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OZET

DIiYETSEL OBEZITELi FARELERDE KRONIiK YAG ASIiDi BAGLAYICI
PROTEIN 4 iNHIiBIiTORU UYGULAMASININ TESTIiS DOKUSU VE SERUMDA
BiYOKIMYASAL PARAMETRELER UZERINDEN ARASTIRILMASI

DR. TEVFIK BALCI
UZMANLIK TEZi
KONYA, 2016

Amacg: Bu calismada erkek farelerde diyetsel obeziteye bagli bir komplikasyon olan
fertilite bozuklugu modeli olusturularak BMS309403 adli ilacin serumda biyokimyasal
parametreler, testis dokusunda spermatogenez ve apoptoz belirtegleri iizerine etkileri
arastirildi.

Yontem: Balb / ¢ cinsi erkek fareler kontrol, obez kontrol, obez ara¢ ve obez ilag
gruplarma ayrildi. LOI seviyelerine gére obezite gelisimi sonrasi, obez ila¢ grubuna 6 hafta
boyunca oral BMS309403 uygulandi ve calisma 6tenazi ile sonlandirildi. Kalpten alinan
kanlar serum biyokimya tiiplerine aktarildi, santrifiij sonrasi ayrilan serumlar - 80 "C’ de
sakland1 ve calisma giinii ilgili testlerin analizleri yapildi. Testis dokular1 ise % 10 luk
formalin ve parafin bloklara alind1 ve ¢alisma giinii ilgili testlerin analizleri yapildu.
Bulgular: FABP4 serum diizeyleri obez kontrol ve obez ara¢ gruplarinda, diger iki gruba
gore artmig bulundu. Serum total testosteron, FAI, inhibin B, SHBG diizeyleri, testis Bcl -
2 ekspresyonu ve Johnson skoru parametreleri tiim obez gruplarda kontrol grubuna gore
azalmis bulundu. Bax ekspresyonu ve Tunel - pozitif hiicre sayisi ise tiim obez gruplarda
kontrol grubuna gére artmis bulundu. Inhibin B diizeyleri ve Johnson skorlamas1 sonuglar
obez ilag grubunda, diger iki obez grubuna gore azalmis bulundu. Tunel - pozitif hiicre
sayis1 obez ilag grubunda obez ara¢ grubuna gore azalmis bulundu.

Sonug: Ilacin hormonal ve molekiiler diizeyde erkek fertilite parametreleri iizerine
olumsuz etkileri oldugu goriildii. Daha uzun siireli ilag uygulamalarinda ilacin etkilerini

azaltict ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: BMS309403, Deneysel Obezite, Erkek Infertilitesi, Yan Etkiler
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ABSTRACT

INVESTIGATE OF THE CHRONIC FATTY ACID BINDING PROTEIN 4
APPLICATION ON TESTICULAR TISSUE AND SERUM BIOCHEMICAL
FERTILITY PARAMETERS IN DIETARY OBESE MICE

TEVFiK BALCI, MD
THESIS OF SPECIALTY
KONYA, 2016

Aim: In this study, the effects of the drug named BMS309403 on serum biochemical
markers, testis tissue spermatogenesis and apoptotic markers were investigated by creating
a model of dietary obesity induced fertility disorder complication on male mice.

Material and Method: Balb / ¢ strain male mice divided into control, obese control, obese
vehicle and obese drug groups. After development of obesity based on LIO levels,
BMS309403 was administered orally to obese drug group for six weeks and the study was
terminated by euthanasia. Blood samples taken from hearts were transferred to serum -
seperating tubes, after centrifugation the sera were stored at — 80 °C and relevant tests were
performed on working day. Testicular tissues taken into 10 % formalin and paraffin blocks
and relevant tests were performed on working day.

Results: Serum FABP4 levels were higher in obese control group and obese vehicle group
compared to other two groups. Serum total testosterone, FAI, inhibin B, SHBG levels,
testicular tissue Bcl - 2 expression level and Johnson scoring parameters were lower in all
obese groups compared to control group. Bax expression level and Tunel - positive cell
counts were higher in all obese groups compared to control group. Inhibin B levels and
Johnson scoring results were lower in obese drug group compared to other two obese
groups. Tunel - positive cell count were also lower in obese drug group compared to obese
vehicle group.

Conclusion: Negative effects on hormonal and molecular level of male fertility parameters
of the drug was shown. This increase in longer — term drug administration and further

studies are required to investigate the effects of the drug.

Keywords: BMS309403, Experimental Obesity, Male Fertility, Side Effects
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1. GIRIS VE AMAC

Obezite, alinan enerjinin, harcanandan fazla olmasindan kaynaklanan ve viicut yag
kitlesinin, yagsiz viicut kitlesine oranla artmasi ile karakterize kronik bir hastaliktir. Basta
kardiyo vaskiiler ve endokrin sistem olmak {izere viicudun tiim organ ve sistemlerini
etkileyerek ¢esitli hastaliklara ve hatta 6liimlere yol agabilen 6nemli bir saglik problemidir

(Altunkaynak 2006).

Obezitenin epidemiyolojisi ve etiyolojisinde bir¢ok etmenin olmasi, hastaligin
Onlenmesini ve tedavisini son derece giic ve karmasik hale getirmektedir (T.C. Saglik

Bakanlig1 2013).

Obezite tedavisi, bireyin kararliligin1 ve etkin olarak katilimini gerektiren, tedavisi

zorunlu, uzun ve siireklilik gerektiren bir siirectir (T.C. Saglik Bakanligi 2013).

Obezite tedavisinin basarili olmasi i¢in hastanin ilag tedavisinin yan sira tibbi
beslenme tedavisi ve egzersiz tedavisini siirdiirmeyi kabul etmesi ve diizenli olarak

kontrollerini yaptirmas1 gerekmektedir (T.C. Saglik Bakanlig1 2013).

Obezite tedavisinde, obezitenin kendisi kadar sebep oldugu komplikasyonlarin
tedavi edilmesi de 6nemli ve gerekli bir husustur. Bir¢cok ¢alismada obeziteye baglh gelisen
kardiyovaskiiler ve endokrin problemlerin tedavi edilmesi ile dnemli basar1 elde edildigi

gosterilmistir (Kralisch 2013).

Fertilite bozuklugu; obezitenin sebep oldugu komplikasyonlardan biri olup, hem
bireyin hem de gelecek nesillerin sagligin1 olumsuz etkileyen 6nemli bir saglik
problemidir. Son 10 yilda yogunlasan aragtirmalarda annesel obezitenin oosit degisiklikleri
nedeniyle embriyo gelisimini ve neticesinde gebeligi olumsuz etkiledigi gosterilmistir.
Babasal obezitenin embriyo gelisimi ve gebelik iizerine etkileri ise yalnizca son 2 - 3 yildir
arastirilmaktadir. Su an itibariyle obezitenin embriyo gelisimi ve gebelik lizerine olumsuz
etkilerinde erkek partner faktoriiniin bayan partner faktorii ile esit diizeyde sorumlu

oldugunu gosteren artan sayida kanitlar bulunmaktadir (Palmer 2012a).

Yag asidi baglayici protein 4 (fatty acid binding protein 4) (FABP4) yakin zamanda
tanimlanmis, yag dokudan derive bir molekiil olup; lipidlerin ve diger birtakim hidrofobik

molekiillerin hiicre ici ve dis1 arasinda tasinmasinda gorev almaktadir. Cesitli ¢calismalarda
1



FABP4 serum diizeyleri ile metabolik sendrom ve vaskiiler hastaliklara ait belirtegler
arasinda pozitif korelasyonlar gosterilmistir. Ayrica bir grup diger ¢alismada bazal yiliksek
FABP4 serum diizeylerinin vaskiiler ve metabolik hastaliklara ait morbidite ve mortalitede
risk gostergesi olabilecegi belirtilmistir. Hem FABP4 nakavt (FABP4 geni susturulmus)
fareler ve hem de FABP4 inhibitorii ile tedavi edilmis farelerle yapilan calismalarda;
FABP4’iin obeziteye eslik eden ateroskleroz, hipertrigliseridemi ve insiilin direnci gibi

komplikasyonlarda iyilestirici etkileri oldugu gosterilmistir (Kralisch 2013).

BMS309403 adli ilag FABP4’iin spesifik bir inhibitoriidiir. FABP4’iin etkisini
hidrofobik yarigsmali bir ligand vazifesi ile inhibe eder (Okada 2012). Deneysel hayvan
caligmalarinda; ilacin obezite ve obezite ile iligkili ateroskleroz gelisimi, hiperlipidemi,
insiilin direnci ve karaciger yaglanmasi gibi komplikasyon durumlarinda etkisine yakin
zamanda cesitli caligmalarda bakilmis ve koruyucu etkileri gosterilmistir (Furuhashi 2007,
Suhre 2011). Obeziteye bagli sik gézlenen bir diger saglik problemi oldugu halde iizerinde
az sayida aragtirmanin gerceklestirildigi erkek infertilitesi komplikasyonuna, bu ilacin
etkilerini aragtiran herhangi bir calismaya rastlamadik. Biz de calismamizda erkek
farelerde s1vi1 siikroz araciligiyla diyetsel obezite olusturduk ve obezite gelisimi sonrasinda
oral uyguladigimiz BMS309403 adli ilag ile farelerin fertil fonksiyonlari iizerine etkilerini
arastirmay1 amagcladik. Calismamizda testis dokusunda histolojik incelemelerle Johnson
skorlamasini kullanarak spermatogenez durumunu inceledik. Ayrica yine testis dokusunda
immiinhistokimyasal yontemle apoptozis belirtecleri olan B - cell lenfoma 2 (Bcl - 2), Bcel -
2 associated protein X (Bax) protein ekspresyonlarii ve Terminal deoxynucleotidyl
transferase (Tunel) yontemi ile DNA biitiinliigiinii inceledik. Doku ¢aligmasina ilaveten
serumda total testosteron, seks hormonu baglayici globulin (sex hormone binding globulin)
(SHBG), Inhibin - B ve FABP4 protein diizeylerini enzyme linked immun sorbent assay
(ELISA) yontemi ile arastirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1. OBEZITE (SISMANLIK)

2.1.1. Obezitenin Tanimi

Obezite, "viicutta sagligi bozacak Ol¢iide anormal veya asir1 yag birikmesi" olarak
tanimlanabilir (Altunkaynak 2006). Yetiskin erkeklerin viicut agirliginin ortalama % 15 -
20' sini, yetiskin bayanlarin ise % 25 - 30" unu yag dokusu olusturmaktadir (T.C. Saglik
Bakanlig1 2013). Bu oranin erkeklerde % 25’ in, kadinlarda ise % 35' in iizerine ¢ikmasi

durumunda obezite s6z konusudur (Ersoy 2007).

Obezite, basta kardiyovaskiiler sistem ve endokrin sistem olmak {izere viicudun tiim
organ ve sistemlerini etkileyerek cesitli bozukluklara yol acabilen 6nemli bir saglik
problemidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan en riskli 10 hastaliktan biri olarak
kabul edilmektedir (Altunkaynak 2006).

2.1.2. Obezitenin Simiflandirilmasi

Obezite ortaya ¢iktig1 yasa gore, ikiye ayrilir;

1. Cocukluk yaslarinda baslayan ve yag hiicrelerinin sayica fazla olmasi ile karakterize
hiperplazik tip obezite.

2. Yetiskin yaslarda baslayan ve yag hiicrelerinin sayica ¢ogalmayip, boyutca biiylimesi ile
karakterize hipertrofik tip obezite.
Ayrica, obezite viicutta yag birikiminin lokalizasyonuna gore de siniflandirilir.

Buna gore; yag karinda ve gogiiste birikmis ise elma tipi (santral, abdominal, visseral,

erkek tipi veya android tip obezite) obezite adin1 alir. Elma tipi obezite hipertrofik bir
obezitedir ve bel / kalga orani erkekte 0,95 in, kadinda ise 0,8’ in iizerindedir.
Yag, kal¢a ve uylukta toplanmis ise armut tipi (periferik, femoral, kadin tipi veya

gynoid tip obezite) obezite adim1 alir. Bu obezite tipi, hiperplazik yani yag hiicre sayisi

artisi ile birlikte olan obezitedir.



Android tip obezitede; hipertansiyon, diyabetes mellitus, hipertrigliseridemi,
aterosklerotik koroner kalp hastalig1 ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi komplikasyonlara,
armut tip obeziteye oranla daha sik rastlanmaktadir (Yilmaz 1999, T.C. Saghk Bakanligi
2013).

Obezite, eriskinlerde viicut kitle indeksine (VKI) gore de derecelere ayrilir. DSO,
VKI iizerinden bir siniflandirma gelistirmistir. DSO' ne gore obezite siniflandirmasi Tablo

1' de gosterilmistir (De Lorenzo 2016).

Tablo 1. DSO’ ye Gére Obezite Siniflandirmasi (De Lorenzo 2016)

VKI (kg / m?) Simiflandirma

<185 Diisiik kilolu

18,5-249 Normal kilolu

25,0-29,9 Sinif lobez (kilolu)

30,0 -39.9 Sinif 2 obez (obez)

> 40 Sinif 3 obez (ekstrem obez)

Cocukluk ¢ag1 obezite sikligi arastirmalarinin  degerlendirilmesinde  ve
karsilastirilmasindaki en dnemli sorun, eriskinler i¢in mevcut olan ve uluslararasi kabul
goren VKI esik degerlerinin ¢ocuklar i¢in olmamasindan, dolayisiyla her iilkenin kendi
VKI egrilerini kullanmasindan kaynaklanmaktadir. Ulkemizdeki arastirmalarda Neyzi
standartlarina gore ¢ocuklarin bliylime durumlarinin degerlendirilmesinde fizik muayene,
viicut agirligl, bas cevresi, boy uzunlugu ve VKI dl¢iimleri ile yapilabilmektedir. Her
cocugun yas ve cinsiyetine gdre VKI persentilleri, DSO referans degerleri iizerinden
siniflandirma yapilabilir. Bu arastirmalarda genel olarak VKI 85 - 95 persentil arasinda
olanlar fazla kilolu, 95 persentil {izerinde olanlar ise obez olarak siniflandirilmaktadir

(Savashan 2015).

2.1.3. Obezitenin Ol¢iimii ve Tanis1

Obezite viicuttaki yag miktar1 oraninin artis1 oldugundan, yag miktarinin ve agirliga gore
yag oranimin ne kadar arttigini gostermek icin g¢esitli yontemler uygulanmaktadir.

Dogrudan 6lgtim (Direkt carcas analiz), ancak kadavrada uygulanabilen bir yontemdir.
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Onun i¢in canlilarda dolayli dl¢ciim yontemleri kullanilmaktadir. Viicuttaki yag oranini
Ol¢en yontemler arasinda klinikte en ¢ok kullanilanlar, boy ve agirliga dayanan yontemler

ile deri kivrim kalinligidir (Yilmaz 1999).

2.1.3.1. Viicut Yag Oram (VYO)

Normal viicut yapisinda kadinlarda yaklasik % 20 - 30, erkeklerde ise % 12 - 20 oraninda
yag dokusu bulunmaktadir. Beyaz 1rk i¢in yas gruplarina gore belirlenen normal VYO ve
obezite siirlar1 Tablo 2° de gosterilmistir. Pratik olarak obezite; VY O’nun ortalama olarak

erkekte % 25, kadinda ise % 35’in iizerinde olmasidir (Ersoy 2007).

Tablo 2. Kadin ve erkeklerde VYO ve yaslara gore obezite kriterleri (Ersoy 2007)

Yas Grubu 2040 40-60 60-80
Kadmn Normal % 21-33 % 23-34 % 24- 36
Kadin Oberzite >% 39 > %40 > 42
Erkek Normal % 8-20 % 11-22 % 13-25
Erkek Oberzite =% 25 > %28 > %30

2.1.3.2. Viicut Kitle Indeksi (VKI)

VKI; agirlik (kg) / boy” (m*) formiiliiyle hesaplanan ve uygulamasi oldukca kolay bir
yontemdir. Obezitenin yaygin bir halk saglig1 sorunu oldugu goz oniine alindiginda ucuz,
kolay uygulanabilir ve dogruluk oranmi yiliksek bir yontemin tani ve takipte kullanilmasi
gerekmektedir (Ersoy 2007). VKI, yag miktarmin genel bir gostergesi olup, yag dagilimi
hakkinda bilgi vermez. Bu nedenle biliylime c¢agindaki ¢ocuklarda, hamilelerde,
sporcularda, yashlarda, ddemle seyreden hastalig1 olanlarda VKI kullanilmamalidir (Ersoy
2007). Eriskinlerde ve cocuklarda VKI’ne gére obezitenin siniflandirilmasi1 Tablo 3’ te

gosterilmistir.

Tablo 3. DSO’ ye gore ¢ocuklar i¢in VK1 ile obezite siniflamasi (Ersoy 2007).

Cocuklar i¢in (2 yas iizeri) | VKI

Boy icin normal kilolu 10 — 85 persentil
Kiloluluk i¢in risk 85 — 95 persentil
Kilolu > 95 persentil




2.1.3.3 Lee Obezite indeksi (LOT)

LOI; 1928 yilinda M.O Lee tarafindan deneysel obezite modeli olusturmak icin
gelistirilmis, uygulamasi nispeten kolay ve non - invaziv bir yontem olup hem fare hem de
ratlarda karkas yag icerigini tahmin etmede uygulanmaktadir. Olciimde gram cinsinden
viicut agirliginin kiip kokiiniin, santimetre cinsinden burun - aniis mesafesine bdliinmesiyle
elde edilen deger (body weight in g)' / * / nasal - anal length in cm) 0,3' ten biiyiik
bulundugu takdirde o rat veya fare obez kabul edilmektedir (Lee 1929, Plocher 1977,
Hilwani 2014). Biz de calismamizda deney farelerinde obezite gelisimi takibinde bu

yontemi uyguladik.

2.1.3.4. Bel / Kal¢a oram

Elma tipi obezitede; insiilin direnci, Tip 2 diabetes mellitus, hipertansiyon, hiperlipidemi,
koroner arter hastaligi gibi durumlarla birliktelik armut tipi obeziteye gore ¢ok daha sik
goriildiigiinden obeziteye bagli komplikasyon riski degerlendirmesinde bel / kalga orani
onemlidir. Erkeklerde 0,95 in, kadinlarda 0,8’ in iizerindeki bel / kal¢a orani degerleri
elma tipi obezite lehinedir. Bunun disinda bel ¢evresinin tek basina Olglimii de riskin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Erkeklerde 102 cm, kadinlarda
88 cm tizerindeki bel gevresi 6l¢iimleri metabolik sendrom i¢in yiiksek risk gostergesidir

(Ersoy 2007).

2.1.3.5. Cilt Kalinh@ Ol¢iimii

Cilt kalinlig1 ol¢iimi, deri kiviim kalinlhiginin 6l¢limiidiir ve 6l¢iim yerine gore triseps,
biseps, subskapular bolge ve suprailiyak bolgelerde cilt alt1 yag dokusu hakkinda bilgi
verir. En ¢ok kullanilan bolgelerden; triseps bolgesinden yapilan dl¢limlerde genellikle
erkeklerde 19 mm {izeri, kadinlarda 30 mm iizeri degerler ile subskapular bolgede

erkeklerde 22 mm iizeri, kadinlarda 27 mm tizeri degerler obezite lehinedir (Ersoy 2007).

2.1.4. Obezitenin Epidemiyolojisi

Glinlimiizde yaklasik 1,6 milyar erigkinin asir1 kilolu ve 400 milyon erigkinin ise obez
olarak siniflandig1 toplamda yaklasik 2 milyar insan1 etkileyen epidemik rakamlara ulasan
kiiresel bir saglik sorunu ile karst karsiyayiz. 1980 yilinda diinya genelinde bu sayi

toplamda yaklasik 900 milyon civarlarinda idi (Palmer 2012a, Ng M 2014).



1980 ile 2013 yillar1 arasini1 kapsayan, 188 iilkeden 1769 yayimnin tarandig: verilerle
gerceklestirilen 2014 yilina ait bir calismada tiim diinyada asir1 kilolu ve obez (VKI > 25
kg / m?) sikhigmim gegen 33 yilda eriskinler igin % 27,5 ve gocuklar i¢in % 47,1 oraninda
arttig1 bildirilmistir (Ng M 2014).

