektedir (Al-Amri ve Bamosa, 2009). Tim ditimokinonu
olusturmak i¢in kolaylikla dimerlesir (El-Dakhakhny, 1963).

2.5.2. Timokinon Toksisitesi

Tim’in yararli farmakolojik etkilerinin oldukg¢a fazla oldugu rapor edilmistir (Ali
ve Blunden, 2003). Ancak Tim’in insan tiimor hiicrelerinin gesitli tiirlerinde sitotoksik
oldugu tespit edilmistir (Worthen vek ark., 1998; Gali-Muhtasib ve ark., 2004; Rooney
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ve Ryan, 2005). Tim’in LD50 degerinin belirlenmesi igin hematolojik, biyokimyasal, ve
hispatolojik ¢alismalar yapilmistir. Tim’in si¢anlarda LD50 degeri intraperitonal olarak
57,5 mg/kg’dir (Al-Ali ve ark., 2008), ama akut oral uygulamarinda 2,4 g/kg oldugu
bildirilmistir (Badary ve ark., 1998). Tim toksisitesi iizerine literatiirde az sayida
bilimsel ¢alisma bulunmaktadir; Nigella sativa’nin yaygin kullanimli olmasi sebebi ile
bilesenlerinin toksisitelerinin incelenmesi gerekmektedir.

Fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada, Tim 4, 8, 12,5, 25 ve 50 mg/kg farkli
dozlarda intraperitonal olarak uygulanmis; serum ALT, AST transaminaz ve laktat
dehidrogenaz gibi biyokimyasal parametrelerin degistirmedigi bildirilmistir (Mansour
ve ark., 2001). Ayn1 ¢alisgmada farelerde Tim LD50 degeri periton igine verildiginde
90,3 mg/kg olarak belirlenmistir. Benzer sekilde bircok ¢alisma Tim’in anti-
enflamatuar, anti-kanserojen, antioksidan ve hiicre koruyucu etkisini belirlemek
amaciyla ylritilmiistiir. Arastirmacilar Tim’in fareler ve sicanlarda intraperitoneal
olarak 5-2,5 mg/kg dozlarda kullanilmasinin zararl bir etkisine rastlanmamustir (El-
Dakhakhany, 1965; Houghton ve ark., 1995; Mutabagani ve EI-Mahdy, 1997; Burits ve
Bucar, 2000; Badary ve ark., 2001).

2.5.3. Timokinon Anti-Diyabetik Etkisi

Diabetes mellitus, hiperglisemi ile karakterize metabolik hastaliklarin bir
grubudur. Diyabet, kronik hiperglisemi, uzun siireli hasar, disfonksiyon ve cesitli
organlarda, 6zellikle gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar {izerinde olumsuz
etkileri bulunmaktadir (American Diabetes Association, 2014). Diabetes mellitus,
birgok fonksiyonel ve yapisal komplikasyonlarla iligkili yaygin ancak ciddi bir
metabolik bozukluktur (Mccall, 1992; Gispen ve Biessels, 2000). Diyabetin serbest
radikal Uretiminin artisina neden olugu gosterilmistir (Baynes, 1991). Diyabet, anti-
oksidan savunma sisteminin aktivitesini azaltarak, kalict ve kronik hipergliseminin
serbest radikal hasarinin artmasina neden olmaktadir (Baynes ve Thorpe, 1996). Tim’in
hipoglisemik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (El-Dakhakhny ve ark., 2002).
Yayinlanan bir raporda Tim’in kan sekeri ve insulin diizeylerini iyilestirdigi
gosterilmistir (Fararh ve ark., 2002; 2005). Tim tedavisinin oksidatif stresi azaltarak ve
pankreasta B-hiicre biitiinliigiinii koruyarak diyabete karsi terapotik koruyucu bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Tim’in hipoglisemik etkisi ile insiilin salgilanmasinda ve

kismen pankreas adaciklarmin B-hiicrelerinin iyilesmesinin artisinda 6zel bir rol
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oynadig1 ortaya konulmustur (Kanter, 2009). Diger bir ¢calismada, diyabetik farelerde,
giinliik 50 mg/kg dozda 30 giin siireyle agiz yolu ile Tim alinmasinin aglik kan sekeri ve
gliko- hemoglobin diizeylerini etkin bir sekilde azalttigi, glukoneogenezi azalttigi rapor
edilmistir (Fararh ve ark., 2005). Toplam gliko-hemoglobin, glikoz diisiiriicti tedavi ve
uzun siireli kan sekeri Tim rolii yanitini izlemek igin kullanilan 6nemli bir parametredir.
Tim’in diyabetik durumda yiikselmis glukoz degerlerini diisiirdiigii diisiiniilmektedir
(Fararh ve ark., 2005).

2.5.4. Anti-Bakteriyel EtKi

Tim’in Paenibacillus larvalarina karsi biiyiik bir antibakteriyel (8 ila 16 mg/ml
arasinda degisen MIC degerleri) ekisi oldugu gézlenmistir (lesar ve ark., 2010). Tim
farelerde Escherichia coli’ye karsi mortaliteyi azaltabilir (Alkharfy ve ark., 2011).
Tim’in, 8-64 ug/ml arasinda degisen MIC ile Gram-pozitif bakterilerin biiytimesine
kars1 giiclii bir dnleyici oldugunu gostermistir (Kokoska ve ark., 2008). Tim ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile patojen bakterileri etkiler (Chaieb ve ark., 2011). Nigella sativa
tohumlarinin ¢ok sayida biyolojik aktiviteleri; anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-timér ve
hipotansif etkileri bildirilmistir (Hanafy ve Hatem, 1991; Worthen ve ark., 1998; Zaoui
ve ark., 2000; Ferdous ve ark., 2006). Tim ile tedavi edilen farelerin TNF-a ve IL-2’leri
nispeten daha diisiik seviyelerde goziikmektedir; boylece literatiirde sepsis ile iliskili
olarak Tim’in klinik 6nemine dikkat ¢ekilmektedir (Alkharfy ve ark., 2011).

Tim uygulanmas1 Streptococcus pyogens (insanlarda en sik rastlanan
patojenlerden biridir) bakterilerinin epitel hiicrelerine yapismasini inhibe edilmesi
acisindan etkilidir (Hull VVance ve ark., 2010).

2.5.5. Anti-Fungal Etki

Yapilan ¢aligmalara gére Tim’in antifungal etkisi agiklanmistir. Tim C. albicans
enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Nigella sativa veya
aktif maddelerinin bazilariin antifungal etkisi agisindan g6z 6niine alinmasi, Tim’in bu
konuda yararli aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, yliksek
konsantrasyonlarda Tim’in Fusarium Solan biiyiimesini 6nledigi agiklanmigtir (Akhtar
ve ark., 2007). Tim mantar hiicrelerinin duvarini olusturan polipeptidlere ya da plazma
membrana bagl enzimler ve proteinlere baglanabildiginden anti-fungal aktiviteye sebep
olabilecegi tespit edilmistir (Taha ve ark., 2010) (Sekil 4).
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Sekil 4. Timokinon’un kimyasal yapist (Taha ve ark., 2010)

Tim’in, Trichophyton mentagrophyte karst en giiclii antifungal bilesik oldugu
saptanmustir (Inouye ve ark., 2006). Tim MIC degeri Fusarium solani i¢in 1 mg/ml ve
Aspergillus niger i¢in 2 mg/ml’dir (Akhtar ve ark., 2007). Nigella sativa nin anti-
dermatofite aktivitesinin Tim'a bagh oldugu olasiligina isaret etmektedir (Aljabre ve
ark., 2005).

2.5.6. Anti-Viral Etki

Viral enfeksiyonlar apoptoza yol agmaktadir. Antioksidanlar hedef hiicrelerin
viral replikasyonu inhibe ederek viriis tarafindan uyarilan apoptozu inhibe eder. Bu
sebeple anti-viral ve antioksidan etkileri birbirine baglantili oldugu bildirilmistir
(Peterhans, 1997). Nigella sativa yaginin kullanildig1 in vivo tedavide sitomegaloviriis
(MCMV) enfeksiyonuna karsi onemli bir anti-viral etkiye sahip oldugu ortaya
konulmustur (Salem and Hossain 2000). Hepatit C viriisii enfeksiyonu olan hastalarda
Nigella sativa uygulanmasi, hem viral yiike etkisi hem de antioksidan aktivitesinden

dolay1 artan oksidatif stresin azalmasina sebep olmustur (Barakat ve ark., 2013).

2.5.7. Anti-Allerjik Etki

El Gazzar ve ark. (2006), akcigerde alerjik inflamasyon olan fare modelinde
yaptiklart  bir ¢alismada, Tim’in iltihab {izerinde onleyici bir etkisi oldugunu
gostermiglerdir. Tim, akcigerde eozinofili, Th2 sitokinleri ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunu azaltarak alerjik astimin pulmoner inflamasyonunu hafifletir. Ayni
zamanda serumda ovalbumin-spesifik IgE ve 1gG1’nin yiiksek olan seviyelerini de
azalttir; 1L-4, IL-5 ve IL-13 tizerinde de o6nleyici bir etki gosterir (ElI Gazzar ve ark.,
2006).
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2.5.8. Anti-inflamatuar Etkiler

Dogal bir bilesik olan Tim’in anti-inflamatuar etkisi de bildirilmistir (Salem,
2005). Anti-oksidan enzimleri; reaktif oksijen tirlerine (ROS) karsi hiicresel
savunmanin bir pargasidir. Hidroksil radikali (OH¢), peroksil radikal (ROO¢), siiperoksit
anyon radikali (O,—+) gibi reaktif oksijen tiirleri aerobik metabolizma ile birlikte ayni
zamanda UV radyasyonu ve ¢evre kirliligi gibi digsal kaynaklar nedeni ile hiicrelerde
stirekli tretilmektedir (Darakhshan ve ark., 2015). Tim; siiperoksit anyonu, hidroksi
radikal ve tekli molekiiler oksijen dahil olmak {izere birka¢ ROS'a karsi temizleyici
faaliyeti ile gii¢li bir fitokimyasal anti-oksidandir (Mansour ve ark., 2002; Nagi ve
Mansour, 2000) Bu nedenle, cesitli hastaliklarda yiikseltilmis ROS seviyelerinden
kaynaklanan olumsuz etkileri tamamen antagonize edebilir. Tim ve Tert-
biitilhidrokuinon, demire bagli mikrozomal lipid peroksidasyonunu gii¢lii bir sekilde
inhibe eder (Badary ve ark., 2003). Tim molekiil yapisinin redoks 6zellikleri ve hiicre
i¢i bilesenlere kolay erisim yetenegi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Daba ve Abdel-
Rahman, 1998; Badary ve ark., 2003) fizyolojik kosullar altinda, Tim, glutatyon (GSH),
NADH ve NADPH ile, glutathionyl-dihidro-Tim, GSH ile hizli bir reaksiyondan sonra,
ve dihydrothymoquinone, NADH ve NADPH yavas reaksiyona girer (Khalife ve
Lupidi, 2007). GSH, SOD, CAT, glutation-S-transferaz (GST) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) gibi anti-oksidan enzimleri hiicrelerin anti-oksidan sisteminde olugmaktadir.
Anti-oksidan enzimler serbest radikal kaynakli oksidatif hasar1 nétralize edilmesinden
sorumludur (Harzallah ve ark., 2010). Tim, GST (Badary ve Gamal EI-Din, 2001;
Kanter ve ark., 2005; Elbarbry ve ark., 2012), GSH-Px (Elbarbry ve ark., 2012), SOD
(Mansour ve ark., 2002; Badary ve ark., 2003; Kanter ve ark., 2005) ve glutation
rediiktaz (Elbarbry ve ark., 2012) ekspresyonunu ve/veya aktivitesini indiikler. Tim’in
serbest radikal iireten ajanlarin yol a¢tig1 cesitli oksidatif hasarlara karsi bircok
organlarda koruyucu etkiye sahip oldugu ve ayni zamanda sitoprotektif ozellikleri
bulundugu ortaya konulmustur (Darakhshan ve ark., 2015). Mansour ve ark. (2002),
Tim’in anti-oksidatif ve anti-inflamatuar bir etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.
Tim’in O6zellikle EM radyasyonuna maruz birakilan si¢anlarin beyin dokusunda
nitrozatif strese karsi anti-oksidan ozellikleri gosterilmistir (Ahlatci ve ark., 2014).
Tim’in anti-inflamatuar etkisinin siklooksijenaz, 5-lipoksigenaz ve kismen membran

lipidlerinin enzimatik olmayan peroksidasyonunu inhibe ederek, tromboksan B2 ve
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l6kotrien (LT) B4 gibi eikosanoidlerin liretimimin dnlenmesinden kaynakli oldugu tepit
edilmistir (Houghton ve ark., 1995). Tim’in GSH, CAT ve SOD aktivitesini arttirdigi,
NO ve myeloperoksidaz (MPO) artisinin 6nlenmesinde rol oynadigi gorterilmistir
(Umar ve ark., 2012). Ayrica, Tim polimorfoniikleer hiicrelerin ¢ogalmasini ve
aktivasyonunu ortadan kaldirmakta ve sitokin homeostazini korumaktadir. Tim esas
olarak NF-kB ve TNF-a iiretimlerinin diizenlenmesiyle pro-enflamatuar ve oksidatif

stresi azalttir (Sayed ve Morcos, 2007).

2.5.9. Anti-Oksidan Etkileri

Antioksidanlarin saglik agisindan faydalari konusunda ¢ok fazla bilimsel ¢alisma
yapilmaktadir (Ali ve Blunden, 2003). Hiicrelerde oksidan bilesiklerin zararli etkilerine
kars1 antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir. Bu sistem, SOD, CAT ve GSH-Px ve
E vitamin, selenyum ve GSH gibi nonenzimatik bilesiklerden (antioksidan enzimler)
olusmaktadir. Anti-oksidanlarin hiicre hasarinin ilerlemesine neden olan serbest
radikallerin ortamdan uzaklastirmasinda merkezi bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Hiicreleri ve organ sistemlerini reaktif oksijen tiirlerine karsi korumak igin bir
antioksidan koruma sistemi gelismistir. Tim bir antioksidan olarak giivenli etki
gostermektedir (Al-Trad ve ark., 2016). Tim’in siiperoksit anyon (Oy), tekli oksijen
(*O,) ve hidroksil radikallerinden (HO") meydana gelen reaksiyon iizerine temizleyici
etkisi belirtilmistir (Kruk ve ark., 2000). Yapilan g¢alismalara gére Tim farkli
mekanizmalar ile etki gostermektedir. Tim mitokondriyal metabolik enzimleri koruma
yolu ile H;0, molekiiliine karsi hiicreleri korur; hiicre i¢i ROS seviyelerini azalttir,
morfolojik yapisini korur; ve sinyal yolaklari ile iligkili genlerin ekspresyonunu saglar
(Ismail ve ark., 2016). Bu bulgular, Tim kullanimina bir alternatif olarak oksidatif stres
ile miicadeleyi saglar. Buna ek olarak, Tim antioksidan etkisi ile siganlarda GSH-PX,
SOD ve CAT aktivitelerini azalttir (Fouad ve Alwadani, 2015).

2.6. Flavonoidler

Flavonoidler 6000’den fazla besin maddesini igerir. Flavonoidler flavan ¢ekirdek
ve bir benzo-y-piron yapisi i¢eren dogal bir antioksidan grubudur. Flavonoidler;
flavonoller, flavonlar, flavon, flavanol, izoflavon ve antosiyanidinler gibi ana siniflara
ayrilmaktadir (Saito ve ark., 2013). Bu bilesikler yesil bitkiler tarafindan sentezlenen,

kimyasal yapilarima gore cesitli farmakolojik 6zelliklerini gdsteren diisiik molekiil
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agirlikli polifenoller’dir (Heim ve ark., 2002). Simdiye kadar, 4000 iizerinde dogal
flavonoidler farkli bitki yapraklarinda, tohumlarda, aga¢ kabuklarinda ve ¢iceklerde
tespit edilmistir (Harborne ve Williams, 2000). Son zamanlarda flavonoidler ile ilgili
calismalarin artma nedeni polifenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerine dayanarak
potansiyel saglik faydalarindan kaynaklanmaktadir. Flavonoidler de fonksiyonel
hidroksil gruplar1 ve serbest radikalleri temizleyerek antioksidan etkilere aracilik
etmektedir (Harborne ve Williams, 2000; Heim ve ark., 2002). Ayrica flavonoidler,
adiponektin diizeylerini arttirirlar, insiilin duyarliligini ve glukoz toleransini diizenlerler,
dislipidemiyi diizeltir; arttirilmis kan basinci azalttirlar (Akhlaghi, 2016). Arastirmacilar
flavonoidlerin kardiyoprotektif roli (Kondo ve ark., 1996; Mazur ve ark., 1999), anti-
adipojenik etkisi (Li ve ark., 2016) ve serbest radikal siipiiriicii potansiyelini
tanimlamaktadirlar (Korkina ve Afanas'ev, 1997) (Sekil 5).

(e) (f) (e)

Sekil 5. Farkli flavonoid siiflarin temel kimyasal yapisi. (a): Temel flavonoid iskeletinin yapisi, (b):
flavonolle, (c): izoflavon, (d) flavonoidler; (e): flavanoller; (f): izoflavon ve (g): antosiyanin

(Leyva-Lopez ve ark., 2016)
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2.6.1. Luteolin

Lut (3, 4', 5,7-tetrahydroxyflavone) (Nabavi ve ark., 2015), dogal olarak bir kag
bitki tiirlinde bulunan 6énemli bir flavon’dur (Peters ve ark., 1986; Kim ve ark., 2000).
Kimyasal olarak Lut bir C6-C3-C6 yap1 ve iki benzen halkas1 (A, B), bir oksijen-ihtiva
eden (C1) halkas1 ve 2-3 ¢ift karbon bagindan olusmaktadir (Bravo, 1998; Lin ve ark.,
2008). Dogal glikosile edilmis Lut; brokoli, biber, kekik ve kereviz dahil olmak iizere
farkli meyve ve sebzelerde mevcuttur (Lin ve ark., 2008; Lopez-Lazaro, 2009).
Literatiirler Lut’un anti-oksidan, anti-kanser, anti-neoplastik (Chang ve ark., 2005),
anti-hepatotoksik, anti-alerjik, anti-osteoporotik (Di Carlo ve ark., 1999), anti-diyabetik
(Zarzuelo ve ark., 1996), anti-trombosit ve vazodilator (Chen ve ark., 1990), anti-
enflamatuar ve noron koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedirler (Chen ve ark.,
2008; Zhang ve ark., 2013). Bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma Lut igeren gidalarin yiiksek
tiketiminin kronik hastaliklara yakalanma riskinin azalmasi ile iligkili oldugunu

gostermistir (Lopez-Lazaro, 2009) (Sekil 6).

OH

OH

Sekil 6. Luteolin; 1: Luteolin kimyasal yapisi, 2: Luteolin-7-O-glukosid, 3: Luteolin-8-Ci-p-D-
glukopiranosid, 4: Luteolin-7-O-B-rutinosid (Nabavi ve ark., 2015)
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2.6.2. LuteolinToksisitesi

Lut’un koruyuculuk profili belirsizdir (Harwood ve ark., 2007). Son raporlar,
Lut ve analoglarinin endokrin sistemi tizerindeki etkilerinden dolayr memeli hiicreleri
icin zararli oldugunu séylemektedir (Nordeen ve ark., 2013). Bu etki biiyiik olasilikla
Lut’un Ostrojenik aktivitesine ve progesteron reseptor aktivasyonunu antagonize etme
afinitesine dayanmaktadir (Nordeen ve ark., 2013). Aksine literatiirde bulunan baska
calismalarda ise Lut’un Ostrojen iliretimine veya progesteron reseptorlerine karsi
afinitesinin ¢ok az oldugu veya hi¢ olmadigini bildirilmistir (Scippo ve ark., 2004).
Ayrica Lut’un anti timorjenik etkisi bildirilmistir (Jeon ve Suh, 2013; Wang ve ark.,
2014). Ustelik mevcut besin destekleyici iiriinlerde de Lut mevcuttur, Lut’un oral
absorpsiyonunun toksisiteyi indiikleyecek konsantrasyonlara ulasma olasiligi diistiktiir
(Nordeen ve ark., 2013).

2.6.3. Luteolin Noroprotektif Etkisi

Lut’un bagka bir farmakolojik faaliyeti oksijen ve nitrojen tiirlerinin temizleme
kapasitesi ile iligkili olan antioksidan 6zelligidir. Lut’un, bagisiklik hiicrelerinde (mast
hiicreleri), mikromolar konsantrasyonlarda sitokin ekspresyon sinyalini, Niikleer Faktor
kappa B (NF-KB) sinyalini ve TLR4’u inhibe ettigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2005;
Lee ve ark., 2009; Weng ve ark., 2015). Bunun yan1 sira, Lut mikrogliya aktivitesini
zayiflatan beyin tiirevli norotrofik faktor’e benzer bir davranisg gosteren etkiye sahiptir
(Lin ve ark., 2010; Patil ve ark., 2014). Lut heme oksijenaz-1 (HO-1) ve glutamat
sistein ligaz ekspresyonunda bir azalisa yol actigi, ayrica Keapl-Nrf2-ARE yolunu
inhibe ettigi aciklanmistir (Lin ve ark., 2010). Buna ek olarak Lut, GABA
reseptorlerinin - benzodiazepin baglanma bdolgesine sadece kismi bir afinite
gostermektedir. Lut’un anksiyolitik etkilerinin heniiz tanimlanmamis bir mekanizma

araciligi ile oldugu diisiiniilmektedir (Coleta ve ark., 2008).

2.6.4. Antioksidan Etkiler

Cok sayida deneysel verilere gore Lut antioksidan etkilere sahiptir (Manju ve
ark., 2005). Bilindigi gibi, asir1 ROS iiretimi DNA, lipid ve protein hasarit kaynakli
oksidatif stres, kanser, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif gibi hastaliklar ile sonuglanir.
Lut’un DNA, protein ve lipidlerin ROS kaynakli hasar1 6nledigi rapor edilmistir (Robak
ve ark., 1988; Brown ve Rice-Evans, 1998). Lut’un antioksidan etkileri g¢oklu
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mekanizmalar ile agiklanmustir. Birincisi, Lut kendini okside ederek ROS temizleyicisi
olarak islev gormesidir (Lien ve ark., 1999). Ikinci olarak, Lut ROS’u olusturan
oksidazlar1 engellemektedir (Shimoi ve ark., 1994). Ugiincii olarak, Lut GST, glutatyon
rediiktaz (GR), SOD ve CAT gibi endojen antioksidanlar1 koruyarak ya da diizeylerini
arttirarak antioksidan etki gostermektedir (Ross ve ark., 2002; Manju ve Nalini, 2005;
Leung ve ark., 2006). Dordiincii olarak, Lut dogrudan hiicre bilesenlerinin
oksidasyonunu katalize eden enzimleri inhibe edebilir. Ornegin, Lut, karaciger lipitleri
icinde lipoksigenaz, siklooksijenaz ve askorbik asit ile uyarilmis malondialdehid
olusumunu baskilar (Robak ve ark., 1988). Son olarak, Lut’un ROS olusturulurken
gecis metal iyonlariin selatlanmasina neden olarak lipoksigenaz reaksiyonunu inhibe
ettigi, ya da bir gecisi olmayan metallerin oksidasyonunu baskiladigi diisiiniilmektedir
(Brown ve Rice-Evans, 1998; Ross ve ark., 2002).

