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OZET
SICANDA YUKSEK YAGLI DiYETLE OLUSTURULAN OBEZITE
MODELINDE INDOL-3-KARBINOL VE TIMOKINON’UN TESTIS
UZERINDEKI ETKILERININ STEREOLOJIK YONTEMLERLE
ARASTIRILMASI

Amag: Bu caligmada, obezite modeli olusturulan siganlarda indol-3-karbinol ve
timokinon’un testis tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: Bu amagla 36 adet Wistar albino cinsi erkek sigan 6 gruba ayrildi.
Obezite modeli olusturulacak obez kontrol (OK), obez timokinon (OT) ve obez indol
(Ol) gruplar1 %40 yag igeren 6zel bir diyetle, non-obez kontrol (NK), non-obez
timokinon (NT) ve non-obez indol (NI) gruplar: ise standart yem ile 9 hafta boyunca
beslendi. Ardindan NT, OT, NI, Ol gruplarma timokinon ve indol-3-karbinol
intraperitoneal olarak uygulandi. Deney sonrasinda testislerde histolojik, stereolojik,
biyokimyasal analizler ve sperm morfolojisi degerlendirmeleri yapildi.

Bulgular: OK grubundaki kilo artisi, NK grubuna gore oldukga fazlaydi. NT ve OT
grubundaki siganlarm ortalama agirliklarinin NK ve OK grubuna; O grubunda da OK
grubuna kiyasla 6nemli dlglide azaldigi goriildi. Katalaz (CAT) aktivitesi bakimindan
deney gruplart arasinda fark bulunamadi. OK, OT ve OI gruplarmdaki
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin, NK grubuna gore arttigi goriildi. NK ve OK
gruplardaki spermatogonyum sayisinda farklilik yoktu fakat NI grubunda attig
goriildii. OK grubundaki spermatosit sayist NK grubuna gére azalmisti. NT ve Ni
gruplarinda ise spermatosit ve spermatid sayisinda 6nemli artiglar goriildii. Histolojik
degerlendirmede OK grubunda agir hasar saptandi. OT ve Ol gruplarinda bu hasarlarin
onemli 6lgiide azaldifi, germ hiicre sayisinin arttii goriildii. immiinohistokimyasal
degerlendirmede NT ve NI gruplarindaki Leydig hiicrelerinin; OT ve OI gruplarinda ise
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda LH reseptorleri agisindan giiglii pozitif boyanma
goriildii. TUNEL degerlendirmesinde OK grubunda spermatogonyumlardaki apoptoz
dikkat gekiciydi. OT ve OI grubunda ise apoptotik hiicre sayisinda azalma oldugu
goriildii. OK grubunda azalan sperm sayisini takiben bas, boyun ve kuyruk anomalileri
oldukea fazlaydi. Timokinon ve indol-3-karbinol tedavisiyle sperm sayisinin arttigi ve
anomalilerin 6nemli dlgiide diizeldigi gortildi.

Sonug¢: Timokinon ve indol-3-karbinol’iin obezitenin siganlarda yol agtigi bircok
olumsuz etkiyi diizelttigi goriildii. Antioksidan igerikli bitkilerin tiikketiminin artmasiyla
obezite ve infertilite basta olmak iizere bircok hastaligin Oniine gegilebilecegi
diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan; Indol-3-Karbinol; Infertilite; Obezite; Oksidatif
Stres; Sigan; Stereoloji; Testis; Timokinon

Nur Hande TUFEK, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ekim-2013
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THYMOQUINONE AND INDOLE-3-
CARBINOL USING THE STEREOLOGICAL METHODS IN HIGH-FAT DIET-
INDUCED OBESITY MODEL ON RAT TESTIS

Objective: In this study, it was aimed to investigate the effects of indole-3-carbinol and
thymoquinone on rat testis induced obesity model.

Material and Method: On this purpose 36 male rats which were Wistar albino kind,
separated 6 groups. Obese control (OC), obese thymoquinone (OT) and obese indol
(OI) groups taken form obesity were fed with a special diet contained 40% fat, however
non-obese control (NC), non-obese thymoquinone (NT) and non-obese indol (NI)
groups fed with standart feed during the 9 weeks. Then thymoquinone and indole-3-
carbinol were applied being intraperitoneal. After the experiment, histologic, stereologic
and biochemical analyses and sperm morphology evaluations were done.

Results: The weight increase in OC group was rather more compared with NC group.
The average weights of rats in NT and OT groups reduced significantly compared with
NC and OC groups; however, in Ol group compared with OC group. There was no
significant difference in catalase (CAT) activity between experimental groups. The
myeloperoxidase (MPOQ) activity in OC, OT and Ol groups increased compared with
NC group. The spermatogonia number wasn’t different between NC and OC groups but
it was increased in NI group. The spermatogonia number in OC group was reduced
compared with NC group. The number of spermatocyte and spermatid in NT and NI
groups could be seen significant increases. In histological evaluation, there was heavy
damage in OC group. This heavy damage reduced significantly in OT and Ol groups but
the increases of germ cell number was observed. In immunohistochemical evaluation,
Leydig cell cytoplasms in NT and NI groups; Sertoli cell cytoplasms in OT and Ol
groups showed strong positive immunostaining connected LH receptors. In TUNEL
evaluation, the apoptotic activity in spermatogonia of OC group was notable. It was
seen that the number of apoptotic cell in OT and Ol groups were reduced. Following the
number of sperm reduced, anomalies in head, neck and tail were determined rather more
in OC group. It was observed that the number of sperm increased and the anomalies get
better significantly using thymoquinone and indole-3-carbinol treatment.

Conclusion: It could be seen that thymoquinone and indole-3-carbinol can treat many
negative effects caused by obesity on rats. We consider that increase of consumption of
plants contain antioxidants will be effective to avoid and prevent many diseases like
obesity and infertility.

Keywords: Antioxidant, Indole-3-carbinol, Infertility, Obesity, Oxidative stress, Rat,
Stereology, Testis, Thymoquinone

Nur Hande TUFEK, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, October-2013
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SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

ABC: Avidin-Biotin Kompleksi

ABP: Androjen Baglayici Protein

AEC: Aminoetil karbazil

C10H1002: 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon
CAMP: Siklik Adenozin Monofosfat

CAT: Katalaz

CI : Klor

CMV: Sitomegaloviriis

CRP: C-reaktif protein

DAB: Diaminobenzidine

DIM: Diindolilmetan

DNA: Deokrisibo Niikleik Asit

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

DTQ: Ditimokinon

FSH: Folikiil Stimiile Edici Hormon

GPx: Glutatyon Peroksidaz

GSH: Glutatyon

hCG: Insan Koryonik Gonadotropin

HDL.: High Density Lipoprotein

H,O: Dihidrojen monoksit

H,0,: Hidrojen peroksit

HPLC: Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi
IVF: In Vitro Fertilizasyon

I3C: Indol-3-Karbinol

IgE: Immunglobulin E

L.p: Intraperitoneal

K™: Potasyum

LH: Luteinlestirici Hormon

LHr: Luteinlestirici Hormon Reseptor Antikoru
MM: Multipl Miyelom
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MMP-9: Matriks Metaloproteinaz-9

MPO: Miyeloperoksidaz

MRNA: Mesajc1 Ribo Niikleik Asit

Na': Sodyum

NADPH: Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat

NIH: National Institutes of Health (Ulusal Saglik Enstitiileri)
NO: Nitrik Oksit

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

NS: Nigella sativa

O,: Siiperoksit Anyon Radikali

OH: Hidroksil Radikali

One Way ANOVA: Tek Yonlii Varyans Analizi

PBS: Fosfat Tamponu

pH: Potansiyel Hidrojen

PMNL.: Polimorfoniikleer Lokosit

ROT: Reaktif Oksijen Tiirleri

SF: Serum Fizyolojik

SHBG: Seks Hormon Baglayici1 Globulin

SOR: Serbest Oksijen Radikalleri

SOD: Siiperoksit Dismutaz

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences

SRO: Sistematik Rastgele Ornekleme

SS: Standart Sapma

TdT: The Disapproving Tampon (Dengeleyici Tampon)
THQ: Timohidrokinon

THY: Timol

TQ: Timokinon

TUNEL.: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling
TURDEP: Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Projesi
VKI: Viicut Kitle Indeksi
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1. GIRIS

Sagliklt ve uzun bir yasam silirdirmek icin dengeli beslenmeli ve diizenli
egzersiz yapilmalidir. Sagliksiz beslenme ve fiziksel aktivitedeki yetersizlik bir¢ok
hastalig1 beraberinde getirmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan en riskli 10
hastaliktan biri olarak kabul edilen obezite son yillarda en 6nemli saglik problemleri
arasinda yer almaktadir. Obezite; viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan
enerjiden fazla olmasi durumunda, viicut yag kitlesinin yagsiz viicut kitlesine oranla
artmasi ile karakterize olan kronik bir hastaliktir (WHO, 1997).

Ozellikle gelismis iilkelerde olmak iizere tiim diinyada obezite siklig1 gittikge
artmaktadir. DSO, 2015 yilinda 15 yas ve iizeri kilolu insan sayisinin 2,3 milyara, obez
birey sayisinin ise 700 milyona ulasmasinin beklendigini agiklamistir (WHO, 1997).

Ulkemizde de son yillarda enerjiden zengin gidalarin alimindaki artis, yag ve
seker oranlar1 fazla olan gidalarin tiiketimi, fiziksel aktivitenin azalmasi, sedanter
yasamin yayginlagsmasi sonucu obezite goriilme oranlarinda artis goriilmektedir (Hatemi
ve ark., 2002). Obezite, tedavi edilmesi gereken bir hastaliktir ve birgok hastaligi da
beraberinde getirmektedir. Kalp hastaliklar1, yiiksek tansiyon, seker hastaligi, yiliksek
kolesterol, solunum rahatsizliklari, eklem hastaliklari, adet diizensizlikleri, kisirlik,
safra kesesi hastaliklari, tas olusumu, erkeklerde kolon, rektum, prostat, kadinlarda
endometriyum, meme ve safra kesesi kanseri gibi bazi kanser tipleri obezite ile iligkili
hastaliklardan birkagidir (Altunkaynak ve Ozbek, 2006; Annagiir, 2010).

Testisler viicut boslugunun disinda, skrotum igine yerlesmis, ovoid yapida hem
ekzokrin hem de endokrin salg: yapan bir ¢ift organdir. Testikiiler sivi ve spermatozoon
testisin ekzokrin salgisint olusturur ve seminifer tiibiillerde yapilir. Testisin endokrin
salgisi ise Leydig hiicrelerinde yapilan steroid yapidaki testosterondur. Testosteron,
erkege 6zgii sekonder karakterlerin gelismesinden sorumludur (Ross ve Pawlina, 2011).
Testisin yapt ve fonksiyonunu bozan pek ¢ok faktor, erkek infertilitesine neden
olmaktadir. Bunlarin basinda varikosel, kriptorsidizm, enfeksiyonlar, tikayici lezyonlar,
kistik fibrozis, travma ve tiimorler gelmektedir. Son donemde erkek infertilitesi igin
sebep gosterilen oksidatif stres oldukca onem kazanmistir (de Lamirande ve Gagnon,
1995). Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan
sistemler lehine bozulmasi sonucu reaktif oksijen {riinlerinin agiga ¢ikmasi ve

organizmada hiicresel hasara yol agmasidir. Bu hasar antioksidan maddelerle
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giderilmeye calisilir. Antioksidanlar, serbest radikal siipiiriicii etkinlik gdsteren
maddelerdir ve serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicrelere zarar vermelerini
onlerler (Peltola ve ark., 1992). Testiste serbest radikallerin herhangi bir nedenden
dolay1 artmasi oksidatif strese yol acar. Oksidatif stres testis fonksiyonlarin1 bozarak
anormal spermatozoon iiretimine neden olur ve sperm sayisini, motilitesini ve
morfolojisini olumsuz yonde etkiler (Zalata ve ark., 2004; Puchau ve ark., 2010).

Serbest radikallerin olusumunu artirarak oksidatif strese neden olan etkenler
arasinda obezitenin rolii biiyliktiir. Birgok arastirmaci obez hastalarda yaptiklari
caligmalarda, viicutta oksidatif stres belirteclerinin yiikseldigini ve antioksidan savunma
enzimlerinde ise azalma oldugunu gostermislerdir (Martinet ve ark., 2002; Uzun ve ark.,
2004; Vincent ve Taylor, 2006). Bu nedenle obezitenin viicutta inflamasyon ve kronik
oksidatif strese neden oldugu belirtilmektedir (Higdon ve Frei, 2003; Urakawa ve ark.,
2003).

Obezitede artan oksidatif stres erkek infertilitesinin etiyolojisindeki en onemli
faktorler arasindadir. Ozellikle son 5 yildir obezite ve infertilite iliskisi yogun olarak
incelenmektedir (Swan ve ark., 2000; Ramlau-Hansen ve ark., 2007; Bakos ve ark.,
2010; Cabler ve ark., 2010; Tunc ve ark., 2011).

Timokinon, Nigella sativa (¢orek otu) bitkisinin tohumlarinin ugucu yagindan
elde edilen ve en fazla etkin oldugu diisiiniilen bilesenidir. Giiniimiizde ilag, kozmetik
ve gida sektoriinde bitkisel kaynakli {irlin olarak kullanilmaktadir. Corek otu yaginin
yiiksek oranda antioksidan (Burits ve Bucar, 2000), antitiimér (Worthen ve ark., 1998),
antiinflamatuar (Houghton ve ark., 1995), antibakteriyel aktivitesi (Morsi, 2000) ve
immiin sistem tizerine uyarici etkisi (Salem ve Hossain, 2000) oldugu birgok ¢alismada
gosterilmistir.

Indol-3-karbinol yalmzca Cruciferae familyasina mensup bitkilerde bulunan ve
bu bitkilerin sikilmasi ya da pisirilmesi sirasinda ortaya ¢ikan fitokimyasal bir maddedir
(Broadbent ve Broadbent, 1998). Temel antikanserojen ve antioksidan maddelerden biri
oldugu bilinen indol-3-karbinol’iin 6zellikle meme, rahim ve prostat kanserindeki tiimor
hiicrelerinde etkili oldugu ve serbest radikaller iizerinde tutma etkisi yaratarak
antioksidan etki gosterdigi ¢ok sayidaki bilimsel ¢alismada gosterilmistir (Bradlow ve
ark., 1995; Arnao ve ark., 1996; Staub ve ark., 2002; Sarkar ve Li, 2004).



Bu calismayr yapmaktaki amacimiz, yiiksek yagh diyet ile obezite modeli
olusturulan siganlarda indol-3-karbinol ve timokinon’un testis tizerindeki koruyucu

etkilerinin histolojik, stereolojik ve biyokimyasal yontemlerle arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezite

2.1.1. Obezite Tanimi ve Epidemiyolojisi

Obezite, genelde fazla kilolu olma durumu olarak bilinmekle birlikte tibbi olarak
viicutta normalden fazla yag dokusunun bulunmasi seklinde tanimlanir. Besinlerle
alinan enerji miktarimin, metabolizma ve fiziksel aktivite ile tiiketilen enerji miktarini
astig1 ve viicuttaki yag kitlesinin, yagsiz viicut kitlesine oranla arttig1 durumlarda ortaya
cikar (Hammoud ve ark., 2008). ilk kez 1620 yilinda Thomas Venner isimli
aragtirmacinin yazilarinda rastlanan obezite tanim1 gelisen ve gelismekte olan iilkeler
dahil olmak fiizere tiim diinyada epidemik bir sorun halini almistir (Barnett, 2005;
Villamor ve ark., 2006; Chavarro ve ark., 2010; Jones, 2011).

1997 yilinda Diinya Saglik Orgiitii obeziteyi en riskli 10 hastaliktan biri olarak
tanimlamis ve halk sagligin1 artan diyabet, hipertansiyon ve koroner kalp hastaliklari
riskine bagl olarak ciddi bir sekilde tehdit ettigini belirtmistir (WHO, 1997). DSO’niin
rakamlarina gore, fazla kilosu bulunanlarin sayisi 1,6 milyari, obez sayist ise 400
milyonu gecerken, diinya genelinde her yil 2,6 milyon insan obeziteye bagl saglik
sorunlar1 nedeniyle yasamini yitirmektedir (WHO, 1997). Tiirkiye’de 24788 olgunun
incelendigi bir arastirmada (TURDEP, Tiirkiye diyabet epidemiyolojisi ¢aligmasi)
obezite prevalansinin kadinlarda %30, erkeklerde %13, genelde ise %22,3 oldugu
gosterilmistir (Bjorntorp, 1997; Satman ve ark., 2002). Yine Tiirkiye’de yapilan iki ayri
calismada erkeklerde obezite prevalansinin sirast ile %21,5 ve %21,1 oldugu
belirtilmektedir (Onat, 2001; Hatemi ve ark., 2002). Bu prevalans hizlarina gore 2015
yilinda tiim diinyada 2,3 milyar insanin kilolu, 700 milyon insanin ise obez olacagi
tahmin edilmektedir.

Obez bireylerdeki fazla yaglanma; insan viicudunda kardiyovaskiiler sistem,
solunum sistemi, hormonal sistem, sindirim sistemi gibi sistemleri etkileyip bir¢ok
onemli rahatsizlifa zemin hazirlamaktadir (WHO, 2006). Kardiyovaskiiler hastaliklar,
hipertansiyon, diyabet, hiperkolesterolemi, solunum rahatsizliklari, eklem hastaliklari,
tip 2 diyabet, menstural diizensizlikler, infertilite, impotans, safra kesesi hastaliklari, tas
olusumu, meme, over, endometriyum, prostat ve kolon kanseri obezite ile iliskili
hastaliklardan sadece birkacidir. Bu hastaliklarin uzun siireli devam etmesi genellikle

erken Olim ve sakatlikla sonuglanir (Wright ve ark., 1994; Oldenburg ve Pijl, 2001,

4



Must ve Anderson, 2003; Galinier ve ark., 2005). Cocukluk ve adolesan déneminde de
obezite siklikla goriilmekte ve birgok hastalikla iligskilendirilmektedir. Amerikan
Diyabet Derneginin yaptig1 arastirmaya gore, Tip 2 Diyabet tanis1 konan ¢ocuklarin
%85’inin obez veya asir1 kilolu oldugu belirtilmistir (American Diabetes Association,
2000). Obezitenin en onemli risk faktorlerini, fiziksel aktivitede azalma, beslenme
aliskanliklari, yas, cinsiyet (kadmn), egitim diizeyi, dogum sayis1 ve genetik faktorler

olusturmaktadir (Altunkaynak ve Ozbek, 2007).

2.1.2. Obezitenin Siiflandirilmasi ve Ol¢iim Yoéntemleri

Calismalar viicuttaki yag dagilimimin farkli iki bolgede yogunlastigini
gostermistir. Obeziteyle ilgili ¢alismalarin artmasi ile viicuttaki yag birikimine gore iki
tip obezite tanimlanmustir.

-Jinoid Tip Obezite

Gluteal ve femur iizerinde yag toplanmasi jinoid tip, kadin tipi, periferik tip,
armut tipi veya femoral obezite olarak tanimlanmaktadir. Bu obezite tipi yag hiicre
sayisindaki artis ile gelisen obezite modelidir. Hiperplastik obezite tipi olarak bilinir
(Kopelman, 1994). Jinoid obezite ile vendz dolagim bozukluklari arasinda anlamli bir
iliski varken, obeziteden kaynaklanan diger komplikasyonlarla arasinda herhangi bir
anlamlilik bulunamamistir (Despres, 1992).

-Android Tip Obezite

Her iki cinste de karin bolgesinde yag toplanmasi (gobeklenme); android tip,
erkek tipi, santral, abdominal, sentripedal, elma tipi veya visseral obezite olarak
tanimlanmaktadir. Android obezitede ise yag hiicreleri biiylimiistiir. Yani hipertrofik bir
obezite tipidir (Van der Kooy ve Seidell, 1993). Tipi ne olursa olsun obeziteyi teshis
etmek i¢in gelistirilmis bir¢ok yontem bulunmaktadir. Bu yontemler asagidaki tabloda
Ozetlenmistir (Tablo 1).



Tablo 1. Obezite 6l¢timiinde kullanilan yontemler

Obezite Ol¢iim Yontemleri
. Viicut Kitle Indeksi
. Viicut Yag Orani
. Bel-Kalga Oram
. Deri Kalinliklar1 Ol¢iimii
. Toplam Viicut Suyu
. Dual Enerji X-ray Absorbsiyometri
. Biyoelektrik Impedans Analizi

co N oo o0 B~ W ON -

. Potasyum izotopu
9. Notron Aktivasyon Analizi
10. Bilgisayarli Tomografi

11. Manyetik Rezonans Goriintiileme

12. Ultrasonografi

Obezitenin taniminda en yaygin kullanilan antropometrik parametre viicut kitle
indeksi (VKI)’dir (Pi-Sunyer, 1993). ilk kez 1835 yilinda Quetelet tarafindan tarif
edilen bu indeks, bir asirdan fazla siiredir kullamlmaktadir. VKI; boy ve agirhik
Ol¢iimlerinden yararlanilarak kilogram cinsinden viicut agirliginin, metre cinsinden boy
uzunlugunun karesine béliinmesi ile hesaplanir; kg/m? (Black ve ark., 1983; Despre’s,
1994).

Viicut Kitle indeksi = Viicut agirhgi (kg) / Boy (m?)

DSO obeziteyi viicut kitle indeksinin 30 ve iizerinde olmasi olarak
tanimlamaktadir (Tablo 2). Amerika’da yapilan bir calismada obeziteye bagh
hastaliktan Glenlerin % 80’inin, viicut kitle indeksinin 30 ve iizeri oldugu ve bu

oliimlerin y1llik 280,000 kisiye ulastig1 belirtilmistir (Allison ve ark., 1999).



Tablo 2. Diinya Saglik Orgiitiine gore obezite simflandirilmas1 (WHO, 2004°dan uyarlanmugtir)

Grup Viicut Kitle indeksi (VKI)

Normal kilo alt1 (Zayif) <185
Normal kilo (Saghkli) 18,5 -24,99
Kilolu (Pre-obez) 25,0 -29,99
Obez >30,0

Simf 1 30,00 — 34,99

Sinif 2 35,5-39,99

Simif 3 (Morbid obez) >40

2.1.3. Obezitenin Neden Oldugu Saghk Sorunlari

Obezite gelismis ve gelismekte olan {ilkeler i¢in dnemli bir saglik sorunu halini

almustir. Ozellikle koroner kalp hastalig, yiiksek tansiyon, bazi kanser tiirleri, mide-

bagirsak hastaliklari, uyku apnesi ve bazi romatizma tiirleri gibi hastaliklarla siki bir

iliskisi vardir (Tablo 3); (Kopelman ve Stock, 1998).

Tablo 3. Obezitenin neden oldugu

saglik sorunlar1 (Kopelman, 2001°dan uyarlanmigtir)

Solunum sistemi

Sindirim sistemi

Hareket sistemi

Kalp-Damar sistemi

Obezite ile fliskili Saghk Sorunlar
-Yiiksek tansiyon

-Koroner kalp hastaligi
-Serebrovaskiiler hastalik
-Konjestif kalp yetersizligi
-Tromboembolik hastalik
-Solunum giicliigii

-Uykuya bagli hipoventilasyon
-Uyku apnesi

- Obezite hipoventilasyon sendromu
-Hiatus hernia

-Safra taglar

-Yagl karaciger ve siroz
-Kolorektal kanser
-Osteoartrit

-Sinir sikigmasi

-Artmus karin i¢i basinci, herni




Tablo 3 devam. Obezitenin neden oldugu saglik sorunlar1 (Kopelman, 2001°dan uyarlanmigtir)

Hormonal sistem -Artmig Adrenokortikal aktivite
-Polikistik over sendromu
Metabolik -Dislipidemi
-Insiilin direnci
-Tip 2 Diyabets mellitus
-Hiperiirisemi
Kanser -Meme
-Kolon
-Serviks, endometrium, over

-Safra kesesi

-Prostat

Bobrekler -Proteiiniri

Deri -Akontozis nigrikans
-Lenfodem

-Ter dokiintiileri

Goz hastahklar:

Psiko-Sosyal Komplikasyonlar
-Psikolojik komplikasyonlar
-Sosyal komplikasyonlar
-Ekonomik etki

Immiin Sistem Disfonksiyonu

Cerrahi Komplikasyonlar

2.1.4. Obezitenin Tedavisi

Obezitenin tedavisi, enerji girisini enerji tiiketiminin altina indirmekten ibarettir
(Greenway ve Smith, 2000). Tedavideki genel amaglar; daha fazla kilo alinmasinin
oniine gecilmesi, viicut agirliginin azaltilmas: ve uzun donemde sabit tutulmasi, kilo
alinmasiyla ortaya cikabilecek diger hastalik risklerini kontrol edebilmektir. Obezite;
diyet, egzersiz, davranigsal degisiklikler, ilaglar ve cerrahi yontemlerle ve genellikle de
birden fazla yontemin birlikte kullanilmasi ile tedavi edilebilir ancak yinede tedavisi zor

bir hastaliktir (Colette ve ark., 2003).

2.1.5. Obezite ve Oksidatif Stres
Obeziteyle birlikte canlida patolojik olaylar sirasinda hiicrede asir1 miktarda

reaktif oksijen radikali olustugu bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin dahil oldugu
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serbest radikaller; dig yoriingelerinde bulunan bir veya daha fazla paylasilmamig
elektrondan dolay1 bagimsiz olarak bulunabilen, olduk¢a reaktif, cok kisa yar1 dmiirlii
kimyasal maddelerdir. Serbest radikaller, pozitif yiikli, negatif yiiklii ya da notral
olabilirler. Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusmaktadirlar. Insan
viicudundaki biitiin hiicrelere higbir zorlukla karsilagmadan girebilme ve hiicrenin tim
bilesenleri ile kolayca etkilesebilme 6zelligine sahiptirler (Halliwell ve Gutteridge John,
2001). Son derece reaktif bir yapiya sahip olan serbest radikaller, eslenmemis
elektronlarin1 eslemek icin diger molekiillerle hizla reaksiyona girerek daha kararh
yapilar1 olusturmak isterler (Reiter, 1995). Bu kararli yapiy1r olusturmak igin
hiicrelerdeki protein (enzimler ve kollajen), ndrotransmitterler, niikleik asitler, DNA ve
hiicre membranlarinin baglica bilesenleri olan yag asitlerine etki ederek, yapilarinin
bozulmasia neden olurlar (Davies, 1986; Halliwell ve Gutterridge, 1986; Valko ve
ark., 2007).

Biiyiikk oOl¢lide oksijen ve azot kaynakli olan serbest radikaller, metabolizma
sirasinda dogal olarak olusurlar. Metabolik faaliyetin yani1 sira radyasyon, ilaglar, cesitli
kimyasallar gibi dis etkenler de serbest radikal olusumuna neden olmaktadir. Oksijen
iceren herhangi bir serbest radikal Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) olarak adlandirilir
(Hassett ve ark., 1999). En yaygin reaktif oksijen tiirleri siiperoksit anyon radikali (O3’)
ve hidroksil radikalidir (OH) (Wilson ve ark., 2001). Insan viicudunda en fazla olusan
serbest radikal O ’dir. Viicuttaki O, ’nin en belirgin kaynaklari olarak fagositik hiicreler
olan nétrofiller ve makrofajlar 6ne ¢ikmaktadir (Gutteridge ve ark., 1999). Son yillarda
yapilan ¢aligmalar, serbest oksijen radikallerinin ve lipit peroksidasyonunun artmasinin
birgok hastaligin patogenezinde rol oynadigini gostermektedir. Ornegin serbest oksijen
radikallerinin artmasi, noronlarda ve schwan hiicrelerinde hasara neden olmakta, damar
endotel hiicrelerinde hasar yaparak vaskiiler hastaliklarin olusmasina yol agmaktadir

(Halliwell, 1993; Skalska ve ark., 2008).

2.1.6. Oksidatif Stres ve Antioksidan Mekanizma

Canlilar, serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek i¢in hem hiicre
icerisinde hem de hiicre membraninda etki gosteren birgcok mekanizma gelistirmislerdir.
Bu mekanizmalarin amaci radikal iiretimini engellemek ya da olusan radikallerin zararli

etkilerini ortadan kaldirmaktir. Canli organizmalarin olusturdugu bu sisteme
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“‘antioksidan savunma sistemi’’ ya da kisaca ‘‘antioksidanlar’’ denilmektedir (McCord
ve Fridovich, 1969; Fridovich, 1995). Normal kosullarda, reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimi ve antioksidan savunma sistemleri viicutta bir denge halindedir. Bu dengeye
“‘oksidatif denge’’ adi1 verilir. Oksidatif denge saglandig1 siirece organizma serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden zarar gormez (Halliwell ve Cross, 1994). Antioksidan
savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi veya serbest radikal olusumunun artmasi
nedeniyle oksidatif dengenin serbest radikaller yoniine kaymasi durumunda oksidatif
stres meydana gelir (Hermes-Lima and Zenteno-Savin, 2002; Serafini ve Del Rio,
2004). Obez hastalar tizerinde yapilan birgok calismada viicutta oksidatif stres
belirteglerinin arttig1, antioksidan savunma enzimlerinde ise azalma oldugu, sonug
olarak obezitenin viicutta inflamasyon ve kronik oksidatif strese yol actig1
belirtilmektedir (Higdon ve Frei, 2003; Urakawa ve ark., 2003; Vincent ve Taylor,
2006). Obezitede artan oksidatif stres yine bu hastalarda ortaya ¢gikan doku ve fonksiyon
bozukluklarinin (endotel disfonksiyonu, artmis platelet agregasyonu, aterogenez vb.)
baslica sebebi olarak one siiriilmiistiir (Martinet ve ark., 2002; Uzun ve ark., 2004).
Obez hastalarda oksidatif stresi arttiran etkenler arasinda hiperglisemi, hiperleptinemi,
doku lipit diizeylerinin artmasi, yetersiz antioksidan savunma, reaktif oksijen tiirevi
olusumunun artmasi ve kronik enflamasyon sayilabilir (Vincent ve Taylor, 2006).
Bunlarin sonucu olarak miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojik
hastaliklar, astim, diyabetes mellitus, romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar, kanser
ve obezite dahil bir¢ok hastaligin oksidatif stres ile iliskisi gosterilmistir (Droge, 2002;
Uzun ve ark., 2004).

2.2. Testis

Erkek tireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olusmaktadir. Testisin baslica iki gorevi, hormon ve spermatazoon liretmektir. Testiste
iretilen baglica hormon testosterondur. Testosteron spermatogenez, embriyo ve fetlisiin
gelisimi sirasinda cinsel farklilasma ve gonadotropin salgisinin kontrolii i¢in 6nemlidir

(Junqueira ve Carneiro, 2006).
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2.2.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovum ile birlesen sperm ¢esidi ile
fertilizasyon esnasinda belirlenir; ancak erkek ve disi morfolojik 6zellikleri embriyonal
donemin yedinci haftasina kadar gozlenmez (Moore ve Persaud, 1993). Intrauterin
donemde dordiincii haftanin basinda insan embriyosunun 10-12. dorsal segmentleri
arasindan primordiyal gonadin mezenkimal kismi1 gelisir. Primordiyal germ hiicreleri ise
gelisimin tiglincii haftasinda vitellus kesesi duvarinda endoderm hiicreleri arasinda ve
allantoise yakin bir yerde belirir. Amibik hareketlerle son barsagin mezenterinin dorsali
boyunca ilerler, besinci haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve altinci haftada
genital kivrimlara (Plica genitalis) tamamen yerlesirler. Altinci1 haftada, plica genitalis
yiizey epitelinden (mezotel) ayrilan hiicreler, altindaki mezensim igerisine dogru gelisen
parmak seklindeki primer seks kordonlarimi olustururlar (Moore ve Persaud, 1993;
Sadler, 1996). Primordial germ hiicreleri bu kordonlarin igine girerler. Bu durumda
farklilasmamis gonad, dista bir korteks ve igte bir medulladan olusmaktadir. Gebeligin
yedinci haftasindan once, her iki cinsin gonadlar1 benzerdir ve farklilasmamstir.
Gonadlarin erkek ya da disilige farklilasmalari XX, XY kromozom kompleksine
baghidir ve gebeligin yedinci haftasinda belli olur (Seftalioglu, 1998). Eger embriyo XY
seks kromozom ciftini i¢eriyorsa, medulla testise farklilasir; korteks geriler ve dejenere
olur. Testiste primordial germ hiicrelerinden spermatogonyumlar, plica genitalis
mezotelinden Sertoli hiicreleri, bu mezotel altindaki mezensimden ise Leydig hiicreleri
gelisir (Moore ve Persaud, 1993; England ve Waddell, 1996). Leydig hiicreleri, 8-18.
haftalar arasinda interstisyel dokudaki mezenkimal hiicrelerin hizla degisimi sonucu
ortaya cikar. Gebeligin ortalarinda, testisin %50’sini bu hiicreler olustururken doguma
dogru sayilari giderek azalir. Leydig hiicreleri sekizinci haftadan itibaren testosteron ve
androstenodion salgilamaya baglar. Bu hormonlar mezonefrik kanallarin ve dig
genitallerin erkeklik yoniinde farklilagsmasini saglarlar. Baslangigta lomber bolgede
bulunan testisler, tgilincii fotal aydan itibaren skrotuma dogru inmeye baslarlar
(Rozanski ve Bloom, 1995). Testis gebeligin yedinci aymdan sonra inguinal kanali
gecmis ve dogumdan hemen 6nce de gelisimini tamamlamis halde skrotumdaki yerini

alir (Junqueira ve ark., 2005).
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2.2.2. Testis Anatomisi

Testisler yaklasik 4-5 cm uzunluga, 2,5 cm ene ve 3 cm genislige sahip oval
sekilli, birlesik tiibiiler yapida bir ¢ift bezdir. Her birinin hacmi 30 ml kadardir. Testisin
anterolateral 2/3’liik boliimii serbest iken, posterolateral ylizii epididim, bag dokusu ve
damarlarla ortiiliidiir (Snell, 1986). Funiculus spermaticus’la asili olarak skrotum i¢inde
bulunurlar (Dere, 1999). Testisler, gebeligin yedinci ayma kadar karin iginde bulunur.
Yedinci aydan, dokuzuncu aya kadar kasik bolgesinde bulunan canalis inguinalis’ten
periton denilen zarla sarilmis olarak gecer ve skrotumdaki yerini alir. Testislerin 1sisini,
intra-abdominal 1sinin altinda tutma gibi 6nemli gérevi olan skrotum, deriden bir kiliftir.
Ince ve seyrek kill1 olan bu deri kilif altinda gevsek bag doku bulunur (Tanyolag, 1999).
Spermatogenez i¢in, skrotum 1sisinin viicut 1sisindan daha diigiik olmasi gerekmektedir

(Ishii ve ark., 2005).