Tiim diinyada 20 yas ve iizeri asir1 kilolu erkek oram1 1980° de % 28,8 iken bu
rakam 2013 yilinda % 36,9’ a yiikselmistir ve kadinlar i¢in bu oran artis1 ise % 29,8 den
% 38’ e yiikselme seklinde olmustur. Gelismis iilkelerde asir1 kilolu ve obez toplam orani
erkeklerde daha yiiksek iken, gelismekte olan iilkelerde kadinlarda daha yiiksektir ve bu
iliski gecen zaman boyunca degismeden devam etmistir. Yalnizca obezite oranlar1 hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde yilikselmektedir ve 2013 yilinda her iki iilke
gruplarinda bu oran kadinlarda erkeklerden daha yiiksektir. Asir1 kilolu ve obez orani artisi
1992 ve 2002 yillar arasinda en yiiksek bulunmus olup son 10 yilda bu artis hiz1 6zellikle
gelismis llkelerde yavaglamigtir. 1980° den bu yana 2 ile 19 yas arast grup
degerlendirildiginde gelismis tiilkelerde hem erkek hem de kiz ¢ocuklarda asir1 kilolu ve
obez oranm1 6nemli Olclide artmistir. Gegen siirede gelismis iilkelerde siklik orani erkek
cocuklarda % 16,9’ dan % 23,8’ e, kiz ¢ocuklarda ise % 16,2’ den % 22,6’ ya yiikselmistir.
Ayni siirecte gelismekte olan iilkelerde erkek ¢ocuklarda siklik oran1 % 8,1 den % 12,9 a,
kiz ¢ocuklarda ise % 8,4’ den % 13,4” e ylikselmistir. Tiim yaslarda siklik oranlari,
gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelerden daha yliksek bulunmustur.

Gelismis iilkelerde erkeklerde asir1 kiloluluk ve obezite pik yasi 55 olup bu yasta
her {i¢ erkekten ikisi asir1 kilolu ve her dort erkekten biri obezdir. Kadinlarin pik obezite
yast 60 civarinda olup bu donemde obezite oran1 % 31,3 bulunmustur, asir1 kilolu ve obez

toplam orani ise % 64,5’dir.

Gelismekte olan tilkelere bakildiginda yas paternleri benzerlik gostermekle birlikte
siklik oran1 gelismis iilkelere gore oldukca diisiiktiir. Erkeklerde pik yas1 45 ve siklik orani
% 8,1 iken kadinlarda obezite pik yas1 55 ve siklik oran1 % 14,4 bulunmustur.

Ulkemiz i¢in 2013 yilina ait veriler incelendiginde 20 yas altindaki erkek
cocuklarda obezite siklig1 % 7,1 iken asir1 kilolu ve obezlerin toplam siklig1 ise % 20,4
bulunmustur. Ayn1 yas grubunda kiz ¢ocuklarinda bu oranlar siras1 ile % 5,7 ve % 19,8
bulunmustur. 20 yas listli erkeklerde obezite oran1 % 20,1 iken asir1 kilolu ve obez toplam

sikligt % 63,8 bulunmustur. Aynm1 yas grubunda kadinlarda obezite sikligi % 34,1 ile
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oldukca yiiksek bulunmustur, asir1 kilolu ve obez toplam siklig1 ise % 65,8’dir (Ng M
2014).

Son 20 yilda, gelismis bati iilkelerinde oldugu gibi Tiirkiye'de de, sosyoekonomik
durum 1iyilesmesi ve yiyecek aliskanliklarinin degismesine paralel olarak obezite
oranlarinda artig oldugu diistiniilmektedir. Tiirkiye'deki obezite prevalanst gelismis batili

tilkelerden asagi degildir (Apay 2009).

Tiirkiye Obezite Arastirma Dernegi (TOAD) tarafindan, 2000 - 2005 yillar
arasinda 6 ilde (Istanbul, Konya, Denizli, Gaziantep, Kastamonu ve Kirklareli) 20 yas iistii
13,878 bireyde yapilan "Tiirkiye Obezite Profili" ¢aligmasinda bireylerin % 30,9’ unun
VKI < 25 kg / mz, % 39,6” smin (K: % 34,5; E: % 44,8) VKI > 25 - 30 < kg / m? ve
%29,5” inin (K:% 34,5; E:% 21,8) VKi > 30 kg / m* oldugu bulunmustur. Bu ¢alismadaki
7306 birey bel ¢evresine (elma tipi obezite agisindan) gore degerlendirildiginde kadinlarda
bel ¢evresi ortalamasi 79,8 cm, erkeklerde ise 98,5 cm olarak tespit edilmistir (T.C. Saglik
Bakanlig1 2010).

Ulkemizde, 15 - 49 yas grubu kadinlarin ¢alisma kapsamina alindig Tiirkiye Niifus
ve Saglik Arastirmasi sonuglar1 incelendiginde de obezitenin kadin niifusta giderek arttig
goriilmektedir. Bu arastirma sonuglarina gore, 15 - 49 yas grubu kadinlarda fazla kiloluluk
(VKI > 25 - 29,9 < kg / m?) siklig1 1998, 2003 ve 2008 yilinda sirastyla % 33.4, % 34,2 ve
% 34,4, obezite (VKI > 30 kg / mz) siklig1 ise % 18,8, % 22,7 ve % 23,9 olarak
bulunmustur. Bu sonuclara gore kadinlarda obezite sikliginda 10 yilda %5,1’lik artig
olmustur (T.C. Saglik Bakanlig1 2013).

Tiirkiye'de 47 ilde ve 87 noktada 4264 kisi ilizerinde yapilan metabolik sendrom
arastirmasi verilerine gore; obezite sikligit Marmara Boélgesi' nde % 37,7, I¢ Anadolu
Bolgesi' nde % 35,3, Dogu Anadolu Bolgesi' nde % 35,4, Karadeniz Bolgesi' nde % 40,2,
Glineydogu Anadolu Bolgesi' nde % 31,9, Akdeniz Bolgesi' nde % 34,2 ve Ege Bolgesi'
nde % 36,6 olarak tespit edilmis olup genel ortalama % 36,2 olarak bulunmustur. Ayni
calismada obezite siklig1 kadinlarda % 54,8 iken erkeklerde % 17,2 bulunmustur (Apay
2009).



2.1.5. Obezitenin Etiyolojisi

Tiim etiyolojik nedenlerdeki ortak olan nokta, alinan kalorinin gerek duyulan kaloriden
fazla olmasidir. Baz1 fizyolojik ve patolojik durumlarda kalori ihtiyacinin degisebilecegi
mutlaka akilda tutulmalidir. Ornegin biiyiime siirecinde, gebelik, emzirme déneminde ve
enfeksiyonlar, kanser gibi bazi hastaliklarin seyri esnasinda kalori ihtiyaci artarken
yaslanmayla birlikte metabolizma yavaslamasina ve sedanter yasama bagli olarak bu

ihtiyac azalmaktadir (Y1lmaz 1999).

Obezite gelisiminde ¢ocukluk obezitesinin de 6nemi vardir. Bu donem obezitesinin
gelisiminde ozellikle infant (siit ¢cocugu) donemindeki beslenme etkili olabilmektedir.
Infant dénemindeki diyetin yag hiicrelerini etkileyebildigi, gelecekteki obezite olasiligini
arttirdig1 seklinde hipotezler vardir ve bu dénemde anne siitii yerine yiliksek proteinli solid

gidalara gegmenin obezite ile pozitif iliskisine dikkat ¢ekilmektedir (Kirchberg 2015).

Asirt ve yanlis beslenmeyle birlikte fiziksel aktivite yetersizligi, obeziteye neden
olan en Onemli faktor olarak kabul edilmektedir. Bundan baska genetik, cevresel,
norolojik, fizyolojik, biyokimyasal, sosyo - Kkiiltiirel ve psikolojik pek ¢ok faktér de
obeziteye neden olabilmektedir. Diinya genelinde 6zellikle ¢cocukluk ¢agi obezitesindeki
artisin sadece genetik yapidaki degisikliklerle aciklanamayacak derecede fazla olmasi
nedeniyle, obezitenin olusumunda cevresel faktorlerin roliiniin de ¢ok Onemli bir yere

sahip oldugu kabul edilmektedir (T.C. Saglik Bakanlig1 2013).

Obezite olusmasina neden olan baslica risk faktorleri ise asagida siralanmistir (T.C.

Saglik Bakanlig1 2013);

* Asir1 ve yanlis beslenme aligkanliklari
* Yetersiz fiziksel aktivite

» Egitim diizeyi

* Sosyo - kiiltiirel etmenler

* Gelir durumu

* Hormonal ve metabolik etmenler

* Genetik etmenler

* Psikolojik problemler



* Sigara - alkol kullanim1
» Tlaglar (trisiklik antidepresanlar, kortikosteroidler, antipsikotikler)

Yaygin olarak kullanilan bir¢ok ilacin sik fakat genellikle gézden kagan bir yan
etkisi kilo artigidir. Duyarl kisilerdeki kilo artis1 klinik olarak anlamli obeziteyle ve iliskili
komorbiditeler (eslik eden hastalik durumlar1) ile sonuglanabilir. Birgok hastada
kortikosteroidler, trisiklik antidepresanlar ve antipsikotikler, kalici ve sorun olusturan
belirgin kilo artisina neden olurlar. Tablo 4’ te obeziteye neden olabilen ilaglar

Ozetlenmistir (Bjorntorp 2001).

Tablo 4. Obeziteye neden olan ila¢ 6rnekleri (Bjorntorp 2001).

Antipsikotikler Biitiin alt gruplari
Antidepresanlar Trisiklik antidepresanlar, Lityum, MAO inhibitorleri
Antikonviilzanlar Valproik asit, Karbamazepin

Antimigren ve antihistaminikler Kriptoheptadin, Flunarizin, Pizotifen

Antidiyabetikler Siilfoniireler, Insiilin preparatlari

Glukokortikoidler Farmakolojik dozlar1

Beta blokerler Non spesifik (6rnek ; Propranolol)

Seks hormonlari Ostrojen (yiiksek doz), Megestrol asetat, Tamoksifen
Diger Bazi antineoplastik ajanlar

2.1.6. Obeziteye Eslik Edebilen Hastaliklar

Obezite, morbidite ve mortalite icin baglhh basina bir risk faktoriidiir. Kardiyovaskiiler
sistem, solunum sistemi, endokrin sistem, gastrointestinal sistem gibi bir¢ok sistemde

komplikasyonlara neden olmanin yani sira psikiyatrik bozukluklara da yol acabilmektedir

(T.C. Saglik Bakanligi 2013). Obeziteye eslik edebilen hastaliklar Tablo 5’ te

gosterilmistir (Ersoy 2007).
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Tablo 5. Obeziteye eslik edebilen hastaliklar (Ersoy 2007)

Kardiyovaskiiler sistem

Koroner kalp hastalig:
Hipertansiyon ve inme

Derin ven trombozu

Solunum sistemi

Primer alveoler hipoventilasyon

Obstriiktif uyku apne sendromu

Metabolik - endokrin sistem

Tip 2 diabetes mellitus
Insiilin rezistansi - Metabolik Sendrom

Polikistik over sendromu (PKOS)

Gastrointestinal sistem

Hiatus hernisi ve reflii hastaligi
Nonalkolik yagli karaciger hastalig1
Safra taglari

Kolorektal kanser

Norolojik sistem

Sinir sikismalari

Siyatalji

Kas - iskelet sistemi

Osteoartrit

Diiz tabanlik

Urogenital sistem

Stres inkontinansi (idrar kagirma)
Fertilitede azalma
Gebelik komplikasyonlari

Uriner taglar

Meme hastaliklar:

Meme kanseri

Jinekomasti

Psiko — sosyal bozukluklar

Kendinden memnuniyetsizlik
Depresyon

Anksiyete

2.1.7. Obezitenin Tedavisi

2.1.7.1. Obezite Tedavisinde Genel Prensipler

Obezite; tedavisi en zor durumlardan biridir. Kilo vermenin saglanmasindan sonra bu
azaltilmig viicut agirliginin uzun bir siire korunamamasi 6zellikle énemli bir sorundur.
Obez bireylerin tedavisinde hedef sadece kilo kayb1 saglanmasi degil, davranis ve yasam

tarz1 degisikligi de olmalidir (Low 2006).

11



Cocukluk ve addlesan doneminde olusan obezite, yetiskin donemi obezitesine
zemin hazirlamaktadir. Bu nedenle toplumda obeziteden korunma igin 6zellikle diyet ve
diizenli egzersizin faydalar1 ile 1ilgili egitime cocuk yaslardan itibaren baslanilmasi
gerekmektedir. Obezite tedavisi, bireyin kararliligini ile etkin olarak katilimin1 gerektiren,
tedavisi zorunlu, uzun ve siireklilik arzeden bir siiregtir. Obezitenin etiyolojisinde pek ¢ok
faktoriin etkili olmasi, bu hastaligin 6nlenmesini ve tedavisini son derece gii¢c ve karmasik
hale getirmektedir (T.C. Saglik Bakanlig1 2013). Obezitenin tedavisinde asil 6nemli nokta;
hangi hastanin tedaviye alinacagmin ve hangi hastaya hangi tedavi yoOnteminin
secilmesinin gerekli oldugunun tespitidir. Obezite teshisi almis ve tedaviye alinacak olan
bir hastada, uygulanacak tedavinin basarisi; hastanin tedaviye istekli bir sekilde katilmasi,
tedavinin yalnizca o hastaya has nitelikler igermesi, hastanin bilingli ve sabirli olmasi,

hekimiyle iletisimini siirdiirmesi ile miimkiindiir (Y1lmaz 1999).

Obezite tedavisinde amag; gerceke¢i bir viicut agirhigi azalmasi hedeflenerek,
obeziteyle iligkili morbidite ve mortalite risklerini azaltmak, bireye yeterli ve dengeli
beslenme aliskanlig1 kazandirmak ve yasam kalitesini yiikseltmektir (T.C. Saglik Bakanligi
2013).

Obezite tedavisinde kullanilan yontemler 5 grup altinda toplanabilmektedir (T.C.
Saglik Bakanlig1 2013);

1. Tibbi beslenme (diyet) tedavisi
2. Egzersiz tedavisi
3. Davranis degisikligi tedavisi
4. Tlag tedavisi
5. Cerrahi tedavi
Obezite tedavisi; hekim, diyetisyen, psikolog ve fizyoterapistten olusan bir ekip
tarafindan diizenlenmesi gereken multidisipliner bir stiregtir (T.C. Saglik Bakanligi 2013).
2.1.7.2. Obezitede Tibbi Beslenme (Diyet) Tedavisi

Diyet tedavisinin atlanarak diger tedavi yontemlerine gecis, obezite tedavisinde

basarisizliga neden olabilir. Diyet, obezite tedavisinin birinci basamagini olusturur. Prensip
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olarak 800 kcal / giin altindaki diyetler obezite tedavisinde tercih edilmemelidir (Low

2006).

Hemen tiim diyetlerin uzun dénem basarilari, kisilerin diyeti uygulamamalar1 ve
birakmalar1 nedeniyle diisiiktiir. Diyet plani kisiye 6zel olmalidir. Diyet tedavisindeki

amag, enerji aliminin azaltilmasi ve tlim besin gruplarmin belli oranlarda alinmasi

olmalidir (Low 2006).

Uygulanacak zayiflama diyetleri yeterli ve dengeli beslenme ilkeleri ile uyumlu
olmalidir. Diyette amag, bireye dogru beslenme aligkanligi kazandirilmasi ve bu
aligkanligin siirdiiriilmesi olmalidir. Viicut agirligi boya goére olmasi gereken diizeye
geldiginde tekrar kilo alimi engellenmeli ve erisilen agirlik korunmalidir (T.C. Saglik

Bakanlig1 2013).

Glinlimiizde sikc¢a onerilen diyet sekli “Diistik - 1limli (% 20 - 35) yag igerikli ve
diisiik karbonhidrat icerikli ve diisiik kalorili diyet (800 - 1200 kcal / giin) dir. Yeterli
miktarda protein, vitamin ve elektrolit igeren, yagli, rafine sekerli, unlu gidanin az oldugu,
bol sebze / meyve dolayisiyla lif ve seliilloz iceren bu diyet hastalar tarafindan c¢ekici
bulunmustur. Bol lif igeren diyetlerin etkili olmasinin ardinda yatan prensip; kisinin yeterli
meyve ve sebze, kepekli ekmek ve baklagiller gibi (enerji yogunlugu fazla olmayan
besinler) besinleri tiiketmesi halinde, enerji yogunlugu fazla olan besinleri tiikketmek icin
istahinin kalmamasina dayanmaktadir. Lifler sindirim kanalinda dolgunluk olusturmasiyla
diger besinlerin bagirsaklardan emilimini yavaglatirlar ve ayrica diyet tedavisinin ana
sorunlarindan biri olan kabizlig1 da Onlerler. Ayrica, hastalarin diyete uyumunu arttirirlar.
Bol meyve, sebze, baklagil, rafine edilmemis tahil ve zeytinyagi ile siit iriinleri ve balik
tikketiminin 6n planda oldugu Akdeniz diyeti de tedavide oldukg¢a basarili bulunmustur

(Makris 2011).

2.1.7.3. Obezitede Egzersiz Tedavisi

Egzersiz veya fiziksel aktivite tedavisinin tek basina kilo vermeye sagladigi fayda halen
tartisilmakla beraber, fiziksel aktivitenin tim viicutta ve Ozellikle karin bolgesindeki
yaglanmay1 azalttigi, diyet yapildiginda goriilebilen kas kiitle kayiplarini onledigi kesin
olarak kabul edilmektedir. Egzersiz tedavisi bireylerin tibbi beslenme tedavisini
destekleyici nitelikte zayiflamalarmi ve tekrar agirhik kazanimlarimin Onlenmesini

saglamaktadir (T.C. Saglik Bakanligi 2013). Tek basina diyete kiyasla diyet egzersiz
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birlikte uygulamasi sinerjistik etki ile kilo kaybini artirabilmektedir. Ayrica kilo kaybindan
bagimsiz olarak obeziteye bagli kardiyovaskiiler ve metabolik risk faktorlerini anlaml

Olctlide azalttig1 bilinmektedir (Laskowski 2012).

Obezler genellikle az hareket etme egilimindedirler. Diisiik kalorili diyetlerle
birlikte ¢ok agir egzersiz programlarinin uygulanmasi dogru degildir. Maksimum kalp
hizinin % 60 - 70" ine ulagmay1 saglayan bir egzersiz programinin haftada 4 - 5 kez 20 - 30
dk veya haftada 2 - 3 kez 45 - 60 dakika uygulanmas1 dnerilmektedir. izotonik egzersiz
(kasin giiciinilin sabit oldugu egzersiz) programlar kilo ve yag dokusu kaybi1 saglayabilir.
Izometrik egzersiz (kasin boyunun sabit oldugu egzersiz) programlar ise kilo kaybi
saglamaktan ¢ok yagsiz viicut kitlesini artirmaktadir. Siirdiiriilebilir ve diizenli egzersiz
programlari ile yag kitlesi azaltilabilir ayrica insiilin direnci, serum lipid yiiksekligi ve kan

basinci yiiksekligi gibi komplikasyonlar diizeltilebilir (Lieber 1993, Low 2006).

2.1.7.4. Obezitede Davranis Degisikligi Tedavisi

Obezitede davranis degisikligi tedavisi; obeziteye neden olan asir1 yemek yeme aliskanligi
ve fiziksel aktivite hususunda isteksiz davraniglari, istenen davranislarla degistirmek veya

istenmeyen davraniglar1 azaltmak amaciyla uygulanan tedavi seklidir (Erge 2003).
Davranis Degisikligi Tedavisinin Basamaklar:

a) Kendi kendini gozlemleme: Bireyin, sismanliga neden olan davraniglarinin farkina
varmasi saglanir. YoOntemin esast yemek yeme ve egzersizle ilgili davraniglarin

kaydedilmesine dayanir.

b) Uyaran kontrolii: Sorun olan davranisa yol agan olaylar zincirini tanimlama ve zincirin
erken agsamalarinda miidahale i¢in stratejiler gelistirme esasina dayanir. Amag, asir1 yemek

yemeyle ilgili dis uyaranlardan etkilenmeyi 6nlemektir.

¢) Alternatif davrams gelistirme: Bireyin belirli aktivitelere yonlendirilmesidir. Bu
amagcla ara ogiinlerde ve atistirma isteginin duyuldugu dénemlerde yapilmak iizere "yemek

disinda yapmaktan hoslanilan aktiviteler" listesi dnceden belirlenir ve en uygunu segilir.

d) Pekistirme, kendi kendini édiillendirme: Bu yontem agirlik kaybi ve korunmasina

yonelik uygun davranislar1 édiillendirerek, pekistirmeyi amaglar.
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e) Sosyal destek: Bircok obez birey icin aile iliyelerinin destegini artirmak ve yine aile
tiyelerinden gelen bilingli veya biling digi olumsuz etkileri azaltmak, zayiflama tedavisi

programinin basarisinda 6nemli bir faktordiir (T.C. Saglik Bakanlig1 2013).