2.6.5. Anti-inflamatuar Etkiler

Enflamasyon enfeksiyona karsi korunmak ve hasari iyilestirmek amaci ile
gerceklesen viicudun savunma mekanizmalarindan biridir. Yapilan ¢aligmarda, Lut’un
anti-inflamatuar etkileri rapor edilmistir. Lut sitokinlerin iiretimi ve sinyal iletim
yollarmni baskilama yolu ile anti-inflamatuar etkiyi gostermektedir (Xagorari ve ark.,
2001; Chen ve ark., 2004; Kumazawa ve ark., 2006). /n vivo hayvan deneylerinde
Lut’un lipopolisakkarit (LPS) veya bakteri kaynakli inflamasyon iizerinde baskilayici
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Kotanidou ve ark., 2002; Tormakangas ve ark.,
2005). Lut Chlamydia pneumoniae'den kaynaklanan akciger iltihab1 {izerinde
baskilayici etkileri saptanmustir (Tormakangas ve ark., 2005). Lut’un 6n isleme tabi
tutulan murin makrofajlarda (RAW 264.7) LPS ile uyarilan TNFa ve IL-6’nin serbest
birakilmasini inhibe edererek LPS-kaynakli Niikleer Faktor kappa B ve mitojen ile
ERK, p38 ve JNK gibi aktive edilmis protein kinaz (MAPK) ailesi iiyelerinin
aktivasyonunu bloke ettigi tespit edilmistir (Xagorari ve ark., 2001; 2002; Chen ve ark.,
2004; Chen ve ark., 2007). Lut bu yollar1 baskilayarak hem akut hem de kronik
inflamasyonu inhibe edici etki olusturmaktadir. Lut lipopolisakarit ile tedavi edilen
RAW?264.7 hiicrelerinde inflamatuar gen ekspresyonunun azalmasina neden olur (Kure
ve ark., 2016).
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2.6.6. Ostrojenik ve Anti-Ostrojenik Etkiler

Ostrojenler hedef hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasi ile iliskili hormonlardir.
Ostrojenlere yamit olarak, dstrojen reseptoriinii (ER) aktiflestirerek, DNA sentezi ve
hiicre ¢ogalmasimi uyarmaktadir (Colditz ve ark., 2005). Lut diisiik konsantrasyonlarda
giiclii bir Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu i¢in, hormon terapileri i¢in yararli bir
madde olabilecegi diisiiniilmistiir (Zand ve ark., 2000).

Lut’un anti-ostrojenik etkileri de raporlarda gosterilmistir (Han ve ark., 2002).
Bu goriinen ¢eliskili etkinin arkasindaki mekanizmanin; Gstrojenin diisik ERS
baglantist ile ilgili bir durum oldugu diisiiniilmektedir. Lut 17-B-estradial Lut’den 10°-
10° kat daha diisiik olan ostrojenik aktivitesine bagli olarak, ERS’e baglanmak i¢in
ostrojenler ile rekabet ederken anti-estrojenik maddeler gibi islev gormektedir (Murkies
ve ark., 1998; Zand ve ark., 2000). Lut’un androjenlerin dstrojene doniisiimiinde gorev
alan aromatazi inhibe etmesinin baska bir anti-ostrojenik aktivite mekanizmasi oldugu
distiniilmektedir (Wang ve ark., 1994). Buna ek olarak, Lut ER proteinin bozulmasini
giiclendirerek veya ER genin transkripsiyonunu inhibe ederek ER ekspresyon seviyesini
azaltmaktadir (Wang ve ark., 2006, Chiu ve Lin, 2008).

2.6.7. Anti Kanserojen Etkiler

Karsinogenez mutasyona ugramis hiicrelerin klonal ¢cogalmasi ile ortaya c¢ikan
ve uzun siirede gelisen, cok asamali bir siiregtir. Literatiirde yer alan eski raporlara gore,
Lut’'un karaciger mikrozomlarinin aktif mutajenlerini tireten kanserojenlerin
metabolizmasini inhibe ettigi bulunmustur (Buening ve ark., 1981; Huang ve ark.,
1983). Son zamanlarda Lut’un 6rnegin CYP1A1, CYP1A2 ve CYP1B1 insan sitokrom
P450 gibi 1. aile enzimlerini inhibe ettigi tespit edilmistir, boylece kanserojenlerin
mutajenik aktivasyonunu baskilamaktadir (Kim ve ark., 2005). Bu enzimlerin
engellenmesinin 6rnegin benzo [a] piren diol epoksit (benzo[a]pyrene diol epoxide) gibi
aktif mutajenlerin iiretiminin azalmasina sebep oldugu agiklanmistir (Miller ve Ramos,
2001). Lut esas olarak hiicre dongiisiinii diizenlenme yoluyla neredeyse her tiirli
kanserden elde edilen kanser hiicrelerinin gogalmasini inhibe edebilmektedir (Fotsis ve
ark., 1997; Knowles ve ark., 2000; Han ve ark., 2002; Ko ve ark., 2002). Lut’un insan
mide, ve prostat kanserinde, melanoma hiicrelerinde G1 fazinda hiicre dongiisiinii
durdurabildigi ortaya konulmustur (Matsukawa ve ark., 1993; Casagrande ve Darbon,

2001; Kobayashi ve ark., 2002). Lut’un, epidermoid karsinom, 16semi, pankreas timori

28



ve hepatoma iceren kanser hiicrelerde pek ¢ok degisik tiirde apoptotik hiicre oliimiinii
uyararak kanserli hiicrelerin 6liimiine neden oldugu diisiiniilmektedir (Huang ve ark.,
1999; Lee ve ark., 2002; Cheng ve ark., 2005; Lee ve ark., 2005). Bu mekanizmalara ek
olarak Lut, biiyiime faktor reseptorleri sinyal yollarinda hiicre proliferasyon sinyallerini
baskilayarak gorev yapmaktadir (Lee ve ark., 2007; Stathopoulos ve ark., 2007).

Bu ¢alismanin amaci, elektromanyetik alanin sigan testislerindeki etkilerine karsi
Tim ve Lut'un koruyuculugunun stereolojik, histokimyasal ve biyokimyasal

yontemlerle arastirilmasidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Deneysel islemler ve Hayvanlar

Bu ¢alisma Ondokuz Mayis Universitesi Etik Kurul tarafindan onaylandiktan
sonra  Ondokuz Mayis  Universitesi Proje  Yonetim Ofisi  tarafindan
PYO.TIP.1904.14.018 koduyla desteklenmistir. Deneyler siiresince Etik Kurul
(2013/66) sartlarmin saglanmasina Ozen gosterildi. Hayvanlarin bakimi, beslenme
stireci Deney Hayvanlart Uygulama ise Arastirma Merkezinde, diger tiim histolojik
calismalar ve Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalinda yapilmistir. Calismada, 2009
viicut agirhiginda ve 12 haftalik 36 eriskin erkek Wistar albino sigan kullanilmistir.
Sicanlar rastgele segilerek plastik kafesler igerisine yerlestirildi. Deney siiresince,
sicanlar laboratuvarda sicaklik kontrollii bir hayvan odasinda (22 + 1 °C) ve %40-50’lik

nem ortaminda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongilisine tabi tutuldu. Tim

gruplardaki siganlar standart pelet ve musluk suyu ile beslendi (Sekil 7).

Sekil 7. Deney grubuna ait sicanlar
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3.1.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar:

Calismamiz alt1 gruptan olusmaktadir:

1. grup; Saglikli deneklerden olusan kontrol grubu (Kont) (n=6). Deney
stiresince herhangi bir uygulamaya tabi tutulmayan saglikli sicanlardan olusmaktadir.

2. grup; EMA’ya maruz birakilan grup (EMA) (n=6): Bu gruptaki si¢anlar
pleksiglas kafes igerisinde 28 giin boyunca her giin 12%°-13% saatleri arasinda, 60
dk/giin dozunda 900 MHz frekansli EMA’ya maruz birakilmustir.

3. grup; Saglikli deneklerden olusan ve Lut verilen grup (Lut) (n=6): Saglikli
deneklerden olusan bu gruptaki siganlara 28 giin boyunca hergiin 11%-12% saatleri
arasinda intraperitoneal (i.p.) olarak 20 pg/kg/giin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) dozunda Lut enjeksiyonu yapilmstir (Zhang ve ark., 2016).

4. grup; Saglikli deneklerden olusan ve Tim verilen grup (Tim) (n=6): Saglikli
deneklerden olusan bu gruptaki siganlara 28 giin boyunca hergiin 11%-12% saatleri
arasinda oral olarak 10 mg/kg/giin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dozunda Tim
tedavisi yapilmistir (Nagi ve Mansour, 2000; Aras ve ark., 2015).

5. grup; EMA maruziyeti ile birlikte Lut uygulanan grup (Lut+EMA) (n=6): Bu
gruptaki sicanlar pleksiglas kafes igerisinde her giin 12%-13% saatleri arasinda, 60
dk/giin dozunda 900 MHz frekansli EMA’ya maruz birakilmistir. Ayrica bu siganlara
28 giin boyunca hergiin 11°°-12% saatleri arasinda intraperitoneal (i.p.) olarak 20
ug/kg/glin dozunda Lut (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) enjeksiyonu yapilmistir.

6. grup; EMA maruziyeti ile birlikte Tim uygulanan grup (Tim+EMA) (n=6):
Bu gruptaki siganlar pleksiglas kafes igerisinde her giin 12%°-13% gaatleri arasinda, 60
dk/giin dozunda 900 MHz frekansli EMA’ya maruz birakilmistir. Ayrica bu siganlara
28 giin boyunca hergiin agiz yolu ile 11%°-12% saatleri arasinda 10 mg/kg/giin dozunda
Tim (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tedavisi yapilmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Biyokimyasal Ol¢iimler

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlarin hizli olmasimi saglarlar. Biyokimyasal
sistemlerde SOD bir antioksidan enzim olarak tanimlanmistir. Birgok kimyasal
maddenin, organizmada serbest radikal olusum hizini arttirabilecegi gézlemlenmistir
(Mates ve ark., 1999). Bu nedenle, antioksidan enzimler, serbest radikalleri ve reaktif

oksijen tiirlerini notralize etmek i¢in 6nemli bir role sahiptir.
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Calismamizda, biyokimyasal analizlerin yapilabilmesi i¢in anestezi sonrasi
perfiizyon asamasinda Wistar albino si¢anlardan kardiyak ponksiyon ile alinan 2 ml
kan, EDTA’l1 tiiplerde toplandi. Elde edilen kan 6rnekleri, oda sicakliginda 2000 rpm'de
15 dk boyunca santrifiij edilmis olup orneklerden elde edilen serum, biyokimyasal
analiz i¢in -20 °C’de saklanmustir.

1. Siiperoksit Dismutaz Analizi (SOD): Oksidatif stres belirteci olan SOD
enziminin serumdaki seviyesi, SOD assay kit (Cayman Chemical Company, ABD)
kullanilarak kolorimetrik yontemle Ol¢lilmistiir. Yontemin esasi, ksantin-ksantin
oksidaz tepkimesi sonrasi olusan siiperoksit radikalinin SOD tarafindan ortadan
kaldirilamamasi nedeniyle ortamda bulunan tetrazolyum bilesiginin indirgenmesine
dayanir (Durak, 1996). Analiz i¢in kuyucuklara serum ve SOD ve standart numuneleri
ile birlikte reaksiyonu baslatmak amaciyla 20 pl ksantin oksidaz enzimi eklendi.
Hazirlanan plate, 6rneklerin renk degisikligi gerceklesinceye kadar 30 dk boyunca, oda
sicakliginda bekletilmistir ve bir UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu UV-MINI 1240;
Shimadzu; Istanbul, Tiirkiye) ile 440 nm'de orneklerin absorbansi spektrofotometrik
olarak Ol¢llmiistiir.

2. Serum Testosteron Diizeyleri: Testosteron hormonu testiste yer alan Leydig
hiicrelerinde substrat kolesterolden sentezlenerek kan dolagimina salgilanmaktadir
(Miller, 1988; Oh, 2014). Testosteron prototipik ve baskin dolasimdaki androjenik
steroiddir. Embriyojenez sirasinda ve ergenlik doneminde erkek fenotipinin gelisiminde
onemli rol oynamaktadir. Bu caligmadaki tiim deneklerden elde edilen serum
orneklerindeki testosteron hormonunun diizeyleri testosteron EIA Kiti (Cayman
chemical company, ABD) kullanilarak belirlendi. S6z konusu kitin kullanim
talimatlarina gore:

Tiim numuneler ve reaktiflerin oda sicakliginda ulagsmasina izin verildi. Prosediir
asagidaki adimlarla gerceklestirildi: Testlerde 96 kuyucuklu plate kullanildi.

1. ELISA Tamponu: NSB kuyularma 100 pl ELISA Tamponu ve BO
kuyucuklarina 50 ul ELISA Tamponu eklendi.

2. Testosteron ELISA Standardi: 0 pl Testosteron ELISA Standardi uygun
kuyucuklara eklendi.

3. Ornekler: Kuyucuk basina 50 pl érnek eklendi.

4. Testosterone AChE Tracer: her kuyucuga 50 pl eklendi.
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5. Inkiibasyon: Plate plastik film (Madde 400012) ile kapatilarak iki saat
boyunca inkiibe edildi.

6. Kuyucuklar bosalttiktan sonra Yikama Tamponu (Wash Buffer) ile bes kez
yikandi.

7. Her kuyucuga 200 ul Ellman Reaktifi eklendi.

8. 5 ul Trecer uygun kuyucuklara eklendi.

9. Plate plastik film ile kapatilarak karanlikta 60-90 dakika bekletildi.

10. Hazirlanan 6rneklerin absorbansi, 420 nm'de olgiildii.

3.2.2. Anestezi islemleri

Yirmi sekiz giinliik deney siiresinin sonunda tiim denekler, 5/1 oraninda
hazirlanan Ketamin (0,5 ml; 60 mg/kg viicut agirligi., Sigma Chemical Comp, St. Louis,
MO, USA) /Ksilazin (0,1 ml; 5 mg/kg, Sigma Chemical Comp, St. Louis, MO)
karisiminin enjeksiyonu ile uygulanan anestezi altinda kardiyak perfiizyona tabi

tutuldular.

3.2.3. Perfiizyon ve Diseksiyon islemleri

Anestezi altina alinan deneklere perflizyon uygulandi. Deneklerin perfiizyon
asamasinda damarlardan viicut kaninin uzaklagirilmast icin kalbin sol ventrikiiline
serum fizyolojik injekte edildikten sonra %10’luk nétral formalin ile tespit edildi. Sonra
deneklerin testislerinden histolojik, biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve stereolojik
analizler i¢in doku ornekleri alindi. Perfiizyonun hemen sonrasi testisler hi¢ bir hasar
gormeden diseke edildiler. Sag testisler %10’luk nétral formalin igerisine konuldu, ve
iki hafta boyunca fiksasyon soliisyonunda bekletildi. Bu siirecte fiksasyon soliisyonu
her giin degistirildi. Sol testislerin 1/4’liikk pargasi diseke edildikten sonra sperm saglik
kontrolii i¢in 2 ml serum fizyolojik igeren ependorflara yerlestirildi. Diger parcalar ise
biyokimyasal analizler i¢cin eksi 80 °C’lik derin dondurucuya konularak inceleme

yapilacak giine kadar bekletildi.

3.2.4. Rutin Histolojik Doku Takip Islemleri

Hiicre ve dokularin mikroskobik analizi igin cam lamlar {izerine ¢ok ince ve
yiiksek Kkaliteli kesitlerin monte edilmesi ve yapilar1 gostermek igin ise boyalar ile
muamele edilmesi gereklidir. Sag testis dokular1 iki hafta boyunca tespit edildikten

sonra, 24 saat akar suda yikanarak formalin’in uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra

33



doku takip prosediirii uygulanarak kesit alinmasina uygun hale getirildi. Doku takip
prosediirii dort asamadan olusmaktadir:

1. Dehidratasyon: Dokuya niifuz eden bir dehidrant madde ile doku suyunun
alimmasini ifade eden bir kavramdir. Dokudan suyun yavas yavas cikarilmasi genelde
%70 alkol ile baslatilir ve dereceli olarak attirilmasinin ardindan %2100 alkol ile
bitirilmesi ile gerceklestirilir.

2. Seffaflagtirma: Dokuyu infiltrasyon asamasina hazirlanmasi i¢in dehidrant
(alkol) maddeyi ortadan kaldirmasini ifade eder. Bu asama ksilen kullanilarak
gergeklestirilebilir.

3. Parafin infiltrasyonu: Dokudaki bosluklarin doldurularak kalici sertligin
saglanmas1 ile parafin bloga gomiilecek hale getirilmesi icin, parafinin dokuyu
seffaflastiran ajan ile yer degismesini ifade eder.

4. Bloklama: Dokular parafin ile bloklanarak kesit alma islemleri igin
hazirlandi.

Doku Takibi Prosediirii: Bu islemler asagida belirtildigi gibi yapilmustir.

Dehidratasyon asamasi (alkol serileri)

1. %70’lik Alkol...........cooooiiiiiia 1 saat
2.%80’lik Alkol...........ooiiiii 15 saat
3.%96’ ik Alkol...........ooi 1 saat
4. %96’ ik Alkol............oooiiiii, 1 saat
5. %1001k Alkol...........coooiiiia. 1 saat
6. %1001tk Alkol..............c.ooiia. 1 saat
7. Seffaflagtirma asamasi (ksilen serileri)

8. Ksilen......oooeviiiiiii 30 dk
9.Ksilen.......oooiiiiiiii 30 dk
10. Parafin infiltrasyon asamasi1 (parafin serileri)
11. Paraplast ..............cooueeniee 1 saat

12. Paraplast .............cceeeenne 1 saat

13. Paraplast ....................... 1,5 saat

Dokulardan kesitlerin alinabilmesi i¢in paraplastlara gomiildiiler.
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3.2.5. Kesit Alimi

Calismamizin stratejisini belirlemek icin bir blok {lizerinde 6n ¢alisma yapildi.
Bu stratejiye gore her bloklanmis doku basindan sonuna kadar 20 p kalinliginda
transvers kesitler 1/7 sistematik rastgele ornekleme oraniyla rotary mikrotom (Leica
RM2125RT) kullanilarak Kkesildiler. Ayni zamanda 1/49 oraninda 8 mikronluk ince
kesitler alindi. Ornek kesitlerin alinmasi1 esnasinda dikkat edilmesi gereken husus,
birinci kesitin rastgele alinmasi ondan sonra ise her 7’inici kesitin sistematik drnekleme
ile kesitlerin dokunun bitimine kadar alinmasidir (Gundersen ve Jensen, 1987; Con ve
ark., 2003). Testis dokusu hassas bir doku oldugu i¢in dokunun biitiinliigiinii korumak
amaciyla benmari suyu 30-35°C’ye kadar 1sitildi. Kesitler alinmadan 6nce hazirlanmis
benmari suyuna toz jelatin ilave ederek kesitlerin lamlar iizerinde yapigmasi saglandi.
Mikrotomda alinan kesitler igerisinde jelatinli su bulunduran benmariye alinarak
acilmasi saglandi. Kesitlerin alt yiizeyine temas eden sudaki jelatin sayesinde, kesitlerin
lama kuvvetli bir bigimde yapismasi saglandi. Hazirlanan Kesitler (ince ve kalin kesit)
60°C’lik sicakliktaki etiivde bir gece boyunca bekletilerek dokudan parafinin
uzaklastirilmas: ve Kkesitlerin lama kuvvetli bir bigimde yapismalari saglandi. Her
bloktan ortalama 20 tane elde edilen kesitler daha sonra hematoksilen-eozin boyama

yontemi ile boyandilar.

3.2.6. Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii
Hematoksilen-eozin boyamasi asagidaki protokole gore yapildi. Yapilan her
boyama asamasinin set degisiminde 30 saniye kesitleri disarida bekleterek hiicre

dokiilmelerini kurtarmak i¢in kurumalari saglandi.

1.Ksilen.........oooevviiiiiiiiiiiiiienn . 10 dk
2. Ksilen..............ocooiiiiiiiienn 10 dk
3. Ksilen........oooeviiiiiiiiiiiinn . 10 dk
4.%100°’lik Alkol............ccceveeennen . 5dK
5.%96’lik Alkol............cccevvvveveeen 5 dK
6. %80°1ik Alkol...........cccceevevererenen 5 dK
7.%70’1ik Alkol..........ccvvvvviereenen 5 dk
8. Akarsuda yikama..........cccccevevreirennnne 5dk
9. Hematoksilen...............cccceceeeeeee. 2-5 dK

(ince kesitler 5dk ve kalin kesitler 2dk bekletildi)
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10. Akarsuda yikama.............................5 dK
11. Asit-Alkol...........cooeiiiiiiiiiie2 8N
12. Akarsuda yikama...........c.cccoeuennnn. 5 dK
13. %80°1lik Alkol..............cecevieeeenne 1 SN
14 Eozin...........cooiiiiiiiiiiinieSn
15. %80°lik Alkol.............cevevirieeeeenn2 SN
16. %96’ ik Alkol...............ccceiiieeenn2 8N
17. %96’ ik Alkol...............covveieee2 8N
18. %100’lik Alkol.............................15sn
19. Havada kurutma......................... ..5-6 dk
20. Ksilen.........c.ooevveiiiiiiinicnininnn 15 dK
21. Ksilen...........cooevviiiniiiniinen.n . 30 dK

3.2.7. Sperm Calismalari

1. Epididim Diseksiyonu: Sag epididimis kuyrugunun son kismlari elde edikten

sonra 0.5 cc fosfat taponu (pH: 7,4) igeren petri kabina konularak insiilin enjektorii ile

diseke edildi. Bu islem yapildiktan sonra elde edilen sivi mikropipet vasitasiyla falkon

tiiplere alindi. Bu tiipler vorteks makinasina konularak 1200 devirde bir dakika boyunca

santrifiij edilerek spermlerin supernatant (iist yilizey) kismina g¢ikmalart saglandi.

Supernatant kisminda toplanmis olan spermler mikropipet ile alinarak bir damla

preparat lizerine konularak diger bir preparat yardim ile sperm yayilmasi yapildi.

Lamlar oda sicakliginda kurutularak hematoksilen-eozin boyama islemleriyle takip

edildi.

2. Sperm Boyama: Spermleri ihtiva eden lamlar asagidaki protokole gore

hematoksilen-eozin boyandi.

1.

%095 Alkol.......oooiiiii,
2.%70 Alkol........cooiiiiiiii
3.%50 Alkol.......coooiiiiiiiies
4. Distile sU.....oovviiiiiiiiiie e,
5. Hematoksilen...............cccveveenenne.
6. CeSME SUYU...ouvvieneienniieeniieenieeene
T EBozin.. ..o,
8

%70 Alkol...oo
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.30 dk
.5dk
Sdk
4 dk
.6 dk
5dk

1 sn

Ssn



9.%96 AIkOl........oovveiiiiiiieeeeeee 5 80

10. %100’lik Alkol...............................20 sn
(havada kurutularak ksilene alindi)
11. Ksilen........cocooviiiiiiiiiiiieiieeene 1dk

Her bir hayvandan 200 tane sperm morfolojik olarak Kruger Strict kriterlerine
gore analiz edildi (Kruger ve ark., 1986).

