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ÖNSÖZ 

Bu çalıĢmanın amacı: hiperkolesterolemi oluĢturulmuĢ farelere Demir 

Dikeni (Tribulus Terrestris) ekstraktının oral gavaj yoluyla uygulanmasının 

farelerin testis dokusu üzerine etkisinin histopatolojik olarak ve bu dokuda 

hücre membranlarında su kanalı proteinleri olarak bulunan Aquaporin 1 

(AQP1) ekspresyonu üzerine etkisinin immünohistokimyasal ve RT-PCR 

yöntemleri ile belirlenmesidir. 

Bu çalıĢmanın gerçekleĢtirilmesinde, değerli bilgilerini benimle 
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yazamadığım emeği geçen herkese çok teĢekkür ederim. 
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X 

1. ÖZET 

Bu çalıĢmada hiperkolesterolemi oluĢturulmuĢ farelerde Demir Dikeni 

(Tribulus Terrestris) ekstraktının oral gavaj yoluyla uygulanmasının farelerin 

testis dokusu üzerindeki etkilerinin histopatolojik olarak ve bu dokuda AQP1 

ekspresyonu üzerine etkisinin immunohistokimyasal ve RT-PCR yöntemleri 

ile belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

AraĢtırma materyali olarak daha önceden çiftleĢmemiĢ ve herhangi bir 

çalıĢmada kullanılmamıĢ 43 adet / 40 günlük Balb-c cinsi erkek fare 

kullanıldı. Gruplar bir haftalık alıĢtırma süresi sonunda rastgele seçilen 

farelerden Kolesterol Grubu (n=8), Kolesterol ve Demir Dikeni Grubu (n=8), 

Demir Dikeni Grubu  (n=8), Sham Grubu (n=8) ve Kontrol Grubu (n=8) olacak 

Ģekilde oluĢturuldu. Kolesterol ve Kolesterol ve Demir Dikeni grubundaki 

farelere %3 w/w kolesterol intraperitonal (i.p) olarak 15 gün boyunca 

uygulandı. 15 günün sonunda Demir Dikeni ve Kolesterol ve Demir Dikeni 

gruplarına Demir Dikeni ekstraktı 6 mg/kg olacak Ģekilde oral gavaj yöntemi 

ile 7 gün boyunca verildi. Deney sonunda tüm gruplardaki fareler tartıldıktan 

sonra testis dokuları alındı.  

Hiperkolesterolemi oluĢturulan farelerde Demir Dikeni ekstraktı 

uygulanması sonucunda farelerin canlı ağırlıklarının, testis ağırlıklarının ve 

serum total kolesterol düzeylerinin kontrol grubuna benzer düzeyde olduğu 

belirlendi. Kontrol, Sham, Demir Dikeni ve Kolesterol ve Demir Dikeni 

gruplarına ait farelerin testis dokularının normal histolojik yapıda olduğu 

ancak Kolesterol grubuna ait farelerin testis dokusunda seminifer tübüllerde 

hücre kayıpları ve hidropik dejenerasyon alanlarının olduğu görüldü. 

Sonuç olarak; Kolesterol grubuna göre Demir Dikeni ekstraktı 

uygulanan grupta AQP1 mRNA ekspresyonunun daha yüksek olduğu tespit 

edildi. AQP1 immunoreaktivite derecesinin ise diğer gruplara göre daha zayıf 

olan grubun hiperkolesterolemi oluĢturulan grup olması testis dokusunda 

kolesterolün AQP1 üzerine inhibe edici bir etkiye sahip olduğunu 

düĢündürmektedir. 
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Anahtar Sözcükler: Testis, Kolesterol, Demir Dikeni (Tribulus 

Terrestris), AQP1, Ġmmünohistokimya, RT-PCR. 
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2.SUMMARY 

In this study, it was aimed to determine the effects of administration of 

Tribulus Terrestris extract by oral gavage on mice testis tissue 

histopathologically as well as its effect on AQP1 expression with 

immunohistochemical and RT-PCR methods in mice with 

hypercholesterolemia.  

 As research materials, 43, 40-day-old Balb-c male mice which had not 

been previously mated and used in any study were used. The groups were 

formed as Cholesterol Group (n=8), Cholesterol and Tribulus Terrestris 

Group (n=8), Tribulus Terrestris Group (n=8), Sham Group (n=8) and Control 

Group (n=8) from the mice randomly selected at the end of the one-week 

practice period. 3% w/w cholesterol were administered to the mice in the 

Cholesterol group, Cholesterol and Tribulus Terrestris group intraperitoneally 

(i.p) for 15 days. At the end of 15 days, 6 mg/kg Tribulus Terrestris extract 

were given to the Tribulus Terrestris and Cholesterol and Tribulus Terrestris 

groups by oral gavage for 7 days. At the end of the experiment, the mice in 

all groups were weighed and then their testicular tissues were taken.   

 In consequence of the administration of the Tribulus Terrestris extract 

in mice with hypercholesterolemia, the mice's live weights, testis weights and 

serum total cholesterol levels were determined to be similar to the control 

groups. The testis tissues of the mice in the Control, Sham, Tribulus 

Terrestris and Cholesterol and Tribulus Terrestris groups were found to have 

normal histological structure, but in the testicular tissues of the mice 

belonging to the Cholesterol group, cell losses and hydrophilic degeneration 

areas were observed in the seminiferous tubules. 

 As a result; it was found that the expression of AQP1 mRNA was 

higher in the group administered Tribulus Terrestris extract than the 

cholesterol group. The finding that AQP1 immunoreactivity level was weaker 

in the hypercholesterolemia group compared to other groups suggests that 

cholesterol in the testis tissue has an inhibitory effect on AQP1. 
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 Key Words: Testis, Cholesterol, Tribulus Terrestris, AQP1, 

Immunohistochemistry, RT-PCR. 



1 

1. GENEL BĠLGĠLERĠ 

Cinsel iktidarsızlık, ödem, karın ĢiĢliği ve kardiyovasküler hastalıklara 

karĢı Hindistan, Çin, Bulgaristan ve Güney Afrika halk hekimliğinde 

kullanılmaktadır (Kostova ve ark. 2002). 

Su kanalı proteini ailesi olan Aquaporinler (AQPs) suyun hızlı 

hareketini kolaylaĢtıran, küçük hidrofobik integral membran kanal 

proteinleridir (Huang ve ark. 2006). Aquaporinler epitel boyunca düĢük 

aktivasyon enerjisi ile suyun sürekli ve hızlı geçirgenliğini sağlayarak su 

dengesi düzenlenmesinden sorumludur (Agre ve ark. 1993, Brown ve ark. 

1993, King ve Agre 1996, Wintour 1997). AQP1 ilk olarak insan kırmızı kan 

hücrelerinde ve renal proksimal tübüllerde tanımlanmıĢtır (Denker ve ark. 

1988). AQP1'in vücutta sıvı salınımına ve sıvı geri emilimine katılarak su 

homeostazisi, nöro-homeostaz, sindirim, vücut ısısının düzenlenmesi ile 

üreme gibi fizyolojik süreçlerde önemli rolleri bulunduğu belirlenmiĢtir (Sui ve 

ark. 2001). AQP1'in anjiyogenez, yara iyileĢmesi, organ rejenerasyonu ve 

tümör yayılmasında rolünün bulunabileceği öne sürülmüĢtür (Saadoun ve 

ark. 2005). 

Testisler, holokrin tipte salgı yapan ekzokrin karakterde bir çift 

organdır. Her eriĢkin testis, 12-15 gram ağırlığında olup sağ testis genellikle 

sol testisden daha büyük ve ağırdır (Krause 2005). Her testiste yaklaĢık 20-

1000 seminifer tübül yer alır. Seminifer tübüllerde spermatogenik (germ) 

hücreler ve Sertoli (destekleyici) hücreleri olmak üzere iki tür hücre bulunur 

(Dongmei 2011). 
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1.1. Demir Dikeni (Tribulus Terrestris) 

Cinsel iktidarsızlık, ödem, karın ĢiĢliği ve kardiyovasküler hastalıklara 

karĢı Hindistan, Çin, Bulgaristan ve Güney Afrika halk hekimliğinde 

kullanılmaktadır (Kostova ve ark. 2002). Bu bitki: saponinler, flavonoidler, 

alkaloidler gibi biyolojik maddeler ve diğer besin maddeleri bakımından büyük 

öneme sahiptir (Wang ve ark. 1997). Bu önemli metabolitlerin mevcudiyeti ve 

miktarı bitkinin kullanılan kısımlarına bağlıdır. Demir Dikeninin meyvesi 

(Caltrop fruit) ve kökü fitosteroller, flavonoidler, alkaloidler ve glikositler gibi 

farmakolojik olarak önemli metabolitleri içerir (Wu ve ark. 1996).   

Demir Dikeni, erkeklerde cinsel iĢlevi artırmak amacıyla bir enerji verici 

ve canlandırıcı olarak doğuya özgü bitkisel formülasyonlarda bir bileĢen 

olarak yaygın bir Ģekilde kullanılır (Park ve ark. 2006). Bu bitki ekstresinin 

insanlar ve hayvanlarda uygulanmasının libido ve spermatogenezi geliĢtirdiği 

belirtilmiĢtir (Tomova ve ark. 1981). Demir Dikeninin saponin fraksiyonuna 

dayalı farmasötik preparatlarının ve gıda takviyelerinin dünya çapında satıĢı 

bulunmaktadır (Tomova ve ark. 1981, Adimoelja ve Adaikan 1997, Xu ve ark. 

2000, Cai ve ark. 2001, Mulinacci ve ark. 2003). Geleneksel Çin tıbbında 

Demir Dikeninin meyvesi yüksek tansiyon, koroner kalp hastalığı (Chui ve 

ark. 1992, Lu ve ark. 1994) ve iktidarsızlık tedavisinde kullanılmıĢtır 

(Adimoelja 2000, Adaikan ve ark. 2000).  

