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OZET

KOLESTEROL VE LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS’UN RATLARDA
TESTIKULAR FONKSiYONA ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Amag: Bu calismada yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen erkek ratlara tedavi amagh
Lactobacillus acidophilus probiyotigi verildi. Probiyotigin testosteron, folikiil uyarici
hormon (FSH) liiteinizan hormon (LH), androjen baglayic1 protein (ABP) ve faktor
iliskili apoptoz (FAS) diizeylerine etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismada 3 grup olusturuldu. Grupl (K) standart rat yemi ile 8
hafta beslendi. Grup2 (HK) rat yemine %2 kolesterol karistirilarak 8 hafta beslendi.
Grup3 (HKL) %2 kolesterollii yem ile belenen ratlara son 4 hafta L. acidophilus
probiyotigi verildi. Testis doku 6rneklerinden bir tanesinde FSH, testosteron ve faktor
iliskili apoptoz diizeyi ELISA test kitleri ile belirlendi. Diger testis dokusu histolojik
olarak incelendi. Serumda LH ve ABP diizeyi ELISA test kiti ile total kolesterol diizeyi
ise otoanalizor ile belirlendi.

Bulgular: Hiperkolestemi grubunda serumda total kolesterol diizeyinin arttig1 (P<0.05),
LH (P>0.05) ve ABP (P<0.05) diizeyinin azaldig: belirlendi. Probiyotik eklenen grupta
kolesterol diizeyinin azaldigi, LH ve ABP diizeyinin ise hafif arttigi belirlendi. Testis
dokusunda ise HK grubunda FSH ve TES hormon diizeyinin azaldigi, FAS diizeyinin
ise arttig1 belirlendi. Histolojik olarak tubul duvarindaki hiicrelerde atrofi,
vakuolizasyan ve duvar yapisinin biitiinliiglinde bozulmalar oldugu tespit edildi. HKL
grubunda ise FSH ve TES hormon diizeyinin arttigi FAS diizeyinin ise azaldigi
belirlendi. Tubul duvarinin iyilestigi dejenere hiicre saymnin yok denecek kadar az
oldugu ve duvar yapisinin biitiinliigiinii korudugu tespit edildi.

Sonug: Hiperkolestemi durumunda Lactobacillus acidophilus probiyotiginin ilave
edilmesinin testikular fonksiyon tizerine olumlu etkisi oldugu kanaatine varildi.
Anahtar Kelimeler: Hiperkolesterolemi; Lactobacillus acidophilus; Probiyotik;

Testikular doku.

Elif TUNA (Yiiksek Lisans Tezi)
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Aralik-2017



ABSTRACT

AN INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CHOLESTEROL AND
LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS ON THE RATS TESTICULAR FUNCTION

Aim: In this study, Lactobacillus acidophilus probiotics were given tomale rats fed with
high cholesterol diet. It was aimed to determine the effect of probiotics on testosterone,
follicule stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), androgen binding
protein (ABP) and factor related apoptosis (FAS) levels.

Material and Method: Three groups were formed in the study. Group 1 (K) was fed
with standard rat diet for 8 weeks. Group 2 (HK) was fed to rat diet with 2% cholesterol
for 8 weeks. Group 3 (HKL) L. acidophilus probiotics were given for the last 4 weeks to
rats, which were fed with 2% cholesterol feed. FSH, testosterone (TES) and FAS levels
in one of the testicular tissue samples were determined by ELISA test kits. The other
testicular tissue was examined histologically. In serum LH and ABP levels were
determined by ELISA test kit and total cholesterol level by autoanalyzer.

Results: In the hypercholesterolemic group, serum total cholesterol level increased (P
<0.05), LH (P> 0.05) and ABP (P <0.05) decreased. In the probiotic supplement group,
cholesterol level decreased, LH and ABP levels increased slightly. It was determined
that FSH and TES hormone level decreased and FAS level increased in HK group.
Histologically, it was determined that the integrity of atrophy, vacuolization, and wall
structure was deteriorated in the tubular wall cells. In the HKL group, the level of FSH
and TES hormone increased and FAS level decreased. It was found that the depleted
cell count recovered by the tubul wall was low enough to survive and preserved the
integrity of the wall structure.

Conclusion: In the case of hypercholesterolemia, it was concluded that the addition of
Lactobacillus acidophilus probiotics had a positive effect on testicular function.
Keywords: Hipercholesterolemia; Lactobacillus acidophilus; Probiotic; Testicular

tissue.

Elif TUNA (Master Thesis)
Ondokuz Mayis University - Samsun, December-2017

vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

AlF . Apoptoz indiikleyici faktor

CAD : Kaspaz aktive edici faktor

CAMP : SiklikAdenozinMonofosfat

EDRF : Endotel-bagimli rahatlatici faktor
GnRH : Gonadotropin salict hormon
HMG-CoA : 3-Hidroksi-3-Metilglutaril koenzimA
I1AP - Inhibitdr apoptoz proteinleri

LCAT . Lesitin kolesterol akiltransferaz
LAB : Laktik asit bakterileri

NADP : Nikotinamidadenindiniikleotit fosfat
P-Mod-S . Testikiilerparakrin faktor

P450scc : Sitokrom P450 kolesterol yan zincir boliinme enzimi
STAR . Steroidogenik akut yanit

3p-HSD : 3B Hidroksisteroiddehidrogenaz

17p-HSD :17p Hidroksisteroiddehidrogenaz
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1. GIRIS

Kolesteroliin fizyolojik siireclerde 6nemli bir rol oynadig: ifade edilmektedir.
Safra asidi biyosentezi, Vitamin- D sentezi, biiyiime ve gelisme i¢in gerekli bazi steroid
hormonlarin {iretiminde, insan ve hayvan hiicre membraninda temel bir bilesen oldugu
belirtilmistir (Lim ve ark., 2015). Kolesteroliin gametogenesis seviyesinde sperm
olusumu ve fonksiyonlarini diizenleyici oldugu belirtilmektedir. Kolesterol dengesinin
diizenlenmesinin posttestikular sperm olgunlagmasi i¢in ¢ok dnemli oldugu ve dengesiz
bir Kkolesterol seviyesinin bu olaylar zincirinde sorun yaratabilecegi belirtilmektedir
(Whitfield ve ark., 2015).

Kolesteroliin hiicre fonksiyonu ve biitiinliiglinde 6nemli bir rolii oldugu
vurgulanmaktadir. Hiicreler arasi sinyalizasyon, hiicre zarinin yapisina katilma, hiicre
alig-verisi ve hiicre gecirgenligi gibi olaylarda ki yeri 6nemle ifade edilmektedir. Bu
yiizden kolesterol dengesinin optimal diizeydeki hiicre fonksiyonlar1 ig¢in ¢ok onemli
oldugu sdylenerek, yikimi ve sentezi arasinda ki dengenin mutlaka korunmasi gerektigi
bildirilmektedir. Erkek {ireme sisteminin, Kolesterol dengesine de bagimli olarak bir
fonksiyon iistlendigi yine verilen bilgiler arasindadir (Maqdasy ve ark., 2012).

Laktik asit gram pozitif bakterilerine ait olan Lactobacilli’nin anaerobik
sporsuz ve genomik olmasinin yanisira DNA (Deoksiriboniikleikasit)’sin da diisitk GC
(guanin-sitozin) igerdigi bildirilmistir. Insan sagligma yararl oldugu i¢in Lactobacillus
acidophilus’'un (L. acidophilus), giinliik fermante driinler ve probiyotik destek
tirtinlerinin igeriginde bir bilesik olarak pazarlara sunuldugu ifade edilmektedir. Ayni
zaman da Lactobacilli‘nin alerjik tedavilerde ve antibiyotik kaynakli ishal vakalarinin
ve Escherichia coli’ nin antagonisti olarak gastrointestinal enfeksiyonlar da 6nemle
kullanildig1r bildirilmektedir. Bunlarmm yani sira immiin sistem diizenlenmesi ve
kolesterol seviyesinin de kontroliinde katkis1 oldugu belirtilmistir (Patel ve ark., 2016).

Erkek {ireme sistemini: esey hiicrelerini iireten testisler ile bu hiicreleri ileten;
tubulus rektus, rete testis, epididimis, duktus deferens, eklenik genital bezler ve dis
genital organ penis olusturur. Testislerde esey hiicrelerinin iiretildigi kanalciklar olan
tubulus seminiferus kontortus duvarinda, spermatogenik seriyi olusturan hiicreler ve
bunlar arasinda yer alan destek, koruma gibi fonksiyonlar1 iistlenen Sertoli hiicreleri

vardir (Kirk, 2011). Testislerin 6ncelikli fonksiyonunun 6n hipofizden gelen, luteinizan



hormon yanitt olan, Ozellikle testosteron, erkek seks hormonlarinin iretimi ve
spermatogenez oldugu ifade edilmektedir (Lim ve ark., 2015).

Erkeklerde, mayoz ve spermatogenezin testislerde, ergenlik ¢agina kadar
baslamadig1 ve bu dénemden sonra seminifer tiipciikler olarak adlandirilan olduk¢a
uzun, sikica biikiilii tiipgiiklerin i¢ epitelyum ddsemesinde siirekli olarak iiretildigi
bildirilmistir. Spermatogonyum olarak adlandirilan olgunlagsmamis germ hiicrelerinin,
bu tiipgiiklerin dis kenar1 boyunca bazal laminanin hemen altinda yerlesim gosterdigi ve
burada mitozla siirekli ¢ogaldiklari ifade edilmektedir (Alberts ve ark., 2008).

Spermatogenez, birgok etkenin dogrudan veya dolayli olarak rol oynadigi,
yagsam siiresince devamlilig1 siiren kompleks bir olgudur. Bu olgunun, spermatogonial
kok hiicreler tarafindan gerceklestirildigi bildirilmektedir. Spermatogenez olayinin;
testis yapisinda bulunan seminifer tiibiiller igerisinde gergeklestigi belirtilirken, sertoli
hiicrelerinin de bu olaydaki rolii 6nemle vurgulanmistir. Sertoli hiicreleri: eseyli lireyen
organizmalarda gamet olusumunu saglayacak olan Germ hiicrelerinin etrafin1 sararak
dis ortamla baglantistn1 keserek aract ve koruyucu hiicre rolii oynamaktadir.
Spermatositlerin etrafin1 tamamen sararak birbirlerine tutunurlar ve boylece Kan-Testis
bariyerini olusturmus olurlar. Olusturduklari bu bariyer sayesinde: kullanilan bazi
ilaglarin testise gecisi engellenir ve olusan haploid sperm hiicrelerinin immiin sistem
tarafindan diisman olarak algilanip yikilmasini 6nledigi ifade edilmektedir. Ayni
zamanda androjen baglayic1 proteinler (ABP) salgilayarak androjenleri epididime
tasidiklar1 belirtilmektedir (Lim ve ark., 2015).

Spermatositlerin  spermatit haline gelmesi ve daha sonra olgun bir
spermatozoon olarak testisi terk etmesi igin ise, ergenlikle (piiberte ile) baslayan
androjen hormonlara ihtiyag¢ vardir. Spertogenez siirecine istirak eden Leydig hiicreleri:
ergenligin baslamasi ile hipofizden salgilanmaya baslayan LH hormonuna yanit olarak
androjenleri (testosteron vb.) iiretir. Urettigi testosteron, ABP adi verilen bir tasiyici
proteinle germinal epitelyuma gonderilir. Sertoli hiicreleri seminifer tiibuliislerin dis
zarinin (besament membrani) i¢ yiizeyine yayilir ve bir bakici hiicre gibi spermatogenez
sirasinda farklilasan hiicreleri besler. Sertoli; FSH (folikiil stimiile edici hormon) ve
testosteronun hedef hiicresidir. Bu hiicreler spermatogenezi destekleyen ABP, biiyiime
faktorleri, steroid hormonlar ve hiicrelerin icerisine gomiildiigii matriks proteinlerini

salgilar (Kirk, 2011).



Erkeklerde birinci iireme organi olan testislerin en 6nemli fonksiyonunun: 6n
hipofizden gelen liiteinizan hormon yanitin1 verecek olan testosteron, erkek seks
hormonlar1 salinimi igin gerekli sinyalizasyon ve spermatogenez olgusunun oldugu
belirtilmektedir (Lim ve ark., 2015).

Probiyotikler, intestinal sistemin mikrobiyal dengesini diizenleyerek konakgi
sagligr iizerinde yararli etkileri olan, canli mikrobiyal gida katkilaridir. Bunlarin
igerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin olarak kullanilan
probiyotik mikroorganizmalardir. Laktik kiiltiirlerin, 6zellikle L. acidophilus iceren siit
tiriinlerinin serum kolesterol diizeyini diisiiriicii ve fekal laktobasil sayisini arttirici
etkileri oldugu belirlenmistir (Rolfe, 2000). Probiyotik bakterilerin serum kolesteroliinii
diisiirticti etkilerini agiklamaya yonelik degisik goriisler bulunmaktadir. En ¢ok kabul
géren gorlis; probiyotiklerin safra tuzlarimi serbest asitlere parcalayarak intestinal
sistemden hizli bir sekilde uzaklastirildigini ileri siirmektedir. Serbest safra tuzlari
viicuttan atildig icin, kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezi, viicuttaki toplam
kolesterol konsantrasyonunu diisiirebilmektedir (De Boever ve ark., 2000).

Bir bagka goriise gore ise, probiyotik laktik asit bakterileri asit iiretimi sonucu
pH’y1 diistirerek, dekonjuge safra tuzlari ile kolesteroliin presipitasyonuna neden
olmasidir (Laurens ve Viljoen, 2001). L. acidophilus probiyotiginin kolesterol diisiiriicii
rolii oldugu bildirilmistir. Ancak testikular fonksiyona etkisinin arastirildigi bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu sebeple ¢alismada, yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen
Sprague Dawley ki erkek ratlara tedavi amaghi L. acidophilus probiyotiginin
verilmesinin testikular fonksiyonda 6nemli olan testosteron, FSH ve liiteinizan hormon
(LH), ABP, faktor iliskili apoptoz diizeyinin nasil etkilendigi ELISA test kitleri ile
belirlenmesi amaglanmustir.

Yaptigimiz bu galisma sonuglarinin, literatiirii destekleyecegini ve yapilan

diger caligmalara katkida bulunacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolesterol ve Yapisi

Kolesteroliin biyolojideki rolii ve karakteri hakkinda 18. yy Avrupasinda
bahsedilmistir. Memelilerin normal hiicre fonksiyonlarinin devamliligi i¢in kolesterol
onemlidir. Bu gerekliligin, steroller ya da ekstra sellular yap1 gibi endojen biyosentezi
tarafindan karsilanabilecegi bildirilmektedir (Yeagle, 1985). Cok sayida Onemli
fonksiyona sahip olan kolesteroliin, hiicre membraninda bulundugu ve hayvan kan
plazmas1 igerisinde tasinan steroid bir lipid oldugu belirtilmistir. Ayrica membran
gecirgenligi ve akigkanhiginin dengede kalmasina yardimer ve hiicreler arasi
sinyalizasyona destek veren, memeli plazma zarinin 6nemli bir bileseni oldugu da
eklenmistir (Saez ve ark., 2010).

Kolesterol dengesinin diizenlenmesinde en 6nemli islevi olan karacigere (KC)
bir¢ok kaynaktan kolesterol tagindigi ifade edilmektedir. Bunlar; besinsel olarak alinan
kolesteroliin yan1 sira KC’nin kendisinde sentezlenen ve KC dis1 dokularda de novo

olarak sentezlenen kolesterol kaynaklar1 olarak belirtilmistir (Champe ve ark., 2007).

*cH,

27
25 HC - CHy

¥cH,

23 cH,

Cholesterol

Sekil 1. Kolesteroliin yapis1 (Champe ve ark., 2007)

Hidrofobik bir bilesik olan kolesteroliin, soldan saga dogru okunan dort
halkanin (A, B, C, D; steroid g¢ekirdek) kaynasmasiyla ve D halkasinin 17. karbonuna



tutunmus 8 karbonlu dallanmis hidrokarbon zincirinden meydana geldigi belirtilmistir
(Sekil 1). Bu halkanin ¢ogunlukla steroid halka sisteminin bir konformasyonu oldugu
ifade edilmis ve bu yapinin halkaya diiz bir gériiniim kazandirdig bildirilmistir (Yeagle,
1985).

Ayrica kolesteroliin, steroid hormonlardan 5 ana sinifin 6nciil maddesi oldugu
belirtilmis ve bunlar; progesteron, glukokortikoidler, mineralokortikoidler, androjenler
ve Ostrojenler olarak bildirilmistir (S6zbilir Baysu ve Baysu, 2008).