3.2.8. Elektromanyetik Alan Radyasyon Sistemi

Bir dnceki arastirmaya gore, EMA maruz kalma prosediirii 6zel cihaz tarafindan
gerceklestirildi  (Odaci ve ark.,, 2008). Bu cihaz bir yuvarlak plastik kafes,
elektromanyetik dalgalar1 yayan monopol anten ve yogunluk giiciinii 6l¢cmek icin bir
EMA metreden (Holaday Sanayi A.S., Adapazari, Tiirkiye) olusmaktadir (Koyu ve ark.,
2005). Elektromanyetik dalgalarin iiretimi igin bir jenerator (pik spesifik absorpsiyon
orant [SAR] 2 W/kg ve ortalama gii¢ yogunlugu 1+0,4 mW/cm®dir) kullanild:
(Ozguner ve ark., 2005).

- Elektromanyetik Alana Maruz Kalma islemleri: EMA maruziyetini
gerceklestirmek icin, esit EMA dagilimindan emin olmak i¢in pozlama sisteminin
monopol anteni plastik kafesin merkezinde dik olarak yerlestirildi. Bir cm ¢apinda bir
hava deligi plastik kafesde hayvanlarin stresini hafifletmek i¢in icat edildi (Bilgici ve
ark., 2013). Sicanlar, 1 cm'lik bir mesafede baslar1 anten yoniinde oldugu sekilde
birbirine komsu olarak diizenlendi. Sicanlar deney siliresince 900 MHz’lik
EMA’yal2:00-13:00 saatler aras1 60 dk/giin maruz birakildi. EMA maruziyeti sirasinda
sinyal jeneratOriinlin giicli iki watt olarak belirlendi. Monopol anten kaynakli EMA’nin
giic yogunlugu EMA probu ile bir saat boyunca her alti dakika (baslangi¢ kayit
0.dakikada) olgtildii (Tablo 2).
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Tablo 2. EMA gii¢ yogunlugunun sonuglar1 (mv/m)

No Saat Bas bolgesine ait dl¢iim Govde bolgesine ait Kuyruk bélgesine ait
sonuglar (mV/m) 6l¢iim sonuglart (mV/m)  6l¢lim sonuglari (mV/m)
1. 12:00 255,2 17,1 10,7
2. 12:06 228,1 12,4 9,1
3. 12:12 211,3 10,2 8,6
4. 12:18 182,4 13,1 8,9
5. 12:24 214,3 114 9,2
6. 12:30 198,2 12,7 9,3
7. 12:36 189,1 12,6 8,2
8. 12:42 218,5 11,9 10,1
9. 12:48 229,1 12,4 9,5
10. 12:54 238,3 13,6 9,9
11. 13:00 231,9 12,8 8,1

3.2.9. Mikroskop ve Goriintii Bilgileri

300 piksel ¢oziintirligiinde ayn1 zamanda JPEG formatindaki goriintiiler bir
arastirma mikroskobu (Carl Zeiss mikroskobu GmbH Konigsallee 9-21, Goéttingen,
Almanya) ve AxioCam ERC 5c kamera (Carl Zeiss mikroskobu GmbH Konigsallee 9-

21, Gottingen, Almanya) ile alindi.

3.2.10. Iimmiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimya, hiicre veya doku antijenlerinin  arastirilmasinda
kullanilmaktadir (Brandtzaeg, 1998). Immiinohistokimya, bilimsel arastirma i¢in énemli
bir aractir ve ayrica hematoksilen-eozin boyama yontemi ile belirlenemeyen
diferansiyel tanilarin aydinlatilmasi i¢in tamamlayici bir tekniktir ve boyama yoluyla
goriilebilen spesifik antikorlarin  kullanilmasiyla doku bilesenlerini (antijenler)
belirlemek icin kullanilan ¢ok sayidaki yontemi kapsamaktadir (Haines ve West, 2005).
Dikarbonil/L-ksiluloz rediiktaz (DCXR), kisa zincirli dehidrojenaz/rediiktaz (SDR)
siiper ailesinin bir iiyesidir. Urolojide DCXR genellikle sperm yiizey proteini olan P34H
olarak anilir ve NADPH-bagimli glikoz metabolizmasinin bir uronat dongiisiinde yer
alarak o-dikarbonil ve I-ksilillozu katalizler (Ebert ve ark., 2015). DCXR hiicre

membraninda yer almaktadir ve muhtemelen fosfatidilinositol ile bir etkilesim yoluyla
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fonksiyonunu gerceklestirmektedir. Tavsan poliklonal DCXR antikoru, sperm yiizey
proteini P34H ile reaksiyona girmektedir. Bu antikor DCXR etiketlemek amaciyla
immiinositokimyasal ve immiinohistokimyasal teknikler de kullanilmaktadir.
Calismamizda, spermatozoa hiicre zarinda DCXR bulunan bdlgelerin
immiinohistokimyasal yontemle boyanmasi planlanmistir. Bu amagla, parafin
bloklardan elde edilen 7um kalinligindaki kesitlerde, anti-DCXR antikoru primer
antikor olarak kullanilmig olup isaretlenmis olan sekonder antikor “primer antikor-
antijen” kompleksine baglanmistir. Antikor-antijen kompleksi kromojen solusyonu

eklenerek boyanmistir. Bununla birlikte ters boyamalar i¢in Mayer hematoksilen boyasi

kullanilmustir.
- Anti-DCXR Antikoru Boyama Islemleri
1 KSHeN....ccooiie, 2 x 30 dk
2. %96 AIKOL.........ocvivereiceceece e 2 dk
3. %80 AIKOL......cveviieiee e 2 dk
4. %70 AIKOL.......cocvieieiiee e 2 dk
5. %60 AIKOL........ccooviviicieecec e 2 dk
6. Distile su ile yikama.............ccocvevrieinnnnn, 2 dk
7. PBS (yikanma)...........cccccvevvervenieannenn, 3x5dk
8. %3 HaO...ceeicieece e 5 dk
Endojen peroksidazlari bloke etmesi i¢in %3 H,0, uygulandi.
9. PBS (y1ikanma).........cccccevvvereriiennnnne 3x5dk
10. Stiper blok.........cooeiiiiiiii, 5 dk

Spesifik olmayan immiinreaktiviteyi elimine etmek igin siiper blok (ScyTek

Laboratories) uygulandi.

11. Anti-DCXR antikoru........c.cccccc... .. 2 saat

37 °C’de nemli ortamda primer antikor baglanmasi saglandi.

12. Fosfat tomponu..........................3X5 dK

13. Biyotinli sekonder antikor (ScyTek Laboratories).......... 30 dk
14. Fosfat tomponu.......................... 3x5 dk

15. Streptavidin Peroksidaz.................. 15 dk

16. Fosfat tomponu............................4 SN

17. AEC Kromojen (invitrogen) .......30-50 dk
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kirmizi renk saglanana kadar inkiibe edildi.

19. Fosfat tompo...............cevvennnnn.. 3x5 dk

19.Mayer hematoksileni...........c..ccccoevvenenne. 2 dk
20. Distile su ile yikama...........ccocovevrvnnnnnns 10 sn
21. %80 AIKOL........cveveieeeece e, 2 dk
22. %90 AIKOL......ccoeviiiiei e, 2 dk
23. %100 AIKOL.......coveviieieicieceeee, 2 dk
24, KSHEN.....ooiiiieee e 1dk
25. KSHEN.....oivvieeeceee e 1dk

Tim kesitler lameller ile kapatilarak incelenmeye hazir hale getirilmistir.

3.2.11. Stereolojik Analizler

Tiim stereolojik analizler Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalinda yapildi (Sekil 8). Kalin kesitler {izerinde stereolojik
metotlardan olan optik parcalama uygulayarak partikiil sayimlar1 etkin ve tarafsiz bir
sekilde elde edildi. Stereolojik analizleri yapmadan 6nce her bir deney i¢in kullanilacak
en iyi parametreleri belirlemek i¢in pilot ¢alisma gerceklestirildi. Bu calismada optik
par¢alama yontemiyle spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid, Sertoli ve

Leydig hiicreleri sayildi. Testis hacmi hesaplamasinda ise Cavalieri metodu kullanild.
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Sekil 8. Stereolojik islemlerin yapildig: stereo investigator analiz sistemi

1. Optik Parcalama ile Hiicre Sayis1 Hesaplanmasi: Testislerde hiicre
tiplerine gore toplam hiicre sayr hesaplamalar1 i¢in optik parcalama kullanarak
gerceklestirildi (Hausdorf ve ark., 2008). Calismamizin 6rnekleme ve sayim stratejisi
pilot ¢calismaya dayanilarak belirlendi. Her grupta rastgele olarak alinan birinci kesitin
ardindan her ardisik 7'inci kesit sistematik alinarak seri kesitler olusturuldu. Buna gore
kesit drnekleme oran1 (K.0.0) 1/7 olarak belirlendi. Her testisten yaklasik 15-20 6rnek
kesit alinarak toplam hiicre sayist hesaplandi (Gundersen ve Jensen, 1987; West ve ark.,

2 yve alan

1991). Sayim cergevesinin boyutu 1600 pm? adim araligi 640 000 pm
ornekleme orani (A.0.0) 1600 pm?/640 000 um? olarak belirlendi. Kesitler 20 pum
kalinlikta alinmistir. ‘t” simgesi ortalama kesit kalinligin1 temsil edererek disektor
yiikseklik/t bir kalinlik érnekleme orani (Ka.0.0) kullanilds.

Cekirdegin genis profili optik disektor hacminin sayilabilir pozisyonda

oldugunda yani odaklandiginda bu hiicreler sayildi. Her hiicrenin toplam say1
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degerlendirmesi, sayilan hiicrelerin adedi ve Ornekleme olasiligi ile hesaplandi
(Gundersen, 1986). Her bir hiicrenin total sayis1 asagidaki formiille hesaplandi:

1 1 1
"KOO "A00 Ka.0.0

N=1%0Q

‘N’, toplam hiicre say1, ‘Q’ toplam disektor hiicre sayisi, ‘K.0.0’ kesit
ornekleme orani, ‘A.0.0O’ alan 6rnekleme orami ve ‘Ka.0.0’ kalinlik 6rnekleme
orant’dr.

Her birey ve her bir grupta toplam hiicre sayisinin yeterli olduguna karar
verilmesi igin sirasiyla hata katsayr (CE) ve degisim katsayr (CV) degerlerinin
hesaplanmasi yapildi (Gundersen ve Jensen, 1987; Tung¢ ve ark., 2007). Testis
ornekleme programinin hata katsayisi (CE) bir pilot ¢alisma ile dogrulandi (CE <%10
olmal1). CV degerin hesaplanmasiyla her gruptaki denek sayisinin yeterli olup olmadig:

hesapland:.

2. Cavalieri Metodu (Testis Hacmi Hesaplanmasi): Ardigik testis kesitleri
hacim hesaplanmasi i¢in kullanildi. Cavalieri prensibi ayni stereoloji program
(workstation) ile testis hacmini hesaplamak icin kullanildi. Bir noktali alan 6lgiim
cetveli (d = 50 um) kullanildi. Kesit {izerine isabet eden her bir noktanin temsil ettigi
alan 2500 pm?dir. Orneklenmis testis kestileri iizerinde sistematik rastgele bir
sekildenoktal1 alan 6l¢iim cetveli uygulandiktan sonra, ilgili yapinin alani isabet eden
nokta sayilarindan elde edildi. Bu nokta sayimlari asagidaki formiile gore ilgilenilen
yapilarin hesaplanmasi i¢in kullanildi:

A=Zp x [a(p)]

>P toplam nokta sayilarini, ve a(p) ise kesit lizerinde isabet eden noktali alan

Ol¢iim cetvelinde tek bir nokta alanini1 belirtmektedir.
YV=XAxt
V=txa/pxXP

YA toplam kesit alani, ve “t” kesit kalinligin1 ifade eder.

3.2.12. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SPSS bilgisayar programi (Sosyal Bilimler icin Istatistik
Paketi, siirtim 13.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak yapildi. Gruplara ait
verilerin normallik ve homojenlik testleri yapildiktan sonra One-Way ANOVA ve
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Bonferroni post hoc test gruplar1 karsilagtirmak i¢in uygulandi. Sonuglar ortalama =+
SEM olarak ifade edilmistir. P degerinin istatistiksel 0.05'ten diisiik olarak anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ergenlik doneminde erkek si¢anlarin testisleri {izerinde EMA maruziyeti ve buna
kars1 Tim ve Lut antioksidant etkilerinin arastirilmasi amaci ile yapilan bu ¢alismada,
Kontrol grubu, 900 MHz’lik EMA’ya 28 giin boyunca her giin bir saat siire ile maruz
kalan EMA grubu, maruziyetin yani sira antioksidan injekte edilen gruplar (LUt+EMA
ve Tim+EMA) ve EMA’ya maruz birakilmayan gruplardaki (Tim, Lut) testislerde
bulunan spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid, Sertoli ve Leydig hiicrelerine
ait hesaplamalar streolojik yontemler ile yapilmis ve testis dokusunun histopatoloji,

agirlik, immiimhistokimyasal, biyokimyasal 6zellikleri analiz edilmistir.

4.1. Testis Yas Agirhklari

Kontrol ve deney gruplarina ait deneklerin testis yas agirliklari asagidaki Tablo 3
ve Sekil 9°da gortilmektedir.

Dordiincii haftanin sonunda diseksiyon islemi sonrasi tiim gruplarda bulunan
deneklere ait testis dokularinin agirliklar1 6lgiildii. Testis agirliklar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, kontrol ile EMA grubu arasinda anlamli fark oldugu goézlemlendi
(p<0.05). Kontrol ile Lut, kontrol ile Lut+EMA, Kontrol ile Tim ve Kontrol ile
Tim+EMA gruplart arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05). EMA ile Lut gruplari
arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0.01). EMA ile LUt+EMA, EMA ile

Tim gruplar1 arasinda ise anlaml fark gézlemlendi (p<0.05).

Tablo 3. Tiim gruplara ait testis agirlik degerleri (Ortalama = SEM)

Gruplar Testis Agirhk Degerleri (gr) CV Degerleri
Kont 1,78 £ 0,07 0,08
EMA 1,54 + 0,03 0,05
Lut 1,8 +0,03 0,05
Tim 1,77 = 0,05 0,07
Lut+tEMA 1,76 £ 0,03 0,04
Tim+EMA 1,68 £0,04 0,06
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AGIRLIK (gr)

ORTALAMA TESTIS AGIRLIGI

*%

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Kont EMA Lut Tim Lut+EMA Tim+EMA
GRUPLAR

Sekil 9.

Kontrol ve deney hayvanlarma ait testis agirlik degerlerinin grafigi.*; Kont ve EMA gruplari
arasindaki anlamli fark (p<0.05), **; EMA ve LUt+EMA gruplar1 arasindaki anlamli fark
(p<0.05), #; EMA ve Lut gruplar arasindaki anlamlh fark (p<0.01), +; EMA ve Tim gruplar

arasindaki anlaml farki (p<0.05) gostermektedir

4.2. Ortalama Testis Hacmi
Ortalama testis hacim incelendiginde; Tim+EMA grubu hacminin kontrol

grubuna gore azalmis oldugu goézlemlenirken, istatistiksel olarak anlamli bir fark

olusturmadig tespit edilmedi (p>0.05). Ayn1 sekilde kontrol ile EMA, kontrol ile Lut,

kontrol ile Lut+EMA ve kontrol ile Tim gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmadi (p>0.05). Lut ile Tim+EMA gruplan arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlemlendi (p<0.05).
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Tablo 4. Tiim gruplara ait ortalama testis hacim degerleri (Ortalama = SEM, cm®)

Gruplar Ortalama Testis Hacimleri CV Degerleri
Kont 2.6 +0,08 0,06
EMA 22+0,12 0,14
Lut 2.7+0,08 0,08
Tim 2,5+0,11 0,1
Lut+EMA 2.4+0,07 0,08
Tim+EMA 23+0,09 0,08
ORTALAMA TESTIS HACMI
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Kont EMA Lut Tim Lut+EMA Tim+EMA
GRUPLAR

Sekil 10. Kontrol ve deney hayvanlarina ait ortalama testis hacim degerlerinin grafigi. *; EMA ve Lut

gruplari arasindaki anlamli fark: (p<0.05) gostermektedir

4.3. Biyokimyasal Analiz Bulgular
4.3.1. SOD Enzim Aktivitesi

Tim gruplara ait deneklerin biyokimyasal analizler ile ilgili serumda SOD
enzim aktivitesi 6l¢iildii (Tablo 5, Sekil 11). SOD aktivitesi bakimindan istatistiksel
olarak, kontrol ile EMA gruplari arasinda ileri derecede anlamli fark gozlemlenirken
(p<0.01) kontrol ile Tim+EMA gruplar1 arasinda da fark anlamliyd:r (p<0.05). EMA ile
Lut, EMA ile Lut+EMA ve EMA ile Tim gruplar arasinda ileri derecede anlamli fark
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gozlendi (p<0.01). Lut ile Tim+EMA gruplar1 arasinda (p<0.01) ayrica Tim ile
Tim+EMA gruplar1 arasinda (p<0.05) istatistiksel olarak ileri derecede anlamli fark

vardi.

Tablo 5. Tiim gruplara ait SOD enzim aktivite degerleri (Ortalama + SEM)

Gruplar SOD (U/ml) CV Degerleri
Kont 0,1 £0,01 0,12
EMA 0,19+ 0,01 0,1

Lut 0,08 £0,01 0,08
Tim 0,11 +£0,01 0,07
Lut+EMA 0,12+0,02 0,13
Tim+EMA 0,17+0,02 0,09

SOD AKTIVITESI
0,25 *% ;
)

E 0,2
2 - -
‘D 015 T
w - M|
£ T | faes
= T .
= 04 ek —— ot
x T T : T : )
< At T L
8 0.05 (- : I : T :I:I:I
’ T | - |
»n = = : I : I :I:I:l
] I " I . I lI.I.I
i 12 | I |
0 ! 1 .

Kont EMA Lut Tim Lut+EMA Tim+EMA
GRUPLAR

Sekil 11. Kontrol ve deney hayvanlarina ait ortalama SOD aktivite degerlerinin grafigi. *; Kont ve EMA
gruplari arasindaki ileri derecede anlamli fark (p<0.01), &; Kont ve Tim+EMA gruplar
arasindaki anlamh fark (p<0.05), **; EMA ve Lut+EMA gruplar arasindaki ileri derecede
analmh fark (p<0.01), #; EMA ve Lut, Tim gruplar arasindaki ileri derecede analmli fark
(p<0.01), ***; Lut ve Tim+EMA gruplar arasindaki ileri derecede anlamli fark (p<0.01), ++;
Tim ve Tim+EMA gruplari arasinda anlamli farki (p<0.05) gostermektedir
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4.3.2. Serum Testosteron Analizi

Tim gruplara ait deneklerin biyokimyasal analizler ile ilgili serumda testosteron
seviyesi Olgiildii (Tablo 6, Sekil 12). Serum testosteron diizeyleri istatistiksel olarak,
kontrol ile EMA gruplart arasinda ileri derecede anlamli fark gézlemlendi (p<0.01).
EMA ile Lut, EMA ile Tim (p<0.01), EMA ile Lut+tEMA (p<0.05) gruplar1 arasinda
anlamli fark bulundu. Lut ile Lut+EMA ve Lut ile TIm+EMA gruplari arasinda ileri
derece anlaml fark saptandi (p<0.01). Lut+EMA ile Tim gruplar1 arasinda ayrica Tim
ile Tim+EMA gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).

Tablo 6. Tiim gruplara ait serum testosteron degerleri (Ortalama + SEM)

Gruplar Serum Testosteron Degerleri CV Degerleri
Kont 438 £ 17 0,1
EMA 271 +£25 0,15
Lut 569 + 28 0,12
Tim 523 £27 0,13
Lut+EMA 402 +22 0,13
Tim+EMA 371£26 0,15
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SERUM TESTOSTERON SEVIYESI
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Kont EMA Lut Tim Lut+EMA Tim+EMA
GRUPLAR

Sekil 12. Kontrol ve deney hayvanlarina ait ortalama serum testosteron degerlerinin grafigi. *; Kont ve
EMA gruplan arasindaki ileri derecede anlamli fark (p<0.01), +; EMA ile Lut, Tim gruplar
arasinda ileri derecede anlamh fark (p<0.01), **; EMA ve Lut+EMA gruplar arasinda anlaml
fark (p<0.05), #; Lut ile Lut+EMA, Tim+EMA gruplari arasinda ileri derecede anlamli fark
(p<0.01), ++; Tim ile Tim+EMA, Lut+EMA gruplari arasinda anlaml farki (p<0.05)

gostermektedir

4.4. Sterolojik Analiz Bulgular:

4.4.1. Spermatogonyum Hiicre Sayisi

Kontrol ve deney gruplarina ait denklerin toplam spermatogonyum hiicre
sayilarina ait verileri Tablo 7 ve Sekil 13’de goriilmektedir.

Spermatogonyum hiicre sayisi istatistiksel olarak incelendiginde, kontrol ile
EMA, kontrol ile Lut, kontrol ile Lut+EMA, kontrol ile Tim ve kontrol ile Tim+EMA
gruplari arasinda anlamli fark bulunmamustir (p>0.05). EMA ile Lut ve EMA ile Tim
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05) gozlenirken EMA ile
Lut+EMA.ve EMA ile Tim+EMA gruplari arasinda anlamli fark (p>0.05) saptanmadi.
Lut ile Tim gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark gézlemlenmedi (p>0.05). Tim ile
Tim+EMA, Tim ile LUt+EMA, Tim+EMA ve LUut+EMA ile diger gruplar aranda

statistiksel olarak anlamli fark gézlemlenmedi (p>0.05).
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Tablo 7. Tiim gruplara ait toplam spermatogonyum hiicre say1 (x10) degerleri (Ortalama + SEM)

Gruplar Toplam Spermatogonyum Sayisi CV Degerleri
Kont 4097 £ 97 0,05
EMA 3387 £ 81 0,06
Lut 4184 = 08 0,06
Tim 4132+ 05 0,06
Lut+tEMA 3837+ 82 0,12
Tim+EMA 3638 + 03 0,06
TOPLAM SPERMATOGONYUM SAYISI
5000
@ 4500
> - T -
< 4000 == - T
» -~ I - I - e
i ] = | ||
g 3500 By : T : T :l:l:l
> 3000 - - -
S 2500 B o !
§ 2000 i === amn
< 1500 - by e
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Kont EMA Lut Tim Lut+EMA Tim+EMA
GRUPLAR

Sekil 13. Tim gruplara ait toplam spermatogonyum hiicre sayilarinin grafigi.*; EMA ve Lut gruplar
arasindaki anlaml fark (p<0.05), #; EMA ve Tim gruplari arasindaki anlamli farki (p<0.05)

gostermektedir

4.4.2. Primer Spermatosit Hiicre Sayisi

Kontrol ve deney gruplarina ait denklerin toplam primer spermatosit hiicre
sayilar1 Tablo 8 ve Sekil 14°de goriilmektedir.