2.2.3. Testis Histolojisi

Testisler, distan testikiiler kapsiil ile sarilidirlar. Testikiiler kapsiil, tunika
vajinalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza olmak iizere 3 tabakadan meydana
gelmistir.

-Tunika Vajinalis

Mezotelyal hiicrelerin olusturdugu bu en distaki tabaka peritondan koken alan
serdz bir kesedir. Testisin 6n ve yan yiizeylerini ¢evreleyen visseral tabakas1 ve skrotum
lizerine uzanan pariyetal tabakasi bulunmaktadir (Leeson ve ark., 1988). Visseral ile
pariyetal tabakalar arasinda cavum scroti adi verilen bir bosluk bulunur. Gelismenin
baslangi¢ evresinde karin boslugunda bulunan testislerin torbalara inmesi descensus
testis bu yolla gerceklesir (Trainer, 1987).

-Tunika Albuginea

Mavimsi-beyaz renkte, diizensiz, yogun, siki bag dokudan olusan bir kapsiildiir.
Elastikiyeti az olan bu kapsiil kollajen liflerden zengindir. Tunika vajinalis’in pariyetal
yapragi skrotuma yapisiktir, viseral yapragi ise testis ve epididimisi Orterek tunika
albugineya ile temas halindedir (Dellmann ve Brown, 1987). Tunica albuginea, testis’in
arka yiizinde kalinlagsarak mediastinum testis’i olusturur. Mediastinumdan testise dogru
uzanan fibréz bag dokusu septumlari, testikiiler dokuyu 250-300 lobiile ayirir. Her bir
lobiil 1-4 adet seminifer tiibiil igermektedir (Trainer, 1987; Kaya ve ark., 2006).
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-Tunika Vaskiiloza

Kan damarlar1 aglarini igeren gevsek bag dokusundan olusan en i¢ tabakadir.
Tunica albuginea’nin testis parankimasina dogru olan uzantilarinin i¢ yliziinii Orter.
Boylece, organ igindeki tiim lobiilleri de sarmis olur (Sekil 1); (Trainer, 1987; Leeson
ve ark., 1988).

duktus deferens & epididimis duktuli efferentes

seminifer tiibil

epididimis : )bl {1 e septum

tunika
albuginea

mediastinum testis

rete testis

tunika .
vaginalis

tubuli rekti
epididimis

Sekil 1. Testisin genel yapisi ve erkek genital sisteme ait kanallar (Moore ve Dalley, 1995’den

uyarlanmstir)

Seminifer Tiibiil Histolojisi

Seminifer tiibiiller, yaklasik 150-200 um ¢apta ve 20-80 cm uzunlukta oldukga
kivrintilt kanalciklardir. Her testiste yaklagik 250-1000 kadar seminifer tiibiil bulunur.
Yetigkin si¢an testisinde ise yaklasik 20 adet seminifer tiibiil vardir. Seminifer tiibiiller,
anastomoz gosteren kivrimlar seklinde baslar, mediastinuma dogru birbirlerine
yaklagarak bosaltma kanali olan tubuli rektiyi olustururlar. iki ucu U seklinde olan bu
tiibiiller de rete testise agilirlar (Abraham, 2006). Seminifer tiibiiller ile rete testis
arasindaki bolgede, uzun gecis hiicreleri bulunmaktadir (Hermo ve Dworkin, 1988).
Rete testis, 10-20 duktuli efferentes ile epididimis'in bas kismina baglanmaktadir
(Stevens ve Lowe, 1997; Junqueira ve Carneiro, 2006). Rete testis, spermatozoonu
tiibiillerden epididimise tagimakla gorevlidir (Krinke, 2000). Seminifer tiibiiller gevsek
bag dokusu ile sarilmislardir. Bu tiibiilleri saran fibroz tunika propria birkag fibroblast

katmanindan olugmustur. Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman, diiz kas
13



ozellikleri de gosteren yassilasmis miyoid hiicreler igerir (Junqueira ve Carneiro, 2006).
Miyoid hiicreler, hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma
aktivitelerinden sorumludur (Abraham, 2006). Seminifer tiibiil duvarindaki hiicreler,
sekil, durum ve fonksiyon bakimindan birbirlerinden farkli iki gruba ayrilirlar.

Bunlar;

1. Sertoli hiicreleri

2. Spermatogenik hiicreler (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler)

(Leeson ve ark., 1988).

-Sertoli Hiicreleri

Sekil olarak dar ve uzun siitunlara benzerler. Sertoli hiicreleri spermatogenik
hiicreleri desteklemektedirler. Tabanlar1 bazal membrana oturmus, tepeleri ise liimene
dogru uzanan yiiksek boylu piramidal hiicrelerdir. Cekirdekleri, ince uzun, hiicrenin
uzun eksenine paralel konumlu ve kromatince fakirdir. Bu nedenle ¢ekirdekgikleri
belirgin olarak gbze carpar (Johnson, 1991). Sertoli hiicrelerinin ¢ok sayidaki lateral
uzantilart spermatogenik seri hiicrelerini sardigi i¢in bunlarin smrlarnt 151k
mikroskobunda kolay ayirt edilemez (Junqueira ve Carneiro, 2006). Elektron
mikroskobunda Sertoli hiicrelerinde bol miktarda graniilsiiz endoplazmik retikulum, iyi
gelismis golgi kompleksi, ¢ok sayida lizozom ve 6zellikle bazalde daha bol bulunan
krista tipi mitokondriyonlar igerir. Bunlarin yaninda glikojen, lipit damlaciklar1 ve
albumin kristalleri gibi ¢esitli sitoplazma inkliizyonlarina da sahiptir (Tanyolag, 1999).
Insanlarda ender olarak cekirdek yakininda yer alan protein yapisinda olduklarmna
inanilan kristalloid cisimcikler olan Charcot—Bottcher kristali de goriilebilir (Ross ve
Pawlina, 2011). Sertoli hiicreleri bazolateral bolgelerinde, komsu Sertoli hiicreleriyle
sik1 baglanti tipi baglantilar1 olustururlar. Bazolateral okludens baglantilar, seminiferdz
epiteli, bazal ve adluminal kompartmana bolerler ve gelismekte olan spermatositleri ve
spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyerinin esas yapisini
olustururlar. Erigkin testisindeki Sertoli hiicrelerinin boliinme yetenegi yoktur, bu
yiizden puberteye kadar seminifer tiibiil epitelinin dominant hiicreleridir. Puberteden
sonra, seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10-15’in1 olustururlar. Daha
ileri yastaki erkeklerde spermatogenik hiicre popiilasyonu azaldigi zaman, Sertoli

hiicreleri tekrar seminiferdz epitelin ana elamani haline gelir (Abraham, 2006; Ross ve
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Pawlina, 2011). Sertoli hiicre proliferasyonu erkek ¢ocuklarda perinatal olarak meydana
gelir. Daha sonraki proliferasyon ve olgun hiicrelere farklilasma puberte déoneminde
tekrar baslar (Dalgaard ve ark., 2002). Sicanlarda Sertoli hiicrelerinin proliferasyon
periyodu gebeligin 17-19. giinlerinde baslar ve postnatal 15-20. gilinlere kadar devam
eder (Orth, 1982).

Sertoli hiicreleri spermatogenezis’te dnemli gorevlere sahiptir (Johnson, 1991).
Bunlar;
1. Sertoli hiicreleri gelismekte olan spermatozoalar1 destekler, korur ve onlarin
beslenmesini saglar (Young ve ark., 2000; Junqueira ve Carneiro, 2006).
2. Spermiogenezis sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi, artik cisimcik seklinde
bulunur. Sertoli hiicreleri bu sitoplazmik parcaciklar1 ve apoptoza giden spermatogenik
hiicreleri fagosite eder (Junqueira ve ark., 2005; Nakagawa ve ark., 2005).
3. Sertoli hiicreleri seminifer tiibiil liimen sivisi, inhibin ve androjen baglayici protein
(ABP)’1 tiretirler. Siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde akan ve
sperm transportu icin kullanilan bir sivi salgilarlar. Androjen baglayict protein
sekresyonu ise Sertoli hiicreleri tarafindan, folikiil stimiile edici hormon (FSH) nun
kontrolii altinda sekrete edilir. Bu protein, testosteronu baglayarak, hormonun seminifer
tiibiil icerisinde birikmesini saglar (Hansson ve ark., 1974).
4. Seminifer tiibiiller icinde, spermatogenezin normal devami i¢in, ¢ok fazla miktarda
testosteron bulunmaktadir (Zirkin ve ark., 1989). Bu hiicreler igerisindeki testosteron,
seminifer epitel mikrogevresini kontrol ederek, germ hiicre farklilagmasini
diizenlemektedir (Meng ve ark., 2005).
5. Sertoli hiicreleri, embriyonal gelisim sirasinda, erkek fetusta glikoprotein yapidaki
anti- Miillerian hormon sentezler (Tran ve ark., 1987).
6. Sertoli hiicreleri, olgun spermatidlerin aktin aracili kasilmalarla, spermiasyon
stirecinde, seminifer tiibiil liimenine salintmini kolaylagtirir.
7. Seminifer tiibiil liimenine proteinler ve iyonlardan zengin bir s1v1 salgilarlar.
8. Gelismekte olan spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan
kan-testis bariyerini olustururlar. Bu bariyer, Sertoli hiicreleri siki baglantilart
tarafindan, siki baglanti organizasyonu ise hiicre iskeleti tarafindan diizenlenmektedir

(Wiebe ve ark., 2000).
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Kan-testis bariyeri, spermatogenezin daha ileri safthalarindaki germinal hiicreleri
kandan gelen zararli {iriinlere karst korur. Spermatogonyumlar bu bariyerin altinda
yerlesmis olup kandaki maddelerden serbest¢e yararlanabilmektedirler. Kan-testis
bariyeri gelisen spermler ile immiin sistem arasindaki dogrudan etkilesimi engeller. Bu
bariyer seminifer tiibiillere immiinoglobulinlerin ge¢mesini Onler ve bu sayede
serumlarinda yiiksek diizeylerde sperm antikorlar1 bulunan hastalarda, herhangi bir
fertilite bozuklugu goriilmez. Sertoli hiicre bariyeri, bu sekilde seminifer epiteli
herhangi bir otoimmiin reaksiyondan da korumus olur (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Kan-testis bariyeri sicanlarda dogumdan sonra 16-19. giinlerde olusur (Krinke, 2000).

2.2.4. Spermatogenez

Insanda spermatogonyumdan spermatozoon olusumu arasinda gegen siire
yaklasik 64 giindiir ve bu siirece spermatogenezis adi verilir. Spermatogenez, aktif
seksiiel yasam donemi boyunca ©n hipofiz gonadotropik hormonlarinin uyarisi
sonucunda, tiimiiyle seminifer tiibiillerde gergeklesir. Spermatogenez yaklagik 13

yasinda baslar ve ileri yaslarda belirgin sekilde azalarak yasam boyu devam eder

(Krinke, 2000).

Spermatogenik Hiicreler (Germ Hiicreleri)

4-8 hiicre tabakasi halinde diizenlenerek seminifer tiibiilde c¢ok katli epitel
olustururlar (Sekil 2). Bazalden liimene dogru hiicre tipleri,
1. Spermatogonyumlar
a) Tip A koyu spermatogonyumlar
b) Tip A agik spermatogonyumlar
c) Tip B spermatogonyumlar
2. Spermatositler
a) Primer spermatosit
b) Sekonder spermatosit
3. Spermatidler
4. Spermatozoon
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\ \ f Spermatozoon

Spermatid
Sertoli hiicreleri

Sekonder
Spermatosit

Primer
Spermatosit

Spermatogonyum

Fibroblast

Leydig hiicreleri Kapiller

Sekil 2. Seminifer tiibiilde yer alan spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri (Erkogak, 1990’dan

uyarlanmustir)

1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iligkide olan
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi baglantilarin altinda yerlesim
gosterdikleri i¢in kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar (Ross ve Pawlina, 2011).
Spermatogonyumlar, ¢ekirdeklerinin biiyiikliigii, bi¢imi, kromatin dagilimi ve
histokimyasal 6zelliklerine gore Tip A ve Tip B olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Her
¢ekirdek 46 kromozom igermektedir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Tip A koyu spermatogonyumlar: Seminiferéz epitelin kok hiicreleridirler.
Yogun bazofilik ve ince graniiler kromatinli oval ¢ekirdek igerirler. Puberteden itibaren
mitotik hiicre boliinmeleri gegirerek ya tip A koyu spermatogonyumlari ya da tip A acik
spermatogonyumlari olustururlar.

Tip A acik spermatogonyumlar: Soluk boyanan, ince graniiler kromatinli oval
cekirdek icerirler. Mitoz ile ¢cogalan bu hiicrelerin yarisi tip A olarak kalir, diger yarisi
da farklanarak Tip B’ye doniisiir.

Tip B spermatogonyumlar: Merkezi yerlesimli ¢ekirdek¢ik ve yuvarlak bir
cekirdek igerirler. Cekirdek kromatini ¢ekirdekc¢ik ¢evresinde ve ¢ekirdek kilifi boyunca
yogunlagsma gosterir (Dellmann ve Brown, 1987). Tip B’nin mitozla ¢ogalmasiyla
olusan hiicrelerin hepsi farklilasarak primer spermatositleri olustururlar. Primer
spermatositler bazal membrandan uzaklasir ve hacmi artar (Moore ve Persaud, 1993).

Sicanlarda dogumdan sonraki yaklasik 50 giin olan puberte 6ncesinde erkek gonositler,
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inaktif olarak dururlar. Pubertede boliinmeye baglar ve spermatogonyumlari
olustururlar. Spermatogonyumlar canli, spermatozoon liretme yetenegini kaybedinceye
kadar boliinmeye devam ederler (Krinke, 2000).

2. Spermatositler

Tip B spermatogonyumlar mitozla ¢ogalir ve primer spermatositleri olustururlar.
Hacim olarak en biiyiik olan bu hiicreler, seminifer epitelin orta boliimiinde bulunurlar
ve oval sekillidirler. Primer spermatositler, DNA sentez fazini tamamladiktan hemen
sonra mayoz bdliinmenin profaz sathasina girerler. Bu sirada primer spermatositin 46
(44+XY) kromozomu vardir ve DNA's1 4 N'dir.

Primer spermatositler olustuktan hemen sonra birinci mayoz bdliinmenin profaz
evresine girerler. Profaz sathasi yaklagik 22 giin siirdiigii i¢cin mikroskopta incelenen
hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu pirimer spermatositlerdir. ilk mayoz béliinme sonunda
diploid kromozom sayis1 haploid sayiya indirgenir ve boylece spermatogonyumlardaki
46 kromozom sayisi, I. mayoz bdliinmenin sonunda olusan sekonder spermatositlere 23
kromozoma indirgenmis olur. Hacim olarak daha kii¢iik olan sekonder spermatositler
interfazda kisa siire kalip hizla II. mayoz boélinmeye girdikleri icin kesitlerde
goriilmeleri oldukga giigtiir (Leeson ve Leeson, 1981; Junqueira ve ark., 2005; Kaya ve
ark., 2006).

3. Spermatidler

Sekonder spermatositler mitoz boliinme ile 23 kromozomlu spermatidleri
olustururlar. Spermatidler, diger hiicrelerden daha kiiciikk boyutlar1 (7-8 um ¢apinda),
yogunlasmis kromatin tasiyan cekirdekleri ve tiibiil llimenine yakin yerlesimleri ile
taninirlar (Junqueira ve Carneiro, 2006). Yeni meydana gelmis spermatid, merkezi
yerlesimli bir ¢ekirdek, iyi gelismis bir golgi kompleksi, ¢cok sayida mitokondriyonlara
ve bir ¢ift sentriole sahiptir (Bergman ve ark., 1996). Spermatidler birbirleriyle
sitoplazmik baglant1 yapan sinsityal hiicre kiimeleri olustururlar. Bu hiicreler boliinme
stirecine girmez, Sertoli hiicrelerinin derin ¢okiintiileri igerisine yerleserek metamorfoza

ugrar ve spermatozoona (spermiyum) doniisiirler (Sekil 3); (Leeson ve Leeson, 1981).
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Sekil 3. Spermatogenez sirasinda, spermatogonyumdan spermatozoona kadar devam eden hiicresel

farklilagma evreleri (Gartner ve Hiatt, 2003’dan uyarlanmigtir)

4. Spermatozoon

Spermiyogenezis asamasindan sonra spermatidler tiire 0zgili bigimlerini
kazanarak, spermatozoonlara doniisiirler (Dellmann ve Brown, 1987; Hassa ve Asti,
1997). Spermatozoon olgun germ hiicresidir. Erigkin insan spermatozoonu bas, govde

ve kuyruktan olusur (Sekil 4); (Kaya ve Harrison, 1975).

Akrozom
Plazma membrani

Cekirdek Aksial filament PN
/Se ntriyol Mn?kondr|onlar ~—4 \\

Bég orta parga KU);"-Ik Son pa.r;';l

Sekil 4. Spermatozoonun boliimlerini gostermektedir (Gartner ve Hiatt, 2003’dan uyarlanmustir)

- Bas, akrozomla sarilmis ¢ekirdekten olusur. Cekirdek yassilasmis ve yogun bir
yapidadir. Cekirdegin 6n yarisin1 akrozom orter ve hidrolitik enzimler (proteazlar, asit
fosfatazlar, hyaluronidaz ve noraminidaz) icerir. Genellikle akrozom, 6zel bir tip
lizozom olarak kabul edilir ve déllenme sirasinda oositi ¢evreleyen zona pellusida ve
korona radiyata hiicrelerinin agilmasini saglar (Leeson ve Leeson, 1981; Junqueira ve
ark., 2005).
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- Govde, bas ve kuyruk arasindaki baglantiyr saglayan bir ¢ift sentrioliin
bulundugu dar bir pargadir. Proksimal sentriol ¢ekirdege tutunurken, distal sentriol,
sperm kuyrugunun merkezi pargasi olan aksonemaya kaynaklik yapar.

- Kuyruk, yapisal yonden silyuma benzer. Kuyruk {i¢ pargaya bolinmiistiir; orta
parga, esas par¢a ve son parca. Kuyrugun orta pargasi, sarmal olarak dizilmis
mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonema ve aksonem ile
mitokondriyal kilif arasinda 9 adet filamandan olusan dis yogun liflerden olusur
(Leeson ve Leeson, 1981; Ross ve Pawlina, 2011). Esas par¢a, kuyrugun en uzun
parcasidir. Orta parcadan farkli olarak yedi dis yogun lif, fibroz kilif ve merkezi
aksonemden olusur, mitokondriyon kilif igermez. Hem dis yogun lifler hem de fibroz
kilif spermin 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir
iskelet olusturur. Son parga, sadece plazma membrani ile sarilmis 9+2 mikrotiibiiler
aksonem igerir. Kuyrugun ¢ok kisa bir pargasidir (Junqueira ve ark., 2005; Kaya ve ark.,
2006).

Normal olarak hareketli ve fertil spermler, flagellalarin hareket yetenegi ile sivi
ortamda dakikada yaklagik 1-4 mm hizla ilerleyebilir. Sperm aktivitesi ejakiilat
semeninde oldugu gibi, notral ve hafif alkalik ortamda bir artig gosterir; ancak orta
derecede asidik ortamda biiyilik dl¢lide baskilanir. Kuvvetli asit ortam spermlerin hizla
Olimiine neden olur. Sperm aktivitesi 1s1 artigi ile belirgin artig gosterir, ancak bu
kosullarda metabolizma hiz1 da yiikselerek spermin omriinii 6nemli dlgiide kisaltir.
Sperm testislerin genital kanallarinda birkag¢ hafta canli kalabildigi halde, kadin genital
kanalinda sadece 1 veya 2 giin yasar (Ganong, 1999; Berne ve ark., 2008).

2.2.5. Interstisyel Alan

Interstisyel doku, testis dokusunun %25-30’unu olusturur. Testisin serminifer
tiibiilleri arasindaki alanlar; bag dokusu elemanlari, sinirler, kan damarlari, lenfatik
damarlar ve ¢esitli hiicreler tarafindan doldurulmustur. Bu hiicreler fibroblastlar,
makrofajlar, mast hiicreleri, mezansimal hiicreler ve testisin interstisyel veya Leydig
hiicreleridir. ~Testikiiler kapillerler pencereli tiptedir ve kan proteinleri gibi
makromolekiillerin serbestge ge¢mesine izin verirler (Junqueira ve ark., 2005; Ross ve
Pawlina, 2011).
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- Leydig Hiicreleri

Testisin mezangimal stromasindan kdken alan bu hiicreler, hem yuvarlak hem de
poligonal olabilen merkezi yerlesimli belirgin bir ¢ekirdege ve ¢ekirdekcige sahiptirler
(Fawcett, 1966; Trainer, 1987). Yaklasik olarak 15 um c¢apinda olan asidofilik
hiicrelerdir. Isik mikroskobunda vakuollii goriiniime sahip olan Leydig hiicreleri, bazen
iki ¢ekirdek de igerebilmektedir (Abraham, 2006). Leydig hiicreleri, interstisyel alanda
tek tek ya da gruplar halinde yerlesmistir (Ross ve Pawlina, 2011). Genellikle komsu
Leydig hiicreleri arasinda 15-20 nm kalinliginda plazma membrani bulunur. Bununla
beraber sik sik interselliiler alanda 2 nm kalinligindaki darliklarda oluklu baglantilar
(gap junction) gozlenir (Haider, 2004).

Leydig hiicre sitoplazmasi, agraniiler endoplazmik retikulum, kiigiik lipid
damlaciklari, tiibiiler kristali mitokondriyonlar, lipofuksin graniilleri ile Reinke
kristallerine sahiptir. Reinke kristalleri sitoplazmada protein tabiatinda bulunan gubuk
sekilli kristalloidlerdir. Ancak bu kristallerin fonksiyonu bilinmemektedir (Leeson ve
Leeson, 1981; Gartner ve Hiatt, 2003; Kaya ve ark., 2006). Leydig hiicreleri sekonder
seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu tiretirler
(Young ve ark., 2000). Testosteron sentezi mitokondriyon ve agraniiler endoplazmik
retikulumda bulunan enzimlerce gerceklestirilir. Plazmada testosteronun %65’1
androjen baglayici protein olarak adlandirilan bir beta globuline, %33l ise albumine
bagli olarak bulunur (Junqueira ve Carneiro, 2006). Leydig hiicrelerinde liiteinizasyon
hormon (LH) reseptorleri bulunmaktadir. Bu reseptorlere LH’1in baglanmasiyla androjen
salgis1 baslamaktadir. LH, membrana bagli olan adenilat siklaz1 stimule ederek siklik
adenozin monofosfat (CAMP) yapimimi katalize etmektedir. cAMP Leydig hiicresinin
sitoplazmasina girerek protein kinazlarin subiinitlerine baglanir ve kolesterolden
pregnonolon ve androjen olusmasini saglar (Teerds ve ark., 1999; Kierszenbaum, 2006).
Testosteron salgilanmasi liiteinizan hormon kontroliindedir. LH, Leydig hiicrelerinin
farklilasmas1 ve fonksiyonlarin1 devam ettirebilmesi i¢in temel faktordiir (Ge ve ark.,
2005). Serumda bulunan testosteronun yaklasik %95°i seks hormon baglayici globulin
(SHBG) ve diger proteinlere tutunmus halde Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir;
kalan testosteron adrenal korteks tarafindan iiretilir (Bryniarski ve ark., 2005). Leydig
hiicreleri sentezledikleri testosteron hormonunu, birlikte bulunduklar1 kan veya lenf

kapillerlerine bosaltarak endokrin sekresyon yaparlar (Esrefoglu, 2004).
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LH, Leydig hiicre proliferasyonunu direkt olarak veya indirekt olarak biiytimeyi
destekleyen faktorlerin tiretimini diizenleyerek uyarir. Yetiskin sigan testislerinde ise

Leydig hiicre proliferasyonu az miktardadir (Teerds ve ark., 1999).

2.2.6. Sperm Analizi (Spermiyogram)

Sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisi gibi degerlendirmelerin yapildig: teste
sperm testi, sperm analizi veya spermiyogram denilmektedir. Sperm analizi, semenin
hacmi, yogunlugu, kivami, pH’1, spermlerin sayisi, hareketlilik orani, igerdigi akyuvar
sayis1 ve morfolojisi hakkinda bilgi verir (Tablo 4); (Menkveld ve ark., 1990; Pryor ve
Howards, 1997).

Tablo 4. Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gore normal semen kriterleri (WHO, 2002°dan uyarlanmistir)

Semen Analizi Parametreleri Normal Degerler
Voliim 2,0 ml veya daha fazla ejakulat
pH 7,2-8,0
Sperm konsantrasyonu 20 milyon spermatozoon/ml veya daha fazla
Total sperm sayisi 40 milyon spermatozoon/ejakulat veya daha fazla
Motilite Ejakulasyonu takiben 60 dakika igerisinde, %50

veya daha fazlasmin ileri hareket (progresyon)
gostermesi veya %25 ya da daha fazlasinin hizli
progresyon gdstermesi

Morfoloji %30 veya lizerinde normal formda sperm

Lokosit 1 milyon/ml' den az

Ejakulat Degerlendirilmesinde Terminoloji

- Normozoospermi: Sayi, hareket ve sekil bakimindan normal spermler >20
milyon/ml

-Aspermi: Ejakulatin (semenin) hi¢ gelmemesidir.

-Azoospermi: Ejakulatin olmasi fakat igerisinde hi¢ sperm olmamasidir.

-Oligospermi: 20 milyon/mL 'den az sperm olmasidir.

-Siddetli oligospermi: 5 milyon/ml 'den az sperm olmasidir.

-Astenospermi: Spermlerin motilitesi yani hareketlerinin zayif olmasidir.

-Teratozoospermi: Kruger kriterlerine gére normal sekilli sperm sayis1 %4 in

altinda olan spermler i¢in kullanilir.
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-Polispermi: Sperm sayisi 250 milyon'dan fazla olma durumudur.

-Hipospermi: Ejakulat hacminin normalden az olmasidir.

-Hiperspermi: Ejakulat hacminin normalden fazla olmasidir.

-Oligoastenozoospermi: Hem say1 hem de hareket yoniinden normal degerlerin
altinda olan sperm o6rnekleri i¢in kullanilir.

-Oligoteratozoospermi: Hem sayr hem de morfolojik yap1 yoniinden normal
degerlerin altinda olan sperm 6rnekleri igin kullanilir.

-Oligoastenoteratozoospermi: Hem hareket hem de morfolojik yap1 yoniinden
normal degerlerin altinda olan sperm 6rnekleri i¢in kullanilir.

- Hematospermi: Ejakulatta kan hiicrelerinin fazla olmasidir.

- Nekrospermi: Ejakulat 6rneginde 6lii hiicrelerin fazla olmasidir (Makler,
1980; WHO, 2002).

Normal Sperm Morfolojisi

Morfolojik  degerlendirmede DSO veya Kruger’in kesin  kriterleri
kullanilmaktadir. DSO krtiterlerine gore, Kruger kriterleri daha prediktif oldugundan
dolay1 yardimci tireme tekniklerinde sik kullanilmaya baslanmigtir. Gozlemci i¢in daha
kolay olmasi ve daha az subjektif klasifikasyonlar iizerine kuruldugu i¢in Kruger
kriterleri az varyasyonlar gdstermektedir (Kruger ve ark., 1986). DSO kriterlerine gore
normal deger > %30 iken Kruger ve ark’larina gore, normal sperm morfolojisi > %14
olmalidir. Spermleri %14 ve {izerinde normal morfolojiye sahip olan erkekler in vitro
fertilizasyon (IVF) sikluslarinda normal fertilizasyon oranina sahiptir, < %4 normal
morfolojiye sahip olanlar ise diisiik fertilizasyona sahiptir (Tablo 5; Sekil 5); (Kruger ve
ark., 1986). Morfolojik degerlendirmede sperm bas, boyun ve kuyruk anomalileri
yoniinden dikkatle incelenmelidir (Duru, 1998). Sperm morfolojisi degerlendirilirken
once lam iizerine yayma yapilarak secilen boya ile boyama yapilir. Degerlendirmede
100 veya 200 sperm incelenerek, % normal cinsinden sonug verilir (Duru, 1998; Isik ve
Vicdan, 1999).
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Tablo 5. Kruger kriterlerine gore sperm morfoloji degerlendirmesi (Kruger ve ark., 1988’dan

uyarlanmigtir)

Normal Sperm Morfolojisi

Bas Diiz oval
Uzunluk 5-6p
Genislik 2,5-3,5u

Akrozom Basin %40 - %70’ini olusturmali

Orta parca Silindir seklinde
Genigslik 1p
Uzunluk 1,5 x bas uzunlugu
Kuyruk Boyu yaklagik 45u
Uniform
Orta pargadan daha ince
Kivrilmamis
Kirik icermeyen
Sitoplazmik damlacik Bas alaninin %30-70’inden az

Sadece orta pargada lokalize

Bas Akrozom
= Postakrozom
Boyun

Orta Kisim

Kuyruk Ana Kuyruk

Ug kuyruk

Sekil 5. Normal spermin bdlimleri goriilmektedir (Orhon, 1995°dan uyarlanmigtir)

Sperm Anomalileri

- Bas Defektleri

Biiyiik, kiigiik, incelmis (elonge), armut (piriform) sekilli, ¢ift bash, amorf,
bassiz (pinhead), vakuollii, biiyiik akrozomlu (bas hacminin % 70’inden daha biiyiik bir
alan1 kaplamasi), kiiciik akrozomlu (bas hacminin % 40’indan daha kiigiik bir alani

kaplamasti) olabilir (Sekil 6).
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Sekil 6. Sperm bag defektleri goriilmektedir (Orhon, 1995’dan uyarlanmistir)

- Boyun ve Orta Kisim Defektleri

Kirik boyun (bas ile arasinda 90 dereceden az ag1 olmasi) olabilir ve sitoplazmik

atik icerebilir (Sekil 7).

Normal Sitoplazmik Kinked Bend
Droplet Mid-piece Mid-piece

Sekil 7. Sperm boyun defektleri goriilmektedir (Orhon, 1995’dan uyarlanmisgtir)

- Kuyruk Defektleri
Kisa, kalin, ¢ift kuyruk, kivrik kuyruk, halka kuyruk, dag defekti (kuyrugun bas
etrafinda daire ¢izmesi) veya bunlarin kombinasyonundan olusabilir (Sekil 8); (Blom,

1966; Menkveld ve ark., 1990).

v ]

Dag Coiled Duplikasyon
Defekti Tail

Sekil 8. Sperme ait kuyruk defektleri gorilmektedir (Orhon, 1995°dan uyarlanmustir)
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Morfolojik  degerlendirmenin ~ baglica amact normal ve  anormal
spermatozoonlarin ayirt edilmesidir c¢linkii morfolojik bozuklugun yeri, tiiri ve
miktarmin fertilite ile siki bir iligkisi oldugu ve anormal yapidaki spermatozoonlarin
fertilite yeteneklerinin olmadigi bilinmektedir (Menkveld ve ark., 1990).

Infertilite (kisirlik), genel olarak iireme fonksiyonunun yerine getirilememesidir.
Bir yil igerisinde korunma yontemi olmadan siirdiiriilen diizenli bir cinsel yasama
ragmen gebelik saglanamamasina infertilite ad1 verilir (Poongathai ve ark., 2009).

Infertilite olgularinda, en 6nemli patolojik ozelliklerden biri normal sperm
morfolojisindeki sapmalardir. Giiniimiizde eriskin erkeklerin yaklasik %6°s1 infertilite
ile kars1 karsiyadir (Purvis ve Christiansen, 1992).

Erkek infertilite nedenlerinden bazilari; varikosel, kriptorsidizm (inmemis
testis), testis torsiyonu, seminal kanal enfeksiyonlari, lireme kanallarinin tikanmasi,
kistik fibrozis, travma ve tiimorlerdir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda artmis
viicut kitle indeksinin semen parametreleri tiizerinde olumsuz etkileri oldugu
bildirilmistir (Kort ve ark., 2006). Son 50 yildir sperm sayisinda azalma oldugu dikkat
cekmektedir. Arastirmalarda sperm sayisinin ABD’de her yil %]1,5 oraninda diistiigii
belirtilmektedir. Sperm sayisindaki bu azalmanin 6zellikle obezitenin yiliksek oldugu
bolgelerde daha fazla oldugu goriilmektedir (Swan ve ark., 2000). ibni Sina “The Canon
of Medicine” adli kitabinda obezite infertilite iliskisinden bahseden ilk kisidir. Ibni
Sina’nin kitabinda “asir1 kilonun saglikla ilgili dezavantajlari” baslikli boliimiinde bu
kisilerin soguk karakterlerde oldugu, bu nedenle diisiikk sperm sayisina sahip olduklar
ve gebelik saglayamadiklari bildirilmektedir (Abdel-Halim, 2005).

2.2.7. Erkek Kisirhgimin Nedenleri

Hormonal etkenler: Beyinden salgilanan bazi hormonlarin eksikligi ya da fazla
olmas1 sperm yapimina etkileyebilir.

Metabolik sebepler: Diyabet, obezite, psikoseksiiel bozukluklar.

Ilaca bagh sebepler: Anti-depresan tarzi ilaglarin ¢ogu kisirliga neden olur.
Tansiyon ilaglarinin bazilar1 da ayni etkiyi gosterebilir.

Genetik anomaliler ve bunlara bagh bozukluklar (Klinefelter sendromu)

Testisin karmn icinde olmas1 (Inmemis testis) 6nemli kisirlik nedenlerinden
biridir.
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Kabakulak: Ergenlik sonrasi gegirilen kabakulak kisirlik nedenidir. Asiri
sicaklik da spermi etkileyen sebepler arasindadir.