Demir Dikeni bitkisinin; idrar taĢı (Al-Ali ve ark. 2003), Parkinson 

hastalığı (Badmaev 2002), malign melanom (Bedir ve Khan 2000), karaciğer, 

göz hastalıkları (Li ve Shi 1998) ve benign prostat hiperplazisi (Lokesh ve 

ark. 2001) gibi hastalıkların tedavisinde kullanılabileceğine dair bilgiler 

bulunmaktadır. Demir Dikeninin erkek cinsel fonksiyonunu (Gauthaman ve 

ark. 2002) ve sporcuların performansını geliĢtirebileceği öne sürülmüĢtür 

(Krcik 2001). Demir Dikeninin halk hekimliğinde yaygın olarak diüretik ve 

kolik ağrıları, hipertansiyon ve hiperkolesterolemiye karĢı kullanıldığı da 

belirtilmiĢtir (Arcasoy ve ark. 1998). 
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1.2. Aquaporinler (AQPs) 

Su kanalı proteini ailesi olan Aquaporinler (AQPs) suyun hızlı 

hareketini kolaylaĢtıran, küçük hidrofobik ve integral membran kanal 

proteinleridir (Huang ve ark. 2006). Aquaporinler epitel boyunca düĢük 

aktivasyon enerjisi ile suyun sürekli ve hızlı geçirgenliğini sağlayarak su 

dengesi düzenlenmesinden sorumludur (Brown ve ark. 1993, Wintour 1997). 

Aquaporinlerin, moleküler ağırlığı 28 kDa (glikozillenmemiĢ form) ve 40-50 

kDa (glikozillenmiĢ form) arasında değiĢen ve çoğunlukla homotetramerler 

olarak bulunan altı transmembran alanı olan hidrofobik proteinler olduğu 

bildirilmiĢtir (Yasui ve ark. 1999a).  

Memelilerde on üç tip AQP (AQP0-12) tanımlanmıĢtır (Preston ve ark. 

1992). Geçirgenliklerine bağlı olarak, memelilerde AQP'ler: su seçici geçirgen 

aquaporinler (AQP0, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 ve AQP8); suyun 

yanında gliserol, üre ve diğer çözünen maddelere geçirgen olan aquaporinler 

(AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10) ve düĢük hücreli aquaporinler veya süper 

aquaporinler (AQP11 ve AQP12) olarak üç gruba ayrılır (Murai-Hatano ve 

ark. 2008). Su taĢımanın yanı sıra üre, arsenat taĢıma özelliğine sahip olan 

aquaporinler, aquaglikoprotein olarak da adlandırılır. Aquaglikoproteinlerin 

çeĢitli Ģeker alkollerinin (Heller ve ark. 1980, Hub ve DeGroot 2008) yanı sıra 

embriyo ve germ hücrelerinin dondurulmasında kullanılan gliserol ve diğer 

kriyoprotektan maddelerin de taĢınmasında görev aldığı bildirilmiĢtir (Jin ve 

ark. 2011). 

Aquaporinler, memeli türlerinde üreme organları dahil olmak üzere 

çeĢitli organlarda eksprese edilir (Brown ve ark. 1993, Kozono ve ark. 2002). 

Aquaporinler böbrek, akciğer, pankreas, beyin, mide-bağırsak kanalı, göz, 

kulak, bağıĢıklık sistemi, deri, adipositler, kas, uterus ve testisler gibi geniĢ 

çeĢitlilikteki hücre ve dokularda bulunmaktadır (Li ve ark. 1994, Ishibashi ve 

ark. 1997a, Frigeri ve ark. 1998, Page ve ark. 1998, Beitz ve Schultz 1999, 

Shanahan ve ark. 1999). 
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Aquaporinlerin birden fazla üyesinin testis (AQP0, AQP1, AQP7, 

AQP8 ve AQP9), efferent kanallar (AQP1, AQP9 ve AQP10), epididimis 

(AQP1, AQP3, AQP9 ve AQP10), vas deferens (AQP1, AQP2 ve AQP9) ve 

eklenik bezlerde (AQP1 ve AQP9)  aktif olduğu gösterilmiĢtir (Huang ve ark. 

2006). Hem memelilerde hem de teleostlarda, AQP'lerin spermatogenez 

sırasında sperm matürasyonu ve konsantrasyonu ile sperm aktivasyonu ve 

ejakülasyon üzerine hacim düzenlemesinde etkili olduğu bildirilmiĢtir (Boj ve 

ark. 2015). 

1.2.1. AQP0 

Ġlk olarak sığır major intrinsik ana protein (MIP) olarak adlandırılan ve 

26 kDa ağırlığından dolayı  MIP26 olarak da isimlendirilen AQP0 lensde ana 

intrinsik protein olarak tanımlanmıĢtır (Gorin ve ark. 1984).  

AQP0'ın lens fiber hücrelerinin plazma membranı boyunca dağıldığı 

bildirilmiĢtir (Fitzgerald ve ark. 1983). AQP0'ın su geçirgenliğini ortamın pH 

ve Ca2+ düzeyine göre düzenlediği ve mutasyonunun konjenital katarakt ile 

sonuçlandığı belirlenmiĢtir (Shiels ve Bassnett 1996, Nemeth-Cahalan ve 

Hall 2000, Okamura ve ark. 2003). 

1.2.2. AQP1 

AQP1 ilk olarak insan kırmızı kan hücrelerinde ve renal proksimal 

tübüllerde tanımlanmıĢtır (Denker ve ark. 1988). Ġlk belirlendiğinde Tip 1 AQP 

olarak isimlendirilen AQP1; 28 kDa ağırlığında kanal oluĢumunda entegre bir 

membran proteinidir (Preston ve ark. 1992). Bitkiler ve bakterilerdeki 

membran proteinlerine benzerlikleri bunun bir membran kanal proteini 

olduğunu göstermiĢtir (Baker ve Saier 1990). Moleküler kütle ağırlığından 

dolayı ise CHIP28 olarak adlandırılan bu protein daha sonra AQP1 olarak 

isimlendirilmiĢtir (Preston ve Agre 1991). Ġnsan eritrositlerinde ise Colton kan 

grubu antijeni AQP1 olarak tanımlanmıĢtır (Preston ve ark. 1994, Smith ve 

ark. 1994). Eritrositlerde yapılan fonksiyonel analizler sonucunda AQP1'in 
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eritrosit membranındaki ozmotik su geçirgenliğinin %85'inden fazlasına 

katkıda bulunduğunu ortaya koymuĢtur (Mathai ve ark. 1996).   

Ġnsanda AQP1 geni 7p14 kromozomunda belirlenmiĢtir (Moon ve ark. 

1993). Sekans verilerinin karĢılaĢtırılması sonucunda, sığır lensinin ana 

intrinsik proteini (MIP; AQP0) ile güçlü bir homoloji sergilediği belirtilmiĢtir 

(Gorin ve ark. 1984). AQP1'in böbrek proksimal tübüllerinde mevcut olduğu, 

inen henle kulpunun ince ekstremitesinin apikal ve bazolateral yüzeylerinde 

bulunup nefronun diğer kısımlarında bulunmadığı tespit edilmiĢtir (Preston ve 

Agre 1991, Sabolic ve ark. 1992). Ġdrar iletici borucuklara ek olarak, AQP1 

vasa recta'da mevcuttur (Sabolic ve ark. 1992). 

AQP1'in varlığı; akciğer, anüs, karaciğer, böbrek, göz, safra kesesi ve 

kırmızı kan hücreleri gibi birçok dokuda bildirilmiĢtir (Higa ve ark. 2000, 

Mobasheri ve Marples 2004, Calamita ve ark. 2005). Sıçan gastrointestinal 

kanalında submukoza ve lamina propriadaki lenfatik damarların endotel 

hücrelerinde de belirlenmiĢtir (Nielsen ve ark. 1993, Koyama ve ark. 1999). 

Sıçan lenf düğümünde, lenf damarlarının ve yüksek endotelyal 

venüllerin endotel hücrelerinde AQP1 eksprese edilmiĢtir (Ohtani ve ark. 

2003). AQP1'in, safra kesesi epitel hücrelerinin hem apikal hemde 

bazolateral membranında lokalize olduğu saptanmıĢtır (Nielsen ve ark. 1993, 

Hasegawa ve ark. 1994a). Ġnsan pankreasında, AQP1'in orijinal olarak 

sadece asiner hücrelerde eksprese edildiği bildirilirken (Hasegawa ve ark. 

1994a), bunun yanında pankreasta kan damarlarında da bulunduğu öne 

sürülmüĢtür (Hurley ve ark. 2001, Ko ve ark. 2002).  

AQP1, sıçan aortu ve büyük arterlerin düz kaslarında (Shanahan ve 

ark. 1999) ve sıçan epididimisi (Arrighi ve ark. 2010) gibi diğer organlardaki 

düz kaslarda olası fonksiyonel rolü ile tespit edilmiĢtir. AQP1 vas deferens, 

seminal vezikül ve prostat bezinin epitel hücrelerinde bulunduğu belirlenmiĢtir 

(Brown ve ark. 1993). 
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AQP1'in vücutta sıvı salınımına ve sıvı geri emilimine katılarak su 

homeostazisi, nöro-homeostaz, sindirim, vücut ısısının düzenlenmesi ile 

üreme gibi fizyolojik süreçlerde önemli rolleri bulunduğu belirlenmiĢtir (Sui ve 

ark. 2001). AQP1 eksikliği olan bireylerde kusurlu idrar konsantrasyonu 

gözlenmiĢtir (King ve ark. 2001). 

AQP1'in anjiyogenez, yara iyileĢmesi, organ rejenerasyonu ve tümör 

yayılmasında rolünün bulunabileceği öne sürülmüĢtür (Saadoun ve ark. 

2005). Tümör ilerlemesinde; AQP1, mikrovasküler dansite ve vasküler 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ile endometriyal adenokarsinom arasında 

pozitif bir bağlantı kurulmuĢtur (Pan ve ark. 2008). AQP1'in kanserli 

hücrelerin yakınındaki lenfositler ve dendritik hücrelerde eksprese olduğu 

belirlenmiĢtir (Moon ve ark. 2004). 

