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OZET

Sicanlarda Intraserebroventrikiiler Salusin-p Infiizyonun Hipotalamus-

Hipofiz-Testikiiler Aks Uzerindeki Etkileri

Amag: Preprosalusin’den koken alan salusin-p (Sal-f), biyoaktif peptit yapili ve ¢cok
fonksiyonlu bir hormondur. Bu peptitin hipotalamusta varlig1 bilinirken, hipotalamusun
olusturdugu salgilar ile agiga ¢ikan hipotalamik cevaplar neticesinde hipofiz bezini
etkiledigi de bilinmektedir. Bu ¢alisma Sal-B'nin erkek iireme sistemi tizerindeki
endokrinolojik etkilerini agiklayabilmek amaciyla yapildi.

Materyal Metot: Calismada Wistar Albino cinsi 40 adet erkek sigan kullanildi.
Hayvanlar viicut agirliklart birbirine yakin olacak sekilde 4 gruba ayrildi (n=10).
Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi. Uygulama gruplarma ise
intraserebroventrikiiler (icv) olarak 7 giin boyunca yapay beyin omurilik sivisi (yBOS),
2 ve 20 nmol/kg/240ul/giin salusin-p infiizyonu yapildi. 7 giin sonra hayvanlar dekapite
edilerek kan ve testis doku ornekleri toplandi. Toplanan kanlar serumlarina ayrilarak
testosteron, LH ve FSH seviyeleri Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)
yontemi  kullanilarak belirlendi. Toplanan hipotalamus dokularindan reverse
transcription-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilarak gruplarin
GnRH mRNA seviyeleri belirlendi. Toplanan testis dokularindan ise hemotoksilen-
eozin boyama metodu kullanilarak seminifer tiibiil ve germinal epitel yapilari incelendi.

Bulgular: Uygulanan Sal-p’nin her iki konsantrasyonun da (2 ve 20 nmol) serum LH ve
FSH seviyesini kontrol ve sham gruplarina kiyasla arttirdig1 belirlendi (p<0.05). Serum
testosteron seviyesi bakimindan gruplar karsilastirildiginda 2 ve 20 nmol Sal-p
inflizyonu yapilan siganlarin, kontrol ve sham gruplarindaki sicanlara kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Yine gruplar GnRH
mRNA seviyesi agisindan degerlendirildiginde Sal-p inflizyonunun GnRH mRNA
seviyesini arttirdigi goriildii (p<0.05). Yapilan histolojik analizler sonunda 2 ve 20 nmol
Sal-B infiizyonu yapilan siganlarmn testis dokularinda germinal epitel ¢ap1 ve seminifer
tiibiil ¢caplarinin (2 nmol Sal-B uygulanan grup harig¢) azaldig: tespit edilmistir (p<0.05).

Sonug¢: Calisma sonunda elde edilen veriler Sal-B'nin sigcanlarda serum testosteron, LH
ve FSH seviyelerini arttirdigi 6te yandan germinal epitel kalinligi ve seminifer tiibiil
capinda azalmaya neden oldugunu goéstermektedir. Bu bulgular Sal-B'min hipotalamus-
hipofiz-testikiiler eksen {izerinde ©Onemli roller {istlenebileceginin ilk sinyallerini
vermektedir.

Anahtar kelimeler: Salusin-B, Hipotalamus, Hipofiz, Testis, GnRH
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ABSTRACT

The Effects of Intracerebroventricularly Administered Salusin-f on
Hypothalamus- Hypophysis- Testikiiler Axes in Rats

Aim: Salusin-B (Sal-p) is a hormone which originates from preprosalusin, bioactive
peptite - structured and multifunctional. It is known that this peptite causes pressure on
the hypothalamus neurone and posterior hypophysis by systematic circulation and the
existence of this peptite in hypothalamus and the effects of hypothalamic responses,
which occur via hypothalamus secretion on hypophysis is known. This research has
been made to show the effects of Sal-f on men's Reproductive System.

Material and Method: On the research, 40 Wistar Albino rats were used. Those
animals were divided into 4 groups in a way that their body weights are closed to each
other (n=10). Nothing was applied to the control group. To experiment group, for seven
days long , artificial cerebrospinal fluid (CSF), 2 and 20 nmol/kg/240ul/days infusion
of salusin P was applied in intracerebroventricular (ICV) way. After seven days,
animals were decapitated and serum tissue samples were collected. The blood samples
divided into serous fluid and with the Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)
method , the testosterone, LH and FSH levels were determined.With the collected
tissues of hypothalamus,the  GnRH mRNA level of groups' were determined by using
reverse transcription-polimeraz chain reaction (RT-PCR).

With the collected tissues of testicle, the structures of Seminife tubule and Germinal
Epithelial were examined by hemotoxilen-eosine staining method.

Conclusion: The release of FSH and LH and the serum testosterone level increased in
the experiment group, which exposed to 2 and 20 nmol/kg/240ul/days infusion of
salusin B with icv method for seven days long, in comparison with the control and sham
groups. Besides, average tubule diameter on the group which applied 2 nmol Sal-B is
similar to control and sham groups, however average germinal epithelium thickness on
examine group diminishes significantly compared to control and sham groups. On the
other hand, germinal epithelium thickness and the diameter of tubule measured in the
group which applied 20 nml sal-B increased significantly to control and sham groups
and 2 nmol group.

Results: The parameter of the research indicates that Sal- 3 increases the level of serum
testosterone and secretion of plasma LH and FSH. 2 nmol between which any
difference has occured during the application of the seminife tubule with a diameter of
20 nmol Sal-p has diminished in accordance with control and sham groups. These
findings give the first signals that Sal-p can take significant role on the Hypothalamus-
hypophysis testicular axis.

Keywords: Salusin-p, Hypothalamus, Hypophysis, Testicular, GnRH
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiN

aa : Aminoasit

ACAT1 : Asiltrensferaz 1

ADH : Antiditiretik hormon

AgRP : Agouti ile iliskili transkript

Arc . Arkuat cekirdek

BIK : Beyin infiizyon Kkiti

BOS : Beyin omurilik stvisi

cAMP : Siklik adenozin monofosfat

CART : Kokain ve amfetamin transkripti

Cre : Kreatinin

CRF : Kortikotropin salgilama faktori

CRH : Kortikotropin serbestlestirici hormon
DM : Diyabetes mellitus

DMH : Dorsomedial hipotalamus

ELISA : Enzyme-linked immuno sorbent assay
FSH : Folikiil uyarict hormon

GDM : Gestasyonel diabetes mellitus

GHRH : Bilylime hormonu serbestlestirici hormon
GLP-1 : Glukagon benzeri P-1peptid

GniH : Gonadotropin inhibe edici hormon
GnRH : Gonadotropin salgilaticit hormon

LH : Liiteinlestirici hormon

LHA : Lateral hipotalamik alan

MCH : Melanin konsantrasyonu hormonu
ME : Medyan eminens

MN : Magnoseliiler néron

MPN : Medial preoptik ¢ekirdek

NPY : Noropeptit Y

PCOS : Polikistik over sendrom

RT-PCR : Reverse transcription-polimeraz zincir reaksiyonu

PIH : Prolaktin baskilayici hormon

viii



PN
POMC
PVN
RT-PCR
Sal-a
Sal-B
SGA
SON
TNF-a
TRH
VMH
VSMC
yBOS

: Parvoseliiler néron
: Pro-opiomelanocortin
: Paraventrikiiler ¢ekirdek
: Reverse Transcription-Polimeraz zincir reaksiyonu
: Salusin-a.
: Salusin-p
: Gestasyonel yas
: Supra optik ¢ekirdek
: Timor nekroz faktorii-alfa
: Tiroid salgilatict hormon
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1. GIRIS

2003 yilinda Shichiri ve arkadaslar1 preprosalusinden kdken alan salusin adini
verdikleri ¢ok fonksiyonlu biyoaktif peptit yapili bir hormon kesfetmislerdir (1).
Salusinin kdkeni olan preprosaliisinin insanlarda dokular, kan serumu ve idrarda varligi
gosterilmistir (1, 2). Bu hormon idrarda, kanda ve dokularda salusin-o (Sal-a) ve
salusin-B (Sal-B) olmak {iizere iki farkli formda bulunmaktadir (1-3). Bir¢ok dokuda
salusinin her iki formu (o ve B) bulunmasina ragmen simdiye kadar salusinler iizerine
yapilan aragtirmalar genellikle kardiyovaskiiler sistem iizerine yogunlagmis olup giiglii

bir hipotansif etkiye sahip oldugu saptanmistir ( 4-7).

Ratlar tizerinde yapilan ¢alismalarda salusinin iki formundan biri olan Sal-f'nin
birgok organda (mide, ince bagirsak, karaciger, bobrekler, adrenal medulla, timus, lenf
nodu, kemik iligi, dalak) ¢ok iyi derecede eksprese edildigi belirlenmistir (8-10). Ayrica
Sal-B'min ratlarin tiikiiriik bezi, akciger, adrenal korteks, iskelet kasi, testis, kalp ve
aortada ise ¢ok az miktarda sentezlendigi immunohistokimyasal caligmalar ile tespit
edilmistir (8). Sal-p varligi tespit edilmis organlardan biri olan hipotalamus, canliligin
devaminin saglanmasi ve tlreme fonksiyonlart agisindan bir¢ok mekanizmada
diizenleyici bir gorev istlenmektedir. Hipotalamus: Homeostazisin saglanmasi ve
canliligin devami agisindan 6nemli gorevler {istlenen (11, 12), biinyesinde barindirdigi
cekirdeklerin gerek kendi aralarinda gerekse korteks ve beyin sap1 gibi merkezi sinir
sisteminin diger bolgeleri ile sinirsel ¢ift yonlii baglantilart olan (13, 14), hipofiz ve
testikiiler yap1 ile de hormonal yollarla etkilesim halinde bir organdir. Ureme ile ilgili
onemli hormonlar hiptalamus-hipofiz-testikiiler eksende sentezlenmektedir. Eksenin
tepesinde bulunan ve salgiladigi hormonlar ile diger organlari uyaran hipotalamusta
GnRH sentezlenirken, hipofizin 6n bolgesinde FSH ve LH, gonadlarda ise seks
steroidlerinin ve diger hormonlarin sentezi gergeklesmektedir. Hipotalamusta bulunan
ve GnRH hormonu sentezleyen norosekretuar noronlar insanda mediobazal
hipotalamusta lokaize olmakla beraber arkuat niikleus, median eminense ve
suprakiazmatik alanin ventraline kadar karsilik gelen yaygin bir sahada bulunmaktadir.
GnRH'nin hipofize tasinmasi kisa bir portal vendz sistemi ile gerceklesmektedir. GnRH
iireme dongiisiinde; pubertenin baslatilmasini kontrol etmek ve hipofiz bezinden FSH
ve LH sentezini uyarmak gibi 6nemli roller istlenir (14, 15). GnRH uyarisiyla salgilari

gerceklesen bu iki hormon genel dolasgim yoluyla testislere ulagsarak burada testikiiler



steroid sentezini ve spermatogenezi uyarir (11). GnRH'nin uzun siireli salinimi
durumunda GnRH analoglari, testesteron ve LH salinimini azaltirken; pulsatil salinimi
fonksiyonel agidan LH'nin pulsatil salinimini indiiklemektedir. LH, testislerdeki Leydig
hiicrelerinin membrani iizerinde bulunan 6zgiin reseptorlerine baglanarak testosteron
salmmmin1 uyarir. FSH ise sertoli hiicrelerini aktive ederek testosteron varliginda
spermatogenezi uyarir (13-15). Kisaca hipotalamus-hipofiz-testikiiler eksen {ireme

davranigindan sorumlu olan hormonal mekanizmanin kontroliinii saglayan 6énemli bir

birimdir (11).