2.1.7.5. Obezitede Farmakolojik Tedavi

VKI 30 ve iizeri olan bireylerle, VKI 27 ve iizeri olup, hipertansiyon, Tip 2 diyabet gibi
komorbidite durumlar1 olan bireylerde diyet, egzersiz gibi diger miidahaleler de yetersiz
kaldiginda farmakolojik tedavi gereksinimi oldugu diisiiniilmektedir (Kang 2012). Ideal bir
obezite ilaci; uzun siire kullanmak i¢in giivenilir olmali, dozla iliskili kilo kayb1 saglamali,
ulagilan hedef kilonun devamliliginm1 saglamali, tolerans gelistirmemeli ve bagimlilik

yapmamalidir (TEMD 2015).

Genel olarak obezite ilaglarindan beklenen; alinan kaloriyi azaltmasi veya enerji
harcanmasim arttirmasidir. Giiniimiizde enerji harcanmasini arttiran ilaglar heniiz deneme

asamasindadir (Park 2015).

Obezitenin medikal tedavisinde kullanilan kalori alimini azaltici ilaglara 6rnek
olarak; Fentermin, Dietilpropion, Sibutramin, kannabinoid reseptér antagonistleri
(rimonobant, taranabant), Orlistat, Benzfetamin, Fendimetazin, Bupropion, Fluoksetin,
Sertralin, Venlafaksin, Topiramat, Fenilpropanolamin, Metformin, Pramlintid; Exenatid,

Liraglutide ve Lorcaserin sdylenebilir (Giilcan 2006, Kang 2012, Seger 2013).

2.1.7.6. Obezitede Cerrahi Tedavi

Obezitede cerrahi yaklagim temelde bariyatrik ve rekonstriiktif cerrahi olarak ikiye
ayrilmaktadir. Bariyatrik cerrahi, besinlerle alinan enerjinin azaltilmasma yonelik olup
besinlerin gastrointestinal sistemde emilimini azaltmak hedeflenmektedir (T.C. Saglik

Bakanlig1 2013).

Rekonstriiktif cerrahide ise amag; viicudun cesitli bolgelerinde lokalize olmus
mevcut yag dokulariin uzaklastirilmasidir. Eger hasta obezite tedavisinin gereklerini

yerine getirmezse yag birikimi tekrar ger¢eklesmektedir (T.C. Saglik Bakanlig1 2013).

Obezitede cerrahi girisimlerin genel olarak VKIi 40 kg / m” iizerindeki hastalara
uygulanmasi Onerilmektedir. Bu yontemler arasinda intestinal bypass, parsiyel

biliopankreatik bypass, gastroplasti, ayarlanabilir silikon mide bandi1 takilmasi,
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laparoskopik gastrik bant uygulamasi, daha az invaziv olan ve endoskopik olarak
uygulanan bir yontem olarak gastrik balon uygulamasi sayilabilir. Bu yontemler ile midede
olusturulan 30 - 60 ml kapasitesindeki bir boliim ile gastrointestinal sistemin devamlilig

saglanmakta ve erken doyma hissi sayesinde gida alimi kisitlanmaktadir (Low 2006).
2.2. INFERTILITE

2.2.1. Infertilite Tanimi ve Nedenleri

12 ay korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi, DSO tarafindan
infertilite olarak tanimlanmaktadir ve tahmini olarak tiim diinyada ciftlerin yaklasik % 8 -
12" sini etkilemektedir. Bu durum fizyolojik, sosyal, ekonomik boyutlar1 olan ve strese,
travmaya oOzellikle de psikolojik yikima neden olabilen 6nemli bir saghik sorunudur

(Kumar 2015).

Bir diger tanima gore ise 35 yasin altindaki kadin partnerler ile 12 ay korunmasiz
cinsel iliskiye ragmen veya 35 yasin istiindeki kadin partnerler ile ise 6 ay korunmasiz
cinsel iligkiye ragmen gebelik elde edilememesi infertilite olarak adlandirilmaktadir
(Kumar 2015). Buradan ¢ikarilacak sonug fertilitenin; 6zellikle kadinlarda yagla beraber
belirgin azalmasidir. Nitekim kadinlarda fertilite, 30’1u yaslarin ikinci yarisinda erken 20’11
yaslara kiyasla yaklasik yar1 yariya azalmaktadir. Erkeklerde ise semen parametrelerinde
bozulma 35 yasindan sonra saptanabilmekle birlikte fertilitede azalma genellikle 50
yasindan dnce goriilmemektedir (Dunson 2004). Yasam tarzi ve diyetin fertilite lizerinde
ozellikle etkili oldugu bildirilmistir. Cok zayif veya ¢ok sisman bireylerde fertilite belirgin
olarak azalmis bulunmustur. Sigara, alkol, asir1 kafein tiiketimi, seksiiel gecisli hastalik
Oykiisii, ¢evresel ve medikal toksinlere maruziyet de fertiliteyi olumsuz etkilemektedir

(Fertil Steril 2008).

Infertil ciftlerin yaklasik % 50' sinde nedensel veya katki saglayici olarak erkek
faktori oldugu tahmin edilmektedir (Poongothai 2009).

Erkek faktore bagli infertilite sikliginin artmakta olabilecegine iligkin ¢esitli veriler
vardir. 1973 - 1992 arasin1 kapsayan donemde Paris'de bulunan bir sperm bankasindaki
semen kalitesi degerlendirilmis ve yillar igerisinde semen parametrelerinde bozulma tespit
edilmistir. Siire zarfinda semen voliimiinde degisim gozlenmezken, ortalama sperm

konsantrasyonu ve hareketli sperm miktar1 giderek azalmig bulunmustur (Auger 1995).
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1938 - 1990 arasmi kapsayan c¢aligmalarda yine siire¢ boyunca spermiyogram

parametrelerinde diisiisler tespit edilmistir (Carlsen 1992).

Populasyon tabanli yapilan c¢alismada ise infertilite nedenleri asagidaki gibi

dagilmistir (Hull 1985).

Erkek faktoria % 26

* Ovulatuar disfonksiyon % 21
* Tubal Hasar % 14

* Endometriozis % 6

+ Koitus problemleri % 6

» Servikal faktor % 3

* Agcgiklanamayan % 28

2.2.2. Erkek Infertilitesi

Fertil bir bayandan gebelik elde edilememesi erkek infertilitesi olarak tanimlanmaktadir
(Kumar 2015). Infertilite klinigine basvuran ¢iftlerin yaklasik yarisinda erkek faktdriine
bagli problem goriilmekte ve bu oranin arttigini gosteren g¢alismalar bulunmaktadir.

(Morrison 2014, Kumar 2015).

Bir diger tamima gore ise; DSO' niin belirledigi sperm parametrelerinin normal
degerlerin altinda olmasi erkek fertil bozuklugu sebebi olarak bildirilmistir (Kumar 2015).
Bu parametreler Tablo 6' da yer almaktadir. Bunlarin i¢cinde en 6nemlileri diisiik sperm
konsantrasyonu (oligospermi), azalmis sperm motilitesi (astenospermi) ve anormal sperm
morfolojisi (teratospermi) goriilmesidir. Azospermi mililitrede 1 milyondan az sperm
bulunmasint ifade etmekte olup bu durumda sorun c¢ogu kez obstriiktif ve genetik
bozukluklara baghdir. Sperm analizi infertilite tanis1 i¢in yeterli bir uygulama olmamakla

birlikte yine de baslangi¢ degerlendirmesi i¢in 6nemli kabul edilmektedir (Kumar 2015).
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Tablo 6. DSO semen analizi referans degerleri ve referans araliklar: (Kumar 2015).

Parametreler referans deger referans araliklan
Semen voliimii (ml) 1,5 (1,4-1,7)
Total sperm sayisi (10°) 39 (33 - 46)
Sperm konsantrasyonu (10°/ ml) 15 (12-16)
Total motilite (Progresif+tNonprogresif, % ) 40 (38-42)
Progressive motilite (Progresif, %) 32 (31-34)
Vitalite (canli sperm, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3,0 -4,0)

Erkek infertilitesinde bayan partnerin yasi, fertil durumu, infertilitenin siiresi,
semen analiz sonuglar1 ve infertilitenin primer / sekonder sebepli olusu prognostik faktorler
olarak degerlendirilmektedir. Bayanlarda evlilik ve gebelik diisiincesinin 6zellikle gelismis
bat1 toplumlarinda egitim ve kariyer diisiincelerinin ardina itilmesi bayan yas1 faktoriini

prognozu kétii etkileyen en 6nemli durum haline getirmektedir (Jungwirth 2015).

Erkek infertilitesinin anlasilabilmesi i¢in karmasik siirecler iceren spermatogenez
basamaklarinin bilinmesi Onemlidir. Fonksiyonel testisler ve normal spermatogenez

stirecleri fertilite icin mutlaka gereklidir.

Testisler seminifer tiibiill ve leydig hiicreleri olmak tiizere iki farkli yapidan
olusurlar. Leydig hiicrelerinde testosteron iiretilmektedir. Seminifer tiibiiller, sertoli
hiicreleri ve farkli olgunlasma evrelerindeki germ hiicrelerden olusur. Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilar kan - testis bariyerini olusturur. Bu bariyer sayesinde germ

hiicreleri antikorlardan ve ¢evresel toksinlerden korunurlar (Padubidri 2011).

Spermatogenezis, seminifer tiibiillerde meydana gelir ve tamamlanmasi yaklasik 74
giin siirer (Padubidri 2011). Seminifer tiibiillerde spermatogenezis basamaklar1 sirastyla

sekil 1 ve sekil 2’°de gosterilmistir (Samplaski 2010, Cheng 2010).

Spermatogenezis ii¢ fazda olmaktadir. Ilk faz spermatositogenezistir (mitotik faz)
ve spermatogenezisin baslamasi ile 46 kromozomlu spermatogonia biiyiir, olgunlasir ve
primer spermatositi olusturur. Ikinci faz mayotik fazdir ve mayoz 1’ in tamamlanmast ile 2
adet 23 kromozomlu sekonder spermatosit olusur. Olusan her iki sekonder spermatosit
2.mayoz bdliinmeye girer ve 4 adet 23 kromozomlu spermatit olusur. Ugiincii faz
spermiyogenezisdir ve olusan spermatidlerin her biri olgun spermatozoaya doniisiir.
Spermatozoalar seminifer tiibiil liimenine salinir ve buradan kaput epididimise taginirlar.
Epididimiste spermler maturasyona ugrarlar ve hareket yeteneklerini burada kazanirlar.
Spermler ejakiilasyona kadar epididimiste depolanir. Epididimis; kuyruk bolgesi hareketli
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ve fertilizasyon yetenegine sahip spermlerin saptanabilecegi ilk yerdir. Semen; prostat

stvist, seminal vezikiil sivist ve distal vas deferens salgilarinin birlesiminden olusan sividir

(Samplaski 2010).

Sekil 1. Seminifer tiibiillerde spermatogenezis ve sertoli hiicreleri (Samplaski 2010).

Was deferens

Kaput epididimis

Seminifer tiballer

Kauda epididimis

Sertoli hilcreles

Spermatozoa

Folelkil Stimile Edici Hormon
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Sekil 2. Spermatogenezde bdliinme ve olgunlagsma asamalari (Cheng 2010).

sperm cells
(haploid)

spermatidier
(haploid)

sekonder spermatosit

(haploid)

primeaer spermatosit

(diploid)

Mitotik BalGnme
spermatogonium
(diploid)y

IItotlk Bolunmnme

spermatogonial
L&k hiacre Cdiploid)

Plitolik BOolGrrme

primordial germ hicre

Spermatogenezin diizgiin ilerleyebilmesi i¢ ve dis etkenlere olduk¢a bagimlidir.
Ornegin skrotum sicaklig1 artis1 spermatogenez siirecini olumsuz etkileyen bir dis etken
ornegi iken, deoksiriboniikleik asit (deoxyribonucleic acid) (DNA) metilasyonu ve histon
modifikasyonlarinda gelisen degisiklikler i¢ etken Ornekleri olabilir. Her iki durumda da

spermatogenez ve nihayetinde fertil fonksiyonlar bozulmaktadir (Song 2011).

Normal testikiiler fonksiyon ve spermatogenezis i¢in hipofizden salgilanan
gonadotropinlere ihtiya¢ vardir. Luteinlestirici hormon (luteinizing hormone) (LH), leydig
hiicrelerini stimiile ederek testosteron {iretimini uyarir. Folikiil stimiilan hormon (follicule
stimulating hormone) (FSH) ise leydig hiicrelerinde LH reseptorlerinin olusumunu
indiikler. Seminifer tiibiillerde spermatogenez i¢in ve epididimiste sperm maturasyonu i¢in
yiiksek konsantrasyonda testosterona ihtiyag vardir. FSH ayrica, sertoli hiicrelerine
baglanarak androjen baglayici protein salinimini artirir ve sertoli hiicrelerinde lokal yiiksek
testosteron konsantrasyonlarinin olusumuna yardimci olur. Yiiksek serum testosteron
seviyeleri, hipotalamik gonadotropin saliverici hormon (gonadotropin releasing hormone)

(GnRH) pulsatil salinimin1 ve hipofiz seviyesinde LH salimmmimi azaltir. Fizyolojik
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testosteron seviyeleri ise FSH salinimini1 baskilamaz. Hipofizer FSH saliniminin kontrolii
sertoli hiicreleri tarafindan salinan inhibin B ile saglanir. inhibin B; sertoli hiicrelerinden
FSH stimiilasyonuna yanit olarak salgilanir ve hipofizer FSH sekresyonunu inhibe eder
(Schill 2006).

2.2.2.1. Erkek Infertilitesi Nedenleri

Erkek infertilitesi nedenleri dort ana grupta incelenebilir (Jungwirth 2015).

* Hipotalamik hipofizer hastaliklar (sekonder testikiiler yetmezlik) : % 1 - 2

* Testikiiler hastaliklar (primer testikiiler yetmezlik) : % 40 - 50

* Post testikiiler nedenler (obstriiktif azospermi) : % 15 - 20

» Idiyopatik (belirlenebilir bir nedenin bulunamadig1): % 30 - 40

Erkek infertilitesi olgularinin biiylik oranda idiyopatik grupta siniflandirilmasi,
karmasik spermatogenez siirecleri ve sperm fonksiyonlarinin temel mekanizmalarinin tam

olarak anlagilamamasi nedeniyledir (Aydos 2008).

Hipotalamik - Hipofizer hastaliklara baktigimizda GnRH veya gonadotropin eksikligine
yol agan tiim hastaliklar infertiliteye neden olabilir ve bu hastaliklar konjenital, edinsel ve

sistemik hastaliklar olarak 3 grupta incelenebilir.

Erkek infertilitesine neden olan hipotalamo - hipofizer hastaliklar Tablo 7° de

Ozetlenmistir.
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Tablo 7. Erkek Infertilitesine neden olan hipotalamo - hipofizer hastaliklar (Jungwirth
2015).

Konjenital nedenli hastahklar
Konjenital GnRH eksikligi (Kallmann Sendromu)

Multiorgan etkilenmesi olan genetik hastaliklar1 (Prader - Willi Sendromu, Laurence — Moon
- Biedl Sendromu, Familyal serebellar ataksi)

Edinsel nedenli durumlar

Hipofiz ve hipotalamus tiimérleri (makroadenom, kraniofaringiom)
Infiltratif hastaliklar (sarkoidoz, histiyositoz, tiiberkiiloz, fungal enfeksiyonlar)
Travma, ameliyat ve radyoterapi

Vaskiiler nedenler (anevrizma, infarkt)

Hormonal (hiperprolaktinemi, dstrojen artigi, kortizol artist)

Tlaglar (opioidler ve psikotropik ilaglar, anabolik steroidler)
Radyoterapi

Sistemik hastalik durumlari

Kronik hastaliklar

Niitrisyonel bozukluklar (Anoreksiya nervoza ve bulimiya nervosa)

Obezite

Obez erkeklerin serumlarinda gonadotropin diizeyleri, total testosteron diizeyleri ve
serbest testosteron diizeyleri diisiikk bulunmustur ve bu durumun (erkeklerde obezitenin)
hipogonadotropik hipogonadizme neden olabilecegi bildirilmistir. Obezitede ayrica serum
SHBG diizeyinde azalma da goriiliir ve bununla iliskili olarak serum total testosteron
konsantrasyonunda azalma olur. laveten serum serbest testosteron konsantrasyonu da,
SHBG’ deki degisiklikten bagimsiz olarak viicut agirh@g ve VKI ile ters iliskili olarak
azalabilmektedir (Hammoud 2006). Ayrica sperm kalitesinin de VKI ile ters iliskili
olabilecegi bildirilmistir (Kort 2006).

2.2.2.2. Erkek infertilitesinde Tedavi Yontemleri

Erkek infertilitesinde tedavi yontemleri etiyolojiye gore 3 ana baslikta Ozetlenebilir

(Fertility 2013).

e Medikal tedavi: Gonadotropinler, androjenler, anti - Ostrojenler, bromokriptin, alfa
blokdrleri, mast hiicre blokorleri, kortikosteroidler, antibiyotik ve antioksidanlari igeren

ilaglar kullanilabilir.
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e (Cerrahi tedavi: Obstriiktif azospermilerde gerekli olabilir.
e Yardimci iireme tedavileri: In vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

gibi yontemler uygulanabilir.

2.3. OBEZITE ILE ERKEK INFERTILITESI ILISKIiSi

Kadinlarda obezitenin, gebelikte oosit degisiklikleri ile birlikteligi ve bunun sonucunda
embriyo gelisimini olumsuz etkilemesi, son 5 - 10 yilda yapilan ¢ok sayida ¢alismada
gosterilmistir (Pinborg 2011). Oysa ki obez erkek partnere bagli embriyo gelisiminde ve
gebelikte gozlenen degisikliklerin degerlendirmesi yalnizca son 2 - 3 yildir arastirilmaya
baslanmigtir. Artan kanitlara dayanarak, su an icin erkek obezitesinin; fertilite azalmasi,
gebelik kayiplar1 ve embriyo gelisiminin olumsuz etkilenmesinde; annesel obezite ile

hemen hemen esit diizeyde sorumlu oldugunu séylenmektedir (Palmer 2012a).

Obezitenin erkek fertilitesi lizerine etkilerinin, kadin infertilitesi iizerine etkileri
kadar net olmadig ifade edilmistir (Katib 2015). Bu konuda bazi hipotezler bulunmaktadir.
Birincisi obeziteye bagli artmis oksidatif stres ve reaktif oksijen radikalleri nedeniyle
sperm miktar ve kalitesinde diisme olmasidir. Ikincisi obeziteye bagl artan suprapubik ve
skrotal yag dokusunun testis sicakligini yiikselterek spermatogenezi bozmasidir (Kasturi
2008). Ayrica obezlerde yiiksek oranda goriilen uyku apne sendromu nedeniyle,
spermatogenezde gerekli olan noktiirnal testosteron yiikselmesi de engellenmektedir
(Martini 2012). Son olarak obezlerde artmis bulunan leptin diizeylerinin, testislerde tespit
edilen reseptorleri aracilifiyla leydig hiicrelerinden testosteron salinimini azaltarak
hipotalamo — hipofizer - gonadal (hypothalamic — pituitary - gonadal) (HPG) aks1 bozmasi

da 6nemli bir mekanizma olarak ifade edilmistir (Pinilla 1999).

Obeziteye bagli gelisen bir baska durum artmis yag dokusuna bagli aromataz enzim
miktarinda artis olmasi ve nihayetinde testosteronun Ostrojene periferik doniigiimiiniin
artmasidir. Artan bu Ostrojen nedeniyle spermatogenez bozulabilmekte, HPG aks1 inhibe

olmakta ve sekonder hipogonadizm gelisebilmektedir (Palmer 2012a).

Deneysel bir ¢alismada yiiksek yagli diyetin testosteron diizeyleri iizerine etkisine
bakilmis ve farelerde 10 hafta siire ile yiiksek yagli diyetle beslenme sonucunda serum
testosteron diizeylerinde anlamli diigiikliik saptanmis, sonrasinda 8 hafta siire ile normal

diyete gecilmesiyle hormon diizeylerinin normale dondiigli gézlenmistir. Ayn1 ¢alismada
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diyet ve / veya egzersize bagl sperm hareketliligi, morfolojisi ve sperm DNA hasarinda

iyilesme de gozlenmistir (Palmer 2012b).

Benzer sekilde insan ¢alismalarinda da erkek obezitesine bagli total testosteron,
serbest testosteron ve SHBG diizeylerinde anlamli diisiikliik gézlenmistir (Morrison 2014).
Uzun siiregli ve 942 kisi katilimli bir ¢alismada 9 yillik takipte, bel ¢evresi ve VK{ ile total
testosteron, serbest testosteron ve SHBG diizeylerinin ters korele oldugu gozlenmistir

(Derby 2006).