Hidrofobik bir yapida olan kolesterol, normal kosullarda kanda ¢6ziinemez.
Kolesteroliin kanda ¢6ziinebilmesi ve tasinabilmesi i¢in Karacigerde, HDL (yiiksek
yogunluklu lipoprotein) ve LDL (disiik yogunluklu Ilipoprotein) proteinleri ile
paketlendigi bildirilmistir. HDL, KC’de {iretilen, yiliksek oranda protein iceren ve
viicuttaki dokulardan KC’ye kolesterol tasiyan bir lipoprotein sinifidir. LDL, KC’de,
diger doku ve hiicrelerde iiretilen kolesterolii, ihtiyaci olan doku ve hiicrelere tagimakla
gorevli lipoproteindir. Yapisinda lipidlerin disinda, apolipoprotein-B100 (ApoB-100) ve
apolipoprotein E (apoE) mevcuttur (Bayram ve ark., 2016). LDL reseptoriiniin, kan
dolagimindaki LDL sirkiilasyonunun temizlenmesi ve ayni zamanda SREBP (sterol
regulatory element-binding protein) yani sterol baglayici protein yolaklar1 tarafindan
diizenlenen, kolesterol metabolizmasindaki diger proteinlerlede iliskili oldugu ifade
edilmistir (Zhang ve ark., 2016).

Hayvan dokularindaki baslica sterol olan kolesteroliin insanlar tarafindan bazi
bitki sterollerinden emiliminin yetersiz oldugu ifade edilmistir. Enterositlere alindiktan
sonra intestinal limene geri taginan bitki sterollerinin besinsel olarak kolesteroliin
emilimini engellemis oldugu verilen bilgiler arasindadir. Boylece bitki sterollerinin
hiperkolesteroleminin diyet yoluyla tedavisinde kullanilabilecegi Ongorilmistiir
(Champe ve ark., 2007).

2.1.1. Kolesterol Biyosentezi

Kolesterol kaynagi olarak, Karaciger, barsak, adrenal korteks ve yumurtalik,
testis, plasenta gibi tireme dokulari viicuda yiiksek katki saglasalar da kolesterol viicutta
ki tim dokularda sentezlenmektedir (Champe ve ark., 2007). Kolesteroliin diyet
kaynakli olabilmesi disinda, karaciger basta olmak iizere; barsak, adrenal korteks ve
beyinde Asetil-CoA’dan sentezlendigi bildirilmistir. Serbest ve ester (KC, adrenal

korteks, barsak mukozasi ve plazmada ki mevcut enzimler tarafindan esterlestirilmis)



halde olabildigi ifade edilmistir. Bu esterlesmenin, serbest kolesterolii kolesterol
esterlerine ¢eviren LCAT (lesitin kolesterol akiltransferaz) enzimi ile katalizlenmekte
oldugu bildirilmistir (Karagiil ve ark., 2000). Sentezlenen kolesteroliin biiyiik bir
kisminin lenf ve kan plazmasinda bulundugu ifade edilmektedir (Sozbilir Baysu ve
Baysu, 2008). Kolesteroldeki karbonlarinda yag asitlerinde oldugu gibi asetat
molekiillerince saglandig: bildirilmektedir. Ayrica sentezin sitozoldeki ve endoplazmik
retikulum membranindaki enzimlerle beraber sitoplazmada gergeklestigi belirtilmistir
(Champe ve ark., 2007; Sun ve ark., 2015).

Sentez agsamasinda, iki mol asetil CoA birleserek asetoasetil CoA” y1 ve ligiincii
bir asetil CoA eklenmesiyle de alti karbonlu 3-Hidroksi-3-metilglutaril CoA (HMG
CoA)  bilesiginin  olustugu belirtilmistir.  Sentez  basamaklarinin, kolesterol
yogunlugunda ki degisimlere duyarli oldugu ve viicutta, sentez hizin1 atilim hizina gore
ayarlayict mekanizmalarin oldugu ifade edilmistir. Daha sonra hiz sinirlayici basamak
olan HMG CoA rediiktaz tarafindan katalizlenme asamasi gelir (Sekil 2). HMG CoA
rediiktaz’in transkripsyonunun 1 ve 2 proteaz tarafindan ucu kesildikten sonra Golgi
aygiti tarafindan yeri degistirilen SREBP tarafindan kontrol edildigi bildirilmektedir.
Sitozolde meydana gelen bu basamakla beraber, ajan olarak kullanilan iki molekiil
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)’1n kullanildig1 ve CoA’nin salinimi ile
de basamagin geri doniisiimsiiz hale geldigi ifade edilmekte ve sonucunda kolesterol
onciilii olan mevalonik asit (mevalonat) olusumu gergeklesmektedir (Champe ve ark.,

2007; Hu ve ark., 2010; Kangalgil ve Canbolat, 2016; Zhang ve ark., 2016).
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Sekil 2. Kolesterol biyosentezi (Sun ve ark., 2015)

Dengeli bir diyetle alinan kolesteroliin, karacigerdeki endojen kolesterol hizi ve
hiicrelerde kolesterol kullanim hiz1 ile koordine edildigi belirtilmektedir. Bu
mekanizmanin, kan dolagimindaki kolesterol taginmasinda sorumlu olan LDL’ler igin
cok oOnemli olan belirgin bir reseptdrii yani LDL reseptoriinii kapsadigi da ifade

edilmistir (Karagiil ve ark., 2000).



2.1.2.Kolesteroliin Yikimi

Yapisi itibari ile kolesteroliin, insanlarda, karbondioksit ve suya metabolize
edilemedigi i¢in yapisi tlirlere gore degisim gosteren safra asitlerine doniiserek yikildigi
bildirilmistir. 24 karbon igeren safra asitleri 2 veya 3 hidroksil grubu ve 1 tane de
karboksil grubu olan yan zincire sahip olduklar1 belirlenmistir. pKa degeri 6 oldugu i¢in
tam iyonize olmadiklar1 ve bu yilizden de ‘‘safra asiti’’ olarak isimlendirildikleri ifade
edilmektedir (Champe ve ark., 2007; S6zbilir Baysu ve Baysu, 2008).

Belirtilene gore genel olarak sterol yapisi, digki ile atilmak tizere safra asitleri
ya da safra tuzlarmma dontstiiriliir. Safra tuzlarinin kolesterol yikimi {izerine
retroregiilator bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bazen de atilmak {izere barsaga
tasinarak safra igine kolesterol salimimi ile viicuttan atilir. Safra ile salinan safra
tuzlarinin  enterohepatik yolla karacigere geri doniisii engellenirse kolesteroliin
yikiminin hizlandig ifade edilmistir. Barsakda bulunan kolesteroliin birazinin atilmadan
once bakteriler tarafindan degistirildigi belirtilmistir. Bu degisim yoluyla olusan
koprostanol ve Kkolestanoliin kolesterol ile beraber baslica diski sterollerini
olusturduklari bildirilmistir (Karagiil ve ark., 2000; S6zbilir Baysu ve Baysu., 2008).

Safra asitlerinin sentezi sirasinda kolesteroliin B halkasinin ¢ift bag indirgenir
ve zincirin sonuna bir karboksil grubu eklenirse, zincir 3 karbon kisalir. Olusan bu
bilesikler birincil safra asitleri olarak isimlendirilir. Bu noktada onemli olan sentez
sirasinda hiz belirleyici oOlarak steroid halka yapisinin 7. karbonuna hidroksil
eklenmesidir. Bu eklenme yalnizca karacigerde bulunan Kolesterol-7-a-hidroksilaz
tarafindan gerceklestirilir. Enzim kolesterol tarafindan uyarilir, kolik asit (safra asiti)
tarafindan da baskilanir (Karagiil ve ark., 2000; Oniir ve Beyler, 2001; Champe ve ark.,
2007; Nguyen ve Bouscarel, 2008).

2.1.3. Hiperkolesterolemi

Hiperkolesterolemi kandaki yiiksek lipidleri 6rnegin; kolesterol, trigliserid ve
fosfolipidleri belirleyen patolojik bir durum olarak ifade edilmektedir (Santini
ve Novellino, 2016). Hiperkolesteroleminin sik goriilen hastaliklar agisindan yiiksek
risk faktoriine sahip olmasinin yani sira kotli meni kalitesi ile birleserek erkekte
kisirhiga  oOnciilik  edebilecegi  de  belirtilmistir  (Saez  ve ark., 2010).

Hiperkolesteroleminin, kolesteroliin kan damarlart duvarinda depolanmasina neden



oldugu ve farkli dokusal depolara da (ksantom) ortam hazirladig: bildirilmistir (Karagiil
ve ark., 2000).

Hiperkolesterolemi  kardiyovaskiiler — hastaliklar ve diger metabolik
rahatsizliklar igin dikkate alinmasi gerecken Onemli bir risk faktoridir. Ailesel ve
edinsel (asir1  yagl diyetlerle sonradan olusan) hiperkolesterolemi seklinde
bahsedilmektedir (Bayram ve ark., 2016). Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar ile LDL-
C’nin (distik yogunluklu lipoprotein-kolesterol) damar sertlesmesi ile dogrudan bir
iliskisi oldugu ortaya konmustur. Deney hayvanlarinda yapilmis olan caligsmalarla,
hiperkolesterolemi ve kalp-damar hastaliklarinda 6zellikle yogunlagilmasi gereken
parametrenin artmis LDL kolesterolii oldugu vurgulanmistir (Comak ve ark., 2016).
Bagka hi¢bir risk faktorii olmaksizin >4,14 mmol/l olarak sinir kabul edilen bundan
yiiksek olan LDL-C degerlerinin diisiiriilmesi gerektigi belirtilmistir. Doymamis yag
asitleri, lifli gidalarin tikketimi ile ilerleyen diyet modifikasyonlari, diizenli fiziksel
aktivite ve yasam tarzindaki saglikli degisimler tiim bu metabolik rahatsizliklarin primer
yardimer tedavi sekli olarak Ongoriilmiistiir. Hiperkolesterolemi durumunda, kan
lipidlerini diistirmek igin gerekli temel besin stratejisi, dengeli bir diyet profili
olusturmaktir (Heinz ve ark., 2016).

Farmakolojik olmayan ancak tibbi agidan yarar1 olan gidalari, tedavi amagh
se¢menin artan hiperkolesterolemi durumlarinda miimkiin oldugu belirtilmis ve organ
hasarlarina kanit olmayan, orta ya da disiik risk faktoriini temsil eden hafif
hiperkolesterolemide bu gidalarin 6nemli bir etki yapacagi diisiinilmiistiir. Ancak
kandaki kolesterol, trigliserid ve yag fosfolipidlerininin yiiksek miktarina bagli olarak
belirlenen hiperkolesterolemi patolojik bir durumdur (Santini ve Novellino, 2016).

Hiperkolesterolemi ile bozulan damar basimnct ve endotel yapisinin
iyilestirilmesinde  L-arjini’nin  etkisi olup olmadigi arastirnllmis calismalar
bulunmaktadir. L-arjinin verilmesinin endotel-bagimli rahatlatici faktor (EDRF)
sentezini artirabilecegini ve dolayisiyla hiperkolesterolemide endotele bagli damar
genislemesini artirabilecegi diisiiniilmiis. Bu diisiinceler sonunda elde edilen verilerde
L-arjininin hiperkolesterolemik insanlardaki direngli damarlarda endotele bagh
vazodilatasyonu arttirdigini gosteren sonuglar ortaya konmustur (Arcaro ve ark., 1995).

Canli dokularin i¢ yiiziinii saran endotel hiicreleri zedelenmelere oldukga fazla

maruz kalmaktadir. Bu maruziyette yaglar, immunbilesikler, mikrorganizmalar ve



toksinler kan damarlari biitlinliiglinii ve kan bilesimi homeostazisini bozarak basrolii
iistlenmislerdir. Bu zedelenmelerde nitrik oksit gibi koruyucu molekiillerin saliniminin
azalmasiyla yarali damar bolgesinin en i¢ katmaninda kan pulcuklarr, monositler,
notrofiller, kolesterol gibi damar i¢i yogunlugu arttiran molekiiller birikmeye baslar.
Nitrik oksit yeteri miktarda bulunmuyorsa diiz kas hiicre aktivasyonu artirtlarak durum
atheroklerozise kadar ilerleyebilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda, hiperkolesteroleminin ve
atherosklerozisin endotel islevini bozarak ilerlemekte oldugu ifade edilmektedir (Li ve
Forsthermann, 2000).

Yiiksek kolesterol tedavisin de HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri olarak bilinen
statinlerin genelde kolesterol sentezinde hiz kisitlayict olarak gorev almakta oldugu
bildirilmektedir. ~Statinler kardiyovaskiiler riskin azaltilmasinda etkili oldugu
ispatlanmig, bilinen bir ilag simifi olarak ifade edilmektedir. Statinlerin HMG-CoA’ yi
geri donlisiimlii olmak iizere inhibe ederek, kandaki total kolesterolii, LDL’yi ve
trigliserid diizeyini disiirdigi ve HDL kolesterol seviyesinin artmasinda 6nemli rol
oynadigi belirtilmigir. Statinlerin bu diizenleyici etkiyi hepatositlerin membranlarinda
bulunan LDL reseptorlerinde daha fazla regiilasyona yol agarak karacigerin LDL ve
VLDL (¢ok disiik yogunluklu lipoprotein) alimimi artirarak gerceklestirdigi
bildirilmektedir (Arcaro ve ark., 1995).

2.2. Probiyotikler

2.2.1. Probiyotik Tanim ve Tarihcesi

Kelime olarak Probiyotik 1953’de Alman arastirmact Werner Kollath
tarafindan ‘‘yasam icin gerekli olan aktif maddeler’” olarak tanimlanmistir. 1965’ de
Lilly ve Stillwell tarafindan ‘‘diger mikroorganizma gelisimlerini saglayan bir
organizma tarafindan salgilanan maddeler’’ olarak tanimlanmistir. Daha sonra 1992’ de
Fuller tarafindan; ‘‘barsak flora dengesini gelistirerek, konak¢1 hayvana iyi yonde etki
eden canlt mikrobiyal yem takviyesi’’ olarak tanimlanmistir. Probiyotik ¢alismalarinin
modern hikayesine ise 1900’1l yillarin baslarinda Parisdeki Pasteur Enstitiisiinde ¢alisan
Rus arastirmaci Mikrobiyolog Elie Metchnikoff nobel 6diili alarak onciiliik etmistir
(Barefoot ve Klaenhammer, 1983; Schrezenmeir ve De Vrese, 2001; Gasbarrini ve ark.,
2016).

Aslinda probiyotik teriminin bazi organizmalarin biiyiimesini uyaran, farkli bir

organizma tarafindan iiretilmis bir igerik oldugu ifade edilmistir. Probiyotik tiriinlerin
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ozellikle yogurt (Acidophilus ve Bifidus) iiretiminin ve bunlarin pazarlanmasinin son
yillarda diinya ¢apinda biiyiik bir artis gosterdigi belirtilmistir. Probiyotiklerin bilimsel
gegerliliginin belirlenmesinde mikroorganizma-konakg1 iliskisinin yapildig1 yardimei
caligmalarin endiistri ve saglik sektorii ile 6nemli bir baglantis1 olmasi gerektigi ifade
edilmektedir. Laktik asit iireten bakteriler (LAB) probiyotiklerin temel bileseni olarak
belirtilmistir ve yapilan bu temel calismalarin da saglik sektoriinde bu bakterilerin
yoniinii belirleyecegi diistinilmistiir (Fuller ve Gibson, 1997; Tannock, 1997).

Probiyotiklerin, bagisikligi modiile etmek, kolesterolii diisiirmek, romatoid
artrit tedavisinde kullanmak, kanseri onlemek, laktoz intoleransini iyilestirmek ve
atopik dermatitin etkilerini onlemek veya azaltmak gibi durumlarda terapotik olarak
kullanilmakta oldugu eskilerden gilinimiize kadar gelen bilgiler arasindadir (Reid,
1999).

Yillar boyunca, probiyotik ve prebiyotiklerin serum kolesterol diizeyleri
tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in hayvan ve insan modellerinin kullanilmasi
vurgulanmistir.  Insan ¢alismalari, koklii probiyotiklerin  veya prebiyotiklerin
hipokolesterolemik etkilere sahip olduguna dair umut verici kanitlar ortaya koyarken
yeni probiyotik tlirleri veya yeni prebiyotikler hayvan modellerinde potansiyel
hipokolesterolemik etkileri agisindan degerlendirilmistir. Birgok ¢alismada, kolesterol
ve safra asidi metabolizmasi, plazma lipoprotein dagilimi ve hepatik kolesterol
enzimlerinin diizenlenmesi agisindan insanlar ile benzerlikleri nedeniyle siganlar,
fareler, hamsterler ve domuzlarin model olarak kullandig: belirtilmistir. Bu hayvanlarimn,
insanlar ile benzer bir sindirim anatomisi ve fizyolojisi, besin maddesi gereksinimleri,
biyoyararlanim ve absorbsiyon gibi benzer metabolik siiregler paylastigi bilgisi onlari
aragtirma uygulamalar i¢in faydali deneysel modeller haline getirmistir. Dolayisiyla
canlit hayvan ¢aligmalarinda gosterilen pozitif hiperkolesterolemik etkilerin, insanlarda

da benzer bir potansiyelin var olabilecegini diisiindiirmiistiir (Ooi ve Liong, 2010).
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Sekil 3. Probiyotik tiiketiminin saglik i¢in yararlar1 (Parvez ve ark., 2006)
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2.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Ozellikleri

Laktik asit bakterileri mukozal ve sistemik bagisiklig1 etkilemelerinin yani sira
mukoz memranlar ve sindirim kanalinda kolonize olabilmekte ve mukoz maddeden
salgilanan miisin icerigini enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Intestinal sistemde
canli olarak devam edebilmeleri i¢in sindirim enzim ve safra tuzlarina dayanikli yapida
olabilmeleri gerekir. Ayn1 zamanda sistemde patojenlerin tutunma yerlerine tutunarak,
onlarin kolonize olmasini engelledigi ve patojenlerin kolonizasyonu i¢in gerekli besin
kaynaklarin tiiketerek onlarin yasam direncini kirdiklari bildirilmektedir (Fuller, 1989;
Cakir ve Cakmakg1, 2004).