Primer spermatosit hiicre sayisi istatistiksel olarak incelendiginde, kontrol ile
EMA gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0.01). Ayrica kontrol ile
Lut, kontrol ile Lut+EMA, kontrol ile Tim ve kontrol ile TIm+EMA gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05). EMA ile Lut gruplari arasinda ileri
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derecede anlamli fark gozlemlendi (p<0.01). EMA ile Lut+EMA, EMA ile Tim gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). Lut ile Lut+EMA, Lut ile
Tim ve Lut ile TimtEMA gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0.05). LUut+EMA ile Tim ve Lut+EMA ile Tim+EMA gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05). Aynmi sekilde Tim ile Tim+EMA

gruplari arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (p>0.05).

Tablo 8. Tiim gruplara ait toplam primer spermatosit hiicre say1 (x10%) degerleri (Ortalama + SEM)

Gruplar Toplam Primer Spermatosit Sayilari CV Degerleri
Kont 4470 + 129 0,06
EMA 3537+ 109 0,08
Lut 4673 £ 146 0,08
Tim 4317+ 188 0,11
Lut+tEMA 4265 =180 0.1
Tim+EMA 4296 £ 161 0,08
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TOPLAM PRIMER SPERMATOSIT SAYISI
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Sekil 14. Tiim gruplara ait toplam primer spermatosit hiicre sayilarmin grafigi.*; Kont ve EMA gruplari
arasinda ileri derecede anlaml fark (p<0.01), &; EMA ve Lut gruplar arasinda ileri derecede
anlamli fark (p<0.01), +; EMA ve Tim gruplar arasinda anlaml fark (p<0.05), **; EMA ile
Lut+EMA, Tim+EMA gruplar arasinda anlamli farki (p<0.05) gostermektedir

4.4.3. Spermatid Hiicre Sayisi

Kontrol ve deney gruplarina ait deneklerin toplam spermatid hiicre sayimlarina
ait veriler Tablo 9 ve Sekil 15’de goriilmektedir.

Spermatid hiicre sayisinin istatistiksel olarak incelenmesinde, kontrol ile EMA
gruplari arasinda anlamli fark bulundu (p<0.05). Kontrol ile Lut, kontrol ile TIm+EMA,
kontrol ile Tim ve kontrol ile Tim+EMA gruplari arasinda ististiksel olarak anlamli fark
gozlemlenmedi (p>0.05). EMA ile Lut gruplari arasinda ileri derecede anlamli fark
gozlendi (p<0.01). EMA ile LUt+EMA ve EMA ile Tim gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).
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Tablo 9. Tiim gruplara ait toplam spermatid hiicre say1 (x10%) degerleri (Ortalama = SEM)

Gruplar Toplam Spermatid Sayilar: CV Degerleri
Kont 5019+ 125 0,06
EMA 4238 +91 0,05
Lut 5569 + 144 0,06
Tim 4931 £ 131 0,07
Lut+tEMA 4912 +223 0,11
Tim+EMA 4908 + 165 0,08
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Sekil 15. Tiim gruplara ait toplam spermatid hiicre sayilarinin grafigi.*; Kont ve EMA gruplar arasinda
anlamli fark (p<0.05), #; EMA ve Lut gruplar arasinda ileri derecede anlamli fark (p<0.01), +;
EMA ve Tim gruplari arasinda anlaml fark (p<0.05), **; EMA ve Lut+EMA gruplari arasinda
anlamli farki (p<0.05) gostermektedir

4.4.4. Sertoli Hiicre Sayisi

Kontrol ve deney gruplarina ait denklerin toplam Sertoli hiircre sayilarina ait
veriler Tablo 10 ve sekil 16°de goriilmektedir.

Sertoli hiicre sayisinin statistiksel olarak incelenmesinde, EMA grubundaki
hiicre sayisinin kontrol grubuna gore azalmis oldugu goriiliirken, istatistiksel olarak

gruplar arasinda anlamli fark bulunamad: (p>0.05), ayrica, kontrol ile Lut, kontrol ile
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EMA+ Lut, kontrol ile Tim ve kontrol ile TIm+EMA gruplar1 arasinda da anlamli bir

fark gozlemlenmedi (p>0.05).

Tablo 10. Tiim gruplara ait toplam Sertoli hiicre say1 (x10%) degerleri (Ortalama + SEM)

Gruplar Toplam Sertoli Sayilar: CV Degerleri
Kont 2296 +£93 0,09
EMA 1909 + 50 0,06
Lut 2258 £103 0,11
Tim 2136 =105 0,12
Lut+EMA 2090+ 119 0,13
Tim+EMA 1997 + 58 0,07
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Sekil 16. Tiim gruplara ait toplam Sertoli hiicre sayilariin grafigi

4.45. Leydig Hiicre Sayisi

Kontrol ve deney gruplarina ait denklerin toplam Leydig hiicre sayilar1 Tablo 11
ve Sekil 17°de goriilmektedir.

Leydig hiicre sayisinin istatistiksel olarak incelenmesinde, kontrol ile EMA
gruplart arasinda anlamli fark gozlemlendi (p<0.05). Kontrol ile Lut, kontrol ile

Lut+EMA, kontrol ile Tim ve kontrol ile Tim+EMA gruplari arasinda anlamli bir fark
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bulunamad: (p>0.05). EMA ile Lut, EMA ile Tim gruplar1 arasinda ise istatistiksel
olarak ileri derecede anlamli fark oldugu goézlendi (p<0.01). Aymi sekilde EMA ile
Lut+EMA gruplari arasinda da anlamli fark gozlemlendi (p<0.05). EMA ile TIm+EMA
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05). Ayni sekilde Lut
ile LUL+EMA, Lut ile Tim ve Lut ile TIm+EMA gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamhi fark gozlenmedi (p>0.05). Lut+EMA ile Tim ve Lut+EMA ile Tim+EMA
gruplar arasinda statistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05). Tim ile Tim+EMA

gruplari arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulumadi (p>0.05).

Tablo 11. Tiim gruplara ait toplam Leydig hiicre say1 (x10%) degerleri (Ortalama + SEM)

Gruplar Toplam Leydig Sayilari CV Degerleri
Kont 2904 + 93 0,09
EMA 2284+ 113 0,06
Lut 3113+ 99 0,11
Tim 3057 + 148 0,12
Lut+tEMA 2890 + 138 0,13
Tim+EMA 2750 £ 99 0,07
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Sekil 17. Tiim gruplara ait toplam Leydig hiicre sayilarinin grafigi.*; Kont ve EMA gruplari arasindaki
anlaml fark (p<0.05), +; EMA ve Lut, Tim gruplar1 arasindaki ileri derecede anlamli fark
(p<0.01), **; EMA ve Lut+tEMA gruplar arasindaki ileri derecede anlamli farki (p<0.05)

gostermektedir

4.5. Sperm Morfolojik Analiz Bulgular:

Semen yayma preparatlarindan elde edilen sperm morfoloji analizleri Tablo 12

ve Sekil 18-21°de izlenmektedir.

Tablo 12. Tiim gruplara ait sperm morfoloji degerleri (Ortalama = SEM)

Gruplar Normal Bas Anomali Boyun Anomali Kuyruk Anomali
Kont 163,6 £4,0 22+03 5,0+£0,6 29,2+3,6
EMA 89,5+3.5 5,8+09 10,7+1,2 940+3,5
Lut 170,7 +3.0 40+0,8 33+0,9 220+28
Tim 156,2+£2,9 47+09 T:5:+1;1 31,7421
Lut+tEMA 146,343 58+0,6 85+14 393+£40
Tim+EMA 139,6 £5,1 56+13 8,6+18 462 +27

Sperm morfolojisi agicindan normal sperm sayisinin istatistiksel olarak

incelenmesinde, kontrol ile EMA gruplar1 arasinda, EMA ile Lut, EMA ile LUt+EMA,
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EMA ile Tim, EMA ile TIm+EMA gruplar1 arasinda ve Lut ile Lut+EMA, Lut ile
Tim+EMA gruplari arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0.01).
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Sekil 18. Tim gruplara ait normal sperm morfloji degerlerinin grafigi.*; Kont ve EMA gruplar
arasindaki ileri derecede anlamli fark (p<0.01), &; EMA ve Lut, Tim gruplar arasindaki ileri
derecede anlaml fark (p<0.01), **; EMA ve LUut+EMA, Tim+EMA gruplan arasindaki ileri
derecede anlamli fark (p<0.01), #; Lut ve Lut+EMA, Tim+EMA gruplar1 arasindaki ileri
derecede anlamli farki (p<0.01) gostermektedir

Sperm morfolojisi agisindan bas anomalili sperm sayisinin karsilastirmali
incelenmesinde, EMA grubundaki bas anomalisinin, Kontrol grubuna goére azalmis
oldugu ancak gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadigi gézlenmistir
(p>0.05). Ayrica tiim gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi

(p>0.05).
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BAS ANOMALILi SPERM SAYISI
D

Kont

SPERM MORFOLOJi iINCELENMESI

EMA

Lut

Tim

Lut+EMA Tim+EMA

GRUPLAR

Sekil 19. Tiim gruplara ait bag anomalili sperm morfloji degerlerinin grafigi

Sperm morfolojisi agisindan boyun anomalili sperm sayisinin karsilastirmali
incelenmesinde, kontrol ile diger gruplar arasinda anlamli fark g6zlemlenmezken
(p>0.05), EMA ile Lut gruplar arasinda ise ileri derecede anlamli fark oldugu goézlendi
(p<0.01).
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GRUPLAR

Sekil 20. Tiim gruplara ait boyun anomalili sperm morfloji degerlerinin grafigi.*; EMA ve Lut gruplari

arasindaki ileri derecede anlamli fark: (p<0.01) gostermektedir

Sperm morfolojisi agisindan kuyruk anomalili sperm sayisinin istatistiksel olarak
incelenmesinde, kontrol ile EMA gruplari arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu
(p<0.01). EMA ile Lut, EMA ile Lut+tEMA, EMA ile Tim, EMA ile Tim+EMA
gruplari arasinda da ileri derecede anlamli bir fark gozlendi (p<0.01). Lut ile Lut+EMA
gruplart arasinda ve Lut ile TIm+EMA gruplar arasinda ileri derecede anlamli fark
tespit edildi (p<0.01).
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Sekil 21. Tim gruplara ait kuyruk anomalili sperm morfloji degerlerinin grafigi. *; Kont ve EMA,
gruplar1 arasindaki ileri derecede anlamli fark (p<0.01), #; EMA ve Lut, TIM gruplari arasinda
ileri derecede anlamli fark (p<0.01), **; EMA ve Lut+EMA, Tim+EMA gruplar1 arasinda ileri
derecede anlamli fark (p<0.01) &; Lut ve Lut+EMA gruplar arasindaki anlaml fark (p<0.05),

+; Lut ve Tim+EMA gruplar arasindaki ileri derecedeki farki gostermektedir

4.6. Histolojik Analiz Bulgular:

4.6.1. Testis Kesitlerinde Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Elde Edilen
Bulgular

Kontrol ve deney gruplarina ait testis doku 6rneklerinin hematoksilen-eozin ile
boyanmis kesitlerinin 151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucunda ortaya ¢ikan
histolojik ve histopatolojik sonuglari asagida ifade edilmistir.

1. Kontrol Grubuna Ait Deneklerin Histolojik Bulgulari: Kontrol grupuna ait
deneklerin testis yapisinda bulunan seminifer tiibiil, seminifer epitel, interstisyel bag
dokusu ve Leydig hiicrelerinin histololojik olarak normal goriiniimde olduklar1 tespit
edildi (Sekil 22, 23). Spermatogenetik seriyi olusturan spermatogonyumlar, primer
spermatosit ve spermatidler seminifer tiibiillerin duvarinda diizenli olarak dizilmislerdi.
Spermatogonyumlar koyu yuvarlak c¢ekirdekleri ile bazal lamina iizerinde
yerlesmekteydiler. Primer spermatositler genis bir sitoplazma ve agik renkli, aym

zamanda germinal epitelinde en biiylik oval ¢ekirdek ile, oval veya liggen biiyiik soluk
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¢ekirdekli prizmatik uzun sekilli Sertoli hiicrelerinden ayrit edildi. Spermatidler koyu
yuvarlak cekirdekli ve seminifer tiibliliin liimenine yakin yerlesimli hiicreler olarak
gozlendi (Sekil 23). Seminifer tiibiiller arasinda bulunan interstisyel bag dokusu normal
histolojik goriiniimdeydi (Sekil 22). Seminifer tiibiiller arasinda interstisyel bag dokusu
igerisinde yer almakta olan ¢ok yiizeyli, ¢ekirdekleri hiicre ortasinda yerlesimli ve
eozinofilik sitoplazmaya sahip Leydig hiicreleri de ayirt edildi (Sekil 23).

SRS

Sekil 22. Kont grubuna ait deneklerin testis dokularmin goriintiileri farkli biiylitmede izlenmektedir. a)
ST; Seminifer tiibiiller, b) INT; Interstisyel alan, c) LUM; Tiibiil liimeni, d) SE; Seminifer

epiteli gozlenmektedir
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Sekil 23. Kont grubuna ait deneklerin testis dokularinin goriintileri izlenmektedir. a) LEY; Leydig
hiicreleri, b) SP; Spermatogonyomu, PS; Primer spermatositi, SD; Spermatidi, SR; Sertoli’yi,

MY'; Myoepiteli gostermektedir

2. EMA Grubuna Ait Deneklerin Histolojik Bulgulari: EMA grubuna ait
deneklerin testis doku yapisinda kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda onemli
bozulmalarm oldugu gozlendi. Seminifer tibiillerde yer yer spermatogonyumlarin
bulunmadig1 bdlgeler ile birlikte spermatogenik hiicrelerin tiibiil duvarindan ayrildigi
yerler de izlendi (Sekil 24, 27). Cok az sayida nekrotik seminifer tiibiiller testis
dokularinda tespit edildi (Sekil 25, 26). Seminifer tiibiillerin diizensiz sekilleri,
aralarinda ayrilmalar bulundugu ve ¢ok az sayida nekrotik hiicrelerin oldugu gozlendi

(Sekil 24-27).
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Sekil 24. EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a ve b’deki siyah Okbast;
spermatogonyumlarin  bulunmadigi bolgeyi, b’deki DA; Damari, b’deki beyaz +’lar;
spermatogenik hiicrelerin tiibiil duvarindan ayrildigi bolgeleri, Cercevelenmis alanlar;

Spermatogenik hiicrelerin bulunmadigi bélgeleri gostermektedir

Sekil 25. EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri iki farkli bliyiitmede izlenmektedir. a’daki
ok ile isaretlenmis kismin biiyiitiilmiis goriintiisiinde b’deki siyah ok; Nekrotik seminifer tiibiili

gostermektedir
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Sekil 26. EMA grubuna ait deneklerin testis doku gorintiileri izlenmektedir. a ve b’deki yildizlar;
Seminifer tiibiiller arasindaki ayrilmalari, b’deki siyah ok; Nekrotik seminifer tiibiili

gostermektedir

Seminifer epitelinde spermatogenik hiicrelerin bulunmadigi bolgeler, vakuoller
ve yer yer spermatogenezin duraksadigi yerler gozlendi (Sekil 24, 27). Seminifer
tiibiillerin duvar yapisinda bazi bolgelerde incelmeler ve bunun yani sira kopmalar tespit
edildi (Sekil 28) ve tiibiiller arasindaki interstisyel bag dokusunda bozulmalar dikkat
cekiciydi (Sekil 29).

Sekil 27. EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’deki iki bash ok;

Germinal epitelin bulunmadig1 bolgeyi, b’deki beyaz oklar; diizensiz sekilde olan seminifer

tiibiilleri, Cercevelenmis alanlar; vakuol benzeri yapilarin olustugu yerleri gostermektedir
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Sekil 28. EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiisii izlenmektedir. Daire ile cevrelenmis alan;
Seminifer tiibiil duvarindaki kopmalari, Siyah ok baslari; Incelmis seminifer duvarlarini

gostermektedir

Sekil 29. EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’daki daire ile ¢evrelenmis

alamin  biiyiitiilmiis goriintiisinde b’deki #; Interstisyel bag dokusundaki bozulmayi

gostermektedir
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3. Lut Grubuna Ait Deneklerin Histolojik Bulgulari: Lut grubuna ait
testislerin histopatolojik incelenmesinde, kontrol grubuna gére énemli fark gézlenmedi

ve seminifer tiibiili, seminifer tiibiil limeni ve epitelinin normal histolojik yapida

oldugu ve yer yer yogunlagsmis sperm bolgeleri tespit edildi (Sekil 30, 31).

Sekil 30. Lut grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’daki ¢evrelenmis alan ve

ST; Seminifer tiibiiliinii , b’deki LUM; Seminifer tiibiil liimenini gostermektedir

Sekil 31. Lut grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a ve b’deki dik dortgen ile

cevrelenmis alan ve SE; Seminifer epitelini, b’deki daire ile cevrelenmis alan; Yogunlasmis

spermi gostermektedir

4. LUt+EMA Grubuna Ait Deneklerin Histolojik Bulgulari: LUt+EMA ait
testis dokusunun histopatolojik olarak incelenmesinde, kontrol grubuna gére anlamli
anomaliler izlendi. Seminifer tiibiil epitelini olusturan spermatogenik hiicrelerin

birbirinden ayrilmalar1 ve epitel dizisinde bozulmalar: tespit edildi. EMA grubu gibi
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ama az sayida spermatogenezin duraksadigi alanlar, spermatogenik hiicrelerin tiibiil
duvarindan ayrilmalari, vakuoller, diizensiz seminifer tiibiiller ve spermatogonyumlarin
bulunmadig1 bolgeler gozlendi (Sekil 32-35). Nekrotik seminifer tiibiiller ¢ok az sayida

izlenirken, tiibiiller arasinda ayrilmalarin fazla oldugu ve incelmis tiibiil duvarinin yani

sira kontrolsiiz mitotik boliinmeler de dikkat ¢ekti (Sekil 33-36).

Sekil 32. Lut+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a ve b’deki dik dortgen
ile cevrelenmis alanlar; Seminifer epitel butunlugundeki bozulmalar1 ve epiteli olusturan
hiicreler arasindaki ayrilmalari, a’daki beyaz +’lar; Spermatogenik hiicrelerin tiibiil
duvarlarindan ayrildigi bolgeleri, b’deki daire ile ¢evrelenmis alan; Spermatogenezin
duraksadigi bolgeyi, b’deki siyah +; Seminifer tiibiilde vakuolu, b’deki ¢ift ok basi;

Kalinlagmig seminifer tiibiil duvarint gostermektedir

Sekil 33. LUt+tEMA grubuna ait dencklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’daki daire ile

cevrelenmis alan; Spermatogenezin duraksadigi bolgeyi, a’daki #lar; Interstisyel bag
dokusundaki bozulmay1, b’deki yildizlar; Seminifer tiibillerin birbiriyle ayrilmalarini, b’deki

siyah ok basi; Incelmis seminifer tiibiil duvarimi gostermektedir
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Sekil 34. Lut+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’daki dik dortgen ile

cevrelenmis alan; Seminifer epitel butunlugundeki bozulmalar1 ve epiteli olusturan hiicreler

arasindaki ayrilmalari, b’deki ok baslari; Diizensiz sekilde olan seminifer tiibiilleri

gostermektedir

n m
25‘;11#

?

7 i E]
.

, oy
3 ‘%{f'%?
o 2 _

Sekil 35. LUt+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’daki ¢ift bash ok;
Germinal epitelin bulunmadigi bolgeleri, a’daki LUM; Seminifer tiibiil liimeni, b’deki siyah
+’lar; Seminifer tiibiilde vakuolu, b’deki ¢evrelenmis bdolge; Spermatogonyumlarin

bulunmadig1 bolgeyi, b’deki INT; Interstisyel bag dokusunu gostermektedir
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Sekil 36. LUt+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a ve b’deki yildizlar;
Seminifer tiibiillerin birbiriyle ayrilmalarini, b’deki siyah +; Seminifer tiibiilde vakuolu, b’deki
beyaz +’lar; Spermatogenik hiicrelerin tiibiil duvarlarindan ayrildig1 bolgeleri, b’deki ikKi

bash ok; Germinal epitelin bulunmadig bolgeyi gostermektedir

5. Tim Grubuna Ait Deneklerin Histolojik Bulgulari: Kontrol ve Lut gruplar
gibi Tim grubuna ait testis dokularinin histolojik yapilar1 degerlendigimizde, seminifer

tiibiilleri, seminifer epitel serisi, tiibiil limenleri ve interstisyel bag dokulari normal

morfolojide gozlendi (Sekil 37, 38).