AQP1'in siliyer cisim, iris ve lens epitelinde eksprese olduğu 

gösterilmiĢtir (Hasegawa ve ark. 1993). AQP1'in kornea endotelinde (Nielsen 

ve ark. 1993) ve keratositlerde (Hamann ve ark. 1998) bulunduğu ve 

korneanın ĢiĢmesini önlemede rol oynayabileceği öne sürülmüĢtür. 

Memelilerde, vajina, uterus, ovaryum, plasenta, fetal membran, 

embriyo içinde epididimis, vas deferens, testis ve prostatda AQP1 

ekspresyonu gösterilmiĢtir (Brown ve ark.1993, Kozono ve ark. 2002). Ġnsan 

ve farelerin germ hücrelerinde AQP1 proteini tespit edilmiĢtir (Curry ve ark. 

1995, Liu ve ark. 1995, Lu ve ark. 2007). Fare embriyolarında AQP1 

ekspresyon seviyesinin çözülme sonrası dondurulan embriyoların hayatta 

kalmasına katkıda bulunduğu gösterilmiĢ ve bu bilginin sperm dondurulması 

araĢtırmaları için yararlı olacağı bilgisi verilmiĢtir (Edashige ve ark. 2003). 

1.2.3. AQP2 

AQP2, sıçanlarda vas deferens'in distal kısmında eksprese edilmiĢtir 

(Stevens ve ark. 2000). AQP2'nin rete testis, efferent kanallar ve epididimis 

dahil reprodüktif yoldaki dağılımı belirlenmiĢtir (Domeniconi ve ark. 2008).  
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AQP2'nin sıçan ve insanlarda iç kulakta endoplazmik retikulum 

membranında bulunduğu ve endolenfin homeostazisinde aktif rol oynadığı 

öne sürülmüĢtür (Mhatre ve ark. 2002, Taguchi ve ark. 2007).  

1.2.4. AQP3 

AQP3 ilk olarak sıçan cDNA kütüphanesinden klonlanmıĢtır (Ishibashi 

ve ark. 1994, Echevarria ve ark. 1994). AQP3; insan ve farelerde mayoz 

II'nin metafaz (MII) aĢamasında ovulasyon öncesi foliküllerin granulosa ve 

theca hücrelerinde belirlenmiĢtir (Meng ve ark. 2008, Thoroddsen ve ark. 

2011).  AQP3 böbrekte, sıçan ve insanda vücut yüzeyini kaplayan deride 

eksprese edilmiĢtir (Ishibashi ve ark. 1994, Matsuzaki ve ark. 1999a, Sougrat 

ve ark. 2002).  

AQP3'ün, sığır embriyolarının vitrifikasyonu sırasında, etilen glikolun 

geçirgenliğinde görev aldığı ve kriyoprezervasyonun ardından embriyoların 

kalitesini belirten bir biyobelirteç olarak iĢlev gördüğü bildirilmiĢtir (Campos-

Chillòn ve ark. 2006, Camargo ve ark. 2011). 

1.2.5. AQP4 

AQP4 farelerde, homoloji klonlaması ile beyinde bol miktarda 

eksprese edilerek klonlanmıĢtır (Jung ve ark. 1994, Hasegawa ve ark. 

1994b). AQP4 baskın olarak memeli beyninde bulunan bir su kanalı 

proteinidir (Jung ve ark. 1994). 

AQP4'ün sıçan iskelet kaslarında hızlı kasılan ekstansör digitorum 

longus kasının sarkoleminde lokalize olduğu belirlenmiĢtir (Frigeri ve ark. 

1998). AQP4'ün insan midesinde parietal hücrelerinde eksprese olduğu 

(Misaka ve ark. 1996), sıçan midesinde ise gastrik bezin pariyetal 

hücrelerinin bazolateral membranında bulunduğu belirlenmiĢtir (Koyama ve 

ark. 1999). AQP1-yoksun yada AQP4-yoksun farelerde üriner konsantrasyon 

yeteneğinin daha da azaldığı öne sürülmüĢtür (Van Hoek ve ark. 2000).  
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1.2.6. AQP5 

AQP5'in cDNA'sı sıçan submandibular bezden ve insan tükürük 

bezinden homoloji klonlamasıyla elde edilmiĢtir (Raina ve ark.1995, Lee ve 

ark. 1996). AQP5, çeĢitli dokularda yaygın olarak bulunan transselüler ve 

transepitelyal su hareketinde önemli rol oynayan transmembran su kanalı 

proteinlerindendir (King ve Agre 1996, Verkman ve ark. 1996). Tükürük bezi, 

göz, lakrimal bez, trakea ve akciğerde de ekspresyonu belirlenmiĢtir (Raina 

ve ark. 1995).  

AQP5, sıçanda submandibular, parotis ve dil altı bezlerinin sekretuar 

asiner hücrelerinde tespit edilmiĢtir (Matsuzaki ve ark. 1999b). AQP5-yoksun 

farelerde parotis ve sublingual asiner hücrelerde osmotik su geçirgenliğinin 

azaldığı belirlenmiĢtir (Krane ve ark. 2001). AQP5, sıçanlarda gastrointestinal 

kanaldaki mukus salgılayan bezlerin bazılarında eksprese edilmiĢtir (Parvin 

ve ark. 2002, Matsuzaki ve ark. 2003). Midede pilorik bez hücrelerinde ve 

duodenumda duodenal bez hücrelerinde de AQP5 varlığı belirlenmiĢtir 

(Parvin ve ark. 2002, Matsuzaki ve ark. 2003).  

1.2.7. AQP6 

AQP6, sıçan ve insan böbrek cDNA kütüphanesinden gelen bir 

aquaporin homoloğu olarak klonlanmıĢ ve baĢlangıçta WCH3 ve hKID olarak 

adlandırılmıĢtır (Ma ve ark.1993, 1996). Xenopus oositte eksprese 

edildiğinde civaya duyarlı ozmotik su geçirgenliğinin artıĢı bildirilmiĢtir (Ma ve 

ark. 1996).  

AQP6'nın sıçan böbreğindeki toplama kanallarının asit salgılayan 

interkalasyon hücrelerinde eksprese olduğu ortaya konulmuĢtur (Yasui ve 

ark. 1999a, 1999b, Ohshiro ve ark. 2001). AQP6'nın böbrekte hücre 

yüzeyinde lokalize olmadığı fakat toplama kanallarının böbrek epitel 

hücrelerindeki hücre içi keseciklerde bulunduğu gösterilmiĢtir (Yasui ve ark. 

1999b). 
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1.2.8. AQP7 

AQP7'nin AQP3'e en yüksek benzerlik gösteren AQP olduğu 

bildirilmiĢtir (Ishibashi ve ark. 1997b). Ġnsanda, AQP7 adipoz dokularda 

belirlenmesinden dolayı aquaporin adipozu (AQPap veya AQP7L) olarak da 

adlandırılmıĢtır (Kuriyama ve ark. 1997, Kishida ve ark. 2000, 2001). 

AQP7'nin, AQP9 ile birlikte, arsenit taĢınmasından sorumlu olduğu ileri 

sürülmüĢtür (Liu ve ark. 2002). Xenopus oositlerde AQP7'nin, ozmotik su 

geçirgenliğinin yanı sıra, üre ve gliserolün kolaylaĢtırılmıĢ Ģekilde taĢınmasını 

uyardığı gösterilmiĢtir (Ishibashi ve ark. 1997b, Kuriyama ve ark. 1997).  

AQP7, testiste bolca eksprese edilmiĢ ve seminifer tübüllerde 

spermatidler (Ishibashi ve ark. 1997b), spermatozoon ile seminifer epitelde 

kalan artık cisimler içinde lokalize olduğu bildirilmiĢtir (Suzuki-Toyota ve ark. 

1999, Calamita ve ark. 2001).  

1.2.9. AQP8 

AQP8'in, sıçan ve fare testis hücrelerinden klonlandığı bildirilmiĢtir 

(Koyama ve ark.1997, Ma ve ark. 1997). Pankreas, karaciğer, kolon, tükürük 

bezi, böbrek, testis, epididimis, mide, duodenum, jejunum, akciğer, trakea ve 

plasenta gibi birçok organ ve dokularda varlığı belirlenmiĢtir (Ishibashi ve ark. 

1997a, Koyama ve ark. 1997, Ma ve ark. 1997, Elkjaer ve ark. 2001).  

AQP8'in spermatogenezisin primer spermatositlerden spermatidlere 

kadar tüm aĢamalarında ve Sertoli hücrelerinde eksprese olduğu ortaya 

konmuĢtur (Elkjaer ve ark. 2001, Tani ve ark. 2001).  

1.2.10. AQP9 

AQP9'un, akuagliseroporinler grubuna dahil olan AQP3 ve AQP7'ye 

benzerlik gösterdiği bildirilmiĢtir (Ishibashi ve ark. 1998). AQP9'un aktivitesi, 

phloretin ve civaya karĢı da hassastır (Tsukaguchi ve ark. 1999). AQP9'un 

hücre zarı boyunca su ve çözünenlerin koordineli hareketini mümkün kıldığı 
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ve minimal ozmotik taĢınım ile metabolitlerin hızlı hücresel tutulumu ve 

çıkıĢına olanak sağladığı öne sürülmüĢtür (Tsukaguchi ve ark. 1998).  

Ġnsanlarda, AQP9'un lökositlerde yoğun, karaciğer, akciğer ve dalakta 

daha az miktarda olduğu, testiste ise interstisyel Leydig hücrelerinin plazma 

membranında ve spermatositlerde lokalizasyonu bildirilmiĢtir (Ishibashi ve 

ark. 1998, Nicchia ve ark. 2001).  

1.2.11. AQP10 

AQP10, insan dokularından klonlanmıstır ve AQP3, AQP7 ve AQP9 

gibi akuagliseroporinlere benzerlik gösterdiği ve gliserol ve üre taĢınmasını 

uyardığı bildirilmiĢtir (Ishibashi ve ark. 2002). AQP10'un, ince duodenumda 

eksprese olduğu belirlenmiĢtir (Ishibashi ve ark. 2002). 