Yapilan ¢alismalarda toplam 13 bin erkege ait veriler degerlendirilmis, asir1 kilolu
ve obez erkeklerde azospermi ve oligospermi oranlart normal kilolu erkeklere gore anlamli

oranda yiiksek bulundugu bildirilmistir (Sermondade 2013).

Obezite, sperm konsantrasyonunda azalmaya ilaveten ayrica sperm DNA
biitlinliigiinii de olumsuz yonde etkilemektedir. Obeziteye bagli erkek infertilitesinde
sperm normal morfolojisi ve motilitesi iizerine ise belirgin etki goriilmemektedir. Dolayist
ile obez erkeklerde infertilite aragtirmasinda spermiyogramin faydasi kisithi kalmaktadir
(Palmer 2012a). Deneysel hayvan calismalarinda diyetsel obez farelerde normal kilolu
farelere gore sperm hareketliliginde azalma gozlenmistir (Chavarro 2010, Palmer 2012a).
Yapilan caligsmalarda diyet ve egzersiz tedavisi ile sperm hareketliliginde artis, anormal
sperm kuyruk morfolojisinde azalma ve DNA hasarinda azalma bildirilmistir (Palmer
2012b). Ancak kilo kaybinin erkek infertilitesini azalttig1 ya da iyilestirdigine dair bilgiler
heniiz aciga kavusmamistir (Morrison 2014). Yine bazi deneysel hayvan caligmalarinda,
artmis skrotal sicakliga bagli spermde DNA hasari, azalmig canlilik oran1 ve nihayetinde

embriyo kalitesinde olumsuz etkilenme gosterilmistir (Morrison 2014).

Obezitenin bir baska olumsuz o6zelligi gelecek nesillere yansiyan etkilerinin
olmasidir. Obezitede, sperm molekiiler yapisinda gozlenen degisikliklerin mekanizmasi
heniiz bilinmese de, ¢esitli calismalarda obez babaya sahip yavrularin spermlerinde DNA
metilasyonu, histon asetilasyonu, kodlanmayan RNA igeriginde degisiklikler gibi
epigenetik modifikasyonlar gozlenmistir (Youngson 2011, Palmer 2012a). Ayrica
caligmalarda obez ve normal kilolu erkekler arasinda sperm proteomik profillerinin de
farklilik  gosterdigi bildirilmistir (Palmer 2012a). Diyetsel obez erkek kemirgen
modellerinde de ilk yavrularda hem metabolik hem de reprodiiktif 6zelliklerde bozulma

gbzlenmistir (Palmer 2012a).
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Sonug olarak erkek obezitesine bagli HPG aksinda bozulma, skrotal sicaklikta artis,
sperm gelisimi, morfolojisi ve fonksiyon bozuklugu, erektil disfonksiyon, noktiirnal LH ve
testosteron saliniminda azalma gibi nedenlerle fertilite olumsuz etkilenebilmektedir.
Ayrica obez babaya sahip olunmasi ile dogacak yavrularin saghgi da olumsuz

etkilenebilmektedir.

Obezite ve erkek infertilitesinin kompleks patofizyolojisi ve tedavisine ait
hormonal, mekanik ve psikososyal yonleri arastiran yeni ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir

(Stokes 2015).

2.4. YAG ASIiDi BAGLAYICI PROTEINLER (FABPs)

Yag asidi baglayict proteinler (fatty acid binding proteins) (FABPs) hemen biitiin
hiicrelerden ¢ok miktarda salgilanan 14 - 15 kilodaltonluk sitoplazmik proteinlerdir (Storch
2008). Bu proteinler hiicrelerde lipid trafigini diizenleyen bir grup molekiildiir ve
metabolik ve inflamatuar yolaklarla giiclii bir sekilde iliskilidirler (Furuhashi 2008).
FABPs; doymus ve doymamis uzun zincirli yag asidleri, eikozonoidler ve diger lipidler
gibi hidrofobik ligandlara yiiksek afinite ile geri doniisiimlii olarak baglanmaktadir. Ancak
FABPs’ nin kesin biyolojik fonksiyonlari ve etki mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir. Hiicre kiiltliri ¢aligmalarinda, yag asitlerinin hiicre icine alimu,
depolanmasi ve hiicre disina verilmesinde FABPs' nin potansiyel etkilerinin oldugu ortaya
konmustur (Furuhashi 2008). Yiiksek hizda yag metabolizmasina sahip olan karaciger, yag
ve kas dokusu gibi dokular yag asidi alinimina ve kullanimina paralel olarak yiiksek
FABPs diizeylerine sahiptirler (Storch 2008) Son zamanlarda, hiicre kiiltlirleri ve deney
hayvanlar ile yapilan caligmalarla, FABPs' nin metabolik ve immiin cevap yolaklar ile
iliskisi ve lipid aracili siireglerdeki 6nemi gosterilmistir. Hiicrelerin ¢ogunda FABPs igerigi
genellikle yag asidi metabolizmasinin hizi ile iliski gostermektedir (Furuhashi 2008, Storch
2008). Yag asidlerinin proteinlerden hiicrelere transferi icin, bir ara basamak olarak
FABPs' nin membran ile fiziksel temas kurmasi gerekmektedir. FABPs ¢ogu ligandin
membrandan direkt kontakt ile almaktadir (Storch 2008).

FABPs ayn1 zamanda yag asitlerinin eikozanoid ara bilesiklere doniistiiriilmesinde
ve lokotrienlerin stabilizasyonunda da gorev almaktadir. Ayrica adipositlerdeki hormon
sensitif lipaz (hormone sensitive lipase) (HSL) aktivitesi ile FABP4 arasinda direkt
etkilesim de rapor edilmistir (Furuhashi 2008). FABPs' den yoksun fare modelleri
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olusturulmadan 6nce FABPs' nin hiicre biyolojisi ve kompleks sistemlerdeki lipid
metabolizmasi iizerine olan spesifik etkileri tam olarak bilinmemekte idi. Bu ¢alismalarda,
FABPs, ozellikle de FABP4' {in farmakolojik inhibisyonu veya FABP4 genetik nakavt
modelleri metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarda tedavi hedefi olarak yeni olanaklar

acmustir (Furuhashi 2008, Kralisch 2013).

2.4.1. FABPs Yapisi, Fonksiyonlar ve Ligand Afinitesi

FABPs, hiicrede spesifik kompartmanlara lipid transportunda rol oynarlar (Furuhashi 2008,
Storch 2008). Genel olarak FABPs’ nin spesifik ligand selektiviteleri yoktur, afiniteleri
genellikle ligand hidrofobisitesi ile koreledir. Yag asidinin hiicre zarindan gegebilmesi i¢in
ligand giris ve c¢ikis1 sirasinda konformasyonel degisikliklere ugrayan ve portal bolge
olarak adlandirilan iki tane bolgeleri vardir. Hafif eliptik bir beta figis1 seklinde katlanirlar
(Furuhashi 2008). Yag asitleri i¢ kavitede bulunan ligand baglayici boslukta tasimnir
(Furuhashi 2008). FABPs’ nin birgogu karboksilat grubu ice dogru yonelmis olan tek bir
yag asidi tasir (Storch 2008). Ligand baglanmamis proteinlerin portal bolgelerinde ligand
bagli proteinlere gore farklihk goriilmiistiir, bu da ligand giris ¢ikis1 sirasinda
konformasyonel degisiklikler oldugunu diisiindiirmektedir (Storch 2009). Yapisi en iyi
tanimlanmis izoform olan FABP4’ de potansiyel fonksiyonel domain, bir niikleer
lokalizasyon sinyali ile onun diizenleme bdlgesini, niikleer eksport sinyalini ve HSL

baglanma bolgesini igerir (Gillilan 2007).

FABPs esliginde hiicrelerde gergeklesen yag asidi trafigi sekil 3' te gosterilmistir.

Sekil 3. Hiicre i¢i ve kompartmanlarinda yag asidi trafigi (Furuhashi 2008).
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FABPs, hiicrede spesifik kompartmanlara lipid transportunda rol oynarlar. Lipidler
depolanmak i¢in lipid damlaciklarina, sinyal iletimi ve membran sentezi i¢in endoplazmik
retikuluma, oksidasyon i¢in mitokondri veya peroksizoma, enzim aktivitelerini
diizenlemek i¢in sitozole, lipid aracili transkripsiyonel kontrol i¢in niikleusa ve otokrin
veya parakrin sinyal iletimi i¢in hiicre disina yonlenirler (Furuhashi 2008). FABPs yag
asitlerinin alimini ¢esitli yollarla hizlandirirlar. Yag asitlerinin sivida ¢oziintirliigiinii
kuvvetlendirerek membranlardan ayrilma hizin1 veya ¢ift kath fosfolipid tabakasiyla direkt
iliskiye gegerek yag asitlerinin alict membranlara transferini arttirirlar (Chmurzynska

2006).

2.4.2. FABPs Siniflari
Ik kez 1972°de kesfedilen FABPs’ nin dokuz tipi tanimlanmustir (Furuhashi 2008).

Tablo 8' de FABPs ailesi ve eksprese olduklari major dokular gosterilmistir.

Tablo 8. FABPs ailesi (Furuhashi 2008, Storch 2008)

GEN ADI ALTERNATIF ADLARI EKSPRESE OLDUGU DOKULAR

FABP1 (Liver FABP) L - FABP Karaciger, barsak,pankreas,bobrek,
akciger, mide

FABP2 (Intestinal FABP) I-FABP Barsak, karaciger

FABP3 (Heart FABP) H - FABP Kalp, iskelet kasi, beyin, bobrek,

akciger, mide, testis, aorta, adrenal
bez, meme, plasenta, over,
kahverengi yag dokusu

FABP4 (Adiposit FABP) A - FABP, aP2 Adiposit, makrofaj, dentritik
hiicreler
FABPS (Epidermal FABP) E - FABP Deri, dil, adiposit, makrofaj,

dentritik hiicreler, meme, beyin,
barsak, bobrek, karaciger, akciger,
kalp, iskelet kasi, testis, retina,

lens, dalak
FABP6 (Illecal FABP) I - FABP Ileum, over, adrenal bez, mide
FABP7 (Beyin FABP) B - FABP Beyin, glia, retina, meme
FABP8 (Myelin FABP) M - FABP Periferik sinir sistemi, schwann
hiicresi
FABP9 (Testis FABP) T - FABP Testis, tiikriik bezi, meme
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2.4.3. FABP4

FABP4 primer olarak yag dokusundan, ayrica daha az miktarda ve 6zel durumlara cevaben
makrofajlar ve brons epitelinden eksprese olan kiiciik lipid baglayici proteindir (Furuhashi
2008, Hotamisligil 2015). Adipositler; makrofajlardan ¢cok daha fazla FABP4 eksprese
etmektedirler. FABP4 ekspresyonu; adiposit farklilasmasinin bir gostergesi olarak insulin,
yag asitleri, deksametazon ve peroksizom proliferator aktiveli reseptor gama (peroxisome
proliferator activated receptor gamma) (PPARY) aktivasyonu tarafindan artirilmaktadir.
Genetik fare modellerinden elde edilen kanitlara gére PPARY direkt olarak FABP4 gen
ekspresyonunu artirirken, FABP4 ise PPARy aktivitesini azaltmaktadir (Hotamisligil
2015). FABP4 ayrica HSL ile etkileserek katalitik aktivitesini modiile etmektedir. Bunun
disinda ¢ - Jun N terminal kinaz (¢ - Jun N terminal kinase) (JNK) / inhibitér kappa B
kinaz (inhibitory of kappa kinase) (IKK) yolagi yoluyla inflamatuvar bir¢ok sinyal agina
entegre olmaktadir. Yag asidi girisini diizenlemenin yaninda FABP4, uzak hedef dokularda
etki eden adiposit lipid hormon {iretiminin kontrolinde de onemli rol oynamaktadir

(Furuhashi 2008).

FABP4' {in ana {retim yeri adipositler olmakla birlikte, dolasimda da tespit
edilebilir. Endoplazmik retikulum - golgi bagimli yolak proteinlerin hiicreden
salimimindaki klasik yoldur. FABP4' iin ise bu klasik yoldan bagimsiz mekanizmalarla
dolasima salindig1 diisiiniilmektedir. Yakin zamanda FABP4' {in adipositlerde HSL aracili
lipolizi indiikledigi ve lipoliz esnasinda adipositten salindigi gosterilmistir. Ayrica
mikrovezikiil aracili salinim ve hiicre i¢i kalsiyum artisina cevaben salmimi da

gosterilmistir (Furuhashi 2015).

Makrofajlarda ise FABP4; IKK / niikleer faktor kappa B (nuclear factor kappa B)
(NF - kB) yolagi ile proinflamatuar etkisinin yaninda PPARY inhibisyonuna da neden olur.
Farelerde FABP4 yoklugunda makrofajlarda bir¢ok proinflamatuar sitokin (tiimér nekrozis
faktor alfa (tumor necrosis factor alpha) (TNFa), interlokin 1 - beta (interleukin 1 beta)
(IL1B), interlokin 6 (interleukin 6) (IL6), monosit kemoatraktant protein - 1 (monocyte
chemoattractant protein - 1) (MCP - 1) ve proinflamatuvar enzimlerin (indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (inducible nitric oxide synthase) (iNOS), siklooksijenaz - 2 (cyclooxigenase -

2) (COX - 2) iiretiminin ve fonksiyonunun azaldigi saptanmistir. Ancak insanlarda elde
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edilen ¢aligmalarda buna uygun sonuglarin elde edildigi calisma sayis1 daha azdir (Bourlier

2009).

FABP4 makrofajlarda kolesterol akisini “PPARY / liver X receptor - o (LXR - a) /
ATP binding cassette transporter A1” (ABCA1) yolaginin inhibisyonu ile diizenlemekte ve
kopiik hiicre olusumuna katki saglamaktadir. FABP4 eksikligi olan farelerde ise
makrofajlardan kolesterol ¢ikisinin arttigi gosterilmistir (Makowski 2005).

Genetik olarak FABP4 yoksun modellenmis farelerde, genetik obezite ve diyete
bagli obezite durumunda, hiperinsiilinemi ve insiilin direnci durumlarinin azaldig
gosterilmistir (Furuhashi 2008). Ayrica FABP4 eksikligi olan farelerden elde edilen
adipositlerde lipoliz etkinliginin azaldigt hem in vivo ve hem de in vitro olarak
gosterilmistir. Bu etkinin, FABP4’iin HSL' yi baglama ve aktive etme yeteneginden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir, ancak heniiz kanitlanmamistir (Scheja 1999). Makrofaj
hiicre kiiltiirlerinde gerceklestirilen bir calismada kolesterol diisiiriicii ajanlardan olan
statinlerin FABP4 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Llaverias 2004). Hayvan
caligmalarinda; yiikksek FABP4 diizeylerinin metabolik ve inflamatuar yolaklarda
diizenlemeler araciligiyla metabolik sendrom, kronik inflamasyon ve obeziteyle iliskili
olabilecegi bildirilmistir (Reinehr 2007). FABP4 eksikliginde ise TNFa, IL1B, IL6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin ve iNOS ve COX-2 gibi proinflamatuar enzimlerin iiretiminin

baskilandigi bildirilmistir (Furuhashi 2008).

Viicutta artmis yag asitleri genelde, obezite ve insiilin direnci ile pozitif koreledir.
Ancak paradoksik olarak FABP4 eksikligi olan fare modellerinde artmis yag asitlerine
karsin insiilin duyarhiliklarinda da artma goriilmiistiir. Bu gézlem, mevcut dogma ile
celigkilidir ve metabolik sendromda yag asitlerinin  roliiniin  anlasilmasim
giiclestirmektedir. Burada oOne siiriilen mekanizmaya gore; obezitenin zararl etkilerine
sebep olan durum total viicut yag miktarindan ziyade, yag asitleri ve derivelerinin hiicre
icinde ve viicutta dagilim profili ile cok daha yakindan iligkilidir denmektedir (Furuhashi
2008). Wang ve ark. yaptiklar1 calismada pimozid adli antipsikotik ilaca bagli adipogenez
artis1 ve asir1 kilo aliminin sebebini aragtirmiglar ve bu sayede pimozidin FABP4 inhibe

edici 6zelligini kesfettiklerini bildirmislerdir (Wang 2015).
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2.4.3.1. FABP4’ iin Tedavide Kullanimi

FABP4 fonksiyonunu modifiye eden veya FABP4 etkinliini azaltan farmakolojik
ajanlarin gelistirilmesi, lipid sinyal yolaklarinin, inflamatuvar cevaplarin ve metabolik
regiilasyonun doku veya hiicre spesifik kontroliinii saglar ve bu sayede ¢coklu endikasyonu

olan yeni ilag siniflart olusturulabilir (Furuhashi 2008).

Yapilan calismalarda; sentetik FABP4 inhibitérii kullanilarak insiilin direnci,
diyabet, yagl karaciger ve ateroskleroz gelisimine kars1 terapdtik etki saglanabilecegi
gosterilmistir (Furuhashi 2007). Oral olarak uygulanabilen bir molekiil olan BMS309403,
FABP4’ iin giiclii ve selektif yarigmali inhibitdriidiir. Makrofajlarda FABP4 inhibisyonu
ile, kolesterol ester birikimi engellenerek makrofajlarin kopiik hiicrelerine dontigiimiiniin
azaltildig1 bildirilmistir (Roden 2007, Furuhashi 2008). Ayrica IL1B, IL6, MCP - 1 ve
TNFa gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimini da azalttig1 saptanmistir (Roden 2007).
FABP4’ iin inhibisyonu; genetik veya diyetsel obeziteli ve diyabetli fare modellerinde
glukoz metabolizmasini diizeltmis ve insiilin duyarhilifini arttirmistir. Bunun &tesinde
insiilin direnci ve obezitesi olan transgenik fare modellerinde yagh karaciger infiltrasyonu
ve obezite ile iligkili inflamatuar mediyatorlerin ekspresyonlarinda azalma saglanmistir
(Roden 2007, Furuhashi 2008). Bir baska calismada deneysel obeziteli ve ateroskleroz
gelisimli farelerden transgenik FABP4 yoksun grupta obez ve aterosklerozlu kontrol
grubuna gore proksimal aortada aterosklerotik lezyon capinda % 66 civarinda kiigiilme
gozlenmistir (Makowski 2001). Bu calismayla uyumlu olarak BMS309403 adli FABP4
spesifik inhibitorii uygulanan deney farelerinde ise aortada aterosklerotik lezyon ¢apinda %

50’den fazla kii¢iilme gézlenmistir (Furuhashi 2007).

FABP4 yoksunlugu oOnemli olarak 2 major metabolik silireci iyi yonde
etkilemektedir. Birincisi yag dokudan azalmis non esterifiye yag asidi (non esterified fatty
acid) (NEFA) salimimi ve ikincisi de dokularda yag asitleri yerine glukoz kullaniminin
artisidir (Baar 2005). Obezitede komplikasyon gelisiminin (insiilin direnci, Tip 2 diyabetes
mellitus vb) artmis yag kiitlesinden ziyade uzun zincirli serbest yag asitleri gibi lipid
molekiiller nedeniyle olabilecegi ifade edilmistir (Uysal 2000). Diyetsel obez farelerde
genetik ve farmakolojik olarak FABP4 inhibisyonunun yapildigi ¢alismalarda; FABP4

inhibisyonunun kilo alimini azaltici yonde etkisinin olmadigl ya da aksine kilo alimim
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artirdigi, bununla birlikte insiilin direnci, Tip 2 diyabetes mellitus ve ateroskleroz gibi

obeziteye bagli komplikasyonlarin gelisimini ise azalttig1 gosterilmistir (Yang 2011).

Calismamizda; obezitenin sik karsilasilan bir komplikasyonu olan erkek fertilite
bozukluguna etkilerini BMS309403 adli ilag iizerinden arastirmay1 amacgladik. FABP4' iin
kendisinin veya BMS309403 adli ila¢ ile inhibisyonunun, bu saglik sorunu iizerine
etkilerini arastiran bir ¢alismaya rastlayamadik. Ilacn su ana dek kardiyak miyosit

kiiltiirleri disinda birgok dokuya olas1 yan etkileri de heniiz ortaya konulmamaistir.

Izole edilmis rat kalp dokularinda BMS309403 etkisinin arastirildign calismada,
BMS309403 uygulamasi ile kardiyak kontraktilitenin azaldigt ve bunun
elektrokardiyografi  (electrocardiography) (ECG) etkilenmeksizin, elektromekanik
disosiyasyonla gergeklestigi gozlenmistir. Bunun sonucunda BMS309403' {in in vitro akut

bir kardiyak depresan oldugu ifade edilmistir (Look 2011).