Sekil 37. Tim grubuna ait deneklerin testis doku gériintiileri izlenmektedir. a’daki LUM?” lar; Seminifer

tiibiil limenleri, b’deki ¢cevrelenmis alan ve ST; Seminifer tiiblii gostermektedir
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Sekil 38. Tim grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a ve b’deki dik dortgen ile
cevrelenmis alanlar; Seminifer tiibiilleri, a’daki MY; Myoepitel, a’daki ¢ift ok basi;
Yogunlasmis spermleri, b’deki INT; interstisyel bag dokuyu gostermektedir

6. TIim+EMA Grubuna Ait Deneklerin Histolojik Bulgulari: Tim+EMA
grubunun histopatolojik olarak incelenmesinde kontrol grubuna gore seminifer
tiibiillerinde 6nemli bozulmalar tespit edildi ve bu hasarlarin Lut+EMA grubuna gore
daha sik oldugu dikkat ¢ekti. Seminifer tiibiillerin arasinda ayrilmalar, seminifer epitelin
bazi bolgelerinde vakuoller, spermatogenik hiicrelerin bulunmadigive spermiyogenezin
duraksadigi alanlar izlendi (Sekil 39-41, 43). Interstisyel bag dokusunda yer yer
bozulmalar goriildi (Sekil 39, 40). Ayrica seminifer tiibiillerin diizensiz ve nekrotik
goriintiileri ile birlikte seminifer epiteli olusturan hiicrelerin arasindaki ayrilmalar da
izlendi (Sekil 41, 42).
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Sekil 39. TIMm+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a ve d’deki yildizlar;

Seminifer tiibiillerin birbirinden ayrilmalarimi, b’deki #’lar; Interstisyel bag dokusundaki
bozulmalari, c¢’deki ¢ift bagh ok; Germinal epitelin bulunmadig1 boélgeyi, d’deki siyah +’lar;
Seminifer tiibiilde vakuolleri gostermektedir
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Sekil 40. Tim+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’daki yildizlar;
Seminifer tiibiiller arasindaki ayrilmalari, a’daki INT; Interstisyel bag dokuyu, b’deki #’lar;

Interstisyel bag dokusundaki bozulmay1 gostermektedir

Sekil 41. Tim+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’daki beyaz ok

baslari; Diizensiz seminifer tiibiilleri, b’deki ok; Nekrotik seminifer tiibiilii gostermektedir
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Sekil 42. Tim+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a’daki dik dortgen ile
cevrelenmis alan; Seminifer epitel bitinliigindeki bozuklugu ve epiteli olusturan hiicreler

arasindaki ayrilmalari, b’deki ok; Nekrotik seminifer tiibiilii gostermektedir

Sekil 43. TIM+EMA grubuna ait deneklerin testis doku goriintiileri izlenmektedir. a ve b’deki yildizlar;

Seminifer tiibiiller arasindaki ayrilmalari, b’deki siyah +’lar; Seminifer tiibiilde vakuolleri,
b’deki c¢ift bash ok; Germinal epitelin bulunmadigi bolgeyi, b’deki beyaz +’lar;

Spermatogenik hiicrelerin tiibiil duvarlarindan ayrildigi bolgeleri gostermektedir

4.6.2. Spermlerin Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Elde Edilen Bulgular

1. Normal Sperm Histoloji Bulgulari: Elde edilen semen yayma
preparatlarinda normal sperm hiicrelerin bas, boyun ve kuyruk morfolojileri incelendi.
Spermlerin histolojik 6zelliklerini degerlendigimizde, ¢engel seklinde bas ve uzun bir

kuyruga sahip olduklar1 gozlemlendi (Sekil 44).
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28 m

a b) ® dl

Sekil 44. Tiim gruplara ait deneklerin normal spermleri goriinmektedir. a-d’deki sperm goriintiileri;

Normal sperm morfolojisini gostermektedir

2. Sperm Bas1 Defektleri: Tiim deneklere ait sperm bas1 defektleri morfolojik
olarak degerlendirildiginde, cok az sayida bag anomalileri gozlendi. Isik mikroskobik
goriintiilerde kiiciik ve oval bas, kiigiik ve igne bas (pin-head), amorf bas ve bassiz

spermler tespit edildi (Sekil 45, 46).

a ) @® dl

Sekil 45. Tiim gruplara ait deneklerin sperm basi anomalileri goriilmektedir. a’daki sperm goriintii;
Kiigiik ve oval sekilli bagi, b ve c’deki sperm goriintiiler; Kiigiik ve igne bas1 (pin-head),

d’deki sperm goriintii; Cok kiigiik ve amorf basi gostermektedir
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Sekil 46. Tiim gruplara ait deneklerin sperm bas anomalileri goriinmektedir. a’daki sperm goriintii; Oval
basi, b’deki sperm goriintii; Cok kiiciik ve amorf basi, c¢’deki sperm goriintii; Bassiz spermi,

d’deki sperm goriintii; Kiiciik ve igne bagsi (pin-head) gostermektedir

3. Sperm Boyun Defektleri: Deneklere ait sperm goriintiilerinde boyun
defektleri az sayida mevcut idi. Spermleri degerlendirdigimizde biikiik (kuyrugun basin
uzun eksenine 90° a¢1 ile baglandigini ifade eden terim) anomalisi, kirik veya egri

boyun anormalisi izlendi (Sekil 47, 48).
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a b) ® dl

ekil 47. Tim gruplara ait deneklerin sperm boyun anomalileri goriinmektedir. a ve c’deki sperm
grup P yu g
goriintiileri; Biikiik anomaliyi, b ve d’deki spermler goriintiileri; Kirtk veya egri boyun

anomalilerini gostermektedir
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a b) ® dl

Sekil 48. Tim gruplara ait deneklerin sperm boyun anomalileri goériillmektedir. a ve c’deki sperm
goriintiileri; Biikiik anomaliyi, b ve d’deki sperm goriintiileri; Kirik veya egri anomalileri

gostermektedir

4. Sperm Kuyruk Defektleri: Sperm kuyruk defektlerini degerledirdigimizde,
EMA, Lut+EMA ve Tim+EMA gruplarinda gok sayida anomaliler gozlendi. Incelenen
preparatlar iizerinde dag defekt, halka ve kirik kuyruk tespit edildi (Sekil 49, 50).
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Sekil 49. Tiim gruplara ait deneklerin sperm kuyruk anomalileri gériinmektedir. a’daki sperm goriintii;

Halka kuyruk anomaliyi, b-d’deki sperm goriintiileri; Dog defekt anomalilerini gostermektedir
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Sekil 50. Tiim gruplara ait deneklerin sperm kuyruk anomalileri goriilmektedir. a’daki sperm goriintiisii;
Halka uyruk ile birlikte olan dog defekt anomalilerini; b, ¢ ve d’deki sperm goriintleri; Halka

uyruk anomaliyi gostermektedir

5. Kontrol Grubuna Ait Sperm Morfolojik Bulgular:: Kontrol deneklerine ait
spermlerin histolojik olarak degerlendirilmesinde ¢ok sayida normal morfolojiye sahip

olan spermler izlendi (Sekil 51).
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Sekil 51. Kont grubuna ait deneklerin normal sperm morfoloji goriintiileri goriinmektedir
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6. EMA Grubuna Ait Sperm Morfolojik Bulgulari: EMA grubuna ait
spermleri histopatolojik olarak inceledigimizde, 6zellikle ¢ok sayida kuyruk defekti
oldugu dikkat ¢ekti. Sperm goriintiilerinde dog defekt, halka kuyruk, biikiik boyun,
kiigiik ve oval bas, kiigiikk ve igne bas, ve kuyruksuz bas anomalileri yogun olarak

gozlendi (Sekil 52).

Sekil 52. EMA grubuna ait deneklerin anormal sperm morfoloji goriintiileri gérinmektedir. a’daki beyaz
oklar; Kiigiik ve ignebas anomaliyi, a ve b’deki siyah oklar; Halka uyruk anomalileri, a ve

b’deki siyah ok baslar; Biikiikk anomalileri, a ve b’deki beyaz ok baslar; Kuyruksuz baslart,
b’deki ¢ift beyaz ok bas; Dog defekti, b’deki ¢ift siyah ok bas; Bassiz spermi gostermektedir

7. Lut Grubuna Ait Sperm Morfolojik Bulgulari: Lut grubundaki sperm

morfolojik goriintiilerinin ¢ogunlugu normal olarak gézlendi (Sekil 53).
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Sekil 53. Lut grubuna ait deneklerin normal sperm morfolojisine sahip olduklar1 gériinmektedir

8. Lut+EMA Grubuna Ait Sperm Morfolojik Bulgulari: Lut+EMA grubunun
sperm kuyrukarinda halka kuyruk ve dog defkt anomalilerinin yogunlugu dikkat

¢cekmekteydi. Az sayida kiiglik ve oval bas, igne bas ve biikiik ve kirik boyun gézlendi
(Sekil 54).

79



S<

Sekil 54. Lut+EMA grubuna ait deneklerin anormal sperm morfolojik goriintiileri goriinmektedir. a’daki
cift siyah ok basi; Bagsiz spermi, a’daki siyah ok; Halka uyruk anomaliyi, b’deki siyah ok
basi; Biikiik anomaliyi, b’deki beyaz ok basi; Ayrilmis basi, b’deki ¢ift beyaz ok basi; Dog
defekti, b’deki beyaz ok; Oval sperm bas anomaliyi gostermektedir

9. Tim Grubuna Ait Sperm Morfolojik Bulgulari: Genelde Tim grubuna ait

spermlerin bag, boyun ve kuyruk morfolojileri normal izlendi (Sekil 55).

28 m

Sekil 55. Tim grubuna ait deneklerin normal sperm morfolojisine sahip olduklar1 gériilmektedir
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10. Tim+EMA Grubuna Ait Sperm Morfolojik Bulgulari: Tim+EMA
grubunda kuyruk defekterin yogunlugunun bas ve boyun anomalilerine gore fazla
oldugu tespit edildi. Yogun olarak halka kuyruk ve dog defekt ve az olarak da biikiik
defekt, kirik boyun ve bag anomalileri mevcut idi (Sekil 56).

Bpm 23 pm
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>
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/
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Sekil 56. Tim+EMA grubuna ait deneklerin anormal sperm morfolojiye sahip olduklar1 goriilmektedir.

a’daki cift siyah ok basi; Bassiz spermi, a’daki beyaz ok; Sperm bas anomalileri, b’deki siyah
ok; Halka uyruk anomaliyi, b’deki beyaz ok basi; Kuyruksuz basi, b’deki ¢ift beyaz ok bas;
Dog defekti gostermektedir

4.7. immiinohistokimyasal Analiz Bulgular

Deney ve kontrol gruplarina ait testis doku 6rneklerinin DCXR ile boyanmis
kesitlerinin 151k mikroskop altinda incelenmesi sonucunda kirmizimsi kahverengi
boyanan hiicreler spermatozoa olgunlagmasi igin bir belirtegti ve pozitif hiicreler olarak
kabul edildiler.
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1. Kontrol Grubuna Ait Deneklerin Immiinohistokimyasal Bulgular:

Kontrol grubuna ait deneklerin testis dokularinin immiinohistokimyasal incelenmesinde

spermatozoalarda gii¢lii pozitif immiin boyanma izlendi (Sekil 57).

Sekil 57. Kont grubuna ait deneklerin anti-DCXR antibody ile boyanmis testis dokularinin goriintiileri
izlenmektedir. Beyaz ok; Spermatozoa hiicrelerinde pozitif immiin boyamayir (DCXR

ekspresyonunu) gostermektedir
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2. EMA Grubuna Ait Deneklerin immiinohistokimyasal Bulgulari: EMA
grubuna ait deneklerin testis dokularinin immiinohistokimyasal incelenmesinde kontrol

grubuna gore anlaml hasar gozlendi. EMA guplarinda bulunan spermatozoalarda hafif

pozitif immiin boyanma izlendi (Sekil 58).

Sekil 58. EMA grubuna ait deneklerin anti-DCXR antibody ile boyanmis testis dokularinin gériintiileri
izlenmektedir. Beyaz ok; Spermatozoa hiicrelerinde pozitif immiin boyamayir (DCXR

ekspresyonunu) gostermektedir
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3. Lut Grubuna Ait Deneklerin immiinohistokimyasal Bulgulari: Lut
grubuna ait deneklerin testis dokularinin immiinohistokimyasal incelenmesinde kontrol

grubu gibi gii¢lii pozitif immiin boyanma gézlendi (Sekil 59).

Sekil 59. Lut grubuna ait deneklerin anti-DCXR antibody ile boyanmus testis dokulariin gériintileri
izlenmektedir. Beyaz ok; Spermatozoa hiicrelerinde pozitif immin boyamayr (DCXR

ekspresyonunu) gostermektedir
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4. Lut+EMA Grubuna Ait Deneklerin Immiinohistokimyasal Bulgulari:
LUut+EMA grubuna ait deneklerin testis dokularinin imminohistokimyasal
incelenmesinde EMA grubuna gore spermatozoalarda pozitif immiin boyanmanin arttigi

izlendi, ama kontrol grubuna gore yogun olmadigi gézlendi (Sekil 60).

Sekil 60. Lut+tEMA grubuna ait deneklerin anti-DCXR antibody ile boyanmus testis dokularinin

goriintiileri izlenmektedir. Beyaz ok; Spermatozoa hiicrelerinde pozitif immiin boyamay1

(DCXR ekspresyonunu) gostermektedir
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5. Tim Grubuna Ait Deneklerin Immiinohistokimyasal Bulgulari: Tim
grubuna ait deneklerin testis dokularinin immiinohistokimyasal incelenmesinde kontrol

ve Lut gruplari gibi giiglii pozitif immiin boyanma gozlendi (Sekil 61).

Sekil 61. Tim grubuna ait deneklerin anti-DCXR antibody ile boyanmuis testis dokularinin goriintiileri

izlenmektedir. Beyaz ok; Spermatozoa hiicrelerinde pozitif immiin boyamayr (DCXR

ekspresyonunu) gostermektedir
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6. TIim+EMA Grubuna Ait Deneklerin immiinohistokimyasal Bulgulari:
TIm+EMA grubuna ait deneklerin testis dokularimin immiinohistokimyasal
incelenmesinde EMA grubuna gore spermatozoalarda pozitif immiin boyanmanin arttigi

izlendi, ama kontrol grubuna goére yogun olmadig: dikkat ¢ekti (Sekil 62).

Sekil 62. Tim+EMA grubuna ait deneklerin anti-DCXR antibody ile boyanmis testis dokularinin
goriintiileri izlenmektedir. Beyaz ok; Spermatozoa hiicrelerinde pozitif immiin boyamay1

(DCXR ekspresyonunu) gostermektedir
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5. TARTISMA

Teknolojinin  gelisimiyle birlikte, elektrik veya elektronik cihazlarin
kullanimmin  yayginlasmasi EMA’nin  artigma neden olmaktadir.  Ozellikle
elektromanyetik dalgalar1 yayan cep telefonlarmin yogun kullanilmasinin EMA
radyasyonunun artigina sebep oldugu diisiiniilmektedir. Giinliik yasamda kullanilan bir
cok cihazin yaydigi EMA ile EMA maruziyeti yasamsal organizmalar1 ve g¢evreyi
etkileyen en 6nemli fiziksel ajanlardan biridir (Mokarram ve ark., 2017). Diinyada {i¢
milyardan fazla insan bilingli olarak her giin EMA’ya maruz kalmaktadir (Fragopoulou
ve ark., 2010). Giinliik hayatta kullanilan bu cihazlarin sadece yakin g¢evrede dalga
artisina sebep olmadigi, ayn1 zamanda viicut fonksiyonlari tizerinde zararli etkilerinin
varligindan da endise edilmektedir. EMA radyasonunu yayan cep telefonlar1 ve diger
elektromanyetik cihazlarin, insan dogurganligi i¢in zararli oldugu diisiiniilmektedir
(Vignera ve ark., 2012). Mobil telefonlar, insan viicudunda absorbe edilebilen 800 ila
2200 MHz arasinda bir frekansta, diisiik seviyeli bir RF yayarlar (Agarwal ve ark.,
2011). Cep telefonlar1 yasal olarak 2 W/Kkg SAR degeri ile smirlandirilmigtir
(International Commission on Non-lonizing Radiation Protection, 2010) ve birgogu 1,4
W/kg SAR degerine sahiptirler (Agarwal ve ark., 2011). Cep telefonlarinin olusturdugu
EMA’ya maruz kalma ve bu durumun malformasyon riski olusturmas: ile ilgili
endiseler artarak ¢cogalmakta ve bu konu iizerinde ¢ok sayida ¢aligmalar yapilmaktadir
(Mahmoudabadi ve ark., 2015).

Cep telefonlarmin yaydigi EMA'nin etkileri ile ilgili yapilan arastirmalar,
tartigmali sonuglar gostermektedir. Literatiirde, cep telefonlarinin kan-beyin bariyeri,
testisler ve beyin tiimdr riski lizerinde bir etkisi olmadigini bildirilen ¢alismalar dikkat
cekmektedir (Dasdag ve ark., 1999; Muscat ve ark., 2000; Finnie ve ark., 2006; Forgacs
ve ark., 2006). Baska bir ¢aligsmada ise, cep telefonunun yaydigi EMA’ya maruz kalan
sicanlarin testislerinde histolojik olarak degisiklikler gozlenmistir (Dasdag ve ark.,
2003). Bunun yani1 sira EMA’nin insan saglig1 iizerinde olumsuz etkisini ileri siiren
calismalar da bulunmaktadir. Baska bir ¢alismada, EMA maruziyetinin (900 MHz) 60
giinliik erkek sican testislerinde biyolojik ve morfolojik etkilere neden oldugu

kanitlanmistir (Sehitoglu ve ark., 2015).
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Baharara ve ark. (2008), cep telefonunundan kaynaklanan 940 MHz’lik
EMA’nin oositlerin yapisim1 degistirdigini ve Balb C farelerinin dogurganlik hizini
azalttigin1 gostermislerdir.

Biitiin canli organizmalar hiicrelerden olusur ve hassas bir elektromanyetik
yapiya sahiptirler. Transmembran elektrik alanlar1 ve hiicre i¢indeki hareketli iyon
konsantrasyon farkilifindan dolay hiicre i¢i elektrik akimlar1 gibi zayif gegici endojen
elektrik olugsmaktadir. Hiicre, doku ve organ seviyesinde tiim fonksiyonlar fizyolojik
endojen elektrik alanlar1 tarafindan kontrol edilir (Panagopoulos, 2013). Hiicre igi
elektrik akimlarinin; hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi gibi bircok olay1 kontrol
ettigi ve yiizlerce/binlerce hiicrenin bulundugu dokulardan gelen elektrik akimlarinin ise
embriyonik gelisim kontrolii, yara iyilesmesi veya doku rejenerasyonunu kontrol ettigi
bildirilmistir (Panagopoulos, 2013). Tim canli organlarda bulunan bu ince
elektromanyetik ag kaginilmaz olarak cevrelerindeki diger EMA’larla (dogal ya da
insan yapimi) etkilesim kurar, ve bu da belirli endojen alanlar tarafindan kontrol edilen
ilgili hiicresel / biyolojik fonksiyonlar1 degistirir. Bu nedenle, normal kosullar altinda
canli organizmalar ile dogal ¢evre arasinda bir elektromanyetik denge olustugu agiktir.
Eger bu denge bozulursa, fizyolojik fonksiyonlar da bozulacaktir. EMA maruziyetine
bagli ¢ok sayida biyolojik etki bildirilmistir (Goodman ve ark., 1995). Tiim bunlara ek
olarak, son otuz yil boyunca yapilan bir ¢cok epidemiyolojik ¢alismalar, elektrik hatti
veya trafo tarafindan olusturulan manyetik alanlar ve kansere maruz kalma durumu
arasinda bir baglant1 oldugunu gostermislerdir (Feychting ve Ahlbom, 1995; Draper ve
ark., 2005).

Modern insan ve ¢evresi, gelismekte olan organizmalar igin siirekli ve
beklenmiyecek bigimde degisen, polarize edilmis ve bilinmeyen yapay EMA/radyasyon
tiirlerine siirekli ve artan oranda maruz kalmaktadir (Panagopoulos, 2013). Giiniimiizde,
insan ve hayvanlarin yapay EMA’ya maruziyeti, slirekli olarak artan biyolojik riskler ile
sonuglanabilir. Bunlarm arasinda en ciddi olanlart hiicre Oliimiine, i{ireme
gerilemelerine, islevsel bozukluklara, kanser indiiksiyonuna, kalitsal mutasyonlara yol
acabilecek genotoksisite (DNA hasar1)’dir. Biyolojik maddelerde, tek basimna emilen
enerjinin miktar1 biyolojik etkinin belirlenmesi i¢in yeterli degildir (Panagopoulos ve
ark., 2013). Ornegin, EMA radyasyonu lipidler tarafindan absorbe edildiginde, hasar

biiylikliigii bliylik olasilikla aynt miktarda enerjinin enzimler tarafindan emildiginden
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kiiciik olur ve muhtemelen bu enerjinin niikleik asitler 6zellikle DNA tarafindan
absorbe edildiginden ¢ok daha kiigiiktiir (Bin-Meferij ve El-Kott, 2015).

Birgok calisma EMA’nin cinsel hormonlar ve gonadal islev iizerinde yikici
etkilere sahip oldugunu gostermistir. Tiim bu etkiler dikkate alindiginda insanlar
EMA’nin olumsuz etkilerinin farkinda olmalidir. Elektromanyetik dalgalarin etkisi
farkl1 frekanslarda degisse de, bu dalgalara maruz kalma ile iligkili risk kaynaklarina
miimkiin oldugunca uzak kalmakta fayda vardir. Son on yilda yapilan in vivo hayvan
calismalari, oksidatif stresin cep telefonu radyasyonuna tepki olarak gelistigini
gostermislerdir (Oktem ve ark., 2005; Oral ve ark., 2006; Ozguner ve ark., 2006; Balci
ve ark., 2007). Buna ek olarak, insanlarin elektromanyetik dalgalardan kaynaklanan
oksidatif stres etkilerini azaltmak i¢in dogal antioksidanlar kullanmasi 6nerilebilir.

Oksidatif stres, tireme islev bozuklugu icin potansiyel bir sebep olabilir
(Martinez ve ark., 2014). Serbest oksijen radikalleri, hiicre i¢i ve dis1 yontemlerle
elimine edilerek organizma iginde oksidatif denge olusturulmaktadir (Shoji ve
Koletzko, 2007). Pro-oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin pro-oksidan
tarafa kayb1 oksidatif strese neden olabilmektedir.

Lipid oksidasyonu oksidatif stres vasitasiyla biyomolekiillere zarar vermektedir
(Fukagawa, 1999). EMA’ya maruz birakilan farelerde antioksidan enzim aktivitelerinin
azaldig1 bir ¢ok calismada agiklanmistir (Khadir ve ark., 1999). Ayn1 zamanda EMA
hiicre bazinda mitoz, apoptoz, ve membran yapisi ve fonksiyonunu degistirebilir ve
DNA kirilmalarina neden olabilir (Marinelli ve ark., 2004; Zhao ve ark., 2007). Buna ek
olarak, oksidatif stres soucunda iiretilen ROS’un DNA yapisindaki bazlar1 ve sekerlerin
yapisint degistirerek DNA hasarina yol actigr diisiiniilmektedir (Guler ve ark., 2010).
ROS, doymamus yag asitlerini yok edebilir (Agarwal ve ark., 2011).

Antioksidanlar, oksidatif stresi olusturan ROS'un yok edilmesinde 6nemli bir rol
oynar ve oksidatif strese karsi canlilar1 korur (Sen, 1995). Metabolik yakit olarak
kullanilan oksijenin, 6nemli bir kisminin tamamen azaldigi ve toksik oldugu
bilinmektedir. Kismen indirgenmis oksijen formlar1 ve bazi tiirevleri, topluca reaktif
oksijen tiirleri ROS olarak adlandirilan reaktif pro-oksidanlardir. Viicuttaki ROS
olusumunu modiile ettigi bilinen bir¢ok faktdr vardir (Sen, 1995). ROS'a bagh
toksisiteyi onlemek icin, biyolojik yapilar koruyucu mekanizmalar ile fizyolojik

antioksidan iglevini yapmaktadir. Bu savunma mekanizmalari ROS veya onun baslattigi
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zincir reaksiyonu kirarak engeller ve bu yolaklar iizerinden hareket ederler. Fizyolojik
antioksidanlarin bagimsiz olarak viicut tarafindan iiretilen ROS'u tamamen detoksifiye
edebildikleri goriilmemektedir. Bu nedenle disaridan antioksidanlarin temini ¢ok
onemlidir. Endojen ve eksojen antioksidanlar, ROS'a bagli hasar1 azaltmak i¢in birlikte
calisirlar. ROS, c¢ok sayida klinik bozuklugun patogenezinde rol almaktadir. Viicutta
Onleyici ve antioksidan kuvvetlerin arasindaki hassas denge, saglik durumu ve uzun
Omiiriin belirlenmesinde ¢ok dnemli goriinmektedir (Sen, 1995).

Infertilite insanlar1 psikolojik ve tibbi acidan etkileyen kritik bir konudur.
Oksidatif stres, erkek fertilite durumunu etkileyen Onemli bir faktér olarak
tamimlanmustir (Aitken ve Roman, 2008; Apostoli ve Catalani, 2011; Wright ve ark.,
2014).

Birgok ¢alisma EMA’nin testislerde oksidatif strese neden olugunu kanitlamistir
(Hajhosseini ve ark., 2013; Bin-Meferij ve El-Kott, 2015). Ayrica cep telefonunun
olusturdugu elektromanyetik radyasyonun testikiiler doku iizerindeki olasi etkilerinin
histolojik olarak arastirildigt ve EMA’nin testis {izerindeki zararli etkilerini onleyen
antioksidanlarin olasi koruyucu rollerini de barindiran ¢ok sayida c¢alisma
bulunmaktadir (Al-Damegh ve ark., 2012; Hajhosseini ve ark., 2013).