1.2.12. AQP11 

AQP11, aquaporin ailesinin yeni bir üyesidir ve endoplazmik retikulum 

(ER)  gibi hücre içi organellerin zarında bulunduğu belirlenmiĢtir (Morishita ve 

ark. 2005, Rojek ve ark. 2013). AQP11'in, testiste yoğun böbrekte ve 

karaciğerde ise daha az eksprese olduğu belirlenmiĢtir (Gorelick ve ark. 

2006). AQP11-yoksun farelerde polikistik böbrek olgusuna bağlı ölümcül 

böbrek yetmezliği sonucu doğumdan 1 ay sonra ölüm gerçekleĢtiği tespit 

edilmiĢtir (Morishita ve ark. 2005). 

1.2.13. AQP12 

AQP12'nin pankreas asiner hücrelerinde ve diğer AQP'lerle birlikte 

meme kanseri hücrelerinde eksprese edildiği bildirilmiĢtir (Ohta ve ark. 2009,  

Shi ve ark. 2012). 

1.3. Testisin Histolojik Yapısı 

Erkek üreme sistemi; testisler, genital kanallar, eklenik bezler ve 

penisten oluĢur (Luiz ve José 2003). Testisler, holokrin tipte salgı yapan 

ekzokrin karakterde bir çift organdır. Her eriĢkin testis, 12-15 gram 
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ağırlığında olup sağ testis genellikle sol testisden daha büyük ve ağırdır 

(Krause 2005). Testisler karın boĢluğunun arka duvarında retroperitoneal 

olarak geliĢir. Fetüsün geliĢimi sırasında deriden bir kılıf olan skrotuma doğru 

gerçekleĢtirdikleri göç sırasında her testis tunika vaginalis adı verilen ve 

peritondan geliĢmiĢ olan seröz bir zar ile sarılıdır (Luiz ve José 2003). 

Embriyonun genotipi (46, XX veya 46, XY) döllenme ile sağlanır. 

Embriyo 1-6. haftalarda, cinsiyet bakımından farklılaĢmamıĢ bir aĢamada 

kalır. Bunun anlamı genetik olarak diĢi ve erkek embriyoların fenotipik olarak 

ayırt edilemez olduklarıdır. Fenotipik cinsel farklılaĢma, SRY geni tarafından 

belirlenir. SRY geni ayrıca testis belirleyici faktör (TDF) olarak da bilinir ve Y 

proteinini kodlar. Embriyo fenotipik cinsel farklılaĢmaya 7. haftada baĢlar. Bu 

aĢamada Leydig hücreleri testosteron, Sertoli hücreleri ise Müllerian Ġnhibe 

Edici Faktör (MIF) üretmek amacıyla farklılaĢır. Embriyo TDF, testosteron ve 

MIF varlığında erkek fenotipine yönlendirilecektir. DıĢ genital organın kadın 

ya da erkek özellikleri 12. haftaya kadar tanınabilir ve 20. haftaya kadar 

fenotipik farklılaĢma tamamlanır (Ronald 2014). 

Testisler, tunika albuginea adı verilen sıkı bağ dokusundan oluĢan 

kalın bir kapsül ile çevrilidir. Fibröz bir kapsül olan tunika albuginea, tunika 

vaginalisin visseral yaprağın altında yer alır ve tunika vaginalisten sadece bir 

bazal lamina ile ayrılır. Dağınık düz kas hücrelerini içeren yoğun fibroelastik 

bağ dokusu özelliğindedir (Krause 2005). Testisler, funikulus spermaticus adı 

verilen ve ductus deferensin yanı sıra kremaster kası, spermatik arter ve 

pampiniform pleksus venlerini içeren spermatik kordonla skrotum denilen 

kese içerisinde asılı halde bulunur (Ross ve Pawlina 2016). Tunika albuginea 

testisin arka yüzünde kalınlaĢarak mediastinum testis adı verilen yapıyı 

oluĢturur. Tunika albuginea testisin içine giren fibröz uzantılar (septum), bezi 

testiküler lobüller/bölmeler denilen yaklaĢık 250 adet piramidal bölmeye 

ayırır. Bu uzantılar tam değildir ve bölmeler çoğunlukla birbiriyle iliĢkilidir. Her 

lobülde gevĢek bağ dokusu ile sarılı 1-4 adet seminifer tübül (tubulus 

seminiferus kontortus) yer alır. Bu bağ dokusu bol miktarda kan, lenf damarı, 
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sinirler ve interstisyel hücreleri (Leydig hücreleri) içerir (Ross ve Pawlina 

2011, Luiz ve José 2003).  

Her testiste yaklaĢık 20-1000 seminifer tübül bulunur. Her bir seminifer 

tübül, 150-250 µm çapında ve 30-70 mm uzunluğundadır. Birbirine eklenen 

seminifer tübüllerin  500 m'yi aĢan boru Ģeklinde bir uzunluğu vardır (Luiz ve 

José 2003, Krause 2005). Seminifer tübüller baĢlangıçta kör uçla baĢlayan, 

sonlanırken lümeni daralan ve düz tübüller yada tubuli rekti olarak 

adlandırılan kısa segmentler halinde devam eden kıvrımlı yapılardır. Bu düz 

tübüller, seminifer tübüllerin rete testis denilen, epitel ile döĢeli kanalların 

oluĢturduğu bir labirente bağlanmasını sağlar. Anastomoz yapan rete testis 

kanalları, yaklaĢık 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin baĢ kısımına 

bağlanmıĢtır. Seminifer tübüller fibröz bir bağ dokusu kılıfı, belirgin bir bazal 

lamina ve karmaĢık bir germinal yada seminifer epitelden oluĢur. Bazal 

laminaya yapıĢık olan en içteki katman, düz kas özellikleri de gösteren 

yassılaĢmıĢ miyoid hücreler içerir (Luiz ve José 2003, GümüĢel 2013). 

Seminifer epitel spermatogenik (germ) hücreler ve Sertoli 

(destekleyici)  hücreleri olmak üzere iki tür hücreden oluĢur. 

 Spermatogenik hücreler; 

Spermatogonyum: Yuvarlak veya oval çekirdeklere sahip ve bazal 

membranın yakınında bulunan ilk sıradaki hücrelerdir. Bölünerek Tip A ve B 

hücrelerini oluĢtururlar. A Tipi hücreler yavaĢ bölünen ve B tipi hücrelere 

dönüĢen kök hücrelerdir (Dongmei 2011). 

Spermatosit: Spermatogonyum B hücrelerinde mayoz bölünme baĢlar 

ve lümene doğru hareket ederek Primer (birinci mayotik bölüm) ve Sekonder 

(ikinci mayotik bölüm) spermatoositlere dönüĢürler. Primer spermatoositler 

en çok profaz safhasında görülür ve büyük çekirdeklerinde yoğunlaĢmıĢ 

kromatin iplikleri bulunur. Sekonder spermatoositler ikinci mayotik bölünmeyi 

çok hızlı tamamlar ve bu nedenle seminifer tübüllerde nadir olarak tespit 

edilebilirler (Dongmei 2011). 
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Spermatid: Sekonder spermatositlerin bölünmesi 23 kromozom içeren 

spermatidlerin oluĢmasıyla sonuçlanır (Luiz  ve José 2003). Ġkinci mayotik 

bölünme sonucunda oluĢan her bir spermatid, 22 otozom ve bir X veya Y 

kromozomu ile temsil edilen DNA içeriğinde ve haploid kromozom 

sayısındadır (Ross ve Pawlina 2011). 

Spermatozoon (spermiyum): Spermatidlerin baĢkalaĢması sonucunda 

Ģekillenen ve baĢ, boyun ve kuyruk bölümlerinden oluĢan hücrelerdir. 

Seminifer tübüllerin lümeninde yer alırlar. BaĢ kısmında diĢi eĢey hücresini 

döllemede rol alan hidrolitik enzimleri içeren (örneğin, asit fosfataz, 

neuraminidaz, hiyalüronidaz ve proteazlar) akrozomu bulundururlar (Leslie ve 

James 2015).  

Sertoli hücreleri, spermatogenik hücrelerin mimari stabilitesini 

destekleyen, mikro-ortam ve kan-testis bariyerini Ģekillendiren hücrelerdir 

(Mruk ve Cheng 2004). Spermatogenik hücreleri arasında yer alan Sertoli 

hücreleri  girintili sitoplazmaya, ökromatik çekirdeğe ve iki yada daha fazla 

belirgin çekirdekciğe sahiptir (Johnson 1991). Sertoli hücrelerinin çekirdeği 

olukludur (ġahin 2016).  Bu özellikler, seminifer tübüllerin lümenine doğru 

materyallerin akıĢına yardımcı olur, proteinlerin ve diğer faktörlerin 

salgılanmasını indükleyerek spermatogenik hücrelerinin hayatta kalmasını 

destekler (Mruk ve Cheng 2004). Seminifer sıvının salgılanmasında, 

olgunlaĢmıĢ spermatidlerin salınmasında, artık cisimlerin, fagositozu ve 

apoptotik spermatogenik hücre kalıntılarının ortamdan uzaklaĢtırılmasını 

içeren çoklu karmaĢık rollere sahiptirler (Clermont 1990). Sertoli hücreleri; 

bazal kısım, ana gövde, lateral hücre uzantıları ve apikal hücre yüzeyi olmak 

üzere 4 bölüme ve morfolojik açıdan ise tip A ve tip B olarak adlandırılan iki 

farklı kategoriye ayrılır. Tip A Sertoli hücrelerinde lümene atılmaya hazır 

olgun spermatidler Sertoli hücresi kriptleri arasında oldukça derinde 

bulunurken, Tip B Sertoli hücrelerinde spermatidler yüksekte ve lümene 

yakın yerlerde bulunur (Dimitriadis ve ark. 2015). 