2.5. APOPTOZIS, BCL - 2, BAX PROTEINLERI VE TUNEL YONTEMIi

Apoptozis ve nekroz hiicre liimiiniin iki farkli formudur. Nekroz ¢cogunlukla bir travma
sonucu meydana gelir ve olusturdugu inflamatuvar yanit ile ¢cok sayida hiicreyi etkiler
ayrica hiicrenin sismesine ve membran riiptiiriine neden olur (Anzar 2002). Apoptozis veya
programlt hiicre 6liimii ise, daha az sayida hiicrede meydana gelen ve inflamatuvar bir
cevap ortaya cikarmadan hiicrenin dokudan temizlendigi, bir dizi morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklerle karakterize olan hiicre Oliimiiniin 6zel bir formudur (Shen
2002). Bu degisiklikler, kromatin yogunlagsmasi ve fragmantasyonu, sitoplazmik
organellerin yogunlagmasi, mitokondriden sitokrom ¢’ nin salinmasi, reaktif oksijen
radikallerinin iiretimi, endoplazmik retikulumun dilatasyonu ve hiicre voliimiiniin
azalmasini igerir. Daha sonra hiicre apoptotik parcalara ayrilir ve bu parcalar makrofajlar

tarafindan temizlenir (Aziz 2007).

Ekstrinsik ve intrinsik olmak {izere iki farkli ana apoptotik yolak vardir. Diger ilave
yolaklar ise apoptozu granzim A / B yoluyla indiikleyen perforin / granzim yolag1 ve
genotoksik ve nongenotoksik stres ile indiiklenen P53 yolagidir (Shaha 2010). Biiyiime
faktorleri diizeyinde geri ¢ekilme, DNA hasari, Fas ligand baglanmasi, 1s1, radyasyon,
kemoterapoétik ilaglara maruziyet gibi apoptozisi tetikleyen bir¢ok faktor bilinmektedir. Bu
tetikleyicilerin hepsi apoptozla sonuglanan kaspaz sistemini aktive ederler. Baz1 genler

apoptozisin baslangi¢ fazim1 kontrol ederler. Ornegin Bel gen ailesi hiicreleri apoptozise
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kars1 korurken, Bax gen ailesi bunun tersi yonde etki gdsterir. Kaspaz ailesinden

proteazlarin aktivasyonu, hiicre proteinlerinde yikilmaya neden olur (Van Engeland 1998).

Bax ve Bcl - 2' nin her ikisi de intrinsik apoptoz yolaginda yer alan mitokondriyal
zar gecirgenligi lizerine etki ederler. Bax proteinin de yer aldig1 Bax gen ailesi iiyeleri bu
gecirgenligi artirarak apoptozu artirict etki  gosterirken, Bel - 2 proteini ise zar

gecirgenligini azaltarak apoptozdan koruyucu etki gosterir. (Dejean 2010).

Tunel yontemi, apoptoz veya farkli nedenlerle hiicrelerde DNA biitiinliigiiniin
bozulmasinin degerlendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Yontemde kullanilan
Terminal deoksiniikleotidil transferaz (terminal deoxynucleotidyl transferase) (Tdt) enzimi
DNA zincirinde kirik olan bdlgeleri tanimakta ve isaretli niikleotitleri bu bdlgelere
eklemektedir. Degerlendirmede rastgele se¢ilen 100 hiicrede apoptoz varlig1 taranmakta ve
apoptotik indeks (AI) (Al = Toplam apoptotik hiicre sayis1 / 100) hesaplanmaktadir. Erkek
infertilitesinin degerlendirilmesinde de dnemli bir yontem olacag: diistiniilmektedir (Ribas

2013, Yan 2015).

Spermatogenezis, spermatogonialarin mitotik boliinmesi, spermatositlerin mayotik
boliinmesi, spermatidlerin morfolojik diferansiyasyonu ve maturasyonu ve sonu¢ olarak
sperm formasyonunun olusmasini igeren dinamik bir siirectir (Shen 2002). Apoptozis
normal spermatogenezis siirecinde genetik olarak defektif hiicrelerin eliminasyonunda
onemli rol alir. Diger taraftan normal apoptozis siirecinde bozulmanin erkek infertilitesi ile
yakindan  iligkili  oldugu  saptanmistir. Normal  spermatogenezisi  olanlarla
karsilagtirildiginda azospermi ve oligospermisi olan erkeklerin testis dokusunda apoptotik
germ hiicrelerine daha ¢ok rastlanmasi ve testikiiler yetmezligi olan infertil hastalarin testis
biyopsisinde daha yiliksek apoptozis oranlari goriilmesi bunu desteklemektedir (Lozano
2009). Ayrica defektif germ hiicrelerinin apoptozis ile segilerek elenmesinde meydana
gelen bir yetersizlik de semende anormal sperm sayisinda artisa ve fertilitede azalmaya
neden olmaktadir. Infertil erkeklerin ejekulatlarinda apoptotik sperm oranlar1 daha yiiksek

bulunmaktadir (Anzar 2002).

Apoptoz parametrelerinin klinik pratikteki prognostik giicleri halen belirsizdir.
Ancak agikar olarak bu belirtecler infertil erkeklerden elde edilen ejakiilatlarda fertil
erkeklerden elde edilen ejakiilatlara gore anlamli diizeyde yiliksek oranda bulunmaktadir

(Zorn 2012).
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Erkek ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada diyetsel obeziteye bagli ratlarin
testislerinde spermatogenezin bozuldugu ve apoptozun artmis oldugu goézlenmistir.
Calismada testis dokularinda hem immiinhistokimyasal hem de polimeraz zincir
reaksiyonu ile bakilan antiapoptotik etkili Bcl - 2 diizeyleri istatistiksel anlamli olarak
azalmis, proapoptotik etkili Bax diizeyleri ise istatistiksel anlamli olarak artmis

bulunmustur (Chen 2011).

2.6. JOHNSON SKORLAMASI

Spermataogenezin kantitatif sekilde degerlendirilmesi amaciyla, Jonhson tiibiiler biyopsi
skoru kullanilabilmektedir. Bu skorlamaya gore seminifer tiibiiliin i¢indeki hiicrelerin
dagilimi, belli bir sira takip ederek progresif bir sekilde kaybolur. En olgun hiicre tipi olan
spermatozoa iskemiye en duyarli olup, dejenere olan ilk hiicredir. Bunu spermatidler,
spermatositler, spermatogoniumlar ve en sonunda sertoli hiicrelerinin kaybi izler (Johnson

1980). Tablo 9' da bu skorlama gosterilmistir.

Tablo 9. Johnson skorlamasi (Johnson 1980, Gencoglan 2011).

Skor 1 Tiibiiler kesitte germ hiicresi veya sertoli hiicresi yok.

Skor 2 Germ hiicresi hi¢ yok, sadece sertoli hiicresi mevcut.

Skor 3 Germ hiicresi olarak sadece spermatogonia mevcut.

Skor 4 Sadece birkag spermatosit (< 5) mevcut; ancak spermatozoa ve spermatid yok.
Skor 5 Spermatozoa ve spermatid yok, fakat ¢ok sayida spermatosit mevcuttur.

Skor 6 Hi¢ spermatozoa yok, sadece birka¢ spermatid mevcut (< 5 - 10).

Skor 7 Hi¢ spermatozoa yok, ancak bir¢ok spermatid mevcut.

Skor 8 Sadece birka¢ spermatozoa mevcut (<5 - 10).

Skor 9 Cok sayida spermatozoa mevcut ancak spermatogenezis disorganize.

Skor 10 Komplet spermatogenezis ve miikemmel tiibiiller.
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2.7. TOTAL TESTOSTERON

Testosteron kolesterolden sentezlenir. Leydig hiicrelerinde 3 ana kolesterol kaynagi vardir:
1 - Eksternal olarak kan lipoproteinlerinden gelen kolesterol.

2 - Asetattan de novo olarak sentezinden gelen kolesterol.

3 - Lipid damlaciklarinda depolanan kolesterol esterlerinden gelen kolesterol.

Bu ii¢ yolla elde edilen kolesterol mitokondriye taginir. Desmolaz enzim kompleksi
tarafindan 27 karbonlu kolesterol, 21 karbonlu pregnanolona doniistiiriiliir. Pregnanolon
diiz endoplazmik retikuluma tasinir ve burada ilave doniistimlerle testosteron olusumu
saglanir. Testosteron daha sonra interstisyel sahaya salgilanir. Eriskin insanda giinde 5 mg
testosteron salgilanir. Salgilanan hormon hem kana hem de lenf sivisina geger. Normal
eriskin erkekte dolagimdaki major serum androjeni testosterondur ve % 95 oraninda
testislerde iiretilir. Adrenalden kaynaklanan androstenedion gibi diger steroidler periferal
metabolizma ile testosterona ¢evrilebilse de, bunlar tiim plazma testosteron iiretiminin %
5’ inden daha azini olusturur. Insan plazmasindaki testosteronun % 2’ sinden daha azi
serbesttir ve geriye kalan % 98’ 1 degisik tipte ¢esitli plazma proteinlerine baglidir. Steroid
baglayan plazma proteinleri, insan serum albumini, SHBG ve transkortinden olusur.
Normal erigkin erkekte plazmadaki testosteronun % 44 -65° i SHBG’ ye baglanir ve
% 33 - 50’ si insan serum albumini ile baglanir. % 1° inden az1 ise transkortine baglanir.
Plazmadaki serbest testosteron prostat tarafindan alinip, dihidrotestosterona metabolize
edilmeye ya da karaciger veya barsak tarafindan aliip esas olarak 17 ketosteroidlere
doniistiiriilmeye elverislidir. 17 ketosteroidler gibi metabolik androjenler, suda ¢6ziinen 16
glukuronid ya da siilfat konjugatlar olarak idrara sekrete edilir. Sadece kiiclik bir miktar

testosteron metabolize olmadan idrara atilir (Ye 2011, Tietz 2012).

2.8. SHBG

SHBG; steroid hormonlarinin plazma proteinlerine baglanmasi onlarin taginmasi, dagilimi
ve biyolojisinde énemli bir rol oynamaktadir. Insan plazmasinda bu hormonlar genellikle
SHBG ve kortikosteroid - baglayici globulin gibi spesifik bir steroid hormon baglayici
proteinlere baglanmaktadir. Sadece ¢ok kii¢iik bir fraksiyonlar1 baglanmamaktadir (Hryb
1990).
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SHBG karacigerde liretilen ve salinan bir plazma glikoproteinidir (Hoppe 2010).
SHBG seks steroidlerini yiiksek afinite ile baglayan, dolayisiyla serbest form miktarlarini
ve hedef hiicrelere ulasimini diizenleyen bir plazma glikoproteinidir (Hoppe 2010). Insan
SHBG’si kanda esasen testosteron ve Ostradiolii tasimaktadir. SHBG’nin kan
konsantrasyonlart bu seks steroidlerinin metabolik klirensinin ve hedef dokuya
ulasmalarimin esas belirleyicisidir. Olgiimleri, dolasimdaki proteine bagli olmayan serbest
seks steroidlerinin miktarlarinin tahmin edilmesi icin bir imkan saglamaktadir (Hogeveen

2002).

Anormal olarak diisiik serum SHBG seviyeleri obezitede ve polikistik over
sendromlu kadinlarda siklikla goriilmektedir. Serum SHBG seviyeleri ayrica Tip 2 diyabet

ve koroner arter hastaligi olanlarda da azalmistir (Hogeveen 2002).

SHBG, diizlemsel yapida olan ve bir 178 hidroksi grubu olan 5o -
dihidrotestosteron, testosteron, 17 - Ostradiol ve androstenediol gibi seks steroidlerini
yiikksek afiniteyle baglar. 5o - dihidrotestosterona afinitesi testosterondan 3 kat, 178 -
Ostradioldan 8 kat daha fazladir. Seks steroid baglama bdlgesinin yakinindaki ¢inko
baglama bdlgesi, ¢inkonun spesifik olarak Ostradiole baglanmayi inhibe etmesinden dolay1

testosteron ve Ostradiol icin SHBG afinite farkliligini agiklayabilir (Hoppe 2010).

2.9. INHiBIiN B

Inhibin B, transforming growth factor beta (TGF - beta) protein ailesine ait kompleks
protein yapida bir molekiildiir (Kingsley 1994). Testiste esasen sertoli hiicrelerinde
tiretilmektedir. Spermatogenezin saglikliligi hakkinda fikir veren ve dilirnal degisimi
testosterona oldukca yakin seyreden bir proteindir. Testikiiler voliim ve sperm sayisi ile
inhibin B diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bildirilmistir. Sertoli hiicrelerinden FSH
salinimini negatif geri bildirim ile inhibe etmektedir (Meachem 2001). Inhibin B erkek
fertilitesi ve spermatogenez fonksiyonunun bir gostergesi olarak kullanilabilir. Fertil
erkeklerde ortalama serum konsantrasyonu infertil erkeklere gore oldukca yliksektir
(Myers 2008). Obez erkeklerde fertilite agisindan hormonal profile bakildiginda total
testosteron, gonadotropinler, SHBG ve Inhibin B' nin her birinin normalden diisiik diizeyde

oldugu goriilmiistiir (Martini 2012).
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2.10. SERBEST ANDROJEN INDEKSI (FAI)

FAI, biyoaktif serbest dolagan testosteron diizeyleri hakkinda bir gosterge elde etmek
amaciyla tanimlanmis olup 100 x [total testosteron (nmol / L)] / [SHBG (nmol/L)] seklinde
bir formiil ile hesaplanmaktadir (Ho 2006). Brannian ve arkadaglarinin gerceklestirdigi
calismada FAI' nin hem erkek hem kadinlarda serbest testosteron diizeyleri ile iyi uyum

gosterdigi bulunmustur (Brannian 1998).
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3. MATERYAL - METOD
3.1. MATERYAL

3.1.1. Vakalarin Olusturulmasi, Gruplama ve Deneysel Uygulama ile Tlgili Hususlar

Necmettin Erbakan Universitesi (NEU) Kombassan Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi’ nden 14.11.2014 tarih ve 2014 - 057 sayili etik kurul onayi ile deneysel ¢alisma
icin izin alindi. Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) koordinatorliigli tarafindan maddi
destegin saglanmasini takiben 151518004 proje no lu ¢alismaya baslandi. Calismamiz, 9
haftalik yasa sahip ve 16 - 19 gram agirliklarda olan toplam 56 adet erkek Balb / ¢ cinsi
fare iizerinde gergeklestirildi. Farelerin rutin bakim ve takipleri diiirnal 151k sartlarinda (12
saat aydinlik, 12 saat karanlik) gergeklestirildi. Caligsma siiresince fareler her kafeste 7 fare
olacak sekilde toplam 8 kafeste barindirilmistir. Calismanin baslangicinda tiim farelerin
boy (burun - aniis mesafesi) ve gram cinsinden agirliklar1 dlgiilerek LOI' leri (Plocher
1977) hesaplanmistir. Calismada her grupta 14 fare olacak sekilde toplam 4 grup

olusturulmustur.

Grup 1 (Kontrol Grubu): Calisma siiresi boyunca normal pellet yem ve su ile ad libitum

(istenildigi kadar serbest) beslendi.

Grup 2 (Obez Kontrol Grubu): Calisma siiresi boyunca normal pellet yeme ilaveten

icme suyuna hacimce % 30 siikroz eklenmis olarak beslendi (Novelli 2007, Ritze 2014).

Grup 3 (Obez Ara¢ Grubu): Grup 2 ile benzer sekilde beslendi, ilaveten gruptaki tiim
fareler obez olduktan sonra 6 hafta siire ile, giinliik tek doz olarak 0.015 ml dimetil

stilfoksit (dimethyl sulfoxide) (DMSO) araci oral gavaj ile uygulandi.

Grup 4 (Obez ila¢ Grubu): Grup 2 ve Grup 3 ile benzer sekilde beslenmistir, ilaveten
tiim fareler obez olduktan sonra 6 hafta siire ile 15 mg / kg / giin giinliik tek dozda
BMS309403 adl1 FABP4 inhibitorii ilag; 0.015 ml DMSO araci i¢inde ¢Ozdiiriilmiis olarak
oral gavaj ile uygulandi (Furuhashi 2007, Lee 2011).

Farelerde obezite gelisimi LOI ile 2 haftada bir takip edilerek degerlendirildi. LOI 0,3’ ten
biiyiik olan fareler obez kabul edildi (Hilwani 2014). Caligmanin 63. giiniinde Grup 2,
Grup 3 ve Grup 4’deki tiim farelerin LOI” leri >0,3 oldugu gériildii. Calisma sonuna kadar

Grup 2, Grup 3 ve Grup 4' deki tiim fareler icme sularinda hacimce % 30 siikroz bulunacak

37



sekilde beslenmeye devam ettirildi. Caligmanin 105. giinii Grup 1' de 7, Grup 2' de 8, Grup
3' te 10 ve Grup 4' deki 12 farenin sabah saat 07:00' de beslenmeleri durduruldu ve saat
13:00' de ketamin - ksilazin (50 mg / kg — 10 mg / kg) anestezisi uygulanmasi sonrasi
kardiyak ponksiyonla kanlar1 alinarak oOtenazi gergeklestirildi. Kalpten alinan kanlar
kirmiz1 kapakli diiz tliplere aktarildi ve pihtilasma sonras1t 4000 rpm / 5 dakika santrifiij
edilen orneklerden serumlar elde edildi. Elde edilen serumlar biyokimyasal analizler icin
plastik ve kapakli eppendorf tiliplere aktarilarak — 80 °C deki derin dondurucuda saklandi.
Calisma giinti - 80 °C’ den ¢ikarilan serum numuneleri, oda 1sisina getirildi ve vortekslendi
sonrasinda analizler yapildi. Total testosteron, SHBG, FABP4 ve Inhibin - B testleri
ELISA yontemi ile NEU Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya ABD’ da calisildi. FAI degerleri
ise total testosteron ve SHBG degerlerinden formiil kullanilarak hesaplandi. Otenazi
sonrast alinan testis dokusu ise histolojik incelemeler i¢in % 10' luk formalin i¢inde tespit
edildi. Testis kesitleri Hematoksilen - Eozin ile boyanarak spermatogenez ve germ hiicre
sagliklilig1 agisindan Johnson skorlamasi ile degerlendirildi. Ayrica parafin bloklara alinan
kesitlerden apoptozis degerlendirmesi i¢cin immiinhistokimyasal yontemlerle Tunel - pozitif
hiicre sayimi, Bcl-2 ve Bax ekspresyon dl¢iimleri, NEU Meram Tip Fakiiltesi Histoloji -
Embriyoloji ABD’da yapildi. Gruplara ait deneysel uygulama verileri tablo 10' da

Ozetlenmistir.

Tablo 10. Calisma gruplarina ait veriler

GRUP1 GRUP2 GRUP3 GRUP4
(Kontrol (Obez Kontrol (Obez Arag¢ Grubu) (Obez ila¢c Grubu)
Grubu) (n=7) Grubu) (n=10) (n=12)
(n=8)
Toplam g¢alisma Normal Normal pellet Normal pellet Normal pellet

siiresi boyunca

pellet yem ve

yem ve icme

yem ve icme

yem ve icme

uygulamalar su ad libitum | suyuna hacimce | suyuna hacimce | suyuna hacimce

(15 hafta) verilmistir. % 30 s1v1 siikroz | % 30 sivi siikkroz | % 30 s1v1 siikroz
eklenmis halde eklenmis halde eklenmis halde
beslenmistir. beslenmistir. beslenmistir.

Oral gavaj - - DMSO 0.015 ml DMSO

uygulamasi (0,015 ml /giin) iginde

(10. - 15. haftalar, ¢Ozdiirtilmiis

toplam 6 hafta) BMS0309403

(15 mg/kg/giin)
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

- Bio - Tek ELx 50 marka ELISA yikayicist

- Bio - Rad marka ELISA okuyucusu

- New Brunswick U570 marka - 80 °C’ lik derin dondurucu
—> Eppendorf marka santrifiij cihazi

- Thermo scientific marka ayarlanabilir tekli otomatik pipetler
—> Socorex marka ayarlanabilir ¢goklu otomatik pipet

—> Niive marka vortex

- Niive marka etiiv

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

- Cayman marka 300657 - 03 - 08 cas numarali liyofilize FABP4 inhibitorii

- Merck marka 1029521011 katalog numarali DMSO

- YHbiosearch marka YHB1275Mo katalog numarali fare total testosteron ELISA kiti
- YHbiosearch marka YHB1208Mo katalog numarali fare SHBG ELISA kiti

- YHbiosearch marka YHB0749Mo katalog numarali fare Inhibin B ELISA kiti
- YHbiosearch marka YHB1491Mo katalog numarali fare FABP4 ELISA kiti
—> Abcam marka ab7977 katalog numarali Bax immiinhistokimya kiti

- Abcam marka ab7973 katalog numarali Bcl - 2 immiinhistokimya kiti

- Apoptag In Situ Apoptosis Detection Kit marka Tunel immiinhistokimya kiti
= % 10" luk formalin

—> Parafin bloklar

- Hematoksilen - Eozin boyasi

- Isik Mikroskobu

- Lam, lamel

-> Fosfat tamponu (pH: 7,6)
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3.2. METOD

3.2.1. Farelerin Periyodik Boy, Agirlik Ol¢iimleri ve LOI Hesaplamalari

Tim farelerin boylar1 (milimetre cinsinden burun aniis mesafeleri) ve agirliklar1 (gram
cinsinden) 14 giinliik periyotlarla 6lgtilerek takip edildi. Gram cinsinden viicut agirliginin
kiip kokiiniin, santimetre cinsinden burun - aniis mesafesine bdoliinmesiyle elde edilen

deger ile farelerin LOI ' leri hesapland.