Sal-B'nin hipotalamusun bazal bdlgesinde bulunan medianeminens ile hipofiz ve
testiste varligi tespit edilmis ayrica Sistematik dolasim yoluyla arka hipofiz ve
hipotalamus noéronlar1 {izerinde baski olusturdugu belirlenmistir (12). Hiopotalamusta
varliginin saptanmasi, hipotalamus ve hipofiz bezi ilizerinde baski olusturdugunun
belirlenmesi gibi veriler neticesinde Sal-B'nin hipotalamus-hipofiz-testikiiler aks
tizerinde etkisi olabilecegi fikrini akla getirmektedir (12). Literatiir incelendiginde sal-
B'nin hipotalamus-hipofiz-testikiiler aksta fonksiyonel bir etkisinin olup olmadigi veya
fizyolojik bir gorevi varsa bunu hangi basamakta gergeklestirdigini ortaya koyan bir

calisma tespit edilmemistir.

Bu c¢alismada intraserebroventrikiiler (icv) Sal-p uygulamasinin iireme
mekanizmasi tizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Arastirma sadece olasi bir
etkinin varligin1 ortaya koymak icin degil bunun yaninda etki mekanimasininda

anlasilmasina yonelik planlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Salusinler

2.1.1. Tarihgesi & Simiflandirilmasi

Salusinlerin varligi Schichiri ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda yayimlanan
"Salusins newly identified bioactive peptites with hemodynamic and mitogenic
activities" baglikli calismayla ortaya konmustur (1). Salusin, aminoasit sayr ve
dizimlerindeki farklardan dolay: Sal-a ve Sal-p olmak tizere farkli iki alt baslik seklinde

isimlendirilmektedir.

2.1.2. Sal-a

Preprosalusinden koken alan, bir¢ok doku ve organda varligi tespit edilmis, genis
bir sahada salgilandigi belirlenen, basta kardiyovaskiiler sistem olmak iizere farkl
alanlarda fizyolojk roller iistlenen, 28 aminoasitten (aa) meydana gelmis peptit yapili bir

hormondur (1, 2).

2.1.2.1. Biyokimyasal Yapisi

Sal-a; 1 serin, 1 lizin, 1 glutamin, 2 16sin, 3 arjinin, 4 glisin, 7 prolin ve 9 adet
alanin olmak tizere yapisinda sekiz farkli olmak iizere toplamda 28 adet aa barindiran
peptit yapili bir hormondur (1, 2). Sal-a'y1 meydana getirirken aa'larin toplam yapidaki

oranlar1 Tablo 2.1'de gosterilmistir.



Tablo 2.1. Sal-a'y1 meydana getiren aa'larin birlesme oranlari (1, 2).

Aminoasit Adi Bulunma Oram (%)
Lizin 3.57

Arjinin 10.71

Glisin 14.28
Glutamin 3.57

Serin 3.57

Prolin 25

Losin 7.14

Alanin 32.16

2.1.2.2. Sal-a Salgilanmasi ve Dokulardaki Lokalizasyonu

Sal-o. c-DNA’dan iiretilen 28 aminoasitli ¢ok fonksiyonlu bioaktif peptidlerdir.
Sal-a TOR2A (DYT]1) fermin alternatif {irinii olan preprosalusinden sentezlenmislerdir.
Preprosalusin insanda bobrek ve damarlarda salgisinin ger¢eklesmesinin yaninda insan
plazmasi ve idrarda da varlig1 tespit edilmistir (1, 2). Preprosalusin salgis1 bobrek ve
damarlarda gergeklesmesine ragmen, preporosalusinden koken alan Sal-a’nin farkli
organ ve dokularda sentezinin yapildigi ¢ok kez rapor edilmistir. Sal-a'nin ratlarda
karaciger, mide, adrenal medulla, bobrekler, ince bagirsak, timus, lenf nodu, kemik iligi,
dalak basta olmak flizere tiikiiriik bezi, iskelet kasi, testis, akciger, adrenal korteks ve

kalp dokuda da varlig1 gosterilmistir (8, 9).
2.1.2.3. Sal-a'nin Fizyolojik Rolleri

2.1.2.3.1. Kardiyovaskiiler Sistem ile Tliskisi

Sal-a ile ilgli farkli alanlarda yapilan birgok ¢alisma olmasina ragmen
kardiyovaskiiler sistem (16-18), ateroskleroz ve arteriyel basing iizerindeki etkilerinin
arastirildigi calismalar daha fazladir ( 19-21). Sal-a'nin hipertansiyon tizerine etkilerinin
arastirildig1 bir ¢alismada orta derece hipertansiyonlu hastalar ile saglikl1 bireylerin Sal-
a seviyeleri kiyaslanmis olup, elde edilen veriler sonucunda hipertansiyonlu
bireylerdeki Sal-a diizeyinin saglikli bireylere gore diisiik oldugu rapor edilmistir (22).

Bagka bir ¢alismada koroner arter hastaliginda Sal-o spesivitesi %93, sensivitesi ise



%82 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglarla Sal-a'nin koroner arter hastaliklarinin teshis
edilmesinde 6nemli bir ayirag oldugu ileri siiriilmiistiir (5). Sal-a'nin vaskiiler diiz kas
hiicrelerine etkilerinin incelendigi insan ve siganlar iizerinde yapilan c¢alismalarla
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mitozu arttirict bir etki olusturdugu saptanmistir (4-7).
Sal-o'nin aterosklerotik plaklar lizerindeki etkileri incelenmis, serum Sal-a diizeyinin
plak skoru ile orantili bir bi¢imde azaldigi (5), Sal-o'nin makrofaj kopiik hiicre
formasyonunu baskilayarak (22) aterosklerotik lezyonlar1 azalttig1 tespit edilmistir (5).
Obesitede Sal-o'nin etkilerinin incelendigi bir arastirmada, yiiksek yagli diyet verilerek
aterosklerotik plak olusturulmus tavsanlarda Sal-a'nin asir1 ekspresyonunun intimal
hiperplaziyi inhibe ettigi belirlenmistir (23). Miyokard infaktiisiinde Sal-a seviyesini
saptamak amaciyla gergeklestirilen bir arastirmada, acil servise gelen miyokard
infaktiislii hastalar ile goniillii saglikli bireylerin Sal-o seviyeleri 6lgiilmiistiir. Olgiim
sonunda elde edilen veriler, hasta bireylerdeki Sal-o diizeyinin kontrol grubundaki
saglikli goniillillere gére anlamli derecede az oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular
sonucunda kardiyovaskiiler sistemin saglikli isleyebilmesinde Sal-o varliginin 6nemli

oldugu ileri siirtilmiistiir (24).

2.1.2.3.2. Bosaltim Sistemi ile Iliskisi

Sal-a bobreklerde varliginin tespit edilmis (2, 3) olmasina ragmen bu organdaki
fizyolojik rolleri tam olarak ortaya konamamustir. Sal-a'nin akut iskemik bdbrek
yetmezligi ile iliskisini ve bobrek iskemik reperflizyon hasarina karsi koruyucu bir
etkisinin olup olmadigini ortaya koyabilmek amaciyla sicanlar {lizerinde yapilan bir
arastirmada, bobrek yetmezligi tizerine etkileri ortaya konamazken, Sal-a'nin bobrek
iskemik reperfiizyon hasarina karst koruyucu bir etkisinin oldugu gosterilmistir.
Ozellikle iskemiye bagli olarak bdbrek dokusunda meydana gelen oksidatif hasarin Sal-

a uygulamasi ile azaldigi rapor edilmistir ( 25).

Bobrek yetmezligi tanis1 konan hastalarda, Sal-a'nin serum diizeyleri ve bobrek
yetmezliginde idrarla atiliminin arastirildign bir ¢alismada serumda artan Sal-a
konsantrasyonunun bobrek fonksiyonlarinda bozulmaya neden olabilecegi gosterilmistir
(26). Mevcut literatiir bilgileri degerlendirildiginde Sal-a'nin bobrek dokusu iizerinde

meydana getirdigi etkiler birbiriyle kismen ¢elismektedir.



2.1.2.3.3. Sinir Sistemi ile Tliskisi

Multiple Skleroz, iltihaplanma, demiyelinizasyon, reaktif glioz ve néronal hasar
ile karakterize merkezi sinir sisteminin bir otoimmiin hastaligidir. Sal-a. merkezi sinir
sistemi de dahil olmak tizere birgok dokuda eksprese edilen bir hormondur (1-3). Sal-
a'nin, multiple skleroz hastalig: ile iligkili olup olmadigini ortaya koymak amaciyla
sadece bir c¢aligma yapilmistir. Calismada saglikli kontrol gurubundaki bireyler ile
multiple sklerozlu hastlarin Sal-a diizeyleri 6l¢giilmiis ve elde edilen veriler neticesinde
hasta bireylerdeki Sal-o. seviyesinin saglikli bireylere oranla yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Bu sonuglar multiple skleroz hastaligi ile Sal-a arasinda bir iliski

olabileceginin ilk sinyallerini olusturmaktadir (27).

2.1.2.3.4. Diyabetes Mellitus ile Iliskisi

Yapilan bir ¢alismada Sal-o'nin diyabetes mellituslu hastalarda yiiksek glikoz
kaynakli endotel hiicre apoptozuna katkida bulundugu ve Sal-a iiretiminin engellenmesi
ile diyabetik aortada endotele bagimli vazorelaksasyon, oksidatif stres, inflamatuar yanit
ve nitratif stres gelistigi goriilmiistir. Bu sonuglar Sal-o'nin patolojik endotelyal

disfonksiyonda 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir (28).

Gestasyonel diyabetes mellituslic (GDM) annelerin siitlerinde preptin, Sal-a.
igerip igermedigi ve plazma, siit preptin Ve Sal-a arasinda  iliski  olup
olmadigini belirlemek amaciyla bir galigma yapilmistir. Aragtirmada GDM'li emziren
kadinlar ve saglikli annelerden siit 6rnekleri alinmistir. Elde edilen 6rneklerde Sal-
a olup olmadigi arastirilip, meme bezi dokularinda Sal-a varligi immiinohistokimyasal
olarak taranmistir. Arastirma sonucunda GDM'li kadinlarin siit ve plazmalarinda Sal-a

seviyesinin diisiik oldugu rapor edilmistir (29).

2.1.2.3.5. Metabolik Sendrom ile Iliskisi

Metabolik sendrom, genetik veya gevresel faktorler ile ortaya ¢ikan; diyabet,
obezite, anormal kan lipit diizeyleri ve yiiksek tansiyon ile karakterize dnemli bir saglik
problemidir. Fruktozun neden oldugu metabolik sendromlu si¢anlarda Sal-o. ve Sal-
B serum konsantrasyonu ve bdbrek dokusundaki ekspresyonunun arastirildigi bir
calismada, metabolik sendromlu grup ile kontrol grubu karsilastirilmistir. Arastirma
sonunda metabolik sendromlu grupta yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterolii, tirik

asit ve diger lipid parametreleri goriilmiistiir. EIde edilen kan serum o6rneklerinin



incelenmesi  sonucunda, metabolik sendromlu grupta Serum Sal-a  ve Sal-
B seviyelerinin azaldig1 ancak, bobrek dokusunda salusin seviyelerinin artti1 rapor
edilmistir. Her iki peptidin de bobrek dokularinda ekspresyonu metabolik sendromlu

grupta daha yiiksek bulunmustur (30).

Yapilan baska bir c¢alismada ise metabolik sendromlu siganlarin kalp ve

aortunda Sal-a ve sal-f seviyelerinin azaldigi ileri siirtilmektedir (31).

2.1.3. Sal-p

Sal-B, 20 aa'dan meydana gelen ve preprosaliinden koken alan peptit yapili bir
hormondur (1, 2). Birgok doku ve organ tarafindan sentezi gerceklesip, farkli doku ve
organlarda bulunmakla birlikte merkezi sinir sistemi igerisinde hipotalamusta da (6)
varligi tespit edilmistir. Kardiyovaskiiler sistem (32, 33), bosaltim sistemi (34) gibi
genis bir sahada fizyolojik rollerine yonelik yapilan ¢aligmalar ile birlikte salgisinin

gerceklestigi organlart aydinlatmaya yonelik arastirmalarda mevcuttur ( 35-37).

2.1.3.1. Biyokimyasal Yapisi

Sal-B'nin biyokimyasal yapisni aydinlatmaya yonelik yapilmis olan arastirmalar
sonucunda Tablo 2.2'de sayilar1 gosterilen prolin, alanin, lizin, histidin, triptofan, 16sin,
arjinin, fenilalanin, izoldsin ve glisin olan on aminoasitin birlesmesiyle meydana gelen,

toplamda 20 aa' sahip peptit yapili bir hormon oldugu ortaya konmustur.