YetiĢkinlerde Sertoli hücrelerinin sayısı hem testis ebadını hem de 

günlük sperm üretimini belirler (Sharpe ve ark. 2003). Bazal lamina üzerine 
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oturan Sertoli hücrelerinin Leydig hücreleri üzerinde parakrin etkisi 

bulunmaktadır (Johnson ve ark. 2008). 

Leydig hücreleri, seminifer tübüller arasındaki intestiyel alanda 

(intestiyel bağ dokusu) bulunan ve yüksek konsantrasyonda testosteron 

üretimi ile spermatogenezi destekleyen hücrelerdir. Yuvarlak ökromatik bir 

çekirdeğe ve periferik bölgesinde lipit damlacıkları içeren soluk lekeli 

sitoplazmaya sahip olan yuvarlak Ģekilli hücrelerdir (Dongmei 2011). Leydig 

hücreleri, kolesterolün sentezlendiği ve pregnenolonun testosterona hızla 

metabolize edildiği bol miktarda granülsüz endoplazmik retikulumuna sahiptir 

(Johnson ve Neaves 1981). Bu hücreler, testis somatik hücrelerinin sadece 

%5'ini oluĢturur (Kerr 1991, Setchell 2008). 

1.4. Hiperkolesterolemi ve Ġnfertilite 

Fransız kimyager M.E. Chevreul, 1815'te ilk kolesterol keĢfi ile 

tanınmıĢtır. Ġnsan safra kesesi taĢlarının bir bileĢeni olarak bulmuĢ ve buna 

kolesterol (safra için chole ve katı için stereos) adını vermiĢtir (Deuel 1957, 

Gibbons ve ark. 1982).  

Erkek üreme sisteminde lipid homeostazisinin testiküler ve post-

testiküler mekanizmalarla yapıldığı öne sürülmüĢtür (Lobaccaro ve ark. 2012, 

Maqdasy ve ark. 2013). Serum lipid konsantrasyonunun sperm 

parametrelerinin kalitesi ile bir iliĢkilisi olmadığı, trigliserit düzeyindeki artıĢla 

iliĢkili olarak endojen testosteronda azalma olduğu bildirilmiĢtir (Zmuda ve 

ark. 1997, Khalili ve ark. 2006). 

Trigliseritlerdeki artıĢın erkeklerde spermatogenez üzerinde zararlı 

etkiye sahip olduğu belirlenmiĢtir (Vignon ve ark. 1989). Ġnfertil erkeklerde 

sperm trigliseritlerinin sperm aktivitesini ve testosteron miktarını azalttığı 

saptanmıĢtır (Ergun ve ark. 2007). Bu bulguların aksine, trigliserit 

konsantrasyonu ve sperm parametreleri (sperm konsantrasyonu, motilite ve 

morfoloji) arasında bir iliĢki göstermediği de öne sürülmüĢtür (Kulka ve ark. 

1984). Ġdiopatik infertilitesi olan hastalardan elde edilen spermatozoonlarda 
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kolesterol/fosfolipid oranı daha yüksek bulunmuĢtur (Sugkraroek ve ark. 

1991). 

 Lxr (karaciğer X reseptörü eksik fare modeli) eksikliği olan erkek 

farelerde  diyet kolesterolünün aĢırı yüklenmesinin tam infertiliteye neden 

olduğu bildirilmiĢtir. Bu özellikteki farelerde spermatogenezin 

etkilenmemesine rağmen spermatozoonların yaĢam ömrünün kısa olduğu, 

daha az hareketli olduğu ve erken bir akrozom reaksiyonuna karĢı oldukça 

hassas olduğu belirlenmiĢtir (Ouvrier ve ark. 2011). Ayrıca, 

hiperkolesteroleminin serbest radikaller ve spermatozoon için sitotoksik olan 

oksidatif stresin artması ile üreme ve testiküler hasara yol açtığı öne 

sürülmüĢtür (Shalaby ve ark. 2004, Bashandy 2007, Fang ve ark. 2012, 

Zhang ve ark. 2012). Antioksidanların ve lipit düĢürücü ajanların 

uygulanmasının, hiperkolesterolemi sırasında testis ve üreme fonksiyonlarını 

koruduğu gösterilmiĢtir (Shalaby ve ark. 2004, Bashandy 2007, Fang ve ark. 

2012). 

Bu çalıĢmada hiperkolesterolemi oluĢturulmuĢ farelerde Demir Dikeni 

(Tribulus Terrestris) ekstraktı uygulamasının testis dokusu ve AQP1 

ekspresyonu üzerine etkisinin histopatolojik, immünohistokimyasal ve Real 

Time PCR (RT-PCR) yöntemi ile incelenmesi amaçlanmıĢtır. 
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2. MATERYAL VE METOT 

Bu çalıĢma için Kafkas Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulundan 

(Karar No: 25.05.2015/051) onay alınmıĢtır. ÇalıĢmanın deney aĢaması 

Kafkas Üniversitesi Hayvancılık AraĢtırma ve Uygulama Merkezi, Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalı laboratuvarları ve Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji 

Bölümü laboratuvarlarında gerçekleĢtirilmiĢtir.  

2.1. Deney Hayvanı Materyali 

ÇalıĢmada kullanılan deney hayvanları Erzurum Gıda Tarım ve 

Hayvancılık Bakanlığından temin edildi. ÇalıĢmada daha önceden 

çiftleĢmemiĢ ve herhangi bir çalıĢmada kullanılmamıĢ 43 adet/40 günlük 

Balb-c cinsi erkek fare kullanıldı. Hayvanlar 25±2°C sıcaklıkta, %60-65 

düzeyinde nemin ve 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık döngüsünün 

uygulandığı koĢullarda günlük temizliği yapılan kafeslerde ve her kafeste 4 

hayvan olacak Ģekilde ad libitum olarak beslenerek barındırıldı. 

Gruplar bir haftalık alıĢtırma süresi sonunda rastgele seçilen 

farelerden aĢağıdaki gibi oluĢturuldu. 

Kolesterol ve Kol+DD (Kolesterol ve Demir Dikeni) grubu için ayrılan 

19 fareye Freund's Adjuvant Incomplete içinde çözdürülen %3 w/w kolesterol 

intraperitonal (i.p) olarak uygulandı (Kadir 2009). Rastgele seçilen 3 adet 

fareden 15 gün sonunda kan örnekleri alınarak kolesterol düzeyleri 116.5±7.8 

olarak ölçüldü ve yüksek kolesterol seviyesine (Satomi ve ark. 2012) ulaĢtığı 

belirlendi. Bunun sonucunda ise Demir Dikeni (DD) ve Kol+DD grubundaki 

farelere Demir Dikeni uygulamasına baĢlandı. 

Kolesterol Grubu (Kol) (n=8): Bu gruptaki farelere Freund's Adjuvant 

Incomplete içinde çözdürülen %3 w/w kolesterol intraperitonal (i.p) olarak 15 

gün boyunca uygulandı.  

Kolesterol ve Demir Dikeni Grubu (Kol+DD) (n=8): Bu gruptaki farelere 

distile su içinde çözünmüĢ ticari amaçla satılan katkısız DD ekstraktı 6 mg/kg 
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oral gavaj yöntemi ile 7 gün boyunca uygulandı (Jagadeesan ve Kavitha 

2006). 

Demir Dikeni Grubu (DD) (n=8): Bu gruptaki farelere distile su içinde 

çözünmüĢ ticari amaçla satılan katkısız DD ekstraktı 6 mg/kg oral gavaj 

yöntemi ile 7 gün boyunca uygulandı (Jagadeesan ve Kavitha 2006). 

Sham Grubu (n=8): Bu gruptaki farelere 15 gün boyunca Freund's 

Adjuvant Incomplete intraperitonal (i.p) olarak uygulandı. 

Kontrol Grubu (n=8): Bu gruptaki farelere herhangi bir uygulama 

yapılmadı. 

Deney sonunda fareler eter anestezisi yapıldıktan sonra servikal 

dislokasyon yoluyla ötenazi edilerek testis dokuları alındı. Sağ testis dokuları 

RT-PCR yönteminde kullanılmak üzere -80°C’de muhafaza edilirken sol 

testis dokuları ise histolojik ve immünohistokimya çalıĢmalar için %10’luk 

formaldehit tespit solüsyonuna alındı. 

2.2. Canlı Ağırlık ve Testis Ağırlığı Ölçümü 

Deneye baĢlamadan önce ve deney sonunda gruplardaki fareler 

tartılarak ağırlıkları alındı. Sağ ve sol testis ağırlıkları ayrı ayrı ölçülüp çeĢitli 

çalıĢmalar için farklı iĢlemler uygulandı. 

2.3. Biyokimyasal Analizler 

Deney sonunda eter anestezi altında kalpten alınan kan örneklerinden 

total kolesterol değerleri ölçüldü. 

2.4. Histolojik Ġncelemeler 

%10'luk formaldehit tespit solusyonunda tespit edilen testis dokuları 

rutin histolojik iĢlemlerden geçirilerek parafinde bloklandı. Bloklardan alınan 5 

μm’lik kesitlere dokunun genel yapısını göstermek amacıyla Crossman’ın 

üçlü boyama tekniği ve Hematoksilen&Eosin boyaması uygulandı. 
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2.5. Ġmmünohistokimyasal Ġncelemeler 

Ġmmünohistokimyasal inceleme için Avidin-Biotin-Peroksidaz tekniği 

kullanıldı. Krom alum jelatin ile kaplı lamlara 4 μm’lik kesitler alınarak 

deparafinizasyon ve dehidrasyon iĢlemleri uygulandı. Ardından endojen 

peroksit aktivitesini önlemek için hidrojen peroksitin metanoldeki (%3) 

çözeltisinde 20 dk bekletildi. Kesitler PBS (Fosfatlı Buffer Solüsyonu) (pH 

7.4) ile yıkandıktan sonra antijenik reseptörlerin açığa çıkması amacıyla 

sodyum sitrat buffer (pH 6.0) solüsyonu içerisinde mikrodalga fırında 600 

watt, 20 dk tutuldu. Blocking Solüsyon A (Ġnvitrogen-Histostatin Plus Bulk Kit) 

ile 10 dk boyunca inkübe edilen kesitler PBS yıkaması yapılmadan Aquaporin 

1 primer antikoru [1/500] (abcam: ab9566) damlatılarak oda sıcaklığında 1 

saat boyunca bekletildi. Daha sonra kesitler biotinli sekonder antikor ile 30 dk 

ve Streptavidin preokidaz solüsyonunda 30 dk inkübe edildi. Antikor 

reaksiyonunu göstermek amacıyla kesitlere DAB (3,3′-Diaminobenzidine) 

kromojen solüsyonu eklendi ve ıĢık mikroskobu ile incelendi. 