Kemoterapi gecirmis olmak: Genelde kemoterapi 6ncesinde sperm dondurma
islemi yapilir.

Radyasyona maruz kalmak kalic1 kisirlik nedeni olabilir.

Varikosel: Testisten ¢ikan toplardamarlarin asir1 ve anormal olarak biiyiik olusu
genislemis olmasi

Torsiyon: Testislerin ani biikiilmesi.

Bagisiklik sistemine bagh sorunlar: Viicut spermi yabanci madde olarak kabul
edebilir.

Epididimise bagh nedenler: Epididimin olmamasi, tikali olmasi veya

iltihaplanmis olmasi ve enfeksiyon sonrasi kanallarin tikanmasi (Yildirim, 1994; Dere,

1999).

2.2.8. Obezite ve Infertilite iliskisi

Obezite endokrinolojik, termal ve genetik mekanizmalarla erkek fertilitesini
olumsuz sekilde etkilemektedir. Obez erkeklerde viicut kitle indeksi arttik¢a periferik
yag dokusunda daha fazla androjen Ostrojene donlismekte ve serum total testosteron
seviyeleri diismektedir (Kopelman, 1994; Zumoff ve ark., 2003). Ostradiol, Leydig
hiicrelerinden ve periferal aromatizasyon ile androjenlerin dstrojenlere doniistiiriilmesi
ile elde edilmektedir (MacDonald ve ark., 1979). Aromataz enzimi yag dokusunda
bulunur. Yag dokusu periferal aromatizasyonun yapildig1 temel yerdir (Bolt ve Gdbel,
1972).

Obez bireylerde yag dokusunda aromataz enzim ekspresyonunun artmasina bagl
olarak daha fazla testosteron Gstradiol ve Ostrona doniistiiriiliir boylece obez bireylerde
androjenlerin Gstrojene doniisiimiiniin de arttig1 bildirilmektedir (Cohen, 2001). Yiiksek
Ostrojen seviyelerinin hayvan modellerinde spermatogenezde olumsuz etki gdsterdigi
belirtilmistir (Hammoud ve ark., 2006). Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismada Hammoud
ve arkadaglar1 obezite ile Ostradiol seviyeleri arasinda denge saglayan aromataz enzim
polimorfizmi oldugunu bildirmislerdir (Hammoud ve ark., 2010). Sonucta obezite ile
artmis Ostradiol ve buna bagli olarak azalan total ve serbest testosteron seviyeleri

fertiliteyi olumsuz yonde etkilemektedir (Wu ve ark., 1982). Yapilan calismalarda VKI’
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deki artigla orantili olarak Oligospermi goriilme sikligi normal kilolu erkeklerde %
5,3’den obez erkeklerde %15,6’ya; astenospermi normal kilolu erkeklerde % 4,5’den
obez erkeklerde % 13,3’ e ¢ikt1g1 goriilmektedir (Kort ve ark., 2006). Obezitenin skrotal
1s1y1 arttirmasi da infertilite ile iliskili bulunmustur (Hjollund ve ark., 2000; Jung ve
Schuppe, 2007).

Obez erkeklerde viicudun diger yerlerinde oldugu gibi skrotum civarindaki yag
dokusu da artacag:i icin toksinlerin bu bolgede birikerek dogrudan spermatogenezi
etkileyebilecegi bildirilmektedir. Skrotal 1s1 artisinin infertilite ile iligkili oldugu yapilan
klinik ve deneysel ¢alismalarla da ortaya konmustur (Jung ve ark., 2008). Buna gore
skrotal lipomatozis skrotal 1s1y1 artirarak spermatogenezi bozabilmektedir. Obez
olgularin belirgin artmis skrotal yag oranlarinin oldugu gosterilmistir. Obez olgularda
hem skrotal yagin artmasi hem de bu olgularda sedanter yasamin hakim olmas1 skrotal
1s1y1 arttirmaktadir (Shafik ve Olfat, 1981). Bunlarin yaninda obez bireylerde artan
serbest oksijen radikalleri (SOR) oksidatif strese neden olmakta ve sperm Kalitesini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Tunc ve ark., 2011; Erdemir, 2013). Bir hipoteze
gore, HyO; hiicre membranin1 gegmekte ve daha sonra spermatozoa tarafindan SOR
tiretimini arttirmak i¢in elektron kaynagi olarak NADPH oksidaz olarak bilinen enzim
sistemi tarafindan kullanilacak olan NADPH nin hiicre i¢inde elde edilmesini saglayan
heksoz monofosfat sant1 yolu ile glukoz-6-fosfat dehidrojenaz gibi bazi1 vital enzimlerin
islevini engellemektedir (Aitken ve ark., 1997). Bir diger hipotez ise aksonemal
proteinlerin fosforilasyonunda ve sperm hareketliliginde azalma ile sonuglanan bir dizi
olaya dayanir ki, her ikisi de sperm-oosit fiizyonunda gerekli olan membran
akiskanliginda azalmaya neden olmaktadir. Sonu¢ olarak hiicre i¢inde artan SOR

seviyeleri patolojik mekanizmalarda rol almaktadir (de Lamirande ve Gagnon, 1992).

2.3. Nigella Sativa (Corek Otu)

Nigella (Nigella sativa L.) , Ranunculaceae (Diigiin ¢igegi) familyasina mensup
(al-Gaby, 1998) ve ¢ogunlukla Akdeniz’e kiyisi olan iilkelerde yetisen otsu bir bitkidir.
Halk arasinda bilinen adiyla ¢orekotu, Nigella sativa (NS) tiirii bitkilerin kapsiil
igerisinde olusan tohumudur. Nigella tohumu yaginin insan sagligi ve beslenmesinde
¢ok onemli bir yeri vardir (Gad ve ark., 1963; al-Gaby, 1998). N. sativa tohumu gida

amacl olarak ve farmasoétik alanda ¢esitli kullanimlara sahiptir. Kapsiil formdaki yag,
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sedef hastaligi ve egzema gibi deri rahatsizliklarinin tedavisinde, yagin balmumu ile
karisimi ise yaniklar, deri enfeksiyonlari, eklem agrilarini azaltmada, nemlendirici ve
kirisik Onleyici olarak kozmetikte kullanilmaktadir. Tohumlar1 dogal bir ilag olarak
kullanildig1 gibi baharat, karminatif, ¢esni ve aromatik amagl kullanimlara da sahiptir.
Tohum ¢ay, kahve veya ekmeklere eklenmekte; konserve tiretiminde kullanilmaktadir
(D’Antuono  ve ark., 2002). N. sativa tohumunun diger maddelerle farkli
kombinasyonlarda hazirlanan bilesikleri agiz kokusunu gidermenin yaninda diyare,
hazimsizlik, istah kaybi, kusma, 6dem, lohusa donemi ile ilgili hastaliklarda yararh
oldugu bilinmektedir. Tohumlar, obezite ve nefes darliginda, kronik bas agrisi ve
migrende faydalidir. Civa zehirlenmesi, deri iilserleri ve leprada yararlidir. Egzema, ¢il
ve sivilce tedavisinde haricen kullanilmaktadir. Antihelmintik ve antibakteriyel ajan
olarak kullanimlar1 da mevcuttur (EI-Dakhakhny ve ark., 2000; Ali ve Blunden, 2003;
Ramadan, 2007). Bu denli 6nemli geleneksel kullanimlara sahip olan N. sativa iizerinde
yapilmis ¢ok sayida fitokimyasal ve biyoaktivite arastirmalart mevcuttur (Khan, 1999;
Ali ve Blunden, 2003; Salem, 2005; Ramadan, 2007).

Nergiz ve Otles (1993), ¢drekotu tohumlarinda %32 yag bulundugunu ve yag
asiti bilesiminin % 1,2 miristik, % 11,4 palmitik, % 2,9 stearik, % 21,9 oleik, % 60,8
linoleik az miktarda arasidik ve % 1,7 eikosadienoik asitlerinden olustugunu
bildirmislerdir. Nigella sativa tohumlari yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC)
ile analizlenmis ve temel bilesenlerinin timokinon (TQ), ditimokinon (DTQ),
timohidrokinon (THQ) ve timol (THY) oldugu saptanmistir (Omar ve ark., 1999).

Corekotu yagi, ¢oklu doymamis yag asitlerince Ozellikle de linoleik asitce
zengin olup, Atta (2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, linoleik asit miktarinin diger
yag asitlerine gore en fazla oldugu bildirilmistir. Corekotu sabit yagdan baska ugucu
yag da igermektedir. Ugucu yag miktar1 % 0,01-0,1 arasinda degigmekte ve bilesimi
cogunlukla p-simen (% 31,7), timokinon (% 24,5), P-pinen (% 9,3)’den olugmaktadir
(Akgiil, 1993). Yapilan fitokimyasal arastirmalarda ucucu yagda bulunan timokinonun

birgok biyolojik etkiden sorumlu oldugu ortaya konmustur.

2.3.1. Timokinon (TQ)
Timokinon, Ranunculaceae familyasina ait bir tiir olan Nigella sativa bitkisinin

tohumlarinin ugucu yagindan elde edilen ve en fazla etkin oldugu diisiiniilen bilesenidir
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(Boskabady ve ark., 2004; Arslan ve ark., 2005). Kimyasal yapisi, CioH1002; 2-
izopropil-5-metil-1,4-benzokinon, molekil agirligr 164,2°dir (Sekil 9). Ugucu yagda
%27,8 — 57 oraninda bulunur (Hosseinzadeh ve Parvardeh, 2004). Timokinon ilk olarak
1959 yilinda sentez edilmistir (Al-Ghamdi, 2001). Bu bitkinin tohumlarindan elde
edilen yagin icindeki etken maddeler ve onlarin izole bilesenleri antioksidan,
antiinflamatuvar, antikanser, antimikrobiyal, immunomodulatér 6zelliklerinden dolay1

arastirilmakta ve ¢alismalara devam edilmektedir (Salem, 2005).

0
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Sekil 9. Timokinon’un kimyasal yapisim1 géstermektedir (Mahgoub, 2003’dan uyarlanmustir)

2.3.2. Timokinon Toksisitesi

Son zamanlarda ¢orek otuna olan ilginin artmasi sonucu etken maddelerinden
birisi olan timokinon’un toksik etkilerinin arastirilmasi ihtiyaci ortaya ¢ikmis ve bu
etken madde yapilan bir ¢aligmada test edilmistir. TQ un LD50 degeri tespiti icin
biyokimyasal, hematolojik ve hispatolojik calismalar yapilmistir. Bu amagla TQ degisik
yollarla (ag1z ve enjeksiyon yoluyla) verilmis ve hayvanlarin karaciger, kalp, bobrek ve
akcigerleri histopatolojik olarak incelenmis; sonug¢ olarak herhangi bir toksik etkiye
rastlanmamistir. Ayrica agiz yoluyla aliman timokinonun toksisitesinin olmadigt ve
kanda yeterli diizeye ulastigi gosterilmis, bu yolun en etkin ve gilivenli oldugu
belirtilmistir (Al-Ali ve ark., 2008). Sonug olarak TQ’un akut toksisitesinin ¢ok diisiik
oldugu (LD50: 2,4 gr/kg) saptanmistir. TQ’ un siirekli verilmesi sonucu goriilen tek etki
hipoglisemidir (Hosseinzadeh ve Parvardeh, 2004). Ayrica ¢alismalarda Nigella sativa
sabit yagi ile islem yapilan farelerde viicut agirliginin artisinda yavaglama oldugu tespit

edilmistir (Zaoui, 2002).

2.3.3. Anti-Diyabetik Etki
Diabetes Mellitus direk veya dolayli olarak insiilin noksanligina bagli bir
sendromdur. Karaciger kan sekeri homeostazinda merkezi bir rol oynar. Diyabetik

durumda, hekzokinazin ve glukoz-6-fosfat dehidrogenazin aktiviteleri insiilin eksikligi
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veya yetersizligine bagl olarak azalir. Timokinon, insiilin salinimiyla her iki enzimin de
hepatik dokulardaki aktivitesini artirir. Buna bagli olarak glukozun hiicresel
biyosentezde kullanimi artar ve plazma glukoz seviyelerinde belirgin bir diislis gézlenir.
Pari ve Sankaranarayanan (2009), kontrol ve deney fare gruplarinda hekzokinaz ve
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimlerinin aktivitelerini Glgerek timokinonun bu
enzimlerin aktivitelerini arttirdigini géstermislerdir.

Calismalarda TQ’un antidiyabetik etkisinin kismen hepatik glukoneogenez
araciligiyla oldugu gosterilmistir (Fararh ve ark., 2005). Al-Hader ve arkadaslarinin
yaptiklart bir arastirmada N. sativa tohum ugucu yagi 50 g/kg dozda intraperitoneal
verilmis 4-6 saat sonra normal ve hiperglisemik tavsanlarda kan glukoz
konsantrasyonunda %15-23 oraninda bir azalma saptanmistir ve insilin

konsantrasyonunun tedaviden etkilenmedigi belirlenmistir (Al-Hader ve ark., 1993).

2.3.4. Anti-Bakteriyel Etki

Yapilan ¢alismalarda N. sativa ugucu yagmnin hem Gram(+) hem de Gram(-)
mikroorganizmalarin ~ biiylimesini  inhibe ettigi  gOriilmiistiir. =~ Fraksiyonlama
islemlerinden sonra yagin biyolojik aktivitesinin, fenolik igeriginden kaynaklandigi ve
N. sativa’nin sulu metanollii ekstresinin Streptococcus mutans’a karsi antibakteriyel
aktivite gosterdigi agiklanmustir. Bitki ekstresinin boylece dis ¢ilirlimesi ve plaklarin
onlenmesinde etkisi kanitlanmigtir (Khan, 1999). N. sativa’dan elde edilmis etilen
glikoldeki ¢ozeltisinin ve ugucu yaginin invitro olarak bazi mikroorganizmalara
(Staphylococcus aureus, E. coli, S. typhi, S. niger, Vibrio chlorea) 1:100 diliisyonda bile
iyi bir antibakteriyel etki gosterdigi saptanmistir. Yagin Gram(+) ve Gram(-)
mikroorganizmalara karsi ¢ok etkili oldugu ve ayrica ozellikle Aspergillus penicillum ve
Mikrosporium tiirlerine karsi in vitro antifungal aktivitesi test edilmis ve miikemmel

antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur (Ali ve Blunden, 2003).

2.3.5. Anti-Fungal Etki

Nigella sativa tohumunun ve etkili bilesigi timokinon’un antifungal etkisi
Trichophyton rubrum, T. interdigitale, T. mentagrophytes, Epidormophyton floccosum
ve Microsporum canis’e karsi test edilmistir. Sonuglar antifungal bir ilag kaynagi olarak

Nigella sativa’nin kullanilabilecegini gostermistir ve mantar enfeksiyonlarinda halk
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ilac1 olarak kullanilmasinda yararli olabilecigi belirtilmistir (Aljabre ve ark., 2005).
Bagka bir ¢aligmada fareler, Candida albicans ile enfekte edildiginde karaciger, dalak
ve bobreklerde koloniler olusturmaktadir. Boyle bir model kullanilarak Nigella sativa
tohumlarinin sulu ektresininin antifungal etkisi incelendiginde, Candida albicans
enfeksiyonundan 24 saat sonra baglayarak 3 giin siireyle enfeksiyonlu farelerin her giin
muayene edilmesi sonucu, incelenen biitiin organlarda mantar biiyiimesinin belirgin bir

sekilde inhibe oldugu gozlenmistir (Khan ve ark., 2003).

2.3.6. Anti-Viral Etki

Yapilan bir ¢aligmada N. sativa yaginin bir anti-viral ilag olarak terapdtik
potansiyeline isaret edecek sekilde yagin sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonuna karsi
gliclii bir anti-viral etki olusturdugu in vivo denemelerle gosterilmistir. Etkinin kalitsal
bagisiklik tizerine yagin potansiyel etkisi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmistiir (Salem ve
Hossain, 2000; Su ve ark., 2001; Salem, 2005).

2.3.7. Anti-Allerjik Etki

1965 yilinda yapilan bir ¢aligmada N. sativa tohum ugucu yagindan izole edilen
nigellon, bronsiyal astimli hastalara oral yoldan verilmis ve semptomlarin baskilandigi
saptanmistir (EI-Dakhakhny, 1965). Alerjik rinit, bronsiyal astim, atopik egzema gibi
alerjik hastaliklar1 tagiyan hastalara N. sativa yagi verilmis ve IgE’de ve eozonofil
sayisinda, plazma ve iirin endojen kortizol seviyelerinde azalma oldugu belirlenmistir
(Chakravarty, 1993). El-Tahir ve ark. (1993) yaptig1 bir ¢alismada kobaylarin solunum
sistemi iizerinde N. sativa ugucu yagmin ve timokinonun etkileri arastirilmistir. Yagin
intravendz olarak verilmesi doza bagimli bir yolla direkt olarak histaminerjik
mekanizmalar ile histamin salimmi aracihigiyla ve muskarinik  kolinerjik
mekanizmalarin indirekt aktivasyonu ile solunum orani ve intratekal basincin her ikisini
de artirdigi goriilmiistiir. Mukozal histamin igeriginde anlamli bir artisa sebep olan
etanoliin gastrik iilser modellerinde iilser olusumundan 6nce N. sativa yaginin oral
uygulanmasi ile siganlarda etanol gruplariyla karsilagtirildiginda %53,56 ik bir koruma
oraniyla gastrik mukozal histamin igeriginde anlamli bir azalma gézlenmistir (EI-

Dakhakhny ve ark., 2000).
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2.3.8. Anti-inflamatuar Etkiler

Inflamasyonun akut ve kronik fazlarmin devamlilig1 ve ilerlemesi bir miktar
mediator tarafindan saglanir. Bunlar, eikosanoidler, oksidanlar, sitokin, makrofaj ve
notrofil gibi inflamatér hiicreler tarafindan salgilanan litik enzimlerdir (Lefkowitz ve
ark., 1999). Basta nitrik oksit (NO) olmak iizere reaktif oksijen tiirleri, doku hasarina
yol acan bir¢ok toksik oksidatif reaksiyon baslatir. Nigella sativa’nin anti-inflamatuvar
aktiviteleri hiicresel NO olusturma kapasitesinin inhibisyonu yolu ile belirlenmistir.
Pekgok dokuda nitrik oksit sentaz (NOS) araciligiyla L-argininden sentezlenen NO
birgok inflamatuvar hastalikla iliskilendirilir (Bourgou ve ark., 2010). Nigella sativa
tohum yag1 ve bilesenleri lizerinde yapilan calismaya gore timokinon, NO {iiretimini
%095 oraninda inhibe etmektedir. Timokinonun NO iiretimi {izerindeki inhibisyon etkisi
uyarilabilir SOR mRNA’st ve protein ekspresyonunu azaltma yoluyla

gerceklesmektedir (E1-Mahmoudy ve ark., 2002).

2.3.9. Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri (SSS)

N. sativa tohumlarinin SSS iizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada NS
tohumlarmin sulu ve metanollii ekstresi, genel davranis bicimlerinde bir degisiklik,
anlik hareketlilikte Oonemli azalislar, viicut sicakliginda diislis, hot plate ve basing
testlerinde 0nemli analjezik etki, SSS iizerinde sakinlestirici etki ve kas gevsetici gibi
SSS baskilayict etkileri oldugu saptanmistir (Al-Naggar ve ark., 2003). Kanter’in
yaptig1 bir aragtirmada NS ve TQ’un si¢anlarda kronik toluen maruziyetinden sonra
hipokampusteki norodejenerasyonu {izerine etkilerini ¢alismigtir. Calismada kronik
toluen maruziyeti sitoplazma biiziilmesi, endoplazmik retikulum boslugunda hafif
genisleme, dejenerasyona ugramis Kkrista ile belirgin bir sekilde sismis mitokondri ve
hipokampus noronlarindaki kromatin diizensizligi ile bozulmus niikleer membran gibi
giicli dejeneratif degisikliklere neden olmustur. Deforme olmus sinir hiicrelerine TQ ve
NS tedavisi alan siganlarda biiylik 6lciide rastlanmamistir. Sonugta TQ ve 6zellikle NS
tedavisinin  kronik  toluene maruz kalmis sicanlarin  hipokampuslarindaki
norodejenerasyon tiizerinde olumlu morfolojik gelismeler sagladigi belirtilmistir
(Kanter, 2008).
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2.3.10. Anti-Hipertansif Etki

NS tohumlarinin diklorametan ekstresi hipertansiyonlu farelerde hipotansif etkisi
arastiritlmistir. Farelere 0,6 mL/kg/glin dozda oral olarak NS ekstresi 15 giin boyunca
verilmis ve idrar sikhigim % 16-30 oraninda artirdigi; ClI-, Na*, K ve iirenin idrarla
atilmast da arttigr gozlemlenmstir. Ayn1 zamanda arter kan basincit % 22 oraninda
distigii saptanmustir. NS tohumlarinin hipotansif etkisi kismen idrar soktiirme

ozelliginden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Zaoui ve ark., 2000).

2.3.11. Analjezik Etki
NS’nin sulu ekstresinin farelerde hot-plate yontemi ile analjezik etkisi 6l¢iilmiis

ve ekstrenin anlamli derecede analjezik etkisinin oldugu saptanmistir (Al-Ghamdi,

2001).

2.3.12. Anti-Tiimor Etki

Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik, kanser hiicrelerinin siirekli ve
kontrolsiiz olarak ¢ogalmasidir. Hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan
hiicre topluluklarina tiimor denir. Birgok in-vivo ve in-vitro ¢alisma ile NS tohumlarinin
ve aktif bilesenlerinin anti-timor etkileri gosterilmistir. NS tohumlarinin ugucu yaginin
etkileri, insanlarda goriilen farkli kanser tiirleri iizerinde arastirilmis ve yagin bazi
tirlere karsi sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur (Islam ve ark., 2004). Yapilan
calismalarda timokinonun pek ¢ok kanser tiiriinde hiicre ¢ogalmasini durdurucu etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir. Etkili oldugu kanser tiirleri; goglis ve over
adenokarsinomas1 (Shoieb ve ark., 2003), kolorektal kanser (Gali-Muhtasib ve ark.,
2004), insan pankreatik adenokarsinomu, rahim sarkomasi (Worthen ve ark., 1998),
neoplastik keratinosit (Gali-Muhtasib ve ark., 2004), insan osteosarkomasi (Roepke ve
ark., 2007), fibrosarkoma, akciger sarkomasi1 (Kaseb ve ark., 2007) olarak siralanabilir.
Ayrica timokinonun, androjen reseptorii ve transkripsiyon faktorii E2F-1"1 hedefleyerek
hormon-refraktdr (cevap vermeyen) prostat kanserini inhibe ettigi rapor edilmistir
(Kaseb ve ark., 2007). Swamy ve Tan (2000), MCF-7 gogiis kanseri hiicrelerinin
NS’nin sulu ve alkollii ekstraktlarinin tek basina veya H,O, ile birlikte muamele
edilmesiyle, sd6z konusu hiicre biiyiimesinin durdugunu gostermistir. NS nin ham

ekstraktinin anti-tlimor etkilerinin yaninda, timokinon, ditimokinon ve diger aktif
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bilesenlerinin de sitotoksik etkileri vardir. Timokinon ve ditimokinon farkli kanser
hiicre gruplarina kars1 esit sitotoksik etki gosterdigi diistinlilmektedir (Salomi ve ark.,
1992). Bu bilesenler, kanser hiicrelerinin biiylimesini, hiicre dongiisii G; fazindayken
apoptozu tetikleyerek durdurur. Radyoterapi kanser tedavisinde en sik kullanilan
tedavilerden biridir. Pek ¢ok c¢alisma, 1s1n tedavisinin hiicrelerdeki radyasyon hasarinda
onemli rol oynayan serbest oksijen radikallerini olusturdugunu gostermistir. NS ve
indirgenmis glutatyonun (GSH) farkli dokular {izerinde antiperoksidatif etki ve SOR
tizerinde stipiiriicti bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Cemek ve ark., 2006). Kumara
ve arkadaglart NS yaginin tasidigi a-hederin’in de 16semiye ve akciger karsinoma’sina
kars1 in-vivo antitiimor aktivite gosterdigini ve tiimorli farelerin dmriinii uzattigini
bildirmistir (Kumara ve Huat, 2001). ElI-Dakhakhny ve ark. (2002) timokinonun kolon
kanseri hiicrelerinin yasayabilmesi i¢in gerekli olan 5-hidroksieikosa-tetraenoik asit, 5-

lipooksigenaz gibi iirtinlerin olusumunu inhibe ettigini gostermistir.

2.3.13. Anti-Oksidan Etkiler

Antioksidanlar, dokulardaki oksidasyonun zararli etkilerini 6nlemekten sorumlu
bilesiklerdir (Kuhn, 2003). Antioksidan sistemler, radikal olusumunu 6nleme, tetikleri
biyokimyasal reaksiyonlar1 engelleme, olusan radikalleri ortamdan uzaklastirma, hasar
goren molekiilleri onarma ve temizleme gibi radikallere karsi meydana gelmis
mekanizmalardir. NS tohumlar1 bilesenlerinden timol, timokinon ve ditimokinonun
siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen (*O,) gibi radikal oksijen
tirlerinden meydana gelen reaksiyon lizerine etkisi test edilmis ve bu bilesenlerin ¢esitli
SOR siipiiriiclisii olarak gorev yaptiklart belirtilmistir (Kruk ve ark., 2000). Bir¢ok
calismada timokinonun farkli mekanizmalarla antioksidan etkileri oldugu bildirilmistir.
Burits ve Bucar (2000), tarafindan yapilan bir arastirmada NS tohumlarmin ugucu
yaginin antioksidan aktivitesi {izerindeki etkisi c¢alisilmis ve sonucunda timokinon,
karvakrol, t-anetol ve 4-terpineol’iin 6nemli 6l¢iide radikal siipiiriicii aktivite ve gesitli
antioksidan aktivite gosterdigi goézlenmistir. Soz konusu bilesenler ve yagi ayni
zamanda lipozomlardaki non-enzimatik lipit peroksidasyon deneyi ve deoksiriboz
degredasyon deneyi i¢in etkili bir OH radikal siipiiriicii ajan olarak rol oynamistir.

Epidemiyolojik calismalarda antioksidanlarca zengin gidalarin tiiketilmesiyle

kanser riskinin azaltilabildigi gosterilmistir (Borek, 2004). Badary ve ark. (2007)
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timokinonun karsinojenezdeki potansiyel koruyucu rolii tizerinde ¢aligmiglardir. Buna
gore timokinon, lipid peroksidasyonu ve hiicresel antioksidan ¢evreyi modiile ederek
karsinojenez prosesini inhibe etmektedir. Sonuglar timokinonun etkili bir siiperoksit
anyon siiplriicii olarak rol oynadigini ve gii¢lii bir antioksidan oldugunu gostermistir

(Badary ve ark., 2003).

2.4. Cruciferae Bitkileri

Yiiksek oranda tedavi amacl kullanilan bilesikler i¢eren Cruciferae bitkileri son
yillarda biiyiik oneme sahip olmustur ve bu bitkilerle yapilan g¢alismalarin sayisi
devamli artmaktadir (Baytop, 1999; Cubukgu ve ark., 2002). Cruciferae familyasinda
bulunan sebzelerin diinyada en cok tiiketilen sebzeler arasinda oldugu ve yapilan
calismalarda tiiketiminin bobrek, prostat, kolon, idrar kesesi, akciger ve rektum kanser
riskini azalttig1 saptanmistir (Bonnesen ve ark., 2001; Conaway ve ark., 2002).

Giinliik yasantimizda bolca tiikettigimiz Cruciferae familyasina ait bazi bitkiler
sunlardir;  Brassica oleracea var. italica (Brokoli), B. oleracea var. acephala
(Karaldhana), B. oleracea var. capitata (beyaz lahana), B. oleracea var. botrytis
(Karnabahar), B. oleracea gemmifera, (Briiksel lahanasi), B. rapa (salgam), B. nigra
(siyah hardal), Sinapis alba (beyaz hardal), Raphanus sativus (Turp), Eruca sativa
(Roka), Lepidium sativium subsp. sativum (Tere)’dir.

Bu bitkilerle yapilan fitokimyasal arastirmalar, bitkilerin glukosinolatlar ve
indol-3-karbinol bilesiklerince zengin olduklarini ortaya ¢ikarmistir. Glukosinolatlar ve
indol-3-karbinol, 6zellikle kanser tedavisinde ve kanser olugsmasinin 6nlenmesinde etkili
oldugu diisiiniilen ve iizerlerinde halen ¢alismalarin devam ettigi 6énemli bilesiklerdir

(Verhoven ve ark., 1996; Verhoeven ve ark., 1997).

2.4.1. indol-3-Karbinol (13C)

Indol (1H-indol), benzen ve pirol halkalarmin birlesmesinden olusan bir
benzopirol halkasi olup, farmakolojik ve biyokimyasal olarak aktif bircok dogal ve
sentetik bilesigin ana yapisini olusturmaktadir (Broadbent ve Broadbent, 1998); (Sekil
10).
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Sekil 10. indol-3-karbinol’iin kimyasal yapisini gostermektedir (Broadbent ve Broadbent, 1998’den

uyarlanmigtir)

2.4.2. indol’iin Kimyasal Ozellikleri

Indol’tin erime noktast 52 0C, kaynama noktasi ise 254 C’dir. Yiiksek oranda
ucucu olan indol birgok organik ¢6ziiclide kolayca ¢oziinebilen, suda kristallenebilen,
saf haldeyken ¢ok hos ve kalic1 bir kokusu olan bir kimyasaldir. Kozmetik sanayide
parfiimlere baz olarak kullanilir (Acheson, 1976; Broadbent ve Broadbent, 1998). Indol-
alkol tiirevleri i¢inde en Onemlilerinden biri olan indol-3-karbinol (3-indolmetanol),

gramin ve metil iyodiir ile metanol soliisyonunda kimyasal reaksiyon sonucu

olusturulabilir (Elderfield, 1960).

2.4.3. indol-3-Karbinol Etki Mekanizmasi

Yalnizca Cruciferae familyasina 6zgii olan 13C 6zellikle son yillarda arastiricilarin
daha da dikkatini ¢ekmektedir. Bu madde, bitkilerin sikilmasi ya da pisirilmesi sirasinda
ortaya ¢ikmaktadir. 13C, viicuttaki dogal detoksifikasyon enzimlerinin antioksidani ve
giiclii bir uyaricisidir. DNA'nin yapisini korur. Hiicre zarindaki dstrojen reseptorlerini
bloke eder. Testosteron seviyesini arttirir (Broadbent ve Broadbent, 1998; Riby ve ark.,
2000). Bunlarin yaninda indol-3-karbinoliin temel antikanserojen maddelerden biri
oldugu da bilinmektedir (Stoewsand, 1995). Bu maddenin &zellikle meme, rahim ve
prostat kanserindeki tiimor hiicrelerinde etkili oldugu ve serbest radikaller {izerinde
tutma etkisi yaratarak antioksidan etki gosterdigi bir¢ok bilimsel arastirmada
saptanmistir (Bradlow ve ark., 1995; Arnao ve ark., 1996; Staub ve ark., 2002; Sarkar
ve Li, 2004). Arastirmalar 6zellikle turpgillerin dstrojeni baski altinda tutmada oldukca
basarili oldugunu ve testosteron tiretimini destekledigini gostermektedir. Bu bitkilerdeki
I3C, anti-ostrojenik etki gosterir ve etkinligini dstrojenle yarisarak ortaya ¢ikarir (Liu ve
ark., 1994; Yuan ve ark., 1999).
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Kadinlarda Ostrojenin fazla salgilanmasi adet diizenini bozar, yumurtlamay1
engeller ve kisirliga neden olur. Ostrojen fazlahig1 yag dokusu sentezine sebep olarak
obeziteye neden olur. Yag dokusunun artmasiyla armut tipi sismanlik baglar, kalca ve
bacaklarda yag birikir, orantisiz bir viicut agiga c¢ikar. Yag dokusu erkeklik
hormonlarint (testosteronu) kadinlik hormonlarina (6strojene) c¢evirme kapasitesine
sahiptir. Artan yag dokusunda daha fazla testosteron Ostrojene cevrilir, bu da yag
dokusu miktarin1 daha da artirir. Sonugta kisir bir dongii olusur. Erkeklerde Ostrojen
fazlalig1 kas kitlesinin azalmasina, viicut konturlarinin deforme olmasina, gobek ve
kalcanin bliylimesine, bacaklarin genislemesine ve lenfodem gelisimine neden olur.
Viicut killarinin incelip azalmasi, sesin incelmesi, testislerin kiiclilmesi, cinsel
isteksizlik de Ostrojen hormonunun artisiyla dogru orantilidir (Auborn ve ark., 2003).
Morbid obez dedigimiz ileri derecede kilolu erkeklerde kadinlik hormonu artisina bagh
memelerde biiyiime, sperm sayisinda azalma, iktidarsizlik ve kisirlik gelisir. Bu
erkeklerde meme kanserine yatkinlik oldukca fazladir. Kadinlik hormonu yiiksek
erkeklerde dis olaylardan cabuk etkilenme ve en ufak problem karsisinda ¢oziim
iiretememe sonucunda obsesyon veya depresyon sorunlarna rastlanilir. Erkek
psikolojisi olumsuz etkilenir. Ostrojeni fazla olan erkekler daha sevecen, sakin ve
anlayish olur. Fazla Ostrojenin en kotii sonucu ise kanser hiicrelerini uyarmasidir.
Ostrojen diizeyinin kanda yiiksek olmasi rahim ve meme kanseri i¢in direk bir risk
faktoriidiir (Can, 2001). Diyetle alinan I3C’iin 6stradiol mekanizmasinda etkili oldugu
ve Ostrojen kaynakli hastaliklara karst yeni bir chemopreventive (kansere karsi
koruyucu) 6zellik gosterebilecegi kanitlanmistir (Michnovicz ve Bradlow, 1990).