Ayn1 zamanda, fermantasyon yaparak laktik asit ve asetik asit olusturduklar1 ve
ortam pH’sin1 diisiirerek patojenlerin tiremesini engelledikleri ifade edilmektedir. Laktik
asit bakterileri yasamin bir¢ok alaninda karsimiza ¢ikabilir. Bu alanlar fermante yiyecek
ve igeceklerde, toprakta, agiz boslugunda, mukozal membranlarda barsak ve vajinal
flora olarak belirtilebilir. Hemen hepsi gram-pozitif reaksiyon verirler ve istisnalar harig
spor olusturmazlar. Morfolojik olarak kok ve cubuklardan olusan uzunluklar1 farkli
zincir seklinde olduklar: ifade edilmistir (Du Toit ve ark., 2003; Parvez ve ark., 2006;
Fuller ve Gibson, 1997).

LAB’lar;  Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
ve Weissella gruplari dahil olan birgok alt cinsleri de igerirler. LAB’larin, fermantasyon
kabiliyetlerinin yani1 sira saglik ve besinsel yararlarina gore endiistriyel olarak da
oldukg¢a 6nemli organizmalar oldugu vurgulanmaktadir. Bu organizmalarin tahillardan,
yesil bitkilerden, siit ve et driinlerinden, sebze fermantasyonundan ve hayvanlarin
mukozal yiizeylerinden izole edildigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda laktik asit
fermantasyonu boyunca organik asitler, diasetil, hidrojen peroksit ve bakteriyosin ya da
bakterisit proteinleri gibi gesitli bilesikler tirettikleri de belirtilmistir. Bu bilesiklerin
yalnizca gidanin tadi, kokusu, rengi ve yapist i¢in gerekli olmadigi ayni zamanda
istenmeyen mikroflorayida engelledikleri ifade edilmistir (Barefoot ve Klaenhammer,
1983; Martin ve ark., 1999; Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010).

LAB’lar, agregasyon yani toplanma, kiimelesme ozellikleri ile birbirlerine
sikica baglanarak biyolojik bir bariyer olustururlar. Ayn1 zamanda koagregasyon

ozelligi (diger mikroorganizmalara baglanabilmek) ile iiropatojenlere karsi rekabet
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ettigi de kaynaklarda ifade edilmistir. Urogenital bdlgenin korunmasmna yardimci
olabilecegi ve 6zellikle patojen E. coli’ yi inhibe edebilecegi bildirilmistir (Martin ve
ark., 1999; Verdenelli ve ark., 2014).

Kullanilacak olan probiyotik suslarinin se¢imi yapilirken, hayvan tiirlerine de
dikkat edilmesi gerektigi belirtilmistir. Her probiyotik tiiriiniin etkiledigi mikroflora
farklilik gosterebilmektedir. Probiyotik se¢ciminde dikkat edilmesi gereken ayri bir konu
da antibiyotiklere direngli olmalar1 gerektigidir. Yani yiyeceklerine, biiyiimeyi tesvik
edici antibiyotik eklenmis ¢iftlik hayvanlariyla beslenen insanlarin veya antibiyotik
kullanmak durumunda kalan hastalik gecirmis insanlarin barsak mikroflorasini yeniden
diizenlemek icin probiyotiklerin kullanilabilecegi belirtilmektedir. Cilinki ¢iftlik
hayvanlar1 veya hasta insanlarin barsak mikroflorasinda antibiyotik tortularinin kalmis
olabilecegi diisiiniilmiistlir. Zaten ekosistemde sadece antibiyotige direnc¢li suslarin

kolonize olabilecegi gercegi bu diisiinceleri desteklemektedir (Tannock, 1997).

2.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Metabolizmasi

Probiyotiklerin nasil ¢alistiginin anlasilabilmesi i¢in sistemler igerisindeKi
mikrobiyolojisi ve fizyolojileri hakkinda biraz bilgi edinmek gerektigi Onemle
vurgulanmaktadir (Parvez ve ark., 2006). LAB’nin karmasik besin istekleri vardir.
Biiyiimek icin, aminoasit, peptidler, yag asitleri ya da yag asitleri esterleri, tuzlar,
tiretilmis niikleik asitler, vitaminler ve karbonhidratlara ihtiyag duyarlar. LAB
metabolizmasinin temel 6zelligi substrat diizeyinde fosforilasyon ile enerji iiretebilen
karbonhidratlar1 etkili bir bigimde biiyiik basamaklar halinde fermante edebilme
yetenekleridir. Iki temel KH fermantasyon yolag: kullandiklar1 belirtilmistir (Sekil 4).
Homofermantatif LAB, Embden-Meyerhof yolag: iizerinden glukolizisi kullanirlar ve
yalnizca laktik asidi tretirler. Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus ve bazi
Laktobasiller homofermantatiflere &rnektir. Uriinlerinin % 99°luk kismu laktik asit, geri
kalan %1’lik kismi diger bilesiklerdir. Heterofermantatif LAB’ler ise 6-
fosfoglukonat/fosfoketolaz yolagini kullanirlar ve etanol, asetat, karbondioksit ve laktik
asit iretirler. Weissella, Leuconostoc ve bazi Laktobasiller heterofermantatiklere 6rnek
olarak gosterilmistir. Uriinlerinin %70’ lik kismu laktik asit, %30’ luk kismu diger
bilesiklerdir (Fooks ve Gibson, 2002; Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010).
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Homofermantatif yol:

CeH120s — 2 CH3z- CHOH- COOH (Laktik Asit)

C 6H1206 — CH3z- CHOH- COOH + CH3-CH2-OH + CO>
Heterofermantatif yol:

CeH1206— CH3- CHOH- COOH + CH3 - COOH + CO2

Glukoz
Homolaktik Heterolaktik
Glukoz-6-P Glukoz-6-P
Fruktoz-6-P 6—Fosfoglukonat
Fruktoz-1,6-DP Ribuloz-5-P
Gliseraldehit-3-P =—Dihidroksiaseton-P Gliseraldehit-3-P Asetil-P
f\—‘ Hzo k l
2Pirtvat Pirtivat Asetaldehit
2Laktat Laktat Etanol

Sekil 4. Laktik asit bakterilerinin glukoz fermantasyonu i¢in genel sema (Parvez ve ark., 2006)

Lactobacilli’ler gram(+) bakterilerdir ve bu nedenle ¢ogunlukla peptidoglukan
hiicre duvarina sahiptirler. Sitokromlar1 olmayan, katalaz-negatif (hem gruplari
olmayan), sporsuz, anaerobik yapida, gram(+), safra asit toleransli olarak tanimlanmis
ve filogenetik olarak ¢esitli gruplara boliinmiislerdir. Seker fermantasyonu trtinlerinin
onemli sonucu olan laktik asit salgilayan, tam anlamiyla fermantatif bakterilerdir. LAB
organik besin acisindan zengin memeli barsak ve iirogenital sisteminde yiiksek miktarda
bulunur. LAB’lar, sitokrom, elektron tasima sistemi (ETS), katalaz sistemlerinin
eksiklikleri sebebiyle porfirin molekiillerini sentezleyemezler ve bu sebeple de oksidatif
fosforilasyon ile enerji tiretemezler (Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010).

Bacillus alt tiirleri ve filamentli mantar (Aspergillus oryzae) ve mayalarin
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces boulardii, probiyotik preparatlarinda
kullanilan LAB’lar disindaki diger organizmalar oldugu bildirilmistir. Probiyotik
tirtinlerin, fruktooligosakkaritler (FOS) ve probiyotik bilesimi disinda, L. acidophilus,
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Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Enterococcus faecium ve diger
organizmalar ile farkli formiilasyonlarinin mevcut oldugu belirtilmistir. Bunlardan en
yaygin olanlari, FOS ile L. acidophilus, L. acidophilus, FOS ile Bifidus longum ve
Bifidus infantis olarak ifade edilmistir (Parvez ve ark., 2006).

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobakter’ lerin, enzimlerin antimikrobiyal
etkisine, asitli ortama, yiiksek oksidasyon rediiksiyon potansiyeline ve diisiik yiizey
gerilimine diger probiyotik bakterilere kiyasla daha direngli olduklarindan o6zellikle
fermente siit triinlerinde tercih edildikleri de verilen bilgiler arasindadir. Arastirma
diinyasinin  “‘Yiyeceklerin bir kisminda bulunan canli mikroorganizmalar yeterli
miktarda tiiketildigi zaman, konak hiicre i¢in saglik yardimi sunar’’ diislincesini
genelledigi belirtilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bu genellemeyi tartismak igin
yapilan arastirmalara bir sinirlama getirmis ve yaklasimlara bir netlik kazandirmak
istemistir. Bunun i¢in de WHO, probiyotiklerin gidalarda olmasi gerektigini ve faydali
mikroorganizmalarin ve bioterdpatik ajanlar bulunmayan gidalarin  kullanimini
ongormedigini belirtmistir (Morelli ve Capurso, 2012; Arief ve ark., 2016).

Lactobacilli’nin, immiin sistem {izerine kolesterol azaltici, antitiimor 6zellikli
ve patojenik olmayan yollarla etki ettigi ifade edilmektedir (Fuller ve Gibson, 1997
Patel ve ark., 2016).

Aragtirmacilar, endojen kolesterol sentezinin bastirilmasina ve diyetle alinan
kolesterol absorbsisyonunun engellenmesine yardimci olan laktik asit bakterilerinin,
hiperkolesterolemiye etkisinin incelendigi birgok ¢alismanin yapildigini bildirmislerdir
(Park ve ark., 2007). Lactobacillus acidopilus’un, insan sagligina yararli oldugu igin
giinlik fermante irilinlerin ve probiyotik destek {Uriinlerinin bir bileseni olarak
pazarlandigr ifade edilmistir. Lactobacilli’nin ayni zamanda; antibiyotik kaynakli
ishalde, alerjik tedavilerde ve Escherichia coli (E.coli) antagonisti olarak,
gastrointestinal enfeksiyonlarda 6nemle kullanildigi vurgulanmaktadir (Sekil 5). (Patel
ve ark., 2016).
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fermantasyonu aretimi

Sekil 5. Lactobacillus acidophilus’ un 6zellikleri (Patel ve ark., 2016)

2.3. Erkek Ureme Sistemi

Kolesteroliin seks hormonlarinin iiretimi i¢in énemli bir 6ncil etkisinin oldugu
bilinmektedir. Ozellikle gametogenez seviyesinde sperm fonksiyonlarmni diizenleyici
oldugu tanimlanmaktadir. Kolesterol dengesinin diizenlenmesinde posttestikular sperm
olgunlagsmasinin ¢ok 6nemli oldugu vurgulanmakta ve dengesiz kolesterol seviyesinin
ozellikle posttestikular olaylar1  etkileyebilecegi  belirtilmektedir.  Indiiklenen
hiperkolesterolemiden sonra, testosteron serum dolasim diizeyinin 6nemli derecede
azaldig1 gozlemlenmistir (Martinez ve ark., 2011; Whitfield ve ark., 2015).

Erkeklerde yiiksek kolesterol ve diisiik testosteron konsantrasyonunun
atheroskleroz icin yiiksek risk faktorii oldugu vurgulanmistir. Kan basinct ve sivi
dengesini diizenleyen hormonal sistem olan Renin-Anjiyotensin Sistemin biyo-aktif
peptidlerinin gonadlarda lokalize oldugu belirtilmistir. Bu peptidlerin sterogenozi
diizenleyerek testosteron ve kolesterol arasinda anahtar rol oynadigi bildirilmis ve
gerektiginde testosteron iretimini de inhibe edebildigi ifade edilmistir (Martinez ve
ark., 2011).
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Her bir memeli fetiisiiniin, hem erkek hem de kadin ilireme sistemlerini
gelistirme potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir. Erkek (wolffian) kanallarinin
farklilasmasi ve kadinlarin mullerian kanallarinin eszamanli gerilemesi igin gerekli
uyarinin, androjenlerin ve diger hormonlarin embriyonik testisler tarafindan
sentezlenmesi ve salgilanmasi ile miimkiin oldugu ifade edilmistir. Fetal testikular
endokrin fonksiyonun yoklugunda veya testis tarafindan salgilanan hormonlara cevap
verme yeteneginde erkek yolun baslangici dejenere olur ve kadin sistemin baslangici
stabilize olur. Bu nedenle, erkeklerin cinsel farklilasmasinin, disilerde yumurtalik
gelisimi baslamadan 6nce baglatilan ve fetal testikular farklilagsmaya ve biiyiimeye bagli
aktif bir siire¢ oldugu ifade edilmektedir (Kaminski ve ark., 1999).

Erkeklerde testosteron ve kadinlarda 6stradiol olmak iizere gonadlar tarafindan
iretilen cinsel hormonlarin, cinsel farklilasma ve gelisimin diizenlenmesinde anahtar
hormonlar  oldugu  bildirilmistir. ~ Calismalarda, cinsel hormonlarin  serum
konsantrasyonlarinin, metabolik hastaliklarla, ruh hali bozuklugu ve kemik mineral
yogunlugu ile hatta 6liim ile birgok defa iliskilendirildigi ifade edilmistir. Erkek iireme
sistemini, esey hiicrelerini tireten testisler ile bu hiicreleri ileten; tubulus rektus, rete
testis, epididimis, duktus deferens, eklenik genital bezler ve dis genital organ penis
olusturur (Kirk, 2011).

2.3.1. Testikular Doku ve Fonksiyon

Erkeklerde eseysel bez ya da esey organi olan testisler oval bezimsi yapilardir.
Karin boslugunun sirt kisminda yer alirlar. Testisler dogumla beraber, kasik kanali
(inguinal kanal) yoluyla karin boslugunun devami olan skrotum igine yerlesirler.
Skrotuma gecen testislerden sonra inguinal kanal bag doku tarafindan kapanir ve karin
boslugu ile skrotum arasinda baglanti kesilmis olur. Testisin 6dnemli yapilarindan olan
seminifer tiibiillerin islevini yerine getirebilmesi adina testisin skrotum igine inmesi
oldukga 6nemli bir olaydir. Ciinkii seminifer tiibiillerin karin sicakliginda islevini yerine
getirmesinin miimkiin olmadig1 belirtilmekte olup yerine yetiskin bir insan testisinin
ortalama hacminin 30 ml oldugu ve ortalama 200-300 bdlmeye ayrildigi, her lobiil de 1-
3 seminifer tiibiil bulundugu bildirilmistir (Lira Neto ve ark., 2016). Memelilerde testis
yapilanmasinin iki 6nemli islevi mevcuttur. ilkinin &n hipofizden gelen ve liiteinizan

hormon yaniti olan &zellikle testosteron ve androsteron salinimi oldugu belirtilmis.
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Ikinci olarak da spermatogenez ile spermatozonlarin iiretimini saglamak oldugu ifade
edilmistir (Yilmaz, 1999; Lim ve ark., 2015).

Testis, erkek gametleri ve seks hormonlari olan androjenlerin iiretiminden
sorumlu olan yapilanmadir. Spermatogenez, gametlerin tretimi ile ilgili siirecin
tamamini kapsar ve tanimlar. Steroidogenez ise erkek steroid hormonlarin iiretiminde
rol alan baslica enzimatik reaksiyonlardan bahseder. Spermatogenez ve steroidogenezin
morfolojik ve fonksiyonel olarak birbirinden ayirt edilebilen iki farkli bolmede
gerceklestigi belirtilmistir. Bunlarin seminifer tiibiiller arasindaki interstitiyal bélmeler
ve seminifer tiibiillerden olusan tiibiiller bolmeler oldugu bildirilmistir. Anatomik olarak
ayr1 olmakla beraber ayni zamanda birbirleriyle sik1 sikiya bagl bolmelerdir (Sekil 6).
Ciinkii spermin normal iretiminde nitel ve nicel olarak her iki bolmenin de
biitiinligiintin gerekli oldugu ifade edilmistir. Testislerin ve dolayisiyla bu bolmelerin
fonksiyonlart hipofiz bezi ve hipotalamus tarafindan yonetilmektedir (Weinbauer ve
ark., 2010).

Ergenlik doneminde salgilanan testosteron, sperm iiretiminin baglamasini ve
ikincil cinsiyet karakterlerinin gelisimini saglamaktadir. Eriskin canlilarda bu sperm
tiretiminin devam etmesi, ikincil cinsiyet karakterlerinin korunmasi ve yardimci
bezlerin fonksiyon gorebilmesi, testis yapisinin saglikli olma durumuna bagl oldugu
bilinmektedir (Nair ve Rajamohan, 2014).

Steroidlerin biyosentezi ve spermatozoa iiretimi, gonadotropinler ve ¢ok sayida
yerel olarak iiretilen faktorler tarafindan siki kontrol edilen memeli testisin iki 6nemli

fonksiyonudur (Carreau ve ark., 2011).