Tablo 2.2. Sal-f'nin amino asit sayis1 (39, 40).

Aminoasitler Sal-p aa sayilari

Prolin
Lozin
Lizin

Alanin

N N P W DN

Fenilalanin
Glutamin -
Triptofan
Arjinin
Histidin
[zol6zin

Glisin

N W N N -

Peptit bu on aminoasitin % 10 prolin,% 10 alanin, %5 lizin, %10 histidin, %5
triptofan, %15 16sin, %10 arjinin, %10 fenilalanin, %15 izolosin, %10 glisin birlesme
oranlartyla bir ucuna NH2 bagli olan alanin ile baslayan zincirin diger ucunda COOH

bagli bulunan prolin ile sonlanmasiyla olusmaktadir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Sal-f'min amino asit dizilimi (20aa) (A: Alanin. F: Fenilalanin. G: Glisin. H:
Histidin. I: Izol6zin. K: Lizin. L: Losin. P: Prolin. R: Arjinin. W: Triptofan).



2.1.3.2. Salusin-p Salgilanmasi ve Dokulardaki Lokalizasyonu

Farkli aa sayisi ve birlesme oranlarindan dolayr salusinin iki formu olarak
isimlendirilen bu peptitlerin salgis1 karaciger, mide, adrenal medulla, bobrekler, ince
bagirsak, timus, lenf nodu gibi aymi organlar tarafindan gerceklesmektekte olup

lokalizasyon yoniinden de farklilik géstermemektedirler (1, 8).
2.1.3.3. Salusin-p’min Fizyolojik Rolleri

2.1.3.3.1. Kardiyovaskiiler Sistem ile Iliskisi

Sal-B'nin farkli alanlardaki fizyolojik rollerini ortaya koymaya yonelik
aragtirmalar olmakla birlikte Sal-o gibi sistemik tansiyon, ateroskleroz ve
kardiyovaskiiler sistem iizerindeki rollerini aydinlatmaya yonelik c¢alismalar agirlik
kazanmaktadir. [zumiyama H. ve arkadaglarinin si¢anlar {izerinde salusinlerin kardiyak
baskilamadaki roliinii inceleyen ¢alisma sonucunda Sal-B'nin giiglii bir sekilde
hipotansiyonu indiikledigi rapor edilmistir (4). Aydin S. ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi ¢alismada Sal-p'nin ¢ok giiglii bir hipotansif etkiye sahip oldugu ve bu
etkisini vazodilatasyonu ¢ok fazla etkilemeden gergeklestirdigi belirlenmistir (6). Bu
peptit kolinerjik sistem mekanizmasini kullanarak antiadiposit etki ve kardiyomiyosit
bliylimeyi sonlandirmak suretiyle; hipotansiyon, diisiik kalp hizi ve kardiak
disfonksiyon meydana getirir (41, 42). Bunlarin yani sira Sal-f fibroblastlar ile vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin poliferasyonunu uyarir. C-myc ve c-fos biiyiime ile iliskili genlerin
olusturulmasini tetikler. Bu durum aterosklerozun karekteristik o6zelligi olarak da
gosterilir. Sal-B ve Sal-a'nin etkilerinin benzer oldugu fakat Sal-pf'nin gosterdigi etkinin
daha fazla oldugu ileri siiriilmiistir (36). Sal-B, insanda kalp atardamarlarindaki
aterosklerok noktalarindan ¢ok fazla miktarda salgilanmaktadir. Aterosklerotik
lezyonlar, vaskiiler diiz kas (VSMC) ve fibroblastlarda yiiksek miktarda bulunur ve
makrofaj kopiik hiicre formasyonunu modiile eder (44). Ayrica Sal-f asiltrensferaz 1
(ACAT1) ekspresyonunu arttirir (45, 46). ACAT!’in Sal-B tarafindan selektif
regulasyonu, monosit-makrofaj diferasyonundan bagimsizdir. Sal-f'nin makrofaj kopiik
hiicre formasyonundaki etkisi arttirmak yoniindedir. Ayn1 zamanda Sal-f parasempatik

sistemi aktive ederek de hipotansiyon ve bradikardiye neden olur (4, 46).



2.1.3.3.2. Gastrointestinal Sistem ile iliskisi

Yapilan ¢alismalar Sal-B'nin mide ve bagirsakta varligi ortaya konmustur (1, 35).
Gastrik tlser hastalik modeli olusturulan siganlardaki Sal-f seviyesinin arttigi rapor
edilmistir. Ayrica aym c¢alismada Sal-B'nin tiimér nekroz faktorii-a ve kaspas 3
seviyelerini azalttigi tespit edilmistir (47). Bir baska ¢alismada ise Sal-p molekiiliiniin

N-terminal dizelerinin antimikrobakteriyel etkisinin gili¢lii oldugu ileri siiriilmiistiir (48).

2.1.3.3.3. Diyabetes Mellitus ile Tliskisi

Sal-B'nin DM'li hastalarda etksinin arastirildigi bir ¢alismada yiiksek glikoz
kaynakli endotel hiicre apoptozuna katkida bulundugu ve Sal-f iiretiminin engellenmesi
ile diyabetik aortada endotele bagimli vazorelaksasyon, oksidatif stres, inflamatuar yanit
ve nitratif stres gelistigi goriilmiistiir. Elde edilen bu bilgilerden yola ¢ikilarak; patolojik
endotelyal disfonksiyonda Sal-B'min 6nemli bir rol oynadigi ve DM vaskiiler yan

etkilerinin tedavisinde de umut verici oldugu ileri siiriilmektedir (28).

Gestasyonel diabetes mellituslu (GDM) kadinlarda ve gestasyonel yas (SGA)
fetiislerinde maternal ve kord serum Sal-f yogunlagmasi degerlendirildiginde: GDM ve
SGA’larda hem maternal hem de kord kanda salusin-f ortalama konsantrasyonlarinin
azaldigi saptanmigtir. Bu veriler 1s1¢inda disiik Sal-B seviyesinin, metabolik
bozukluklar ve vaskiiler disfonksiyonu arttirici bir etkiye neden olabilecegi belirtilmistir

(29).

2.1.3.3.4. Ureme Sistemi ile iliskisi

Polikistik over sendromlu (PCOS) kadinlarin serum Sal-f diizeyinin arastirildigi
bir ¢alismada, PCOS'lu vakalarda Sal-f seviyesinin daha yiiksek oldugu ayrica serum
Sal-B seviyesinin insiilin direncinde LH, FSH ve toplam testosteron seviyeleri ile
birlikte dogru orantili bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu verilerle Sal-

B'nin PCOS'lu kadinlarin kan serumu iginde arttigi ortaya konmustur (49).

Sal-B'nin yumurtalik kanseri tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada,
kanserli hiicrelerin proliferasyonunu ve epitelyal mezenkimal gecisini hizlandirdigi
tespit edilmistir. Sal-B'nin yumurtalik kanserinde belirte¢ rolii oynayabilecegi ileri
stiriilmektedir (52).
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2.1.3.3.5. Bosaltim Sistemi ile Iliskisi

Bobreklerde varligi tespit edilmis (37) olan Sal-B'nin iskemik reperfiizyonlu
bobrekte etkilerinin arastirildigi bir galismada, siiperoksit dismutaz (SOD) ve plazma
glutatyon ve eritrosit glutatyon peroksidaz (GSH-PX) enzim aktivasyonunu arttirip,
malondialdehit (MDA), timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve
interlokin-1 (IL-1B) seviyelerini diislirdiigii tespit edilmistir. Sal-B'nin iskemiye ugramis
bobrekte kreatinin (Cre) diizeyini azalttigi ve bobrek iskemi hasarina karsi koruyucu

etki gosterdigi ileri stirilmustiir (25).

2.1.3.3.6. Merkezi Sinir Sistemi ile Iliskisi

Sal-p sistemik dolasim yoluyla arka hipofiz ve hipotalamus noéronlari {izerinde
baski olusturmaktadir (38). Sal-B'nin hipotalamus ve arka hipofizde sinirlandirilmus,
santral ve periferik sistemlerin su alimmin kontroliinde zit etkileri olan endojen bir
parasempatoimetik peptit oldugu ileri stiriilmiistiir (53). Saito ve arkadaslarinin yaptigi
bir ¢aligmada deneysel olarak dehidratasyona maruz birakilip, tuz yiiklemesi yapilan
sicanlarda Sal-B miktarinin hipotalamusta; supraoptik niikleus (SON), paraventrikiiler
niikleus (PVN), medianeminense (ME) ve arka hipofizde 6nemli derecede arttigi rapor
edilmistir (12). Yapilan baska bir ¢alismada Sal-B'min MrgprAl reseptorii iizerine
etkileri incelenmistir. Arastirma sonunda MrgprAl reseptoriiniin orta beyindeki
dopamin ndronlar iizerinde Sal-f'nin noroprotektif etkilerine aracilik ettigi saptanmistir.
Sal-B uygulanmasinin orta beyin dopamin ndronlarinimn canliliginin devam etmesinde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Ayrica Sal-f reseptoriiniin inhibisyonu, MrgprA1 tizerindeki
Sal-B'nin noro-koruyucu etkilerini ortadan kaldirdigi belirtilmistir. Aragtirma sonunda
Sal-B'nin orta beyin dopamin néronlari tizerinde néroprotektif etkilere sahip oldugu ve
parkinson hastaligi i¢in de etkili bir terapdtik tedavi olarak kullanilabilecegi ileri

stiriilmektedir (50).

2.2. Hipotalamus

Hipotalamus; gonderdigi uyarilara ¢evre dokular ve merkezi sinir sistemi
tarafindan verilen cevaplar neticesinde diizenleyici gorevler iistlenen, merkezi sinir
sisteminin mediobazal bolimde talamusun ventrali ile hipofiz bezinin arka kisminda yer
alan onemli bir yapidir. Memeliler de merkezi sinir sisteminde ¢ok kiigiik bir yer

kaplamasina karsin 6nem teskil eden fizyolojik gorevleri vardir.
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Hipotalamustan gonderilen uyarilara verilen yanitlar neticesinde canliligin
devamt icin gerekli olan dnemli olaylar diizenlenir. Hipotalamus canli organizmanin
devamliliginin saglamasi i¢in enerji metabolizmasi, besin alimi, su tiikketimi gibi hayati
fonksiyonlarin kontroliinde 6nemli gorevler tstlenir (54-56). Disaridan alinan besin
maddelerinin sindirimi ger¢eklestikten sonra kan dolasimi yoluyla hormonlar veya
metabolitler hipotalamusa gelir ve besin aliminin sonlandirilmasi veya devam ettirilmesi
igcin gerekli olan uyarilar hipotalamustan g¢ikar (57, 58). Ozmolitenin saglanmasinda
onemli bir faktor olan renal tiibiillerdeki su emilimi de hipotalamus tarafindan
diizenlenir (59-61). Yakin donemde yapilan c¢alismalar, neredeyse tim beyin
bolgelerinin metabolik homeostaz i¢in ikincil role sahip oldugunu géstermesine ragmen,
Arcuate Nucleus (Arc) basta olmak tizere hipotalamik c¢ekirdeklerin homeostazin

korunmasi agisindan birincil role sahip oldugunu ortaya koymustur (62).