Antioksidanlar mono- hidroksi/polihidroksi fenol i¢eren bilesiklerdir ve ii¢ gruba
ayrilir, bunlar 1) oksidanlarin olusumunu 6nleyen primer antioksidanlar; 2) diyet veya
ardigik  antioksidanlar yoluyla okside olmus molekiilleri tamir eden ikincil
antioksidanlar; 3) metal makromolekiilleri (albiimin, seruloplazmin ve transferrin) ve
antioksidan enzimleri baglayan koruyucu antioksidanlardir (Asghari ve ark., 2016).
Asirt ROS olusumunun 6nlenmesi ve hiicresel hasarin onarim, bir hiicrenin yasami i¢in
gereklidir. Hiicreleri hasara karsi koruyacak cok sayida antioksidan bulunmaktadir.
Calismamizda EMA maruziyetine kars1 Lut ve Tim antioksidanlarinin kuruyucu etkileri
degerlendirildi.

Tiim gruplara ait sicanlarda testis agirligi, testis hacmi, spermatogonyum, primer
spermatosit, spermatid, Sertoli ve Leydig hiicrelerinin toplam sayist arastirildi. Testis
hiicre sayisi ve hacim Olgiimiinii elde etmek igin stereolojik yontemler kullanildi
(Altunkaynak ve Altunkaynak, 2007; Tiifek ve ark., 2015). Kullanilan stereolojik
yontemler tarafsiz ve dogru verilerin, etkin ve giivenilir bir sekilde elde edilmesini

saglamaktadir (Gundersen ve Jensen, 1987; West, 2002). Calismamizda, Cavalieri ve
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optik pargalama prensibleri kullanilarak sirasiyla biyolojik yapilarin hassas niceliksel
hacimsel 6l¢iimii ve toplam hiicre sayilarinin hesaplamalar1 gergeklestirildi.

Testis, seminifer tiibiiller (spermatogenezis bolgesi) ve Leydig hiicreleri
(testosteron kaynagi) olmak iizere iki farkli boliimden olugmaktadir. Sperm iiretim
slireci, Y kromozomu iizerinde bulunan genler tarafindan diizenlenir ve spermatosit
asamasindan itibaren yaklasik 70 giin siirer. Testisler erkek iireme sisteminin bir pargasi
olarak spermatogenez araciliftyla sperm iiretiminden sorumlu bulunmaktadir.
Spermatogenez, spermatozoanin erkek primordiyal ilireme hiicrelerinden {iretildigi

stirectir (Agrimson ve ark., 2016).

5.1. Testis Yas Agirhg:

Calismamizda dordiincii haftanin sonunda si¢an testislerinin agirhik degerleri
incelenmistir. Kontrol grubuna gore, EMA’ya maruz birakilan gruplar igerisinde sadece
EMA grubunda testis agirhigi istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
gozlemlenirken Lut, LUt+EMA, Tim ve Tim+EMA gruplar1 arasinda anlamli fark
gozlemlenmemistir. Lut ile tedavi edilen Lut+EMA grubunda testis agirligt EMA
grubuna gore anlamli derecede artis gostermistir. Testis agirhiginin dogrudan testisin
islevi ile iliskili oldugu bilinmektedir. Testiste gézlemlenen kilo kayiplarinin, toplam
spermatid sayisinin ve testosteron hormonunun azalmasina baghh oldugu
diistiniilmektedir (Sadik 2008; Cormier ve ark., 2017). Bu bilgiler gbéz Oniine
alindiginda , Lut uygulamasinin oksidatif stres diizeyini azaltarak spermatid sayis1 ve
testosteron hormon seviyesini arttirmis, boylelikle testikiiler agirliginin iyilesmesine yol
acmustir. Elde edilen bu sonuglara dayanarak, 900 MHz’lik EMA’nin testis agirligi
tizerinde negatif bir etkisi oldugu soylenebilir ve bu ¢alisma, EMA maruziyetinden
kaynaklanan testikiiler agirlik kaybinin Lut ile 6nlenebilir oldugunu gostermistir.

Spermatogenezin karmasik siireci ve germ hiicrelerinin olgun cinsiyet
hiicrelerine doniisiimii, patolojik faktorlerin etkisi altindadir (Agarwal ve ark., 2004).
Serbest radikallerin artmasi, spermlerin efektifliini (dogurganlik disiye ait bir 6zellik),
aktivitesini ve proliferasyonunu olumsuz etkiler ve bu radikallerin seviyesi
diizenlenmedigi takdirde bu hiicrelerin normal fonksiyonlarinda bozulmalara neden olur
(Kaur ve Kaur, 2000; Agarwal ve ark., 2005). Genel olarak testis agirligi ve boyutu
direkt olarak testisin islevi ile iligkilidir. Bu yilizden testislerdeki agirlik kaybi

spermatogenez fonksiyon ve hormon iiretiminde bir azalmaya neden olur. Bu azalma
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spermatogenez siirecinin aksamalarindan ve sperm sayisindan kaynaklanmaktadir (Ono
ve Sofikitis, 1997; Sadik, 2008).

Aytekin ve ark. (2005), yaptiklar1 bir ¢calismada farelerde giinde 12 saat 7 giin
boyunca olusturulan yaklastk 90 mW/kg SAR degerinde 900 MHz’lik EMA
maruziyetinin testis agirhgimi etkilemedigini gozlemislerdir (Aitken ve ark., 2005).
Erkek si¢anlarda yapilan baska bir ¢alismada ise, 8 ay boyunca 8 saatlik 50 Hz frekansl
EMA maruziyetinin testiste agirlik kaybi ve seminifer tiibiil ortalama capinda bir
azalma dahil olmak {izere testiste histolojik degisikliklere neden oldugunu gostermistir

(Gye ve Park, 2012).

5.2. Testis Hacmi

Stereolojik analiz sonuglarimiza gore, deney gruplarinda ortalama testis hacmi
ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmamaistir. Bu bulgulara
dayanarak, 900 MHz’lik EMA’ya maruziyetinin testis haciminde herhangi bir olumsuz
etkisi olmadig1 soylenebilmektedir. Tenorio ve ark. (2011), disiik frekanslh EMA ve
testis gelisimi arasindaki muhtemel etkilesimleri incelemek amaci ile yaptiklar
calismada, tlibiil ¢ap1, seminifer tiibiil alan1 seminifer epitel yiiksekligi, seminifer tiibiil
toplam hacim parametrelerinin azaldigini tespit etmislerdir.

Diinyadaki habitat (yetisme ortami) ve kiiltlir ¢esitliligine ragmen, son yillarda
erkek infertilitesinde bir artis gézlenmektedir ve bu durum uluslararasi bir sorun haline
gelmistir (Sharma ve ark., 2015). Bilimin gelisme gostermesine ragmen, artmakta olan
stres faktori nedeniyle infertilite oraninda artis oldugu disiliniilmektedir. EMA
erkeklerin tireme kapasitesinde azalmaya neden olmasi ve infertiliteyi etkilemesi
nedeniyle 6nemli bir faktdr olarak goriilmektedir (Adamsa ve ark., 2014). Bununla
birlikte, EMA’ya maruziyetin insan iireme sistemini etkileyip etkilemedigi tartismalidir
(Roda ve Perry, 2014). Seze ve ark. (1998), 2 saat/giin i¢in 900 MHz frekansinda
EMA’ya maruziyetinin serum liiteinizan hormon ve folikiil uyaran hormon
konsantrasyonlari iizerinde anlamli bir etki yaratmadigini agiklamislardir (Seze ve ark.,
1998). Agarwal ve ark. (2009), cep telefonlarin1 sik¢ca kullanan pilotlarin semen
analizlerinden elde edilen 6rnekler ile yaptiklari ¢alismada toplam antioksidan kapasite
ve DNA hasarinda, kontrol grubuna gére onemli bir fark olmadigini bildirmislerdir.
Buna karsin EMA’nin seminifer tiibiillere komsu olan Leydig hiicrelerini de etkiledigi

veya tahrip ettigi (Khillare ve Behari, 2009), seminifer tiiplin ¢apim1 (Salama ve ark.,
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2010) ve testis organlarinin agirligini azalttigini savunan ¢alismalar da bulunmaktadir
(Behari ve Kesari, 2010). Ureme kapasitesindeki azalma iki nedenden kaynaklaniyor
olabilir. Bunlardan biri, RF elektrik alaninin enerji transferiyle olusturulan termal
etkiden kaynaklanan sperm hasaridir (Challis ve ark., 2005). Digeri ise, RF-EMA ile
indiiklenen yiikseltilmis reaktif oksidatif tiirlerden kaynaklanan DNA ve protein
hasaridir (Campisi ve ark., 2010; Vignera ve ark., 2012). Giiler ve ark. (2010),
EMA’nin testisler {izerinde DNA hasarina, bu durumun da fetal malformasyonlar ve
fetlis kayplarina neden oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismaya gére EMA maruziyeti
farelerde germ hiicrelerinin  6liim oranimmi arttirmakta ve fertilizasyon oranini
azaltmaktadir. Ayrica EMA’ya maruziyet spermatojenik hiicrelerde apoptozisi harekete
gegirerek yiiksek bir apoptotik indeksin iiretilmesine neden olur (Al-Akhras ve ark.,
2001; Lee ve ark., 2004; Chung ve ark., 2005; Kim ve ark., 2009; Luo ve ark., 2013).

Siganlarda fertilite iizerine yapilan bir baska calismada, EMA maruziyetinin
testis dokusunda spermatogenezi etkiledigi ve apoptoza neden oldugu arastirilmistir
(Bin-Meferij ve El-Kott, 2015). EMA’ya maruziyeti testisin yapt ve fonksiyonu
tizerinde etkilerinin agiklanmasini amaclayan cesitli calismalar bulunmakla birlikte,
yeni arastirmalar yapilmaya devam edilmektedir. EM A nin biyolojik etkileri son birkag
yilda hem hayvan, hem de insan dokularinda yaygin olarak ¢alisilmistir (Juutilainen ve
Saali, 1986; Odac1 ve ark., 2016). Calisilan dokulardan bir tanesi olan erkek iireme
sistemi, ilag, termal stres ve EMA gibi ¢evre kosullarina karsi ¢ok hassastir (Juutilainen
ve Saali, 1986).

EMA’nin gelisim {izerindeki toksisitesi ile ilgili ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Erkek ve disiler giftlesme Oncesi dokuz hafta ve iki hafta siireyle 5,0
mT'lik 50 Hz, siniis dalgali EMA’ya maruz birakildiginda gamet fertilitesi ve fetal
gelisiminin etkilenmedigi gézlemlenmistir (Ohnishi ve ark., 2002). Fakat baska bir grup
aragtirmaci, in vivo kosullarda EMA (1 mt yogunluk) vasitasiyla sperm fonksiyonunun
azaldigini gostermistir (Bernabo ve ark., 2007). Yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarda,
EMA’ya maruz birakilan deney gruplarinda iireme endokrin hormonlar1 ve gonadal
fonksiyonlarin degistigi gézlenmistir. Bu etkiler EMA’nin frekansi, maruz kalma stiresi
ve giiciine gore farkli sonuglar gdstermistir. Insanlar modern toplumda ev ve is

faaliyetleri sirasinda ¢esitli EMA’ya maruziyetten kagmamazlar, ama EMA’nin
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biyolojik tehliksinin de farkinda olmalidirlar. EMA maruziyetini 6nlemek ve iireme
potansiyelini korumak i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir.

Cevresel diizeyde elektrik ve manyetik alanlar serbest radikallerin émriinii uzatip
insanlarda DNA hasarina yol agabilirler (Lai ve Singh, 2004). EMA’nin biyolojik
etkileri genel olarak termal ve termal olmayan etkiler olmak tizere ikiye ayrilabilir
(Scientific Committee on Emerging Newly Identified Health Risks, 2015). Termal
etkiler, belirli bir alanda EMA tarafindan {iretilen 1s1 olarak tanimlanir. Termal olmayan
etkiler 1s1 Giretmeden dokularin davraniglarina ve enerji absorpsiyonuna baglidir. EMA
yiiksek niifuz giicii ile, elektronlar, makromolekiiller ve polimer iyonlar1 gibi yiiklii
pargaciklar1 harcket ettirebilme kapasitesine sahiptir (Scientific Committee on
Emerging Newly Identified Health Risks, 2015). Bu yiizden, EMA doku iizerinde yikic1
etkisi olabilir. EMA hiicre davranislarinin degisikliklerine de neden olmaktadir
(Leszczynski ve ark., 2002). EMA ve endokrin sistem ile ilgili yapilan arastirmalar
cogunlukla melatonin ve epifiz bezi tarafindan iiretilen triptofan tizerine odaklanmistir
(Brainard ve ark., 1999). EMA’nin zararl etkilerinin ¢gogu protein sentezi igslemi yoluyla
yapilmaktadir (Mancinelli ve ark., 2004; Lin ve ark., 2001). 2017’de yapilan bir
calismada 2,4 GHz’lik WiFi’nin beyin tiimorleri ve diger ndrodejeneratif hastaliklar i¢in
onemli risk faktorlerinden biri olabilecegi gosterilmistir (Weeks, 2017). Baska bir
calismada, polarizasyonlu EMA’nin (insan yapimi) polarize olmayan EMA’ya gore
biyolojik olarak daha fazla aktif oldugu tespit edilmistir (Panagopoulos ve ark., 2015).
2,4 GHz’lik Wi-Fi’ye maruz kalan tavsanlarda yapilan bir baska ¢alismada da EMA
maruziyetinin kalpte aritmiye ve kan basincinda yiikselmeye neden oldugu
kanitlanmistir (Roychoudhury ve ark., 2009).

Ayrica in vivo sican deneylerinde, 900 MHz’lik EMA’nin endometrial
histopatolojik bozulmaya yol agan oksidatif stresi arttirdigi gozlenmistir (Guney ve ark.,
2007). Prostat kanser hiicrelerinde gerceklestirilen bir deneyde, 60 Hz’lik siniizoidal
EMA’dan kaynaklanan ROS’un apoptoz ile hiicre biiyiimesini inhibe ettigi ve hiicre

dongiisiinii durdurdugu gosterilmistir (Koh ve ark., 2008).

5.3. Spermatogonyum, Primer Spermatosit, Spermatid, Sertoli, Leydig
Hiicre Sayisi
Calismamizda testis doku orneklerinden elde edilen stereolojik analiz sonuglari,

EMA’ya maruziyet ve spermatogenik hiicreler arasindaki iligkiyi gosterdi. EMA’ya
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maruz birakilan gruplarda toplam spermatogonyum hiicre sayisinin kontrol grubuna
gore azaldigi ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigi gortldi. Lut ve Tim
gruplarindaki toplam spermatogonyum hiicre sayisinin EMA grubuna goére anlamli
derecede arttig1 gozlemlenmistir.

EMA grubunda hesaplanan toplam primer spermatosit sayisi, kontrol grubuna
gore ileri derecede istatistiksel olarak anlamli bir azalma goOstermistir, LUt+EMA,
Tim+EMA gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli fark bulunmamustir. LUut+EMA ve
Tim+EMA primer spermatosit sayist EMA grubuna gore anlamli derecede artmistir. Bu
artisin nedeninin Lut ve Tim’in EMA’ya karsi yarattigi antioksidan etkilerinin
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kontrol grubuna gére EMA grubunda spermatid hiicre sayisinin anlaml olarak
azaldig1 ve aksine LUt+EMA, TIm+EMA gruplari ile anlamli bir farkin olmadig tespit
edilmistir. Lut, Lut+EMA ve Tim gruplarinda toplam spermatid hiicre sayisinin artmasi
EMA grubuna goére anlamli gézlemlenirken EMA ile TIm+EMA gruplari arasinda fark
anlamli bulunmamistir. Diger sonuglarimiz ile uyumlu olan bu sonuglar Lut’'un EMA
maruziyetine kars1 giiclii bir antioksidan oldugunu gostermektedir.

EMA grubunda Sertoli hiicre sayisi, kontrol grubuna gore azalmis olsada
istatistiksel olarak anlamli fark gozlemlenmemistir. Bu durum Sertoli hiicrelerinin EMA
maruziyetinden etkilenmedigini gostermektedir. Ayrica kontrol ile Lut+EMA ve
Tim+EMA gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir.

EMA grubunda toplam Leydig hiicre sayis1 kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gostermistir, ancak LUt+EMA ve Tim+EMA gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli bir azalma izlenmemistir. Ayrica EMA ile LUut+EMA,
gruplar1 arasinda statistiksel olarak anlamli fark gozlemlenirken EMA ile Tim+EMA
gruplari arasinda anlamli fark bulunmamustir.

Bu c¢alisma diger calismalar ile uyumlu olarak, testis yapisinin EMA
maruziyetine hassas oldugunu ve spermatogenezisin bu faktdrden etkilendigini,
subfertilite veya infertilite ile sonuglandigini gostermistir (Ebrahimi-Kalan ve ark.,
2011). Kesari ve ark. (2011), erkek siganlarda toplam 35 saat siire ile giinliik 2 saat
boyunca 900 MHzlik (0,9 W/ kg'lik SAR) EMA’ya maruz kalmanin iireme sisteminde

ROS diizeyinde artisa ve sperm apoptozuna neden oldugunu bildirmistir.
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Gorpinchenko ve ark. (2014), EMA etkisinin DNA yapisi ve insan sperm
hareketliligi tizerine yaptiklar1 arastirmalarda maruziyetin ilk iki saatinde DNA
par¢alanma diizeyinde artis ile genotoksisiteye neden oldugunu rapor etmislerdir.
Atasoy ve ark. (2013), Wi-Fi cihazlarindan kaynaklanan EMA radyasyonu ve
genotoksisite arasinda korelasyon oldugunu kanitlamiglardir. Sonuclar, Wistar albino
sigan testislerinde 20 haftalik 24 saatlik EMA’ya maruziyetinin DNA hasarinin
biyolojik belirteglerinde (8-hidroksi-2'-deoksiguanozin seviyeleri ve 8-hidroksiguanozin
boyamasi) artis oldugunu ortaya koymuslardir.

Al-Damegh (2012), EMA maruziyetinin testikiiler yap1 ve enzimatik aktivite
tizerinde olumsuz etkisini gostermistir. 50 Hz’lik EMA’ya maruz birakilan deneklerde,
spermatogonial hiicrelerin germinal epitelinden ayrilmalar1 bildirilmistir. Ayrica
seminifer tiibiillerde olgun sperm sayisinin azaldigt ve bazi Sertoli hiicrelerinin
diizlesmis oldugu gozlemlenmistir (Hamdi ve ark., 2011). Bununla birlikte daha yiiksek
bir frekansta, Ozellikle 2,45 GHz’lik bir EMA maruziyetinde Wistar sicanlarin
seminiferous tiibiillerinde Leydig hiicre sayisinin azaldig1 ve pozitif boyanan apoptoz
hiicrelerinin sayisinda artis oldugu gosterilmistir (Saygin ve ark., 2011).

EMA'nin testislerde oksidatif stres liretme yetenegi, testisin spermatogenezi
yonlendirmesi i¢in oksijene asirt bagimligindan kaynaklanmaktadir. Ancak testis reaktif
oksijen metabolitlerinin toksik etkilerine olduk¢a duyarli hassas bir dokudur. Bu
baglamda, testis beyine ¢ok benzer (Al-Damegh ve ark., 2012). Oksidatif stres, testis
diizeyinde Leydig hiicrelerinin steroidojenik (Hales ve ark., 2005) ve germinal
epitelinden normal spermatozoa'nin farkilagsma kapasitesini bozabilme 6zelligine
sahiptir (Naughton ve ark., 2001).

EMA maruziyetinin neden oldugu toksisitenin sonraki nesillerde ortaya ¢iktigi
rapor edilmistir. Gebe Wistar siganlarda erkek vyavrularin testis bilesenlerinin
olgunlagmasi iizerinde yapilan ¢alismada, 30 dakika boyunca giinde ii¢ kez 60 Hz’lik
EMA’ya maruziyetin seminifer epitel ve Leydig hiicre sayisinda azalmalara, Sertoli
hiicre populasyonu ve gonadosomatik endekste herhangi bir degismeye sebep olmadigi
gosterilmistir (Tenorio ve ark., 2011).

Yiiksek yogunluklarda, RF radyasyon termal etkilere yol agan 1sitma
ozelliklerine sahiptir, doku veya viicut 1sisinda artisa neden olarak spermatogenezde

geri doniistimli aksamalara neden olabilmektedir (Jung ve Schill, 2000). Buna karsin,
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giinliik 21 saat boyunca EMA’ya (60 Hz frekans, 500 uT yogunluk) maruz birakilan
hamile farelerin erkek yavrularmin fertilizasyon giicii ve spermatogenez periyodunun
azalmasinin istatistiksel olarak 6nemli 6lglide olmadigi ortaya konulmustur (Chung ve
ark., 2005).

EMA maruziyeti farelerde testikiiler germ hiicrelerinde hiicre 6liimiine sebep
olur (Kim ve ark.,, 2009). EMA ve testis dokusu ile ilgili yapilan calismada,
spermatogenez dongiisiinde hiicre sayisinin 6nemli dlglide azaldigint gostermistir (lorio
ve ark., 2007). 0,5 T ve 60 Hz’lik EMA spermatogonyumda apoptozise ve DNA’da
hasara neden oldugu ve canli hiicre yiizdesinde énemli bir degisiklik olmadig: dikkat
cekmistir (Lee ve ark., 2004). Hiicresel diizeyde serbest radikal ve [Ca®'] artist EMA
etkisine aracilik edebilir ve hiicre biiylime inhibisyonu, protein yanlis katlanmasi ve
DNA kirilmasma yol agabili. EMA maruziyeti Ca®*-bagli hiicre sinyallesmesini
bozabilir. Insan 16semi T hiicre dizisi Jurkat hiicrelerinde, 50 Hz, 0,5 mT’lik EMA Ca?
seviyelerini arttirarak kolera toksinin etkisi ve protein tirozin kinaz oOnleyici sistemin
engellenmesi de agiklanmistir (Lindstrdm ve ark., 1998). 60 Hz, 22 mT ik EMA’ya
maruz kalan timik lenfositlerde, Ca®* girisi mitojen tarafindan aktive edilen sinyal
iletimi sirasinda artig gostermistir, bu nedenle EMA ’nin Ca®" kanallarinin diizenlenmesi
tizerinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (Liburdy, 1992). 900 ve 872 MHz’lik RF EMA
kimyasal olarak insan SH-SYS5Y noroblastom hiicrelerinde sekonder DNA hasart ile
sonuglanan, uyarilmig reaktif oksijen tiirlerin (ROS) iiretimini arttirabilmektedir (Zeni
ve ark., 2007; Luukkonen ve ark., 2009).

Her iki cinsiyet iizerinde de EMA maruziyetinin zararh etkileri farkli pozlamalar
iizerinde c¢alistlmustir (Poulris, 2009). Ureme sistemi sinir ve endokrin sistemleri
tarafindan kontrol edildiginden, bu tiir EMA gibi cevresel kirleticiler, bu iki sistemi
etkileyeceginden genital sistemi de etkilemektedir (Gye ve Park, 2012). Disi si¢anlar ve
noroendokrin degisiklikler arasindaki iligki lizerine yapilan c¢aligmalar noroendokrin
bozukluklarin fertilite problemlerini ortaya c¢ikaran en Onemli faktor oldugunu
bildirmistir (Nelson ve ark., 1995).