Leydig Hiicreleri

Seminifer tibil
A 41«*:'@;#}3 :
" IJ; = 3 - M—-'“_
1|-n-r-. :

. Peritiibiiler

Testis

Sekil 6. Testikular doku ve hiicreleri (Skinner ve ark., 1991)
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2.3.2. Leydig Hiicreleri

Testis igerisinde yer alan interstitiyal bolmelerdeki en 6nemli hiicrelerin leydig
hiicreleri oldugu ifade edilmistir. Bu hiicrelerin testiikiiler testosteron kaynagi oldugu
belirtilmistir. Leydig hiicrelerini kapsayan interstitiyal bolmelerin, immiin hiicreler, kan
ve lenf damarlari, sinirleri, fibroblastlar1 ve gevsek bag doku igerdigi belirtilmistir.
Deney hayvanlarinda bu bélmenin, total testiikular hacmin yaklasik %2,6’sin1 kapsadigi
bildirilmistir (Weinbauer ve ark., 2010).

Leydig hiicreleri 1850’de Franz Leydig tarafindan isimlendirilmistir. Bu
hiicreler en 6nemli cinsiyet hormonu olan testosteronu iiretir ve salgilarlar. Ayn
zamanda interstitiyal immiin sistem hiicresi olan makrofaj ve lenfosit hiicrelerini de
icerdigi bildirilmistir. Erigkin testiste, leydig hiicrelerinin perivaskiiler ve peritubiiler
mezenkimal benzeri hiicrelerden gelistigi ve bu hiicrelerin leydig hiicrelerine
farklilagsmasinin LH tarafindan indiiklendigi ancak ayni zamanda sertoli hiicrelerinden
tiretilen biiylime faktorleri ve farklilagma faktorleri tarafindan da tetiklendigi ifade
edilmektedir. Testosteron yetigkin erkeklerde sperm tiretiminin ve erkek sekonder cinsel
ozelliklerin korunmasi i¢in gereklidir. Olgun erkeklerde testosteron oncelikle testikular
leydig hiicreleri tarafindan iretilir (Guo ve ark., 2013).

Leydig hiicrelerinin temel islevinin, androjenik steroidleri sentezlemek ve
salgilamak oldugu bildirilmistir. Androjen biyosentezi siirecinde gerekli olan dort
enzim, sitokrom P450 kolesterol yan zincir bolinme enzimi (P450scc), 3
hidroksisteroid dehidrogenaz / A5-4 izomeraz (3p -HSD), sitokrom P450 17a-
hidroksilaz (P45017a) ve 17B-hidroksisteroid dehidrojenaz (173-HSD) olarak
bildirilmistir. Leydig hiicreleri testisin P450scc ve 3B-HSD iceren tek hiicreleridir. Bu
nedenle, leydig hiicrelerinin tiim steroid hormonlart i¢in substrat olan kolesteroli,
pregnenolona ve pregnenolondan da progesterona doniistiirdiigii bilinmektedir. Bundan
sonra P45017a ve 17B-HSD'nin katalitik aktiviteleri ile steroidogeneziste nihai iiriin
olan testosterona doniistiigii bildirilmistir (Sekil 7). (Kaminski ve ark., 1999; Yao ve
ark., 2002; Dong ve Hardy, 2004; Chen ve ark., 2009).
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Sekil 7. Kolesterolden testosteron sentezi (Dong ve Hardy, 2004)

Biitiin tiirlerde, androjen biyosentezindeki ilk adimmin, kolesteroliin, i¢
mitokondriyal membranda bulunan P450scc tarafindan katalize edilen pregnenolona
dontistiiriilmesi oldugu ifade edilmistir (Hu ve ark., 2010). Bu reaksiyonun ayrica,
adrenodoksin ve adrenodoksin rediiktazdan olusan bir mitokondriyal elektron transfer
sistemine ihtiyag duydugu ve elektronlar1 NADPH’dan P450scc'ye kadar ilettigi
belirtilmistir. P450scc enziminin, kolestroliin ii¢ ardisik oksidasyon reaksiyonunu
katalize ettigi, her reaksiyonun bir Oz molekiilii ve bir molekiil NADPH gerektirdigi
bildirilmistir. Ik reaksiyon, 22. karbonda hidroksilasyon ve bunu takiben yirminci
karbonunda hidroksilasyona tabi tutularak 20.C ve 22.C’ arasinda boliinerek 21.C da
steroid pregnenolon, izokaproaldehit ve hidroksikolesterol elde edilmesidir.
Izokaproaldehit kararsizdir ve hizla izokaproik aside oksitlenir (Black ve ark., 1994;
Davidoff ve ark., 1996). Steroid hormonlarin sentezindeki hiz smirlayict adimin,
intraseliiler kaynaklardan 6n mitokondriyal zarin Oncii kolesteroliiniin taginmasindan
sonra kolesteroliin P450scc'nin katalitik bolgesine yiiklenmesi oldugu bildirilmistir.
Hidrofobik kolesteroliin, mitokondriyumun sulu membranlar arasi alanin1 gegemedigi
ve akut steroid sentezini desteklemek igin basit difiizyonla P450scc'ye yeterince hizl
ulastigi da verilen bilgiler arasindadir. Bdylece, kolesteroliin tasiyici proteinler
tarafindan harekete gecirildigi ifade edilmistir. Steroidogenik akut yanit (STAR)
proteini ve periferik benzodiazepin reseptorii (PBR), mitokondriye kolesterol salinimina
katilir. STAR o6ncelikle gonadotropin uyarilmis transferde bulunur. Steroidogenez igin
ham madde olan kolesterol, dolasimdaki lipoproteinden elde edilir yani LDL insanlarda
birincil kaynaktir (Sekil 8). (Zirkin ve Chen, 2000; Dong ve Hardy, 2004).
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Sekil 8. Kolesterolden testosteron biyosentezi asamalar1 (Dong ve Hardy, 2004)

Testis organogenezinde kritik bir olayin da, sertoli hiicreleri, peritubular
miyoid hiicreler ve leydig hiicreleride dahil olmak {izere somatik hiicre dizilerinin
Ozellesmesi oldugu bildirilmistir. Bu hiicrelerin testis morfolojisinin olusturulmasinda
ve hormonlarin {retiminde olduk¢a Onemli rol oynadigi ifade edilmistir. Y
kromozomundaki tek bir gen olan Sry (Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesi)
geninin, bu somatik hiicre Ozelliklerinin farklilagmasi i¢in bir dizi sinyal yolag
olusturdugu da verilen bilgiler arasindadir. Peritubiiler miyoid hiicrelerin farklilagmasi
ve buna bagl testis baglarinin olusumu, sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen bir sinyal
proteini-yolagi olan Desert hedgehog (DHH) tarafindan diizenlenir (Davidoff ve ark.,
1996; Yao ve ark., 2002).
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2.3.3. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri germinal epitelyumda bulunan somatik hiicrelerdir. Bu
hiicreler bazal zar iizerinde bulunur ve seminifer tiibiil liimenine kadar uzanir ve genis
anlamda germinal epitelin destekleyici yapisi olarak diistiniilebilir. Germ hiicrelerini
cevreleyerek dis baglantiy1 keserken, beslenme ve hormonal aligveris igin araci gorevi
istlendigi belirtilmektedir. Spermatosit ve spermatitleri halkasal sekilde onlari
cevreleyerek korumaktadirlar. Birbirlerine tutunarak olusturduklari bu yapiya <’Kan-
Testis’” bariyeri denilmektedir. Bu bariyer ile immiin sistemin, sperm hiicrelerini
yabanci olarak algilayip yok etmesinin engellenmis oldugu ifade edilmistir. Kan-testis
bariyerinin, pubertede spermatogenez basladigi zaman olustugu bildirilmistir. Sertoli
hiicresi, fonksiyonel bir testis gelisiminde ve dolayisiyla bir erkek fenotipinin
ekspresyonunda merkezi bir rol oynar. Yine bu hiicrelerin seminifer kord olusumunu
saglayan, germ hiicrelerinin mayoz evresine gegebilmesini ve leydig hiicrelerinin
farklilasmasini saglayan, fetal gonadda ayirdedilebilir sekilde fark edilen ilk hiicreler
oldugu belirtilmektedir (Sharpe ve ark., 2003; Kaur ve ark., 2014; Lim ve ark., 2015).

Sertoli hiicrelerinin, protein, sitokin, biiyiime faktorii, opioid, steroid,
prostaglandin, hiicre boliinmesinin  modiilatorleri gibi ¢ok ¢esitli  faktorleri
sentezledikleri ve salgiladiklari belirtilmektedir. Griswold spermatogenez i¢in 6nemli
olan sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan glikoproteinleri ii¢ kategoriye ayrrmustir. Ilk
olarak, iyonlarin ve hormonlarin tasinmasini kolaylastiran, biyo-koruyucu fonksiyonlar
saglayan transferin, seriiloplazin ve ABP; ikinci olarak, proteazlar ve proteaz
inhibitorleri (bu proteinler; spermiasyon veya prelepoten spermatositlerin seminifer
tiibiiliin adluminal bélmesine hareketi sirasinda olusan doku yenileme siire¢lerinde rolii
vardir); son olarak da sertoli hiicreleri ile peritubiiler hiicreler arasindaki temel zarin
yapisal bilesenleri seklinde ifade edilmistir (Ravina ve ark., 2007; Sofikitis, 2008).
Sertoli hiicrelerinin bir diger énemli fonksiyonu da, yetiskinlerde son testis hacmi ve
sperm tretiminden sorumlu olduklar1 seklinde bildirilmistir. Sertoli hiicre akiskaninin
%90'indan fazlasinin tiibiiler limende salgilanmakta oldugu belirtilmistir. Sertoli
hiicresi bagina sperm sayisinin tiire bagl olarak degistigi bildirilmektedir. Gap-junction
(agiklik baglantilar1) proteini olan konneksin-43 eksikliginin, spermatogenezi 6nleme ile
baglantili olarak sertoli hiicresi olgunlagmasini engelledigi bildirilmektedir. Sertoli

hiicrelerinin  belirtegleri, transferrin, androjen baglayici protein ve baglanti
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proteinlerinden olan, N-cadherin, connexin-43, gelsolin, laminin-y3, okluziv, testin,
nektin ve vinculin’ in androjen bagimli olduklar1 ifade edilmektedir (Skinner ve ark.,
1991; Weinbauer ve ark., 2010).

Spermatozoonlarin iiretiminin gerceklestigi seminifer tiibiiller, testis yapisinin
biiyiik bir kismini kapsamaktadir. Seminifer tiibiiller ince ve bol kivrimlidir. I¢ yiizeyi
germinal epitel hiicreleriyle doludur. Iste spermatozoon (Spermatogenez) olusumu da bu
ilkel germinal hiicrelerde baslamaktadir. Seminifer tiibiil kesitinin i¢ kisminda hiicreler
bazal membrandan liimene dogru siralanmaktadir. Sertoli hiicreleri temel zar (bazal
membran) iizerine oturmus spermatogonyumlar arasinda destek amagli bulunmaktadir.
Bazal membrandan liimene dogru sirasiyla primer spermatositler, sekonder
spermatositler, spermatit ve spermatozoonlar mevcuttur. Seminifer tiibiillerin liimene
kadar uzanan ug¢ kisimlarinin birlesmesiyle olusan rete testis yapisinin, sert bag doku
tabakasiyla kusatilmasi sayesinde kanallarin siirekli agik kalmalar1 saglanmistir. Siirekli
acik olan bu kanalciklar tunika albuginea’y1 delerek epididimin bas kismina agilirlar.
Iste bu kivrimli kanallar efferent kanallar (efferent ductules, vaza efferents) olarak
isimlendirilmistir (Johnson ve ark., 2008; Dadhich ve ark., 2013; Pintus ve ark., 2015).

Efferent kanallar birleserek epididim kanali ismini tagiyan ductus epididimisi
olusturarak, spermatozoonlari digariya ileten katlantili bir yol meydana getirmis olurlar.
Bu yol yani epididim kanali spermatozoonlarin toplanma ve depolanma yeri olarak
bildirilmektedir. Olgun sperm hiicrelerinin, seminifer tiibiillerden ince kanallar
yardimiyla testisde yer alan epididimise gegtigi ve cesitli salgilarla aktive edilinceye
kadar burada bekletildikleri daha sonra da ¢iftlesme sirasinda salindiklar
belirtilmektedir. Epididim kanali kuyruk kismina ilerledik¢e diizlesip kalinlasarak
ingiiinal (kasik) kanali i¢erisine uzanan deferens kanal (ductus defferents) seklini alir.
Uretraya agilacak olan deferent kanal dncesinde bir genisleme yapar. Genisleme yapan
bu yap1 ampulla duktus ismini alir. Ampullanin u¢ kismi incelerek vezikiila seminalis
kanali ile birlesir ve prostat icerisine girer. Iste prostat icerisinde kalan bu dar kanalda
bosalma kanal1 (ejakiilator kanal, ductus ejaklatorius) ismini almigtir. Buradan sonra da
iretraya agilarak hem eseysel sivi hem de idrar bosaltim yolu olarak devam ettigi
bilinmektedir. Seminal vezikiil, prostat ve cowper bezinin eseysel sivi yani seminal siv1

iiretiminden sorumlu olmalar1 ve bu sayede spermin bozulmadan digiye aktarimi igin
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olduk¢a 6nemli yardimci bezler olduklari belirtilmektedir (Skinner, 2005; Weinbauer ve
ark., 2010).

2.3.4. Germ Hiicresi ve Spermatogenez

Yetiskin memeli viicudundaki potansiyel olarak totipotent diploid hiicrelerin
tek kaynagi, testisin seminifer tiibiillerinin bazal tabakasinda bulunur. Bu hiicrelerin
tamami germ hiicresi olarak adlandirilmakta ve olgunlasma siralariyla farkli isimler
almaktadirlar (Brinster ve Zimmermann, 1994).

Germ hiicreleri, tiibiildeki komsu sertoli hiicreleri arasinda asamali gelisim
katmanlariyla tanimlanir. Olgunlagsmamis germ hiicreleri, spermatogonia veya kok
hiicreler bazal laminada bulunur. Spermatogenezin germ hiicrelerinin mitoz boliinme
(spermatogonyal proliferasyon), mayoz boliinme (spermatosit DNA rekombinasyonu,
rediiksiyon ve boliinme) ve spermiyogenez olmak iizere li¢ agsamali gelisme siirecinden
gecen karmasik ve oldukga organize bir siire¢ oldugu bildirilmistir. Bu siiregler,
sonunda farklilagmamis spermatogonyay: son derece 6zellesmis spermlere doniistiiriir
(Kaur ve ark., 2014).

Spermatogenez siirecinde esas hiicrenin A tipi spermatogonyum oldugu
bildirilmistir. Seminifer tiiblillerin dis kenarinda bazal membrana bitisik olarak
yerlesmis bu A tipi spermatogonyumlar devamli olarak ¢ogalarak kendilerini yenilerler.
Bu hiicrelerin bir boliimii de spermatozoonlar olusuncaya kadar baskalagimlarini
sirdiirirler. ~ Seminifer  tiibiillerde  gerceklesen  spermatogenez,  hareketsiz
spermatogonyumlarin boliinmesi ile baslaylp hareketli, kuyruklu bir hiicrenin
(spermatozoon) olusumu ile biten bir siirectir. Spermatozoonlarin olgunlagsmasi ve
limene ilerlemesinde rol oynayan sertoli hiicreleri, spermatozoon olusumu igin gerekli
besin ve enzimlerin de kaynagi olarak ifade edilmistir. A tipi spermatogonyumlar,
cogalma evresinde, mitoz boliinme ile c¢ogalarak sayilarini artiran ve B tipi
spermatogonyumlara doniisen, spermatogenezin ilk asamasini tamamlarlar. B tipi
spermatogonyumlar seminifer tiibiil bosluguna dogru ilerlerken A tipinden B tipine
donlisimde mitozla boliinen hiicrelerden  biri  kalarak  spermatogonyumlarin
devamliligint saglar. Spermatogonyoumlarin kromozonm sayist viicut hiicrelerinde
oldugu gibi 46 (2n) tanedir. I. mayozdan sonra olusan spermatositlerden itibaren

kromozom sayilari yariya (n) iner (Lira Neto ve ark., 2016; Kaur ve ark., 2014).
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[lk olarak spermatitin golgi cisimciginde kendini gdsteren spermatogenez,
spermatitin sentriol ve ¢ekirdeginde de devam etmektedir. Karbonhidrat bakimindan
zengin olan proakrozom graniilleri golgi aygitindaki kiigiik taneciklerdir. Bu graniillerin
bir kese igerisinde toplanmasiyla olusan akrozom kesecigi spermatitin ¢ekirdek zarina
yapisip On yiiz kisminda bir baglik olusturmaktadir. Graniiller kese igerisinde iyice
yayilarak akrozomu yapilandirmis olurlar. Bu sirada ¢ekirdegin arka kutbunda bir ¢ift
sentriol olusumu meydana gelmektedir. Cekirdek akrozom ve sentriollerle beraber
hareket ederek, kromatinini artirarak homojen bir yapilanma gosterir. Senriollerden biri
(proksimal) c¢ekirdegin arka ucunda bir yariga gomiilerek spermatozoon yapisinin
boyun kismini olusturur. Diger sentriol (distal), hiicre disina bir fibril demeti uzatarak
boyun, orta bélim ve kuyruk boyunca ilerler. Riboniikleik asit, glukojen ve su
kaybederek degisiklige ugrayan stoplazma uzayarak cekirdegin yapisini alir. Yine de
biiyiik kismi dejener olarak sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Orta pargacikda
bulunan eksen iplik¢ikleri spermatozoonun kuyruk kismini olusturur (Skinner, 2005;
Johnson ve ark., 2008).