2.2.1. Hipotalamik Niikleuslar

Hipotalamus merkezi sinir sisteminde kiiciik bir alan kaplamasina ragmen,
metabolizmanin diizenlenmesi bakimindan farkli gorevler iistlenen c¢ekirdekleri
barindirir (Sekil 2.2). Bu ¢ekirdekler; periventrikiiler, medial ve lateral olmak tiizere ii¢
bolgede veya preoptik, supraoptik, tuberal ve mamillar olmak iizere 4 alanda
bulunmaktadir (63). Hipotalamus, canliligin devamini saglamak ve homeostaziyi
diizenlemek amaciyla tistlendigi karmasik gorevleri yerine getirebilmesi igin beynin

farkli bolgeleriyle sinirsel iletisim kuran afferent ve efferent noronlara sahiptir.
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Sekil 2.2. Hipotalamik ¢ekirdeklerin yerlesimi (65). (1, preoptik ekirdek; 2, paraventrikiiler

¢ekirdek; 3, anterior hipotalamik alan; 4, supraoptik ¢ekirdek; 5, arkuat ¢ekirdek; 6, dorsal hipotalamik
alan; 7, dorsomedial ¢ekirdek; 8, ventromedial ¢ekirdek; 9, posterior hipotalamik alan; 10, mamillar

cisim; 11, optik kiazma; 12, optik sinir)

Hipotalamusta endokrin faliyetlerin yiiriitilmesinde Sekil 2.3'te goterildigi gibi
magnoseliiler ve parvoseliiler olarak adlandirilan iki néron gesidi vardir. ME’yi kat
ederek hipofizin arka bdoliimiinde noktalanan Magnoseliiller ndronlar (MN) arka
hipofizde ADH ve oksitosin saliniminin kontrol edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir
(63). Parvoseliiler noronlar (PN) ise hipofiz 6n boliimiiniin kontroliinii hipotalamus

tarafindan salgilanan baskilayic1 ve salgilayict hormonlar1 vasitasi ile saglamaktadir

(64).
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Aksonal Tasima
Mangoseliller Néronc—————=  Arka Hipofiz ———— Sistemik Dolasm

Oksitosin-Vazopressin

Aksonal Tagima Portalvenler
Parvoseliiler Néron —=—"—= Median Eminens c————<""—= On Hipofiz

CRH-GnRH-TRH-GHRH-GHIH-PIH

ACTH-LH/F5H-TSH-GH-

Sistematik Dolagim

Sekil 2.3. Parvoselliiller ve magnoselliiller néronlarin islev mekanizmasi.

2.2.2. Hipotalamusta Salgilanan Hormonlar ve Fonksiyonlari

Hipotalamus merkezi sinir sisteminde anatomik olarak kiiciik bir alana sahip
olmasina ragmen hayati éneme sahip roller istlenmistir (66). Bu fizyolojik roller
arasinda; enerji dengesi, viicut sicakliginin diizenlenmesi, sivi alimmin diizenlenmesi,
besin alimi, iireme, kan basinci, uykunun diizenlenmesi gibi yasamsal olaylar yer
almaktadir (67). Hipotalamus, homeostazisin saglanmasi agisindan énemli rol oynayan
bu gorevlerini hormonal ve noronal mekanizmalar ile gergeklestirmektedir.
Biinyesindeki endokrin  faktorler; tirotropin  serbestlestirici  hormon (TRH),
gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH), kortikotropin serbestlestirici hormon
(CRH), biiyiime hormonu serbestlestici hormon (GHRH), prolaktin baskilayici hormon
(PIF) olarak isimlendirilmektedir (Tablo 2.3; 11). Hipotalamus, hipofiz bezini endokrin
yollar ile uyayarak uygun fizyolojik yanitlarin olugsmasini saglamaktadir (68-70).
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Tablo 2.3. Hipotalamusta salgisi gergeklestirilen ve 6n hipofiz bezinin salgisini

diizenleyen serbestlestrici ve baskilayict hormonlar (68-74). (PVN=
Paraventrikiiler Niikleus, SON= Supraoptik niikleus, ARN= Arkuat niikleus, MPN=
Medial preoptik niikleus).

Hipotalamik On hipofiz EtKi ettigi hiicre

Hipotalamik Faktor niikleus salgisi grubu
TRH PVN TSH, Prolaktin Tirotrop
PVN
SON
GnRH LH, FSH Gonadotrop
ARN
MPN
CRH PVN ACTH Kortikotrop
GHRH ARN GH Somatotrop
GHIH (Somatostatin) PVN GH Somatotrop
PIF ARN Prolaktin Laktotrop
2.3. Hipofiz

Hipofiz bezi; sella turcica olarak adlandirilan kemik bir kovugun igerisinde,
diapraghma sellale olarak isimlendirilen duranin kivrimi tarafindan kaplanmus,
insanlarda 05-1 gr agirliginda ve yaklasik olarak 1 cm ¢apinda enerji metabolizmasi,
stres, biiylime, iireme ve diger fizyolojik olaylarda dnemli gorevleri olan bir organdir.
Perifer organlar ile hipotalamus arasindaki fizyolojik sinyal aligverisleri hipofizde
gerceklesir. Hipotalamus ile arasindaki anatomik ve fizyolojik baglant1 infundibular sap
tizerinden ME vasitasi ile gerceklesmektedir. Bu yap1 yoluyla hipotalamik faktorlerin

hipofiz bezine erisimi saglanir (75).

2.3.1. Hipofiz Bezi Anatomisi

Hipofiz bezi islevsel ve anatomik bakimdan adenohipofiz (6n hipofiz) ve

norohipofiz (arka hipofiz) olmak tizere iki boliime ayrilir (Sekil 2.4).
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Paraventrikiiler cekirdek
Magnoseliiler

/ noronlar,

Parvose
noronla

Ventromedial
—— hipotalamus

Supraoptik
cekirdek
—7— Optik kiazma
Mediyan eminens “»—Ust hipofizer
arter
Hipofizer sap ~— >~ Uzun portal
| venler
Arka hipofiz
Alt hipofizer arter \
On hipofiz

Sekil 2.4. Hipotalamus ve hipofiz arasindaki anatomik ve fonksiyonel iliski (76).

Adenohipofiz: Yapisal ve islevsel olarak ii¢ boliime ayrilmustir.

1) Pars tiiberalis, tiiberalin olarak isimlendirilen bir faktor ile prolaktin salgi
mekanizmasini aktive eder (77). Birden fazla katmandan olusan alt hipofizyel

sapin dis kismini kusatan yapidir.

2) Pars intermedia, 6n ve arka hipofizle komsulugu olan Rathke kesinin kiitle ve
hacim olarak kiigiilmiis uzantis1 seklindeki insanlarda ¢ok fazla gelismemis
hipofizin orta kismidir. Buna karsin diisik omurgalilarda melanin

sekresyonunu ve dagitimini kontrol eden 6nemli bir yapidir (78).

3) Pars distalis, islevsel bakimdan farkli hiicre yapilarini biinyesinde bulunduran
adenohipofizin beg’te dortlik kismimi meydana getiren 6n kismidir. Bu
boliimde biiyiime faktorleri ve sitokinleride kapsayan farklt hormonlarin
iiretimi gerceklesmektedir (79). On hipofiz bezindeki hormonlarin salgist

hipotalamus tarafindan diizenlenir (79). Hipotalamusta ozellikli noéron
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gruplar1 tarafindan olusturulan baskilayici ve serbestleyici hormonlar
hipotalamus-hipofiz portal sistem vasitasi ile 6n hipofize ulasir. On hipofiz
endokrin faktorleri salgilayarak uygun fizyolojik yanitin olusmasini

saglamaktadir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. On hipofizde bulunan hiicre gruplar ve salgiladiklar1 hormonlar (79).

Hiicre Gurubu Hormon % Hiicre miktari
Lakatotroplar PIH 15
Gonadotroplar LH, FSH 10

Tirotroplar TSH 5

Somatroplar GH 45-50
Kortikotroplar ACTH 15-20

(PIH: Prolaktin inhibe edici hormon, LH: Liiteinlestirici hormon, TSH: Tiroid uyarict hormon, GH:
Biiyiime hormonu, ACTH: Adrenokortikotropik hormon)

Norohipofiz, pituisit olarak isimlendirilen, degisime ugramis ve 6zellesmis glia
hiicrelerinen olusan hipofizin arka kismidir. Norohipofiz hipotalamusta {iretimi
gerceklesen bazi maddelerin kana ulasimini gergeklestirir. Norohipofizde herhangi bir
madde {iretimi mevcut degildir. Hipotalamustaki MN olarak adlandirilan hiicrelerde
tiretimi gergeklesen oksitosin ve antiditiretik hormonu (vazopressin) aksonal yol ve

tasiyici proteinler araciligiyla arka hipofize ulastirir.
2.4. Hipotalamus-Hipofiz-Testikiiler Aks Bilesenleri

2.4.1. GnRH’min Hipotalamasutan Salgilanmasi

10 aa’dan meydana gelen GnRH ilk olarak daha sonrasinda prophormona
dontisecek olan bir prephormon seklinde tiretilir. Bu formunda, GnRH peptidi, bir ucta
iletim sinyal sekansi ile diger ucta ise GnRH-associated peptid ile sarilmis haldedir. Bu
yap1 enzimatik islemlerden gectikten sonra ME’nin dis kisimlarinda depolama
graniilleri seklinde tasinip, aksonlarda paketlenmektedir (71). GnRH ndronlar
hipotalamusun rostral kisminda bulunan preoptik alan ve yakin bdlgelerinde
bulunmaktadir. Koordineli bir sekilde islev gérmesine ragmen sinir ag1 seklinde daginik
bir yayilim gosterdigi ileri siiriilmistiir (71). Noronal uyar1 neticesinde GnRH salgist,

hipotalamus biinyesinde bulunan ARN, PVN, MPN ve SON c¢ekirdeklerinde devamli
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olmamakla beraber 1-2 saatte bir meydana gelen ve 5-25 dakikalar arasinda devam eden

pulsatil tarzda salinimlar seklinde gergeklesir ( 63, 72).

GnRH etkisini hipofizin 6n lobundaki gonadotropinlerden FSH ve LH salgilarini
uyararak gostermektedir (73, 74).

2.4.2. Hipofiz Bezinden FSH ve LH Salglanmasi

Hipotalamus-Hipofiz-Testikiiler Aks’in ikinci bileseni olan hipofizde LH ve
FSH salgilar1 ger¢eklesmektedir. FSH, alfa ve beta olarak isimlendirilen iki farkli alt
birimden meydana gelen glikoprotein yapida bir hormondur. Alfa 89 aa, beta ise 112 aa
icermektedir (63). Reseptor i¢in baglanma bolgesi alfa’da bulunurken, biyolojik

etkilerin meydana geldigi kisim beta’dir.

Hipofizin 6n lobundan GnRH’nin uyarici etkisi sonucu olusan FSH’nin yari
omrii 1-3 saattir (67). Testislere FSH’nin 6nemli etkisi spermatogennez ve sertoli

hiicrelerini uyarmasidir (80).

GnRH’da meydana gelen az miktardaki degisiklikler FSH salinimi iizerinde bir
etki olusturmaz. GnRH’da olusan uzun miiddetli uyarilara FSH ancak birkag¢ saat sonra
cevap verir (63). GnRH’dan 6n hipofiz gonadotroplarina gelen iletiler neticesinde
gerceklesen LH nin salinimi ise FSH’ nin aksine pulsatil tarzda olup GnRH’daki anlik
degisimlere eslik ettigi rapor edilmistir (81, 82). LH’da FSH gibi alfa ve beta olmak
tizere iki alt boliimden meydana gelen glikoprotein kaynakli bir hormondur. Alfa
bolimii 89 aa, beta ise 115 aa’dan olugmaktadir (63). LH nin erkek iireme sistemi
acisindan 6nemi testislerindeki leydig hiicrelerine etki ederek testosteron salinimini

uyarmaktir.
2.5. Testislerin Yapisi ve Fonksiyonlar:

2.5.1. Testis Anatomisi

Hipotalamus-Hipofiz-Testikiiler Aks’mn son kompartmani olan testisler; skrotum
olarak adlandirilan muskofasial bir kese igerisinde asili duran, her biri ortalama 3 cm
eninde ve boyu 5 cm olan tiibiiler bezlerden (83, 84) olusmaktadir. Her birinin agirligi
15 ile 19 gr arasinda olan tunika albuginea olarak isimlendirilmis yap1 tast bag dokusu

olan bir kapsiil ile ¢evrelenmistir (83). Tunika albugineanin testisin arka kisminda
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olusturdugu medaistinum testis adi verilen boliimiinde fibroz semptumlar vasitasi ile

250 civarinda primidal bolgeye ayrilir (Sekil 2.5).

Ductus deferens Epididimis bas kismi  Efferent diktaller

Seminifer tabul
Epididimis govdesi Septum

Mediastunum testis
Tunika albuginea

Rete testis
Tunika vajinalis

Duz taballer

Sekil 2.5. Testisin yapisi (83).