Panagopoulos ve ark. (2010), GSM 900/1800 MHz’lik cep telefonuna maruz
kalmanin yetigskin Drosophila melanogaster oositlerinde DNA hasarina neden oldugunu
ve lreme sisteminin kapasitesini azalttigimi ileri siirmiglerdir. Ayrica EMA

radyasyonunun tiim hiicre tipi yumurta hiicrelerinde (oosit, folikiil hiicreleri ve kardes
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hiicreleri) ve son evre disindaki tiim oogenez evrelerinde hiicre 6liimiine yol agtigini ve
EMA'nin  yumurta hiicrelerinde bol miktarda dejenerasyona neden oldugunu
aciklamisglardir (Panagopoulos ve ark., 2007).

GSM 900/1800 MHz cep telefonunun oogenez iizerindeki etkisi ile ilgili bir
diger calismada; EMA Drosophila melanogaster ve Drosophila virilis'in dogurganligini
etkiledigini, oogenez EMA biyoaktivitesinin belirlenmesinde bir biyolojik belirteg
olarak folikiillerin apoptotik hiicre 6limiinii indiikledigini bildirmislerdir (Margaritis ve
ark., 2014). insan ve hayvan ¢alisma modellerinin cogunda erkek iireme sisteminin ince
yapisinda EMA’nin olumsuz etkisi gosterilmistir. Disi sicanlarin erkek yavrulari, 60Hz
frekans ve 1 mT yogunlugunda EMA’ya maruziyet sonrasi seminifer tiibiillerin sayi,
yiikseklik ve hacminde; Leydig hiicrelerinin ¢ap ve sayisinda azalma gozlenmistir
(Tenorio ve ark., 2011).

Spermatogenezin endokrin kontrolii, hipotalamus-hipofiz-testis ekseni boyunca
noroendokrin aktivite tarafindan yonetilir. Hipotalamik sinyal hipofiz bezine giiclii bir
pulsatil tarzda salinir ve bu sinyal transmembran GnRH reseptorii aracilig ile etkili olan
dekapeptid gonadotropin salgilatict hormon dur (GnRH). Hipofiz gonadotroplardan
kaynaklanan 2 biliyiilk endokrin sinyal olan FSH ve LH farkli, heterodimerik
glikoprotein hormonlardan olusur ve testisi etkiler. Hem FSH (direkt olarak) ve hem LH
(dolayli olarak testosteron androjen reseptorii araciligiyla) Sertoli hiicre faktorlerinin
diizenlenmesi yoluyla spermatogenez iizerinde etki yapmaktadir. Genel olarak, ergenlik
doneminde gonadotropinler Sertoli, Leydig ve kok germ hiicreleri ve onlarin islevlerini
koruyarak normal spermatogenez ve sperm lretimini saglamaktadir (Ramaswamy ve
Weinbauer, 2015). Hipotalamik-pituiter-testis  ekseni  boyunca  gerceklesen
etkilesimlerin karmasikligi, normal spermatogenezin baglatilmasi ve silirdiiriilmesi
stireglerinin toksik etkilere bagli olarak bozulmalara egilim gosterdigini hatirlatir
(Ramaswamy ve Weinbauer, 2015). Genellikle spermatogenez i¢in germ hiicrelerinde
androjen reseptor (AR) sinyallesmesinin gerekli olmadigr bilinmektedir, ve bu nedenle
hiicrenin biyolojik dongiisiinde yerini alan LH salinim ve etkilesimi spermatogenezi
uyaran karmasik birka¢ somatik hiicre tipini ve dolayli sinyal yollarin dizisini
icermektedir (Ramaswamy ve Weinbauer, 2015). Spermatogenezin saglanma ve
stirdiiriilmesinde LH-testosteron sinyal yolunun kritik roli ile ilgili kanitlar cesitli

hayvan modelleri ve deneysel yaklasimlardan elde edilmistir (Sharpe, 1994; Smith ve
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Walker, 2014). LH- testosteron sinyallesme aktivasyonu ergenlik baslamadan once
spermatogenezin baslamasina yol agmaktadir (Ramaswamy ve Weinbauer, 2015).
Leydig hiicreleri, LH'nin etkisi altinda steroid tiretime gegerek spermatogenezin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan testosteron ve 17B-0stradiol iiretir (Cheng ve
Mruk, 2010). Testosteronun spermatogenez iizerindeki etkileri oldukca spesifiktir, ve
sertoli hiicreleri vasitasiyla dolayli olarak etkilerini gostermektedirler (Sharpe, 1990).
Bu olaylar esas olarak farelerin germinatif dongiisiiniin VII ve VIII evrelerinde goriiliir
(Russell ve ark., 1981; Sharpe ve ark., 1990).

EMA’ya maruziyet ve epifiz bezi fonksiyonlar1 arasindaki nedensel iligki ile
ilgili  bircok calisma vardir (Stevens ve ark., 1992). Tartisilir olmasina ragmen,
EMA’ya maruziyet cesitli hayvan tiirlerinde 151k gibi epifiz bezinin salgi aktivitesini
etkileyebildigi diistiniilmektedir. Gergekten, EMA’nin statik maruziyeti gesitli tiirlerde
melatoninin dongiisel salgilanmasini etkileyebilir (Reiter, 1993). Alt1 hafta boyunca 50
Hz’lik EMA’ya maruz birakilan Long-Evans siganlarin epifiz ve dolasimdaki melatonin
diizeylerinin arastirilmasinda, bu diizeylerin azalmis oldugu goézlemlenmistir (Kato ve
ark., 1994). Ineklerde, dort hafta boyunca (giinde 16 saat) 60 Hz’lik EMA’ya maruziyet,
dolasimdaki melatonin ve prolaktin seviyeleri ile Ostrus dongiisiinii degistirmistir
(Rodriguez ve ark., 2003; 2004). Yetiskin Djungarian hamsterlerin 60 Hz’lik EMA’ya
maruz birakilmast akut olarak epifiz ve dolasimdaki melatonin diizeylerinin
bozulmasina neden oldugunu gostermistir (Yellon, 1994).

EMA maruziyeti pineal bezi dogrudan etkiler ve melatoninin biyolojik etkisini
kotiilestirir (Stevens ve Davis, 1996). Melatonin, hipotalamusta LHRH pulsunu
diizenleyerek gonadotropin FSH ve LH’yi etkiler. Sonugta, gonadal sex steroid
tiretimini degistirerek tireme Siklusunda degisiklikler yaratir (Lincoln ve Maeda, 1992;
Malpaux ve ark., 1993). Ayrica EMA’ya maruziyet hipofiz bezinde, GH, TSH, FSH,
LH ve ACTH’yi de etkileyebilir (Bortkiewicz, 2001). Calismamiz literatiir ile uyumlu
sonuglar gostermistir. 900 MHz’lik EMA maruziyeti, canlilarin spermatogenezisini
diizenliyen hipotalamus-hipofiz-testis devresi ile birlikte lireme endokrin sistemini
olumsuz yonde etkileyerek spermatogenik epiteli olusturan hiicrelerin bozulmasinda
onemli rol oynadig1 diistintilmektedir.

Spermatozoa oksidatif strese olduk¢a duyarlidir. Oksidatif strese olan bu

savunmasizlik, antioksidan enzimini barindiran sitoplazma yoksunlugundan,
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peroksidatif DNA hasarinin indiiksiyonu i¢in hedef olmasindan (Oger ve ark., 2003;
Aitken ve ark., 2004), ve ROS iireticisi (Aitken ve ark., 2003; Koppers ve ark., 2008)
oldugundan kaynaklanmaktadir. Bu etki, germinal hiicrelerde hiicre dis1 yag asidi sentaz
(Fas) ve yag asidi sentaz ligand1 (FasL) ve hiicre i¢i (mitokondriyal) apoptotik yollarin
aktivasyonuna yol acar ve apoptotik hasara neden olur (Mathur ve D'Cruz, 2011). Bu
nedenle EMA radyasyonunun niikleer ve mitokondriyal DNA iizerindeki etkileri
spermatozoada yapisal ve islevsel kusurlar1 ortaya g¢ikarabilir (Aitken ve ark., 2005).
Normal kosullar altinda, spermatozoon DNA iplikgikleri siilfoksidasyon yoluyla belirli
enzimlerle sikica sarilir. Bununla birlikte oksidatif stres, bazlarin oksidatif degisimine,
DNA ipliklerinin kirilmasina ve genomuna zarar vermeye yol acar (Maynard ve ark.,
2009).

Erkek infertilitesinin gergek insidansi, infertilite yogunlugunda cesitlilik
bulunmasi nedeniyle bilinmemektedir. Bununla birlikte, diisiik dogurgan ¢iftlerin %30-
50'sinde erkek esler; yetersiz hareketli sperm, diisiik sperm sayisi ile birlikte anormal
boyut ve sekilde olan sperm morfoloji nedeniyle semen sivisinin sub-optimal (uygun
olmayan) Kkalitesine sahiptirler. Erkeklerde infertilite durumlarimin etiyolojisi
%50'sinden fazlasinda bilinmemektedir ve idiyopatik infertilite olarak smniflandirilir
(Bin-Meferij ve El-Kott, 2015).

Spermatozoa ve oosit birlegsmesi i¢in spermatozoa’nin yapisal olarak normal
olmas1 gerekmektedir. Normal dongiiler ve geleneksel in vitro fertilizasyonda (I\VF)
dollenme ve gebelik oranlari ile birlikte en 6nemli {i¢ semen parametrelerinin, yani
sperm konsantrasyonu, progresif motilite ve morfoloji arasinda olan korelasyonu ¢esitli
aragtirmalarda gosterilmistir (Kruger ve ark., 1988; Enginsu ve ark., 1991; WHO,
2001). Bas normal ise (normal sekil, normal bir boyut, ve bir akrozoma sahip) ve orta
parga veya kuyruk defektleri yoksa bir sperm hiicresi morfolojik olarak normal kabul
edilir (Kruger ve ark., 1988; Enginsu ve ark., 1991). Diger bir ifade ile, sperm
morfolojisi degerlendirilmesi igin siki kriterler kullaniminin teratozoospermi ve
astenozoospermi vakalarinda dollenme ve gebelik oranlarmin tahmininde 6nemli bir
faktor oldugu ileri siiriilmektedir (Kruger ve ark., 1986; Enginsu ve ark., 1991). Bir kag
calisgmada morfolojinin, fertilizasyon oranlarinin belirlenmesinde daha sinirh bir degere
sahip oldugu gosterilmistir (Bartoov ve ark., 1993; Robinson ve ark., 1994). Halbuki, bu

farkli sonuglar boyama tekniklerindeki farkliliklar, sperm hazirlama protokolleri ve
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morfolojik smiflandirma sistemlerinden kaynaklanabilir (Kruger ve ark., 1986;
Menkveld ve ark., 1990). Belirli bir meni 6rneginde morfolojik olarak normal sperm
yiizdesi, numunenin in vitro fertilizasyon ve gebeligi elde etme kabiliyetini
etkilemektedir (Kruger ve ark., 1988; Yue ve ark., 1995). Embriyo kalitesinin de sperm
morfolojisi ve 6zellikle sperm bas anomalilerden etkilendigi bilinmektedir, bu nedenle
embriyojenezin erken asamalarinda spermin o6nemli bir rola sahip oldugu
diistiniilmektedir (Parinaud ve ark., 1993).

Sperm morfolojisinin, motilite ve konsantrasyondan bagimsiz olarak hiicre
fertilizasyon kapasitesinde yararli bir biyomarker oldugu bilinmektedir (Grow ve ark.,
1994; Ombelet ve ark., 1994). Boyanan semen, smear iizerinde sperm morfolojisinin
degerlendirilmesi, morfolojik degisimler veya sperm bas, orta parga ve kuyruk
pargalarinin anormalliklerini aciklamaktadir. Bu anormallikler 6ncelikle ¢esitli
biyokimyasal ve morfolojik degisiklikligini (akrozom olusumu, flagellar gelisimi,
kromatin yogunlasmasi ve g¢ekirdegin yeniden organizasyonu ve sitoplazma) takiben
son sperm farklilasma karmasikligini ve morfogenezdeki ¢ok dnemli asamay1 modiile
eden veya bozan ¢oklu genetik veya mikro makro ¢evre faktorlerinin etkisini
yansitmaktadir. Hazirlanan ve boyanan semen preparatlarinda normal ve anormal
sperm hiicreleri 151k mikroskobu altinda incelenerek bir dizi 6zellik gosterilmistir. Son
zamanlarda, konvansiyonel mikroskopi ile sperm anormalliklerinin sayisinin kesin
olarak analiz edilmesinin teshis veya arastirma igin yararli bir yaklagim olacag: ileri
strilmistiir (Menkveld ve ark., 1990; Mitchell ve ark., 2015). Calismamizda, sigan
spermatozoasinda karsilasilan c¢esitli bas, boyun ve kuyruk parca defektleri say1 ve
morfolojik olarak arastirilmistir.

Sperm fonksiyonu ve erkek infertilitesi, ROS ve indiiklenen oksidatif stresle
iligkilidir (Tremellen, 2008; Sun ve ark., 2011; Lavranos ve ark., 2012). ROS direkt
olarak sperm membranindaki doymamis yag asitlerine saldirabilir, lipid
peroksidasyonunu indiikleyebilir, membran biitiinlii§iine zarar verebilir, aksonem
yapisint yok edebilir ve nihayetinde sperm aktivitesini ve dogurganligi azaltabilir
(Wang ve ark., 2003; Tremellen, 2008; Lavranos ve ark., 2012). Erkek infertilitesinin
degerlendirilmesinde, uygun genetik, endokrin analizlerin yani sira kapsamli bir fiziksel
incelemesi ile tamamlayici analizler yapilmalidir (Krausz, 2011). Semen analizi ile bir

erkegin sperminin saglhigini analiz edererek, bazi durumlarda dogurganlik durumu
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tahmin edilebilir. Calismamizda 200 adet sperm morfolojisi Kruger’in strict kriterlerine
gore degerlendirilmis ve normal morfolojiye sahip sperm sayis1 % olarak verilmistir

(Kruger ve ark., 1988).

5.4. Sperm Morfolojisi

Sonuglarimiza gore normal sperm morfoloji sayisi, kontrol %81,8; EMA %44,8;
Lut %85,4; LuttEMA %73,2; Tim %78,1; Tim+EMA %069,8 oranindaydi. Bas
anomalili sperm sayisi, kontrol %1,1; EMA %2,9; Lut %2; Lut+EMA %2,9; Tim %2,4;
TIm+EMA %2,8 oranindaydi. Boyun anomalili sperm sayisi, kontrol %2,5; EMA
%b5,4; Lut %1,7; LUt+EMA %4,3; Tim %3,8; Tim+tEMA %4,3 oranindaydi. Kuyruk
anomalili sperm sayisi, kontrol %14,6; EMA %47; Lut %11; Lut+EMA %19,6; Tim
%15,8; TIM+EMA %23,1 oranindaydi.

Ayrica gruplara ait deneklerin sperm morfolojilerinin istatistiksel olarak
incelenmesinde, EMA grubundaki normal sperm sayisinin kontrol grubuna gére anlaml
olarak ileri derecede azaldigi gézlemlendi. Ayrica Lut, LUt+EMA, Tim, Tim+EMA
gruplarinda EMA grubuna gore normal sperm sayisi ileri derecede artmistir. Sonuglar
g6z Oniine alindiginda, Lut ve Tim’in, EMA’dan kaynaklanan zararl etkilerinin normal
sperm sayisinin azalmasina karsi giiclii bir antioksidan oldugu sdylenebilmektedir,
ancak Tim olumsuz etkiyi azaltmada Lut’e gore daha diisiik derece etkiye shiptir.

Sperm bas anomalilerinin 151k mikroskop altinda incelenmesinde, EMA
grubunda bas defektli sperm sayisinin kontrol grubuna gore artmis oldugu ancak
gruplar arasinda anlamli fark bulunmadig: tespit edilmistir. Bu sonuglar, 900 MHz’lik
EMA’nin sperm bas defektleri iizerinde herhangi bir olumsuzluga yol agmadigim
gostermistir. Spermlerin boyun defekt sayisinin EMA grubunda kontrol grubuna gore
artmis oldugu, ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig: aksine Lut grubuna gore ileri
derecede anlaml bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Lut grubunda spermlerin boyun
defektlerinin kontrol grubuna gore azalmis oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 gozlemlenmistir.

Sperm goriintiilerinde kuyruk defektlerini istatistiksel olarak inceledigimizde, EMA
grubudaki kuyruk anomalili sperm sayisi kontrol grubuna gore anlamli derecede
artmigtir ve bu sayt EMA grubunda, Lut, LUt+EMA, Tim, Tim+EMA gruplarina gore
de anlamli bir artis gostermistir. Lut grubundaki kuyruk defektli sperm sayisi

Lut+tEMA ve Tim+EMA gruplarina goére anlamli olarak azalmistir. Kuyruk
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defektlerinin sonuglarina gore, Lut ve Tim maddelerinin uygulanmasinin LUt+EMA ve
Tim+EMA gruplarindaki anomal kuyruklarin azalmasinda 6nemli rol oynadigi tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda, Lut ve Tim tedavilerinin EMA’ya maruz kalan sperm
defektlerini yiiksek oranda azalttigini ve sperm kalitesi iizerinde etkili oldugu ve
fertiliteyi olumlu yonde iyilestirdigini diistinmekteyiz. EMA’nin sperm morfolojik
defektleri lizerinde yapilan ¢alismalarda, EMA’nin spermin bas ve boyun kisminda
etkisini arastiran c¢alismalara rastlanmamasinin yaninda kuyruk anomalisi {izerine
etkilerini gosteren bir arastirma da tespit edilememistir. Sperm kuyruk anomalisi
izerie yapilan bazt EMA dis1 ¢alismalarda anomali nedenleri agiklanmistir. Farelerde,
normal gelisiminde rol oynayan bazi genlerde meydana gelen noksanliklar, kuyruk
basinin etrafina sarilmasina yol agmiglardir (Yeung ve ark., 2009). Epididimal ortam
sperm olgunlasmasi ve depolanmasi i¢in korunakli bir alan olusturur ve epididimal
enzimlerir reaktif oksijen tiirlerini (ROS) diizenlerler (Drevet, 2006). EMA’ya
maruziyet sonrasinda, semende daha yiiksek ROS seviyeleri belirlenmistir (Agarwal ve
ark., 2014). Artmis ROS iiretimi ile genel anormal sperm morfolojisi arasinda bir iliski
oldugu bildirilmistir (Nallella ve ark., 2006). Sperm membran oksidasyonu, membran
akiskanliginda azalmaya veya membrana bagli fonksiyonlarda bozukluklara, 6rnegin
iyon tasinmasinda hasara yol agabilmektedir (Agarwal ve ark., 2014). Ayrica, SOD'un
sperm hiicrelerinin kuyruk anormallikleri ile pozitif yonde iligkili oldugu da
dogrulanmigtir. Spermatidler, CuZn SOD'unun diisiik ekspresyonuna sahiptir, ve
spermatogenezde ROS etkisine daha duyarhidir, bu da kuyruk kusurlarina yol
acabilmektedir (Patricio ve aerk., 2016). Ayrica, yiiksek konsantrasyonlarda 17f-
Ostradiol bulunan farelerin seminiferdz epitelinin germinatif hiicrelerinde direkt bir
antiapoptotik etki gozlenmistir (D'Souza ve ark., 2005). Ostrojenler efferent kanallarda
ve epididimde s1vi emilimini diizenleyerek, sperm konsantrasyonlarini ve spermlerin bir
dizi hareketli, morfolojik ve biyokimyasal 6zellik kazanmasini etkiler (Goyal ve ark.,
1997; Joseph ve ark., 2011).

EMA maruziyeti erkeklerde sperm fertilizasyonu azaltabilir (Krewski ve ark.,
2007). Arastirmalara gore radyasyon yogunlugunun ve EMA siiresinin erkek iireme
kapasitesinin parametleri tizerinde etkili oldugunu goéstermistir. Bu parametreler,

konsantrasyon (Yan ve ark., 2007), hareketlilik, morfoloji (Dasdag ve ark., 2003),
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sperm hiicrelerinin canlilig1 (Yan ve ark., 2007; Campisi ve ark., 2010; Adamsa ve ark.,
2014) ve sperm apoptozunu (Kesari ve ark., 2011) igermektedir.

Tavsanlarda, 50 Hz’lik EMA, sperm motilitesinde degisikliklere neden olup
canliliklarin1 da azaltmaktadir (Roychoudhury ve ark., 2009). Bu islem, hiicre i¢i
kalsiyum homeostazina miidahale ederek sperm fonksiyonun bozukluguna sebep
olmaktadir. Insanlarda cep telefonlarmm yaydigt EMA’nmn sperm hareketliligine
etkisini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Davoudi ve ark., 2002; Fejes ve ark., 2005).
2450 MHz’lik EMA’ya maruziyet testis iizerinde DNA segmentlerinin yeniden
diizenlenmesi ve DNA'nin kirilmasi ile sonuglandigini géstermektedir (Sarkar ve ark.,
1994).

Insan spermine uygulanan 1 saatlik 2 W/kg giiciinde cep telefonundan
kaynaklanan 900 MHz’lik EMA’nin sperm morfolojisini ve sperm-zona baglanmasini
azaltmasi ile birlikte akrozom reaksiyonunu degistirmedigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma
EMA’ya maruziyetin spermin fertilizasyon yetenegini azalttigin1 géstermistir (Fabra ve
ark., 2011).

Stiper diisiik frekansli (SLF)-EMA’ya maruz kalan spermatozoanin hiicre igi
ca® seviyelerinin anlamli derecede azalttig1r gosterilmistir. Sonug olarak, SLF-MA’ya
maruz kalmis spermlerde azalmis bir motilite, ¢6ziinebilir zona pelusidalarle birlikte
inkiibe edildiginde oldukg¢a az bir reaktivite ve oosit penetrasyon yeteneginde bir azalma
gbozlemlenmistir. 2 veya 4 saat inkiibasyondan sonra, plazma zari {izerinde ve
akrozomda morfolojik hasar ile ilgili isaretlerin goriilmesiyle birlikte dollenme orani
azalmistir. [n vivo kosullarda yapilan bir calismada, 1 mT’lik EMA’nin sperm
fonksiyonlarmin azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Bernabo ve ark., 2007;
Bernabo ve ark., 2010).

Literatiirde bulunan bazi ¢aligmalarda ise SLF-EMA’nin sperm iizerinde olumlu
etkisi bildirilmistir. Insan sperminde, 50 Hz, 5 mT’lik SLF-EMA ’ya maruziyetin 3 saat
icerisinde sperm motilitesinin artisina neden oldugu ve bu etkinin 21 saat boyunca
devam ettigi gdzlenmistir. Buna karsin 50 Hz, 5 mT'lik siniis dalgali EMA ve 50 Hz, 2.5
mT'lik SLF-EMA sperm hareketliligini etkilememistir. Bu nedenle, sperm hareketi
tizerinde SLF-EMA’nin olumlu etkisinin EMA’nin tiirii ve giliciine baglh oldugu

diistiniilmektedir (lorio ve ark., 2007).
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La Vignera ve ark. (2012), cep telefonunun yaydigi EMA‘nin erkek iireme
sistemi tizerine etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda RF-EMR'ye maruz
birakilan insan spermatozoasinda azalmis motilite, morfolojik anormallikler ve oksidatif
stresin  arttigini  gozlemlemiglerdir. Cep telefonu kullanan erkeklerin  sperm
konsantrasyonun, hareketliliginin azaldigi1 ve morfolojilerinin de bozuldugunu
gosterilmistir. Olusan anormalliklerin dogrudan cep telefonu kullanim siiresiyle iliskili

oldugu bildirilmistir (La Vignera ve ark., 2012).