Ġmmünoreaktivitenin durumu kontrol edilerek reaksiyon PBS ile durduruldu. 

Distile su ile yıkanan kesitler zıt boyama için Harris’in hematoksilen 

boyamasına tabi tutuldu ve dehidre edilerek entellan ile kapatıldı.  

Kesitlerde boyanma derecesi kriter alınarak semikantitatif yöntem ile 

skorlama yapıldı. Değerlendirmede zayıf (+), orta derecede (++) ve yoğun 

(+++) olmak üzere boyanma özelliklerine göre derecelendirme yapıldı. 

Ġmmunohistokimyasal boyamanın spesifik olup olmadığını belirlemek 

amacıyla kesitlere bütün iĢlemler aynı olmak koĢulu ile primer antikor ilave 

edilmeksizin (negatif kontrol) immunohistokimyasal boyama prosedürü 

uygulandı. 

Histolojik ve immunohistokimyasal incelemeler için hazırlanan 

preparatlar ıĢık mikroskobunda (Olympus Bx53, Japan) değerlendirildikten 

sonra fotoğraflandırıldı. 
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2.6. Real Time PCR (RT-PCR) Yöntemi 

2.6.1. TRI Reagent ile Total RNA Ġzolasyonu 

 -80°C’de alınan numuneler oda ısısına gelmesi beklenmeden 1 ml TRI 

Reagent içerisinde homojenize edildi. 

 1 ml TRI reagent içerisinde konulan dokular, homojenizasyonun 

ardından sürekli pipetlenerek TRI reagent’ın dokulara iyice nüfuz 

etmesi amaçlandı. 

 5 dk oda sıcaklığında bekletilen homojenatlar her 1 ml TRI reagent için 

200 µl kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca hızlı bir Ģekilde 

çalkalandı 

 KarıĢım 10 dk. boyunca oda ısısında bekletildi ve bu süre sonunda 15 

dk boyunca 13.000 rpm’de santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonunda oluĢan üst faz, yeni bir eppendorf tüpüne aktarıldı. 

 Yeni tüpe aktarılan üst fazın üzerine, kullanılan 1 ml TRI reagent için 

500 µl izopropanol eklenerek 10 dk. boyunca oda ısısında bekletildi. 

 KarıĢım, süre sonunda 8 dk. boyunca 13.000 rpm’de santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonunda karıĢım yavaĢ bir Ģekilde dökülerek pelet elde edildi. 

 Elde edilen peletin üzerine, kullanılan 1 ml TRI reagent için 1 ml  

%75’lik etanol eklenerek vortexlendi ve peletin etanol içerisinde 

çözünmesi sağlandı.  

 Vortexlenen karıĢım 5 dk. boyunca 7.500 rpm’de santrifüj edildi. 

 Santrüfüj sonunda karıĢım yavaĢ bir Ģekilde dökülerek tekrar peletelde 

edilerek tüpler ters çevrildi ve 15-20 dk. boyunca oda ısısında tüplerin 

kuruması sağlandı. 

 Kurutma iĢleminin ardından pelet, 80 µl DNase/RNase içermeyen 

dH2O ile iyice çözülerek homojenize edildi. 
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2.6.2. Total RNA Örneklerinden Geri Transkripsiyon (RT) Yöntemi 

ile cDNA Kütüphanesinin OluĢturulması 

 cDNA kütüphanesinin oluĢturulması için Thermo Scientific Revert Aid 

First Strand cDNA Synthesis Kit kullanıldı. Yürütülen tüm basamaklar 

kit protokolünde belirtilen yönergeler doğrultusunda yapıldı. 

 RNA örneklerinden eĢit yoğunlukta alınması için gereken miktar 

belirlendi. 

 RNA örnekleri bir pipet yardımıyla buz üzerinde tekrardan homojenize 

edildi ve 1. basamakta hesaplanan örnek miktarları PCR tüplerine 

aktarıldı. 

 PCR tüplerine aktarılan örneklerin üzerine 1 µl Oligo (dT)18 primeri 

eklenerek son hacim steril dH2O ile 12 µl’ye tamamlandı. 

 KarıĢım pipet yardımı ile homojenize edilerek santrifüj edildi (Tek 

spin). 

 Spinlemeden sonra karıĢım, 65°C’de 5 dk. boyunca inkübasyona 

bırakıldı. 

 Ġnkübasyonun ardından her tüpe 2 µl dNTP (10mM) mix, 1 µl Ribo 

Lock RNase Inhibitor (20 U/µl), 4 µl 5x Reaction Buffer ve 1 µl Revert 

AidM- MuLV RT (200U/µl) eklendi. 

 Son olarak karıĢım sırasıyla 42°C’de 60dk. ve 70°C’de 5 dk. 

boyunca bekletilerek reaksiyonların tamamlanması sağlandı. 

2.6.3. RT-PCR ile Aquaporin 1 (AQP1) Gen Expresyonunun 

Belirlenmesi 

cDNA içeren tüplerin her birinden 1 µl örnek DNA, 2,5µl 10X tampon, 

2,5 µl MgCI2, 2 µl dNTP, 2,5 µl MMP-primer-F, 2,5 µl MMP-primer R, kontrol 

grubu için 2,5 µl Aktin F, 2,5 µl Aktin R, 0,5 µl Taq DNA Polimeraz ve son 

olarak toplam hacmi 25 µl tamamlamak için 11,5 µl ddH2O eklenerek tüpler 

PCR cihazına yerleĢtirildi ve Tablo 5’de gösterilen PCR programları 

uygulandı. Elde edilen ürünler -20 °C’ye alındı. 



21 

DNA örneklerine uygulanan PCR programı.   

 

Light Cycler sisteminin uygulanmasında; yalnızca çift zincirli DNA’ya 

bağlandıklarında floresans veren boyalar (Sybergreen 1) kullanılarak 

çoğalmaya bağlı DNA artıĢı ortaya çıkan floresansın miktarıyla ölçülmektedir.  

ÇalıĢma kapsamında kullanılan Real Time PCR Mix içeriği Tablo 1’de 

gösterilmiĢtir. Hazırlanan mix 95°C’ de 5 dk. enzim aktivasyonu için bekletildi 

ve daha sonra uygun koĢullarda reaksiyonu (Tablo 2) gerçekleĢtirildi. 

Tablo 1. Real Time PCR Mix içeriği. 

 
KarıĢım 

 
Miktar 

 
SybergreenMix 

 
10  µl 

 
PCR Grade Water 

 
4 µl 

 
PrimerMix 

 
1 µl 

 
cDNA 

 
5 µl 

 

Tablo 2. Real Time PCR reaksiyon koĢulları. 

 
50 Siklus 

 
Süre 

 
Derece 

 
Denatürasyon 

 
10s 

 
95°C 

 
Bağlanma 

 
30s 

 
55°C 

 
Uzama 

 
10s 

 
72°C 

 

94°C’de, 2dk 

94°C’de 1 dk, 

60°C’de, 1dk,       X 40 

72 °C’de 1 dk 

72°C’de 5dk 

4°C’de 5 dk 
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Tablo 3. ÇalıĢmada kullanılan Aquaporin 1 (AQP1) ve GAPDH primerlerinin 
dizilimleri. 

 
Gen 

 
Oligonükleotid Dizisi 

 
Forward/Reverse 

 
Aquaporin 1  

 
TGGACACCTCCTGGCTATTG 

 
Forward 

 
Aquaporin 1 

 
GGGCCAGGATGAAGTCGTAG 

 
Reverse 

 
GAPDH 

 
GTTCGACAGTCAGCCGCATC 

 
Forward 

 
GAPDH 

 
GGAATTTGCATGGGTGGA 

 
Reverse 

 

2.7. Ġstatistiksel Değerlendirmeler 

ÇalıĢmada elde edilen verilerin değerlendirilmesinde SPSS (16.0) 

paket programı kullanıldı. 

Ġkiden fazla gruplar arasındaki farklılıkları belirlemek için Tek Yönlü 

Varyans (One Way ANOVA) testi uygulandı. ĠkiĢerli gruplar arasındaki 

farklılıkları belirlemek için ise T-testi kullanıldı. 
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3. BULGULAR 

3.1. Testis ve Canlı Ağırlık Bulguları 

Tablo 4. Gruplar arası canlı ağırlık (g) sonuçlarının istatistiksel değerlendirilmesi. 

GÜNLER   

GRUPLAR 

1.GÜN 24.GÜN  P 

KOLESTEROL 33.40±0.58
a
 42.73±0.71

a
    *** 0.000 

KOL+DD 31.99±1.11
a
 36.70±1.38

b
     * 0.019 

DD 29.89±0.99
a
 29.15±1.10

c
     - 0.626 

SHAM 32.68±0.60
a
 38.60±1.24

ab
    ** 0.001 

KONTROL 32.49±0.81
a
 36.03±1.63

b
    - 0.080 

P 0.061 0.000   

Aynı sütunda aynı harf taĢıyan gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklar önemsiz, farklı 

harf taĢıyan gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklar önemlidir. 