Bu sirada spermatogonyumlardan daha biiyiik olan sertoli hiicreleri onlari
kusatir ve destek vererek Kan-Testis bariyerini olusturarak spermatojenik hiicreleri
otoimmiin sisteme karsi korumaya alir. Disaridan hiicre girisi olmadan olgunlasan
spermatogonyumlar bu bariyeri asarak ilerleyebilir ve sertoli hiicrelerinin stoplazma
uzantilartyla baglanti kurabilirler. Memelilerde spermatogenez embriyo olusumunun
basinda baslayip, ergenlik ve sonrasinda da devam eden uzun bir dizi adimlari
icermektedir (Kaur ve ark., 2014).

Spermatogenezin, endokrin kontrolii altinda otokrin ve parakrin kontroliindeki
sertoli hiicre fonksiyonuna olduk¢a bagimli olan karmasik bir siire¢ oldugu
belirtilmektedir. Oyle ki bu karmasiklik, farkli testikular hiicrelerin ¢ok dallanmis
etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Glukoz metabolizmasi arastirmalarinda sertoli
hiicrelerinin aktif olarak glukozu metabolize ettigi ¢cogunlugunun laktata doniistigi
fakat sitrik asit dongiisii yoluyla oksitlenmedigi bildirilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda germ
hiicrelerinin mayoz sonrasindaki metabolizmalari i¢in gerekli enerjiyi, sertoli hiicreleri
tarafindan sentezlenen laktat yardimiyla elde ettikleri ve glukozu direk olarak
kullanamadiklar1 belirtilmektedir (Maldonado ve ark., 2016; Galardo ve ark., 2017;
Mariana ve ark., 2017).
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2.3.5. Spermatogenezin Hormonal Kontrolii

Testislerin, embriyonik gelisimleri boyunca erkek esey hormonu olan
testosteron salgilamaya basladiklar1 belirtilmistir. Testosteronun, yeterli miktarda sistem
icerisinde mevcut oldugunda yardimci lireme yapilarinin olgunlagsmasini uyardigi ve
ergenlikte ikincil eseysel Ozellerin (sakal, ses kalinlasmasi, kas hacmi artist vb.)
degisimini de baslattigi ifade edilmektedir. Testislerin spermatozoon olusumunu
gerceklestirmesinin yani sira temel gorevinden biri de, tiim bu siireci kontrol edecek
olan androjenleri salacak olmasi oldugu bilinmektedir. Bir spermatogenetik siire¢ i¢in
yaklagik 74 giin gerektigi diisliniilmektedir. Ratlarda sperm iiretiminin, dogum sonrasi
45. glinden itibaren oldugu ancak en ideal iiretimin 75. giinden 6nce gergeklesmedigi
bildirilmektedir (Welsh ve ark., 2017).

Cinsel hormonlar hipotalamus, hipofiz ve gonadal aksisler tarafindan
diizenlenen dinamik bir sistemdir. Hipofizden, LH ve FSH salinimini kontrol eden
hipotalamustaki gonadotropin salict hormon (GnRH) disilerde ostradiol ve erkeklerde
testikular testosteron saliniminda LH ve FSH’y1 kapsayan gonadotropinlerin sentezini
uyarir. Testisin, spermatogenesis ve steroidogenezis olmak iizere iki fonksiyonunun,
sirastyla GnRH tarafindan uyarilan, FSH ve LH olmak tizere, hipofiz gonadotropinleri
tarafindan yapilan normal stimiilasyona bagl oldugu bildirilmistir (Sekil 9). GnRH,
hipotalamusta sentezlenen ve hipotalamik-hipofizyal portal sistemi tarafindan 6n
hipofizdeki gonadotropik hiicrelere tasinan bir dekapeptidtir. GnRH'nin hipofiz bezleri
tizerindeki reseptorlere baglanmasinin hem FSH hem de LH’nin salinmasina neden
oldugu bilgisi verilmistir. Her iki gonadotropin (FSH, LH), bir G-protein iligkili
transmembran alan reseptorii iceren klasik protein hormonu reseptér mekanizmalari
yoluyla etkilerini gostermektedirler. Reseptor aracili baglanma gergeklestikten sonra
adenilat siklaz aktive edilir ve protein kinaz aracili protein fosforilasyonunu ve
gonadotropinlerin hiicresel etkilerini aktive eden hiicre i¢i Siklik adenozin monofosfat
(CAMP) artislarina yol agar (Simoni ve ark., 1997; Dierich ve ark., 1998; Hayes ve ark.,
2001; Xia ve ark., 2017).

FSH ve testosteron sekresyonu, spermatogenezin basartyla tamamlanmasi igin
gereklidir. Germ hiicrelerinde direkt olarak FSH veya testosteron icin herhangi bir
reseptor bulunmadigindan bu adimda orta basamak oldugu ifade edilmektedir. Sertoli

hiicresinin hem FSH hem de testosteron igin reseptorler i¢erdigi, bu hormonlarin sertoli
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hiicre fonksiyonunu modiile ederek germ hiicreleri iizerindeki etkilerini gosterdikleri
belirtilmektedir. Hem FSH hemde testosteronnun germ hiicreleri iizerinde sinerjik
etkiler yaptig1 ancak testosteronnun, spermatid olgunlasmasinin sonraki asamalarinda
spesifik bir etkiye sahip oldugu da verilen bilgiler arasindadir. Erkek seks hormonu olan
testosteron, leydig hiicresi tarafindan LH stimiilasyonu altinda salgilanir ve periferik
dokularin farklilagmasinda ve spermatogenezi tesvik etmekte Onemli bir rol oynar
(Kangasniemi ve ark., 1990; Sluka ve ark., 2006).

Spermatogenezin gonadotropin bagimlilig1 hipofizektomi, GnRH asilamasi,
GnRH agonisti ve antagonisti tedavisi ve androjenin indiikledigi gonadotropin
sekresyonunu bastirma gibi ¢esitli deneysel yaklasimlarla gosterilmistir (Schulz ve
Miura, 2002).

FSH’1n, testis gelisiminde sertoli hiicre mitozunu uyarabilme yetenegi ile
erigkin  testisin  spermatojenik  kapasitesini  etkileyebilme yeteneginden de
bahsedilmektedir. FSH’in baslica gérevi spermatogenezi baslatmak ve devamliligini
saglamak olarak ifade edilmektedir. Bu gérevinin yani sira sertoli hiicrelerinden ABP ve
Ostrojen salmimina da yardimci olmaktadir. Sertoli hiicrelerinin, FSH'yi baglama
kapasitesine sahip oldugu ve FSH reseptorii i¢in mRNA igerdigi bilgisi verilmistir.
Birgok ¢aligmada, FSH'nin olgunlagsmamis Sertoli hiicrelerinde mMRNA ve protein
sentezini uyardigin1 ve androjen baglayici protein, transferrin ve inhibin gibi spesifik
proteinlerin salgilanmasini arttirdigindan bahsedilmistir. FSH'nin sertoli hiicrelerine
baglanmasimin, cAMP birikmesini, protein kinaz aktivasyonunu ve androjen baglayict
protein {iretimini izledigi bildirilmistir (Heckert ve Griswold, 2002; Mruk ve Cheng,
2004).

ABP, testosteron ve Ostrojenlere baglanarak onlarin seminifer tiibiil igerisine
tasinmasina yardimer olur ki bdylece spermatozoon olgunlasmasi i¢in gerektiinde
kullanimlar1 saglanabilmektedir. Ostrojenlerin diger hormonlar iizerinde denetim
saglayabildigi yani LH salinnmim1 ve testosteron diizeyini distlirebilecegi gibi FSH
salmmmin1 da denetleyebilecegi belirtilmektedir. Seminifer tiibiillerde asir1 tretilen
spermatozoonun kisitlayict etki yapmak {izere FSH salimimini  simirlandirdigi
bildirilmistir. Bu kisitlayic1 etkinin sertoli hiicrelerinden salinan inhibin etkimesiyle

gerceklestigi ifade edilmektedir. Inhibin bu noktada 6n hipofizde yer alan gonadotrop
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hiicrelere etki eder. Ayni durum tam tersi liretim igin zit yonde artirict etkilerle
ilerlemektedir (Mclachlan ve ark., 2002).

Androjen reseptorleri sertoli, peritubular miyoid ve leydig hiicrelerinde bol
miktarda bulunmaktadir. LH leydig hiicrelerini uyararak testosteron salinimina yardimci
olmaktadir. Leydig hiicreleri testisin, kolesterolden androjen (testosteron) dontisiimiinii
saglayan ana hiicresidir. LH' nin leydig hiicrelerine, spesifik olarak baglanmasiyla,
CAMP birikimini ve kolesteroliin pregnenolona doniismesini uyardigi ve testis steroid
irtinii olan testesteronun olusumunda artisa neden oldugu belirtilmektedir. Leydig
hiicresinde bulunan lipid damlaciklar1 kolesterol esterlerinin biriktigi, depolandig1 yer
olarak ifade edilmektedir. Kolesteroliin distan i¢ mitokondriyal zar i¢ine taginmasinin
hiz sinirlayict bir adim oldugu ve bir STAR protein aracili oldugu da verilen bilgiler
arasindadir (Holdcraft ve Braun, 2004; Ruwanpura ve ark., 2010).

Seminifer tiibiilleri ¢evreleyen peritubular hiicrelerin, sertoli hiicre
fonksiyonunda 6nemli etkilere sahip olan ve testis fonksiyonunun kontroliinde 6nemli
oldugu kabul edilen, P-Mod-S (testikular parakrin faktor) olarak adlandirilan bir
parakrin faktor trettigi ifade edilmektedir. Testosteronnun peritubular miyoid hiicreler
tizerinde bulunan androjen reseptorleri yardimiyla, P-Mod-S A ve B olarak adlandirilan
proteinlerin iiretimini uyarabildigi ve bu durumunda transferrin, androjen baglayici
protein ve inhibin’nin Sertoli hiicresinde salinimini uyardigi da verilen bilgiler
arasindadir (Anthony ve ark., 1991).

Sertoli hiicrelerinin bir salgi iiriinii olan ABP’nin testiste, testosteron ve FSH
tarafindan diizenlendigi bildirilmistir. ABP’nin cinsiyet steroidleri igin bir baglayici-
tastyict protein olarak bulundugu ifade edilmektedir. Seks hormon baglayici globulin ve
ABP’nin; hepatosit ve sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen, ekstraseliiler steroid tasiyici
proteinler ile siki bir iliskisi oldugu belirtilmektedir. Ratlarda testikular ABP sentezinin,

FSH ve testosteron tarafindan arttirildigi bildirilmistir (Hammond ve ark., 1989).
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Sekil 9. Ureme hiicreleri ve spermatogenezin hormonal kontrolii (Weinbauer ve ark., 2010)

FSH, sertoli hiicre metabolizmasinin kontroliinde énemli bir rol oynamaktadir.
FSH, sertoli hiicresi laktat iiretimini, 6rnegin glukoz tasiyicilarinin diizenlenmesi ve
laktat dehidrogenaz (LDH) izoenzimi sisteminin ifadesi gibi farkli biyokimyasal

mekanizmalarin modiilasyonu yoluyla diizenler (Galardo ve ark., 2017).

2.4. Erkek Ureme Hiicreleri ve Apoptoz

Teorik olarak gesitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle
yonetilen ve hiicrenin tarafindan programlanmis bir mekanizma araciligi ile hiicre
Olumiini kontrol eden aktif bir islemdir. Hiicrenin intihar1 olarak da tanimlanabilir.
Hiicrelerimizin, c¢ogalmast veya Olmesi ya da boliinme olmadan rollerini devam
ettirmesi, baz1 faktorlere bagli olarak karar verecekleri bir silireg olarak
degerlendirilmistir. Bu faktorler, hiicreye reseptorler yoluyla iletilen 6liim veya ¢ogalma

sinyalleri, besin maddelerinin varligi veya yoklugu, hiicrenin zarar gérmiis olmasi
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(DNA yapisinin bozulmasi vs.) olabilir. Apoptoz mekanizmasi, etkin yerlerinde bir
sistein olan ve hedef proteinlerini belirli aspartik asitlerden kesen bir proteaz ailesinden
olan Kaspazlar tarafindan kontrol edilir. Bunlar, aktif yerlerinde amino asit olan sisteini
ihtiva eden son derece spesifik proteazlardan olusan bir aileyi igerir (Majno ve Joris.,
1995).

Apoptoz, embriyonik donemde gereksiz dokularin koérelmesinde, dokulardaki
hiicre sayis1 kontroliinde, islevini yitirmis ya da tehlike potansiyeli olan anormal
hiicreleri yok etmede, canli viicut homeostazisinde ve daha bir¢ok olayda oldukca
onemli bir role sahiptir. Bilindigi gibi spermatogenezde, sperm olusumu ic¢in 6nemli
olan germinal hiicre 6liimii de ger¢eklesmektedir. Bu durumun, spermatozoanin normal
gelisimi  igin Onemli ve mutlak gerekli oldugu ifade edilmistir. Bdylece
spermatozoalarin %25-%75’ lik bir kayb1 oldugu bildirilmistir. Ayrica gerekliligi, germ
hiicleri ve sertoli hiicrelerinin sayisal denkligini korumak olarak gosterilmistir ki bu
dengenin bozulmasinin yani germ hiicrelerinde apoptoz fazlaligi veya azliginin, erkek
bireylerde infertiliteye sebep oldugu da verilen bilgiler arasindadir. Bu sistemin
hormonal kontrol altinda gerceklestigi ifade edilmektedir (Vaux ve Korsmeyer, 1999;
Martin ve ark., 2004).

Herkes tarafindan enerji kaynagi olarak kabul goren mitokondri ayn1 zaman da
cesitli yollarla gelen 6liim sinyallerinin toplandigi organel olarak da ifade edilmektedir.
Bu durumun mitokondrideki zar potansiyeli degisimiyle (19 iiyesi bulunan bcl-2 protein
ailesi tarafindan) baslayip, sitokrom-C’ nin (normal sartlarda ATP zincirinde yer
almakta) stoplazmaya dagilmasi ve Apaf-1 (inaktif) molekiiliine baglanarak apoptozom
denen yapiy1 aktiflestirmesiyle devam ettigi belirtilmektedir. Mitokondrideki solunum
zincirinde yer alan, apoptoz indiikleyici faktor (AIF), SMAC (mitokondriden salinan
ikinci kaspaz faktorii) ve CAD (kaspaz aktive edici)-ENDO G adli DNAz enzimleri de
sitokrom-C* nin yami sira sitoplazmaya dagilan diger enzimlerdir. Daha sonra
mekanizmanin, apotozomun kaspaz-9’u uyarmasi ve onunda diger kaspazlar
uyarmasiyla ilerledigi boylece proteolitik bir zincir olusturularak apoptoza kadar giden
basamaklardan olustugu bildirilmistir. Hiicrede zara tutunmus sekilde var olan 6lim
reseptorlerinin, bir ucu hiicrenin digina diger ucu ise hiicrenin i¢ine bakan ve i¢ kisma
bakan tarafda prokaspaz 8’in aktiflestirilmesi i¢in O6lim bdolgesi (death domain)

bulunduran reseptorler oldugu bilgisi verilmektedir. Kaspazlarin peptid baglarini kirarak
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hiicreyi oliime siiriikledigi ve farkli dokular i¢in farkli kaspaz tiirlerinin islev gordigi
de verilen bilgiler arasindadir. Son olarak kaspazlarin inhibitor apoptoz proteinleri
(IAP) denen bir grup protein tarafindan baskilandigi bilgisi de verilmektedir. IAP’ lere
ornek olarak, XIAP, c-IAP1 ve c-IAP2 inhibitérlerinin, kaspaz-3 ve 9'u etkin sekilde
baglayabildigi ve bunlar1 inhibe edebildigi bildirilmistir (Sekil 10). (Ravagnan ve ark.,
2002; Bouchier ve ark., 2005; Elmore, 2007; Ow ve ark., 2008).
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Sekil 10. Mitokondriyal membandan salinan farkli proteinlerin apoptoza katkis1 (Ravagnan ve ark., 2002)

Protein katlanmasinda aktif rol alan endoplazmik retikulumun apoptotik siireci
baglatan bagka bir organel oldugu belirtilmektedir. ER’nin stlendigi bu goérevde bir
problem ortaya ciktiginda, katlanmamig proteinlerin bir stres faktorii olusturduklari, bu
stresin ortadan kalkmadig1 ya da uzadigi durumlarda proteaz ve kinazlarin aktive olarak
hiicre igi kalsiyum seviyesinde artis meydana geldigi ifade edilmistir. Bu basamaklarla
beraber, mitokondriyal apoptotik siire¢ aktive edilmis duruma gelmektedir (Sekil 11).
(Xu ve ark., 2005).
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Gen koruyucusu olarak da bilinen p53 proteini, DNA zarar gordiigiinde hiicre
dongiistinii  durdurarak hasar tamiri i¢in zaman kazandiran ancak hasar telafi
edilemeyecek kadar ¢ok oldugunda, hiicreyi apoptoza siiriikkleyen diger bir hiicre igi
faktor olarak ifade edilmistir (Spierings ve ark., 2004).