Besinlerle alinan I3C’iin biiyiik bir kismi1 ince bagirsakta, diindolilmetan (DIM)
olarak adlandirilan bir dimer olusturarak emilir. DIM, indol-3-karbinol igeren besinlerin
sindirimi ~ sirasinda  viicudumuzun olusturdugu bir bilesiktir. DIM, Ostrojen
reseptorlerine segici olarak baglanir ve fizyolojik konsantrasyonlarda, 0Ostrojen
antagonisti olarak davranabilir. DIM yiiksek olmasi durumunda, Ostrojen/testosteron
oranin1 normal smirlarina getirmekte etkilidir. Kisaca, DIM 6strojen hormonunun
metabolize olmasinda yardimcidir (Riby ve ark., 2000). Le ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir ¢alismada DIM’1n androjen reseptdriine diisman hiicreleri baglayarak prostat

kanserini 6nledigi bildirilmistir (Le ve ark., 2003; Wang ve ark., 2012).

38



I3C’lin birden fazla etki mekanizmasi oldugu diistiniilmektedir. Bunlar; hiicre
zarlarinda kismen Ostrojen reseptor bolgelerini bloke ederek, alfa ve beta reseptor
ekspresyonlarini normal diizeylere ulastirarak, yiiksek aktivasyonlu dstrojen formlar1 ve
yan iriinlerini daha giivenli bilesenlere doniistiirerek, diger kanser biiyiitiicii reseptor
alanlarin1 bloke ederek ve dogrudan kanser hiicrelerini Sldiirerek etki gdstermektedir
(Meng ve ark., 2000).

Cruciferae familyasina ait bitkilere 6zgli olan indol-3-karbinol’iin Ostrojen
diizenleyici aktivitesinden dolayi, antikarsinojenik, antioksidan, antiaterojenik etkileri

oldugu bilinmektedir (Michnovicz ve Bradlow, 1990).

2.5. Stereolojik Metodlar

Stereoloji, iki Boyutlu doku kesitlerinden elde edilen goriintiilere dayanarak,
kapiller yiizey alani, damar uzunlugu veya organdaki toplam spesifik hiicre sayisi gibi
i boyutlu parametrelerin tarafsiz ve kesin olarak hesaplanmasi teknigidir (Howell ve
ark., 2002; Altunkaynak ve ark., 2012). Uygulanmasi kolay olan stereolojik metotlar,
etkin ve tarafsiz olma ozelligindedir. Etkinlik, sadece gerektigi kadar birey ve 6rnek
kullanilarak, yeterli dogrulukta ve daha az degiskenlik gosteren sonuglarin kisa bir
zaman diliminde elde edilmesinin saglanmasidir (Altunkaynak ve ark., 2012).
Tarafsizlik ise Olglimlerin herhangi bir varsayima dayanmadan gerceklestirilmesidir.
Olgiimler tekrarlandikca gercek degere daha da yaklasilmis olur. Giiniimiizde kullanilan
stereolojik metotlar daha once kullanilan ve 6n kabullere dayanilarak gerceklestirilen
metotlarin aksine tarafsiz ve etkin bir sonug saglar (Howard ve Reed, 1998; Bartheld,
2002).

2.5.1. Sistematik Rastgele Ornekleme (SRO)

Stereolojik metotlarda kullanilan yontem ve prensipler, sistematik rastgele
ornekleme mantigiyla gergeklestirilmektedir. Tanecik sayimi, alan hesaplamalari, alan
ve hacim oranlar1 gibi hesaplamalardaki ilk sart, c¢alisilan yapinin her asamasinda
sistematik ve rastgele olarak 6rnekleme yapilmasidir (Sterio, 1984; Gundersen, 1986).

Biyolojik yapilar, genellikle ¢ok biiylik olduklarindan, yapidan elde edilen tiim
kesitlerin ¢alismaya dahil edilerek degerlendirilmesi, pratik olarak miimkiin

olmamaktadir. Sistematiklik, Onceden belirlenen sabit bir aralikla Orneklemenin
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yapilmasi, rastgelelik ise baslangic noktasinin rastgele secilmesini ifade eder. Boylece
incelenen yapinin her tarafina esit derecede Orneklenme olasiligi saglanmis olur

(Gundersen ve ark., 1999).

2.5.2. Tarafsiz Sayim Cercevesi

Stereolojide gercege en yakin sonuglarin elde edilmesi i¢in, sayim sirasinda her
bir tanecigin sadece bir kez 6rneklenmesi gerekmektedir. 1977°de Gundersen tarafindan
gelistirilen tarafsiz sayim g¢ergevesinden dnce degisik sayim g¢ergeveleri kullanilmistir.
Ancak, bunlarin kullanimi sirasinda taneciklerin bir defadan ¢ok sayilabilmesi gibi
hatalar ortaya ¢ikmigtir (Mayhew ve Gundersen, 1996; Howard ve Reed, 1998).

Tarafs1z sayim ¢ercgevesi, bir kalin ve diiz, bir de ince ve kesikli iki tip ¢izgiden
olusan dortkenara sahip basit bir dikdortgen veya karedir. Sayim kurallar1 agisindan
diger sayim cergevelerinden farklidir. Temel olarak, ince ve kesikli ¢izgiler (yesil kenar)
“dahil veya serbest” kenarlar, kalin ve devamli ¢izgiler de (kirmiz1 kenar) “hari¢” veya
“yasak” kenarlardir. Yani kesikli ¢izgilere rastlayan tanecikler sayilirken, devamli
cizgilere isabet eden tanecikler sayim dis1 birakilir. Tarafsiz sayim gergevesi, tanecik
sayimi i¢in en etkin ve giivenilir sayim g¢ercevesidir. Bu g¢ercevenin tanecik
izdiisimlerini en dogru bi¢cimde saymayi1 sagladigi, geometrik hesaplamalarla da
kanitlanmustir (Sekil 11); (Gundersen, 1977).

1<)

Sekil 11. Tarafsiz sayim gergevesinde sayilabilir () ve sayllamayan (X) hiicreleri gostermektedir

(Gundersen, 1977°den uyarlanmistir)

2.5.3. Disektor
Disektor ilk kez 1984 yilinda Sterio tarafindan tarif edilmistir. Disektor sayim
metodu, gercekte iic boyutlu olan yani uzunluk, genislik ve derinlige sahip biyolojik

yapilari, sahip olduklar1 boyut 6zelliklerini g6z ardi etmeden saymaktadir. Disektoriin
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temel mantig1, taneciklerin kesit alma dogrultusu boyunca ilk ortaya ¢iktiklar1 veya son
goriildiikleri kisimlari, yani taneciklerin “ug¢larini” bulmaktir. Disektor, optik ve fiziksel
disektor olmak {iizere ikiye ayrilir (Sterio, 1984). Bu ¢alismada kullanilmasindan dolay1

sadece optik disektor yontemine deginecegiz.

Optik Disektor

Optik disektor, kalin kesitlerde (20-25um) uygulanmasi gereken bir yontemdir.
Kalin kesit igerisinde z ekseni boyunca odaklama ile ilerleyerek tarafsiz sayim cercevesi
kurali geregince tanecik sayimi yapilir. Cer¢evenin i¢ kismina ve serbest kenarina isabet
eden tanecikler sayilirken, ¢ercevenin disina ve yasak kenarlara isabet eden tanecikler
sayimma dahil edilmez. Odaklama ekseni boyunca yapilan doku i¢indeki ilerleme miktar
yani sayim yapilacak kesitin kalinlig1, mikroskop tablasina yerlestirilmis bir mikrokator
yardimi ile Olgiiliir. Kesit alinmasi sirasinda olusan fiziksel bozukluklardan sakinmak
icin, kesitin alt ve st ylizlerinde belli bir mesafe birakilarak, sayim iglemi bu
mesafelerin haricindeki orta kisimda yani gilivenlik mesafesinde gerceklestirilir. Bu
sayim metodu “optik disektor sayim metodu” olarak tarif edilmistir (Gundersen, 1986;
Braendgaard ve ark., 1990; Mayhew ve Gundersen, 1996; Howard ve Reed, 1998).

2.5.4. Optik Parcalama

Optik parcalama, bir organda veya belirli bir yapidaki toplam taneciklerin
tarafsiz ve etkin bir bi¢imde hesaplanmasini saglayan metottur. Optik parcalama,
incelenecek bolge hacminin sistematik rastgele orneklemeyle elde edilen belli bir
boliimiinde, optik disektdrle hiicre veya hiicre topluluklarinin olusturdugu taneciklerin
sayimindan ibarettir (West ve ark., 1991).

Optik pargalama, histolojik islemlerin fiksasyon, takip, gdmme, kesit alma,
boyama gibi herhangi bir asamasinda tanecikler arasi mesafeden veya taneciklerde
olusabilen biiziisme ya da genislemeden etkilenmez. Ayrica optik pargalamada, organ
ya da yapidaki taneciklerin biiyiikliigiinden, seklinden, yoneliminden, kesit alma
yoniinden etkilenmemesi agisindan stereolojinin en ¢ok kullanilan tanecik sayma veya

alan, hacim, uzunluk hesaplama yontemidir (West ve ark., 1991).
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2.5.5. Cavalieri Prensibi ile Hacim Hesaplanmasi

Cavalieri prensibini uygulamak i¢in, hacmi hesaplanmak istenen yapi esit
aralikli ve birbirine paralel kesitlerle basindan sonuna kadar dilimlere ayrilir. Daha
sonra her bir kesitin aym1 yone bakan ylizeylerinin alanlar1 hesaplanir. Alan
hesaplamasi i¢in ise en basit ve tarafsiz yontem bir noktali alan Ol¢im cetveli
kullanmaktir (Sekil 12). Noktali alan 6l¢lim cetveli, birbirlerinden esit araliklarla
ayrilmis noktalar1 temsil eden sistematik (+) isaretlerinden olusan sistematik nokta
dizgeleridir. Bu noktalardan her biri ise, dort adet noktanin arasinda kalan bir birim
cetvel alanini temsil etmektedir (P(a)). Alan1 hesaplanmak istenen herhangi bir kesit
goriintiisii lizerine rastgele yerlestirilen boyle bir cetvelin noktalarindan kag tanesinin
ilgilenilen goriintii lizerine isabet edecegi, kesit alaninin biiyiikliigiine ve noktalar arasi
mesafeye baglidir. Yani, kesit alan1 ne kadar biiyiikse, igine o kadar fazla sayida (+)
isabet edecektir. Bu artilarin her birinde tespit edilen sabit bir nokta, sayim i¢in
kullanilir. Tiim kesitlerden elde edilen toplam yiizey alani degeri, dilimlerken
kullandigimiz ortalama kesit kalinlig1 (t) ile carpilirsa, yapinin toplam hacminin tarafsiz
bir hesaplamasi elde edilir. Bunu matematiksel olarak su sekilde formiillestirebiliriz
(Gundersen ve ark., 1999).

Bir kesit goriintiisliniin alan1 (A), alana diisen toplam nokta sayisi (Zp) ile bir
noktanin temsil ettigi alanin [a(p)] ¢arpimu ile hesaplanabilir (Gundersen ve Jensen, 1987;
Gundersen ve ark., 1988; Royet, 1991).

A=Xp x [a(p)] XV=XAxt
V=txa/pxXP
V: Hacim; t: Kesit kalinlig1; a/p: Noktali alan 6l¢giim cetvelinde her bir noktanin temsil

ettigi alan; XP: Kesit yiizey alanindaki toplam nokta sayisin1 gostermektedir.
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SR T T S S S A A i e e i i A i O
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Sekil 12. Noktal1 alan 6l¢tim cetveli 6rnegini gostermektedir
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlar: ve Hayvanlarin Bakimi

Calismamiz Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilen 300-350 gr agirhiginda, 11-12
haftalik 36 adet erkek Wistar albino cinsi sigan kullanilarak gergeklestirildi. Calisma
protokolii ve deneysel metod Ondokuz Mayis Universitesi Etik Kurul tarafindan
onaylandi (HADYEK/35, 27.04.2011). Deneyler siiresince Etik Kurul sartlarinin
saglanmasina 0zen gosterildi. Hayvanlarin bakimi, beslenme siireci Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezinde, diger tiim histolojik ¢alismalar Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dalinda gergeklestirildi.

Sicanlar deney siiresi boyunca Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezinde oda sicakligi 24+20 °C’de, 12 saat gece 12 saat giindiiz sirkadyen ritimde,
tel kapaklar1 olan plastik kafesler icerisinde, lizeri hava alabilecek sekilde tutuldu.
Hayvanlar standart ve yliksek yag icerikli yem ile beslenirken, su ihtiyaclar1 ¢esme
suyundan karsilandi. Tiim hayvanlarin besin ve suya serbest olarak ulasabilmeleri

saglandi.

3.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Calismanmizdaki 36 sigan rasgele 6 gruba ayrildi. Ug grup %40 yag iceren ozel
bir diyetle, diger ii¢ grup ise standart ticari yem ile 15 hafta boyunca beslendi. Caligsma
gruplar1 su sekilde olusturuldu;
1. Grup: Non-obez kontrol grubu (NK), n=6: Deney siiresi boyunca higbir islem
yapilmadan standart yem ile beslenen hayvanlari igeren gruptur.
2. Grup: Obez kontrol grubu (OK), n=6: Deney siiresince %40 yag iceren yiiksek
yagl diyet ile beslenen hayvanlari igeren gruptur.
3. Grup: Non-Obez-Timokinon grubu (NT), n=6: Deney siiresi boyunca standart
diyet ile beslenen ve 6 hafta siireyle giinde bir kez olmak tizere 10mg/kg intraperitoneal
olarak timokinon enjeksiyonu yapilan hayvanlari igeren gruptur.
4. Grup: Obez-Timokinon grubu (OT), n=6: Deney siiresi boyunca %40 yag iceren
yiiksek yagh diyet ile beslenerek obez olmalari saglanan ve sonrasinda 6 hafta siireyle
giinde bir kez olmak iizere 10mg/kg intraperitoneal olarak timokinon enjeksiyonu

yapilan hayvanlar1 iceren gruptur.
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5. Grup: Non-Obez-indol grubu (NI), n=6: Deney siiresi boyunca standart diyet ile
beslenen ve sonrasinda 6 hafta silireyle haftada li¢ kez olmak iizere Smg/kg
intraperitoneal olarak indol-3-karbinol enjeksiyonu yapilan hayvanlari igeren gruptur.

6. Grup: Obez-indol grubu (OI), n=6: Deney siiresi boyunca %40 yag iceren yiiksek
yagl diyet ile beslenerek obez yapilan ve sonrasinda 6 hafta siireyle haftada ii¢ kez
olmak iizere 5Smg/kg intraperitoneal olarak indol-3-karbinol enjeksiyonu yapilan
hayvanlari igeren gruptur.

%40 yag iceren yem; standart toz haldeki kanatli yemine hayvansal yag ilave
edilerek hazirlandi. Hayvansal yag eritilerek kanathi yem ile karistirildi ve karisim pellet
haline getirildi. Kurutulduktan sonra obezite modeli olusturulacak gruplara verildi.
Deney siiresince obez gruplar %40 yag iceren diyetle, obez olmayan gruplar ise standart
diyet ile beslendi (Sekil 13). Obez ve nonobez gruplardaki deneklerin kilo alimlar

haftalik periyotlarla takip edildi.

|||\
R

Sekil 13. A, Yiiksek yag icerikli yemi; B, Yiiksek yagh diyet ile beslenen si¢anlar1; C, Satandart diyet ile

beslenen siganlar1 gostermektedir

Toplam 15 hafta boyunca bu sekilde takip edilen deneklerin 9 hafta sonunda
viicut kitle indeksi hesaplamalar1 yapilarak obez olup olmadiklar1 degerlendirildi. VKI
hesaplamasinda; burun ucundan kuyruk baslangici aras1 mesafe boy olarak kabul edildi.
Olgiilen agirhik ve boy parametreleri VKI formiilii kullanilarak hesaplandi ve VKI
sonuglari 5 kg/m?den biiyiik olan deneklerin obez oldugu kabul edildi (Altunkaynak ve
ark., 2008).

Dokuz hafta sonunda yiiksek yagli diyet ile beslenip obez olduguna karar verilen
Obez-TQ, Obez-I3C gruplar ve standart yem ile beslenen Nonobez-TQ, Nonobez-13C
gruplara es zamanl olarak 6 hafta boyunca enjeksiyon uygulamalar: yapildi. Bu siirede

obez gruplar yiiksek yagli diyet ile beslenmeye devam etti. Ayni sekilde obez olmayan
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gruplar da standart diyet ile beslendi. Deney ve kontrol grubundaki siganlarin haftalik
kilo tartimina devam edildi.

Obez-TQ ve Nonobez-TQ gruplarina; 0,04 ml serum fizyolojik (SF) icerisinde
¢ozlilmis timokinon (Sigma-Aldrich, katalog no: 274666), 10mg/kg/gilin olmak {izere 6
hafta boyunca intraperitoneal olarak uygulandi.

Obez-13C ve Nonobez-I3C gruplarma; 0,09 ml SF’de ¢oziilmiis indol-3-
karbinol (Sigma-Aldrich, katalog no: 17256), 5mg/kg/haftada 3 kez olmak iizere 6 hafta
boyunca intraperitoneal olarak uygulandi. Sekil 14’te 6rnek bir enjeksiyon uygulamasi

goriilmektedir.

Sekil 14. Intraperitoneal enjeksiyon yapilan denek

3.3. Anestezi ve Cerrahi islemler
Alt1 haftalik tedaviden sonra si¢anlara 0,1 ml/300 gr ksilazin ve 0,5 ml/300 gr
ketamin karigimi intraperitoneal olarak verildi ve anestezi altinda testisleri g¢ikarildi

(Sekil 15).

Epididimis

Yag Dokusu

Sekil 15. Anestezi sonrasi ¢gikarilan testisleri gostermektedir
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Once sag testisler cikarilip histolojik ¢alismalar icin %10’luk formaldehit
icerisine konuldu. Daha sonra sol testisler ¢ikartilip 1/4 ‘liikk kismi sperm morfolojisi
incelemeleri i¢in bistliri yardimiyla kesilerek 6nceden hazirlanmis ve i¢ine 1 ml serum
fizyolojik konulmus ependorflara alindi. Geriye kalan testis ise biyokimyasal dl¢limler

icin analiz giiniine kadar -80 °C’lik dondurucuda bekletildi (Sekil 16).

Sekil 16. Tiim gruplara ait testisler ve periferik yag dokusunu gostermektedir

3.4. Biyokimyasal Olciimler

Biyokimyasal analizlerin baslangicinda -80 °C’deki testis dokularimin yas
agirhiklart  tartildi.  Testis dokularmmin  homojenizasyonunda ve biyokimyasal
calismalarda pH:7,4 olan 0,05M fosfat tamponu (PBS) kullanildi. Dokularin soguklugu
muhafaza edilerek cam tiiplere konuldu. Dokularin {izerine 4 ml fosfat tampon ilave
edildi. Plastik kaplar i¢ine buz dolduruldu ve cam tiipteki dokular plastik kaplarin
igerisine yerlestirilerek 16,000 devir/dakika hizda 3 dakika boyunca homojenize
(Heidolph Silentcrusher M.) edildi. Homojenantlardan siipernatant kisimlart alinarak
5000 devir/dakikada, 5 dakika boyunca santrifiij (Hettich EBA-20 Microcentrifuge)
edilerek siipernatantlar ependorf tiiplerine konuldu. Siipernatantta enzim aktiviteleri

tayini yapildi.

3.4.1. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini
Katalaz, dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. CAT biitiin hiicrelerde
Ozellikle de peroksizomlarda bulunur. Peroksizomlar toksik maddeleri detoksifiye

etmek i¢in oksijen kullanan ve sonugta hidrojen peroksit (H,O,) iireten hiicre
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yapilaridir. Katalaz, hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene pargalayarak biyolojik
sistemleri H,O, nin zararlarina kars1 korur.
Katalaz, kataliz gorevini iki farkl yolla gerceklestirir; (Mavelli ve Rotilio, 1984).
1- H,0; in parcalanmasi (katalitik reaksiyon)
2- Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidik reaksiyon)

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Aebi, (1984) metodu kullanilmistir.
Katalaz 6l¢timii, H,O,'nin katalaz enzimi vasitasiyla HyO’ya doniisiimii saglanirken
meydana gelen absorbans azalmasinin 240 nm'de Ol¢lilmesi esasina dayanmaktadir.

Birim zamanda absorbsiyonda izlenen fark katalaz aktivitesinin dl¢itiidiir.

Katalaz
2H,0, —_—* 2H:O0 + O

Deneyin Yapihis

Koér ve numune olmak tizere 3 ml’lik iki kiivet kullanildi. Koriin 6l¢iilecegi
kiivete %30’luk H2O,’den 0,34 ml alinarak fosfat tamponu ile 100 mlI’ye tamamlanan
30 mM’lik H,O, den 2,8 ml alindi ve iizerine 0,2 ml fosfat tamponu (pH: 7,0) ilave
edildikten ~ sonra  spektrofotometrede  (Shimadzu  BioSpec-mini  UV-VIS
Spectrophotometers) 240 nm’de 30. saniye ve 60. saniyedeki absorbans degerleri
okundu. Ornek icin kullanilan kiivete ise 2,8 ml 30 mM H,O, ve iizerine 0,2 ml
stipernatant eklenerek ayni sekilde 240’nm de 30. saniye ve 60. saniyedeki

absorbanslar1 okundu. ik okuma A, ikinci okuma A, olarak adlandirildi.

U= (2,3/ At) x (log A1/ Ay) x (seyrelme faktorii / gr doku)
Formiilii ile hesaplanarak katalaz aktivitesi U/gr doku olarak ifade edildi (Aebi, 1984).

3.4.2. Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Tayini

Miyeloperoksidaz, polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL) azurofil graniillerinde
fazla miktarda bulunur. Ozellikle nétrofil ve monositlerin  primer lizozomal
graniillerinde bolca bulunan bir hem proteinidir (Brennan ve Hazen, 2003).
Miyeloperoksidaz, normal nétrofil fonksiyonu i¢in gerekli oldugu gibi bakterilerin
fagositozunda 6nemli rol oynamaktadir. Notrofiller inflamasyon alaninda siiperoksit ve
hidrojen peroksit iiretmektedirler (Winterbourn, 2002). Miyeloperoksidazin goérevi

notrofiller tarafindan fagosite edilen bakterileri sindirecek {riinleri olusturan bazi
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tepkimeleri katalizlemektir (Cryer ve Feldman, 1998). Bu yiizden MPO aktivitesinin
Olciimii dokuya PMNL toplanmasini gostermede oldukg¢a yararlidir (Krawisz ve ark.,
1984). Miyeloperoksidaz pek ¢ok farmakolojik ajanin ve ksenobiyotiklerin de dahil
oldugu c¢ok ¢esitli substratlari radikal ara {irtinlere okside etmek i¢in hidrojen peroksiti
kullanmaktadir (Panasenko ve ark., 2003). Hidrojen peroksit, diisiik pH’da renksiz o-
dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi renkte okside olmus
dianizidine olusturur. Ancak drneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini
baskilayarak renk olusumunu azaltmaktadir. Calismamizda bu renk degisimi 410 nm’de

spektrofotometrik olarak 6lgiildii (Krueger ve ark., 1990).

2H;(; + o-dianisidine ——» Okside dianizidine + 4H:0

Deneyin Yapihsi

Testis ornekleri 1 gr olarak tartildi. Kér ve numune olmak iizere 3 ml’lik iki
kiivet kullanildi. Koriin 6lgiilecegi kiivete 2 ml fosfat tamponu (pH: 6,0) ve 100 ml
H,O,’de ¢o6ziinmiis 0,5 gr o-dianizidin’den (Sigma-Aldrich) 1 ml eklenerek
spektrofotometrede 410 nm’de 0. saniye ve 60. saniyedeki absorbans degerleri okundu.
Ornek icin kullanilan kiivete ise 0,1 ml siipernatant, 1,9 ml fosfat tamponu ve 1 ml o-
dianisidine eklenerek ayni sekilde spektrofotometrede 410 nm’de 0. saniye ve 60.
saniyedeki absorbans degerleri okundu. ilk okuma Aj, ikinci okuma A, olarak
adlandirildu.

U= AA (A2-A1) x 1 gr doku / At

Formiilii ile hesaplanarak miyeloperoksidaz birimi AA/dk/gr doku olarak ifade edildi
(Bradley ve ark., 1982).

3.5. Histolojik Calismalar

3.5.1. Sperm Yayma ve Boyama Cahismalar:

Anestezi altinda c¢ikarilan sol testislerin 4 ‘lik kismi petri kabina konularak
Stereo mikroskop (Labomed Luxeo 4Z Stereomicroscope) altinda diseksiyon islemi

yapildi.
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Testis Diseksiyonu

1. Sperm yaymasi yapilacak testislerin %4’ lik kismi1 petri kabina alind.

2. Testis doku ornekleri insiilin enjektorii ile spermlerin tiibiillerden ¢ikmasini
saglamak i¢in 0,1-0,2 ml fosfat tamponu (pH: 7,4) i¢inde iyice diseke edildi.

3. Tamamen diseke edildikten sonra sivi, mikropipet yardimiyla falkon tiiplerine
alind.

4. 1200 devirde 1 dakika boyunca vortekse (Velp Scientifica Vortex) konuldu.

5. Peletin dibe ¢okiip, spermlerin iist yilizeye ¢ikmasi i¢in 10 dakika bekletildi.

6. Mikropipete alinan siipernatant kismindan lamlara birer damla damlatilarak bir
lam yardimiyla sperm yayma preparatlar hazirlandi.

7. Preparatlar havada kurutulduktan sonra, spermleri boyamak i¢in hematoksilen-

€0zin boyamasi yapildi.

Sperm Boyama Protokolii (Hematoksilen-Eozin)
Havada kurutulan yayma preparatlart fiksasyon amaciyla azalan alkol

serilerinden gegirildi.

1. %95 Alkol..........coiniine 45 dk
2. %70 Alkol................ee. 4 dk
3. %50 Alkol.........coeeiinn. 4 dk
4. Distilesu..............oooeenn 3 dk
5. Hematoksilen.................. 3 dk
6. Cesmesuyl.............o.eunen. 5 dk
7. Bozin.........c..ooooiiiii 6 sn
8. %70 Alkol...................... 10 sn
9. %96 Alkol...................... 10 sn
10. Ksilen.........ccooeviiiiinnnn. 10 sn

Havada kurutularak entellan ile kapama yapildi.

Hazirlanan preparatlarin resimleri ¢ekilerek Kruger’in kesin kriterlerine goére morfolojik
degerlendirme yapildi. Her bir siganda 200 sperm; normal sperm ve bas, boyun, kuyruk
anomalili sperm olmak tizere dikkatlice incelenerek % normal cinsinden degerlendirildi

(Kruger ve ark., 1986).
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3.5.2. Isik Mikroskobik Takip Prosediirii

Histolojik caligmalar i¢in alinan sag testisler hemen %10’luk formaldehit
soliisyonu icerisine konularak 1 hafta siireyle tespit edildi. Tespit isleminden sonra rutin
151k mikroskobik takibe baslandi. Dokular, formalinin uzaklastirilmasi amaciyla 4-5 saat

akarsuda yikandi ve doku takibine gecildi.

Doku Takibi, Kesitlerin Alinmasi ve Hematoksilen-Eo0zin ile Boyanmasi

Doku Takip Prosediirii

%70°1ik Alkol...........coooiiiiiiii, 1 saat

%80°1lik Alkol...........cooeiiiiiiii 15 saat

%96’lik Alkol.............oo 1 saat

%96’lik Alkol.............oc 1 saat

%100’k Alkol............oooiiiiil, 1 saat

%100’k Alkol...........ooooiiiiils 1 saat

Artan alkol serilerinden gecirilerek dokulardaki suyun uzaklastirilmasi saglandi.
Ksilen.......oooooviiiii 30 dakika
Ksilen.......ooooeiiiiiiii, 30 dakika

Seffaflastirma isleminden sonra dokular paraplasta alindi (65 °C).
Paraplast...........coovviiiiiiiiii. 1 saat
Paraplast...........coooviiiiiiiii, 1 saat
Paraplast.........c..coooviiiiiiiii, 1,5 saat

Dokular taze paraplast icinde bloklandi.

Kesitlerin Alinmasi

Hazirlanan testis bloklarindan mikrotom (Shandon Finesse ME Microtome,
Thermo Scientific) araciligiyla histolojik incelemeler i¢in transvers kesitler alindi.
Stereolojik analizler i¢in 20 um kalinligindaki kesitler sistematik ve rastgele 6rnekleme
kuralina uyularak 1/250 6rnekleme oraniyla, numaralandirilmis lamlara alindi. Her 20
um’lik Kkesitten sonra hematoksilen-eozin, TUNEL ve immiinolojik boyamalar i¢in 6-7
um’lik ince kesitler numaralandirilmis bir baska lama alindi. Kesitlerin lam tizerine
yapigmasini saglayan toz jelatin onceden hazirlanmis 30-35 0C deki su banyosunda
lyice eritildi.
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Tiibiillerin biitiinliigiiniin bozulmamasi i¢in su sicakligimin yliksek olmamasina dikkat
edildi. Alinan kesitler jelatinli sicak su banyosuna konularak acilmalar1 saglandi. Kalin
ve ince kesitler olarak iki ayr1 sepete alinan lamlar parafinin uzaklastirilmas1 amaciyla
65 °C’lik etiive konularak deparafinizasyon islemi gerceklestirildi. Boyama i¢in hazir

hale gelen preparatlarda boyamalar yapildi.

Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Ksilen..........oooooin. 5dk
Ksilen........cooovviiiiiiiiin, 5dk
Ksilen........oooovviiiiiiiiin, 5dk
%100’lik Alkol.................. 5dk
%96’lik Alkol..................... 5 dk
%80’lik Alkol..................... 5dk
%70’lik Alkol..................... 5dk
Akarsuda yikama................. 5dk
Hematoksilen..................... 2-8 dk
(7 pm’lik kesitler 8 dk, 20 um’lik kesitler 2 dk)
Akarsuda yikama................. 5dk
Asit-Alkol..............ol 1-2sn
Akarsuda yikama................. 5dk
%80’lik Alkol..................... 1 sn
Eozin..........coooviiini. 30-60 sn
%80’lik Alkol..................... 1-2 sn
%96’lik Alkol..................... 1-2'sn
%96’lik Alkol..................... 1-2'sn
%100°lik Alkol.................. 15-20 sn
Havada kurutma.................. 4-5 dk
Ksilen..........oooooiiiiit. 10 dk
Ksilen........cooooviiiiiiin, 1 saat

Entellan damlatilarak lamel ile kapama islemi yapildi.
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Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimyasal boyama, isaretlenmis antikor ile antijenin birlesmesi
reaksiyonuna dayanan ¢ok hassas ve 6zgiin bir yontemdir. Hiicrelerde yerlesmis olan bir
molekiiliin belirlenmesi ve gosterilmesi amaciyla, bu molekiile spesifik olarak
hazirlanan igaretli antikorlarin gosterilmesi esasina dayanir (Osborn, 1994). Leydig
hiicrelerinde testosteron yapimi primer olarak LH'a bagimli olarak gerceklesir. Hiicre
icine LH'm girisi reseptorler araciligi ile olur. Bu LH transmembran reseptoriidiir.
Leydig hiicre plazma zar reseptorlerine baglanan LH, adenilat siklaz1 stimule ederek
siklik AMP yapimini katalize eder. c-AMP Leydig hiicresinin sitoplazmasina girerek
protein kinazlarin sub-iinitlerine baglanir ve kolesterolden pregnenolon ve androjen
(testosteron) tiiretimini uyarir (Shan ve ark., 1997). Human chorionic gonadotropin
(hCG) ve LH’ 1n etkisi birbirine benzerdir. hCG, LH hormonunu tetikleyen bir peptid
hormondur. LH, Leydig hiicrelerini uyararak gonadal steroid hormonlarinin {iretimini
uyarmaktadir.

Yaptigimiz immiinohistokimyasal calismada hiicre zarinda LH reseptorleri
bulunan bolgeler ve Leydig hiicrelerinin boyanmasi planlanmigtir. Bu amagla
calismamizda primer antikor olarak poliklonal antikor olan Anti-LH hormon reseptorii
kullanild1 (Rabbit Anti-Luteinizing Hormone/Choriogonadotropin Receptor Antibody,
rb x-50ug Millipore, 1:500).

Parafin bloklardan alinan 6 um kalinhigindaki Kesitlerde immiinohistokimyasal
boyama Avidin-Biotin Metodu (ABC) ile gergeklestirildi. Bu boyama metodunda,
oncelikle primer antikorun antijene baglanmasi gerceklesir. Daha sonra, isaretlenmis
olan sekonder antikor devreye sokulur. Sekonder antikor, primer antikor-antijen
kompleksini “antijen” olarak kabul eder ve baglanir. Biyotin ihtiva eden sekonder
antiokorun iizerine peroksidaz enzimiyle isaretli avidin-biyotin kompleksi ilave edilir.
Bu ikili antikor yapisinin lizerine substrat kromojen soliisyonu eklenerek doku antijeni

goriiniir hale getirilir (Hsu ve ark., 1981).
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Immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

Anti-Luteinizan Hormon / Koryo gonadotropin (LH/CG) Reseptor Antikoru

1. Deparafinizasyon islemi i¢in 37 OC etiivde.....uveeeeeeen.. 1 gece
2. KSilen. ..o 10 dk
3. KSilen. ..o 10 dk
4. KSIen. ..o 10 dk
5. %100’k ATKOL. ... 10 dk
6. %90’k ATKOL. ... 10 dk
7. %80°1K ALKOL. ... 10 dk
8. DIStILE SU....uiiirii i 10 dk
9. Hidrojen peroksit (%3 H2O2).....ovovviniiiiiiiiiiieea, 10 dk
Endojen Peroksidazlar1 bloke etmek i¢in kesitler %3’liikk H2O; ‘de muamele edildi.
10. Fosfat tomponU.........ooviiniiiiii i 2x5 dk
11. Ficin SOIISYONU. ... uvietiittet ettt et e eeenes 15 dk

Endojen Peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin kesitler 37 °C’de Ficin

soliisyonunda (Invitrogen) inkiibe edildi.

12. Fosfat tomponuU.........ooviiiiiii i 3x5 dk
13, SUPEr BIOK. ..ot 7 dk

Non-spesifik immiinreaktiviteyi ortadan kaldirmak icin siiper blok (ScyTek

Laboratories) uygulandi.

14, ANti-LH 1eSeptOrii... . ..ouvneieieieetieeeieeee e 2 saat
37 °C’de nemli ortamda primer antikor baglanmasi saglandi.