3.2.2. Total Testosteron Ol¢iimii

Testin prensibi, biyotin ¢ift antikor sandvi¢ teknolojisine sahip ELISA yontemi ile fare
total testosteron diizeylerinin Ol¢limiine dayanmaktadir. Standartlar, 64 nanomol / L’ lik
fare total testosteron konsantrasyonuna sahip stok standart kullanilarak seri diliisyonla 6
seviyeli olacak sekilde manuel olarak hazirlandi. Fare total testosteron monoklonal
antikoru ile kaplanmis kuyucuklara, standartlardan 50 mikrolitre, fare serum
numunelerinden 40 mikrolitre konulduktan sonra fare serum numunelerinin {izerine 10
mikrolitre biotin ile isaretli anti total testosteron antikoru eklendi. Sonra blank hari¢ tim
kuyucuklara 50’ser mikrolitre Streptavidin - Horseradish peroksidaz (HRP) kompleksi
konuldu. Isik gormemesi ve buharlasma ile konsantrasyon degisimi olmamasi igin
kuyucuklarin iizeri kapatilarak 37 °C’ lik inkiibatérde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda tiim kuyucuklar, ytkama tamponu ve otomatik ELISA yikayicis1 kullanilarak 5’er
kez yikandi. Yikama sonunda tiim kuyucuklara 50° ser mikrolitre kromojen soliisyon A ve
kromojen soliisyon B eklenip, iizeri kapatilip karanlik ortamda ve 37 °C’ lik inkiibatorde
10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 50> ser mikrolitre asidik
soliisyon eklenerek reaksiyon durduruldu. Reaksiyon sonunda meydana gelen sar1 rengin
absorbansi, ELISA okuyucusunda ve 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olctildii. Absorbanslar total testosteron konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Standart total
testosteron konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri ile standart egrisi ¢izildi.
Bu egri kullanilarak numunelerin total testosteron konsantrasyonlart nanomol / L cinsinden

hesaplandi.
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3.2.3. SHBG Ol¢iimii

Testin prensibi, biyotin ¢ift antikor sandvi¢ teknolojisine sahip ELISA yontemi ile fare
SHBG diizeylerinin dlgiimiine dayanmaktadir. Standartlar, 120 nanomol / L’lik fare SHBG
konsantrasyonuna sahip stok standart kullanilarak seri diliisyonla 6 seviyeli olacak sekilde
manuel olarak hazirlandi. Fare SHBG monoklonal antikoru ile kaplanmis kuyucuklara,
standartlardan 50 mikrolitre, fare serum numunelerinden 40 mikrolitre konulduktan sonra
fare serum numunelerinin {izerine 10 mikrolitre biotin ile isaretli anti SHBG antikoru
eklendi. Sonra blank hari¢ tiim kuyucuklara 50’ ser mikrolitre Streptavidin - HRP
kompleksi konuldu. Isik gérmemesi ve buharlasma ile konsantrasyon degisimi olmamast
i¢in kuyucuklarin iizeri kapatilarak 37 °C’ lik inkiibatdrde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda tiim kuyucuklar, yikama tamponu ve otomatik ELISA yikayicist kullanilarak 5’er
kez yikandi. Yikama sonunda tiim kuyucuklara 50’ser mikrolitre kromojen soliisyon A ve
kromojen soliisyon B eklenip, {izeri kapatilip karanlik ortamda ve 37 °C’ lik inkiibatorde
10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 50’ser mikrolitre asidik
soliisyon eklenerek reaksiyon durduruldu. Reaksiyon sonunda meydana gelen sar1 rengin
absorbansi, ELISA okuyucusunda ve 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Ol¢iildii. Absorbanslar SHBG konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Standart SHBG
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri ile standart egrisi ¢izildi. Bu egri

kullanilarak numunelerin SHBG konsantrasyonlari nanomol / L cinsinden hesaplandi.
3.2.4. Inhibin B Ol¢iimii

Testin prensibi, biyotin ¢ift antikor sandvi¢ teknolojisine sahip ELISA yontemi ile fare
Inhibin B diizeylerinin &lgiimiine dayanmaktadir. Standartlar, 480 nanogram / L’lik fare
Inhibin B konsantrasyonuna sahip stok standart kullanilarak seri diliisyonla 6 seviyeli
olacak sekilde manuel olarak hazirland1. Fare Inhibin B monoklonal antikoru ile kaplanmis
kuyucuklara, standartlardan 50 mikrolitre, fare serum numunelerinden 40 mikrolitre
konulduktan sonra fare serum numunelerinin iizerine 10 mikrolitre biotin ile isaretli anti
Inhibin B antikoru eklendi. Sonra blank hari¢ tim kuyucuklara 50’ ser mikrolitre
Streptavidin - HRP kompleksi konuldu. Isik gérmemesi ve buharlagsma ile konsantrasyon
degisimi olmamasi i¢in kuyucuklarin iizeri kapatilarak 37 °C’ lik inkiibatorde 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar, yikama tamponu ve otomatik ELISA

yikayicist kullanilarak 5’er kez yikandi. Yikama sonunda tiim kuyucuklara 50’ser
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mikrolitre kromojen soliisyon A ve kromojen soliisyon B eklenip, iizeri kapatilip karanlik
ortamda ve 37 °C’ lik inkiibatorde 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim
kuyucuklara 50°ser mikrolitre asidik soliisyon eklenerek reaksiyon durduruldu. Reaksiyon
sonunda meydana gelen sar1 rengin absorbansi, ELISA okuyucusunda ve 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak &lgiildii. Absorbanslar Inhibin B konsantrasyonuyla
dogru orantilidir. Standart Inhibin B konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri
ile standart egrisi ¢izildi. Bu egri kullanilarak numunelerin Inhibin B konsantrasyonlar1

nanogram / L cinsinden hesaplandi.
3.2.5. FABP4 Olciimii

Testin prensibi, biyotin ¢ift antikor sandvi¢ teknolojisine sahip ELISA yontemi ile fare
FABP4 diizeylerinin 6l¢limiine dayanmaktadir. Standartlar, 12 nanogram / mL’ lik fare
FABP4 konsantrasyonuna sahip stok standart kullanilarak seri diliisyonla 6 seviyeli olacak
sekilde manuel olarak hazirlandi. Fare FABP4 monoklonal antikoru ile kaplanmis
kuyucuklara, standartlardan 50 mikrolitre, fare serum numunelerinden 40 mikrolitre
konulduktan sonra fare serum numunelerinin {izerine 10 mikrolitre biotin ile isaretli anti
FABP4 antikoru eklendi. Sonra blank hari¢ tiim kuyucuklara 50’ser mikrolitre Streptavidin
- HRP kompleksi konuldu. Isik gérmemesi ve buharlagma ile konsantrasyon degisimi
olmamas: i¢in kuyucuklarimn iizeri kapatilarak 37 °C’ lik inkiibatorde 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar, yitkama tamponu ve otomatik ELISA yikayicis
kullanilarak 5’er kez yikandi. Yikama sonunda tiim kuyucuklara 50°ser mikrolitre
kromojen soliisyon A ve kromojen soliisyon B eklenip, lizeri kapatilip karanlik ortamda ve
37 °C’ lik inkiibatorde 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara
50’ser mikrolitre asidik soliisyon eklenerek reaksiyon durduruldu. Reaksiyon sonunda
meydana gelen sar1 rengin absorbansi, ELISA okuyucusunda ve 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgilildii. Absorbanslar FABP4 konsantrasyonuyla dogru
orantilidir. Standart FABP4 konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri ile
standart egrisi ¢izildi. Bu egri kullanilarak numunelerin FABP4 konsantrasyonlari

nanogram / mL cinsinden hesaplandi.
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3.2.6. Johnson Skorlamasi Ol¢iimii

Testis dokularindan elde edilen enine kesitler Hematoksilen - Eozin ile boyandi ve
seminifer tiibiillerde germ hiicreleri ve spermatogenez fonksiyonlari Johnson skorlamasi

kriterlerine gore (Johnson 1980, Gencoglan 2011) degerlendirildi.

3.2.7. Bax ve Bel - 2 Ol¢iimii

Testis dokular1 immunhistokimyasal olarak Bax ve Bcl - 2 ekspresyonlarinin tespiti
amaciyla Abcam marka ab7977 ve ab7973 katalog numarali kitlerle ¢alisildi. Parafin
bloklardan alinan dokulara, ilk olarak 1 saat deparafinizasyon uygulandi ve sonrasinda 5’
er dakika distile suda ve fosfat tamponunda (pH: 7,6) bekletildi. Ardindan 20 dakika % 3’
lik H>O, muamelesi yapildi ve bunu takiben 5’ er dakika distile su ve fosfat tamponu ile
yikama tekrarlandi. Stiper Blok( V - Blok) uygulamasi yapildi (7 dakika), yikama islemleri
tekrarlandi. Bir saat primer antikor ile muamele edildi ve yikama tekrarlandi. 20 dakika
sekonder antikor ile muamele edildi ve yikama tekrarlandi. 20 dakika streptavidin
peroksidaz ile muamele edildi ve yikama tekrarlandi. 15 dakika ABC kromojen ile
muamele edildi ve 5 dakika distile suda bekletildi. Zit boya olarak Mayer’s Hematoksilen
ile 3 dakika muamele edildi. Bir dakika akarsuda akitma ve ardindan 1 - 2 saniye
amonyakli su ile muamele edildi. Tekrar 1 - 2 saniye distile sudan gecirilen 6rneklere, son

kurulama ve kapatma maddesiyle kapatma uygulanarak ¢alisma tamamlandi.

3.2.8. Tunel Yéntemi Ol¢iimii

Hiicrelerde DNA parcalanmasi ve apoptotik hiicre Oliimiiniin belirlenebilmesi amaciyla
ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore) kullanildi. Apoptotik hiicreler
kahverengi boyanirken, normal hiicreler yesil boyandi. Her kesitte 100 seminifer tiibiil
rastgele secildi ve toplam apoptotik hiicre sayis1 sayildi. Her grupta formiil kullanilarak
apoptotik indeks (AI) hesaplamasi yapildi (Al = Toplam apoptotik hiicre sayis1 / 100).
(Yan 2015).

Calismada asagidaki basamaklar sirastyla uygulandi.

1 - Parafin giderme ve suya indirme: Doku kesitleri, 2 x 5 dakika toluol, 2 x 5 dakika
absolii alkol, 3 dakika % 95 alkol, 3 dakika % 70 alkol’de bekletildi ve 5 dakika fosfat

tamponu ile ¢alkalandi.
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2 - Proteinlerin sindirilmesi: Kesitler Proteinaz K (20 pg / ml) ile oda 1sisinda 15 dakika

inkiibe edildi.
3 - 2 x 2 dakika distile su ile ¢alkalandi.

4 - Endojen peroksidazin maskelenmesi: Kesitler fosfat tamponu ile hazirlanmis % 3’ liik

H,0; ile 5 dakika oda 1s1sinda muamele edildi.
5 - Fosfat tamponu ile 2 x 5 dk yikandi.

6 - Dengeleme tamponu: Lamlarin etrafi dikkatlice kurulanip, kesitlerin {izerine 75 ul
dengeleyici tampon konulup, plastik lameller ile kapatildi. 30 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi.

7 - Tdt enziminin uygulanmasi: Plastik lameller kaldirilip etrafi kurulandi ve her lam
tizerine 55ul Tdt enzimi konuldu ve plastik lameller ile kapatildi. Nemli ortamda 37 °C

etiivde 1 saat inkube edildi.

8 - Durdurma / Yikama: Plastik lameller kaldirildi ve kesitler durdurma / yikama tamponu

ile oda 1s1sinda 10 dakika yikandi.
9 - Fosfat tamponu ile 3 x 5 dk yikandi.

10 - Anti - Digoksigenin - Peroksidaz: Her kesit {izerine 65 pl Anti — Digoksigenin -
Peroksidaz konuldu ve iizerlerine plastik lameller tekrar kapatilarak oda 1si1sinda 30 dakika

bekletildi.
11 - Plastik lameller kaldirildi ve kesitler fosfat tamponu ile 3 x 5 dakika yikandi.

12 - Renk reaksiyonu: Kesitlerin ¢evresi kurulandiktan sonra her kesit iizerine 75 pl
diaminobenzidine substrat solusyonu damlatildi. 3 - 6 dakika arasinda pozitif renk

reaksiyonu mikroskop altinda tespit edildi.
13 - Renk reaksiyonu olugsmasindan sonra kesitler distile su ile 3 x 1 dakika yikandi.
14 - Kesitler distile su ile 5 dakika tekrar yikandi.

15 - Zit Boya Uygulamasi: Kesitler metil yesili ile 1 dakika boyandi ve distile suda

boyama durduruldu.

16 - Fazla boyanin giderilmesi amaciyla kesitler 2 x 10 saniye % 100 alkol ile ve ardindan

tekrar 30 saniye % 100 alkol ile ¢alkalandi.
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17 - Kapatma: Kesitler 2 x 2 dakika toluolde tutuldu. Toluolden ¢ikarildiktan sonra

entellan yapistirict maddesi kullanarak kapatildi.

3.2.9. Verilerin Istatistiksel Analizi

Elde edilen veriler, Statistical Package for the Social Sciences (SPSS™) versiyon 16.0
programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Parametrelerin normal dagilim,
carpiklik ve basiklik gosterip gostermedigini anlamak i¢in Shapiro - Wilk testi ile
Skewness ve Kurtosis degerleri kullanildi. Ayrica her gruba ait fare sayilar1 goz Oniine
alinarak, her bir test i¢in parametrik ya da non - parametrik istatistiksel verilerin

kullanilacag kararlastirildi.

Normal dagilim gosteren testlerden Tunel yontemi ve Johnson Skorlamasi testlerine
parametrik ANOVA - Tukey HSD testi uygulandi. Normal dagilim gdsteren agirlik ve LOI
parametrelerine ise tekrarlayan ol¢limlerde varyans analizi (repeated measures anova)
uygulandi. Mauchly’ s Test of Sphericity degerinin 0,05’ ten biiyiikk olup olmadiginin
kontrolii ve ayrica Bonferroni diizeltmesi de yapildi. Kontrol grubu ile diger gruplarin Post

- Hoc degerlendirilmesi i¢in Dunnett testi yapildi.

Normal dagilim gdstermeyen testlere (FABP4, total testosteron, inhibin B, SHBG
FAI, Bax ve Bcl-2) ise non - parametrik testlerden Kruskal - Wallis testi ve bir ileri asama
olarak gruplarin kendi aralarinda ikili karsilagtirmasinda Mann - Whitney U testi

uygulandi. p degerinin < 0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Caligmamizdan elde edilen bulgular ve bu bulgularin istatistiki analizler verileri tablolar ve

sekiller halinde sunulmustur (Tablo; 11, 12, 13, 14), (Sekil; 4, 5, 6,7, 8, 9, 10).

4.1. AGIRLIK VE LOi PARAMETRELERINE AiT BULGULAR

Gruplardaki her fareye ait agirlik ve LOI degerleri galisma baslangicinda ve sonrasinda 14
giinde bir 6lciildii. Tablo 11° de de goriildiigii iizere Grup 1 kontrol grubunun LOI
degerlerinin caligmanin baslangicindan sonuna kadar obez sinir1 olan 0,3’ e gelmedigi
goriildii. Grup 2 obez kontrol grubunda ise; 8. haftadan itibaren obezite gerceklesti (LOI
>0,3). 9. haftadan itibaren Grup 2 (obez kontrol), Grup 3 (obez arag) ve grup 4 (obez ilag)
gruplarinda obezite gerceklesti (LOI >0,3) ve ¢alisma sonuna kadar da obezitenin siirdiigii
goriildii.

Tablo 12’ de de goriildiigii lizere agirlik parametresinin istatistiksel bulgularinda
kontrol grubu ile obez kontrol ve obez ilag grubu (Grup 2 ve Grup 4) arasinda ilk olarak 4.
hafta sonunda (sirastyla p=0,035 ve p=0,035), kontrol grubu ile tiim obez gruplar (Grup 2,
Grup 3 ve Grup 4) arasinda ise ilk olarak 6. hafta sonunda farklilik goriildii (sirasiyla
p<0,001, p<0,001 ve p<0,001) ve ¢caligma sonuna kadar kontrol grubu ile tiim obez gruplar
arasindaki farklilik devam etti. Obez ilag grubu ile obez ara¢ grubu arasinda 15. hafta
sonunda agirlik acisindan farklilik goriildii (p=0,003). Calisma sonunda agirlik ortalama
degeri obez ilag¢ (Grup 4) grubunda en yiiksek bulundu.

LOI parametresinin istatistiksel bulgularinda kontrol grubu ile obez kontrol ve obez
ara¢ grubu (Grup 2 ve Grup 3) arasinda ilk olarak 2. hafta sonunda (sirasiyla p=0,004 ve
p=0,015), kontrol grubu ile tiim obez gruplar arasinda (Grup 2, Grup 3 ve Grup 4) ise ilk
olarak 4. hafta sonunda farklilhk gériildii (sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve p=0,003). LOI
parametresi i¢in ¢calisma boyunca {i¢ obez grup arasinda fark goriilmedi. Calisma sonunda

LOI ortalama degeri obez ilag (Grup 4) grubunda en yiiksek bulundu.

Calisma boyunca gruplara ait agirlik ve LOI parametrelerinin ortalama ve +SD

degerleri Tablo 11' de, gruplar arasi istatistiksel bulgular ise Tablo 12° de goriilmektedir.
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Tablo 11. Calisma boyunca gruplara ait agirlik ve LOI parametrelerinin ortalama ve £SD

degerleri
Grup 1 Kontrol | Grup 2 Obez Kontrol | Grup 3 Obez Arac | Grup 4 Obez ilac
Agirhk Agirhk Agirhk Agirhk
(gr) LOI (gr) LOI (gr) LOI (gr) LOI
0. 17,29+ | 0,260 + 17,20 £ 0,269 + 16,90 £ 0,266 + 17,06 £ 0,262 +
hafta 1,19 0,008 0,78 0,004 0,80 0,005 0,69 0,006
2. 1823+ | 0263+ | 19,19+ 0,276 + 19,00 + 0274+ | 19,13+ | 0,269+
hafta 1,17 0,008 1,03 0,005 0,94 0,005 0,91 0,007
4. 18,86 £ | 0,265+ 21,71 £ 0,286 + 21,50 + 0,282 + 21,63 £ 0,279 £
hafta 1,13 0,005 0,91 0,005 1,06 0,005 0,88 0,006
6. 19,81+ | 0,268+ | 24,18+ 0,294 + 23,98 + 0291+ | 24,05+ | 0,288+
hafta 1,08 0,009 0,81 0,005 0,89 0,003 0,81 0,006
8. 21,17+ | 0,272 + 26,53 + 0,301 £ 26,60 + 0,299 + 26,87 £ 0,297 £
hafta 1,10 0,005 0,85 0,004 0,76 0,005 0,70 0,005
9. 21,74+ | 0274+ | 27,46+ 0,304 + 27,75 + 0302+ | 28,10+ | 0301+
hafta 1,03 0,005 0,64 0,005 0,76 0,005 0,73 0,003
11. 22,90+ | 0,276 + 29,26 + 0,309 + 2945+ 0,307 + 29,99 + 0,307 +
hafta 0,98 0,005 0,73 0,005 0,76 0,004 0,87 0,005
13. | 2320+ | 0277+ | 30,71+ 0312+ 30,86 + 0310+ | 3228+ | 0314+
hafta 1,08 0,005 0,75 0,001 0,83 0,003 1,02 0,007
15. 23,16 £ | 0,277 + 32,24+ 0,316 £ 31,83 £ 0,312 + 3448 £ 0,320 +
hafta 0,99 0,004 0,91 0,005 0,88 0,004 1,25 0,007

Tablo 12. Agirlik ve LOI parametrelerinin gruplar arasi istatistiksel bulgular

Gruplar Agirhk LOI
arasi
istatistiksel
bulgular
0-2. 0-4. 0-6. 0-8. 0-13. 0-15. 0-2. 0-4. 0-6. 0-15.
haftalar | haftalar | haftalar | haftalar | haftalar | haftalar | haftalar | haftalar | haftalar | haftalar
Kontrol - Obez | p=1,00 | p=0,035* | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001* | p=0,004* | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001*
Kontrol
Kontrol - Obez | p=1,00 | p=0,100 | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001* | p=0,015% | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001*
Arag
Kontrol - Obez | p=1,00 | p=0,035% | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001* | p=0,661 | p=0,003* | p<0,001* | p<0,001*
ilac
Obez Kontrol - p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00
Obez Arac
Obez Kontrol - | p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00 | p=0442 | p=0,070 | p=0,085 | p=0,058 | p=0,199 | p=1,00
Obez ilac
Obez Arac - p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=1,00 p=0,219 p=0,003* p=0,372 p=0,826 p=1,00 p=1,00
Obez ilac

(Tekrarlayan 6l¢iimlerde varyans analizi sonuglari, * p < 0,05 istatistiksel anlamli)
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4.2. SERUMDA CALISILAN PARAMETRELERE AIT BULGULAR

Gruplara ait FABP4, total testosteron, FAL Inhibin B ve SHBG bulgular1 ve gruplara ait
ortanca (% 50' lik dilimdeki deger) ve ceyrekler arasi aralik (interquartile range) degerleri

ve gruplar arasi istatistiksel bulgular Tablo 13' te goriilmektedir.