Baslangici epididimis olan devaminda duktus deferens, duktus ejakiilatoris
yapilar1 bulunan ve {iretra ile sonlanan Sperm kanallari, {rtetilmis olan spermleri
depolama ve viicut digina atma gorevini tstlenir. Epididimis, igesinde gecerken hareket
ve yumurtay1 dolleyebilme yetenegini kazanmis spermleri ejekiilasyona kadar muhafaza

eder.

2.5.2. Testis Histolojisi

Skrotum olarak adlandirilan muskofasial bir kese igerisinde asili duran, her biri
ortalama 3 cm eninde ve boyu 5 cm olan tiibiiler bezdir (83, 84). Herbirinin agirligi 15
ile 19 gr arasinda olan tunika albuginea, bag dokusu olan bir kapsiil ile ¢evrelenmistir
(83). Tunika albugineanin testisin arka kisminda olusturdugu medaistinum testis adi
verilen boliimiinde fibréz semptumlar vasitasi ile 250 civarinda primidal bolgeye ayrilir
(83, 85). Testise giris ¢ikista genital bosalim yollar1 ve damarlar mediatinumun
icerisinden kat eder (83, 84). Testisteki her bolme, leydig (intersitisyel) hiicreleri
barindiran bag dokusundan meydana gelmis stroma ve igerisinde sperm {iretimi

gerceklesen 1-4 seminifer tiibiilii barindirmaktadir. Lobiil igerisindeki her bir tiibiil
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dairesel yoriingeler olusturarak kendi {iizerine katlanir. Epididimin bag tarafina
baglanmis olan duktili efferents 10-20 adet olup diiz tiibiil ile rete testisin birlesiminden
meydana gelmistir. Bu yolaklar vasitasiyla spermatazoonlar ve testis sivisi epididimisin

proximal béliimiine ulasir (83-86).

2.5.2.1. Seminifer Tiibiil Epitel

Seminifer tiibiil; Sekil 2.6'da gosterildigi gibi her bir testiste 250-1000 arasinda
bulunur. 30-70 cm uzunlugunda, 150-200 pm c¢apinda ve eriskinlerde giinliik

spermatazoid iiretimi 2x10% adettir (85).

Geg spermatid

" Erken spermatid

Birincil spermatosit

Birlesim kompleksi

Basal lamina
Sertoli hiicreler Peritubuler hucreler
Tip A koyu Tip B acik
P oy Tip A agik .
spermatogonyum spermatogonyum
spermatogo
nyum

Sekil 2.6. Seminifer tiibiil epitelyum yapis1 (83).

Seminifer tiibiil arasindaki bosluklarin 6énemli bir kismini intersitisyel (leydig)
hiicreleri doldurur. Bazal laminaya sinir1 olan en igteki kismi ise miyoid hiicreleri

barindirmaktadir.
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2.5.2.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, sinirlar1 kesin olarak bilinmemekle birlikte alt kisimlar1 bazal
laminaya tutunmus, tepe bolgeleri ise seminifer tiibiiliin limen kismina uzanmis
durumdadir (83, 85). Sertoli hiicrelerinde yag damlaciklari, ¢ok sayida lizozom,
mitokondri, graniilsiiz endoplazmik retikulum, az miktarda ise graniilli endoplazmik
retikulum ve gelismis golgi cisimcigi elektron mikroskobu ile tespit edilmistir (85, 86).
Sertoli hiicreleri; basta spermatogenez olmak iizere Kkan-testis bariyerinin meydana
getirilmesi, devam eden spermatojenik hiicrelerin beslenmesi ve desteklenmesi,
testikiiler transferin sentez ve salgisi, androjen baglayici roteinin sentezi ve salgilanmasi

gibi 6nemli gorevler tstlenir (83).

2.5.2.2.1. Sertoli Hiicrelerinin Sperm Yapimindaki Fizyolojik Rolii

Sperm yapimi, hipofiz bezi tarafindan salgisi gerg¢eklesen FSH hormonunun
uyarimiyla testislerde bulunan sertoli hiicrelerinde gergeklesir. Sperm olusumu
spermatogenez olarak adlandirilan ve yaklasik 64 giin siiren bir siire¢ ile meydana gelir.
Spermatogenez; spermatogonyumlardan olgun germ hiicrelerinin olusmasini saglayan
spermatositogenez, mayoz faz ile spermiyogenez olmak iizere li¢ fazdan olusan bir
stirectir. Birinci faz olan spermatositogenez siirecinde spermatogonyumlar mitoz ile
boliinerek primer spermatositlere doniisiirler. Bu asamada tip A ve tip B
spermatogonyumlart meydana getirilir. Spermatojenik serinin temel yapisi olan tip A
spermatogonyumlardan bir ya da daha fazla mitoz bolinme ile tip B
spermatogonyumlarari meydana gelir. Daha sonra sertoli hiicrelerine dahil olan tip B
spermatogonyumlar: biiyliyerek primer spermatositlere doniisiir. Spermatosit fazinda
primer spermatositler birinci mayoza girip kromozom sayisint ve DNA miktarlarini
azaltarak sekonder spermatositleri meydana getirirler. Daha sonra sekonder
spermatositler interfaz asamasina girmeden ikinci mayozun profaz asamasina gecerler.
Ikinci mayotik boliinmenin metafaz sathasinda kromozomlar metefaz plaginda
dizilirler. Daha sonra kardes kromatidler ayrilirak mekigin zit kutuplarina hareket eder.
Ikinci mayotik béliinme tamamlandiginda her bir sekonder spermatositten 23 tek iplikli
kromozom ve iki haploid spermatid meydana gelir. Daha sonra DNA igerigi olarak
haploid yapida olan spermatidler Sekil 2.7'de gosterildigi gibi golgi fazi, kep fazi,
akromozom fazi ve olgunlagsma fazindan meydana gelen 4 asamadan olusan bir siirecle

olgun spermlere doniisiirler (83).
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Tip A koyu Spermatogonyum

Tip A acik Spermatogonyum

= f : Tip A acik Spermatogonyum
/ézl\e' DD Tip A acgik Spermatogonyum

T D (=) s,» Tip A acik Spermatogonyum
< 3,6:4&_4? (=3 .’?x‘i» 4e) .v"'«?v.t\} C\G,«fw Tip B koyu Spermatogonyum

{\M Birincil Spermatosit

Geg Spermatidler

OO A A AR AFAFRFNAT  Artikcisimler

/\,’=\ N Spermatosoza

Sekil 2.7. Spermatogenik hiicre serisi diyagrami (83).

2.5.2.3. Leydig Hiicreleri

Intersitisyel doku androjen iiretiminin gerceklestigi, icerisinde lenf damarlari,
sinirler, bag dokusu, pencereli kapillerleri barindiran ve testislerde seminifer tiibiiller
arasindaki  boslugu dolduran alandir. Igerisindeki ©nemli yapilar; graniilsiiz
endoplazmik retikulum, poligonal, lipid damlaciklari, tubiilovezikiiler kristali
mitokondriyonlart ve eoziniflikleri barindiran leydig hiicreleridir. Fetal donemin
ortalama olarak 5. ayinda inaktif olduklar1 peryoda girerken erkek fetiisiin erken

farklilasma doneminde aktiftir.

Intersitisyel alanda bulunan leydig hiicreleri kristali mitokondriyonlar, diiz

endoplazmik retikulum ve lipid damlaciklar1 igeren (87, 88); intertiibiiler alan, lenfatik
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kanal ve kan damarlar1 veya sinozoidler yakininda yerlesmis testosteron sentezinin

gerceklestigi hiicrelerdir.

2.6. Hipotalamus-Hipofiz-Testikiiler Aks’in Diizenlenmesi

Hipotalamus-hipofiz-testikiiler ekseninin kontroliinde 6nemli role sahip olan
hipotalamusta ( MPN, SON, ARN ve PVN) GnRH sentezlenerek aksonal yolla ME’ye
taginir. Daha sonra 6n hipofize hipotalamo-hipofizeyal portal sistem vasitasi ile ulasan
GnRH burada bulunan gonadotrop hiicrelerden FSH ile LH salinimini uyarir. Salgilanan
LH ve FSH etkilerini testislerde bulunan hedef hiicrelerdeki reseptorlere baglanarak
CAMP ikincil habercil sistemi aktive etmesi sonucunda gergeklestirir. LH testislerdeki
leydig hiicrelerinde testosteron salinimini indiiklerken, FSH sertoli hiicrelerinde
spermatogenezi baglatir (89-91). Ayrica FSH'nin sertoli hiicrelerini uyarmasi sonucunda

inhibin salinimi da gergeklesir (Sekil 2.8).

. )

|

GnRH
. _ ) -
———— HIPOFIZ <———— TESTOSTERON

) LH FSH
INHIBIN

Sekil 2.8. Erkekte hipotalamus-hipofiz-testikiiler eksen feedback mekanizmasi.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirma, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafinca alinan onay ile (02-11-2017 tarih ve 2017/A-55) c¢alismadaki biitiin
uygulamalar etik kurul protokoliinde belirtildigi sekilde, Inonii Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi (INUTF-DEHUM), Tip Fakiiltesi Fizyoloji ve

Histoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Deney Hayvanlarimin Gruplara Atamasi

Calismada 250-270 gram agirliginda Wistar Albino cinsi toplam 40 adet erkek
sican kullanildi. Deneye baslamadan once hayvanlar tartilarak viicut agirliklar
kaydedildi. Belirlenen viicut agirliklarina gore hayvanlarin gruplara atamasi, bilgisayar
algoritmasina dayali basit rastgele atama yontemi ile yapildi (MedCalc 12.7.0 for
Windows) ve tek yonlii varyans analizi bulgularina gore gruplar arasinda hayvanlarin

agirliklar agisindan fark olmadigi tespit edildi (Tablo 3.1; p=0.273).

Tablo 3.1. Gruplarin bilgisayar algoritmasi kullanilarak olugturulmasi

Agirhik (g)
Gruplar Kontrol Sham 2 nmol Sal-p 20 nmol Sal-p p
Hayvan sayisi (n) 10 10 10 10
Ortalama 264.53  261.25 261.86 263.29
SD 1526  14.81 13.29 16.22 0273
En kiiciik 240.28  237.12 239.52 243.29
En biiyiik 285.18 285.22 282.72 284.41

3.2. Gruplarmmn Olusturulmasi

Calismada, kullanilan siganlar kontrol, sham, diisiik ve yiiksek doz Sal-f
uygulanan grup olmak iizere 4’e ayrildi (n=10). Hayvanlar deneysel siire¢ boyunca
bireysel olarak tekli kafeslerde tutuldu.

Grup 1: Kontrol grubu olup 7 giin siiresince herhangi bir uygulama yapilmadi. 7.
giiniin sonunda gruptaki siganlar sakrifiye edilerek kan, beyin (hipotalamus) ve testis

dokular1 toplandi.
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Grup 2: Sham grubu olup siganlarin lateral ventriikiillerine beyin inflizyon kiti
yerlestirilerek, beyin infiizyon kitine ozmotik mini pompa baglandi ve siganlara 7 giin
stireyle yapay beyin omurilik sivisi (yBOS; Sal-B ¢6ziiciisii) infiizyonu yapildi
(10ul/saat). 7. giiniin sonunda gruptaki sicanlar sakrifiye edilerek kan, beyin

(hipotalamus) ve testis dokular1 toplandi.

Grup 3: Diisiik doz uygulama grubu olup siganlarin lateral ventriikiillerine beyin
inflizyon kiti yerlestirilerek, beyin inflizyon kitine ozmotik mini pompa bagland1 ve
siganlara 7 giin siireyle 2 nmol Sal-f infiizyonu yapildi (10ul/saat). 7. giiniin sonunda

gruptaki siganlar sakrifiye edilerek kan, beyin (hipotalamus) ve testis dokular1 toplandi.

Grup 4: Yisek doz uygulama grubu olup sicanlarin lateral ventriikiillerine beyin
infiizyon kiti yerlestirilerek, beyin infiizyon kitine ozmotik mini pompa baglandi ve
sicanlara 7 giin siireyle 20 nmol Sal-f infiizyonu yapildi (10ul/saat). 7. giiniin sonunda

gruptaki sicanlar sakrifiye edilerek kan, beyin (hipotalamus) ve testis dokular1 toplandi.