15. Fosfat tomponu.........c..ovuiiiiiiiiiii i 3x5 dk
16. Biyotinli sekonder antikor (ScyTek Laboratories)................. 30 dk
17. Fosfat tomponu.........ooiiiiiii e 3x5 dk
18. Streptavidin Peroksidaz.................ccoooviiiiiiiiiiiii 20 dk

Primer antikora bagli biotin’ in goriiniir hale gelmesi icin streptavidin peroksidaz
(ScyTek Laboratories) ile 20 dk muamele edildi.

19. FOSfat tompPonU.........c.iieiiiii i 4 kez batir-gikar
20. AEC Kromojen (Invitrogen) ...........cccccceeuviueiniiniinniinnenn, 30-60 dk

AEC (3-amino-9- etil karbazil) kromojen ile kirmizi renk saglanana kadar inkiibe
edildi.
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21. Fostat tompOnU.........oouiiiiiiiiii i 3x5 dk

22. Mayer’s hematoksilen..............oooooiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 1 dk

23. Distile SU....oueii 5-10sn
24, Fosfat tomMPONU. ......ouiiitiii e aee e, 3x5 dk
25. %80, %90, %100 ALKOL.......oeitiiii 2-3sn
26. Havada kurut. ... 15-20 sn
27, DIStile SU.....uuiei i 2-3sn

28. Immiin boya kapaticisindan 1 damla damlatilarak lamel ile kapama yapildi.

TUNEL Boyama

Apoptozisi saptamak i¢in ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. Histokimyasal
yontemlerden biri olan TUNEL boyama metodu da bu yontemlerden biridir. TUNEL
(Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick end Labeling) boyama
hiicredeki DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Biz de ¢alismamizda
testislerdeki apoptozisi degerlendirmek igin standart yontem olan TUNEL boyama

metodunu kullandik.

TUNEL Boyama Protokolii

. Parafin bloklardan alinan 6 um kalinligindaki kesitler bir gece 60 °C etiivde tutuldu.
. Kesitler soguduktan sonra 2X30 dk ksilende tutuldu.

. Kesitler sirastyla; %96, %80, %70 ve %60'lik etil alkolde 2'ser dk bekletildi.

. Kesitler PBS ile 5 dk yikandi.

. Kesitler 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu ile 15 dk oda sicakliginda tutuldu.
. PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikandu.

. 5 dakika boyunca % 3 H,0; ile Endojen peroksit blokaji yapildi.

. PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikandi.

© 00 N oo o B~ W N

. Equilibration tampon soliisyonu ile 5 dk oda sicakliginda yikandi.

10. Her kesit i¢in 100 pl TdT soliisyonu hazirlanarak (77 pl reaksiyon tampon
sollisyonu + 33 pl TdT), kesitler iizerine damlatildi.

11. TdT konmus kesitler lizerine plastik lamel kapatilarak 37°C’de 1 saat bekletildi.

12. Reaksiyon durdurma tampon soliisyonu hazirlanarak (1 ml Stop washing buffer + 34

ml distile su) 10 dk oda sicakliginda yikanda.
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13. Anti-digoxigenin konjugati ile 30 dakika oda 1sisinda bekletildi.

14. PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikandu.

15. Her bir kesit iizerine DAB soliisyonu damlatildi, lamlar 5-10 dk kapali nemli kutuda
bekletildi.

16. PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikandi.

17. Lamlar distile su ile yikandi.

18. Mayer’in hematoksileni ile ¢ekirdek boyanmasi kontrol edilerek 1-2 dk boyama
yapildi.

19. Lamlar distile su ile yikandi.

20. Sirastyla %80, %96 ve %100'liik etil alkolde 1'er dakika bekletildi.

21. Kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dakika ksilende seffaflagtirildi.

22. Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kesitler kapatildi.

3.6. Stereolojik Yontemler
Stereolojik saymmlar i¢in, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dalinda bulunan Stereo investigator analiz sistemi

(Stereoinvestigator® 9.0; Microbrightfield, WILLISTON; USA) kullanild (Sekil 17).

Sekil 17. Stereolojik iglemlerin yapildig1 Stereo investigator analiz sistemini gostermektedir

Analizlere baglamadan Once pilot ¢alisma yapilarak uygun bir strateji belirlendi
ve sayimlar gerceklestirildi. Testiste spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve
Leydig hiicreleri optik par¢alama ydntemiyle sayildi. Testis hacmi ve ortalama tiibiil

hacmi Cavalieri prensibi ile hesaplandi.
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3.6.1. Optik Parcalama ile Hiicre Sayim

Calismaya basglamadan Once testis dokusunda yapilan On c¢alismada optik
parcalama i¢in gerekli strateji belirlendi. Buna gore; kesit kalinligi 20 um ve kesit
ornekleme pay1 1/250 olarak belirlendi. Bu 6rnekleme sonucunda her bir hayvandan
ortalama 16 kesit elde edildi. Sistematik rastgele 6rnekleme yaklagimi ile drneklenen
yapmin her yerine esit Orneklenme sansi taniyan bu uygulama ile 6rneklemenin
sistematik olmasi, alinacak ilk kesitin rastgele bir bigcimde belirlenmesi ile de,
orneklemenin rastgele olmasi saglandi. Her bir tarafsiz sayim cergevesi igerisine
sayilabilir 6 spermatosit diisecek sekilde hesaplanarak bir kenar1 40 um olacak sekilde
cergeve alani 1600 pm? olarak belirlendi (40x40). Adim aralig1 (x,y) 2000 pm x 2000
um, optik disektor yiiksekligi (h) 12 pm, iist ve alt giivenlik aralig1 ise 2 pm olarak
belirlendi. Sayimlar 40x’lik objektif altinda yapildi. Farkli dort adet isaretleyici
(spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve Leydig hiicreleri sayimi igin) segilerek her

adimda cergeve igerisine diisen hiicreler daha onceden bahsedilen sayim kurallarina
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Sekil 18. Sayim cergevesi kurallari geregi farkli renkte isaretleyiciler (\/) kullanilarak sayilabilir ve

sayllamayan hiicreler (X) gosterilmektedir

3.6.2. Cavalieri Prensibi ile Hacim Hesab
Cavalieri Prensibi ile nokta sayim yontemi kullanilarak hacim ve alan hesab1

yapildi. Sistematik rastgele 6rneklemeyle 1/250 6rnekleme orantyla alman 7 pum’lik
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kesitlerde alan ve hacim hesab1 yapildi. Testis hacim hesabi icin Oncelikle 5x’lik
objektifte testis alaninin sinirlart ¢izildi daha sonra noktali alan 6l¢iim cetvelinde nokta
araligl 150 um olarak belirlendi. Sinirlari belirlenmis testis goriintiisii lizerine noktali
alan cetveli rastgele olarak atildi ve testis lizerine isabet eden noktalar sayildi. Kesit
yiizeyine diisen toplam nokta sayisiyla kesit kalinligi carpilarak kesitin hacmi
hesaplandi.

Ortalama seminifer tiibiil hacim hesab1 i¢cin her kesitte rastgele secilen 10
tiibiiliin sinirlart ¢izildi ve noktali alan 6l¢iim cetvelinde nokta araligi 50 pm olarak
belirlendi. Kesit goriintiisii izerine noktal1 alan cetveli rastgele olarak atildi ve segilen
tiibiiller lizerine isabet eden noktalar sayildi (Sekil 19). Tiibiiller tizerine diisen toplam

nokta sayistyla kesit kalinlig1 ¢arpilarak ortalama tiibiil hacmi hesaplandi.

Sekil 19. A, Sinirlar ¢izilen ve iizerine noktali alan 6lgiim ¢etveli atilan tiibiilleri; B, Sinirlart ¢izilmis ve
lizerine noktali alan 6l¢iim ¢etveli atilmig testis alanim1 gostermektedir (Boya: HE; Barlar:

250pum)

3.7. Istatiksel Analiz

Bu c¢aligmanin istatistiksel analizleri SPSS 15,0 for Windows® programi ile
yapildi. Gruplarin birbirleri ile karsilastirmalarinda One Way ANOVA ve Bonferroni
Post Hoc test kullanildi. Istatistiksel anlamlilik agisindan p< 0,01 ve p< 0,001 degerleri

ileri derecede anlamli, p< 0,05 olan degerler ise anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada nonobez-kontrol (NK), obez-kontrol (OK), nonobez-timokinon
(NT), obez-timokinon (OT), nonobez-indol (NI), obez-indol (OI) olmak iizere 6 grup
kullanildi. OK, OT ve OI gruplar1 9 hafta boyunca yiiksek yagl diyet ile beslenerek
obezite modeli olusturuldu. Bu siirecte NK, NT ve NI gruplari standart yem ile beslendi.
Dokuzuncu hafta sonunda NT, OT, NI, Ol gruplarma 6 hafta boyunca timokinon ve
indol-3-karbinol uygulamasi yapildi ve 6. hafta sonunda tiim deneklerin testisleri
anestezi altinda c¢ikarilarak stereolojik, histokimyasal ve biyokimyasal agilardan
degerlendirildi. Biyokimyasal ¢aligmalar igin sol testis dokularinda katalaz ve
miyeloperoksidaz tayini yapildi. Sag testislerde ise histolojik takip sonrasi stereolojik ve
histokimyasal  analizler yapildi. Optik  disektor  yontemiyle testislerdeki
spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve Leydig hiicre sayilari; Cavalieri yontemiyle
de ortalama seminifer tiibiil hacmi ve toplam testis hacmi hesaplandi. Ayrica testis
dokular1  iizerinde  sperm  morfoloji  degerlendirmesi,  histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal degerlendirmeler de yapildi. Tiim bu calismalar sonucu elde

edilen bulgular asagida sunuldugu gibidir.

4.1. Obezitenin Degerlendirilmesi

Obez ve nonobez gruplarinin deney siiresi boyunca haftalik agirlik 6l¢iimleri
yapildi. Dokuz hafta sonunda deneklerin VKI &lgiimleri yapilarak obezite olusup
olusmadig1 degerlendirildi. Buna gore VKI hesaplamasinda; burun ucundan kuyruk
baslangici aras1 mesafe boy olarak kabul edildi. Olgiilen agirlik ve boy parametreleri
VKI formiilii kullanilarak hesaplandi ve VKI sonuglar1 5 kg/mz'den biiyiik olan
deneklerin obez oldugu kabul edildi (Sekil 20); (Altunkaynak ve ark., 2008).
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VUCUT KITLE INDEKSI (VKI)

U

HAFTALAR

VKi (kg/m?)
O - N W E O N

Sekil 20. Obez ve kontrol grubu VKI degisim grafigi goriilmektedir

Deney siiresince yiiksek yagl diyet ile beslenen OK grubundaki kilo artisi,

standart yem ile beslenen NK grubuna gore istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi

(Sekil 21; p< 0,001).
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Sekil 21. Deney siiresince obez ve kontrol grubu arasinda agirlik degisim grafigi goriilmektedir

OK ve OT grubundaki siganlarin baslangigtaki agirliklari (1-9. hafta) ile
enjeksiyon siiresi boyunca (9-15. hafta) dlgiilen agirliklar1 kiyaslandiginda, timokinon
uygulanmasi ile OT grubundaki siganlarin agirlik ortalamasinin istatistiksel olarak ileri
derecede azaldig1 gorildi (p< 0,01). Ayni sekilde NK ve NT grubunun agirlik
Ol¢iimlerinde de timokinon uygulanmasiyla NT grubundaki si¢anlarin agirhik

ortalamasinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 goriildii (Sekil 22; p< 0,05).
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Sekil 22. Obez ve nonobez gruplara timokinon uygulama dncesi ve sonrasi agirlik degisimi gériilmektedir

OK ve OI gruplarindaki siganlarm baslangigtaki agirliklar1 ile enjeksiyon
siiresince Olgiilen agirliklart kiyaslandiginda, indol-3-karbinol uygulanmasi ile OI
grubundaki sicanlarin agirlik ortalamasinin birkac hafta sabitlendigi ve uygulamanin
devam etmesiyle OK grubuna gore istatistiksel olarak ileri derecede azaldigir goriildii

(Sekil 23; p< 0,001).
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Sekil 23. Obez ve nonobez gruplara indol-3-karbinol uygulama Oncesi ve sonrasi agirlik degisimi

goriilmektedir

4.1.1. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Ortalama Viicut Agirhg Bulgulari

Gruplara ait deneklerin deney siiresince Olgiilen ortalama agirlik degerleri
asagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir (Sekil 24, Tablo 6). Tablolardaki ortalama (Ort)
ve standart sapma (SS) olarak Ort + SS seklinde verilmistir.
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ORTALAMA VUCUT AGIRLIGI DEGERLERI
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Sekil 24. Tiim gruplara ait deneklerin deney siiresince Olgiilen agirlik ortalamalarinin karsilastirmasini
gosteren grafik. +; NT ve NK gruplar1 arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamli fark, #; OK ve NK,
NT, Ni, OI gruplar1 arasinda p< 0,001 diizeyinde anlamh fark, *; OK ve OT gruplar1 arasinda
p< 0,01 diizeyinde anlaml fark, **; OT ve NI, Ol gruplar1 arasinda p< 0,01 diizeyinde anlaml

fark gozlenmistir

Tablo 6. Tiim gruplara ait deney siiresi sonunda olgiilen ortalama viicut agirhigi degerleri (Ort + SS)

Grup (n=60) Ortalama Viicut Agirhg (gr) Degerleri

NK 337.50 + 2,59
OK 394,51+ 0,14
NT 336.01 = 1,67
oT 369.80 + 422
Ni 346,12+ 1,45
o) 347,11 4,63

NI ve OI gruplarindaki agirhik ortalamasi OT grubuna gore azalmisti ve fark
istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,01). NT grubundaki agirlik ortalamasi
NK grubuna gore artmist1 ve fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0,05). OK
grubundaki agirlik ortalamast NK, NT, NI ve OI gruplarina gore fazlayd: ve fark
istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,001). OT grubundaki agirlik
ortalamas1 OK grubuna gore azalmist1 ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlaml

bulundu (p< 0,01).
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4.1.2. Tim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Yas Agirhklar1 ve Testis
Cevresi Yag Dokusu Agirhgi Bulgulari
Gruplara ait deneklerin testis yas agirliklar1 ve testis ¢evresi yag dokusu agirlik
degerleri asagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir (Sekil 25 ve 26, Tablo 7).
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Sekil 25. Tiim gruplara ait deneklerin deney sonundaki testis yas agirliklarinin karsilagtirmasini gosteren
grafik. ***; OK ve NK, NT, OT, Ni, OI gruplar1 arasinda p< 0,001 diizeyinde anlaml fark

gozlenmektedir

Deney sonunda cikarilan testisler yas agirliklar1 agisindan karsilagtirildiginda
OK gurubunun ortalama yas testis agirlig1 diger deney gruplarina gore oldukga azalmisti

ve istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir farklilik vardi (p< 0,001).
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Sekil 26. Tim gruplara ait deneklerin deney sonundaki testis ¢evresinden alinan yag agirliklarinin
karsilagtirmasini gosteren grafik. **; NK ve OK gruplari arasinda p< 0,01 diizeyinde anlamli

fark gozlenmisgtir

62



Testis ¢evresi yag dokusu degerlendirmesinde OK grubundaki testis ¢evresi yag
agirlik ortalamasi diger gruplara gore fazlaydi. NK ve OK gruplar arasinda istatistiksel

olarak ileri derecede anlamli bir farklilik vard: (p< 0,01).

Tablo 7. Tim gruplara ait testis yas agirlik ve testis ¢evresi yag dokusu agirlik degerleri (Ort + SS)

Grup (n=6) Testis Yas Agwrhk (gr) Testis Cevresi Yag Agwhk (gr)

NK 1.181 + 0.064 2,766 £ 0.640
OK 0.633 £ 0.065 3491 £ 0.469
NT 1.130= 0,123 24010278
oT 1.300 = 0,061 3.808 £ 0617
Ni 1,223 = 0,046 2816 0455
oi 1,293 = 0,052 3.648 0272

4.2. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

4.2.1. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Orneklerindeki Katalaz
Enzim Aktivite Bulgular:

Gruplara ait deneklerden alinan testis dokulari {izerinde yapilan katalaz enzim

aktivitesi degerleri asagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir (Sekil 27, Tablo 8).
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Sekil 27. Tim gruplardaki deneklerin testis doku 6rneklerindeki katalaz enzim aktivitesinin gruplar
arasindaki karsilastirmasini gosteren grafik. Gruplar arasinda katalaz aktivitesi bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (p> 0,05)

Gruplar arasinda katalaz aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamadi (p> 0,05).
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4.22. Tim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Orneklerindeki
Miyeloperoksidaz Enzim Aktivite Bulgular:

Gruplara ait deneklerden alinan testis dokular1 {izerinde yapilan

miyeloperoksidaz enzim aktivitesi degerleri asagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir

(Sekil 28, Tablo 8).
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Sekil 28. Tim gruplardaki deneklerin testis doku 6rneklerindeki miyeloperoksidaz enzim aktivitesinin
gruplar arasindaki karsilagtirmasimi gosteren grafik. +; NK ve OT, OI gruplar arasinda p<
0,05 diizeyinde anlamli fark, #; OK ve NK, NT gruplari arasinda p< 0,001 diizeyinde anlaml1
fark, *; OK ve OI gruplar1 arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamli fark, **; OT ve NT gruplar

arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamli fark gézlenmistir

Tablo 8. Tum gruplara ait testis doku orneklerindeki katalaz ve miyeloperoksidaz enzim aktivite

degerleri (Ort + SS)

Grup (n=606) KATALAZ (U/gr doku) MPO (U/gr doku)

NK 0.0006 = 0,00026 0.0083 = 0,04011
OK 0.0002 = 0,00009 0.1907 = 0,07357
NT 0.0003 = 0,00011 0.0123 = 0,04933
OT 0.0009 = 0,00103 01116 =0,01197
NI 0.0009 = 0,00089 0.0609 = 0,06645
oi 0.0004 + 0,00031 0.0991 = 0,01722

Miyeloperoksidaz aktivitesi istatistiksel degerlendirmelerinde, OK grubundaki
miyeloperoksidaz enzim aktivitesi NK, NT ve NI gruplarina gore artmisti ve fark
istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,001). OT ve OI gruplarindaki

miyeloperoksidaz enzim aktivitesi, NK grubuna gore artmist1 ve fark istatistiksel olarak

64



anlamliydi (p< 0,05). OT grubundaki miyeloperoksidaz enzim aktivitesi, NT grubuna
gore artmistt ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p< 0,05). OK grubundaki
miyeloperoksidaz enzim aktivitesi, O grubuna gére artmist1 ve fark istatistiksel olarak

anlamliyd (p< 0,05).

4.3. Stereolojik Analiz Bulgular:
43.1. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Orneklerindeki
Spermatogonyum Sayisi Bulgulari
Gruplara ait deneklerden elde edilen testis dokularmin 1s1k mikroskobik kesitleri
tizerinde yapilan stereolojik degerlendirme bulgulart asagidaki sekil ve tabloda
goriilmektedir (Sekil 29, Tablo 9).
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Sekil 29. Tim gruplardaki deneklerin testis doku Orneklerindeki spermatogonyum sayisinin gruplar
arasindaki karsilagtirmasini gosteren grafik. #; NI ve OK gruplar1 arasinda p< 0,001 diizeyinde

anlaml fark, *; NI ve NT, OT gruplari arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamli fark gdzlenmistir

Tablo 9. Tiim gruplara ait testis doku 6rneklerindeki spermatogonyum sayisi degerleri (Ort + SS)

Grup (n=6) Spermatogonyum Savisi Degerleri
NK 621 =573
OK 415212
NT 3B6 £ 582
oT 363 £57.0
NI B0 =395
Ol 397423
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Gruplara ait spermatogonyum sayisi istatistiksel degerlendirmelerinde, NT ve
OT grubundaki spermatogonyum sayis1 Ni grubuna gore azd1 ve fark istatistiksel olarak
anlamhiydi (p< 0,05). OK grubundaki spermatogonyum sayisi, NI grubuna gore
azalmisti ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bulundu (p< 0,001). OK

grubundaki spermatogonyum sayisi, NK grubuna gore farkli degildi (p= 0,07).

4.3.2. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Orneklerindeki Spermatosit
Sayis1 Bulgular
Gruplara ait deneklerden alinan testis dokulari lizerinde yapilan spermatosit

sayis1 degerleri asagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir (Sekil 30, Tablo 10).
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Sekil 30. Tiim gruplardaki deneklerin testis doku 6rneklerindeki spermatosit sayisinin gruplar arasindaki
karsilagtirmasim gdsteren grafik. **; NK ve Ni gruplari arasinda p< 0,01 diizeyinde anlamli
fark, ***; OK ve NK, NT, Ni gruplar1 arasinda p< 0,001 diizeyinde anlaml fark, #; NT ve
NI gruplar1 arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamli fark, *; OT ve NK, NT gruplar1 arasinda p<
0,05 diizeyinde anlamh fark, a; NI ve Oi, OT gruplar1 arasinda p< 0,001 diizeyinde anlamli
fark, +; OI ve OK gruplar arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamli fark gézlenmektedir

Tablo 10. Tim gruplara ait testis doku 6rneklerindeki spermatosit sayisi degerleri (Ort + SS)

Grup (n=6) Spermatosit Sayis1 Degerleri
NK 1171 = 140.0
OK 342 = 387
NT 1227 = 1124
oT 787 == 382
Ni 1673 = 53.1
)| 959 + 49.1
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Gruplara ait spermatosit sayist istatistiksel degerlendirmelerinde, OK
grubundaki spermatosit sayis1 NK, NT ve NI grubuna gére azalmist1 ve fark istatistiksel
olarak ileri derecede anlamliyd1 (p< 0,001). NI grubundaki spermatosit sayis1, OI ve OT
grubuna gore fazlaydi ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliyd:i (p< 0,001).
Ni grubundaki spermatosit sayis1, NK grubuna gére fazlayd: ve fark istatistiksel olarak
ileri derecede anlamliyd: (p< 0,01). Ni grubundaki spermatosit sayisi, NT grubuna gore
fazlaydi ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p< 0,05). OK grubundaki spermatosit
sayist, Ol grubuna gore azdi ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p< 0,05). OT
grubundaki spermatosit sayisi, NK ve NT grubuna gore azdi ve fark istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p< 0,05).

4.3.3. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Orneklerindeki Spermatid
Sayis1 Bulgular
Gruplara ait deneklerden alinan testis dokular lizerinde yapilan spermatid sayisi

degerleri agsagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir (Sekil 31, Tablo 11).
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Sekil 31. Tim gruplardaki deneklerin testis doku 6rneklerindeki spermatid sayisinin gruplar arasindaki
karsilagtirmasimi gosteren grafik. #; OK ve Ni gruplari arasinda p< 0,001 diizeyinde anlamli
fark, *; OK ve NT gruplar arasinda p< 0,05 diizeyinde anlaml fark, **; NI ve NK, OT, Oi

gruplari arasinda p< 0,01 diizeyinde anlamli fark gézlenmektedir
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Tablo 11. Tam gruplara ait testis doku 6rneklerindeki spermatid sayisi degerleri (Ort & SS)

Grup (n=6) Spermatid Savisi Degerleri

NK 958 = 142,0
OK 609 = 50.0
NT 11531759
oT 936 = 467
NI 1585+ 942
ol 938 = 62.5

Gruplara ait spermatid sayis1 istatistiksel degerlendirmelerinde NI grubundaki
spermatid sayis1, OT, OI ve NK gruplarma gore fazla bulundu ve fark istatistiksel olarak
ileri derecede anlamliydi (p< 0,01). NI grubundaki spermatid sayisi, OK grubuna gore
fazlaydi ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,001). NT grubundaki
spermatid sayisi, OK grubuna gore fazlaydi ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<

0,05).

4.3.4. Tim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Orneklerindeki Leydig
Hiicresi Sayis1 Bulgular
Gruplara ait deneklerden alinan testis dokular1 tizerinde yapilan Leydig hiicresi

sayisal degerleri asagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir (Sekil 32, Tablo 12).
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Sekil 32. Tim gruplardaki deneklerin testis doku orneklerindeki Leydig hiicresi sayisinin gruplar

arasindaki karsilagtirmasini gosteren grafik. Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p> 0,05)
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Tablo 12. Tam gruplara ait testis doku drneklerindeki Leydig hiicresi sayist degerleri (Ort + SS)

Grup (n=6) Levdig Hiicresi Sayvisi Degerleri
NK 213333
OK 129+ 147
NT 189 =26 4
oT 155+ 15,0
NI 198 +23.9
ol 143110

Leydig hiicresi sayisinin istatistiksel degerlendirmesinde OK grubunda azalma
oldugu gorildii, fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamadi (p> 0,05).

4.3.5. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Orneklerindeki Ortalama
Seminifer Tiibiill Hacmi Bulgular:
Gruplara ait deneklerden alinan testis dokulari {izerinde yapilan ortalama

seminifer tlibiil hacmi degerleri asagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir (Sekil 33,
Tablo 13).
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Sekil 33. Tim gruplardaki deneklerin testis doku orneklerindeki ortalama seminifer tiibiil hacminin
gruplar arasindaki karsilastirmasii gosteren grafik. *; NK ve NI gruplar1 arasinda p< 0,05
diizeyinde anlaml fark, #; NT ve NI gruplar1 arasinda p< 0,01 diizeyinde anlamli fark, **; NT
ve OT gruplari arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamh fark, ***, Ni ve OK, OT, OI gruplar

arasinda p< 0,001 diizeyinde anlaml fark gézlenmektedir
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Tablo 13. Tiim gruplara ait testis doku 6rneklerindeki ortalama seminifer tiibiil hacmi degerleri

(Ort £ SS)

Grup (n=6) Seminifer Tiibiil Hacmi (mm?) Degerleri

NK 0.650 = 0,048
OK 0,550 = 0,021
NT 0,590 = 0,048
oT 0,420 = 0,020
Ni 0.830 + 0,044
oi 0,390+ 0,023

Gruplara ait ortalama seminifer tiibiil hacmi istatistiksel degerlendirmelerinde NI
grubundaki ortalama seminifer tiibiil hacmi, OK, OT ve OI gruplarma gore fazlayd: ve
fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliyd: (p< 0,001). NI grubundaki ortalama
seminifer tlibiil hacmi, NT grubuna goére fazlaydi ve fark istatistiksel olarak ileri
derecede anlamliydi (p< 0,01). OI-NK ve OI-NT ikili karsilastirmasinda Ol grubundaki
ortalama seminifer tiibiil hacmi azalmisti ve istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri
sirastyla (p< 0,001; p< 0,01) bulundu. NI grubundaki ortalama seminifer tiibiil hacmi,
NK grubuna gore fazlaydi ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p< 0,05).

OT-NK ve OT-NT ikili karsilastirmasinda OT grubundaki ortalama seminifer tiibiil
hacmi azalmist1 ve istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri sirasiyla (p< 0,01; p< 0,05)

bulundu.

4.3.6. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Testis Orneklerindeki Toplam Testis
Hacmi Bulgular
Gruplara ait deneklerden alinan testis dokular1 iizerinde yapilan toplam testis

hacmi degerleri asagidaki sekil ve tabloda goriilmektedir (Sekil 34, Tablo 14).
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Sekil 34. Tim gruplardaki deneklerin testis doku orneklerindeki toplam testis hacminin gruplar
arasindaki karsilastirmasmi gosteren grafik. ***; NI ve OI gruplari arasinda p< 0,001

diizeyinde anlamh fark gozlendi

Tablo 14. Tiim gruplara ait testis doku 6rneklerindeki toplam testis hacmi degerleri (Ort + SS)

Grup (n=0) Testis Hacmi (cm®) Degerleri
NK 2732021
OK 190014
NT 2,70 £ 0,28
oT 2,13+£0,19
NI 345+027
(o) 1.94+0.12

Gruplara ait testis hacmi istatistiksel degerlendirmelerinde, OK ve OI
gruplarindaki testis hacmi, NI grubuna gére azdi ve fark istatistiksel olarak ileri
derecede anlamliyd: (p< 0,001). NI grubundaki testis hacmi, OT grubuna gore fazlayd:

ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bulundu (p< 0,01).

4.4. Sperm Morfoloji Degerlendirme Bulgular:

4.4.1. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Semen Yayma Orneklerindeki
Sperm Morfoloji Degerlendirme Bulgular:

Gruplara ait semen yayma Orneklerindeki sperm morfolojik degerlendirme

sonuglari agagidaki sekillerde ve tabloda goriilmektedir (Tablo 15, Sekil 35-38).
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Tablo 15. Tiim gruplara ait semen yayma 6rneklerindeki sperm morfoloji sayisal degerleri

(Ort £ SS)

NK OK NT oT Ni ol
Normal 1515+£6,1 581£22 1766+61 12947 152 £35 1161 =44
Bas Anomali 33035 916226 138237 55%47 341243 67548
Boyvun Anomali 12826 318x26 6315 13108 11122 13610

Kuyruk Anomali 2606 200x42 3111 2805 2605 2604
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Sekil 35. Tiim gruplardaki deneklerin semen yayma orneklerindeki normal sperm degerlendirmesinin
gruplar arasinda karsilastirmasim gosteren grafik. ***; NK ve OK, Ol gruplar1 arasinda p<
0,001 diizeyinde anlamh fark, **; OK ve OT, OI gruplan arasinda p< 0,001 diizeyinde
anlamli fark, #; NT ve OT, Ol gruplar1 arasinda p< 0,001 diizeyinde anlaml fark, *; NT ve
NK, NI gruplari arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamli fark, +; Ni ve OK, Ol gruplar1 arasinda

p< 0,001 diizeyinde anlaml fark gézlenmektedir

Gruplara ait sperm morfolojisi istatistiksel degerlendirmelerinde, NK
grubundaki normal sperm sayis1 OK ve OI gruplarina gére fazlayd: ve fark istatistiksel
olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,001). OT ve OI gruplarindaki normal sperm
sayis1, OK grubuna gore fazlaydi ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi
(p< 0,001). NT grubundaki normal sperm sayis1, OT ve Ol gruplarma gére fazlaydi ve
fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,001). NT grubundaki normal

sperm sayisi, NK ve NI gruplarina gore fazlaydi ve fark istatistiksel olarak anlamliydi
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(p< 0,05). Ni grubundaki normal sperm sayis1, OK ve Ol gruplarina gére fazlayd: ve
fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,001).
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Sekil 36. Tim gruplardaki deneklerin semen yayma Orneklerindeki bas anomalili sperm
degerlendirmesinin gruplar arasinda karsilastirmasini gosteren grafik. #; OK ve NK, NT, OT,
NI gruplari arasinda p< 0,001 diizeyinde anlaml fark, **; OK ve Ol gruplari arasinda p<
0,01 diizeyinde anlamli fark, +; NT ve OT, Ol gruplar1 arasinda p< 0,001 diizeyinde anlamli
fark, *; NT ve NK, Ni gruplar1 arasinda p< 0,05 diizeyinde anlamli fark, ***; OI ve NK, Ni
gruplari arasinda p< 0,001 diizeyinde anlamli fark gozlenmektedir

OK grubundaki bas anomalili sperm sayisi, NK, NT, Ni ve OT gruplarina gére
fazlayd: ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,001). OI grubundaki
bas anomalili sperm sayis1, OK grubuna gore azalmisti ve fark istatistiksel olarak ileri
derecede anlamliyd: (p< 0,01). NT grubundaki bas anomalili sperm sayis1, OT ve OI
gruplarina gore azalmisti ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p<
0,001). NT grubundaki bas anomalili sperm sayis1, NK ve NI gruplarma gére azalmist:
ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p< 0,05). Ni ve NK gruplarindaki bas anomalili
sperm sayisi, Ol grubuna gére azalmisti ve fark istatistiksel olarak ileri derecede

anlamliydi (p< 0,001).
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SPERM MORFOLOJi DEGERLENDIRMESI

40 -
35 4
30 4
25 4
20
15 4 T
10 -
5 4

BOYUN ANOMALILI
SPERM SAYISI

e

NK OK

GRUPLAR

Sekil 37. Tum gruplardaki deneklerin semen yayma oOrneklerindeki boyun anomalili sperm
degerlendirmesinin gruplar arasinda kargilagtirmasini gésteren grafik. ***; OK ve NK, NT,

Ni, OI, OT gruplar1 arasinda p< 0,001 diizeyinde anlamli fark gézlenmektedir

OK grubundaki boyun anomalili sperm sayis1, NK, NT, NI, Ol ve OT gruplarma
gore fazlaydi ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliydi (p< 0,001).
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Sekil 38. Tum gruplardaki deneklerin semen yayma oOrneklerindeki kuyruk anomalili sperm
degerlendirmesinin gruplar arasinda karsilagtirmasini gosteren grafik. ***; OK ve NK, NT,

Ni, Of, OT gruplar arasindaki p< 0,001 diizeyinde anlamli farki gdstermektedir

OK grubundaki kuyruk anomalili sperm sayisi, NK, NT, NI, O ve OT

gruplaria gore fazlaydi ve fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamliyd: (p< 0,001).
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4.5. Histolojik Bulgular

4.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyasi ile Elde Edilen Bulgular

Histolojik ve histopatolojik bulgular kapsaminda kontrol ve deney gruplarindan
elde edilen testis doku Orneklerinin hematoksilen-eozin ile boyanmis kesitlerinin 151k

mikroskobuyla incelenmesi sonucunda elde edilen bulgular asagida sunulmustur.

Non-Obez Kontrol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Non-obez kontrol grubundaki testislerin yapisini olusturan tunika albuginea,
seminifer tibiil, interstisyel bag dokusu ve Leydig hiicreleri normal histolojik
goriiniimdeydi.  Spermatogenik seriye ait hiicreler diizenli olarak tiibiil duvarinda

dizilmis durumdaydi (Sekil 39).