Mitokondriyal yolak

S Sitokrom €

Kaspaz12 -

N — ]
? - ‘—Apnptnznm

Sekil 11. Memeli testis hiicrelerinde yer alan kaspaza bagimli apoptotik yolagin {i¢ temel molekiiler

mekanizmasinin basitlestirilmis sematik diyagrami (Ruwanpura ve ark., 2010)

Apoptoz teriminin, nekrozdan, molekiiler ve morfolojik olarak farkli olan
programlanmig hiicre OSliimiinii tanimladigi ifade edilmektedir. Apoptoz siirecinde,
fagositoz basamagi i¢in komsu makrofajlar1 alan apoptotik hiicrelerin yiizeyinde, hiicre
membranindan PS'min (fosfotidilserin) translokasyonu olusur, bu durumun nekrozdan
esas fark oldugu belirtilmektedir. Apoptozda hiicre ¢ekirdegi kiigiiliip kromatin
yogunlasirken, nekrozda hiicre igeriginin dis ortama dagilmasi belirtilen farklar

arasindadir. Germ hiicrelerinde meydana gelen FSH'nin geri ¢ekilmesiyle olusan akut
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apoptotik degisiklikler, programlanmis hiicre 6liimiiniin klasik yolaklarindan bagimsiz
olabilir. Programlanmis hiicre Sliimiiniin insan spermindeki fonksiyonel etkisi tam
olarak anlagilamamistir. Apoptotik siire¢le ortaya ¢ikan germ hiicrelerindeki kaybin,
baskin bir siire¢ oldugu, p53-p21, fas diizeyince, kaspaz, bcl-2 gibi degisik yollarla
kontrol edildigi bilgisi verilmektedir. Cesitli ¢aligmalar, reseptor aracili apoptozun (bax
ve bcl-x gibi regiilatdr proteinlerinin) bir gostergesi olarak, plazma zar biitiinliigiini
bozan ve insan sperm hiicrelerindeki programlanmis hiicre 6limiinii ifade eden CD95'i
(DNA sarmalinin kopmasini isaret eden fas ligandi) arastirdi (Hikim ve Swerdloff,
1999; Paasch ve ark., 2004; Youle ve Strasser, 2008; Aitken ve ark., 2011; Dogan ve
ark., 2013).

Hiperkolesterolemi diinyada ¢ok yaygin olarak goriilen bir saglik sorunudur. Bu
caligmada yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen Sprague Dawley 1rki erkek ratlara tedavi
amach olarak L. acidophilus probiyotiginin verilmesinin testikular fonksiyonda 6nemli
olan testosteron, FSH ve LH, ABP, faktor iliskili apoptoz (FAS) diizeylerine etkisinin

belirlenmesi amag¢lanmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. MATERYAL

Calismada agirliklar1 300-550 gr arasinda degisen 10-12 haftalik 24 adet erkek
Sprague-Dawley 1rki eriskin rat Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Calisma boyunca 22+2 °C’lik
oda sicakligi, %60 nem orani, 12/12 saat aydinlik/karanlik ortami saglanmistir. Deney
hayvanlar1 ¢alisma boyunca ad libitum olarak beslenmistir.

Calismamiz; B.30.2.0DM.0.20.09.00-0050.04-146-173 sayili, 03.10.2016
tarihli, 2016/27 numarali “’Kolesterol ve Lactobacillus acidophilus’ un Ratlarda
Testikular Fonksiyona Etkisinin Arastirilmast’” konu bagligiyla Ondokuz Mayis
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu izniyle ilerlemistir.

Hiperkolesterolemi olusturmak ig¢in Ondokuz Mayis Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden standart rat yemi saglanmistir (Tablo
1). Standart yeme ticari bir yem fabrikasi tarafindan %2 oraninda kolesterol ilave
ettirilmis ve homojen olarak karistirma sonrasinda tekrar peletlenmistir. Kontrol grubu
disindaki tiim gruplara hazirlanmis olan kolesterollii yem calisma boyunca ad libitum

olarak verilmistir.

Tablo 1. Standart rat yemi icerigi

Temel Besin Maddeleri

Kuru madde (en az) %88
Ham protein (en az) %24
Ham seliiloz (en ¢ok) %7
Ham kil (en ¢ok) %8
Ham yag (en az) %6

Tuz (en ¢ok) %1

Metabolik enerji 2650 kcal/kg
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3.2. METOT

3.2.1. Probiyotik Siispansiyonunun Hazirlanmasi:

L. acidophilus probiyotigi liyofilize olarak satin alinmistir. Liyofilize olan L.
acidophilus bakterisi canlilik ve saflik kontrolii yapilmasi i¢in MRS broth ile
sulandirildiktan sonra, %5 koyun kanli agara inokule edilmistir. Canli ve saf oldugu
belirlenen kiiltirden 9 ml MRS igeren tiipe 1 ml miktarinda eklenmis ve 37°C’de 18
saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda sivi kiiltirden 10%°a kadar FTS ile
siispansiyonlar hazirlanmistir. Bu siispansiyonlardan 3’er adet kanli agara ekim
yapilmis ve 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
pleytlerde iireyen bakteri kolonileri sayilmis ve ana kiiltiirdeki bakteri miktar
hesaplanmistir. Hesaplama sonrasinda ana kiiltiirde 10° kob/ml bakteri olacak sekilde
slispansiyon yapilmis ve tedavi amaciyla kullanilacak olan L. acidophilus probiyotik

stispansiyonu hazirlanmistir (Park ve ark. 2006).

3.2.2. Deneme Plani

(Calismada 24 adet rat rastgele 3 gruba ayrildi.

Grup 1 ( Kontrol grubu) (K): standart rat yemi ile 8 hafta beslendi.

Grup 2 (%2 kolesterolli yem) (HK): normal rat yemine %2 kolesterol
karistirilarak 8 hafta beslendi (Onody ve ark., 2003; Wang ve ark., 2010).

Grup 3 (%2 kolesterol+L. acidophilus) (HKL): %2 kolesterol karistirilmig
normal rat yemi ile 4 hafta beslendikten sonra, oral gavaj uygulamas: ile 4 hafta
L.acidophilus probiyotigi verildi (Park ve ark., 2006).

Calisma sonunda tek tek ratlar tartilarak %10 ketasol (0,8-1,3ml/kg ) ve %2
basilazin (2-5 mg/kg) IP uygulanarak kalpten kan alindiktan sonra dekapite edilerek
testis doku Ornekleri alindi. Testis doku Orneklerinden birinde FSH, testosteron ve
faktor iligkili apoptoz diizeyi ELISA test Kitleri ile belirlendi diger testis dokusu ise
histopatolojik olarak incelendi. Serumda ise LH ve ABP ve total kolesterol diizeyleri
belirlendi.

3.2.3. Testis Doku Orneklerinden ELISA icin Ekstraksiyon

Testis doku homojenizasyonun hazirlanmasi ig¢in, doku ornekleri,
homojenizasyondan 6nce buz soguklugunda PBS (Phosphate Buffer Saline) (0,01 mol
/L, pH 7,0-7,2) ile yikandiktan sonra tartildi. Doku ufak pargalara ayrildiktan sonra buz
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icinde homojenizator (Pro 200) ile 5-10 mL PBS ile homojenizasyon gergeklestirildi.
Daha sonra buz iginde 1 veya 2 defa da ultrasonikator ile hiicre membranin
pargalanmasi saglandi ve hiicrenin daha iyi pargalanmasi i¢in 2 kez dondurma ¢ézdiirme
islemi uygulandi. Daha sonra homojenat 5000 x g’de, 4°C 5 dk santrifiij edilerek
stipernatantlar -80°C analiz yapilana kadar muhafaza edildi. Daha sonra siipernatantlar
kullanilarak ELISA test yapildi. Bu test icin ratta spesifik testis dokusu ekstraktinda
Ol¢timiine uygun testosteron, FSH diizeyi ELISA test Kitleri prosediirii takip edilerek
yapild1 ve sonuglar ELISA okuyucuda okunarak hesaplandi.

3.2.4. Testosteron Diizeyinin Belirlenmesi

Testis doku siipernatantlarindaki testosteron diizeyinin belirlenmesi igin rat
spesifik Cusobio marka testosteron kiti (CSB- E05097r) kullanildi. ELISA testi tiretici
firmanin bildirdigi metoda gore gergeklestirildi. ELISA testinin saptama araliginin 0,13
ng/ml-25,6 ng/ml ve saptayabildigi en diisiik konsantrasyonun da 0,06 ng/ml’nin altinda
oldugu bildirildi. Test metoduna gore oncelikle tiim soliisyonlar kullanilmadan 6nce oda
sicakligina getirildi. Kit igerisinden ¢ikan hazir standart soliisyonundan 0,06-25,6 ng/ml
konsantrasyonlarinda ¢alisma standart soliisyonlart olusturuldu. Mikropleytin ilk ve son
6 kuyucuguna 50 pl standart diliisyonlari, diger kuyucuklara da 50 ul 6rnekler konuldu.
Ayrica bagta ve sonda birer kuyucuk ta blank olarak ayrilmis ve bu kuyucuklara higbir
soliisyon konulmadi. Blank olarak ayrilan kuyucuklar hari¢ olmak {izere diger tiim
kuyucuklarin iizerine 50 ul HRP-konjugat ilave edildi. Sonrasinda tim kuyucuklara
50ul Antikor ilave edildi. Mikropleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda yikama soliisyonu ile 5 defa yikama gerceklestirildi. Sonrasinda tiim
kuyucuklara 50 ul Substrat A ve 50 ul Substrat B soliisyonlar1 eklendi ve karanlik
ortamda 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 50 pl stop
soliisyonu eklendi ve 10 dk igerisinde 450 nm’ye ayarlanmis olan ELISA reader da
okutuldu. Belirlenen OD4so degerleri Magellan Standard Tracker (V7-2) yazilimi ile
standartlara ait OD4so degerleri dikkate alinarak hesaplandi.

3.2.5. Folikiil Uyaric1t Hormon Diizeyinin Belirlenmesi

Testis doku siipernatantlarindaki folikiil uyarict hormon diizeyinin belirlenmesi
igin rat spesifik Sun-red marka FSH kiti (sunred) kullanildi. ELISA testinin saptama
araliginin 0,25 - 60 IU/L ve saptayabildigi en diisiik konsantrasyonun da 0,202 1U/L
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altinda oldugu bildirildi. Test metoduna gore Oncelikle tiim soliisyonlar kullanilmadan
once oda sicakligma getirildi. Kit igerisinden ¢ikan hazir konsantre standart 80 1U/L
(0,5 ml) soliisyonlar1 dilue etmek igin 6 adet ependorf tiipe 125’er mikrolitre standart
diluent kondu. Konsantre standart asagidaki tabloya gore 2 kath olarak sulandirildi
(Tablo 2).

Tablo 2. Konsantre 80 IU/L (0,5 ml) standart ¢ozelti diliisyonlari

Standart konsantrasyon S1 S2 S3 S4 S5 S6
Standart Konsantrasyon 40 20 10 5 2.5 1.25
(1U/L)

Konsantre 30x olan yikama soliiyonu hazirlandi. Bunun igin 20 ml konsantre
yikama tamponu 580 ml distile su ile karistirildi. Calisma 6ncesinde kitin i¢cinden ¢ikan
tiim sollisyonlar oda sicakligina getirildi ve drnekler ¢oziildiikten sonra santrifiij edildi.
Basta ve sonda birer kuyucuk ta blank olarak ayrilarak bu kuyucuklara sample diluent
konuldu. Mikropleytin ilk ve son 6 kuyucuguna 50 pl standart diliisyonlar1, diger
kuyucuklara da 40 pl 6rnekler konuldu. Blank olarak ayrilan kuyucuklar hari¢ olmak
tizere diger tiim kuyucuklarin iizerine 50 ul streptavidin-HRP konjugat ilave edildi.
Sonrasinda &rneklerin {izerine 10 pul ADP antikor eklendi. Uzerine 50 pl streptavidin
eklenerek mikropleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda yikama
soliisyonu ile 5 defa yikama gergeklestirildi. Sonrasinda tiim kuyucuklara 50 ul Substrat
A ve 50 pl Substrat B soliisyonlari eklendi ve karanlik ortamda 37°C’de 10 dk inkiibe
edildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklendi ve 37°C’de 15
dakika karanlik ortamda inkiibe edildi ve 450 nm’ye ayarlanmis olan ELISA readerda
okutuldu. Belirlenen OD4so degerleri Magellan Standard Tracker (V7-2) yazilimi ile

standartlara ait ODaso degerleri dikkate alinarak hesaplandi.

3.2.6. Testis Dokusunda Faktor Tliskili Apoptoz Diizeyinin ELISA
Yontemi ile Belirlenmesi

Faktor iligkili apoptoz diizeyi, apopitozis siirecinin baslamasini tetikleyen

proteine verilen isim olup 6l¢limii, kantitatif sandwic enzim immunoassay prensibine

dayanan yontem kullanilarak belirlendi (CSB-EQ7324r).
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ELISA testinin saptama araliginin 0,78 ng/ml-50 ng/ml ve saptayabildigi en
diisiik konsantrasyonun da 0,195 ng/ml altinda oldugu bildirildi. Test metoduna gore
oncelikle tiim soliisyonlar kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Standart vialini
6000-10000 rpm de 30 sn santrifiij edildi ve standard vialine 1,0 ml 6rnek sulandiricisi
ilave edilerek sulandirildi. Konsante standart 50 ng/ml olup 7 adet ependorf alnarak

icerisine 250 pl 6rnek sulandiricist konularak 2 kat sulandirmasi yapildi (Tablo 3).

Tablo 3. Konsantre standart ¢ozelti diliisyonlari

Standart konsantrasyon | SO | S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
Standart ~ Konsantrasyon | 50 | 25 125 [6.25 [ 3.12 | 156 |0.78 |0.39
(ng/ml)

Biotin isaretli antikor (1x) — a¢ilmadan 6nce santrifiij edildi. Biotin antikoru
100 kat sulandirildi. Bunun ig¢inl0 pl Biotin-antikoruna 990 pl Biotin-antikor
sulandiricist ilave edildi. HRP-avidin (1x) - agilmadan 6nce santrifiij edildi ve HRP-
avidin 100 Kkathi sulandirildi. Bunun i¢in 10 pl HRP-avidin 990 pl HRP-avidin
sulandiricist ilave edildi. Yikama soliisyonu hazirlandi. Bunun igin 20 ml yikama
tampon soliisyonuna (25 x) 480 ml distile su ilave edilerek 500 ml yikama soliisyonu
hazirland1 (1 X). Calisma 6ncesinde kitin iginden ¢ikan tiim soliisyonlar oda sicakligina
getirildi. Kuyucuklara 100 ul standart ve ornek konularak 37°C’de 2 saat inkiibe
edilerek siire sonunda kuyucuklarin igindeki sivi dokiildii ama yikama yapilmadi. Tiim
kuyucuklara 100 pl biotin-Antibody (1X) eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonrasinda 3 defa yikama yapildiktan sonra kuyucuklara 100 pl HRP-avidin
(1X) eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. 5 defa yikama yapildiktan sonra tiim
kuyucuklara 90 pul TMB-Substrate (tetrametilbenzidin) eklenerek 37°C’de 15-30 dk
karanlik ortamda inkiibe edildi (151k almayacak sekilde). Tiim kuyucuklara 50 pl stop
soliisyonu eklenerek 5 dk icerisinde 450 nm’ye ayarlanmig olan ELISA reader da
okutuldu. Belirlenen OD4so degerleri Magellan Standard Tracker (V7-2) yazilimi ile

standartlara ait ODaso degerleri dikkate alinarak hesaplandi.

3.2.7. Serumda Luteinizan Hormon Diizeyinin Belirlenmesi

Serumda LH diizeyinin belirlenmesi i¢in rat spesifik Sun-red marka Luteinizan
hormon (sunred) kullanildi. ELISA testinin saptama araligimmin 0,30 - 60 mlU/mL ve
saptayabildigi en diisilk konsantrasyonun da 0,206 mIU/mL altinda oldugu bildirildi.
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Test metoduna gore Oncelikle tiim soliisyonlar kullanilmadan 6nce oda sicakligina
getirildi. Kit i¢erisinden ¢ikan hazir konsantre standart 64 mIU/mL (0,5 ml) soliisyonlari
hazirlanmasi i¢in 6 adet ependorf tiipe 125’er mikrolitre standart diluent konuldu.

Konsantre standart asagidaki tabloya gore 2 kat olarak sulandirildi (Tablo 4).