Deney siiresi boyunca kafeslerin bulundugu ortam, 21-22 °C sicaklik araliginda
ve 12 saat aydinlik/karanlik periyodu olacak sekilde ayarlandi. Siganlar ad libitum

olarak standart sican yemi ile beslendiler ve normal musluk suyu igtiler.

3.3. Gruplardaki Hayvan Sayilarimin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilan hayvanlarin sayisi, hayvanlarin deneye baslama agirlik
ortalamasi yaklagik 262 gr, standart sapmasi 18 gr, %5 sapma, tip 1 hata (o) 0.05 ve tip
2 hata (B) (Giic=0.80) oldugunda her bir grupta en az 10 hayvan olacak sekilde gii¢

analizi ile belirlendi.
3.4. Hazirhk

3.4.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisinin Hazirlanmasi

Tablo 3.2'de igerikleri belirtilen X ve Y solsiiyonlart 500 ml distile suda
hazirlandi. Sonrasinda X ve Y sollisyonlar1 hacimce esit oranda olacak sekilde

karistirilarak yBOS hazirlandi (92).
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Tablo 3.2. Yapay BOS igerigi.

X soliisyonu Y soliisyonu
Icerik Gram Icerik Gram
CaCl.2 H202 0.206 NazHPO4.7 H202 0.214
NaCl 8.66 Na2H2P04 H20: 0.027
MgCl.6 H202 0.163
KCI 2.224

3.4.2. Ozmotik Pompalarin ve Beyin Infiizyon Kitinin Hazirlanmas:

Calismada deney gruplarina 2 ve 20 nmol Sal-B; sham gurubuna ise yBOS
inflizyonu uygulayabilmek amaciyla 10 pl/saat hacminde 7 giin siiresince infiizyon
yapabilen ozmotik mini pompalar (Alzet 2ML1, ABD) kullanildi. Bu pompa seti ile
birlikte gonderilen kiint bir igne ucu ile infiize edilen maddeler (yBOS, 2 ve 20 nmol
Sal-B) ile dolumu gerceklestirildi (Sekil 3.1A). Set igerisinde yer alan metal kaniillii
kapak inflizyon kitine baglanmak amaciyla takilarak kullanima hazir hale getirildi

(Sekil 3.1B).

Sekil 3.1. Ozmotik mini pompalarin doldurulmasi (A), metal kaniil kapagin ozmotik

mini pompaya takilmasi.

Sonrasinda sigan lateral ventrikiiliine enjeksiyon yapacak sekilde dizayn edilen
(vertikal eksen i¢in igne uzunlugu 4.8 mm) beyin infiizyon kitleri (Alzet brain infusion
kit 1, ABD) kullanildi. Kitlerle beraber gelen 6zel kaniiller beyin infiizyon kitine Sekil
3.2A'da gosterildigi gibi takildi ve igerisi infiize edilecek maddellerle (kontrol igin
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yapay BOS, deney gruplari i¢in (2 ve 20 nmol Sal-p) hava kabarcigi kalmayacak sekilde
dolduruldu. Daha sonra beyin infiizyon kitine ozmotik mini pompa baglanarak

infiizyona hazir hale getirildi (Sekil 3.2B).

Sekil 3.2. Beyin infiizyon kitinin infiize edilecek maddeler ile hazirlanmasi (A), Beyin

infiizyon kitinin ozmotik mini pompaya yerlestirilerek kullanima hazir hale getirilmesi (B).

3.4.3. Deneye Baslanmasi

3.4.3.1. Sicanlarda icv infiizyonun gerceklestirilmesi

Intramiiskiiler olarak siganlara 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG,
Avustralya), 8 mg/kg ksilazin (Bioveta PLC, Cek Cumhuriyeti) uygulanarak siganlar
anestezi altina alindi. Siganlarin parmak kistirma yanitlar1 ve fizyolojik yanitin
izlenmesi sonunda anestezi altina girdikleri belirlendi ve spontan hareketleri kaybolan

siganlarin kafa derileri tras edildi. (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Anestezi sonrasi si¢an kafa derisinin tras edilmesi.
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Operasyon i¢in hazir hale getirilen siganlar baglarinin iist kismi1 zemine paralel
olacak bir bicimde Sekil 3.4’ de gosterildigi gibi agiz ve kulaklarindan stereotaksik
cihaza yerlestirildi (Small Animal Stereotaxic System, ASI Instruments, ABD).

Sekil 3.4. Stereotaksik cihaza siganlarin yerlestirilmesi.

Bagin tist kisminda bulunan deri operasyon Oncesi %10’luk povidon iyodin ile
temizlendi ve bistiiri ile kesilerek kemik yap1 agiga c¢ikarildiktan sonra bregma
noktasina ulasildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Bregma referans noktasinin belirlenmesi.

Stereotaksik kordinatlar Paxinos & Watson sigan beyin atlasina gore belirlendi
(90). Bregma noktasi tespit edildikten sonra, bregmaya gore referans alinarak 0.80 mm
posteriyor (kaudal) ve 1.40 mm lateral olacak sekilde streotaksik cihazda, lateral
ventrikiile giris noktasi belirlendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Paxinos & Watson’a gore lateral ventrikiil kornidatlari (90).

Koordinatlar belirlendikten sonra belirlenmis nokta matkap ile delindi (Sekil
3.7A). Stereotaksik cihaz iizerindeki 6zel alzet tutucuya kalici kaniil yerlestirildi ve
acilmis olan boliimden lateral ventrikiile Sekil 3.7B'de gosterildigi gibi inildikten sonra

beyin inflizyon kiti dis yapistiricisi vasitasi ile sabitlendi (Sekil 3.7C).
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Sekil 3.7. Lateral ventrikiilin matkap ile delinmesi (A), alzet tutucu ile kalic1 kaniiliin
lateral ventrikiile indirilmesi (B), beyin inflizyon kitinin dental cement yardimiyla

kemik yapiya sabitlenmesi.

Siganlarin ense bolgesine beyin infiizyon kiti ile baglanan ozmotik pompa Sekil
3.8A'da gosterildigi gibi yerlestirildi. Daha sonra hayvanlar kafese alinmadan once
insizyon bolgesi dikildi (Sekil 3.8B). Ense ve kafa derileri dikildikten sonra hayvanlarin
insizyon bolgesine %10 povidon iyodin siiriilerek tekli kafeslere alind1 (Sekil 3.8C).
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Sekil 3.8. Sicanlarin ense bolgesine beyin infiizyon kiti ile baglantili olan ozmotik
pompa yerlestirilmesi (A), hayvanlar kafese alinmadan 6nce insizyon bolgesi dikilmesi

(B), hayvanlar kafese alinmadan 6nce %10 povidon iyodin siiriilmesi

3.4.3.2. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Deney sonunda siganlara anestezi altinda Otenazi teknigi kullanilarak kan
ornekleri, testis ve beyin (hipotalamus) dokular1 alindi. Alinan beyin dokulari kuru
buzda hizlica donduruldu ve reverse transcription-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) analizleri yapilincaya kadar (-80°C)’de derin dondurucu da saklandi. Kan
ornekleri 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlarina ayrildi ve elde edilen
serumlar; LH, FSH ve testosteronun hormonal analizleri yapilincaya kadar derin
dondurucuda  (-80°C) saklandi. Histolojik ¢alismalar i¢in alinan testisler, bagh
dokulardan ayrilarak tartilip, %10 formol iceren soliisyonlara birakildi ve daha sonra
histolojik olarak, seminifer tiibiil yapilar1 degerlendirildi.
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3.5. Analizlerin Yapilmasi

3.5.1. RT-PCR Analizleri

Hipotalamusda ki GnRH mRNA seviyelerinin tespiti i¢in gruplardan alinan doku
ornekleri buz lizerinde steril sartlarda kiiclik parcalar halinde kesilerek RNA saklama
cozeltisi icine konuldu ve bu dokulardan Roche firmasinin irettigi “High Pure RNA
Tissue kit” (lot no: 10156400, ref no:12033674001) kullanilarak toplam RNA
saflastirilmast yapildi. Once 20 mg doku tartildi ve iizerine 350ul “Lysis Buffer”
eklendi. Daha sonra homojenizatérde 13,500 rpm hizda 1 dak. homojenize edildi. Daha
donra homojenatin {izerine hacminin yarist kadar etanol eklendi bu karisim
vortekslendikten sonra 13000xg’de santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda kolonun
altindaki koleksiyon tiipii dokiildii ve tekrar takilarak isleme devam edildi. Daha sonra
kolona 100 pl “Dnase” eklendi ve 15 dak. oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 500 ul Wash buffer I eklenerek ve 8000xg’ de 1 dak. oda
sicakliginda santrifiij edildi, tizerine 500 pl Wash buffer II eklendi ve 8000xg’ de 1 dak.
oda sicakliginda santrifiij edildi. Daha sonra {izerine 300ul Wash buffer II eklendi ve
13000xg’de 2 dak. oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 koleksiyon tiipii
atild1 ve kolon steril bir ependorf tiipe alind1 bu islemden sonra kolona 100 pl “Eliisyon
buffer” eklendi ve 8000xg’de 1 dak. oda sicakliginda santrifiij edildi tiipte toplanan sivi
total RNA olarak elde edildi. Elde edilen RNA’dan cDNA sentezi i¢in Roche firmasinin
tirettigi “Transcriptor First strand cDNA Synthesis” kiti (Lot no:14585924, Ref no:
04896866001) kullan1ldi. cDNA sentezi kitin protokoliine uygun sekilde yapildi. Kisaca
100 pl’lik PCR tiiptine 77 ng toplam RNA, 1 pl OligodT18 (50 pmol/ul), 1 pl Random
Hexamer Primer (600 pmol/pl) ve toplam hacim 13 pl olacak sekilde bidistile su eklendi
ve karistirildi. Daha sonra 65 °C’de 10 dak. PCR makinesinde 1sitildi. Bu karisimin
tizerine 4 pl “Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer”, 0,5 pl “Protector
RNase Inhibitor”, 2 pl DeoxynucleotideMix (her niikleotid i¢in 10 mM
konsantrasyonda), 0,5 pul “Transcriptor ReverseTranscriptase” enzimi eklendi ve
boylece toplam hacim 20 pl oldu. Karistirilan numuneler PCR makinesinde 25 °C’de 10
dak., 55 °C’de 60 dak. ve 85 °C’de 5 dak. 1sitild1 daha sonra -20 °C’de analize kadar
saklandi. Ger¢ek zamanli PCR analizi; Roche Light Cycler 96 ger¢cek zamanli PCR
cithazi, Roche firmasinin trettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Lot no:
10048800, Ref no: 06402682001)” ve “Real Time Ready Assay (B-Actin lot no:
90015222, Config no: 100081783) hidroliz problu primerler kullanilarak yapildi.
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Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde hazirlandi. Bunun igin 5 pl master mix, 0,5 pl real
time ready mix, 2 pl PCR kalitesinde su ve 2,5 ul cDNA olacak sekilde hazirlandi.
Calismada her 6rnek i¢in 3 tekrar yapildi.

3.5.2. Hormon ve Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

ELISA analizleri inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma
Laboratuvarlarinda yapildi. Serum LH (Elabscience, E-EL-R0026), FSH (Elabscience,
E-EL-R1106) ve testosteron (Cayman, 582701) seviyelerini belirlemek i¢in sican
spesifik ELISA kitleri kullanildi.

3.5.2.1. Serum LH ve FSH Diizeyinin ELISA Yoéntemiyle Belirlenmesi

Serum LH ve FSH seviyelerini belirlemek i¢in ELISA kiti ile birlikte gelen
deney protokolii uygulandi. Analizlere baslamadan oOnce kit i¢inde bulunan 100
mlU/mL konsantrasyona sahip standart, diliisyon buffer soliisyonu kullanilarak Sekil

3.9°da belirtildigi gibi seyreltildi.

500 uL. 500 uL. 500 pL. 500 uL. 500 uL. 500 pL

p“““““

Referans Standart §{ - —
(LH veya FSH) .- m m m

1 2 3 4 5 6 7 8 tiip
= B B 0 mlU/m
100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.563 L

Sekil 3.9. Serum LH ve FSH ELISA standart soliisyonunun diliie edilmesi.