Sekil 39. Non-obez kontrol grubuna ait testis kesitlerinin farkli bilyiitmelerdeki 1sik mikroskobik
goriintiileri izlenmektedir. A’daki Ok; Tunika albuginea’y1, ST; Seminifer tiibiilleri, B ve
C’deki L; Tiibiil liimenini, Int: Interstisyel alan1 gostermektedir (Barlar: A-B, 250 pm; C,
25 pm)

NK grubunda spermatogonyumlar, primer spermatositler ve spermatidlerden
olusan spermatogenik hiicre serisi seminifer tiibiillerde diizenli bir dizilime sahipti.
Tiibiillerin arasin1 dolduran interstisyel bag dokusu ve buradaki Leydig hiicreleri normal
morfolojide izlenmekteydi. Spermatogonyumlar bazal lamina iizerine yerlesmis koyu

yuvarlak cekirdekleriyle, primer spermatositler ise agik renkli oval bir ¢ekirdege ve
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genis sitoplazmaya sahip olmalariyla ayirt edildiler. Spermatidler liimene yakin yerlesen
ve koyu boyanan kiigiik bir g¢ekirdege sahipti. Spermatozoon uzun, ig seklindeki
cekirdekleri ile limende gozlenmekteydi. Genelde poligonal sekilli olan Leydig
hiicreleri, dilizglin yuvarlaga yakin oval bicimli ¢ekirdegi ve eozinofilik boyanan
sitoplazmasi ile ayirt edildi. interstisyumda Leydig hiicrelerinin disinda bag dokusu
hiicrelerinden fibroblast ve makrofajlar da izlenmekteydi (Sekil 40).

Sekil 40. Non-obez kontrol grubuna ait testis kesitinin 11k mikroskobik goériintiisii izlenmektedir.
Spermatogonyumlardan spermiyumlara kadar spermiyogenezin tiim evrelerindeki germ
hiicreleri  goriilmektedir. Cerceveli alan; Spermatogenik seriye ait hiicreleri, Sg;
Spermatogonyumu, St; Spermatositi, Sd; Spermatidi, Sz; Spermatozoonu, int; Interstisyel

alani, Ly; Leydig hiicrelerini, Fb; Fibroblasti, M; makrofaji gostermektedir (Bar: 25 pm)

Obez Kontrol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

OK grubuna ait siganlarin testislerinde; seminifer tiibiillerde ve spermatogenik
seri hiicrelerinde dnemli hasarlar saptandi. Ozellikle ¢ok fazla sayida atrofiye ugramis
seminifer tiibiiller dikkat ¢cekmekteydi. Obez kontrol grubundaki seminifer tiibiil duvari
non-obez kontrol grubuna gore oldukca incelmisti ve duvar yapist bozulmus
durumdaydi. Interstisyel alandaki ayrilmalar ve bag dokusundaki artis dikkat ¢ekiciydi
(Sekil 41).
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Sekil 41. Obez kontrol grubuna ait testis kesitlerinin farkli biiytitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiileri
izlenmektedir. A, B, C’deki *; Artmis bag dokusunu, B’deki Yildizlar; Atrofik seminifer
tibiilleri, C’deki Ok basi; Dejenere olmug seminifer tiibiil epitelini géstermektedir (Barlar:
A-B, 250 pm; C, 25 pm)

OK grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiillerde spermatogenik seriye ait hiicre
sirasinda azalma ve hiicreler arasinda agilmalar gozlendi. Bir¢ok seminifer tiibiilde
spermatogenik hiicre dizisine rastlanmazken, tiibiillerin duvar yapisi olduk¢a incelmisti
ve tiibiil epitelinin bir¢ok yerinde sadece peritiibiiler myoid hiicreleri ayirt edilmekteydi.
OK grubuna ait bazi seminifer tiibiillerin duvarinda myoid hiicrelerin yaninda
spermatagonyumlar da bulunmaktaydi, fakat spermatosit, spermatid ve spermatozoonun
bulunmadig1 boélgeler yogunluktaydi. Spermatogenez duraksamis durumdaydi. Genel
olarak seminifer tiibiillerde germinal hiicre sayisinda azalma dikkat ¢ekmekteydi (Sekil
42 ve 43).
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Sekil 42. Obez kontrol grubuna ait testis kesitindeki atrofik seminifer tiibiil goriilmektedir. *; Artmis bag
dokusunu ve interstisyel alandaki ayrilmalari, Ok baslari; incelmis seminifer tiibiil duvarmn,
OKklar; Spermatogenik hiicrelerin olmadig tiibiil epitelini, Yildizlar; Bozulmus spermatogenik

hiicre serisini, Art; Arteriolii gostermektedir (Bar: 25 pm)

Sekil 43. Obez kontrol grubuna ait iki farkl testis kesitlerinin 1g1k mikroskobik goriintiileri izlenmektedir.
A ve B’deki yildizlar; Spermatogenezin duraksadigi alanlari, A’daki Ok; Germ hiicresinin
bulunmadig tiibiil epitelini, Ok basi; Incelmis tiibiill duvarmni, B’deki ¢ercevelenmis alan;

Spermatogenik hiicreler arasindaki ayrilmalari géstermektedir (Barlar: 25 pm)

OK grubunda spermatogenik hiicrelerin bulunmadig1 tiibiillerin yaninda

tamamen tiibiil yapisi bozulmus, 6lii hiicre artig1 olasi yapilar izlenmekteydi (Sekil 44).
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Sekil 44. Obez kontrol grubuna ait testis kesitinin iki farkli biiylitmedeki 11k mikroskobik gérintiileri
izlenmektedir. Ok; Nekrotik tiibiilii géstermektedir (Barlar: A, 250 pm; B, 25 pm)

OK grubundaki oOrneklerin bazi boélgelerinde seminifer tiibiil liimeninde
spermatogenik hiicre dokiintiileri goriilmekteydi. Duvari incelmis tiibiillerin yaninda

normalden daha kalin duvar yapisina sahip tiibiiller de izlenmekteydi (Sekil 45).

Sekil 45. Obez kontrol grubuna ait testis kesitinin iki farkli biiylitmedeki 151k mikroskobik goériintiileri
izlenmektedir. *; Artmus bag doku alanini, Ok; Kalinlagmis tiibiil duvarim gostermektedir
(Barlar: A, 250 pm; B, 25 pm)

OK grubuna ait kesitlerde spermatogenik hiicre dizisinin olmadigi, sadece myoid

hiicrelerden olusan tiibiiller de izlenmekteydi. Ayrica tiiblil limeninde o6dem

bulunmaktaydi (Sekil 46).
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Sekil 46. Obez kontrol grubuna ait testis kesitinin 151k mikroskobik goriintiisii izlenmektedir. Ok basi;

Incelmis tiibiil duvarimi, OK; Sadece peritiibiiler myoid hiicrelerin bulundugu tiibiil epitelini

gostermektedir (Bar: 25 pm)

OK grubuna ait kesitlerde tiibiillerde oldugu gibi tunika albugineadaki
biiziismeler dikkat ¢ekiciydi (Sekil 47).

Sekil 47. Sirasiyla obez kontrol ve non-obez Kontrol grubuna ait testis kesitlerinin 1g1k mikroskobik
goriintiileri izlenmektedir. A’daki Siyah ok; Biiziismeler olan tunika albugineay1, *; Artmis
bag dokusunu, Ok baslari; Biiziismiis ve kiictilmis tibiilleri, Beyaz oklar; Atrofik tiibiilleri,
B’de Normal morfolojideki seminifer tiibiiller goriilmektedir ve Ok; Diizenli seyreden

tunika albugineay1 gostermektedir (Barlar: 250 pm)
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Non-Obez Timokinon Grubuna Ait Histolojik Bulgular
NT grubundaki testis kesitleri normal goriinlime sahipti. Seminifer tiibiiller,

spermatogenik hiicre serisi, interstisyel bag dokusu ve Leydig hiicreleri normal

morfolojide izlendi (Sekil 48 ve 49).

1 7S
W Sy4

Sekil 48. Non-obez timokinon grubuna ait testis kesitinin farkli biyiitmelerdeki 1sik mikroskobik
goriintiileri izlenmektedir. A, B’deki Yildiz; Tiibiil liimenindeki sperm yogunlugunu, C’deki
Cift ok; Spermatogenik hiicre serisini, Int; Interstisyel alami, OKk; Leydig hiicresini

gostermektedir (Barlar: A, 250 pm; B-C, 25 pm)
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Sekil 49. Non-obez timokinon grubuna ait testis kesitinin 151k mikroskobik goriintiisii izlenmektedir. Sd;

Tiibiil limeninde yogunlagsmis spermatidleri gostermektedir (Bar: 25 pm)
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NT grubundaki testis kesitlerindeki interstisyel alan diger gruplara gore daha
diizenliydi. Bag dokusu hiicrelerinin fazlaligi ve damarlanmanin yogun olmasi dikkat

cekiciydi (Sekil 50).

Sekil 50. Non-obez timokinon grubuna ait testis kesitinin iki farkli biiylitmedeki 151tk mikroskobik
gortintiileri izlenmektedir. A’daki Sd; Tiibiil liimeninde yogunlasmis spermatidleri, A’daki
cerceveli alamin biiyiitiilmiis goriintiisinde B’deki Ok; Interstisyel alandaki arteriolleri

gostermektedir (Barlar: 25 pm)

Obez Timokinon Grubuna Ait Histolojik Bulgular

OK ve Ol gruplarinda oldugu gibi OT grubunda da obezitenin verdigi hasar
izlenmekteydi. Germ hiicreleri arasinda acilmalar vardi. Yer yer spermatogenik hiicre
dizisinin bozuldugu ve spermatogenezin duraksadig1 goriildii. NT grubuna kiyasla tiibiil
liimenindeki spermatid ve spermatozoon yogunlugunun azaldig: izlendi. Interstisyel

alan diger obez gruplara kiyasla diizenli bir gériiniime sahipti (Sekil 51 ve 52).
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Sekil 51. Obez timokinon grubuna ait testis kesitinin farkli bitytitmelerdeki 11k mikroskobik gérintiileri
izlenmektedir. A’daki Ok basi; Tunika albugineayi, *; Kopmalarin oldugu interstisyel alani
gostermektedir. A ve C’deki gerceveli alanlarin biiyiitiilmiis goriintiisii sirastyla B ve D’de
izlenmektedir. B ve D’deki Oklar; Germ hiicre kayiplarimin oldugu bolgeleri, int; interstisyel
alani gostermektedir. (Barlar: A, 250 pm; B-C-D, 25 pm)

Sekil 52. Obez timokinon grubuna ait testis kesitinin 151k mikroskobik goriintiisii izlenmektedir. Siyah
ok; Spermatogenik hiicre serinin bozuldugu bolgeleri, Beyaz ok; Germ hiicresi olmayan tiibiil

epitelini, Int; Interstisyel alanlar1 gostermektedir (Bar: 25 pum)
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OT grubunda diger deney gruplarindan farkli olarak tunika albuginea’nin diginda
kalin bir yag dokusu tabakasi bulunmaktaydi. Yag doku igerisinde ve tunika albuginea
boyunca yogun bir damarlanma izlenmekteydi (Sekil 53).

Sekil 53. Obez timokinon grubuna ait testis kesitinin iki farkli 151k mikroskobik goriintiileri izlenmektedir.
A ve B’deki Yildizlar; Yag dokuyu, *; Kan damarlarini, Oklar, Tunika albugineay1
gostermektedir (Barlar: 250 pm)

OT grubunda yine diger deney gruplarinda rastlanmayan bir yapi ilgi ¢ekiciydi.
Tunika albuginea disinda yag dokusu igerisinde birka¢ tane tiibiill bulunmaktaydi.
Spermatogonyum hiicre tabakasindan olusan tiibiillerin liimeninde spermatosit ve

spermatid’e rastlanmadi. Liimende yogun bir sekilde 6dem bulunmaktaydi (Sekil 54).

~ . . ~ o ~

Sekil 54. Obez timokinon grubuna ait testis kesitinin farkli biiyiitmelerdeki 151k mikroskobik gériintiileri
izlenmektedir. A ve B’deki *; Yag dokusunu, A, B, C’deki Oklar; Tunika albugineay1,
C’deki Yildizlar; Atrofik tiibiilleri géstermektedir (Barlar: A-B, 250 pm; C, 25 pm)
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Non-Obez Indol Grubuna Ait Histolojik Bulgular
NI grubunu histolojik bulgular agisindan degerlendirdigimizde tunika albuginea
NK grubundaki gibi diizenli bir yap1 gostermekteydi. Tiibiiller ve spermatogenik hiicre

dizini normal goriintimdeydi (Sekil 55 ve 56).

Sekil 55. Non-obez indol grubuna ait testis kesitinin farkli biiyiitmelerdeki 1g1k mikroskobik gériintiileri
izlenmektedir. A’daki Ok; Tunika albugineay:, B’deki ST; Seminifer tiibiilii, C’deki int:
Interstisyel alam gdstermektedir (Barlar: A-B, 250 pm; C, 25 um)

Sekil 56. Non-obez indol grubuna ait testis kesitinin 151k mikroskobik goriintiisii izlenmektedir. Cerceveli
alan; Spermatogonyumdan spermatide kadar olan spermatogenik hiicre dizinini, Ok; Normal

morfolojideki tiibiil duvarini gostermektedir (Bar: 25 pm)
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Obez indol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

OI grubunu histolojik bulgular agisindan degerlendirdigimizde OK grubundaki
tunika albugineadaki biiziismeler OI grubunda da izlenmekteydi. OI grubundaki
seminifer tiibiil ve spermatogenik hiicre yogunlugu OK grubuna gore oldukca fazlaydi.
Interstisyel alandaki ayrilmalar ve bag doku yogunlugu OK grubuna gore azalmistr. OK
grubunda sik¢a gordiigiimiiz tamamen bosalmis olan tiibiil yapisina OI grubunda

rastlanmadi (Sekil 57).

B

Sekil 57. Obez indol grubuna ait testis kesitinin farkli bilyiitmelerdeki 1g1k mikroskobik goriintiileri
izlenmektedir. A’daki Ok; Biiziismelerin oldugu tunika albugineayi, B ve C’ deki *; Artmis
bag doku alanlarimi, C’deki Ok baslari; Yer yer biiziigmiis ve incelmis tiibiil duvarini

gostermektedir (Barlar: A-B, 250 pm; C, 25 pm)

OI grubundaki spermatogenik hiicre yogunlugu OK grubuna kiyasla fazlayd:
fakat obezitenin neden oldugu hasarlar az da olsa baz1 bolgelerde izlenmekteydi. OI
grubuna ait kesitlerdeki bazi seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicreler arasinda
ayrilmalarin oldugu, baz1 bolgelerde yalnizca spermatogonyumlarin bulundugu izlendi.
Seminifer tiibiillerin duvart OK grubundaki kadar olmasa da incelmisti ve hiicre

kayiplariin oldugu bolgelerde spermatogenez duraksamis durumdaydi (Sekil 58).
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Sekil 58. Obez indol grubuna ait testis kesitinin 151k mikroskobik goriintiisii izlenmektedir. Yildizlar;
Spermatogenezin duraksadig1 alanlar;, Ok basi; Incelmis tiibiil duvarim, OK; Incelmis tiibiil

epitelinin koptugu bolgeyi gostermektedir (Bar: 25 pm)

Ol grubuna ait bazi1 kesitlerde incelmis seminifer tiibiil duvarinda ayrilmalarin
oldugu goriildi. Tiibiiliin diger bolgelerinde spermatogenez devam ederken kopmanin

oldugu yerde duraksamig durumdaydi (Sekil 59).

Sekil 59. Obez indol grubuna ait testis kesitinin farkli iki biiylitmedeki 1g1k mikroskobik goriintiileri

izlenmektedir. *; Genislemis bag doku alanini, Ok basi; Kopmus tiibiil epitelini
gostermektedir (Barlar: 25 pm)
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Ol grubunda baz: tiibiillerde kontrolsiiz mitotik béliinmelerin oldugu bolgeler
dikkat ¢ekmekteydi (Sekil 60).

7
y Wi

Sekil 60. Obez indol grubuna ait testis kesitinin farkli bilyiitmelerdeki 1sitk mikroskobik goriintiileri
izlenmektedir. A’daki ¢erceveli alanin biiylitiilmiis goriintiileri B, C ve D’de goriilmektedir. B
ve C’deki Yildizlar; Kontrolsiiz mitotik boliinmelerin oldugu bélgeleri, C’deki Ok;
Spermatogenezin duraksadigr bolgeyi, D’deki Cift ok; Yogun mitotik boliinmeyi
gostermektedir (Barlar: A, 250 pm; B-C-D, 25 pm)

Histolojik kesitlerde NI grubunda limendeki spermatozoon olduk¢a yogundu
(Sekil 61). Of grubunda ise bu yogunluk kismen azalmis durumdaydi. Baz1 bolgelerde

spermatogenik hiicreler arasinda ayrilmalar izlendi ve germ hiicre dizisinin bozuldugu
goriildii (Sekil 62).

Sekil 61. Non-obez indol grubuna ait testis kesitinin iki farkli bityiitmedeki 151k mikroskobik goériintiileri
izlenmektedir. A’daki gerceveli alanin bityiitiilmiis goriintiisiinde B’deki Sd; Spermatidleri, Sz;
Spermatozoon yogunlugunu gostermektedir (Barlar: 25 pm)
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Sekil 62. Obez indol grubuna ait testis kesitinin iki farkli biiytitmedeki 1stk mikroskobik goriintiileri
izlenmektedir. A’daki cergeveli alanin biiyiitiilmiis goriintiisiinde B’deki Oklar; Germ

hiicrelerinin bulunmadig tiibiil epitelini, Int; Interstisyel alam gostermektedir (Barlar: 25

jum)

4.5.2. Immiinohistokimyasal Boyama ile Elde Edilen Bulgular

LH Reseptor Antikoru (LHr)

Calismamizdaki LH reseptor antikoru kullanilarak yapilan
immiinohistokimyasal incelemelerde tiim testis gruplarmma ait Orneklerde kirmizi
boyanan alanlar pozitif olarak degerlendirildi. LH reseptér boyamasi ile
immiinoreaktivite yalnizca hiicrelerin sitoplazmasinda gozlendi. Cekirdeklerde herhangi
bir immiinboyanma sekillenmedi. Hiicre sitoplazmasindaki boyanma yogunlugu
hiicreden hiicreye degisim gostermekteydi. Spermatogenik hiicrelerinin bir kisminda

immunoreaktivite sekillenirken bazilarinda gézlenmedi (Sekil 63).

Non-Obez Kontrol Grubuna Ait immiinohistokimyasal Boyama Bulgulari
NK' grubuna ait testis kesitlerinin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde
Sertoli, Leydig, spermatogonyum, spermatid ve peritiibiiler myoid hiicre
sitoplazmalarinda LHr immunboyanma pozitif iken hiicre ¢ekirdekleri negatif
boyanmisti. Bazi Sertoli hiicre sitoplazmasinda giiglii pozitif imminreaktivite

gozlenirken bazilarinda ise negatif boyanma gozlendi (Sekil 63).
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Sekil 63. Non-obez kontrol grubuna ait testis kesitinin LH reseptor antikoru ile boyanmis 1sik
mikroskobik goriintiisii izlenmektedir. Immiinreaktivitesi pozitif olan hiicrelerden Sh; Sertoli
hiicrelerini, Sg; Spermatogonyum hiicrelerini, My; Peritiibiller Myoid hiicreyi, Ly; Leydig
hiicresini, Sd; Spermatidleri, L; Tibil limenini, Ok; Negatif boyanan Sertoli hiicresini

gostermektedir (Bar: 25 pm)

Obez Kontrol Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Boyama Bulgular

OK grubuna ait testis kesitlerinin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde
spermatogonyum, Sertoli, Leydig, peritubuler myoid hiicre ve perisit hiicre
sitoplazmalarinda hafif pozitif bolgeler izlendi. Spermatosit hiicrelerinde immiinreaktivite
sekillenmezken interstisyel alanda kan damari gevresi, bag dokusu ve tiibiil liimenine

uzanmig spermatid sitoplazmasinda hafif pozitiflik géstermekteydi (Sekil 64).

Sekil 64. Obez kontrol grubuna ait testis kesitinin LH reseptor antikoru ile boyanmis 1s1k mikroskobik
goriintiisii izlenmektedir. Immiinreaktivitesi pozitif olan hiicrelerden Sh; Sertoli hiicrelerini,
Sg; Spermatogonyum hiicrelerini, My; Peritiibiiler Myoid hiicreyi, Ly; Leydig hiicresini, P;

Perisiti gostermektedir (Bar: 25 pm)
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Non-Obez Timokinon Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Boyama

Bulgular:

NT grubuna ait testis kesitlerinin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde
Sertoli ve Leydig hiicre sitoplazmasinda yogun immiinreaktivite gozlenirken,
spermatogonyum sitoplazmasinda hafif pozitif bolgeler izlendi. NT grubunda 6zellikle
damar ¢evresi, bag dokusu ve Leydig hiicre sitoplazmasinin gii¢lii immiinreaktivite

gosterdigi gozlendi (Sekil 65).

Sekil 65. Non-obez timokinon grubuna ait testis kesitinin LH reseptor antikoru ile boyanmis 1sik
mikroskobik goriintiisii izlenmektedir. Immiinreaktivitesi pozitif olan hiicrelerden Sh; Sertoli
hiicrelerini, Sg; Spermatogonyum hiicresini, Ly; Leydig hicrelerini, Art; Arteriolii, Ok

baslari; Damar duvarini gostermektedir (Bar: 25 pm)

Obez Timokinon Kontrol Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Boyama

Bulgular:

OT grubuna ait testis kesitlerinin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde NT
grubunda oldugu gibi Sertoli hiicre sitoplazmasi yogun immiinreaktivite
gostermekteydi. Yer yer spermatogonyum ve myoid hiicre sitoplazmasinda pozitif
bolgeler izlendi. Interstisyel alandaki kapiller duvarindaki diiz kas hiicreleri olan
perisitler gii¢lii immiinreaktivite gosterirken, Leydig, spermatosit ve spermatid hiicre

sitoplazmasinda hafif pozitiflik izlenmekteydi (Sekil 66).
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Sekil 66. Obez timokinon grubuna ait testis kesitinin LH reseptor antikoru ile boyanmis 151k mikroskobik
goriintiisii izlenmektedir. Immiinreaktivitesi pozitif olan hiicrelerden Sh; Sertoli hiicrelerini,
Sg; Spermatogonyum hiicrelerini, St; Spermatositleri, Sd; Spermatidleri, Ly; Leydig hiicresini,
My; Peritiibiiler Myoid hiicreyi P; Perisiti gostermektedir (Bar: 25 pm)

Non-Obez Indol Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Boyama Bulgular

NI grubuna ait testis kesitlerinin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde
Sertoli, spermatogonyum ve myoid hiicre sitoplazmasi hafif pozitif immiin boyanma
gosterirken, spermatosit ve spermatidlerde immiin boyanma gozlenmedi. Leydig hiicre

sitoplazmasi ¢ok gii¢lii pozitif immiinreaktivite gostermekteydi (Sekil 67).

Sekil 67. Non-obez indol grubuna ait testis kesitinin LH reseptor antikoru ile boyanmis 1s1k mikroskobik
gbriintiisii izlenmektedir. Immiinreaktivitesi pozitif olan hiicrelerden Sh; Sertoli hiicrelerini,

Sg; Spermatogonyum hiicrelerini, Ly; Leydig hiicrelerini, My; Peritiibiiler Myoid hiicreyi
gostermektedir (Bar: 25 pm)
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Obez indol Grubuna Ait immiinohistokimyasal Boyama Bulgular

Ol grubuna ait testis kesitlerinin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde
Sertoli hiicre sitoplazmasinda gii¢lii pozif boyanma izlenmekteydi. Damar g¢evresi ve
Leydig hiicre sitoplazmasinin yogun immiin pozitif boyandigi, spermatosit ve spermatid

hiicre sitoplazmasinin ise hafif immiin pozitif reaktivite gosterdigi goriildii (Sekil 68).

Sekil 68. Obez indol grubuna ait testis kesitinin LH reseptor antikoru ile boyanmis 1sik mikroskobik
goriintiisii izlenmektedir. Immiinreaktivitesi pozitif olan hiicrelerden Sh; Sertoli hiicrelerini,
Sg; Spermatogonyum hiicrelerini, St; Spermatositleri, Sd; Spermatidleri, Ly; Leydig
hiicrelerini, My; Myoid hiicreyi gostermektedir (Bar: 25 pm)

4.5.3. TUNEL Boyama ile Elde Edilen Bulgular
Calismamizda testis Ornekleri tlizerinde yaptigimiz TUNEL boyamada siyah

boyanan hiicreler apoptotik hiicreler olarak degerlendirildi.
Non-Obez Kontrol Grubuna Ait Tunel Boyama Bulgulari

NK grubuna ait testis kesitlerinin TUNEL boyama sonrasi degerlendirmesinde

apoptozisin spermatogonyumlarda oldugu gozlendi (Sekil 69).
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Sekil 69. Non-obez kontrol grubuna ait testis kesitinin TUNEL boya ile boyanmis 151k mikroskobik
goriintlisii  izlenmektedir. Apoptotik aktivite gosteren Sg; Spermatogonyum hiicrelerini

gostermektedir (Bar: 25 pm)

Obez Kontrol Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgulari

OK grubuna ait testis kesitlerinin TUNEL boyama sonrast incelendiginde
obezitenin verdigi hasar dikkat c¢ekiciydi. NK grubuna kiyasla apoptozisin belirgin bir
sekilde arttig1 goriildii. Germ hiicrelerinin yaninda Leydig, Sertoli ve peritiibiiler myoid

hiicrelerinde de apoptotik aktivitenin oldugu izlendi (Sekil 70).
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Sekil 70. Obez kontrol grubuna ait testis kesitinin TUNEL boya ile boyanmus 151k mikroskobik goriintiisii
izlenmektedir. Apoptotik aktivite goésteren Sg; Spermatogonyum hiicrelerini, Sh; Sertoli
hiicresini, Sd; Spermatidi, Ly; Leydig hiicresini, My; Myoid hiicreleri gostermektedir (Bar: 25
nm)
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Non-Obez Timokinon Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgulari
NT grubuna ait testis kesitlerini TUNEL boyama sonrasi degerlendirdigimizde
NK grubuyla benzer goriiniimde oldugu ve birkag spermatogonyumun apoptotik aktivite

gosterdigi gorildii (Sekil 71).

Sekil 71. Non-obez timokinon grubuna ait testis kesitinin TUNEL boya ile boyanmis 151k mikroskobik
goriintlisii  izlenmektedir. Apoptotik aktivite gosteren Sg; Spermatogonyum hiicrelerini

gostermektedir (Bar: 25 pm)

Obez Timokinon Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgulari
OT grubuna ait testis kesitlerini TUNEL boyama sonrast degerlendirdigimizde
OK grubuna kiyasla germ hiicrelerindeki oOzellikle de spermatogonyumlardaki

apoptozisin azaldigi izlendi (Sekil 72).

Sekil 72. Obez timokinon grubuna ait testis kesitinin TUNEL boya ile boyanmis 151k mikroskobik
goriintiisii izlenmektedir. Apoptotik aktivite gosteren Sg; Spermatogonyum hiicrelerini, Sh;

Sertoli hiicrelerini, Sd; Spermatidi, My; Peritiibiiler myoid hiicreyi gostermektedir (Bar: 25

pm)
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Non-Obez indol Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgular:
Ni grubuna ait kesitleri TUNEL boyama sonrasi degerlendirdigimizde NK ve

NT grubundaki gibi apoptotik aktivitenin fazla olmadigi izlenmekteydi (Sekil 73).
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Sekil 73. Non-obez indol grubuna ait testis kesitinin TUNEL boya ile boyanmis 1sik mikroskobik
goriintiisii izlenmektedir. Apoptotik aktivite gosteren Sg; Spermatogonyumu, Sd; Spermatidi

gostermektedir (Bar: 25 pm)

Obez indol Grubuna Ait TUNEL Boyama Bulgular

Ol grubuna ait kesitleri TUNEL boyama sonrasi degerlendirdigimizde
obezitenin tiibiillerde ve spermatogenik hiicrelerde verdigi hasar bu grupta da goriildii.
OK grubundaki kadar yogun olmamakla beraber apoptosiz spermatogenik hiicrelerde

izlenmekteydi (Sekil 74).

Sekil 74. Obez indol grubuna ait testis kesitinin TUNEL boya ile boyanmus 151k mikroskobik goriintiisii
izlenmektedir. Apoptotik aktivite gosteren Sg; Spermatogonyumlari, Sd; Spermatidi, St;

Spermatositi gostermektedir (Bar: 25 pm)
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4.5.4. Sperm Morfoloji Degerlendirme Bulgular:

Normal Sperm Morfoloji Degerlendirmesi

Semen yayma preparatlarinda yaptigimiz sperm morfoloji degerlendirmesinde
bas, boyun ve kuyruk yapisi normal goriinlimde olan spermler goriilmektedir.
Resimlerde ¢engel seklinde bir basa, uzun bir kuyruklu spermler normal morfolojiye
sahip spermler olarak degerlendirildi (Sekil 75).

=

Sekil 75. A, B, C ve D’ de Normal morfolojiye sahip spermlerin aynmi bilyiitmedeki 151k mikroskobik

goriintiileri izlenmektedir (Bar: 25 pm)

Sperm Bas Anomalileri
Incelenen 6rneklerde ozellikle obez gruplarda bas defekti oldukca fazlaydi.
Normalden daha uzun baslt (Elonge) olan spermler, bassiz, normalden daha kiigiikbaslt

ve amorf bagli spermler izlenmekteydi (Sekil 76).

=

Sekil 76. Bas anomalisi olan spermlerin ayni biiylitmedeki 151tk mikroskobik goriintiileri izlenmektedir.

A’da Normalden uzun bash sperm, B’de Bagsiz sperm, C’de Normalden kiigiikbash

sperm, D’de Amorf bash sperm 6rnekleri goriilmektedir (Bar: 25 pm)
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Sperm yayma Orneklerinde bast uzun ve sivrilmis olan (Tapered) spermler, toplu
igne ucu seklinde (Pin-head) basa sahip olan spermler ve anormal sekilli bas defektleri

olan spermler goriilmekteydi (Sekil 77 ve 78).

=

Sekil 77. Bas anomalisi olan spermlerin ayn1 biiylitmedeki 151k mikroskobik goriintiileri izlenmektedir. A

ve B’de Uzun ve sivrilmis basa sahip sperm, C ve D’de Yuvarlak bash sperm o6rnekleri

goriilmektedir (Bar: 25 pm)

=

Sekil 78. A, B, C ve D’ de gesitli sekillerde bas anomalisi olan spermlerin ayni biiylitmedeki 1s1k

mikroskobik goriintiileri izlenmektedir (Bar: 25 pm)

Sperm Boyun Anomalileri

Incelenen semen yayma drneklerinde, kuyrugun basin uzun eksenine 90° ac1 ile
baglandig1 (Bend) spermler, boyun kisminin normalden daha kalin oldugu spermler
goriilmekteydi ve bu spermler boyun anomalili spermler olarak degerlendirildi (Sekil

79).
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=

Sekil 79. Boyun anomalisi olan spermlerin ayn1 biiylitmedeki 151k mikroskobik goriintiileri izlenmektedir.

A ve B’ de Bend anomalisi olan spermler, C ve D’ de Kalinlasms boyun yapisina sahip

sperm ornekleri goriilmektedir (Bar: 25 pm)

Sperm Kuyruk Anomalileri
Incelenen 6rneklerde kuyrugu bir veya birkag yerden kirilmis olan spermler, kisa

kuyruklu spermler izlenmekteydi (Sekil 80).

—

Sekil 80. Kuyruk anomalisi olan spermlerin ayni bilylitmedeki 151k mikroskobik goriintiileri

izlenmektedir. A, B ve C’ de Kirik kuyruklu spermler, D’ de Normalden daha kisa

kuyruga sahip sperm 6rnekleri goriilmektedir (Bar: 25 pm)

Non-Obez Kontrol Grubuna Ait Sperm Morfoloji Bulgular:
NK grubunda genel olarak spermler normal morfolojiye sahipti. Cok nadir de

olsa bas, boyun ve kuyruk anomalilerinin bulundugu spermlere de rastlandi (Sekil 81).
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—

izlenmektedir (Bar: 25 pm)

Sekil 81. Non-obez kontrol grubunda normal morfolojiye sahip spermlerin 151k mikroskobik goriintiisii

Obez Kontrol Grubuna Ait Sperm Morfoloji Bulgular

OK grubunda sperm kuyruklarinin bas etrafinda daire ¢izmesi dikkat ¢ekiciydi.

Koil sekilli, dag defektli ve kuyruksuz spermler yogun olarak izlenmekteydi (Sekil 82).

4

o 4

(—

izlenmektedir. Ok baslari; Dag defekti goriiniimiine sahip spermleri, Ok; Kuyruksuz spermi

gostermektedir (Bar: 25 pm)

Non-Obez Timokinon Grubuna Ait Sperm Morfoloji Bulgular

NT grubunda genel olarak spermler normal morfolojiye sahipti. Cok nadir de
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Sekil 82. Obez kontrol grubunda anormal morfolojiye sahip spermlerin 151k mikroskobik goriintiisii

olsa bas, boyun ve kuyruk anomalilerinin oldugu spermler de izlenmekteydi (Sekil 83).
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Sekil 83. Non-obez timokinon grubunda normal morfolojiye sahip spermlerin 151k mikroskobik goriintiisii
izlenmektedir. Ok baslari; Normal morfolojiye sahip spermleri, Ok; Bas anomalili spermi

gostermektedir (Bar: 25 pm)

Obez Timokinon Grubuna Ait Sperm Morfoloji Bulgular:

Obez kontrol grubundaki yogun sperm anomalileri OT grubunda oldukca
azalmis durumdaydi. OK grubundaki dag defektli spermlere OT grubunda rastlanmadi.
Normal morfolojideki spermlerin yaninda bas anomalili spermler de izlenmekteydi
(Sekil 84).

3
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Sekil 84. Obez timokinon grubunda normal ve anormal morfolojiye sahip spermlerin 151k mikroskobik
goriintiisii izlenmektedir. Ok; Normal morfolojiye sahip spermi, Ok baslari; Bas anomalisi

olan spermleri gostermektedir (Bar: 25 pm)
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Non-Obez indol Grubuna Ait Sperm Morfoloji Bulgular
Ni grubunda genel olarak spermler normal morfolojiye sahipti. Kuyruk ve bas

anomalilerinin oldugu spermler de izlenmekteydi (Sekil 85).