Tablo 13. Gruplara ait FABP4, Total testosteron, FAI, Inhibin B ve SHBG

parametrelerinin ortanca ve ¢eyrekler arasi aralik degerleri ve gruplar arasi istatistiksel

bulgulari
Parametreler FABP4 Total FAI inhibin B SHBG
(ng/mL) testosteron (ng /L) (nmol / L)
Gruplar (nmol / L)
Kontrol 0,347 (0,208) | 8,411 (1,712) | 83,131 (22,73) | 36,148 (13,15) | 9,84 (1,08)
Obez Kontrol 0,496 (0,118) | 5,722 (3,016) | 67,024 (15,39) | 29,007 (11,21) | 7,734 (3,08)
Obez Arag 0,513 (0,136) | 4,561 (1,952) | 71,716 (32,67) | 26,758 (12,77) | 7,237 (2,70)
Obez ila¢ 0,306 (0,149) | 4,093 (0,818) | 56,587 (23,66) | 19,59 (8,90) 7,368 (3,29)
Gruplar arasi
istatistiksel
bulgular
Kontrol - Obez p=0,013* p=0,018* p=0,038* p=0,046* p=0,048*
Kontrol
Kontrol - Obez p=0,015% p=0,004* p=0,032* p=0,030% p=0,007*
Arag
Kontrol - Obez p= 0,286 p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=0,014*
Ila¢
Obez Kontrol - p= 0,865 p= 0,693 p= 0,969 p=0,753 p=0,310
Obez Arag
Obez Kontrol - p<0,001* p=0,078 p= 0,085 p=0,034* p=0,476
Obez lla¢
Obez Arag - Obez | p<0,001* p=0,149 p= 0,060 p=0,047* p=10,715
Ila¢

(Kruskal - Wallis ve Mann - Whitney U testi sonuglari, * p < 0,05 istatistiksel anlaml1)

. FABP4 degerleri, obez kontrol grubu (Grup 2) ve obez ara¢ (Grup 3) grubunda,
kontrol grubu (Grup 1) ve obez ila¢ grubuna (Grup 4) gore yiiksek, istatistiksel olarak da
sirastyla p=0,013 (Grup 2 ile Grup 1 karsilastirmasi), p<0,001 (Grup 2 ile Grup 4
karsilastirmast), p=0,015 (Grup 3 ile Grup 1 karsilagtirmasi) ve p<0,001 (Grup 3 ile Grup 4

karsilastirmasi) olarak bulundu.

Total testosteron ve FAI degerleri, tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4),
kontrol grubuna (Grup 1) gore diisiik, istatistiksel olarak da sirastyla p=0,018 ve p=0,038,
p=0,004 ve p=0,032, p< 0,001 ve p< 0,001 olarak bulundu.
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Inhibin B degerleri, tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4), kontrol grubuna
gore diisiik, istatistiksel olarak da sirasiyla p=0,046, p=0,030 ve p<0,001 olarak bulundu.
Obez gruplarindan obez ilag grubu (Grup 4) sonuglari; diger iki obez gruba (Grup 2 ve
Grup 3) gore de diisiik, istatistiksel olarak da sirasiyla p=0,034 ve p=0,047 olarak bulundu.

SHBG degerleri tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4), kontrol grubuna
gore diistik, istatistiksel olarak da sirasiyla p=0,048, p=0,007 ve p=0,014 olarak bulundu.

4.3. TESTIS DOKUSUNDA CALISILAN PARAMETRELERE AIT BULGULAR

Gruplara ait testis kesitlerinden Hematoksilen — Eozin boyama ile seminifer tiibiillerde
spermatogenez  fonksiyonel durumu Johnson skorlamalari ile kantitatif olarak
degerlendirildi. Bax, Bcl - 2 ve Tunel yontemi testleri ise testis doku oOrneklerinde
immiinhistokimyasal incelemelerle degerlendirildi. Bu testlere ait degerler ve istatistiki
bulgular, tablo 14 ile ve kutu temali bulgular ise sekillerle (Sekil 4,5,6) gosterilmistir.
Gruplara ait Bax, Bcl - 2 parametrelerinin ortanca ve ¢eyrekler arasi aralik degerleri Tablo

14' te gdsterilmistir.
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Tablo 14. Gruplara ait Bax, Bcl - 2 pozitif hiicrelerin ortanca (% 50) ve g¢eyrekler arasi
aralik degerleri iizerinden ifadesi ile Johnson Skorlamasi, Tunel yontemi parametrelerinin

ortalama ve £+ SD degerleri iizerinden ifadesi ve gruplar arasi karsilagtirmalari

Parametreler Bax pozitif Bel - 2 pozitif | Johnson Tunel Yontemi
Gruplar Skorlamasi
% | % |[% | % | % | % | Ortalama =+ Ortalama + SD
25 |50 |75 |25 |50 |75 | SD
Kontrol 0 0O | +1 | +3 | +3 | 13 9,52+0,17 0,14 £ 0,03
Obez Kontrol +2 | +2 | +3 | 0 | +1 | +1 6,88+0,12 0,26 = 0,05
Obez Arac¢ +2 | 42 | 3 | +1 | +1 | +1 7,05+0,22 0,25 £ 0,06
Obez ilac +2 |43 | 3| 0 | +1 | +1 6,64+0,05 0,34 = 0,04
Gruplar arasi
karsilastirmalar
Kontrol - Obez p=0,002* p=0,001* p<0,001* p=0,001*
Kontrol
Kontrol - Obez p=0,002* p=0,001* p<0,001* p=0,002*
Arag
Kontrol - Obez p=0,001* p=0,001* p<0,001* p<0,001*
Ilag
Obez Kontrol - p= 0,674 p= 0,545 p=0,192 p= 0,994
Obez Arac¢
Obez Kontrol - p= 0,225 p= 0,884 p= 0,034* p= 0,051
Obez ila¢
Obez Arag - Obez p= 0,475 p= 0,530 p<0,001* p=0,029*
Ilag

(Kruskal - Wallis, Mann-Whitney U testi ve ANOVA - Tukey testi sonuglari, *p < 0,05
istatistiksel anlamli).

Bax ve Bcl - 2 parametrelerinin immiinohistokimyasal boyanma sonuglarini
karsilastirmak i¢in yapilan Kruskal - Wallis testi sonucunda gruplar arasinda fark oldugu
tespit edildi. Mann - Whitney U testi ile yapilan grup karsilastiriimalarinda ise kontrol
grubuna (Grup 1) gore tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4) sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). Bax parametresi tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3,
Grup 4) kontrol grubuna (Grup 1) gore artmis (sirasiyla p=0,002, p=0,002, p=0,001), Bcl -
2 parametresi ise tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4) kontrol grubuna (Grup 1)
gore azalmis (sirastyla p=0,001, p=0,001, p=0,001) bulundu.

Johnson skorlamasi ve Tunel yontemi parametrelerinin sonuglarini karsilastirmak
icin ANOVA - Tukey testi yapild1 ve gruplar arasinda fark oldugu tespit edildi. Johnson
skorlamas1 parametresi sonuglar1 tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4), kontrol

grubuna (Grup 1) gore diisiik (sirastyla p<0,001, p<0,001, p<0,001) bulundu. Obez ilag
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grubu (Grup 4) sonuglari, obez kontrol grubu (Grup 2) ve obez ara¢ grubu (Grup 3)
sonuclarina gore diisiik (sirasiyla p=0,034, p<0,001) bulundu.

Tunel - pozitif boyanan hiicre sayisi, tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4)
kontrol grubuna (Grup 1) gore yiiksek (sirasiyla p=0,001, p=0,002, p<0,001) bulundu.
Obez ilag grubunun sonucu obez arag¢ grubuna (Grup 3) gore yiiksek (p=0,029) bulundu.

4.4. SERUMDA CALISILAN PARAMETRELERIN SEKIiLLERLE
GOSTERILMESI

Gruplara ait FABP4 ve total testosteron ortanca degerlerinin kutu temali gésterimi Sekil 4’
te, Inhibin B ve SHBG ortanca degerlerinin kutu temali gosterimi Sekil 5’ te, FAI ortanca

degerlerinin kutu temali gosterimi ise Sekil 6' da verilmistir.
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Sekil 4. Gruplara ait FABP4 (AFABP) (a) ve total testosteron (testosteron) (b) ortanca

degerlerinin kutu temal1 gosterimi
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Sekil 5. Gruplara ait Inhibin B (a) ve SHBG (b) ortanca degerlerinin kutu temali gdsterimi
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Sekil 6. Gruplara ait FAI (FAINDEX) ortanca degerlerinin kutu temal1 gdsterimi
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4.5. TESTIS DOKUSUNDA CALISILAN PARAMETRELERIN RESIMLER iLE
GOSTERILMESI

Gruplara ait testis kesitlerinde Bax ve Bcl - 2 ekspresyonlarinin gosterimi sirasiyla Sekil
7’ de ve Sekil 8 de, Tunel yontemi ile pozitif boyanan hiicrelerin gosterimi Sekil 9° da ve
Johnson skorlamasi igin gerceklestirilen Hematoksilen — Eozin ile boyanma gosterimi ise

Sekil 10’ da verilmistir.
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Sekil 7. Gruplara ait testis kesitlerinde Bax ekspresyonunun gosterimi

(A: Kontrol grubu, B:Obez kontrol grubu C: Obez ara¢ grubu D: Obez ilag grubu)

Sekil 8. Gruplara ait testis kesitlerinde Bcel - 2 ekspresyonunun gosterimi

(A: Kontrol grubu, B:Obez kontrol grubu C: Obez ara¢ grubu D: Obez ila¢ grubu)
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Sekil 9. Gruplara ait testis kesitlerinde Tunel yontemi ile pozitif boyanan hiicrelerin

gosterimi

(A: Kontrol grubu, B:Obez kontrol grubu C: Obez ara¢ grubu D: Obez Ilag grubu)

Sekil 10. Gruplara ait testis kesitlerinde Hematoksilen — Eozin ile boyanma gosterimi

(A: Kontrol grubu, B:Obez kontrol grubu C: Obez ara¢ grubu D: Obez Ilag grubu)
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5. TARTISMA

Deneysel obezite ¢aligmalarinda; farmakolojik ve genetik FABP4 inhibisyonunun obezite
ve obezite ile iliskili ateroskleroz gelisimi, hiperlipidemi, insiilin direnci ve karaciger
yaglanmasi gibi komplikasyonlara etkileri ile ilgili yapilan calismalarda FABP4
inhibisyonunun iyilestirici etkileri bildirilmistir (Furuhashi 2007, Suhre 2011). Obeziteye
bagli sik gozlenen erkek infertilitesi komplikasyonuna; FABP4’ iin etkilerini arastiran

herhangi bir calismaya rastlayamadik.

Calismamizda, erkek deney farelerinde sivi siikroz aracili obezite modeli
olusturduk ve oral yoldan BMS309403 adli FABP4 inhibitorii ilag uygulamasi yaptik.

Obez farelerde ilacin etkilerini serum ve testis dokusunda inceledik.

Calismamizda FABP4 diizeyleri obez olmayan grup olan kontrol grubuna gore,
obez kontrol grubu ve obez ara¢ grubunda (Grup 2 ve Grup 3) yliksek olarak bulunmus, bu
bulgumuz Xu ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarla uyumlu gorilmistiir. Nitekim Xu ve ark.
yaptiklari ¢alismada, 229 eriskine ait serumlarda FABP4 diizeylerine bakmaslar, asir1 kilolu
/ obez grupta; normal kilolu kontrol grubuna gére FABP4 diizeylerini yiiksek bulduklarini
bildirmiglerdir. Ayrica bel ¢evresi, kan basinci ve insiilin direnci ile serum FABP4
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon oldugunu bildirmislerdir (Xu 2006). Calismamizda
obez oldugu halde FABP4 inhibitorii olan ilag (BMS309403) kullanan Grup 4’ de ise
FABP4 diizeyleri diger iki obez gruptan (Grup 2 ve Grup 3) diisiik bulunmustur.
Calismamizda ilacin (inhibit6riin) etkisi goriilmiis, i1lag kullanmayan obezlerde ise FABP4’

iin yiiksek oldugu gorilmiistiir.

Xu ve ark. yaptiklart daha sonraki bir calismada ise 495 saglikli eriskin 5 yil
boyunca takip edilmis ve basglangi¢ bazal yiiksek serum FABP4 diizeyinin, 5 yillik takip
sonunda metabolik sendrom ve kardiyovaskiiler risk profili kétiilesmesi agisindan bagimsiz

bir risk faktorii oldugunu bildirmislerdir (Xu 2007).

296 eriskin ile gergeklestirilen bir ¢alismada serum FABP4 diizeyleri kadinlarda
erkeklerden yiiksek bulunmus ve bu durum kadinlarda erkeklerden fazla viicut yaghlig
bulunmasina baglanmistir. Ayni ¢alismada viicut yaghlig1 ile FABP4 diizeyleri arasinda

giiclii ve bagimsiz bir korelasyon bulundugu bildirilmistir (Ishimura 2013).

Ning ve ark. gebeler iizerinde yaptig1 bir caligmada ise FABP4 diizeyleri

gestasyonel diyabetes mellituslu gebe grupta, normal saglikli gebe grubuna gore yliksek
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bulmuslar, ayrica FABP4 diizeyleri ile TNFa diizeyleri, asir1 kiloluluk ve insiilin direnci

arasinda da anlamli pozitif korelasyon oldugunu bildirmislerdir (Ning 2016).

Furuhashi ve ark. yaptiklar1 ¢calismada, klinik ¢alismalara benzer sekilde farelerde
de yiliksek FABP4 diizeyinin metabolik sendrom, Tip 2 diyabetes mellitus ve ateroskleroz
gelisiminde 6nemli rolii oldugu bildirilmistir. Ayrica BMS309403 adli FABP4 spesifik
inhibitdrii ilacin, FABP4' iin metabolik ve inflamatuvar yolaklardaki etkilerini baskilamasi
sayesinde; ateroskleroz ve Tip 2 diyabet gibi metabolik hastaliklarin tedavisinde yeni sinif

giiclii ajanlardan olabilecegi belirtilmistir (Furuhashi 2007).

Calismamizda BMS309403 ilacinin ¢oziiclisli olarak kullandigimiz DMSO, deriye
ve membranlara zarar vermeden hemen tiim hiicrelere niifuz edebilen ve bu sayede
lipofilik ilag tasiyicisi olarak sik kullanilan bir ajandir (Cai 2011). DMSQO' nun obezite ve /
veya erkek fertil fonksiyonlar iizerine etkilerini arastiran bir c¢alismaya rastlayamadik.
DMSO' ya bagl olas1 etkileri ekarte edebilmek ve BMS309403' e ait net etkileri
gozlemleyebilmek adina 3. Grup olarak obez ara¢ grubunu olusturduk ve bu gruba obez
diyeti disinda yalnizca DMSO oral uygulamasi gerceklestirdik. Calismamizda,
arastirdigimiz tiim parametrelerde obez kontrol grubu ve obez ara¢ grubu sonuglari

istatistiksel olarak benzer bulundu.

Ozetle ¢alismamizda, literatiirle uyumlu olarak obez kontrol (Grup 2) ve obez arag
gruplarinda (Grup 3) FABP4 diizeyleri kontrol grubu ve obez ilag grubuna (Grup 4) gore
yiiksek, oral BMS309403 uyguladigimiz obez ilag grubunda (Grup 4) ise FABP4
diizeyleri; diger obez gruplara gore diisiik olarak bulundu. Bu bulgularimizin literatiir ile
uyumlu oldugu goriildii. Obez ilag grubu ile kontrol grubu FABP4 bulgularinin ise benzer

oldugu goriildii.

Calismamizda total testosteron ve FAI diizeyleri tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup
3 ve Grup 4), obez olmayan kontrol grubuna gore diistik (sirasiyla p=0,018 ve p=0,038,
p=0,004 ve p=0,032, p<0,001 ve p<0,001) bulundu. Obez gruplarin kendi aralarindaki
karsilastirmada ise anlamli fark goriilmedi. Bu iki test icin (total testosteron ve FAI)
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel en anlaml diisiis obez ilag grubunda (sirasiyla p <
0,001 ve p < 0,001) saptandi. Calismamizdaki bulgularimiz obezitenin total testosteron ve

FAI diizeylerinde anlamli diisiikliige neden oldugunu gosterdi.
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Calismamizda SHBG diizeylerinin tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4),
kontrol grubuna gore diisiik oldugu (sirasiyla p=0,048, p=0,007 ve p=0,014) goriildii.

Hammoud ve ark. obezitenin erkeklerde diisiik serum gonadotropin, total
testosteron ve serbest testosteron diizeylerinin eslik ettigi hipogonadotropik hipogonadizm
ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Obezitede ayrica serum SHBG diizeyinde de azalma
goriildiigli ve bununla iliskili olarak serum total testosteron konsantrasyonunda azalma
oldugu belirtilmistir. Ilaveten serum serbest testosteron diizeylerinin, SHBG’ deki
degisiklikten bagimsiz olarak viicut agirhig1 ve VKI ile ters iliskili olarak azaldig1 da ifade
edilmistir (Hammoud 2006).

Palmer ve ark. da farelerde yiliksek yagli diyetin testosteron diizeyleri iizerine
etkisini arastirmiglar ve farelerde yiiksek yagli diyetle beslenme sonucunda serum
testosteron diizeylerinde diisiikliik oldugunu, daha sonra normal diyete gegilmesiyle

hormon diizeylerinin normale dondiigiinii bildirmislerdir (Palmer 2012b).

Insan calismalarinda da; obez erkeklerde kilo kayb: ile testosteron seviyelerinde
artis  goriildiigli ve yag dokusunda yiiksek diizeyde bulunan aromataz enziminin
testosteronu Ostradiole doniistiirmesinin bunun sebebi olarak diistiniildiigii bildirilmistir

(Hékonsen 2011).

Derby ve ark. yaptiklar1 942 kisi katilimli bir calismada 9 yillik takipte, bel ¢evresi
ve VKl ile total testosteron, serbest testosteron ve SHBG diizeylerinin ters iliskili oldugunu

bildirmislerdir (Derby 2006).

Kelly ve ark. yaptiklar1 caligmada erkeklerde testosteron diisiikliigiiniin; yag kiitlesi
artist (Ozellikle santral obeziteye sebep olan), insiilin direnci, bozulmus glukoz toleransi,
yiiksek trigliserid, kolesterol diizeyleri ve diisiik HDL diizeyleri ile iligkili oldugunu ve bu
nedenle kardiyovaskiiler hastalik riskini artirdigini ve ayrica bu diisiikliglin gelecekte
ortaya ¢ikabilecek olan insiilin direnci, tip 2 diyabet ve metabolik sendromu tahmin etmede
bagimsiz bir faktor oldugunu bildirmislerdir. Testosteron replasman tedavisi ile insiilin
direncinde ve glisemik kontrolde iyilesme, yag kiitlesinde, kolesterol ve trigliserid

diizeylerinde diislis saglandigini bildirmislerdir (Kelly 2013).

Brannian ve ark. gerceklestirdikleri calismada hem erkek hem kadinlarda serbest
testosteron diizeyleri ile FAI degerlerinin iyi uyum gdosterdigini bildirmiglerdir (Brannian

1998).
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Calismamizda total testosteron, FAI ve SHBG parametrelerinde kontrol grubuna
gore tim obez gruplarda diisiikliik bulundu. Bu bulgular 1s1ginda erkek obez farelerde
BMS309403 ile FABP4’ {in inhibisyonunun total testosteron, FAI ve SHBG parametreleri

tizerine bir etkisinin olmadigini sdyleyebiliriz.