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu ve antikor, 96 kuyucuklu

ELISA Kit plagina Sekil 3.10°da gosterildigi gibi pipetlendi.
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A S1 S1 N1 N1 N9 N9 N17 N17 N25 N25 N33 N33
B S2 S2 N2 N2 N10 N10 N18 N18 N26 N26 N34 N34
C S3 S3 N3 N3 N11 N11 N19 N19 N27 N27 N35 N35

D S4 sS4 N4 N4 N12 N12 N20 N20 N28 N28 N36 N36

E S5 S5 N5 N5 N13 N13 N21 N21 N29 N29 N37 N37
F S6 S6 N6 N6 N14 N14 N22 N22 N30 N30 N38 N38
G S7 S7 N7 N7 N15 N15 N23 N23 N31 N31 N39 N39

H BLK BLK N8 N8 N16 N16 N24 N24 N32 N32 N40 N40

Sekil 3.10. Serum LH ve FSH diizeyinin belirlenmesinde kit plaginin diizeni.

Analiz i¢in kit plaginin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen ELISA analiz

protokolii uygulandi.

e Standart, kor (blank) veya 6rnekler 100 pL hacminde plak diizeninde gosterildigi
sekilde pipetlendi.

e Plaka 37 °C’de 90 dak. inkiibe edildi ve inkiibasyon sonrasi 100 pL Biotinylated
Detection Ab. Reaktifi eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

e Yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0,35 ml) plak 3 defa yikandi. En son yikamadan
sonra plate kagit havluya ters gevrilerek vuruldu.

e Tiim kuyucuklara 100 pl Streptavidin-HRP konjuge soliisyonu eklendi ve 30 dak. 37
°C’de inkiibe edildi.

e Yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0,35 ml) plak 5 defa yikandi. En son yikamadan
sonra plate kagit havluya ters ¢evrilerek vuruldu.

e Her kuyucuga 90 pL substrat soliisyonu eklendi ve plak alimunyum folyoyla
sarilarak giin 15181 engellendi. Plak 15 dak. 37 °C’de inkiibe edildi.

e Renk gelisimini durdurmak igin tiim kuyucuklara 50 uL stop soliisyonu eklendi.

e 450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucusunda okuma yapildi ve sonuglar ng/ml

olarak hesaplandi.
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3.5.2.2. Serum Testosteron Seviyelerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Sicanlarin serum testosteron seviyesini belirlemek icin ELISA kiti ile birlikte
gelen deney protokolii uygulandi. Analizlere baslamadan 6nce kit i¢inde bulunan 50
ng/mL konsantrasyona sahip standart, diliisyon buffer soliisyonu kullanilarak Sekil

3.11°de belirtildigi gibi seyreltildi.

500 pl 500 pl 500 pl 500 l 500 pl

/\/\/\/\/\/\/\/\/\

Final

500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA

Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer
7.8 39

62.5 313 15.6
pg/mi pg/ml pg/ml

900 pl 900 pl 500 pl
" H,0 ELISA ELISA
‘ ‘ ‘ Buffer ‘ Buffer ‘

50 ng/ml 5 ng/ml 500 250 125

d Bulk S pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

e
d

Sekil 3.11. Serum testosteron ELISA kit standartinin diliie edilmesi.

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu ve antikor, 96 kuyucuklu

ELISA kit plagma Sekil 3.12°de gosterildigi gibi pipetlendi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BLK S1 NI N1 N9 N9 N17 N17 N25 N25 N33 N33
B |BLK S2 N2 N2 NI10O N10 N18 N18 N26 N26 N34 N34
C [NSB S3 N3 N3 NI1I NI1 N19 NI19 N27 N27 N35 N35
D [NSB S4 N4 N4 NI12 NI12 N20 N20 N28 N28 N36 N36
E Bo S5 N5 N5 NI13 N13 N21 N21 N29 N29 N37 N37
F Bo S6 N6 N6 NI14 N14 N22 N22 N30 N30 N38 N38
G Bo S7 N7 N7 N15 N15 N23 N23 N31 N31 N39 N39
H | TA S8 N8 N8 N16 NI16 N24 N24 N32 N32 N40 N40

Sekil 3.12. Serum testosteron diizeyinin belirlenmesinde kit plagimin diizeni. (S1-8:

Standart eklenen kuyucuk, BLK: Bos kuyucuk, N1-40: Serum numunesi, NSB: Spesifik olmayan

baglayici, Bo: Maksimum baglayici, TA: Total aktivite)
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Analiz i¢in kit plaginin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen ELISA

analiz protokolii uygulandi.

e 50 pl standart ve 6rnekler ELISA plakina eklendi.

e Her kuycuga 50 pul kit i¢erisinde gelen Biyotinilat eklendi.

e Plak 45 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

e Aspirasyon ve yikama islemi 3 defa tekrarlandi.

e Her kuycuga kit igerisinde HRP Conjugate’tan 50 pl eklendi.

e Plak 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

e 5 kez aspire ve yikama islemi uygulandi.

e 90 pl substrate Reagent eklendi.

e Plak 15 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

e Renk gelisimini durdurmak igin 50 pl stop soliisyonu (tiim kuyucuklara)
eklendi.

e 450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucusunda okuma yapildi.

3.5.3. Testis Histolojisi

Deney sonunda alinan testis dokulari %10’luk formaldehit igerisinde tespit
edildi. Tespit sonunda, dokular dehidrasyon ve parlatma islemlerinden gegirilerek
parafine gomiildii. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda alman kesitler genel
morfolojik yapinin degerlendirilmesi ig¢in hematoksilen-eozin boyama metodu ile
boyandi (94)

Leica Q Win goriintii analiz sistemi kullanilarak, her preparattan 20x biiyilitmede,

VIII. asamada bulunan en az 10 adet seminifer tiibiiliin ¢cap1 ve epitel kalinlig1 ol¢iildi.

3.5.4. istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler, IBM SPSS istatistiksel yazilim programi (SPSS for
Windows version 22) ile yapildi. Normal dagilima uygunlugun belirlenmesinde Shapiro
Wilk testi kullanildi. Gruplar arasi nicel degiskenlerin karsilagtirilmas1 Kruskal Wallis
H testi ile belirlendi. Coklu karsilastiritlmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ortalama + standart sapma olarak 6zetlendi. p<0.05

degeri istatiksel agidan 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tev Salusin-p Infiizyonunun GnRH mRNA Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Sal-p uygulamasinin hipotalamus GnRH mRNA ifade diizeyinde meydana
getirdigi degisiklikler Sekil 4.1°de gosterilmistir. Buna gore uygulanan Sal-B hem 2
hemde 20 nmol konsantrasyonu hipotalamusta GnRH mRNA seviyesini arttirdi

(p<0.05).

1,4
5 b
@)
<
Z
e
e
£
£ 121
T
. a
= T a
[
5 I

1’0 //

0,0 : /

Kontrol Sham 2 nmol Sal-B 20 nmol Sal-3

Gruplar

Sekil 4.1. Icv Sal-B infiizyonun GnRH mRNA ifadesi iizerine etkisi. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ortalama standart + sapma olarak

dzetlendi. Farkl harfler gruplar arasindaki farkliligi gdstermekte olup, *°p<0.05).

4.2. Tev Salusin-p Infiizyonunun Serum LH Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Kontrol, sham, 2 ve 20 nmol Sal-p uygulanan gruplardaki sicanlarn serum LH
seviyelerinde ki degisiklikler Sekil 4.2'de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analiz

sonucunda kontrol ve sham grubu arasinda serum LH seviyesi bakimindan 6nemli bir
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farklilik olmadig: goriildii. Ote yandan Sal-p uygulanan gruplardaki siganlarm serum
LH seviyesinin kontrol ve sham grubuna kiyasla yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05).
Salusin uygulanan gruplar bakimindan, yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda,
meydana gelen etkinin doz bagimli olmadigr goriildii.

25

20 - b

15 A

[
o
1
L o

Serum LH Seviyesi (IU/L)
o))

0 1 1 'I
Kontrol Sham 2 nmol Sal-3 20 nmol Sal-R

Gruplar

Sekil 4.2. Icv Sal-B infiizyonun serum LH seviyesi iizerindeki etkisi (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ortalama standart + sapma olarak

dzetlendi. Farkl harfler gruplar arasindaki farkliligi géstermekte olup, *°p<0.05).
4.3. Tev Salusin-p Infiizyonunun Serum FSH Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Kontrol, sham ve Sal-f (2 ve 20 nmol) uygulanan gruplardaki si¢canlarin serum
FSH diizeyleri Sekil 4.3'de sunulmustur. Gruplar karsilastirildiginda, kontrol ve sham
grubundaki siganlarin serum FSH diizeylerinin benzer oldugu ancak Sal-p uygulanan
gruplarin kontrol ve sham grubuna kiyasla serum FSH seviyesinin yiiksek oldugu
goriildii (p<0.05). Meydana gelen bu artisin yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda doz bagimli oldugu belirlendi (p<0.05).
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Kontrol Sham 2 nmol Sal- 20 nmol Sal-R

Gruplar

Sekil 4.3. icv Sal-B infiizyonun serum FSH seviyesi iizerindeki etkisi (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ortalama standart + sapma olarak

ozetlendi. Farkli harfler gruplar arasindaki farkliligi gostermekte olup, #*°p<0.05).
4.4. Tev Salusin-p Infiizyonunun Serum Testosteron Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Deney gruplarinin serum testosteron seviyelerinde meydana gelen degisiklikler
Sekil 4.4'te  gosterilmistir.  Gruplar serum  testosteron seviyesi ac¢isindan
karsilastirildiginda Sal-f uygulamasinin doz bagimli olarak artisa neden oldugu
(p<0.05), kontrol ve sham grubunda ise testosteron seviyesinin benzer diizeyde oldugu

goriildil.
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Sekil 4.4. icv Sal-B infiizyonun serum Testosteron seviyesi iizerindeki etkisi (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ortalama standart + sapma olarak

ozetlendi. Farkli harfler gruplar arasindaki farklihig1 géstermekte olup, *2p<0.05).

4.5. Histolojik Inceleme

4.5.1. Tev Salusin-p Uygulamasmmin Seminifer Tiibiil Yapis1 ve Cap1 Uzerindeki
Etkileri

Sal-B'nin farkli iki dozunun seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalinliklart
acisindan yapilan histolojik incelemeler sonucunda, kontrol (Sekil 4.5), sham (Sekil 4.6)
2 nmol Sal-B (Sekil 4.7) ve 20 nmol Sal-B (Sekil 4.8) olmak {izere tiim gruplarda
seminifer tiibiillerin bazal laminadan liimene dogru uzanan normal histolojik goriiniime
sahip germinal epitelden olustugu goriilmiistiir. Germinal epitelde sertoli hiicreleri ve

spermatogenik seri hiicreler belirgin olarak ayirt edilmekteydi.
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Sekil 4.5. Kontrol gurubundaki hayvanlarin seminifer tiibiillerinin goriiniisii (Siyah

gizgiler germinal epiteli gosteriyor. H-; 20x).

S vand

Sekil 4.6. Sham gurubundaki hayvanlarin seminifer tiibiillerinin goriiniisii (Siyah gizgiler

germinal epiteli gosteriyor. H-; 20X
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Sekil 4.7. Diisiik doz (2 nmol) Sal-f uygulanan gruptaki hayvanlarin seminifer

tiibiillerinin goriiniisii ( Siyah gizgiler germinal epiteli gdsteriyor. H-; 20x).

. % » F N
2 o A IS » .
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3 3 P et TR -‘
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Sekil 4.8. Yiiksek doz (20 nmol) Sal-B uygulanan gruptaki hayvanlarin seminifer

tiibiillerinin goriiniisli (Siyah cizgiler germinal epiteli gdsteriyor H-; 20X).

Sal-p ugulamasinin seminifer tiibiil ¢ap1 tizerine etkisi Sekil 4.9'da sunulmustur.

Elde edilen veriler sonucunda ortalama seminifer tiibiil c¢ap1 kontrol ve sham
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gruplarinda istatistiksel olarak benzer bulundu. Sal-Bf uygulanan gruplarda (2 nmol
hari¢) testis dokusunda seminifer tiibiil capininin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde

azaldigr tespit edildi (p<0.05).