—

Sekil 85. Non-obez indol grubunda normal ve anormal morfolojiye sahip spermlerin 11tk mikroskobik
goriintiisii izlenmektedir. Ok; Normal morfolojiye sahip spermi, Ok basi; Kisa kuyruklu

spermi, Beyaz ok; Bas anomalisi olan spermi gostermektedir (Bar: 25 pm)

Obez indol Grubuna Ait Sperm Morfoloji Bulgular
Obez Indol grubunda normal morfolojideki spermlerin yaninda bas anomalisi

olan spermlere de sikga rastlanmaktaydi (Sekil 86).

C—

Sekil 86. Obez indol grubunda normal ve anormal morfolojiye sahip spermlerin 151k mikroskobik
goriintiisii izlenmektedir. Beyaz oklar; Normal morfolojiye sahip spermleri, Ok baslari; Bas

anomalili spermleri, Siyah ok; Kisa kuyruga sahip spermi gostermektedir (Bar: 25 pm)
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5. TARTISMA

Obezite; sosyal, kiiltiirel, genetik, metabolik, fizyolojik, davranigsal ve
psikolojik bilesenleri olan karmasik, kronik bir hastaliktir. Birkag yiizyil dnce obezite,
"glizellik" sembolii olarak kabul edilirken, artik giiniimiizde hem estetik ag¢idan kabul
gormemekte, hem de sagligi tehdit eden 6nemli bir problem olarak kabul edilmektedir
(Heysmfield ve ark., 1989). Son yirmi yildan bu yana biiyiik bir artis hiz1 gostererek
kiiresel Olgcekte milyonlarca insani etkileyen pandemik bir hastalik halini almistir.
Sismanlik, viicutta lokalize veya yaygin bir sekilde asir1 yag bulunmasi olarak
tanimlanmakta ve bir¢cok hastalikla iliskilendirilmektedir (Mahan ve Escott-Stump,
1996; Bagchi ve Preuss, 2007). Obezitenin saglik agisindan 6nemi kuskusuzdur.
Olumsuz etkileri ilk olarak Hipokrat, Galen ve Ibni Sina tarafindan bildirilmis olup
obezitenin kanser, tip 2 diyabet, safra kesesi hastaliklari, yiiksek kolesterol,
ateroskleroz, kalp hastaligi, hipertansiyon, felg, depresyon, bobrek taslari, uyku apne
sendromu ve bobrek yetmezligi gibi bir¢ok kronik hastalikla iliskili olabilecegi
belirtilmistir (Abdel-Halim, 2005; Buschemeyer ve Freedland, 2007; Gupta ve ark.,
2010; Kutlutiirk ve ark., 2011; Logue ve ark., 2011; Zimmerman ve ark., 2011).

Bu hastaliklarin yan1 sira klinik ¢alismalarda obezite ve infertilite iliskisi
ozellikle son yillarda yogun olarak incelenmeye baslanmistir. Obezite ve kadin
infertilitesi arasindaki iliski daha iyi bilinirken obezite ve erkek infertilite iliskisi tam
olarak agikliga kavusmamustir (Abdel-Halim, 2005; Hammoud ve ark., 2012).

Erkek lireme sisteminin spermatozoonlarin yapimindan sorumlu kismi olan testis
yapilarmmin ve fonksiyonlarinin bilinmeyen yonlerinin agikliga kavusturulmasina
yonelik ¢alismalar yillar 6ncesinde baslamis ve halen de devam etmektedir. Testislerin
temel fonksiyonu testosteron ve spermatogenez ile spermatozoon iiretmektir.
Spermatogenezis, bir¢ok hiicresel faktorlerin eslik etmesi ile gerceklesen kompleks bir
olay olmakla birlikte kimyasal ajanlara, cevresel faktorlere karsi cok hassastir bu
yiizden testis fonksiyonlar dis etkilerden kolaylikla etkilenebilmektedir (Young ve ark.,
2000; Junqueira ve Carneiro, 2006). Yapilan ¢alismalarda son 50 yildir sperm sayisinda
ciddi bir diisiis oldugu ve bu azalmanin 6zellikle obezitenin yliksek oldugu bolgelerde
daha fazla goriildiigii bildirilmektedir (Swan ve ark., 2000).

Obezitenin uzun siireli devam etmesiyle ortaya cikan komplikasyonlarin en

onemli nedenlerinden biri olarak artmis oksidatif stres 6ne siiriilmektedir. Calismalarda
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obezitenin insiilin rezistansi ve dislipidemi gibi durumlarla iligkili olarak oksidatif stresi
artirdigi gosterilmistir. Buna bagl olusan serbest oksijen radikalleri olasi patolojik
mekanizmada rol almaktadir (Bakos ve ark.,, 2010; Tunc ve ark.,, 2011). Bir¢ok
calismada obezlerde endojen antioksidan savunma mekanizmalarindaki yetersizligin,
obeziteye bagli ¢esitli komplikasyonlara katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Colette
ve ark., 2003; Stefanovi¢ ve ark., 2008; Puchau ve ark., 2010; Tunc ve ark., 2011).
Sonucta antioksidan savunma mekanizmasindaki yetersizlik oksidatif strese neden
olmakta ve pek ¢ok hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu yilizden
antioksidan tedavi bir¢ok hastalik i¢cin potansiyel tedavi yontemidir ve son yillarda
olduk¢a 6nem kazanmistir (Puchau ve ark., 2010).

Yaptigimiz literatiir taramasinda obezitenin yol actigi oksidatif stresin erkek
infertilitesi lizerinde ne derece etkili oldugu konusunda yeterli ¢alismanin olmadig
goriildii. Bu nedenle yiiksek yagli diyet ile obezite modeli olusturdugumuz siganlarda
antioksidan ozellikleri oldugu bilinen timokinon ve indol-3-karbinol’iin testis
tizerindeki etkileri arastirildi. Calismamiz kapsaminda, obez ve obez olmayan gruplara
timokinon ve indol-3-karbinol uygulama 6ncesi ve sonrasi testis tizerindeki stereolojik
ve biyokimyasal parametreler degerlendirildi. Tedavi Oncesi ve sonrasi bulgular ile
normal saglikli kontrol grubu ve obez kontrol grubu degerleri birbirleriyle karsilagtirildi.

Diyetteki dengenin obezite etiyolojisi tizerindeki 6nemi hakkinda farkli gortisler
olsa da yliksek yagli diyetle beslenmenin obezite ile ¢ok yakindan iligkili oldugu
bildirilmektedir (Dyck, 2000). Kamara ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada
yiiksek yag icerigi (soya ve misir yagi) ile beslenen Sprague-Dawley cinsi siganlarda,
obezite gelismesinin yaninda artmis glukoz toleransi varligi gosterilmistir (Kamara ve
ark., 1998). Ayn1 sekilde Gu ve arkadaslar yiiksek yagl diyet ile 22 hafta besledikleri
sicanlarin standart diyet ile beslenen gruba gore viicut agirliklarinin, visseral yag/viicut
agirligi oraninin, visseral yag ve insiilin rezistans indekslerinin arttiginm1 bildirmislerdir
(Gu ve ark., 2012). Literatiirde yagh diyetle beslenen si¢anlarda kilo alimi bildiren
caligmalarin yaninda Cha ve ark. (2000), yagh diyetle beslenmeye ragmen kilo alim1
bildirilmeyen caligsmalar da vardir. Gao ve ark. (2002) yaptig1 calismada 6 ay siireyle
%45 yag iceren diyet ile beslenen sicanlarin 4’linde agirlik artisiyla diyete bagl obezite
gelisirken, diger 4 sicanda agirlik artis1 gézlenmemistir ve diyete dayanikli olduklari

bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada ise 7 ay siire ile yiiksek yag icerikli diyet ile beslenen
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disi sicanlarda beslenme doneminin sonunda bir grup sicanda obezite gelismesine
ragmen, bir grubunda da gelismedigi goriilmiistiir (Cattaneo ve ark., 1997).

Calismamizda yliksek yagli diyet (%40) ile besledigimiz sicanlarin haftalik
agirhk tartimlarmi takiben 9 hafta sonunda VKI degerlendirmelerine gore obez
olduklar1 gozlendi (Altunkaynak ve ark., 2008). Buna goére yaptigimiz istatistiksel
degerlendirme neticesinde yiiksek yagli diyet ile beslenen OK grubundaki kilo artisi,
standart yem ile beslenen NK grubuna gore ileri derecede anlamliyd: (p< 0,001). Testis
cevresinden alinan yag dokusu degerlendirmesinde ise OK grubundaki yag agirlik
ortalamasi, NK grubuna gore olduk¢a fazlaydi (p< 0,01). Degerlendirme neticesinde
yiikksek yag icerikli diyet ile beslenmenin obez kontrol grubunda kilo artisini takiben
testis cevresinde yag artisina da neden oldugu gozlendi. Testisler yas agirliklari
acisindan karsilastirildiginda, OK gurubunun ortalama yas testis agirligir diger deney
gruplarma gore oldukca azalmistt ve istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir
farklilik vardi (p< 0,001). Bu sonuglar bize obeziteyle birlikte azalmis sperm sayisindan
dolay1 testis yas agirliginin da azalmis olabilecegini diisiindiirdii.

Obezite ve infertilite iligkisinin klinik calismalarda yogun olarak arastirildig:
goriilmekte olup bu konudaki deneysel calismalar oldukc¢a azdir. Yapilan klinik
arastirmalardan Danimarka’da Ramlau-Hensen ve ark. (2007) 47835 kadin olguyu
inceledikleri bir calismada erkek partnerleri asir1 kilolu olan kadinlarda ¢ocuk sahibi
olamama olasiligi, normal agirliktaki erkek partneri olan bireylere gore 1,49 kat daha
fazla oldugu saptanmistir. Benzer tarzda Norveg’te yapilan bir baska calismada ise
26303 kadin degerlendirilmis olup, eslere gére yapilan incelemede VKI 25-29,9 kg/m?
arasinda olan erkeklerin ¢ocuk sahibi olmama olasiliginin normal agirliktaki bireylere
gore 1,19 kat fazla oldugu belirtilmektedir. Ancak en biiyiik riskin VKI 35 kg/m2 ve
tizerinde oldugu durumlarda ortaya c¢iktigi goriilmiistir (Nguyen ve ark., 2007).
Magnusdottir ve ark. (2005) 72 ¢ifti inceledikleri bir baska ¢alismada VKi’nin 30 kg/m?
ve lizerinde olmasinin subfertilite riskini yaklasik 3 kat arttirdigini saptamislardir. Farkl
calismalarda ise her iki esin obez olmasinin tek bir esin obez olmasina gore infertilite
riskini daha fazla arttirdig1 bildirilmistir (Ramlau-Hansen ve ark., 2007).

Obezite ve semen parametreleri arasindaki iliskinin sperm sayisi, motilite ve
voliimii ac¢isindan yapilan incelemelerde farkli sonuclarin alindig1 goriilmektedir.

Aggerholm ve ark. (2008) VKI ile sperm konsantrasyonu arasinda anlamli bir iliskinin
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olmadigint bildirmiglerdir. Sperm sayisi ve obezite arasinda iliski olmadigi benzer
calismalarda da gosterilmistir (Pauli ve ark., 2008; Nicopoulou ve ark., 2009).
MacDonald ve ark. (2010) yaptiklar1 bir metaanalizde VKI ile sperm konsantrasyonu ve
sperm sayisi arasinda iliski bulunmadigini belirtmektedirler. Ancak bu metaanalizde
incelenen 31 c¢alismanin sadece 5’inin verilerinin tam olarak uygun olmasi énemli bir
eksiklik olarak degerlendirilmistir. Buna karsin Jensen ve ark. (2004) calismasinda 1558
olgu incelenmis ve VKI >25 kg/m2 olanlarin %22’sinde sperm konsantrasyon ve sayisi
normal bireylere gore diislik oldugu saptanmistir. Jarow ve ark. (1993) calismasinda 120
olgu fertil obez olmayan, infertil obez olmayan, fertil obez ve infertil obez olanlar
olmak iizere 4 gruba ayrilmiglardir. Bu gruplar arasinda infertil obez grupta testosteron
seviyeleri diger gruplara gore oldukca diisiikk bulunmustur. Yapilan farkli ¢alismalarda
oligosperminin normal VKIi’si olanlardaki oran1 %21,7 olarak saptanirken bu oranin
VKI >25 kg/m? olanlarda %24.4 oldugu belirtilmistir. Bu durum bir¢ok aragtirmacinin
sonuglarinda da gosterilmistir (Fejes ve ark., 2006; Hofny ve ark., 2010; Martini ve ark.,
2010).

Obezite ile iligkili olarak incelenen bir diger semen parametresi sperm
motilitesidir. Bir arastirmada obez fertil grup ve obez infertil grupta sperm motilitesi
sirasi ile %57,5 ve %13,25 olarak belirtilmektedir. Sonu¢ olarak VKI ile sperm
motilitesi arasinda negatif bir iliski oldugu ortaya konulmustur (Fejes ve ark., 2006).
Sallmen ve ark. (2006) VKI artmasi ile DNA kirilmalarinin arttigim buna karsin
motilitenin azaldigmi saptamiglardir. Bu durumun kotii kaliteli spermatogenez ve
dolayisi ile azalmis sperm sayisi ve motilitesi ile iligkili olabilecegi belirtilmistir. Birgcok
aragtirmaci 6zeklikle VKi >30 kg/m? oldugunda sperm motilitesinin etkilendigini
belirtmesine karsin bazi c¢aligmalarda obezitenin sperm motilitesine etki etmedigi
belirtilmistir (Magnusdottir ve ark., 2005). Fakat yapilan c¢aligmalar incelendiginde
genis olgu sayisina sahip arastirmalarda obezite ve infertilitenin iligkili oldugu dikkat
cekmektedir. Sperm sayis1 ve VKI iliskisinin incelenmesinde en celiskili sonuglarm
ozellikle olgu sayist 100 ve altinda olan calismalarda elde edildigi anlasilmaktadir.
Hammoud ve ark. (2010) obezite ile Ostradiol seviyeleri arasinda denge saglayan
aromataz enzim polimorfizmi oldugunu bildirmislerdir. Bununla baglantili olarak
Fernandez ve ark. (2011) obezite ve kisirlikla ilgili yaptiklar: bir calismada yiiksek yaglh

diyet ile beslenen siganlarda ostradiol diizeyinin arttig1, sperm hareketliliginin azaldig:
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ve sperm kalitesinin diistiigli belirtilmistir. Bu sonuglarin obez erkeklerde iireme
bozukluklarina yol acgacagi ve kisilerin fertilite potansiyelini etkileyebilecegi ©one
stiriilmiistiir. Obezite ve infertilite lizerine yapilmis klinik arastirmalarin yaninda
deneysel ¢alismalar da vardir. Wang ve ark. (2007) caligmalarinda yiiksek yagh diyet ile
besledikleri sicanlarda 3. haftanin sonunda standart diyet ile beslenen si¢anlara kiyasla
agirliklarinin arttigint (p< 0,05), 6. haftanin sonunda ise obez grubun agirliginin kontrol
grubundan %26,6 oraninda daha fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak ileri
derecede anlamli oldugu belirtilmistir (p< 0,01). Ghanayem ve ark. (2010) yaptiklar
calismada yiiksek yagl diyet ile beslenen sicanlarin viicut yag yiizdelerinin normal
diyetle beslenen sicanlara gore oldukc¢a fazla oldugu, serum leptin ve insiilin
diizeylerinin obez sicanlarda 5 kat daha yiliksek oldugu bunlarin yaninda obez
erkeklerde sperm motilitesinin azaldigr belirtilmistir. Shalaby ve ark. (2004)
calismalarinda yiiksek kolesterol ile beslenen siganlarda kontrol grubuna gore fertilite
oranlarinin azaldig1, sperm karakteristiklerinin ise bozuldugu gosterilmistir.

Obezite ile sperm parametreleri arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla testis
doku oOrnekleri iizerinde yaptigimiz stereolojik degerlendirmelerde optik parcalama
yontemiyle saydigimiz spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve Leydig hiicreleri
sayisinin NK ve OK gruplart arasindaki karsilastirmalart yapildi. Buna gore OK
grubundaki spermatogonyum sayisi, NK grubuna gore azalmisti, fakat fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p= 0,07). OK grubundaki spermatosit sayis1 ise NK grubuna
gore oldukg¢a azalmisti (p< 0,001). Spermatid ve Leydig hiicresi sayisinda ise NK ve
OK gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (p> 0,05). Bu sonuglara gore
kontrol grubuna kiyasla obez grupta 6zellikle spermatosit hiicre kaybinin cok ileri
derecede olmasi yliksek yag icerikli diyet ile beslenmenin si¢anlarda spermatogenezin
mayoz I safthasinda hasara yol a¢tigin1 diislindiirmekteydi.

Bizim calismamizla baglantili olarak Chen ve ark. (2011) yaptig1 bir ¢calismada
10 hafta yiiksek yagli diyet ile beslenen siganlarda spermatogenik hiicrelerin apoptoza
ugradigin1  ozellikle spermatogonyum ve spermatositlerin daha fazla etkilendigi
belirtilmistir. Liu ve ark. (2009) seminifer tiibiill hacminin OSl¢iimiinde stereolojik
tekniklerin kullanilabilirligini degerlendirmek icin yaptiklar: calismada testiste yaklasik
50 tlibliliin hacminin ortalama degeri tiim yapinin degerlendirmesinde iyi sonuglar

verdigini belirtmistir. ki gézlemciyle yaptiklari ¢aligmada hacim 6lgiimiinde iki sonug
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arasinda anlaml fark olmadigini (p> 0,05), stereolojik yontemlerin tekrarlanabilirliginin
iyi oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica seminifer tiibiil alan Ol¢limlerinde stereolojik
teknikler ile planimetrik teknikler arasinda anlamli bir fark olmadigimi (p> 0,05), fakat
stereolojik tekniklerle %45 daha az zaman harcandigini bildirmislerdir. Bu sonuglar
stereolojik yontemlerin etkin ve tarafsiz oldugunu gostermektedir.

Cavalieri yontemiyle hesapladigimiz ortalama seminifer tiibiil hacmi ve toplam
testis hacmi degerlendirmelerinde obez gruptaki her iki parametrenin de kontrol
grubuna gore anlamli derecede fark gostermedigi gozlendi (p> 0,05).

Obeziteyle iligili yapilan biyokimyasal ¢alismalar obezitenin uzun siireli devam
etmesinin oksidatif stresi artirdigini, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan
enzimlerde diisiise neden oldugunu gostermistir (Amirkhizi ve ark., 2007). Bu konuyla
ilgili yazilan bir derlemede obezitenin multifaktoriyel orjinli kronik bir hastalik oldugu
ve viicutta yag birikiminin artigiyla karakterize oldugu belirtilmistir. Obezitede artan
beyaz yag dokusunun adipokinler denen bazi biyoaktif maddelerin iiretiminde rol
oynadig1 adipokinlerin de reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini indiikledigi, yag dokusu
artis1 ile siiperoksit dismutaz (SOD), CAT ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
antioksidan enzimlerin 6nemli Olglide azaldigi ve bdylece oksidatif stres olustugu
bildirilmigtir (Fernandez-Sanchez ve ark., 2011). Chen ve ark. (2012) yaptiklari
calismada 6 hafta %20 yag iceren yiiksek yagl diyet ile beslenen grupda, %5 yag igeren
normal diyet ile beslenen gruba gére sperm konsantrasyonu, canliligi ve hareketliliginde
anlamli bir azalma oldugunu, yiliksek yagli diyet ile beslenen grupta lipit
peroksidasyonunda 6nemli bir artis oldugunu, GSH ve SOD enzim aktivitelerinde
azalmalar oldugunu gostermislerdir.

Sonu¢ olarak yiiksek yagli diyet ile beslenmenin antioksidan enzimlerde
azalmalara neden oldugu bunun da oksidatif strese yol actig1 bildirilmistir. Yapilan bir
diger ¢alismada ise obezite varliginda SOD, GPx ve CAT gibi antioksidan enzimlerin
sagliklt kisilerle karsilastirildiginda oldukg¢a diisiik oldugu, obezitenin uzun siireli
devam etmesi durumunda ise bu enzimlerin tiikkenebilecegi belirtilmistir (Ozata ve ark.,
2002). Bu calismalarin yani sira Rindler ve ark. (2013) yiiksek yagl diyet ile
beslenmenin viicutta asir1 yag artisina neden oldugunu ve artmis yag metabolizmasi
tarafindan tretilen mitokondriyal H,O,’nin de arttigi buna bagli olarak katalaz

aktivitesinde artis oldugunu bildirmistir.
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Calismamizda testis dokular1 iizerinde yaptigimiz biyokimyasal analizlerde
antioksidan enzimlerden katalaz ve oksidan durum belirteci olan miyeloperoksidazin
aktivitesini kontrol ve obez gruplarla karsilastirildi. Karsilastirmalara gore deney
gruplar1 arasinda katalaz aktivitesi bakimindan anlamli bir farklilik bulunamadi (p>
0,05). Fakat OK grubunda katalaz enzim aktivitesinin NK grubuna gore bir miktar
azaldig1r gozlendi. Bu diisilislin sebebinin obezitenin neden oldugu oksidatif hasardan
kaynaklandigin1 ve antioksidan enzim olan katalaz diizeylerinde azalmaya neden
oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica deneklerin obez olarak yasama siiresinin daha da
uzatilmast durumunda katalaz seviyelerindeki diisiis daha da artarak anlamli seviyelere
ulasabilir.

An ve ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢alismada yiiksek yagl diyet ile beslenen
sicanlarda oksidan durum belirteclerinden miyeloperoksidaz aktivitesinin kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede arttigini gostermislerdir. Bizim c¢aligmamizdaki
miyeloperoksidaz aktivitesi degerlendirmesinde ise OK grubundaki MPO aktivitesi NK
grubuna gore ileri derecede artmisti (p< 0,001). Bu sonu¢ obezitenin viiciitta
inflamasyona yol agarak miyeloperoksidaz aktivitesinde Onemli bir artisa sebep
oldugunu gosterebilir. Olza ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada prepubertal obez
cocuklarda miyeloperoksidaz aktivitesinin kardiyovaskiiler hastalik, akut ve kronik
inflamatuvar hastalik riskinin erken belirteci olup olmadigini arastirmislardir.
Calismaya 6-12 yas aras1 223 normal kilolu, 223 obez ¢ocuk dahil edilmistir. Elde
edilen bulgularda MPO aktivitesinin preobez ¢ocuklarda yiiksek oldugu ve bu enzimin
C-reaktif protein (CRP), matriks metaloproteinaz-9 (MMP-9), resistin gibi
proinflamatuvar ve kardiyovaskiiler risk biyobelirtegleriyle iliskili oldugu belirtilmistir.

Erdemir ve ark. (2012) obezite ve testis hasari iizerinde yaptiklari caligmada
obezitenin testosteron seviyesini azaltarak oksidatif strese neden olabilecegini bunun
sonucunda da testis fonksiyonlarimin bozularak kisirlik gelisebilecegini 6ne siirmiistiir.
Canlilar oksidatif stresin neden oldugu bu olumsuzluklart minumuma indirmek i¢in bazi
antioksidan sistem ve molekiillerle korunurlar. Viicuttaki antioksidan mekanizmanin
yetersiz kaldigr durumlarda oksidatif hasar olugsmaya baslar, bu baglamda antioksidan
diyet uygulanmasi énemli bir kriterdir. Bazi bitkiler ve onlarin saflagtirilmis bilesenleri
yillardan beri halk arasinda tedavi amagh kullanilagelmistir. Giinlimiizde klasik ilag ile

tedavide yan etkilerin ¢ok fazla olmasi ve maliyetin yiiksek olmasi sebebiyle, bitkisel
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kaynakli ilaglarin arastirllmasina ve iizerlerinde ¢ok fazla caligma yapilmasina yol
acmistir. Bu amagla biz de Nigella sativa bitkisinin tohumlarindan elde edilen
timokinon ve crusiferae familyasina ait bitkilerin pisirilmesiyle a¢iga ¢ikan indol-3-
karbinol maddelerinin muhtemel antioksidan 6zelliklerinin oksidatif hasar lizerindeki
etkilerini arastirdik.

Literatiirde Nigella sativa ve en etkin bileseni oldugu diisiiniilen timokinon ile
ilgili yapilan g¢alismalardan Burits ve Bucar, (2000) N. Sativa tohumlarinin ugucu
yaginin antioksidan aktivitesi tizerinde ¢alismislardir. Arastirma sonucunda timokinon,
karvakrol, t-anetol ve 4-terpineol’in 6nemli Olgiide radikal siipiiriicii aktivite
gosterdigini belirtmislerdir. Bir¢ok arastirici timokinon’un siiperoksit radikal anyonu ve
hidroksil radikalleri de dahil olmak ftizere c¢esitli oksijen tiirleri tizerinde radikal
temizleyici etkisi oldugunu gostermistir (Kruk ve ark., 2000; Badary ve ark., 2003).
Ramadan ve ark. (2003) ¢alismalarinda N. sativa ham yagi ve bilesenlerinin (nétral
lipitler, glikolipitler ve fosfolipitler) giiclii radikal siipiiriicii aktiviteleri saptanmistir.
Kruk ve ark. (2000) N. sativa tohumlar1 bilesenlerinden. timol, timokinon ve
ditimokinon’un siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi
reaktif oksijen tiirlerinden meydana gelen reaksiyon iizerine etkilerinin incelendigi bir
calismada bu bilesenlerin ¢esitli radikal temizleyici etkisi oldugunu géstermislerdir.

Yapilan deneysel ve klinik caligmalar oksidatif stresin farkli kanserlerin
meydana gelmesi ve ilerlemesinde etkili oldugunu goéstermektedir (Pathak ve ark.,
2005). Bircok epidemiyolojik ¢alismada antioksidanlarca zengin gidalarin
tiketilmesiyle kanser riskinin azaltilabildigi gosterilmistir (Borek, 2004). Molekiiler
Kanser Tedavisi’ adli dergide yayinlanan bir makalede deney farelerine insan prostat
kanser hiicreleri verilerek prostat kanseri olusturulmus ve yapilan deneylerle bu kanser
hiicrelerinin  timokinon tarafindan tedavi edildigi ayrica kanser hiicrelerinin
cogalmasinin ve yayilmasinin engellendigi tespit edilmistir. Ayrica timokinon’un timor
anjiyogenezini baskiladigi ve insan prostat tlimorlerinin biiyiimesini engelledigini
bildirmistir (Yi ve ark., 2008). Prostat kanseri ile ilgili yapilan laboratuvar ve hayvan
deneylerini igeren bagka bir ¢alismada timokinon'un hormona duyarl ve direngli olan 2
farkli tipteki prostat kanseri tedavisinde de etkili oldugu gosterilmistir. Buna ilave
olarak, prostat kanserinin olusumunu da engelleyebilecegi belirtilmistir (Kaseb ve ark.,

2007). Ayrica, meme kanseri ile ilgili yapilan bir ¢alismada, aragtirmacilar Nigella
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sativa'nin meme kanseri olusumunu 6nlemede etkili oldugunu tespit etmislerdir (el-Aziz
ve ark., 2005). El-Abhar ve ark. (2003) yaptigi ¢aligmada; timokinon‘un serbest radikal
olusturmak suretiyle mide hasar1 meydana getirilmis si¢anlar iizerinde, antioksidan
Ozelligi ile mideyi korudugu tespit edilmistir. Arslan ve ark. (2005) yaptig1 ¢alismada
etanol ile olusturulmus mide hasarinda timokinon ‘un koruyucu etkisi ve enzim
diizeylerindeki degisiklikler tespit edilmis, antioksidan 6zelligin varlig1r gosterilmistir.
Yine bagka bir ¢alismada, ¢orek otunun etken maddesi olan timokinon 'un enerji
metabolizmasi tizerine etkisi arastirilmis ve ¢alismanin sonucunda 4 haftalik timokinon
tedavisi sonrasinda kan sekeri, kolesterol ve trigliserid diizeylerinin 6nemli derecede
diistiigii, insiilin diizeyinin de yiikseldigi tespit edilmistir. Ayrica, kan hiicrelerinde
enerji metabolizmasi ile ilgili enzimlerin aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (Fararh ve
ark., 2010). Le ve ark. (2004) ¢orek otunun kan sekeri regiilasyonuna olan etkisini
aragtirdiklar1 bir ¢caligmada, deney hayvanlari bir grup 4 hafta siireyle ¢corek otu ile diger
grup ise normal diyetle beslenmis; sonu¢ olarak ¢orek otuyla beslenen grubun giinliik
besin tliketiminin %25 oraninda azaldigi, yani istahi azalttigi; ayrica ¢érek otunun
karaciger hiicrelerinin insiiline olan hassasiyetini arttirdigi, kan trigliserit diizeyini
azalttig1 ve iyi kolesterol olarak bilinen HDL kolesterol diizeyini arttirdigi tespit
edilmistir. Burada, istah azaltic1 etkisi, kan sekeri ve kan yag seviyelerini diizenleyici
etkisi ozellikle giinlimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan birisi olan obezite ve bu
sorundan kurtulmak isteyenler i¢in oldukea ilgi ¢ekicidir.

Bagka bir ¢aligmada ise ¢orek otu tiikketimindeki artis ile disilerde dogurganlik ve
eriskin erkek sicanlarda iireme sistemi iizerine olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir
(Mukhallad ve ark., 2009). Literatiir taramalarinda goriildiigii gibi timokinon’un kanser
tedavisi iizerindeki olumlu etkileri oldukca fazladir. Ozellikle prostat kanseriyle ilgili
¢ok fazla ¢alismanin olmasi ve timokinonun bu kanser tiirii lizerindeki olumlu etkileri
dikkat cekicidir.

Bizim c¢alismamizda obez yapilan siganlarda timokinon’un testis tizerindeki
antioksidan etkileri arastirildi. Buna gére OK ve OT grubundaki siganlarin baslangictaki
agirliklan ile deney siiresince olgiilen agirliklar kiyaslandiginda, timokinon’un 6 hafta
boyunca intraperitonel uygulanmasi ile OT grubundaki siganlarin agirlik ortalamasinin
OK grubuna gore ileri derecede azaldigr goriildii (p< 0,01). Aym sekilde NK ve NT

grubunun agirlik dl¢iimlerinde de timokinon uygulanmasiyla NT grubundaki siganlarin
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agirhik ortalamasinin anlamli Olgtide azaldigi goézlendi (p< 0,05). Daha Onceki
calismalarda oldugu gibi bizim calismamizda da agirlik azalmasi timokinon’un istah
azaltic1 etkisinden ya da metabolizmayr hizlandirici etkisinden kaynaklandigini
diisiindiirmekteydi.  Spermatogonyum  sayis1  degerlendirmesinde  timokinonun
uygulanan gruplarda anlamli bir farklilik bulunamadi (p> 0,05). Spermatosit sayisi
istatistiksel degerlendirmesinde, NT grubundaki spermatosit sayisi, OK ve OT
gruplarina kiyasla artmisti, anlamlilik dereceleri sirasiyla (p< 0,001; p< 0,05) bulundu.
NT grubundaki spermatid sayisinin ise OK grubuna gore fazla oldugu gozlendi (p<
0,05). Ortalama seminifer tiibiil hacmi degerlendirmesinde, OT grubundaki ortalama
seminifer tlibiil hacmi, NK ve NT grubuna gore azalmisti, anlamlilik dereceleri sirasiyla
(p< 0,01; p< 0,05) bulundu. Toplam testis hacmi degerlendirmesinde timokinon
uygulanmasinda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (p> 0,05). Bu
sonuglar timokinon uygulamasinin siganlarda sperm sayisini artirarak seminifer tiibiil
hacminde artisa neden oldugunu diisiindiirmekteydi.

Gokee ve ark. (2011) testikiiler toksisite iizerine timokinonun olast koruyucu
etkisini arastirdiklar1 bir c¢aligmada, klinikte yaygin olarak kullanilan folik asit
antogonisti olan metotreksat 20 mg/kg i.p tek doz uygulandiktan sonra timokinon 10
mg/kg i.p olmak iizere 3 giin boyunca enjekte edilmistir. Deney sonunda yapilan
biyokimyasal c¢alismalarda metotreksat uygulanan grupta toplam antioksidan
kapasitenin ve miyeloperoksidaz aktivitesinin kontrol grubuna gore arttigini, timokinon
tedavisi yapilan grupta ise toplam antioksidan kapasite ve miyeloperoksidaz aktivite
artisginin  engellendigi belirtilmistir. Isik mikroskobik ¢aligsmalarda ise metotreksat
uygulanan gruplarda seminifer tiibiillerin kii¢iildiigli, caplarinin bozuldugu ve 6dem
olustugu goézlenmis fakat timokinon tedavisi ardindan bu etkilerin anlamli derecede
diizeldigi belirtilmistir. Calismanin sonucunda timokinonun testis hasarlarina karsi
koruyucu olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Bizim  calismamizda  miyeloperoksidaz  aktivitesinin  gruplar  arasi
karsilastirmasinda, NT grubundaki miyeloperoksidaz enzim aktivitesinin OK grubuna
gore ileri derecede azaldigi goézlendi (p< 0,001). OT grubundaki miyeloperoksidaz
enzim aktivitesi ise NK grubuna kiyasla artmistt (p< 0,05). NT grubundaki
miyeloperoksidaz enzim aktivitesinin ise OT grubuna gore anlamli Olciide azaldig

goriildi (p< 0,05). Bu sonuglar bize timokinon uygulamasinin obezitede artmis oksidatif

112



stres belirteclerinden olan miyeloperoksidaz aktivitesinde anlamli bir azalmaya neden
oldugunu gosterdi. Badary ve ark. (2000) caligmalarinda timokinon’un, siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi hepatik antioksidan enzimlerde kayda
deger bir azalmaya neden oldugunu; doksorubisin-indiiklii hiperlipidemik nefropatiden
muzdarip sicanlarda, demire bagimli mikrozomal lipid peroksidasyonunu etkin bir
sekilde inhibe edebildigini belirtmistir. Calismamizda katalaz enzim aktivitesi
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (p> 0,05).