Calismamizda, obez ilag grubunda agirlik ve LOI degerleri BMS309403
uygulamasina baslanildiktan sonra da artis gostermeye devam etti ve ¢alisma sonunda hem
agirhik hem de LOI acisindan en yiiksek degerler, diger obez gruplara kiyasla (Grup 2 ve
Grup 3' e kiyasla) obez ilag grubunda (Grup 4) goriildii. Obezitenin genellikle uzun stiregli
ilag tedavisi gerektirdigi diislinlildiginde daha uzun siireli deneysel ve klinik ilag
uygulamalarinda BMS309403° {in kilo alimi1 ve yag Kkitlesini artirici etkilerinin
belirginlesecegini diisliniiyoruz. Nitekim bulgularimiz FABP4 inhibisyonuna bagh
etkilerinin arastirildigi caligmalarla uyumlu idi. Bu arastirmalarda bizim calismamizla
benzer sekilde diyet aracili obezite modelleri gelistirilmis, BMS309403 uygulamasi ile
FABP4 inhibe edilmis veya genetik degisiklik yontemleri ile FABP4 ekspresyonu
baskilanmis, sonu¢ olarak da calismalarda FABP4 inhibe edilmis veya genetik olarak
FABP4 baskilanmis obez gruplarda, obez kontrol gruplarina gore daha fazla kilo alimi
goriildiigii bildirilmistir (Yang 2011, Kralisch 2013).

Wang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada pimozid adli antipsikotik ilacin
asikar kilo aldirici yan etkisinin sebebi arastirilmis ve bu sayede ilacin FABP4 inhibe edici

etkiye sahip oldugunun kesfedildigi bildirilmistir (Wang 2015).

FABP4’ {in yag asitlerinin hiicre i¢i ve dis1 arasindaki trafiginde rol aldig1 ve
lipolizi uyardig1 bilinmektedir. Deneysel obezite modellerinde FABP4 inhibisyonunun
tyilestirici etkilerine odaklanilan c¢alismalarin bir¢ogunda obeziteye bagli artan yag
deposunun, lipoliz inhibisyonu ile yag dokuda hapsedilmesi sayesinde plazmaya salinan
NEFA miktarinin azalmasi ve inflamatuvar siire¢lerin baskilanmasi iizerine odaklanilmistir
(Baar 2005, Reinehr 2007, Furuhashi 2008, Bourlier 2009, Hotamisligil 2015). Bu
aragtirmalarda Ozellikle ateroskleroz, karaciger yaglanmasi, insiilin direnci gibi obezite

komplikasyonlarina FABP4 inhibisyonunun iyilestirici etkileri oldugu bildirilmistir.

Wang ve ark. yaptiklar1 calismada FABP4 inhibisyonu sebebiyle kilo alimiinda
artisin, PPARy aracili adipogenez artis1 ve ayrica lipoliz inhibisyonuna bagli oldugu
bildirilmigtir (Wang 2015). Bizim c¢alismamizda ve diger ¢alismalarda (Yang 2011,
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Kralisch 2013, Wang 2015) FABP4 inhibisyonu neticesinde deney hayvanlarinda kilo
artis1  goriilmesinin, lipoliz inhibisyonu ve adipogenez artisina bagli  oldugunu

diisiinliyoruz.

Tiim bu bulgular FABP4' ii hedefleyen tedavi yontemlerinin esasen obezite {izerine
degil, 6zellikle obezitenin sekonder metabolik ve inflamatuvar komplikasyonlar: iizerine
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumun, ilacin obezite tedavisinde tek ajan

olarak kullanim sansin kisitladigini diisiinmekteyiz.

Obezlerde artmis bulunan periferal yag dokusu nedeniyle periferik testosteron —
Ostradiol doniisiimiinde artis olabilecegi (yag dokuda yiiksek miktarda bulunan aromataz
enzimi araciligiyla) ve bu durumun HPG aksini bozarak sekonder hipogonadizme neden
olabilecegi bildirilmektedir (Palmer 2012a). Ayrica suprapubik ve skrotal bolgede artmis
yag dokusunun testis sicakligini ylikselterek spermatogenezi bozabilecegi ve obezlerde yag
dokusu artisiyla artis goOsteren leptin diizeylerinin, testikiiler testosteron {iretimini
azaltabilecegi bildirilmektedir (Pinilla 1999, Kasturi 2008). Yine obeziteye bagli artmis
DNA fragmantasyon indeksi ve artmis reaktif oksijen radikalleri nedeniyle sperm miktar
ve kalitesinde diisme olabilecegi bildirilmektedir (Kasturi 2008). Obeziteye bagh
aterojenik etkiler neticesinde periferik damarsal yapilarin etkilenmesi sonucu erektil
disfonksiyon gelisebilecegi bildirilmistir (Chambers 2015). Ayrica obezlerde yliksek
oranda goriilen uyku apne sendromu nedeniyle, spermatogenezde gerekli olan noktiirnal

testosteron yiikselmesinin engellenmesinin de 6nemli oldugu bildirilmistir (Martini 2012).

BMS309403 ile FABP4 inhibisyonu sayesinde, obez bireylerde lipoliz inhibisyonu,
hiicre disina yag taginiminda azalma gibi durumlar sayesinde plazmaya saliman NEFA
miktarinda azalma ve ayrica proinflamatuvar siireglerde azalma saglandigi bildirilmistir

(Furuhashi 2008, Hotamisligil 2015).

Biz de calismamizla obezitenin erkek infertilitesi tizerine etkilerini ve BMS309403°
in kullaniminin nasil bir etki olusturacagini arastirdik. Bulgularimiz 1s18§inda BMS309403
kullaniminin erkek fertilitesi iizerine iyilestirici etkilerinin olmadigini, aksine olumsuz
etkileri olabilecegini gozlemledik. Bu olumsuz etkilerin, obez ilag grubunda BMS309403
uygulamasi ile, kilo alim hizinda ve obezitede artis gerceklesmesine bagl olabilecegini

diistinmekteyiz.
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Calismamizda, hem rat hem de farelerde karkas yag dokusunun uyumlu bir
gdstergesi olmasi nedeniyle obezite modellemesinde kullandigimiz LOI parametresi ve
ayrica agirlik ortalamasi diizeyleri ¢calisma sonunda obez ilag grubunda (Grup 4), kontrol
grubu ve ayrica diger obez gruplara kiyasla en yliksek bulundu. Serum ve testis dokusunda
degerlendirdigimiz parametrelerde obez ila¢ grubunda iyilestirici etki goriilmemesini
yapilan ¢alismalarda bildirilen (Wang 1997, Pinilla 1999, Kasturi 2008, Palmer 2012a)
sonuglarla uyumlu oldugunu gordiik. Bu bulgularin artmis yag dokusundan ve obezite
artisindan olabilecegini diisiiniiyoruz. Hu ve ark. yaptiklar1 ¢alismada polikistik over
sendromlu kadinlarda VKI ve testosteron diizeyleri ile FABP4 diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon goriildiigii ve FABP4 diizeyleri yiiksek bayanlarda yiiksek androjen diizeyi
olabilecegi bildirilmistir (Hu 2006).

Artmis yag dokusundan aromataz enzim aktivitesi araciliiyla testosterondan
Ostradiole doniisiim artmakta bu da HPG aksinda bozulmaya sebep olabilmektedir. Ayrica
yine artmis yag dokusuna bagli skrotal ve suprapubik 1s1 artist olmasi sebebiyle

spermatogenezde bozulma goriilebilmektedir denmektedir (Palmer 2012a, Kasturi 2008).

Yapilan calismalarda; 44 infertil erkegin % 86' sinda testis ve spermatik kord
boyunca lipomatozis saptanmis, bunlarin % 63' iinlin ise obez oldugu, obez infertil
erkeklerde gozlenen spesifik skrotal lipomatozis paterninin, obez olmayan ancak infertil
olan gruptan farkli oldugu (Shafik 1981a, Kasturi 2008), skrotal lipektomi ile anlamli
derecede semen kalitesi artis1 ve gebelik basarisi elde edildigi bildirilmistir (Shafik 1981b,
Kasturi 2008).

Wang ve ark. yaptiklar ¢alismayla 1°C sicaklik artisinin spermatogenezde % 14
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (Wang 1997).

Obezitede erkek infertilitesi onemli bir halk sagligi sorunudur; patofizyolojisinin,
uygun ve etkin tedavi yontemlerinin ortaya konmasi i¢in daha ileri ve kapsamli ¢alismalar

gerektigi kanaatindeyiz.

FABP4 proteinini hedefleyen ajanlarin piyasaya siiriilmeden once fertil
fonksiyonlar iizerine olumsuz etkilerinin goz ardi edilmemesi gerektigini ve bu etkilerin
patofizyolojik mekanizmasinin net olarak ortaya konabilmesi icin hem farkli yas
gruplarinda obez ve hem de normal kilolu denekler iizerinde planlanacak yeni ¢aligmalara
ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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Spermatogenez fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in kullanilan spermiyogram, FSH
diizeyleri Ol¢limiiniin ¢ogu kez tanida yetersizligi ve ayrica testikiiler histoloji
degerlendirmesinin ise komplikasyonlara neden olabilen invaziv bir prosediir olmasindan
dolay1, inhibin B’ nin 6zellikle komplet germ hiicre yokluguna kadar degisen diizeylerde
sperm iiretim bozukluklarini ayirt etmede 6dnemli bir parametre haline geldigi bildirilmistir

(Schlegel 1997, Meachem 2001).

Meachem ve ark. yaptiklar1 ¢alismada inhibin B diizeyleri ile testikiiler voliim ve
sperm sayist arasinda giiclii pozitif korelasyon bulundugunu, ayrica Ozellikle erken
evrelerde duraksamaya ugrayan spermatogenez hasarlarinda inhibin B diizeylerinin en

diisiik diizeylerde bulundugunu bildirmislerdir (Meachem 2001).

Foppiani ve ark. primatlar ile yaptiklari ¢alismada radyasyon aracili spermatogenez
hasar1 sonras1 inhibin B diizeylerinde hizli ve keskin bir diistis oldugunu, bu diisiisiin hentiz
testis voliimiinde azalma ve FSH diizeylerinde yiikselme baglamadan evvel ortaya
ciktigini, ayrica germ hiicreleri tamamen hasar gordiigiinde ise inhibin B diizeylerinin
Olctim limitlerinin altina kadar inmis oldugunu bildirmislerdir (Foppiani 1999). Yapilan
caligmalarda insanlarda, erkek kontrasepsiyonu amagl uygulanan ajanlarin spermatogenez
azalmasina ve inhibin B diizeylerinde hizli ve progresif diisiise neden oldugu bildirilmistir
(Anderson 1997, Zhengwei 1998). Pauli ve ark. yaptiklar1 c¢alismada inhibin B
diizeylerinin, seminifer tiibiil disfonksiyonu ve sertoli hiicre azalmasinda diisiik oldugu ve
belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirimistir (Pauli 2008). Ayrica Palmer ve ark. obezlerde
inhibin B azalmasini kompanse etmek i¢in beklenen FSH ylikselmesinin goriilmedigini ve
bunun obezitede HPG aksinda bozulmaya bagli olabilecegini ve patofizyolojide énemli
oldugunu bildirmislerdir (Palmer 2012b). Yine yapilan ¢alismalarda obeziteye bagl olarak
SHBG, leptin ve inhibin B diizeylerinin degisime ugramasinin, testosteron — &strojen
oraninda degisiklik yaparak; spermatogenez hasarina neden oldugu bildirilmistir. Ayrica
diisiik inhibin B diizeylerinin leydig hiicrelerinden testosteron iiretiminde azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (Palmer 2012a, Davidson 2015). Bizim ¢alismamizda da obezitenin ve
BMS309403 ilacinin inhibin B diizeylerinde diisiise neden oldugu goriilmistiir.
Bulgularimiz bu ¢alismalarla uyumlu bulunmustur. Bu bilgiler 1s1ginda inhibin B' nin
testiste toksik ajanlara bagli spermatogenez hasarini saptamada 6nemli bir erken belirteg

olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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Calismamizda obez ila¢g grubunda, spermatogenez bozuklugu ve aynmi zamanda
germ hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu hakkinda fikir veren inhibin B parametresini diigiik
bulduk ve bu durumun ilacin (BMS309403’ iin) bir yan etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.
Daha uzun siireli BMS309403 uygulamasi ile yapilacak ¢alismalarda erkek fertil

bozuklugunun daha belirgin hale gelebilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda intrinsik proapoptotik (apoptozu indiikleyen) siirecleri gosteren
belirteglerden olan Bax parametresinde ve apoptoza bagli gozlenen DNA
fragmantasyonunu belirlemede kullandigimiz Tunel yontemi ile pozitif boyanmis hiicre
sayisinda tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4) kontrol grubuna gore artis
(swrastyla p=0,002, p=0,002, p=0,001 ve p<0,001, p<0,001, p<0,001) bulduk.

Intrinsik apoptozu onleyici yolakta yer alan Bcl - 2 parametresinin, tiim obez
gruplarda kontrol grubuna gore diisiik (sirasiyla p=0,001, p=0,001, p=0,001) oldugunu
bulduk.

Lozano ve ark. yaptig1 calismada normal apoptozis siirecinde bozulma ve
proapoptotik siireglerde artisin erkek infertilitesi ile yakindan iligkili oldugunu, normal
spermatogenezisi olanlarla karsilastirildiginda azospermi ve oligospermisi olan erkeklerin
testis dokusunda apoptotik germ hiicrelerinin daha ¢ok goriildiiginii ve testikiiler
yetmezligi olan infertil hastalarin testis biyopsisinde daha yiiksek apoptozis oranlarinin

bulundugunu bildirmislerdir (Lozano 2009).

Zorn ve ark. yaptiklar1 calismada fosfolipid asimetrisi, mitokondriyal membran
potansiyeli azalmasi ve DNA denatiirasyonu gibi artmis apoptozu gosteren belirteclerin
akim sitometrik incelemesini yapmislar ve fertil bozuklugu ortaya c¢ikarmada apoptotik
belirteglerin, konvansiyonel spermiyogram belirteclerine kiyasla daha objektif bulgular
ortaya koydugunu belirtmislerdir (Zorn 2012). Shaha ve ark. yaptiklar1 calismada obez
erkeklerde goriilen testosteron - Ostrojen dengesinde bozulmanin germ hiicrelerinde

apoptozu artirdigini bildirmiglerdir (Shaha 2010).

Chen ve ark. calismalarinda obez erkek ratlarda spermatogenez bozuklugu ve
apoptoz artis1 (Bax ekspresyon diizeyi artis1 ve Bcl - 2 ekspresyon diizeyi azaligina bagl
olarak) goriildiigiinii bildirmislerdir (Chen 2011). Yan ve ark. erkek ratlar iizerinde
gelistirdikleri obezite (8 hafta siire ile yiiksek yagl diyet uygulamasi ile) ve sonrasinda
uygulanan oral metformin tedavisi ile testiste hem apoptoz hem de spermatogenez
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belirte¢lerinde diizelme gozlenmis, ayrica metformine bagli kilo vermenin de
gerceklestigini bildirmislerdir (Yan 2015). Isidori ve ark. ise obezlerde leptin diizeyi
artisina bagl olarak sperm iiretiminde azalma ve germ hiicre apoptozunda artis oldugunu

bildirmislerdir (Isidori 1999).

Obez erkeklerde fertil bozuklugun yalnizca spermiyogramda sperm kalitesinin
incelenmesi ile aciga cikarilamayabilecegi, ayn1 zamanda germ hiicrelerinin fiziksel ve
molekiiler yapisinin ve farkli olgunlasma asamalarindaki sperm hiicrelerindeki morfolojik
durumunun da g6z 6niinde bulundurulmasi gerektigi bildirilmistir (Palmer 2012a). Biz de
calisgmamizda bu durumu apoptoz markirlart ve Johnson skorlamasi ile degerlendirdik.

Bulgularimiz Palmer ve ark. yaptig1 ¢alismayla uyum gostermektedir.

Bu bulgular 15181inda deneysel obezitede testis dokusunda proapoptotik siireglerin
indiiklenebilecegini, BMS309403 uygulamasinin bu siirecleri iyilestirici etkilerinin

olmadigini, aksine apoptozu daha da artiracagini diisiinmekteyiz.

Testis kesitlerinde Hematoksilen - Eozin boyama sonucunda seminifer tiibiillerde
spermatogenez  fonksiyonel durumunu kantitatif olarak Johnson skorlamasi ile
degerlendirdik. Tiim obez gruplarda (Grup 2, Grup 3 ve Grup 4), kontrol grubuna kiyasla
elde ettigimiz disik (sirasiyla p<0,001, p<0,001, p<0,001) sonuclar, bu gruplarda

spermatogenez bozuklugunun artmis olduguna isaret etmektedir.

Obez ilag gubunun (Grup 4) sonuglari, diger iki obez grubun (Grup 2 ve Grup 3)
her ikisinden de diistik (sirasiyla p=0,034, p<0,001) bulundu. Bu bulgular obez erkek
farelerde = BMS309403 uygulamasinin  spermatogenez  bozuklugunu  artirdigini

gostermektedir.

Calismamizda degerlendirdigimiz tiim parametreler birlikte degerlendirildiginde,
obez erkek farelerde BMS309403 uygulamasinin proapoptotik siirecleri ve spermatogenez
bozuklugunu artirdigin1 ve ayrica cinsiyet hormon diizeylerinde de (diisiik inhibin B
diizeyleri, diisiik total testosteron, diisiik FAI ve diisik SHBG diizeyleri) olumsuz
sonuclara neden oldugunu, uyguladigimiz oral DMSO' nun obezite ve fertil fonksiyonlar

tizerine olumlu ya da olumsuz bir etkisinin olmadigini gordiik.
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6. SONUC VE ONERILER

Bilindigi gibi giiniimiizde tiim diinyada yaklagik 2 milyar insan1 etkileyen obezite ve asir
kiloluluk, yalnizca farmakolojik ilag tedavisi ile listesinden gelinebilecek bir durum
olmayip ayn1 zamanda diyet, egzersiz yapilmasi gibi bireyin uzun siireli sabir ve dzverisini

gerektiren global bir halk saglig1 problemidir.

Dikkate deger bir bulgu olarak son 30 yilda reprodiiktif ¢agdaki erkeklerde obezite
siklig1 neredeyse iice katlanmis ve ayni siirecte erkek infertilite oraninda goriilen artis da
bu obezite siklik artisi ile benzer bulunmustur (Palmer 2012a). Obezitede erkek infertilitesi
hem bireylerin, hem de ¢iftlerin sosyal ve psikolojik sagligini olumsuz etkileyen énemli bir
saglik sorunudur. Daha Onemli olarak obez oldugu halde cocuk sahibi olma yetenegi
kaybolmayan ancak testislerinde molekiiler diizeyde bozukluklar (epigenetik degisiklikler
vb) baslamis olan obez bireylerin; dogacak cocuklarinda hem reprodiiktif hem de
metabolik saglik sorunlari (insiilin salinim bozuklugu, glukoz tolerans bozuklugu, diyabet,
obezite gibi) artmis siklikta saptanmustir (Youngson 2011, Palmer 2012a). Ozellikle bu

durum toplum saglig1 agisindan géz ardi edilmemelidir.

Calismamizda BMS309403 adli ilacin obez erkek farelerde fertil fonksiyonlar
lizerine iyilestirici etkileri olmadigi goriilmiistiir. Inhibin B diizeylerinde ve Johnson
skorlarinda diger obez gruplara kiyasla diislis goriilmiistiir. Tunel - pozitif hiicre sayisinda
da obez ila¢g grubunda artis gorilmiistiir. Daha uzun siireclerde ila¢ uygulamasi ile
yapilacak ¢aligsmalarda ilaca bagh kilo alimi1 ve yag kitlesi artisinin daha fazla olabilecegini

ve buna bagli olumsuz etkilerin daha da belirginlesebilecegini diisiinmekteyiz.

Degerlendirdigimiz parametrelerde saptadigimiz olumsuz sonuglar, obez erkeklerde
fertil bozuklugun yalnizca spermiyogramda sperm kalitesinin incelenmesi ile aciga
cikarilamayabilecegi, ayn1 zamanda histolojik incelemeler, apoptoz belirtecleri ve inhibin
B gibi testlerle testiste germ hiicrelerinin fiziksel ve molekiiler yapisinin da

degerlendirilmesinin uygun olacagi sonucuna vardik.

Bu bilgiler bizi ilacin klinik kullanimi i¢in uygunlugunun daha genis ve kapsamli
caligmalarla tartisilmasi gerektigi sonucuna getirmis olup ayrica bu konudaki caligmalara

katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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