Tablo 4. Konsantre 64 mlU/mL (0.5 ml) standart ¢ozelti diliisyonlari

Standart konsantrasyon S1 S2 S3 S4 S5 S6
Standart Konsantrasyon | 32 16 8 4 2 1
(mIU/mL)

Konsantre 30x olan yikama soliiyonu hazirlandi. Bunun i¢in 20 ml konsantre
yikama tamponu 580 ml distile su ile karistirildi. Calisma 6ncesinde kitin i¢inden ¢ikan
tlim soliisyonlar oda sicakligina getirildi ve 6rnekler ¢oziildiikten sonra santrifiij edildi.
Basta ve sonda birer kuyucukta blank olarak ayrilarak bu kuyucuklara sample diluent
konuldu. Mikropleytin ilk ve son 6 kuyucuguna 50 pl standart diliisyonlari, diger
kuyucuklarada 40 pl 6rnekler konuldu. Blank olarak ayrilan kuyucuklar hari¢ olmak
tizere diger tiim kuyucuklarin iizerine 50 pl streptavidin-HRP konjugat ilave edildi.
Sonrasinda &rneklerin iizerinelOul ADP antikor eklendi. Uzerine 50 ul streptevidin
eklenerek mikropleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda yikama
soliisyonu ile 5 defa yikama gercgeklestirildi. Sonrasinda tiim kuyucuklara 50 pl
Substrate A ve 50 pl Substrate B soliisyonlar1 eklenmis ve karanlik ortamda 37°C’de 10
dk inkiibe edildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklendi ve
37°C’de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi ve 450 nm’ye ayarlanan ELISA
reader da okutuldu. Belirlenen ODusso degerleri Magellan Standard Tracker (V7-2)

yazilimu ile standartlara ait ODaso degerleri dikkate alinarak hesaplanda.

3.2.8. Androjen Baglayici Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Serumda androjen baglayici protein (ABP) diizeyinin belirlenmesi igin rat
spesifik Sun-red marka Androjen Baglayict Protein kiti kullanildi. ELISA testinin
saptama araliginin 200 nmol/L ve saptayabildigi en diisiik konsantrasyonun da 0.766
nmol/L altinda oldugu bildirildi. Test metoduna gore Oncelikle tim soliisyonlar
kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Kit igerisinden ¢ikan hazir konsantre

standart 240 nmol/L (0,5 ml) soliisyonlar1 hazirlanmasi i¢in 6 adet ependorf tiipe 125’er
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mikrolitre standart diluent konuldu. Konsantre standart asagidaki tabloya gore 2 kat
olarak sulandirildi (Tablo 5).

Tablo 5. Konsantre 240 nmol/L (0.5 ml) standart ¢6zelti diliisyonlari

Standart konsantrasyon S1 S2 S3 S4 S5 S6
Standart Konsantrasyon | 120 60 30 15 7.5 3.75
(nmol/L)

Konsantre 30x olan yikama soliiyonu hazirlandi. Bunun i¢in 20 ml konsantre
yikama tamponu 580 ml distile su ile karistirildi. Calisma dncesinde kitin i¢inden ¢ikan
tiim sollisyonlar oda sicakligina getirildi ve 6rnekler ¢oziildiikten sonra santrifiij edildi.
Basta ve sonda birer kuyucukta blank olarak ayrilarak bu kuyucuklara sample diluent
konuldu. Mikropleytin ilk ve son 6 kuyucuguna 50 pl standart diliisyonlari, diger
kuyucuklara da 40 pl 6rnekler konuldu. Blank olarak ayrilan kuyucuklar hari¢ olmak
tizere diger tiim kuyucuklarin iizerine 50 pl streptavidin-HRP konjugat ilave edildi.
Sonrasinda &rneklerin iizerinelOul ADP antikor eklendi. Uzerine 50 ul streptevidin
eklenerek mikropleyt 37°C°de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda yikama
soliisyonu ile 5 defa yikama gergeklestirildi. Sonrasinda tiim kuyucuklara 50 pl
substrate A ve 50 pl substrate B soliisyonlar1 eklenmis ve karanlik ortamda 37°C’de 10
dk inkiibe edildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 50 upl stop soliisyonu eklendi ve
37°C’de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi ve 450 nm’ye ayarlanan ELISA
reader da okutuldu. Belirlenen ODsso degerleri Magellan Standard Tracker (V7-2)

yazilimi ile standartlara ait ODassg degerleri dikkate alinarak hesaplanda.

3.2.9. SerumdaTotal Kolesterol Diizeyinin Belirlenmesi

Total kolesterol diizeyi Mindray-TC kiti kullanilarak otoanalizor (BS120 Vet,
Mindray, Cin) ile direkt enzimatik olarak Ol¢iildii (Sacks, 1999). Bu yontemde
kolesterol esteraz, kolesterol esterlerini ayirdiktan sonra 4-kolesteron olustumakta ve
kirmizi renkli quinon iiretilmekte olup serumdaki kolesterol konsantrasyonu ile dogru
orantili olmaktadir. Test amaciyla serumlardan 10 pL alinarak 100 pL ¢aligma reaktifi
ile karistir1ldi, 37°C de 5 dakika inkiibasyon sonrasinda dakikadaki absorbans degisimi
500 nm dalga boyu otoanalizor ile 6l¢iildi (Tablo 6 ve 7). Elde edilen sonuglar gruplar

arasinda karsilastirmali olarak degerlendirildi.
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Tablo 6. Total kolesterol diizeyinin belirlenmesi amaciyla kullanilan reaktifler

Reaktif Konsantrasyon
Phosphate buffer 100 mmol/L
Phenol 5 mmol/L
4-Aminoantipyrine 0,3 mmol/L
Cholesterol esterase >150 KU/L
Cholesterol oxidase >100 KU/L
Peroxidase 5 KU/L

Tablo 7. Total kolesterol diizeyinin belirlenmesi amaciyla kullanilan reaktifler

Blank Ornek
Reaktif 1000 pL 1000 M1
Distilesu 10 Ml -
Ornek — 10 Ml

37°C’de 10 dk inkubasyondan sonra absorbansi okundu.
AA=[AAsample]-[AAblank]

3.2.10. Histolojik Inceleme

Sekiz haftalik deney siiresi sonunda biitin hayvanlar dekapitasyon
yonteminden sonra bir testis dokusu hormon diizeyi 6l¢iimiinde kullanildi diger testis
dokusu ise histolojik olarak incelendi. Bunun i¢in ratlarin testisleri ¢ikartilarak c¢evre
dokulardan temizlendi. Isik mikroskobik incelemeler ic¢in kontrol, kolesterol ve
kolesterol+probiyotik olmak tizere ti¢ gruba ayrilmis ratlardan alinan testisler histolojik
incelemeler i¢in %10’luk formaldehid soliisyonunda tespit edildi. Tespit isleminden
sonra dokular rutin histolojik doku takibi prosediirlerinden gecirilerek parafinde
bloklandi. Elde edilen parafin bloklardan Leica RM 2235 marka mikrotomdan 5 pm’luk
kesitler alindi. Testislerin ayrintili histolojik yapisin1 incelemek amaciyla alinan

kesitlere Crosssmon’un li¢lii boyama teknigi uygulandi. Boyanan preparatlar Nikon
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Eclipse 500 arastirma mikroskobunda ayrmtili olarak incelenerek fotograflandi

(Crossman, 1937).

3.2.11. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler icin SPSS statistical software for Windows (SPSS-PC,
SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) kullanildi. Total kolesterol (TK), testosteron
(TES), Luteinizan hormon (LH), androjen baglayici protein (ABP), Faktor iliskili
apoptoz diizeyinin (FAS), folikiil uyarict hormon (FSH) diizeylerinin kontrol (K),
kolesterollii yem ile beslenen grup (HK), kolesterollii yem ile birlikte probiyotik (HKL)
verilen gruplar arasinda farkliligin belirlenmesinde One-way analysis of variance
(ANOVA) testi ve Duncan’s multiple range-test ve gruplar arasindaki iliskiyi

belirlemek i¢in Pearson korelasyon testi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Testis Doku Orneklerinden ELISA icin Ekstraksiyon

Testis dokularindan ekstraksiyon ELISA Kkitlerinin prosediiriine uygun olarak
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen protein siipernatantlardaki
protein miktar1 Nonadrop Spektrofotometre cihazi kullanilarak ol¢tilmiistiir.

Ekstrakte edilen testis doku siipernatantlari testosteron, folikiil uyarict hormon,
faktor iliskili apoptoz diizeyleri ELISA testi ile belirlendi (Tablo 8).

Tablo 8. Testis doku siipernatantlari  Kontrol — grubu, hiperkolesterolemi  grubu ve
hiperkolesterolemi+probiyotik grubu , FSH,TES, ve FAS diizeyleri

K HK HKL
FSH (1U/ mg doku) 129,41+1,43 2 115,47+4,67 ® 125,08+1,28 2
TES (ng/mg doku) 172,34+3,86 @ 121,75+8,82 b 170,61+:659%
FAS (ng/mg doku) 1,32+0,06 ° 1,87+0,08° 1,51+003 2

a, b,c: Ayni satir farkl harflerle gosterilen gruplar arasi farklar 6nemli (P<0,05).

4.2. Testis Doku Siipernatantindaki Testosteron, Folikiil Uyarict Hormon

ve Faktor iliskili Apoptoz Diizeyleri

4.2.1. Testosteron Diizeyleri

Testosteron hormon diizeyi kontrol, kolesterollii yem ile beslenen grup,
kolesterollii yem ile birlikte probiyotik verilen gruplar arasinda sirasiyla, 172,34+3,86,
121,7548,82, 170,61+6,59 ng/mg doku belirlendi. Testosteron hormon diizeyi diyete
kolesterol ilave edilmis olan grupta kontrol grubuna gore oOnemli diizeyde testis
dokusunda azaldigi tedavi amaciyla probiyotik verilen grupta artmaya basladig
belirlendi.

4.2.2. Folikiil Uyarict Hormon Diizeyleri

Folikiil uyarict hormon diizeyi kontrol, kolesterollii yem ile beslenen grup,
kolesterollii yem ile birlikte probiyotik verilen gruplar arasinda sirasiyla, 129,41+1,43,
115,47+4,67, 125,08+1,28 (UL/mg doku) belirlendi. FSH hormon diizeyi diyete
kolesterol ilave edilmis olan grupta, kontrol grubunagoére Onemli diizeyde testis
dokusunda azaldig1 tedavi amaciyla ve probiyotik verilen grupta artmaya baslayarak

kontrol grubuna yaklastig1 belirlendi.
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4.2.3. Faktor liskili Apoptoz Diizeyleri

Faktor iliskili apoptoz diizeyinin kontrol, kolesterollii yem ile beslenen grup,
kolesterollii yem ile birlikte probiyotik verilen gruplar arasinda sirasiyla, 1,32+0,06,
1,87+0,08, 1,51+0,03 (ng/mg doku) belirlendi. FAS diizeyi diyete kolesterol ilave
edilmis olan grupta, kontrol grubuna goére onemli diizeyde testis dokusunda arttig

tedavi amaciyla ve probiyotik verilen grupta azalmaya basladigi belirlendi.
4.3. Serumda Baz1 Biyokimyasal Parametreler

Tablo 9. Kontrol grubu, hiperkolesterolemi grubu ve hiperkolesterolemi+probiyotik grubu, LH, ABP ve

TK diizeyleri
K HK HKL
LH (m1U/ml) 12,15+0,412 7,77+0,15° 7,85+0,43 P
ABP (nmol/L) 46,74+0,76 43,91+1,72 47,12+0567
TK (mg/dl) 52,25+1,752 75,75+1,98° 60,95+0,84 ¢

a, b, ¢ : Ayni satir farkli harflerle gosterilen gruplar arasi farklar 6nemli (P<0,05).

4.3.1. Total Kolesterol Diizeyleri

Total kolesterol diizeyi kontrol grubu, kolesterollii yem ile beslenen grup,
kolesterollii yem ile birlikte L. acidophilus probiyotigi verilen gruplar arasinda sirasiyla,
52,254+1,75, 75,75+1,98, 60,95+0,84 (mg/dl) belirlendi. Total kolesterol diizeyi diyete
kolesterol ilave edilmis olan grupta total kolesterol diizeyinin arttigi tedavi amaciyla

probiyotik verilen grupta ise total kolesterol diizeyinin diistiigii belirlendi.

4.3.2. Luteinizan Hormon Diizeyleri

Luteinizan hormon diizeyi kontrol, kolesterollii yem ile beslenen grup,
kolesterollii yem ile birlikte probiyotik verilen gruplar arasinda sirasiyla, 12,15+0,41,
7,77+0,15, 7,85+0,43 (mIU/ml) belirlendi. Luteinizan hormon diizeyi diyete kolesterol
ilave edilmis olan grupta Luteinizan hormon diizeyinin azaldig1 tedavi amaciyla
probiyotik verilen grupta ise Luteinizan hormon diizeyinin hafif artig1 bunun istatiksel
olarak 6nemli olmadigi (P>0,05) belirlendi.
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4.3.3. Androjen Baglayic1 Protein Diizeyleri

Androjen baglayici protein diizeyi kontrol, kolesterollii yem ile beslenen grup,
kolesterollii yem ile birlikte probiyotik verilen gruplar arasinda sirasiyla, 46,74+0,76,
43,91+1,72, 47,12+0,56 (nmol/L) olarak belirlendi. Androjen baglayici protein diizeyi,
diyete kolesterol ilave edilmis olan grupta hafif azaldigi tedavi amaciyla probiyotik
verilen grupta ise androjen baglayici protein diizeyinin biraz arttigi bunun istatiksel

olarak 6nemli olmadigi (P>0,05) belirlendi.

4.4. Serumda Bazi Biyokimyasal Parametre Sonuclari

%2 kolesterol ilave edilmis grupta total kolesterol diizeyinin anlamli diizeyde
arttig1 (P<0,05), son dort hafta tedavi amaciyla L. acidophilus probiyotigi gavaj ile
verilen grupta total kolesterol diizeyinin azaldigi belirlendi (P<0,05).

Serumda luteinizan hormon diizeyi, Kkolesterollii yem ile beslenen grupta,
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi (P<0,05) kolesterollii yem ile birlikte
probiyotik verilen grupta ise kolesterollii yem ile beslenen gruba gore ¢ok az diizeyde
artti@1 bu artisin istatiksel olarak 6nemli olmadigi belirlendi (P>0,05).

Androjen baglayic1 protein diizeyi serumda, kolesterollii yem ile beslenen
grupta kontrol grubuna gore hafif azaldigi (P>0,05) kolesterollii yem ile birlikte
probiyotik verilen grupta ise hafif arttigi bu artisin 5nemli olmadig: belirlendi (P>0,05).

4.5. Testis Doku Ekstraktindaki Baz1 Hormon Sonuglari

Testis doku siipernatantlarindaki testosteron ve folikiil uyarici hormon
diizeyinin Kolesterollii yem ile beslenen grupta, kontrol grubuna gore azaldigi bu
azaligin istatiksel olarak 6nemli oldugu (P<0,05) kolesterollii yem ile birlikte probiyotik
verilen grupta ise artarak kontrol grubuna yaklastig1 belirlendi (P<0,05).

Testis doku siipernatantlarindaki faktor iligkili apoptoz diizeyi kolesterollii yem
ile beslenen grupta, kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde arttigi bu artisin istatiksel
olarak 6nemli oldugu (P<0,05) kolesterollii yem ile birlikte probiyotik verilen grupta ise

azalarak kontrol grubuna yaklastig1 belirlendi (P<0,05).
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4.6. Korelasyon ligkisi

Gruplar arasindaki total kolesterol, testosteron, luteinizan hormon, androjen
baglayici protein, faktor iliskili apoptoz diizeyinin, folikiil uyarict hormon miktarlarinin
korelasyon iliskisi incelendiginde total kolesterol ile LH arasinda 6nemli diizeyde
negatif korelasyon oldugu (r=-0,711**), ABP ile total kolesterol diizeyi arasinda negatif
korelasyon oldugu (r= -0,282), FSH ile testosteron arasinda 6nemli diizeyde pozitif
korelasyon oldugu (r=0,535**), total kolesterol ile ise Onemli diizeyde negatif
korelasyon oldugu (r=-0,656**) belirlendi. Testosteron hormon diizeyi ile total
kolesterol diizeyi arasinda ise anlamli diizeyde negatif korelasyon oldugu (r=-0,723*%*)
belirlendi.

Faktor iligkili apoptoz diizeyi ile LH, FSH, testosteron hormonu diizeyleri
arasinda 6nemli diizeyde negatif korelasyon oldugu (r=-0,548**, -0,698**, 0,821**)
total kolesterol diizeyi ile arasinda 6nemli diizeyde pozitif korelasyon (r=0,821*%*)
oldugu belirlendi (Tablo 10).