Cruciferae bitkilerinden elde edilen indol-3-karbinol, 6zellikle kanser
tedavisinde ve olugsmasinin dnlenmesinde etkili oldugu diisliniilen ve iizerinde halen
caligmalarin devam ettigi 6nemli bir bilesiktir (Verhoeven ve ark., 1996; Verhoeven ve
ark., 1997). Michnovicz ve Bradlow, (1990) yalnizca Cruciferae familyasina 6zgii olan
indol-3-karbinol’lin insanlarda diyetle alinmasiyla Gstradiol metabolizmasinda yaptigi
indiiksiyonu incelemis ve Ostradiol metabolizmasinda etkili oldugunu ve Ostrojen
kaynakli hastaliklara karsi yeni bir kemopreventif oOzellik gosterebilecegini
kanitlamastir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda indole-3-karbinol’iin obez kadinlarda artan
Ostrojenin neden olabilecegi kansere karst koruyucu bir etkisi oldugu, rahim ve gogiis
kanseri riskini azalttigi belirtilmistir (Michnovicz, 1998). Stresser, (1995) indol-3-
karbinol maddesinin kemopreventif etkisini siganda incelemis ve I3C ve
metabolitlerinin anti-kanserojen ozellik gosterdiklerini bildirmistir. 13C’iin  gogiis
Grubbs ve ark. (1995) endometrial; Kojima ve ark. (1994), servikal; Jin ve ark. (1999)
ve El Bayoumy ve ark. (1996), akciger kanserlerini 6nledigi bildirilmistir. Choi ve ark.
(2012) diyete baglh obeziteye karst indol-3-karbinol’iin koruyucu etkisini
degerlendirdikleri ¢alismada %40 yagli diyet ile beslenen siganlara on hafta boyunca
indol-3-karbinol 1 gr/kg olmak {iizere diyetlerine takviye edilmis ve canli agirlik
artisinda, visseral yag oraninda ve plazma lipit diizeylerinde 6nemli bir diizelme
oldugunu belirtmiglerdir. Sonugta indol-3-karbinol’in sismanlik ve metabolik
bozukluklarin 6nlenmesinde potansiyel bir etkisi oldugunu, yliksek yagl diyet ile
indiiklenen sperm hasarina kars1 termogenez aktivite ve koruyucu bir etki sagladigini,
azalmis adipogenezis ve enflamasyon gibi bir¢ok mekanizmada etkili olabilecegini
bildirmislerdir. Ayn1 sekilde Tayvan’da Chang ve ark. (2011) yiiksek yagli diyet ile

beslenen farelerde indol-3-karbinol’iin etkisini inceledikleri ¢alismada kontrol, yiiksek
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yagl diyet ile beslenen grup (YY) ve yiiksek yagl diyet ile beslenen farelere indol-3-
karbinol (YY + 5 mg/kg indol-3-karbinol) uygulamasi yapilan grup (YY) olmak iizere
3 grup olusturmuslar. On iki hafta sonunda Y'Y grubundaki viicut agirliginin, epididimal
adipoz doku agirhigmnin YYI grubuna gore daha fazla oldugunu (p< 0,01) ve
adipositlerin  YY grupta kontrol ve YYI gruplarina gére daha biiyiik oldugu
saptanmistir. Sonug olarak obez farelerde indol-3-karbinol tedavisi ile viicut agirliginin,
epididimal yag doku birikiminin ve infiltre makrofaj birikiminin azaldigini, obezite ve
iliskili metabolik bozukluklarin 6nlenmesinde etkili olabilecegi bildirilmistir.
Calismamizda obez siganlarda indol-3-karbinol’iin testis tizerindeki antioksidan
etkileri arastirildi. Buna gore OK ve Ol grubundaki sicanlarin baslangigtaki agirliklar:
ile deney siiresince Olgiilen agirliklart kiyaslandiginda, indol-3-karbinol’iin 6 hafta
boyunca intraperitonel uygulanmasi ile OI grubundaki siganlarin agirhik ortalamasinin
OK grubuna gore ileri derecede azaldig goriildii (p< 0,001). Ni ve OI gruplarindaki
agirlik ortalamasinin da OT grubuna gore ileri derecede azaldigi gozlendi (p< 0,01).
Sonuglar bize kilo azalmasi iizerinde indol-3-karbinol uygulamasmin timokinon’dan
daha etkili oldugunu disiindiirmekteydi. Spermatogonyum sayisit stereolojik
degerlendirmesinde NI grubundaki spermatogonyum sayisi, NT ve OT grubuna gore
anlamli dlgiide artmist1 (p< 0,05). Bu sonug I3C’{in spermatogonyum sayisi lizerinde de
timokinondan daha etkili oldugunu diisiindiirdii. OK grubuyla karsilastirildiginda ise Ni
grubundaki spermatogonyum sayist oldukca fazlayd: ve fark ileri derecede anlamli
bulundu (p< 0,001). Spermatosit sayis1 degerlendirmesinde NI grubundaki spermatosit
sayist OK, OT ve OI gruplarina gore olduk¢a artmisti (p< 0,001). NK grubuyla
kiyaslandiginda ise NI grubundaki spermatosit sayisi fazla bulundu (p< 0,01). NI ve NT
grubu spermatosit sayis1 karsilastirmasinda, NI grubundaki spermatosit sayis1 fazlayd
(p< 0,05). Bu sonug bize indol-3-karbinol’lin timokinondan spermatosit sayisi ilizerinde
daha etkili oldugunu diisiindiirdii. Gruplara ait spermatid sayis1 karsilastirmasinda NI
grubundaki spermatid sayis1, OK, OT, OI ve NK gruplarina gére oldukca fazlaydi (p<
0,001; p< 0,01). Leydig hiicre sayisi karsilastirmasinda ise gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunamadi (p> 0,05). Sonuglar bize indol uygulamasinin hem kontrol, hem de
obez gruplarda sperm sayisi tizerinde olumlu etkileri oldugunu, timokinon uygulanan
gruplara gore daha fazla etkin oldugunu ve spermatogenezi indiikledigini diisiindiirdii.

Sperm sayisindaki bu denli artig, indol-3-karbinol’iin obezitede artan Gstrojeni azaltip
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testosteron iiretimini desteklemesinden kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirdii. Indol
grubu ortalama seminifer tiibiil hacmi degerlendirmesinde NI grubundaki ortalama
seminifer tiibiil hacmi OK, OT ve OI gruplarma gore énemli derecede arttig1 gozlendi
(p< 0,001). Ni-NK ve NI-NT gruplar ikili karsilastirmasinda da NI grubunda ortalama
seminifer tlibiil hacmi diger gruplara kiyasla artmigti ve anlamlilik dereceleri sirasiyla
(p< 0,05; p< 0,01). Gruplara ait toplam testis hacmi istatistiksel degerlendirmesinde ise
NI grubundaki testis hacminin OK ve Ol gruplarina gore ileri derecede arttig1 saptandi
(p< 0,001). Bu sonuglar bize, indol-3-karbinol uygulamasiyla sperm sayisal
yogunlugunda bir artis oldugunu buna bagl olarak da ortalama seminifer tiibiil hacmi
ve toplam testis hacminin arttigin1 gostermekteydi.

Biyokimyasal analiz degerlendirmesinde OT ve OI  gruplarindaki
miyeloperoksidaz enzim aktivitesi, NK grubuna gére yiiksekti (p< 0,05). OI grubundaki
miyeloperoksidaz enzim aktivitesi ise OK grubuna gore azalmisti (p< 0,05). Bu
sonuclardan da anlasilacagi gibi indol uygulanan obez sicanlarda oksidan belirte¢ olan
miyeloperoksidaz aktivitesi azalmaktaydi. Bu diislis bize indol-3-karbinoliin radikal
stiptiriicli etkisinden kaynaklandigini diisiindiirmekteydi.

Hematoksilen-eozin boyama sonucu testis Ornekleri iizerinde yaptigimiz
histolojik ve histopatolojik degerlendirmelerde deney siiresi boyunca standart yem ile
besledigimiz obez olmayan gruplardaki siganlarin testislerinde seminifer tiibiil ve
intersitisyel doku histolojik goriiniimleri normaldi. Germinal epitelde; spermatogenik
seriye ait hiicreler normal morfolajiye sahipti. Timokinon ve indol uygulanan gruplarda
ozellikle de NI grubunda tiibiil liimenindeki spermatid ve spermatozoon yogunlugu
dikkat cekiciydi. NT grubundaki bag doku ve kan damari icerigi NK ve NI grubuna
kiyasla oldukc¢a artmig durumdayda.

OK grubunda ise biiylik hasar saptandi. Tibiillerin tamamen bos oldugu,
spermatogenik hiicrelerin bulunmadigi ve tiibiil epitelinin olduk¢a inceldigi alanlar
yogunluktaydi. OK grubunda duvar yapisi incelmis hatta yer yer kopmus tiibiillerin
yaninda normalden daha kalin olan tiibiil epiteline de rastlanmaktaydi. Tiibdllerin bir
kisminda spermatogonyum, primer spermatosit ve spermatid gibi spermatogenik
hiicreler mevcutken ¢cogunda seminifer epitel ileri derecede dejenere olmustu ve sadece

tek katli peritiibiiller myoid hiicrelerden olusuyordu. OK grubunda otolize ugramis
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hiicrelerden olusan nekrotik ve atrofik tiibiiller de sik¢a goriilmekteydi. Tedavi
gruplarinda ise bu yapilarin azaldig1 gézlendi.

Calismamizla baglantili olarak Wang ve ark. (2007) yaptigi ¢alismada 6 hafta
yiiksek yagl diyet ile besledikleri siganlarin mikroskobik incelemelerinde obez grupta
spermatogenik hiicre serisinde bozukluklarin oldugu, hiicre tabakalarinda ve olgun
spermlerde azalmalar oldugunu sonug olarak si¢anlarin uzun siire yiiksek yagl diyet ile
beslenmesinin obeziteye yol acacagini ve testis gelisimini olumsuz yonde
etkileyebilecegini belirtmislerdir.

OT ve Ol gruplarinda tiibiil duvar yapisinin genellikle normal yapida oldugu,
tiibiil membran kalinliginin ve germ hiicre diziliminin OK grubuna kiyasla daha diizenli
bir yapiya sahip oldugu izlendi. Ancak spermatogenezin duraksadigi, germ hiicreleri
arasinda ayrilmalarin oldugu, hafif dejenere tiibiillere de rastlanmaktaydi. Fakat OK
grubunda sikc¢a rastladigimiz spermatogenik hiicrelerin bulunmadigi, tamamen bosalmis
tiibiiller OT ve OI grubunda goriilmedi. Obez gruplarda hiicre sayisindaki azalmadan
dolayr NT ve NI grubuna kiyasla OT ve OI gruplarinda ortalama seminifer tiibiil ve
testis capindaki azalmalar dikkat cekiciydi. OT grubundaki bazi kesitlerde tunika
albuginea g¢evresindeki bag doku ve yag dokusunun yogun oldugu ve damarlanmanin
diger obez gruplara oranla arttig1 izlendi. Ozellikle timokinon uygulanan sicanlarda
obezitenin testis lizerinde olusturdugu agir hasar azalmig durumdaydi.

Bununla baglantili olarak timokinonun testis {izerindeki koruyucu etkisinin
aragtirtldigr ¢alismalardan Gokge ve ark. (2011) testikiiler toksisiteye neden olan
metotreksat uyguladiklar1 sicanlarin testislerinde interstisyel dokuda bosluklarin ve
6demin olustugunu, seminifer tiibiil ¢apinin kiictildiigiinii, tiibiil yapisinin bozuldugunu
belirtmis olup timokinon tedavisi ile bu hasarin diizeldigi, bu maddenin testis tizerinde
koruyucu bir etkisi oldugu bildirilmistir. Yine Gokce ve ark. (2010) yaptigi diger bir
calismada timokinon’un testis torsiyonu iizerindeki koruyucu etkisini aragtirmislardir.
Bu calismada testis torsiyonu ile seminifer tiibiil epitelinin orta siddetli bozulma
gosterdigini ve bu hasarin timokinon tedavisi ile en aza indirgendigini belirtmislerdir.

Testis oOrnekleri iizerinde yaptigimiz immiinohistokimyasal calismada LH
reseptdr antikorunun tiim gruplardaki lokalizasyonu ve boyanma derecesi
degerlendirildi. Onceden de bahsettigimiz gibi Leydig hiicrelerindeki testosteron yapimi

primer olarak LH'a bagimli gerceklesir. Hiicre i¢ine LH'in girisi ise Leydig hiicrelerinde
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bulunan reseptorler araciligi ile olur. Bu reseptorlere LH’1in baglanmasiyla androjen
salgist baglamaktadir (Shan ve ark., 1997). Calismamizda LH reseptor antikoru gruplar
arasinda pozitif boyanma derecesine gore degerlendirildi. Buna gore, biitiin gruplara ait
testis kesitlerindeki tiim hiicrelerde immiinoreaktivite yalnizca hiicre sitoplazmasinda
gozlendi. Hiicre ¢ekirdeklerinde herhangi bir immiinboyanma sekillenmedi.

NK grubunda LH reseptorii interstisyel alanda Leydig hiicrelerinde,
spermatogonyum ve peritiibiiler myoid hiicrelerin sitoplazmasinda giiclii pozitif
immiinoreaktivite gosterirken, OK grubunda Sertoli, spermatogonyum ve Leydig hiicre
sitoplazmasinda hafif pozitif bolgeler izlendi. Her iki grupta da immunoreaktivite
gosteren hiicre sitoplazma boyanma yogunlugu hiicreden hiicreye degisim
gostermekteydi. Ayni tiibiil icinde pozitif boyanan hiicrelerin yaninda negatif boyanan
hiicreler de bulunmaktaydi. Myoid hiicreler, spermatogonyumlar ve Leydig hiicre
sitoplazmasindaki immunoreaktivite; tiibiilde dejenerasyon olup olmamasina gore
degisiklik gosteriyordu. Ileri derecede dejenere tiibiillerden olusan OK grubunda Leydig
hiicrelerinde LH reseptdr immunboyanma gozlenmezken, histolojik goériiniimii normal
olan tiibiillerde O6zellikle spermatogonyum, peritiibiiler myoid hiicreler ve Leydig
hiicreleri hafif immiinpozitif boyanma gosteriyordu.

Rajaniemi ve ark. (1981) yaptiklar1 g¢alismada testiste LH reseptorlerinin
lokalizasyonunu arastirmislardir. Bu c¢alismada Leydig hiicreleri ve ¢evresinin pozitif
boyandigini, fakat her bir hiicrenin farkli yogunlukta boyandigini belirtmislerdir.
Hiicrelerin farkli yogunlukta boyanmasini Leydig hiicresi bagma diisen reseptor
sayisinin farkli olmasiyla agiklamislardir.

Bizim ¢alismamizda NT ve OT gruplarindaki 6rneklerin immiinohistokimyasal
incelenmesinde NT grubunda interstisyel alanda giiclii pozitif boyanan Leydig hiicreleri
dikkat cekmekteydi. OT grubunda ozellikle obezitenin verdigi hasarin goriildigi
bolgelerdeki Sertoli hiicreleri yogun pozitif immiinboyanma gostermekteydi. Her iki
grupta da spermatogonyumdan spermatide kadar uzanan hiicre serisinde ve peritiibiiler
myoid hiicrelerde hafif pozitif boyanan alanlar da izlenmekteydi.

Incelenen tiim gruplar igerisinde NI grubundaki Leydig hiicre sitoplazmasindaki
LH reseptorleri immunboyanmanin en yogun oldugu gruptu. Spermatogonyum ve
Sertoli hiicre sitoplazmasi immiin boyanma bakimindan Leydig hiicrelerine gore hafif

immiinreaktiviteye sahipti. Ol grubunu degerlendirdigimizde OT grubundaki gibi
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Sertoli hiicre sitoplazmasi yogun pozitif immiinboyanma gostermekteydi. Tiibiil
liimenine dogru ilerledik¢e spermatosit ve spermatid hiicre sitoplazmasinin da hafif
immiinreaksiyon gosterdigi goriildli. Sonug olarak NK grubunda spermatogenik seriye
ait hiicreler, Sertoli, Leydig ve myoid hiicre sitoplazmasinin immiinboyanma derecesi
hiicreden hiicreye farklilik gostermekteydi. OK grubunda ise hiicrelerdeki
immiinreaktivite diger gruplara kiyasla olduk¢a azalmis durumdaydi. Baz: tiibiillerdeki
Sertoli ve spermatogonyum sitoplazmasinda hafif pozitiflikler izlenmekteydi. NT ve NI
grubundaki Leydig hiicre sitoplazmasindaki immiinboyanma yogunlugu obez gruplara
gore oldukca artmisti. Bu durum bizlere timokinon ve indol uygulanan siganlarda
ozellikle de indol uygulamasinin testosteron iiretimi {izerinde bir artisa neden oldugunu
diisiindiirdii. OT ve OI grubunda ise 6zellikle ileri derecede hasarli tiibiillerdeki Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasi yogun immiinreaktivite gostermekteydi. Bu durum bize
dejeneratif tiibiillerde  Sertoli  hiicrelerinin  aktivitesinin  artmig olabilecegini
diistindiirmekteydi.

Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda apoptozis yoluyla hiicre olusumunun
artmasi ya da azalmasiin bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir
(Coolsaet, 1980; Hetts, 1998; Kiess ve Gallaher, 1998).

Yapilan farkli ¢alismalarda testikiiler 1s1 artig1, inmemis testis, radyasyona veya
kemoterapiye maruz kalma, metabolik hastaliklarin neden oldugu androjen
seviyesindeki azalma gibi etkenlerin germ hiicre apoptozunu arttirdigi gosterilmistir
(Shikone ve ark., 1994; Socher ve ark., 1997; Hasegawa ve ark., 1998). Ozellikle
serbest radikallerin hiicreyi apoptozise gotiiren muhtemel nedenler arasinda yer aldig
diistiniilmektedir (Elmore, 2007). Apoptozis hem patolojik hem de fizyolojik sartlarda
olusabilen bir siirectir ve viicudumuzda bir¢ok dokuda diizenleyici rolii vardir. Normal
spermatogenezin gerceklesebilmesi icin de gereklidir (Aitken ve Krausz, 2001).
Testislerde apoptozis ¢esitli oranlarda ger¢ceklesmekte ve germ hiicrelerinin sayist ve
kalitesi kontrol altinda tutulmaktadir (Huckins, 1978). Apoptozisin normal
spermatogenez siirecinde iki 6nemli rolii vardir. Bunlardan ilki Sertoli hiicreleri
tarafindan desteklenebilecek sayida germ hiicre popiilasyonunu sinirlandirmak, ikincisi
de anormal spermatozoonun azaltilmasinda segici olmaktir (Sakkas ve Moffat, 2002;
Seli ve Sakkas, 2005). Apoptozis testislerde spermatogonyum, spermatositler ve

spermatidlerde yaygin olarak aragtirllmig ve birgok apoptotik faktor tanimlanmistir

118



(Ricci ve ark., 2002). Lin ve ark. (1997) idiopatik testikiiler yetmezligi olan hastalarin
testislerinden aldiklar1 biyopsi materyallerinde germ hiicrelerindeki apoptozisin yliksek
cikmasi, germ hiicre apoptozisindeki artmanin testikiiler fonksiyon bozuklugu ve
infertiliteye neden olabilecegi hipotezini ortaya c¢ikarmustir. Histolojik ¢alismalarda
dokulardaki apoptozu belirlemek igin TUNEL boyama yontemi siklikla
kullanilmaktadir. Bu yontemde preapoptotik hiicrelerin dahi boyanmasi yontemin
givenilirligini  daha da  arttirmaktadir. Bu  yiizden TUNEL  apoptozis
degerlendirilmesinde standart yontemdir (Kockx ve ark., 1998).

Calismamizda obezitenin neden oldugu serbest radikallerin muhtemelen
etkiledigi apoptozis ve bu siirece antioksidanlarin etkisinin tim gruplara ait testis
orneklerindeki germ hiicrelerini ne derece etkiledigini arastirmak i¢in TUNEL boyama
yontemi kullanildi. Buna gore, NK grubunda hemen hemen her tiibiilde siyaha
boyanmis birkag spermatogonyum bulunmaktaydi. OK grubunda ise apoptotik germ
hiicre sayisi tiibiilde olusan hasarla dogru orantili olarak olduk¢a artmis durumdaydi.
Spermatogenik seride oOzellikle spermatogonyumlardaki apoptotik aktivite diger
hiicrelere kiyasla ¢ok fazlaydi. OK grubunda Sertoli hiicrelerinde, peritiibiiler myoid
hiicrelerde ve Leydig hiicrelerinde de apoptozis sik¢a goriilmekteydi.

NT grubundaki apoptotik aktivite, NK grubuyla benzerlik gostermekteydi. Yer
yer siyaha boyanan apoptotik spermatogonyumlar izlenmekteydi. OT grubunu
incelendigimizde hasarli bolgelerde spermatogonyumlarmm ve Sertoli hiicrelerinin
apoptotik aktivite gosterdigi fakat OK grubuna kiyasla testikiiler germ hiicrelerinin
apoptozisinde 6nemli 6l¢lide azalma oldugu goriildii. Timokinon tedavisiyle apoptozisin
azalmasi bize timokinon’un testis hasari lizerinde etkili oldugunu diisiindiirmekteydi.

Bununla baglantili olarak Kanter, (2011) yaptig1 bir c¢alismada toluen
maruziyetine birakilan sicanlarda testikiiler yaralanmaya timokinon’un etkisini
arastirmistir. Bu ¢alismaninin sonucunda 12 hafta boyunca toluen inhalasyonu yapilan
sicanlara daha sonra 12 hafta siireyle timokinon giinde bir kez agizdan 50 mg/kg
verilmis ve doku oOrnekleri histopatolojik olarak incelemistir. Toluen uygulanan
gruplarin testisleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda ortalama seminifer tiibiil ¢apinin
azaldi@i ve spermatogenezin duraksadigi goriilmiis. Yapilan TUNEL boyamada da

toluen uygulanan gruplarda apoptozisin fazla oldugu izlenmis. TQ ile tedavi edilen
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gruplarda ise hiicreler arasindaki ayrilmalarin azaldigi, toluenin testis lizerinde
olusturdugu hasarin biiyiik dl¢lide diizeldigi bildirilmistir.

Ozellikle son yillarda ¢esitli kanser tedavisinde timokinon’un apoptozis
tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Peng ve ark. (2013)
yapmis olduklar1 ¢alismada TQ un ¢esitli kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada TQ’un insan osteosarkom hiicre biiylimesini apoptozisi
indiikleyerek bloke ettigini ayrica TQ’un anti-timor ve anti-anjiyogeniketkisinin
oldugunu belirtmislerdir.

Paramasivam ve ark. (2012) noroblastom hiicrelerinde timokinon’un sitotoksik
etkisini aragtirmis ve timokinon’un noroblastom hiicrelerinin canliligini azalttigini,
apoptotik yolag tetikleyerek noroblastom gibi cesitli kanser hiicreleri {izerinde
sitotoksik etki gosterdigini belirtmislerdir. Lei ve ark. (2012) calismalarinda TQ’un
mide kanseri {lizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismada TQ’un mide kanser
hiicrelerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunu arttirarak apoptoza neden oldugunu
ve gastrik kanser hiicrelerinin 6limiine yol agtigin1 gostermiglerdir. Badr ve ark. (2011)
calismasinda TQ’un multipl miyelom (MM) olarak bilinen malign plazma hiicrelerine
etkileri arastirilmis ve MM hastalardan izole edilen MM hiicrelerinde TQ’un %80
oraninda apoptozisi arttirarak bu hiicrelerin 6liimiine yol actigin1 ve TQ’un ¢ok giiclii
anti-miyelom aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

NI grubunda yaptigimiz TUNEL boyamay: degerlendirdigimizde spermatogenik
hiicrelerdeki apoptozis NK ve NT grubundaki gibi normal fizyolojik aktiviteden
kaynaklanmaktaydi. OI grubunda ise apoptozisin NI grubuna kiyasla arttig1 goriildii. OI
grubunda ozellikle spermatogenezin duraksadigi bolgelerdeki spermatogonyumlarin
apoptotik aktivite gosterdigi izlenmekteydi. OK grubuyla karsilastirdigimizda 13C ve
TQ tedavisi sonucu testikiiler hasarin ileri ol¢iide diizeldigi, apoptotik germ hiicre
aktivitesinde azalma oldugu goriildii.

I3C’lin apoptozisi ne derece etkiledigiyle ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Ozellikle son yillarda timokinon gibi I13C ile ilgili yapilan galigmalar kanser tedavisi
tizerinde yogunlagmustir.

Choi ve ark. (2012) I13C’iin kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikleyerek gesitli
kanser hiicrelerinin c¢ogalmasini engelledigini belirtmislerdir. Ayrica I3C’iin son

zamanlarda anti-obezite faktorii olarak dikkat ¢ektigini bildirmiglerdir. I3C’lin obezite
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ve metabolik bozukluklar1 hangi yolla indiiklediginin tam olarak bilinmedigini ancak
I3C’lin adipojenik genlerin mRNA seviyesini azalttigini bildirmislerdir.

Hwang ve ark. (2011) I3C’iin bagisikligi baskilanmis hastalarda (AIDS, kanser
kemoterapisi, organ veya kemik iligi transferi durumlarinda) sistemik mantarsal
enfeksiyonlara ve 6liime neden olan mantarlardan biri olan Candida albicans tedavisi
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Candida albicans mantarinin I3C ile tedavisi
sirasinda reaktif oksijen tilirlerinin, hidroksil radikallerinin arttigin1 bildirmislerdir.
Calismanin sonunda oksidatif hasarin apoptozis yolunun son {iriinii oldugu belirtilmis
olup I3C’iin hidroksil radikal {iretimi, sitokrom ¢ salinimi1 ve metacaspase aktivasyonu
dahil olmak fizere, apoptoz etkileri oldugunu gostermislerdir. Ping ve ark. (2011)
domuz serumu ile karaciger fibrozu olusturduklari siganlarda I3C’iin tedavi edici
etkisini arastirdiklar1 ¢alismada I3C uygulanmasi ile karaciger yaglanmasinin azaldigi
histopatolojik degisiklikler olarak nekroz, kollajen lif birikiminin de oldukca azaldig1
bildirilmistir. Apoptoz analizinin de yapildig1 ¢aligmada I3C’iin karaciger fibrozu
olusturulmus siganlarda apoptozisi arttirdig1 ve tedavi edici etkisi oldugu belirtilmistir.
Lerner ve ark. (2012) I3C’iin insan kolon kanseri hiicrelerindeki etkilerini arastirdiklar
calismada, I3C tedavisi ile kolon kanserli hiicrelerde apoptozisin indiiklendigini, hiicre
canliliginin inhibe edildigini agiklamiglardir.

Kim ve ark. (2011) caligmasinda I3C’iin ultraviyole B ile indiiklenen insan
melanoma hiicrelerindeki apoptozis mekanizmasi arastirtlmistir. 13C tedavisi ile
melanoma hiicrelerinin canliliginin azaldigim1 buna karsin apoptotik sinyal yollari
tizerinde etkili olmadigim belirtmislerdir. Lu ve ark. (2012) 16semili fareler iizerinde
yaptiklart ¢alismada I3C’tin kemirgen 16semi hiicrelerine (WEHI-3) apoptotik etkisi
arastirilmistir. 13C’tin WEHI-3 hiicrelerinde Go/G; fazinda tutukluga neden oldugunu
sonugta [3C’lin T hiicrelerinin artmasina ve makrofaj seviyesinin azalmasina neden
oldugunu bildirmislerdir.

Son yillarda viicut kitle indeksi ile erkek infertilitesi ve bununla iliskili olan
sperm sayis1, hareketi ve morfolojisi ile ilgili arastirmalarin klinik ve deneysel anlamda
giderek artan oranlarda ortaya ciktigi goriilmektedir (Mydlo, 2004; Cabler ve ark.,
2010; Mitchell ve ark., 2011). Ahmad ve ark. (2008) obezite ve sperm parametresindeki

degisiklikler adli makalelerinde obeziteyle birlikte sperm sayis1 ve motilitesinde azalma
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oldugu, sperm morfolojisinin de olumsuz yonde etkilendigini ve anormal morfolojideki
sperm sayisinda artis oldugunu bildirmislerdir.

Sperm yayma preparatlarinda yaptigimiz morfolojik degerlendirmede spermler
bas, boyun ve kuyruk anomalileri yoniinden dikkatle incelendi. Degerlendirmede
Kruger’in kesin kriterleri kullanildi ve 200 sperm incelenerek, % normal cinsinden
sonug verildi (Kruger ve ark., 1988). Buna gore normal morfolojideki sperm sayisi, NT-
%88,3; NK-%75,75; Ni-%76; OT-%64,5; 01-%61,4; OK-%29 oranlarinda bulundu.
Bas anomalisi olan sperm sayisi, OK-%45,8; OI-%33,75; OT-27,5; Ni-%17; NK-
%16,5; NT-%6,91 oranlarindaydi. Boyun anomalisi olan sperm sayisi, OK-%15,9; OI-
%6,83; OT-%6,58; NK-%6,41; Ni-%5,58; NT-%3,16 oranlarindaydi. Kuyruk anomalisi
olan sperm sayisi, OK-%10; NT-%1,58; OT-%1,41; 01-%1,33; Ni-%1,33; NK-%1,33
oranlarinda bulundu. Obez kontrol grubunda azalan sperm sayisini takiben bas, boyun
ve kuyruk defekti diger gruplara kiyasla yiiksek oranlarda oldugu tesbit edildi. Ozellikle
Dag defektli sperm anomalisinin deney gruplarindan sadece OK grubunda goriilmesi
dikkat ¢ekiciydi.

Gruplar arast sperm morfolojisi istatistiksel degerlendirmesinde ise NT
grubundaki normal sperm sayis1 NK ve Ni (p< 0,05); OT ve OI (p< 0,001) gruplarma
gore daha fazlaydi. Non-kontrol ve non-indol gruplarina kiyasla timokinon grubunda
normal morfolojideki sperm sayisinin daha fazla olmasi dikkat ¢ekiciydi. Bu sonuglar
bize timokinon uygulamasinin sperm morfolojik yapis1 lizerinde olumlu etkileri
oldugunu gosterdi. OT ve Ol gruplarindaki normal sperm sayisi, OK grubuna gore
oldukea fazlaydi (p< 0,001). NI grubunda sayilan normal sperm sayisi ise OK ve OI
gruplarina kiyasla daha fazla bulundu (p< 0,001). Sonuglar indol uygulamasinin obez
gruplarda sperm morfolojisi lizerinde anlamli dlgiide etkili oldugunu gosterdi.

Bas defekti istatistiksel degerlendirmesinde OK grubundaki bas anomalili sperm
sayis1, NK, NT, NI, OT (p< 0,001) ve OI (p< 0,01) gruplarina kiyasla ¢ok fazlaydi. Ol
grubundaki bas anomalili sperm sayis1, NI ve NK gruplarina gére fazlayd: (p< 0,001)
fakat OK grubuna kiyasla oldukg¢a azalmis oldugu goriildii (p< 0,01). NT grubundaki
bas anomalili sperm sayis1, OT ve OI (p< 0,001), NK ve NI (p< 0,05) gruplarina kiyasla
azaldig1 gozlendi. Boyun defekti istatistiksel degerlendirmesinde OK grubundaki boyun
anomalili sperm sayisinin, NK, NT, NI, Ol ve OT gruplarina gére ¢ok fazla oldugu
goriildii (p< 0,001). Kuyruk defekti istatistiksel degerlendirmesinde de OK grubundaki
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kuyruk anomalili sperm sayismin NK, NT, NI, OI ve OT gruplarmna kiyasla ¢ok fazla
oldugu gozlendi (p< 0,001).

Bu sonuglardan yola ¢ikarak timokinon uygulamasi ile obez siganlardaki sperm
anomalilerinin yiiksek oranlarda azaldigi, indol gruplarina kiyasla timokinon’un sperm

kalitesi iizerindeki olumlu etkilerinin daha fazla oldugu goriildii.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz kapsaminda inceledigimiz parametreleri degerlendirdigimizde
yiiksek yagl diyet ile 9 hafta boyunca beslenen sicanlarda kilo artigini takiben testis
cevresinde yaglanma, ileri derecede testikiiler hasar, spermatogenezdeki duraksamayla
beraber yogun olarak nekrotik ve atrofik tiibiiller goriilmekteydi. Obez kontrol grubu
basta olmak tizere obez timokinon ve obez indol gruplarindaki oksidan durum belirteci
olan miyeloperoksidaz aktivitesindeki artis da obezitenin verdigi hasarin gostergesiydi.

Gilglii  antioksidan oldugu bilinen bitkisel kaynakli indol-3-karbinol ve
timokinon tedavisiyle bu etkilerin énemli 6lgiide diizeldigi goriildii. Indol-3-karbinol’iin
timokinon’a kiyasla, 6zellikle obez siganlarda azalan sperm sayisini arttirdigini ve obez
olmayan gruplarda da onemli artiglara neden oldugu gozlendi. Non-obez indol
grubundaki ortalama tiibiil hacminin ve testis hacminin diger gruplara oranla 6nemli
Olciide artmis olmasi toplam sperm sayisindaki artistan kaynaklanmaktaydi.

Sperm morfolojisi degerlendirmelerinde ise timokinon’un indole kiyasla obez
sicanlardaki sperm defektleri lizerinde daha onarici bir etkiye sahip oldugu goriildii.
Indol’lin sperm sayisimi artiricit etkisinin yaninda timokinon’un sperm kalitesi
tizerindeki olumlu etkileri daha fazla dikkat cekiciydi. Biyokimyasal parametrelerden
miyeloperoksidaz aktivitesinin timokinon uygulanan gruplarda azalmasi da bu
diistinceyi desteklemekteydi.

Yapilan tiim bu analizlerin sonuglari bize timokinon ve indol’iin obezitenin
olusturdugu oksidatif stres tlizerinde etkili oldugunu ve bu etkiyi serbest radikalleri
temizlemek suretiyle sperm sayisini artirarak ortaya koydugunu diistindiirdi.
Biyokimyasal analizler de bu diisiinceyi desteklemekteydi.

Bu antioksidanlarin daha uzun siireli uygulanmasiyla daha da iyi sonuglarin
alinabilecegini, obez siganlarda olusan testikiiler hasarin tamamen diizeltilebilecegini,
azalan sperm sayisinin normal seviyelere cikarilabilecegini ve daha yiiksek fertilite
kapasitesine sahip spermlerin elde edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Bu tarz antioksidan igerikli bitkilerin tiiketiminin artmasi, bir¢ok hastaliktan
korunmanin yaninda ¢agin sorunu haline gelen obezite ve infertilitenin 6nlenmesi ve

tedavisinde etkili olabilecegi kanisindayiz.
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