5.5. SOD Enzim Aktivitesi

Biyokimyasal analizlerin incelemesinde EMA grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak SOD enzim aktivitesi anlamli derecede artmustir; ayni zamanda
Tim+EMA grubunda da 6nemli artig gozlemlenmistir. Lut, Lut+EMA ve Tim gruplar
EMA grubu ile karsilastirdiginda SOD aktivitesinin anlamli derecede azaldgi, ancak
EMA grubu ile Tim+EMA grubu karsilastirildiginda higbir fark bulunamamistir. Lut
grubunda SOD aktivitesi, Tim+EMA grubuna gore ileri derecede azalma gozlenirken
Tim ile Tim+EMA gruplan arasinda anlamli fark bulunmustur. Bu sonuclar EMA’ya
maruz birakilan ve Lut uygulanan siganlarda, Lut’'un SOD aktivitesini azalttigi ve
erkek iireme sisteminin birgok zararli etkiden korunmasinda 6nemli bir rol oynadigi,
viicudun ig¢indeki antioksidan enzim diizeylerini kontrol etmek icin giiglii bir
antioksidan kaynagi oldugunu gostermistir. Calismamizla uyumlu olarak bir ¢ok
calisma, cep telefonlar: tarafindan iiretilen EMA’nin SOD aktivitesi lizerindeki etkisini
aragtirmiglardir (Irmak ve ark., 2002; Yurekli ve ark., 2006). Irmak ve ark. (2002),
antioksidan seviyesi ile ilgili bir c¢alismalarinda tavsanlarn 900 MHz EMA’ya
maruziyetleri sonucunda SOD aktivitesinin anlamli derecede arttigin1 gozlediler.
Yurekli ve ark. (2006), sicanlardaki GSM baz istasyon frekansinin 945 MHz'lik EMA
olusturmasinin oksidatif stres iizerine etkisini arastirdilar ve 3.67 W/m?lik bir gii¢
yogunlugundaki EMA uygulamasi sonucunda SOD aktivite seviyesinin arttigini
gosterdiler.

Sheweita ve ark. (2016), sicanlarda benzo[a]pirenin toksisitesini aragtirmiglardir,
bu toksisitenin azalttilmasinda dogal antioksidan olan Tim’in roliinii incelemislerdir,
ancak ulagtiklar1 sonuclar Tim’in testis dokusu iizerindeki toksik etkileri azaltmadiginm

gostermistir. Ayan ve ark. (2016), sican testis dokusunda iskemi-reperfiizyon hasarina
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kars1 Tim’in koruyucu etkilerini belirlemesi i¢in yaptiklar1 ¢alismada, Tim’in yilikselmis
SOD aktivitesini diislirdligiini gostermislerdir.

Bilimsel literatiirler incelendiginde Lut’un elektromanyetik alanin olusturdugu
oksidatif stresin {lizerindeki etkisinin biyokimyasal olarak incelenmesinde SOD enzim
aktivitesi agisindan oksidatif stresi arttirdigi goriilmektedir. Bizim calismamizda ise
SOD aktivitesinin azalmasinin gézlemlendigi ve Lut’un énemli bir koruyuculuga sahip
oldugu ortaya konmustur. Biitiin bunlar g6z 6niine alindiginda bu noktada daha ileri

diizeyde calismaya ihtiya¢ duyuldugu kanisinday1z.

5.6. Serum Testosteron Seviyesi

Calismamizda serum testosteron seviyesini inceledigimizde, EMA grubunda
serum testosteron seviyesi istatistiksel olarak kontrol grubuna goére anlamli olarak
azalmistir. EMA ve LUt+EMA gruplari arasinda olan fark, Lut’'un EMA maruziyetinden
kaynaklanan olumsuz etkilere karsi koruyucu oldugunu kanitlamistir. Testosteron
seviyesindeki bu azalmanin oksidatif stresin artmasinin yami sira Leydig hiicre
sayilarindaki azalmadan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. LUT un giiglii bir antioksidan
olarak, yiikselmis ROS'un azalmasinda ve antioksidan enzim aktivitesinin dengeye
ulagmasinda 6nemli rol oynadig diisiiniilmektedir. Ayrica, LUT, Leydig hiicrelerinde
cAMP'ye bagl steroidojenik gen diizenlemesinin gelistirilmesi yoluyla testosteron
tretimini artirdifina dair bulgularda bulunmaktadir (Cormier ve digerleri 2017).
Bununla birlikte Lut’un uygulanmasi EMA’ya karsi anlamli olarak serum testosteron
seviyesini arttirirken Tim’in herhangi bir etkisi olmadigi tespit edilmistir.Calismamizda
aliman sonuglar bu veriyi destekler niteliktedir. Yiiksek seviyedeki testosteron normal
spermatogenez, seminifer epitelyumun fonksiyonu ve seminifer tiibiillerin yapisal
morfolojisi ve fizyolojisinin korunmasi igin gereklidir (Holdcraft ve Braun, 2004). Cep
telefonundan yayilan radyasyonun hayvanlarda iireme morfolojisini ve serum
testosteron hormonu seviyesini etkiledigi ¢ok aciktir. Cep telefonu veya mikrodalga
1sinlari, hiicresel membranin polarizasyon durumuna etki edebilir. Bu noktada, hiicresel
zarin yetersiz polarizasyonu, testosteron sentezine zarar verebilir ve sonugta infertiliteye
neden olabilecek cesitli anormalliklerden sorumlu olabilir (Meo ve ark., 2010). Moe ve
ark (2010), 3 ay boyunca 60 dakika/giin olarak cep telefonu radyasyonuna maruz
kalmanin, albino siganlardaki serum testosteron seviyesini kontrol grubuna kiyasla

onemli Olgiide azalttigini bulmustur (Meo ve ark., 2010). EMA’ya kronik maruziyetin
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erkek plazma testosteronunu azaltabilecegi ve erkeklerde tireme islevlerini muhtemelen
etkileyebilecegi gosterilmistir (Wang ve ark., 2016). Kesari ve Behari (2012), tarafindan
yapilan bir caligmada, Wistar albino tiirii siganlarin cep telefonundan yayilan
radyasyona 45 giin boyunca 2 saat/giin olarak maruziyeti sonucunda kandaki testosteron
seviyesinde 6nemli derecede bir azalma oldugu rapor edilmistir. 900 MHz’lik EMA’ya
maruz birakilan siganlarda testis ilizerine yapilan arastirmada testosteron serum
diizeylerinin azalmasi saptanmustir (Lee ve ark., 2010).

Insan viicudunda apoptoz ve mitoz siirekli denge i¢indedir. Ancak EMA iizerine
yapilan ¢alismalar EMA'nin hiicre proliferasyonunu bozma kapasitesine sahip oldugunu
gostermektedir (Lin, 1997; Tumkaya ve ark., 2016). Erkek farelerde, 60 Hz’lik EMA’ya
maruziyet onemli Olgiide seminifer tibiillerde germ hiicre Sliimii ve anomalisini
arttirmistir. 60 Hz’lik EMA, spermatogongum hiicrelerinde pozitif apoptotik
yogunlugunu arttirmistir, ancak flow sitometri uygulamasinda hiicre sag kalimini
anlamli bir derecede degistirmemistir (Lee ve ark., 2004). Benzer bir sekilde, 60 Hz’lik
EMA (14 ve 200 uT) farelerde spermatojenik hiicrelerin apoptozonu indiiklemistir (Kim
ve ark., 2009).

Liu ve ark. (2013), 50 giin boyunca giinde 2 saat 900 MHz’lik EMA’ya (0,66 +
0,01 W/kg) maruz kalan siganlarda ROS diizeyinin arttigin1 ve bax, bcl-2 genleri,
sitokrom c gibi proteinler ve kaspase-3 sinyal yolaginin aktiflesmesi ile sperm

apoptozuna yol a¢tigini tespit etmislerdir.

5.7. Histoloji ve Histopatoloji

Hematoksilen-eozin ile boyanan testis dokularini histolojik ve histopatolojik
olarak 151k mikroskobu altinda inceldigimizde, EMA’ya maruz birakilmayan deney
hayvanlariin testislerini olusturan interstisyel bag doku ve seminifer tiibiil yapisinda
degisiklikler gézlenmemistir. Seminifer tiibiiller arasinda ayrilmalar ve bu tiibiillerin
duvarinda kopmalar bulunmamaktadir. Ayrica seminifer epitelini olusturan
spermatogenik hiicrelerin normal gorinimde oldugu tespit edilmistir. Lut ve Tim
uygulanan gruplarda ise sperm yogunlugunun belirgin sekilde arttigi izlendi ve bu
yogunluk artis1 Lut grubunda daha fazla belirgindi.

Calismamizda EMA maruziyeti sonucu testiS yapisinda gozlemlenen
histopatolojik bozukluklar, elde ettigimiz stereolojik analiz bulgularin1 destekler

niteliktedir. EMA grubuna ait testis doku yapisinda, seminifer tiibiiller arasinda
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ayrilmalar ve bazi tiibiillerde dejenerasyon belirgin olarak goézlenmistir. Ayrica
interistisyel bag doksunda yer yer bozulmalar dikkat ¢ekmistir. Bunun yam sira
seminifer tiibiillerin duvarinda yer yer kopmalar gézlenmistir. Seminifer tiibiillerin
duvarinda incelmelerin yaninda yer yer kalinlasmalar da gozlenmistir. Seminifer
epitelini olusturan spermatogenetik hiicrelerin bulunmadigi bolgeler dikkat ¢ekmistir.
Ayrica seminifer epitelinde vakuoller ve spermatogenezin duraksadigi alanlarin
yogunlukta oldugu tespit edilmistir.

EMA ile birlikte uygulanan Tim ve Lut gruplar testis dokularinin histolojik
yapilart incelendiginde, testis dokularinin histolojik yap1 hasarinin EMA grubuna gore
azaldig1, seminifer tiibliller ve interstisyel bag dokularinda hasarlarin hafiflestigi
gozlenmistir. TIM+EMA ve Lut+EMA gruplarinda spermatogenetik seriye ait
hiicrelerin vakuolleri ve spermatogenezin duraksadigi alanlarin EMA grubuna gore
Oonemli derecede azaldigi tespit edildi. Bahsedilen gruplarda seminifer tiibiil
dejenerasyonlart ¢ok az sayida gozlenirken LUut+EMA grubunda dejenerasyon
gozlenmedi. Ayrica seminifer tiibiillerin duvarinda kopmalarin azaldig: alanlarin varlig
dikkat ¢ekmekteydi. Lut+EMA grublarina ait testis dokularinda izlenen hasar
Tim+EMA grubuna goére azalmistir ve bu sonuglar diger bulgularmizla uyumlu olarak
Lut ve Tim’in EMA’ya kars1 giicli antioksidan odugunu dogrulamaktaydi. Bu
calismanin diger calismalara karsi avantaji, EMA maruziyetine karsi daha onceden
kullanilmayan Lut ve Tim gibi antioksidanlarin kullanilarak EMA’nin yan etkisine karsi

bu maddelerin koruyucu etkilerinin arastirilmasidir.

5.8. Immiinohistokimya

Son yillarda, molekiiler biyoloji teknikleri, sperm olgunlasmasinda yer alan ve
potansiyel olarak kontraseptifler i¢in hedeflenmis olabilen, sperm membran yiizey
proteinlerini kodlayan genlerin tanimlanmasini ve klonlanmasini saglamistir (Naz ve
ark., 1993; Primakoff ve ark., 1994). Bu ¢alismada, testis dokularindan elde edilen kesit
orneklerinde anti-DCXR antikoru kullanilarak bu proteinlerin aktiflik dereceleri
belirlenmeye calisildi.

Spermatogenetik seride yer alan spermatozoa hiicreleri, DCXR antikoru ile
boyanmig ve gii¢lii pozitif immiinoreaktivite gostermislerdir. Kontrol, Lut ve Tim
gruplarinin spermatozoa hiicrelerinde gii¢lii pozitif boyanma gozlenmekteydi. EMA

grubunda, kontrol grubuna gore az sayida pozitif boyanan spermatozoa hiicreleri dikkat
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¢ekmekteydi. LUt+EMA ve Tim+EMA gruplar1 EMA grubu ile karsilastirildiginda
pozitif spermatozoa sayilarinda artis oldugu tespit edildi, ancak Tim+EMA grubunda
Lut+EMA grubuna gore pozitif boyanan spermatozolarin az sayida oldugu izlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglar, Lut ve Tim’in antioksidan aktivitelerinin EMA
maruziyetinden kaynaklanan hiicre kaybina karsi koruma sagladigini gostermistir. Bu
sonuglar histopatolojik sonuglar ile uyumlu olarak EMA’ya maruziyetin pozitif boyanan
spermatozoalarin sayisinda azalma gostermis, bu da EMA’nin testis dokusu iizerinde
olumsuz etkisini gostermisti. EMA’nin olumsuz etkilerine karsti Lut ve Tim
uygulanmasi1 sonrasinda spermatozoalarin pozitifliginin artmasi ise bu maddelerin
EMA ’nin olumsuz etkisi tizerinde koruyucu oldugunu destekler niteliktedir.

Ebert ve ark. (2015), DCXR, sperm yiizey proteini P34H’in, lireme sisteminde
gamet etkilesimi ve basarili bir déllenme igin gerekli olan sperm olgunlasmasinda bir
marker oldugunu bildirmislerdir. Ayrica DCXR'nin erkek fertilitesini dngdrmek igin
giiclii bir biyolojik marker gorevi gorebilecegini iddia edilmektedir. Bununla birlikte,
baska bir¢ok faktdr dollenme kabiliyetini belirledigi i¢in yalnizca sperm ylizeyinde
DCXR varlig: tiretkenligi kanitlamak igin yeterli degildir; baz1 durumlarda 6rneklerin
bu proteinin normal seviyesine sahip olmasina karsin infertiliteye sahip oldugu
gosterilmistir (Boue ve Sullivan 1996; Ebert ve ark., 2015).

Lut tedavisi antioksidan savunma sistemini hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan antioksidanlar1 arttirarak giiclendirmektedir (Kasala ve ark., 2016). Bununla
birlikte Lut tedavisinin oksidatif strese kars1 etkili oldugu gézlenmistir (Ashokkumar ve
Sudhandiran, 2008).

Flavonoidler arasinda Lut’un farmakolojik etkilerini sergileyen Onemli bir
fonksiyonel bilesen oldugu bildirilmektedir. Ornegin, Lut’un antioksidan (Wélfle ve
ark., 2012), antikanser etkisi (Cai ve ark., 2011), anti-inflamatuvar (Wu ve ark., 2005),
hepatosit biliylime faktorii tizerindeki inhibe edici etkisi (Lee ve ark., 2006), hepatit
(Xiong ve ark., 2017), antialerjik (Kimata ve ark., 2000) ve antiplatelet ve vazodilatator
etkinlige sahip oldugu bulunmustur (Chen ve ark., 1990). Yuan ve ark. (2014),
yaptiklar1 caligmada flavonoid’in erkek farelerin {ireme sisteminin yapisal ve
fonksiyonel hasarina ve spermatojenik hiicrelerdeki azalmis apoptoz iizerine, oksidatif
stresin engellenmesiyle yararli koruyucu etkisi oldugunu gdostermislerdir. Lut, hem

oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu indiikleyerek anti-enflamatuar ve antioksidan etki
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gostermektedir (Xiong ve ark., 2017). Lut’un esasen protein kinaz C (epsilon) (PKC) ve
Src aktivitesini azaltarak UV'nin indiikledigi cilt kanserine karsi gii¢lii kimyasal
onleyici etkinlik uyguladigi ortaya konmustur (Byun ve ark., 2010).

Cesitli epidemiyolojik arastirmalar, flavonoidlerin meme, prostat ve akciger
kanserine karsi anti-kanser ve kimyasal Onleyici Ozelliklerinin kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etmelerinden kaynaklandig: bildirilmistir (Birt ve ark., 2001;
Manthey ve Guthrie, 2002). Ko ve ark. (2002), Lut’'un insan miyeloid 16semi
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigini bildirmislerdir.

Tim, Nigella sativa bitkisinde bulunan bir fitokimyasal bilesiktir ve bitkinin
biyolojik etkilerinin ¢gogundan sorumludur (Tifek ve ark., 2015). Ancak, Tim’i EMA,
testis ve sperm tiretimi iizerindeki etkisi esasen bilinmemektedir. Bu sorunu ¢d6zmek
icin, Tim’in erigkin sican testislerindeki EMA ile iliskili degisiklikler iizerindeki olasi
yararli etkileri ve bunlarin fonksiyonlar1 arastirilmistir. Coérek otu (Nigella satvia)
bitkisi, birgok hastaligin tedavisinde kullanilan bir tibbi bitkidir (Ali ve Blunden, 2003).
Corek otu tohumlarmin aktif bileseni olan Tim, farmakolojik olarak aktif bir kinondur
(Mansour ve ark., 2002).

Son zamanlarda hayvan c¢alismalari, Nigella satvia tohum ekstraktlarinin
gastroprotektif (Kanter ve ark., 2005), anti-timor (Salomi ve ark., 1991; David ve ark.,
1998), anti-anksiyete (Perveen ve ark., 2009), anti-mikrobiyal (Hanafy ve Hatem, 1991,
Salem ve Hossain, 2000) ve anti-inflamatuar gibi bir¢ok terapotik etkiye sahip oldugunu
gostermistir (Houghton ve ark., 1995). Literatiirde bulunan ¢aligmalar, Tim’in testikiiler
oksidatif stresin 6nlenmesinde ¢ok etkili oldugunu agiklamaktadir (Gokge ve ark., 2010;
Mabrouk ve Ben Cheikh, 2015). Bashandy (2007), Nigella sativa yagini hiperlipidemik
siganlara uygulamis ve bu uygulamanin iireme verimliligini arttirdigini, hiperlipidemiye
bagli dogurganligin azalmasina yonelik ekstra koruma sagladigini gostermistir.

Tim uygulamasimin si¢anlarda kronik toluen maruziyetinin neden oldugu
testikiiler hasardan sonra spermatogenez iizerinde potansiyel bir tedavi olarak yararl
oldugu gosterilmistir (Kanter, 2011). Testislerin elektron mikroskobik incelemesinde,
Tim Sertoli ve spermatid hiicrelerindeki mitokondriyal dejenerasyonu, diiz endoplazmik
retikulumun (SER) dilatasyonunu ve hiicre i¢i bosluklarin genislemesini 6nlemede etkili
oldugu bildirilmistir. Tim’in siiperoksit anyon radikal ve hidroksil radikalleri dahil

olmak iizere gesitli oksijen tiirlerini elimine etme etkiye sahip oldugu kanitlanmistir
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(Kruk ve ark., 2000; Mansour ve ark., 2002). Ayan ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada
Tim’in si¢an testis dokusunda oksidatif strese bagli iskemi-reperfiizyonda koruyucu bir
rol oynadigim1 gostermislerdir. Tim ile tedavi edilen hayvanlarda SOD aktivitesi ve
MDA seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigini tespit etmislerdir.
Alyoussef ve Al-Gayyar (2016a), Tim’in testikiiler doku iltihaplarini iyilestirdigini ve in
Vvivo, in vitro sodyum nitrit tarafindan uyarilan seks hormonlarinin normal dengesini
eski haline getirdigini rapor etmislerdir. Alyoussef ve Al-Gayyar (2016b), yaptiklar bir
diger calismada, deney gruplarinda Tim ile oksidatif stresin bloke edilmesi, normal
inflamatuvar sitokin dengesinin restorasyonu ve apoptozun bloke edilmesi ile sodyum
nitritle indiiklenen testis doku hasarlarin1 azalttigin1 gézlemlemislerdir. Sheikhbahaei ve
ark. (2016), Tim’in ilgili genlerin diizenlenmesini etkileyerek testiste bulunan germ
hiicre apoptozisine karst korudugunu bulmuslardir. Gokce ve ark. (2010), testikiiler
parametreleri {izerinde Tim tedavisinin koruyucu etkileri oldugunu bildirmislerdir.
Calismalar ¢orek otunun yetiskin erkek sicanlarin dogurganlik ve iireme sistemi
kapasitesinde artigina neden oldugu gosterilmistir (Al-Sa'aidiva ark., 2009; Mohammad
ve ark., 2009).

Bu c¢alismadan elde ettigimiz sonuglara gore, erkek sicanlarin iireme
kapasitesinin arttirilmast muhtemelen Tim ve Lut ile iliskilidir. Ureme kapasitesinin
iyilesmesinde payr bulunan bir bagka sebep ise SOD diizeyinin azalmasi ve ilireme
organlarinda  antioksidan enzimlerin restorasyonudir. Ayrica uyguladigimiz
antioksidanlarin diger calismalarla uyumlu olarak oksijen radikallerini ve bunlarin
reaksiyon triinlerini iceren ROS azalmasinda énemli rol oynadigini da diisiinmekteyiz.

Bu sonuglar Lut’un, Tim maddesine gore daha gii¢lii bir antioksidan oldugunu

da gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. EMA grubunda kontrol grubuna gore testis agirliginin azaldigi ve
histopatolojik olarak EM A nin testikiiler hasara neden oldugu gosterilmistir.

2. EMA grubunda spermatogenetik hiicreleri olusturan primer spermatosit,
spermatid sayilari, kontrol grubu ile karsilastirdiginda anlamli derecede azaldigi
gozlemlenmis ancak spermatogonyum hiicre sayisinda herhangi bir degisiklik
gbzlemlenmemistir.

3. EMA grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda Sertoli hiicre sayisinda
anlamli fark olmadigi, ancak Leydig hiicre sayisinda anlamli fark oldugu saptanmuistir.

4. EMA grubunda normal sperm ve kuyruk anomali sperm sayilarinda kontrol
gruba gore anlamli bir azalis oldugu gozlemlenmistir.

5. Lut+EMA ile EMA gruplarinin incelenmesinde tiim parametreler (stereoloji,
biyokimya ve sperm morfolji ile elde edilen degerler ve testis yapisi) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir. Lut’'un EMA’dan kaynaklanan
olumsuz etkilere karst koruyuculugu ve giiclii antioksidan etkisi gozler Oniine
serilmistir.

6. TIm+EMA ile EMA gruplarinin testis agirlik, SOD enzim aktivite, serum
testosteron seviye, Leydig hiicre ve spermatid hiicre sayisi arasinda anlamli fark
olmadigr ve Tim’in EMA hasarina kars1 tedavisinin bu parametler iizerinde onemli
Olgiide koruyucu etki gostermedigi gozlenmistir. Buna karsin, TIim+EMA ile EMA
gruplarinin, primer spermatosit sayisi, normal sperm sayisi ve kuyruk anomalili sperm
sayis1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu, Tim’in EMA maruziyeti
tizerindeki etkisinin bu parametrelerin diizeltilmesinde 6nemli rol oynadig:
gbzlemlenmistir.

7. LUt+tEMA, EMA+ Tim gruplarinda Lut ve Tim maddelerin uygulamasinin
testis yapisi, primer spermatosit, normal sperm say1 ve kuyruk anomalili sperm sayisi
tizerinde olumlu etkilerinin oldugu ancak Lut’'un Time kiyasla EMA uygulanan
siganlardaki bozukluKlar {izerinde fazla onarici oldugu diisiiniilmektedir. Caligmada elde

edilen biyokimyasal bulgular da bu sonuglar1 desteklemektedir.
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