Tablo 10. Gruplar arasindaki Total kolesterol, testosteron, Luteinizan hormon, Androjen Baglayici

Protein, faktor iligkili apoptoz diizeyinin ve Folikiil uyarici hormon diizeylerinin korelasyon

iliskisi
LH ABP FSH TES TK FAS

LH 1 0,129 0365 0,343 -0,711%*  -0,548**
ABP 1 0,232 0,472* -0,282 -0,356
FSH 1 0,535%*  -0,656**  -0,698**
TES 1 -0,723%*  -0,859**
TK 0,821%*
FAS ! 1

* (P<0,05), **(P<0,01)

4.7. Histolojik Inceleme Sonuglar

Testis dokusu incelendiginde, organin distan diizensiz sik1 bir bag doku olan
tunika albuginea ile sarilt oldugu belirlendi. Tunika albuginea’nin organin igersine
kollar gondererek organi septumlara boldiigii ve septula testis adini verdigimiz bu
yapilarin icerisinde farkli uzunluklarda ve ¢aplarda seminifer tubullerin varlig1 gézlendi.
Seminifer tubiillerde farkli gelisme asamalarindaki sprematositler ve sertoli hiicreleri
gorildii. Tubtllerin aralarindaki gevsek bag dokuda ise kiigiik kan damarlar1 ve leydig

hiicrelerinin varligi tespit edildi. Kontrol, Kkolesterollii yem ile beslenen grup,
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kolesterollit yem ile birlikte probiyotik verilen gruplar kendi aralarinda tubul
duvarlarina bakilarak degerlendirildiginde; kolesterollii yem ile beslenen grubun
testislerinde, tubiil duvarindaki hiicrelerde yer yer atrofi, vakuolizasyon ve duvar
yapisinin biitiinliiglinde bozulmalar oldugu gézlendi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
belirgin bir farklilik oldugu tespit edildi. Ancak kolesterollii yem ile birlikte probiyotik

verilen gruba baktigimizda tubul duvarmin iyilestigi dejenere hiicre saymin yok

denecek kadar az oldugu ve duvar yapisinin biitiinliiglinii korudugu tespit edildi (Sekil

12, 13 ve 14).

Sekil 12. Kontrol grubu rat testis dokusu. Spermatogenetik seri hiicreleri (ok), seminifer tubiil liimeni
(yildiz). Triple.X20
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Sekil 13. Kolesterol verilen grup rat testis dokusu. Seminifer tubiillerde birbirlerinden yer yer ayrilan

spermatogenetik seri hiicreleri (ok), seminifertubiil limeni (yildiz). Triple. X20

Sekil 14. Probiyotik ve kollesterol verilen grup rat testis dokusu. Spermatogenetik seri hiicreleri (0k),
seminifer tubiil liimeni (yildiz). Triple. X20
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5. TARTISMA

Yapilan bir¢ok ¢alismada, probiyotiklerin canlilar tizerindeki etkisi arastirilmig
ve saglik iizerine pozitif yonde olan dénemi vurgulanmistir. Ozellikle ileri diizeyde
kolesterol sentezinin bastirilmasina ve diyetle alinan fazla kolesterol absorbsiyonunun
engellenmesini saglayarak hiperkolesterolemi {izerine olan etkisi ifade edilmistir (Kim
ve ark, 2007).

Kolesterol homeostazi kolesterol biyosentezine, dolasimdan kolesteroliin
uzaklastirilmasina, diyet ile kolesteroliin alinmasina, diski ve safra yoluyla kolesteroliin
atilmasina bagli olarak degismektedir (Vijaimohan ve ark., 2006). Kolesterol
homeostazinin  kontroliinde beslenme 6nemli rol oynamaktadir. Kolesterol
konsantrasyonu, viicutta anormal birikmesine bagli olarak iyi ya da kotii karakterde
olabilmektedir. Canli yasaminda ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 oldugu i¢in kolesterol viicut
icin esansiyeldir. Hiicre membraninda 6nemli bir bilesendir, safra asitlerinin sentezinde,
yaglarin ve yagda ¢dzilinen vitaminlerin emilmesinde, steroid hormonlarin sentezinde
(cinsiyet hormonlari, minerakortikoidler, glukokortiodler) 6n maddesi olup 6nemlidir
(Chen ve ark., 2004). Yiiksek kolesterollii diyet ile beslenmek hiperkolestemiye neden
olup arterioskleroz ve iskemik kalp rahatsizligi, anormal lipid oksidasyon veya
metabolizmast gibi bir¢ok rahatsizligin olusmasina yol agan kolesterol ayni zamanda
istenmeyen bir sugludur (Onody ve ark., 2003). Hiperkolestemide kolesterol diizeyi
serum da oldugu gibi eritrositlerde ve endotel hiicrelerinde de artmaktadir. Kolesterol
diizeyinin yiikselmesi bu hiicrelerde okside serbest radikal iiriinlerin artmasina neden
oldugu bildirilmistir (Prasad ve Kalra, 1989). Hiperkolesterolemi giiniimiizde pek gok
insant1 ilgilendiren yaygin bir saglik sorunudur.

Probiyotiklerin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, diizenli olarak laktik asit
bakterileri tiiketen erkek farelerde, yaslarima uygun kontrol gruplarina kiyasla daha
biiyiik testisler gozlemlenmis ve serum testosteron seviyelerinin arttig1 kesfedilmistir.
Caligmada probiyotik olarak, Lactobacillus retueri verilmis ve mikroskobik yardimli
histomorfometriyle yapilan ayrintili incelemede farelerin, seminifer tiibiil-testis basina
diisen spermatogenez, leydig hiicre sayisinin arttigi bildirilmistir. Bunlarin yaninda
gonadal yaslanmanin belirtilerinin azaldig1 da ifade edilmistir (Poutahidis ve ark., 2014).

Probiyotigin canli iizerindeki bazi parametreleri nasil etkiledigini belirlemek

amaciyla yeni Zelanda tavsanlarina bir ay boyunca Mega acidophlilus diye adlandirilan
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(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum ve Lactobacillus helveticus dan
olusan bir karigim) uygulanmistir. Sonug¢ olarak probiyotik takviyesinin antioksidan
etkinligi artirdigi ve testosteron seviyesinde anlamli artiglara neden oldugu ortaya
konmustur (Ghoneim ve Moselhy, 2016).

12 hafta siiren, 145 mg/dL'den daha yiiksek serum diisiik yogunluklu
lipoprotein kolesterol (LDL-C) olan erkeklerin, 80 mg simvastatin randomize edildigi
bir calisma yapilmis. 15 dakika arayla alinan gonadal hormon sekresyonunu
degerlendirmek i¢in bir insan koryonik gonadotropin (hCG) uyar1 testi alinmistir.
Biriktirilen serbest testosteronun, plasebo grubunda %4,9 artisina ragmen Simvastatin
grubunda %6,3 azaldigi biyolojik olarak kullanilabilir testosteronun ise simvastatin
grubunda %10,2 azaldig:1 ve plasebo grubunda %1,4 arttigi belirtilmistir. Serum FSH
veya LH da higbir telafi edici artis olmadigi halde, simvastatin ile tedavi edilen grupta
toplam 12 hafta sonra toplanmis, serbest ve biyolojik olarak mevcut testosteron
diizeyinin azaldigini bildirmislerdir (Dobs ve ark., 2000). Yaptigimiz ¢alismada 8 hafta
boyunca %?2 kolesterol verilen grupta testis dokusunda testosteron hormon diizeyinin
azaldigin1 L. acidophilus probiyotigi verilen grupta ise testosteron hormon diizeyinin
arttig1 belirlendi.

L. rhamnosus PBO1’in sperm kinematik parametreleri tizerine yapilan bir diger
calismada, testosteron, LH ve FSH diizeylerinin, hareketli sperm oranlarinin anlamli
olarak arttig1 bildirilmistir. Ayrica L. rhamnosus’ un kilo kaybi ve iireme hormonlari
tizerine olumlu diizenleyici bir ajan olarak etki ettigi de verilen bilgiler arasindadir
(Dardmeh ve ark., 2017).

Tavuklara bir ay boyunca probiyotik uygulandiginda (10 ve 20 gm
probiyotik/kg) LH ve FSH hormon diizeylerinin 6nemli diizeyde arttigi bildirilmistir
(Sultan ve Rahman., 2011).

Farelere, selenyum ile zenginlestirilmis probiyotik ve yiiksek yagli diyet (% 15
domuz yag1, % 1 kolesterol, % 0,3 kolik asit ve % 83,7 basal diyet) uygulanan bir
calisma yapilmustir. Yiksek yagl diyetle beslenen farelerin, testosteron diizeyi ve
semen kalitesinin azaldigi, seminifer tiibiil atrofisi ve dejenerasyonu olustugu
bildirilmistir. Yiiksek yag diyetine selenyum ile zenginlestirilmis probiyotik ilavesinin
testikular doku hasarini azaltarak serum testosteron seviyesini artirdigini bildirmislerdir

(Ibrahim ve ark., 2012).
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Iki ay boyunca yiiksek yagl diyet uygulanan erkek ratlarin iireme sistemi
yapisinin arastirildigi baska bir ¢alismada ise sperm kalitesi ve sayisinin azaldigi, leydig
hiicre bozulmalarinin arttifi, spermatosit ve spermatid yapilanmalarmin azaldigi,
seminifer tiiblil ¢capinda daralmanin meydana geldigi bildirilmistir (Bataineh ve ark.,
2005). Yaptigimiz ¢alismada Kolesterollii yem ile beslenen grubun testisleri kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda tubiil duvarindaki hiicrelerde yer yer atrofi, vakuolizasyan
ve duvar yapisiin biitiinliigiinde bozulmalar oldugu goézlendi. Kolesterollii yem ile
birlikte probiyotik verilen grupta ise tubul duvarinin iyilestigi dejenere hiicre sayimnin
yok denecek kadar az oldugu ve duvar yapisinin biitiinliigiinii korudugu tespit edildi.

Son arastirmalara gore, yiiksek yagl diyet kaynakli olusan yiiksek kolesterol
seviyesinin, iirolojik bozukluklara (penis sertlesme sorunu, spermatogenezis
anomalileri, iyi huylu prostat biiylimesi ve kanser vb.) yol agabilecegi bildirilmektedir.
Bunu da genelde, dokulardaki epiteliyal yapiy1 bozarak ilerlettigi ve islevsel bozukluga
yol actig1 seklinde agiklamaktadirlar (Lim ve ark., 2015).

Leydig hiicresi erkeklerde testosteronun birincil kaynagidir. Dolagimdaki
testosteron seviyelerinin, bireysel leydig hiicrelerinin steroidojenik kapasiteleri ve testis
basina diisen toplam leydig hiicresi sayisi ile belirlendigi bildirilmistir. Stresin neden
oldugu serum glukokortikoid konsantrasyonundaki artislarin testosteron biyosentetik
enzim aktivitesini inhibe ederek testosteron salinim oranlarini diisiirdigi ifade
edilmektedir (Hardy ve ark., 2005).

Kuzulara karahindiba 6ziitiinden elde edilen ekstrat ve inek siitiinden izole
edilmis probiyotik verilen bir calismada, 6ziitiin hareketli sperm yiizdesini diisiirdiig,
probiyotigin seminifer tiibiil yapisinda bir degisiklik gostermedigi belirtildi. Probiyotik
uygulamasiyla, en yiiksek sperm-testosteron konsantrasyonu ve ileri hareketlilik
gozlemlendigi bildirilmistir (Zeitoun ve ark., 2014).

Endokrin bozucu ve testikular bir toksik olan Bisfenol A (BPA) (160 veya 480
mg / kg- giinliik) erkek farelere gavaj yoluyla uygulanmis bir ¢alismada, BPA' ya maruz
birakilan farelerin testislerinde Fas ve FasL diizeylerinde bir artis gozlenmistir. BPA
maruziyetinin testislerde kaspaz-8 ve kaspaz-3'in aktivasyonunu uyandirdigr da
bildirilmistir (Wang ve ark., 2010).
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Bu tiir epiteliyal yap1 bozulmalari, iireme hormon seviyelerinin olumsuz yonde
degisimlerine sebep olabilir. Probiyotik kullaniminin, hiicre dejenerasyonlar1 azaltici ve
tedaviye yardimecir etkisinin oldugunun ¢alisma sonuglarimizla desteklendigini
diisiinmekteyiz.

Mandalarla yapilan bir ¢aligmada, in vitro olgunlasma ortamindaki FSH
takviyesinin, proapoptotik genlerin yani BCL2 ile iliskili X proteini (BAX), sitokrom c
ve kaspaz-3'lin ekspresyonunda doz bagimli bir azalmaya neden oldugu ortaya
konmustur (Jain ve ark., 2016).

Kardiyovaskiiler risk altinda olan hastalarla yapilan 12 haftalik bir ¢aligmada
statin verilen gruplar kontrol gruplariyla karsilastirilmigtir. Calismada dikkat ¢eken,
Fas/Fas ligand etkilesiminin aterogenez ile ilgili oldugunun belirtilmesidir. Tedavi
amagh atorvastatin kullanilmistir. Yiiksek kardiyovaskiiler risk altindaki kisilerde sFas
konsantrasyonlarinin arttig1 ve sFasL’ nin azaldigibildirilmistir. Bu proteinlerin vaskiiler
hasarin yeni belirtegleri olabilecegi ileri siiriilmistiir. Atorvastatinin sFas't diistirdiigii
bildirilmistir. Atorvastatin ile kisa siireli tedavinin bu kisilerde antiinflamatuar etkiler
sergiledigini bildirmislerdir (Blanco ve ark., 2007).

Calismamizin testis siipernatantlarinda faktor iliskili apoptoz diizeyi gruplarina
gore sirastyla 1,32+0,06%, 1,87+0,08°, 1,51+0,03% olarak olgiildii. Hiperkolestemi
olusturulan grupta Fas diizeyi onemli derecede artis gostermisten probiyotik eklenen
grupta kontrole yaklasan bir azalma oldugu belirlendi. Bunun yani sira LH, FSH ve
testosteron seviyelerinin artig gosterdigi durumlarda, FAS azalmistir.

Bizim ¢alismamizda bu verileri destekleyecek sekilde probiyotik tedavisi olan
grupta, LH, FSH ve testosteron hormon diizeyi ile FAS arasinda negatif korelasyon
oldugu belirlendi. Yani FAS’1n diizeyinin azaldig1 probiyotik verilen grupta LH, FSH
ve testosteron hormon diizeyinin arttig1 belirlendi.

Karbendazim kaynakli iireme islev bozuklugu olusturulan erkek sicanlara
tedavi amacli kolaviron (Garcinia kola tohumundan izole edilmis bir bioflavonoid) ve
vitamin E verilmistir. Erkek sicanlara oral olarak karbendazim (200 mg/kg) tek basina
veya kolaviron (100 ve 200 mg/kg) ile kombinasyon halinde verilmistir. Karbendazime
maruz birakilan si¢anlarda, siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin 6énemli 6lgiide
azaldig1 bildirilmistir. Karbendazimin, steroidojenik enzimlerin aktivitelerinde, STAR

protein ve ABP ekspresyonunda azalmaya sebep oldugu bildirilmistir. Karbendazim
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verilen siganlarda germ hiicre apoptozu teyit edilmistir. Kolaviron’un, karbendazim ile
tetiklenen {ireme bozukluguyla miicadelede yararli olabilecegini ileri stirmiislerdir
(Adedara ve ark., 2013).

Probiyotik tedavisi uyguladigimiz grupta, ABP’ nin kolesterol ile beslenen
gruba oranla az da olsa artirdigini belirledik.

Apoptoz, testis gelisimi ve spermatogenez sirasinda erkek germ hiicrelerinin
sayisinin kontrol edilmesinde ve arizali germ hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda

onemli bir rol oynamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada standart rat yemine %?2 kolesterol ilave edilen grupta
total kolesterol diizeyinin anlamli diizeyde arttigi, son dort hafta probiyotik (L.
acidophilus) eklenen grupta ise total kolesterol diizeyinin azaldig: belirlendi. Laktik asit
bakterilerinin, safra asitlerinin atilmasini arttirarak kolesterolii diisiirdtigii ileri
stiriilmektedir.

Yaptigimiz ¢aligma ile yiiksek kolesteroliin sebep oldugu testis doku hiicre
dejenerasyonuna probiyotik tedavisinin iyi geldigi belirlenmistir. Yiiksek kolesterolle
beslenen gruplarda azalan LH, FSH, testosteron ve ABP diizeylerinin probiyotik
tedavisiyle artis gosterdigi, yiiksek kolesterol ile artan faktor iliskili apoptoz diizeyinin
ise probiyotik tedavisiyle azaldig1 belirlenmistir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda Hiperkolesterolemi, testikular fonksiyon ve
probiyotik (L. acidophilus) konularinin birbiri ile iliskisinin incelendigi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Calismamizda, hiperkolesterolemi olusturulmus ratlarin testikular
fonksiyon degisimine bakilmis, testikular dokuda probiyotik verilen grubun kontrol
grubundaki degerlere yakinligi, Probiyotigin (L. acidophilus) tedaviye yardimci,
dejenerasyonlari iyilestirmede etkili oldugu diisiincemizi desteklemistir.

Daha uzun deneme siiresi olabilecek daha ileri ¢aligmalar 151Z1nda daha Kkesin
ve net sonuglar elde edilecegini diisiinmekteyiz. Probiyotigin gida tiiketimindeki pratik
kullanimiyla, insan hayatinda tek basmna tedavi edici olmasa da hiicre yap1
bozukluklarinin giderilmesinde uygulanan tedavilerde yardimci olarak onemli rolii

oldugu kananatine varilmistir.
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