380 A
360 a

340

320 A

300 A

280

Seminifer Tabdl Capi (um)

260

O 1 1
Kontrol Sham 2 nmol Sal-& 20 nmol Sal-i

Gruplar

Sekil 4.9. Sal-p ugulamasinin seminifer tiibiil ¢ap1 lizerine etkisi. (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ortalama standart + sapma olarak

dzetlendi. Farkl harfler gruplar arasindaki farkliligi géstermekte olup, *°p<0.05).
4.5.2. icv Salusin-p Uygulamasimn Germinal Epitel Kahnhg Uzerindeki Etkileri

Sal-B uygulanan canlilarin germinal epitel kalinliginda meydana gelen
degisiklikler Sekil 4.10'da gosterilmistir. Kontrol ve sham gruplarinin germinal epitel
kalinligina bakildiginda istatistiksel olarak bir fark tespit edilemedi (p<0.05). 2 ve 20
nmol olmak iizere farkli iki dozda Sal-f uygulamasmin germinal epitel iizerine
etkilerine bakildiginda ise 2 nmol ve 20 nmol Sal-f infiizyonundan sonra her iki doz
uygulanan canlilarin germinal epitel kalinliginin kontrol gurubuna gore azaldigi
saptanmistir (p<0.05). 2 nmol ve 20 nmol Sal-p uygulanmis canlilarda iki dozun kendi
aralarindaki germinal epitel kalinliklar1 karsilastirildiginda ise 20 nmol Sal-f uygulanan
gruptaki canlilarin germinal epitel kalinliginda 2 nmolliik doza gore anlamli bir sekilde

azalma meydana geldigi gorilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 4.10. Sal-p uygulanan canlilarin germinal epitel kalinliginda meydana gelen

degisiklikler (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullamlarak yapildi. Coklu

kargilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ortalama

standart + sapma olarak 6zetlendi. Farkli harfler gruplar arasindaki farkliligi géstermekte olup,

abep<0.05).

45



5. TARTISMA

5.1. Sal-p'nin Serum LH, FSH, Testosteron Seviyeleri ile Semnifer Tiibiil

Cap1 ve Germinal Epitel Kahnhg Uzerine Etkileri

Ureme davranislar1 ve bu davranislarin  merkezi ve periferal kontrol
mekanizmalarinin bilinmesi nesillerin devami icin dnem arz etmektedir. Uremenin
kontroliinden sorumlu hormonal ag, hipotalamus-hipofiz-gonadal eksen {izerinde
etkilesim gosterir. Bu eksen GnRH sentezinin yapildig1 hipotalamus; LH ve FSH nin
sentezlendigi 6n hipofiz; seks steroidleri ve diger hormonlarin yapildigi gonadlar olmak
lizere ii¢ bliyilk kompartmandan olusmustur (90). GnRH, hipotalamustan ozellikle
ARN, PVN, SON, MPN tan salinmaktadir. Sigan, fare ve maymunlar iizerinde yapilan
caligmalarda hipotalamustan pulsatil GnRH salgisina, 6n hipofizden pulsatil tarzda LH
salgilanmasimin eslik ettigi gdsterilmistir (91). On hipofizin LH salgisi, testislerdeki
Leydig hiicreleri iizerinden testosteron salimmini gergeklestirmektedir (97). Leydig
hiicrelerinden salinarak dolagima katilan testosteron negatif geri bildirim mekanizmasi
ile GnRH saliimini durdurabilmektedir (98). GnRH etkisiyle 6n hipofizde salinan bir
diger gonadotropin olan FSH’nin ise testislerdeki sertoli hiicrelerini uyararak

spermatogenezi baslattig1 bilinmektedir (99).

Salusinler 2003 yilinda kesf edilmis olup yapilan ¢alismalar ile Sal-fB'nin, Sal-
a’dan daha etkin oldugu gosterilmistir (1, 25). Erkek siganlar {izerinde yapilan bir
calismada, PVN'de salusin inhibisyonun hipertansiyon, norotransmiter ve sitokin
onarimi ile kardiyak hipertrofi {izerine etkileri incelenmis ve salusin -f'nin
PVN'deki norotransmiterleri ve sitokinleri arttirdigi, boylece hipertansif tepkileri ve
kardiyak hipertrofiyi azalttigi rapor edilmistir (97). Merkezi alandaki Sal-f’nin
etkilerine yonelik bulgularin elde edilmesi ile Sal-B’nin merkezi alandaki rolleri
tistlerine arastirmalar yogunlasmistir. Yapilan bir bagka c¢alismada Sal-B'nin traktus
solitarii’’ye  mikroenjeksiyonun hipotansiyon ve bradikardi ile sonuclandigi
gosterilmistir  (100). Diger bir arastirmada sigan hipertansiyon modelinde
PVN'deki protein kinaz C-NAD(P)H oksidaz-siiperoksit anyon yolagina Sal-B'nin
sempatik uyariminin etkisi ile arginin vazopressin salinimini indiikledigi goriilmiistiir
(101). Sal-B'min hipotalamus, medianeminens, hipofiz ve testiste varligmin tespit

edilmis ve sistemik dolasim yoluyla arka hipofiz ve hipotalamus néronlari iizerinde
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baski1 olusturdugu ve merkezi alanlarda 6nemli fizyolojik roller iistlendigi belirlenmistir
(6, 12, 101). Bu bulgular peptidin, iireme aksi ile iliskili fonksiyonlar iizerinde de
rollerinin  olabilecegini ve baz1 reprodiiktif —siire¢lerin  Sal-p  araciligiyla
diizenlenebilecegini diisiindiirmektedir (102). Bu ¢alismada Wistar Albino cinsi siganlar
kullanilmis olup, kontrol gurubuna herhangi bir islem yapilmazken, sham gurubuna 7
giin boyunca icv yontemiyle yBOS, deney gruplarina ise iki farkli konsantrasyonda (2
ve 20 nmol) Sal-B infiizyonu yapilarak GhRH mRNA ve serum LH, FSH, testosteron
seviyeleri ve testis morfolojisi arastirildi. Uygulanan Sal-B'nin sigan GNRH mRNA
seviyesini arttirdigr gortldi (p<0.05). Pulsatil tarzda salimm gosteren GnRH’da
meydana gelen artis tarzinda ki devamli bir etkinin Sal-f'nin uygulama seklinden
(inflizyon) kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Peptidin uygulanmasi icin tercih edilen
infiizyon yontemi sayesinde kararli durum konsantrasyonuna ulasabildigi goriilmekte ve
doz fliiktiisyonlarindan (dalgalanma) kaginilarak pulsatil olarak salgilanan GnRH’da
uzun siireli atesleme meydana geldigi diisiiniilmektedir. Siirekli bir inflizyon modeliyle
(10ul/saat/7giin siiresince giinliik 2 ve 20 nmol Sal-p uygulamasi) etkinin devamliligini
saglanmistir. Pulsatil tarzda salinim gosteren Hipofiz bezinden GnRH salgisindaki artisa
ve azaliglara anlik olarak, 6n hipofizden LH salgisi ile fizyolojik cevabi1 vermektedir.
Yapilan LH analizlerinde 2 ve 20 nmol Sal-p uygulanan gruplarda GnRH salgisina bagl
olarak LH seviyesinin de kontrol ve sham gruplarina karsi yiikksek oldugu goriildi.
GnRH salgisinda LH kadar anlik bir cevap olusturmasa dahi saatler igcerisinde GnRH
degisimine baglh olarak FSH’da GnRH salgisina cevap vermektedir. Sal-p uygulanan
gruplarda artan GnRH salgisina bagl olarak dolasimda ki FSH salgisinda da onemli
diizeyde artma (doz bagimli) oldugu belirlendi. Sal-B uygulamasina bagli olarak
GnRH’da doz bagiml bir etki meydana gelmemisken, FSH seviyesinde doz bagimli bir
etkinin meydana gelmesinin altinda yatan ana sebepler arasinda, FSH'nin GnRH
salgisindan birkag saat sonra pulsa cevap vermesinden (63) kaynaklanabilecegini akla
getirmektedir. Ote yandan yapilan serum testosteron seviyesini belirlemeye yonelik
ELISA analizleri sonucunda Sal-B uygulamasinin yapildigi gruplarda serum testosteron
seviyesinin de arttig1 goriildii. Biitlin bu mekanizma hep birlikte degerlendirildiginde
merkezi olarak inflizyon seklinde uygulanan Sal-f'min, hipotalamusta ki GnRH
seviyesini arttirarak periferde tireme davranmiginda etkili olan LH, FSH ve testosteron
hormon seviyelerini de arttirdigini diisinmekteyiz. Mevcut literatiir bilgileri dikkate
alindiginda Sal-B'nin lireme sisteminin fizyolojik mekanizmasini aydinlatmaya yonelik

herhangi bir arastirma olmayip ¢aligma bulgularimiz bu alanda ilk olma 6zelligindedir.
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Calisma sonunda yapilan histoloji analizler sonucunda Sal-f infiizyonunun testis
dokusunda seminifer tiibiil ¢apin1 ve germinal epitelde kalinliginda azalmaya neden
oldugu goriilmiistiir. Mevcut literatiirde seminifer tiibiil ve epitel kalinlig1 {izerine ¢esitli
maddelerin (hormonal ve c¢evresel) etkinligi arastirilmis olup yapilan calismalar
birbirleri ile kismen ¢elismektedir. Yapilan bir arastirma ile serum testosteron, FSH ve
LH seviyelerinde meydana gelen azalmanin seminifer tiibiil epitel kalinliginda azalmaya
neden oldugu rapor edilirken (103), bir baska ¢alismada testosteron seviyesindeki artigin
seminifer tiibiil ¢apinda azalmalara neden oldugu rapor edilmistir (104). Calismalarin
hepsinde hormonal artis ya da azalisla seminifer tiibiil cap1 arasinda tam bir birliktelik
olmadigi goriillmekte ve bu durum literatiirde hormonal etkiler disinda ¢evresel farkli
etkenlerinde rol alabilecegini ileri siirmektedir. Bizim ¢alismamizda Sal-B uygulamasina
bagli olarak artan LH, FSH ve testosteron seviyesine ragmen germinal epitel kalinlig1 ve
seminifer tiibiil capinda meydana gelen azalmanin belki de tireme hormonlari {izerinden
gerceklesmedigi, Sal-f'min direkt testisler iizerindeki etkisinden kaynaklanabilecegi
veya Sal-p uygulamasindan sonra salgilanan LH, FSH ve testosteron miktarlarinin artisi
neticesinde testisler tizerindeki bir negatif geri bildirim mekanizmasimnin etkisi ile

gerceklesebilecegini bize diistindiirmektedir.

Yaptigimiz ¢aligma Sal-B'nin molekiiler, histolojik ve hormonal olarak iireme
davraniginin fizyolojik mekanizmasi tizerindeki etkilerini kismen agiklamaya yonelik bu
alanda yapilan ilk ¢aligmalardan biri olup, fizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in
daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu cok agiktir. Calismamiz yapilacak olan

ileri ki ¢alismalara ancak temel olusturabilecek niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde ozellikle infertilite prevelans: ve insidansinda ciddi artislar oldugu
rapor edilmekte ve hastaligin tedavisine yonelik bir¢ok yeni hormon, ajan ve ilag
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yaptigimiz ¢alisma Sal-B'nin {ireme sisteminin
fizyolojik mekanizmasinda rol alan endokrinolojik faktorleri arttirdigini gostermektedir.
Ureme davranisi iizerinde Sal-B'min iistlendigi pozitif etkilerin mekanizmasinin
aciklanmasina ihtiyag duyulmaktadir. Mekanizmanin tam olarak agiklanmasi
durumunda Sal-p belki de infertilite ile miicadeleye yeni bir bakis agis1 kazandiracaktir.
Ozellikle sperm morfolojisi, sayis1 ve hareket yetenegi iizerinde Sal-B'nin ne gibi roller
iistlenecegi merak konusudur. Tim bunlarin disinda Sal-B'nin disi lireme sistemi
tizerindeki etkileri bilinmemekte ve muhtemel etkiler halen gizemini korumaktadir. Bu

alanda da detayl1 arastirmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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