Aynı satırdaki ikiĢerli gruplar arasında ise; (-): P>0,05, *: P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001 

 

Deneye baĢlamadan önce (1. gün) tüm gruplardaki fareler canlı ağırlık 

yönünden değerlendirildiğinde Kontrol, Sham, DD, Kolesterol ve Kol+DD 

grupları arasında istatistiksel açıdan bir fark gözlenmezken (P>0,05), deney 

sonunda (24. gün) bu gruplar arasında anlamlı bir fark olduğu belirlendi 

(P<0,001). 24. günde canlı ağırlık bakımından DD grubu ile Kolesterol, 

Kol+DD, Sham ve Kontrol grupları arasında ve Kolesterol grubu ile Kol+DD, 

DD ve Kontrol grupları arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark olduğu 

görüldü (P<0,05). Kontrol, Sham ve Kol+DD grupları arasında ise istatistiksel 

açıdan bir fark gözlenmedi (P>0,05). 1. ve 24. günlerde canlı ağırlık 

bakımından yapılan karĢılaĢtırmada DD ve Kontrol gruplarında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark yokken, Kolesterol grubunda farklılık ileri düzeyde 

önemli (P<0,001), Kol+DD grubunda  önemli (P<0,05), Sham grubunda çok 

önemli (P<0,01) bulunmuĢtur. 
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Tablo 5. Gruplar arası testis ağırlığı (g) sonuçlarının istatistiksel değerlendirilmesi. 

TESTĠSLER 

GRUPLAR 

SAĞ 

TESTĠS 

SOL 

TESTĠS 

 P 

KONTROL  1.494±0.83
bc 

1.466±0.84
bc

 
-
 0.82 

SHAM 1.731±0.11
ab

 1.680±0.13
ab - 

0.77 

DD 1.326±0.02
c 

1.316±0.02
c - 

0.74 

KOLESTEROL 1.880±0.60
a 

1.915±0.79
a - 

0.73 

KOL+DD 1.792±0.09
a 

1.654±0.77
ab - 

0.27 

P 0.000 0.000   

Aynı sütunda aynı harf taĢıyan gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklar önemsiz, farklı 

harf taĢıyan gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklar önemlidir. 

Aynı satırdaki ikiĢerli gruplar arasında ise;  (-): P>0,05, *: P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001 

Tüm gruplardaki fareler sağ testis ağırlığı yönünden 

değerlendirildiğinde Kolesterol, Kol+DD ve Sham grupları arasında 

istatistiksel açıdan bir fark görülmedi (P>0,05). DD grubu ile Kontrol grubu 

arasında istatistiksel açıdan bir fark gözlenmezken (P>0,05), DD grubu ile 

Kolesterol, Kol+DD ve Sham grupları arasında istatiksel olarak anlamlı bir 

fark olduğu belirlendi (P<0,05). Sol testis ağırlığı bakımından Kolesterol 

grubu ile DD ve Kontrol grupları arasında ve DD grubu ile Sham, Kolesterol 

ve Kol+DD arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu (P<0,05) 

saptandı. Tüm gruplardaki farelerin sağ ve sol testis ağırlıkları arasında 

istatistiksel olarak bir fark olmadığı görüldü. 
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3.2. Kolesterol Değerleri 

Tablo 6. Gruplar arası Kolesterol seviyelerinin (mg/dl) istatistiksel değerlendirilmesi 

KOLESTEROL SEVĠYELERĠ   

GRUPLAR 

(mg/dl) 

KOLESTEROL 111.78± 3.50
a
 

KOL+DD 77.86± 0.94
b
 

DD 73.05± 1.67
bc

 

SHAM 70.36± 0.84
c
 

KONTROL 70.55 ± 0.95
c
 

Sig. 0.000 

Aynı sütunda aynı harf taĢıyan gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklar önemsiz, farklı 

harf taĢıyan gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklar önemlidir (P<0,001). 

Kolesterol seviyesi bakımından DD grubu ile Kontrol ve Sham grupları 

arasında istatistiksel açıdan bir fark gözlenmezken (P>0,05). Kolesterol 

grubu ile Kol+DD, DD, Sham ve Kontrol grupları arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark olduğu belirlendi (P<0,001). 

3.3. Histopatolojik Bulgular 

Kontrol grubu farelerin testis dokusunda seminifer tübüllerin ve bu 

tübüllerde bulunan spermatogonium, primer spermatosit, sekonder 

spermatosit, spermatid ve Sertoli hücrelerinin normal yapıda olduğu görüldü. 

Seminifer tübüllerin arasında intersitisyel bağ dokusu (interstiyel alan) ile bağ 

dokusu içerisinde Leydig hücreleri ve kan damarlarının bulunduğu gözlendi 

(Resim1). 

Sham, DD ve Kol+DD gruplarındaki farelerin testis dokularının Kontrol 

grubundakiler ile benzer  histolojik yapıya sahip olduğu gözlendi (Resim 2-4). 

Kolesterol grubundaki farelerin testis dokularında seminifer tübüllerde hücre 

kayıpları ve hücrelerde hidropik dejenerasyon olduğu saptandı (Resim 5). 
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Resim 1. Kontrol grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tübül, (okmy): Myoid 
hücre, (oks): Spermatogonium, (ok baĢı): Primer spermatosit, (ok): Sertoli hücresi, 
(yıldız): Ġnterstiyel bağ dokusu, (kıvrık ok): Leydig hücresi, (oksp): Spermatid. Üçlü 
boyama (Triple). 
 

 

Resim 2. Sham grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tübül, (okmy): Myoid 
hücre, (oks): Spermatogonium, (ok baĢı): Primer spermatosit, (ok): Sertoli hücresi, 
(yıldız): Ġnterstiyel bağ dokusu, (oksp): Spermatid. Üçlü boyama (Triple). 
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Resim 3. DD grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tübül, (okmy): Myoid hücre, 
(oks): Spermatogonium, (ok baĢı): Primer spermatosit, (oksp): Spermatid. Üçlü 
boyama (Triple). 
 
 

 

Resim 4. Kol+DD grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tübül, (okmy): Myoid 
hücre, (oks): Spermatogonium, (ok baĢı): Primer spermatosit, (ok): Sertoli hücresi, 
(yıldız): Ġnterstiyel bağ dokusu, (oksp): Spermatid. Üçlü boyama (Triple). 
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Resim 5. Kolesterol grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tübül, (ok baĢı): 
Hidropik dejenerasyon. H&E boyama. 

 

3.4. Ġmmünohistokimyasal Bulgular 

Tüm gruplardaki farelerin testis dokusu AQP1’in immünohistokimyasal 

olarak dağılımı ve immünoreaktivite derecesi yönünden incelendi ve kapsül, 

interstiyel bağ dokusu, damar endoteli ile eritrositlerde AQP1 

immünoreaktivitesi belirlendi (Resim 6-11). 

Kontrol, Sham, DD, Kol+DD ve Kolesterol grubundaki farelerin testis 

dokusunu saran kapsülde orta derecede AQP1 immünoreaktivitesi görüldü. 

Kontrol, Sham, Kol+DD ve Kolesterol gruplarında interstiyel bağ dokusunda 

yoğun AQP1 immünoreaktivitesi gözlenirken DD grubunda orta derecede 

olduğu saptandı. Kontrol ve Sham gruplarında damar endotelinde AQP1 

immünoreaktivitesi orta derece, DD, Kol+DD ve Kolesterol gruplarında ise 

zayıf derecede olduğu belirlendi. Kontrol, Sham, DD ve Kol+DD gruplarında 

eritrositlerde AQP1 immünoreaktivitesinin yoğun, Kolesterol grubunda ise 

 



29 

orta derecede olduğu görüldü (Tablo 7). Negatif kontrol fare testis dokusunda 

ise AQP1 immünoreaktivitesi gözlenmedi (Resim 12). 

 
Tablo 7. Gruplarda AQP1 immünoreaktivitenin semikantitatif analiz sonuçları. 

Testisdeki AQP1 immünoreaktivitesi; (+): Zayıf, (++): Orta, (+++): Yoğun. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Kontrol Sham DD Kol+DD Kolesterol 

Kapsül    ++      ++ ++    ++      ++ 

Ġnterstiyel bağ 
dokusu 

+++ +++ ++ +++ +++ 

Damar endoteli    ++      ++   +     +     + 

Eritrositler +++ +++ +++ +++ ++ 
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Resim 6. Kontrol grubu. Fare testis dokusu. AQP1 immünoreaktivitesi. (ok): 
Ġnterstiyel bağ dokusu, (ok baĢı): Damar endoteli. 

 

 

Resim 7. Sham grubu. Fare testis dokusu. AQP1 immünoreaktivitesi. (ok): 
Ġnterstiyel bağ dokusu, (ok baĢı): Damar endoteli. 
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Resim 8. DD grubu. Fare testis dokusu. AQP1 immünoreaktivitesi. (ok): Ġnterstiyel 
bağ dokusu, (ok baĢı): Damar endoteli, (kıvrık ok): Eritrosit, (okk): Kapsül. 
 

 

Resim 9. DD grubu. Fare testis dokusu. AQP1 immünoreaktivitesi. (ok): Ġnterstiyel 
bağ dokusu, (ok baĢı): Damar endoteli , (kıvrık ok): Eritrosit, (okk): Kapsül. 
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Resim 10. Kol+DD grubu. Fare testis dokusu. AQP1 immünoreaktivitesi. (ok): 
Ġnterstiyel bağ dokusu, (ok baĢı): Damar endoteli, (kıvrık ok): Eritrosit. 
 

 

Resim 11. Kolesterol grubu. Fare testis dokusu. AQP1 immünoreaktivitesi. (ok): 
Ġnterstiyel bağ dokusu, (ok baĢı): Damar endoteli. 
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Resim 12. Kolesterol grubu. Fare testis dokusu. Negatif kontrol. (st): Seminifer 
tübül. 

 

3.5. Real-Time PCR Bulguları 

ÇalıĢmamızda oluĢturulan grupların ilk olarak Aquaporin1 (AQP1) geni 

PCR ile elde edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre genin varlığı belirlenmiĢtir 

(ġekil 1). 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1. Aquaporin 1 (AQP1) geni PCR görüntüsü. 

 

 
  

Kolesterol 

1   2   3   4    5   6 

GAPDH 

Kontrol ve Sham 

Kol+ DD 

DD 
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AQP1 geni PCR sonuçları genin varlığı gösterilmiĢ ve genin 

ekspresyon düzeyi için Light Cycler Sybeer Green metodu kullanılmıĢtır. 

Gruplar arasında AQP1’in gen ekspresyonu RT-PCR ekniğiyle analiz edilmiĢ 

ve kontrol grubu olarak GAPDH kullanıldı. 

Tablo 8. Gruplar arasında GAPDH mRNA ekspresyonunun karĢılaĢtırılması (ġekil 
2). 

 

GRUPLAR 

 

N 

 

GAPDH mRNA 

 

SD  

KONTROL 6 85,710 9,856 

SHAM 6 84,423 8,402 

KOLESTEROL 6 79,318 9,714 

KOL+DD 6 80,926 8,450 

DD 6 83,547 10,920 

ġekil 2. GAPDH kontrol geni Real Time grafikleri. 

Gruplar GAPDH geni ekspresyon düzeyi bakımından istatiksel olarak 

karĢılaĢtırıldı ve gruplar arasında anlamlı bir fark olmadığı belirlendi (P>0,05) 

(Tablo 8, ġekil 2). 
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Tablo 9. Gruplar arasında Aquaporin 1 (AQP1) mRNA ekspresyonunun 
karĢılaĢtırılması (ġekil 3). 

 
GRUPLAR 

 
N 

 
 AQP1 mRNA 

 
SD  

 
KONTROL 

 
6 

 
0,0030 

 
0,00027 

 
SHAM  

 
6 

 
0,0029 

 
0,00030 

 
KOLESTEROL  

 
6 

 
0,0034 

 
0,00035 

 
KOL+DD  

 
6 

 
0,0074 

 
0,00074 

 
DD  

 
6 

 
0,0082 

 
0,00081 

ġekil 3. AQP1 geni Real Time grafikleri. 

AQP1 geni amplifikasyon sonuçları kontrol geni ile karĢılaĢtırıldığında  

Kontrol, Sham ve Kolesterol gruplarının ekspresyon düzeyinin diğer gruplara 

göre yakın miktarda olduğu belirlendi. Kol+DD grubunun Kontrol, Sham ve 

Kolesterol gruplarına göre ekspresyon düzeyi fazlayken, DD grubunun ise 

ekspresyon düzeyinin diğer gruplara göre daha fazla olduğu belirlendi. 

Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu belirlendi (P<0,05) 
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(Tablo 9, ġekil 3). Bu sonuçlar Demir Dikeninin AQP1 geni ekspresyonunu 

arttırdığı ve ekspresyona etki ettiğini gösterdi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

4. TARTIġMA VE SONUÇ 

Lipid homeostazı, spermatogenik hücreleri için özellikle önemlidir. 

Lipid konsantrasyonları kolesterol, desmosterol ve fosfolipid gibi yağ 

türevlerinin farklılaĢmasıdır ve bu farklılaĢmalar spermatogenik hücrelerin 

membran akıĢkanlığını ve döllenmesini korumak için önemlidir (Rejraji ve ark. 

2006). Lipid metabolik bozukluklarının doğurganlık üzerindeki etkisi 

Ģimdilerde klinik bir problem haline gelmiĢtir (Kasturi ve ark. 2008, Maqdasy 

ve ark. 2013). Bir dizi insan çalıĢması hiperkolesterolemi ve erkek infertilitesi 

arasında bir iliĢki olduğunu göstermiĢtir (Padrón ve ark. 1989, Ramírez-

Torres ve ark. 2000). 

Limon otu esansiyel yağının farelerde serum kolesterol düzeyini ve 

vücut ağırlığını azalttığı bildirilmiĢtir (Celso ve ark. 2011). Sıçanlarda 

kolesterollü yüksek yağlı diyet ile beslenme sonucunda, canlı ağırlık, testis 

ağırlığı ve serum total kolesterol değerlerinin arttığı ancak timokinon 

uygulaması ile bu değerlerin istatistiksel olarak kontrol grubuna benzer 

değerlere düĢtüğü öne sürülmüĢtür (Asker ve Karadağ Sarı 2017). Diabetik 

erkek sıçanlarda tarçının vücut ağırlığında düĢüĢe neden olduğu 

belirlenmiĢtir (Yediel Aras ve Karadağ Sarı 2016). Demir Dikeninin lipidler 

üzerindeki etkilerini araĢtıran bir çalıĢmada, Demir Dikeninin serum kolesterol 

ve trigliserit düzeylerini önemli ölçüde azaltabileceğini göstermiĢtir (Chu ve 

ark. 2003). Demir Dikeninin halk hekimliğinde yaygın olarak diüretik ve kolik 

ağrıları, hipertansiyon ve hiperkolesterolemiye karĢı kullanıldığı belirtilmiĢ 

(Arcasoy ve ark. 1998) ve serumdaki yüksek kolesterol seviyesini düĢürmede 

çok etkili olduğu öne sürülmüĢtür (Tuncer ve ark. 2009).  YapmıĢ olduğumuz 

çalıĢmada yüksek kolesterol seviyelerine sahip olan farelere Demir Dikeni 

uygulanmasının kolesterol değerlerini Kontrol grubuna benzer düzeylere 

düĢürdüğü belirlendi. 

Sıçanlarda hem Bisphenol–A (BPA)'nın hem de Soya Ġzoflavonların 

(SIF), testis dokusu ve enzimleri ile erkek sıçanların doğurganlığını 

etkileyebilecek hormonal seviyelerde bozulmaya neden olduğu ve Demir 

Dikeni ekstraktının  bu zararlı etkileri hafiflettiği bildirilmiĢtir (Nashwa ve 
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Sahar 2015). Demir Dikeninin albino sıçanlarda BPA'nın neden olduğu 

spermatotoksisiteye karĢı koruma sağladığı ve BPA'nın albino sıçan 

testislerinde oluĢturduğu dejeneratif lezyonları iyileĢtirme yeteneğine sahip 

olduğu öne sürülmüĢtür (Bushra ve ark. 2017). Diyabetik sıçanlarda testis 

ağırlığı azalmıĢ ve testis dokusunda dejeneratif lezyonlar gözlemlenmiĢ, 

Demir Dikeni ekstraktının uygulanması sonucu ise testis ağırlığında artıĢ ve 

testisde oluĢan dejeneratif alanların iyileĢtiği belirlenmiĢtir (Hend ve ark. 

2015).  

Alüminyum klorüre (AICI3) maruz kalan farelerin testis ve vücut 

ağırlığında azalma, testis dokusundaki seminifer tübüllerde ve Leydig 

hücrelerinde dejeneratif değiĢiklikler ve bunun yanında kolesterol seviyesinin 

artmıĢ olduğu saptanmıĢtır. Demir Dikeni ile tedavi edilmiĢ AICI3 grubunun  

testis ve vücut ağırlığında artma, dejeneratif testis dokularında iyileĢme ve 

kolesterol seviyesinin ise kontrol grubuna benzer olduğu bildirilmiĢtir 

(Praveen ve Poonam 2015). Siklofosfamid (romatolojide ve kanser 

tedavisinde kullanılan ilaç) uygulanan farelerde Demir Dikeni kullanımının 

testesteron seviyesini arttırdığı ve testis dokusundaki histopatolojik durumu 

iyileĢtirdiği tespit edilmiĢtir (Natasha ve ark. 2018). 

Sıçanlarda Demir Dikeni ekstraktı uygulamasının vücut ve testis 

ağırlığı olmak üzere diğer üreme organlarının ağırlığını arttırdığı bildirilmiĢtir 

(Aruna ve ark. 2009, Hemalatha ve Rajeswari 2015). BaĢka bir araĢtırmada 

ise Demir Dikeni ekstraktının sıçanlarda vücut ağırlığında düĢüĢe neden 

olduğu ancak cinsel aktivite ve spermatogenez üzerinde olumlu etkisinin 

bulunduğu saptanmıĢtır (Gauthaman ve ark. 2002). 

Balb-c farelerde artmıĢ total kolesterol düzeyi ile iliĢkili olarak vücut 

ağırlığında azalma olduğu bildirilmiĢtir (Chih-Ya Cheng ve ark. 2005). Yüksek 

kolesterolün (Shalaby ve ark. 2004, Bataineh ve Nusier 2005) ve yüksek yağ 

ile beslenmenin sıçan ve tavĢanlarda (Mortazavi ve ark. 2014), sperm 

canlılığını, hareketliliğini ve kısmen de sayılarını azalttığı belirlenmiĢtir 

(Shalaby ve ark. 2004, Bataineh ve Nusier 2005). Aynı zamanda da 

morfolojik olarak anormal sperm hücrelerinin yüzdesinin arttığı tespit 
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edilmiĢtir (Shalaby ve ark. 2004, Mortazavi ve ark. 2014). Bu çalıĢmada 

Kolesterol grubundaki farelere Demir Dikeni bitkisinin uygulamasının farelerin 

canlı ağırlıklarını Kontrol grubuna yakın seviyelere indirdiği ve aynı zamanda 

testis ağırlıklarında azalmaya neden olduğu görüldü. 

30 gün boyunca civa zehirlenmesine tabi tutulan farelere 15 gün 

boyunca Demir Dikeni uygulaması yapılmıĢ ve  civa zehirlenmelerinin kontrol 

grubuna göre iyileĢtiği gözlemlenmiĢtir (Jagadeesan ve ark. 2005). 

Hiperkolesterolemik sıçanların testis dokusunun çoğunda spermatogenez 

kaybıyla birlikte dejenere atrofiye bağlı, iĢlevsiz seminifer tübüllerin olduğu 

belirlenmiĢtir (Shalaby ve ark. 2004). Hiperkolesteroleminin serbest radikaller 

ve spermatozoa için sitotoksik olan oksidatif stresin artması ile üreme ve 

testiküler hasara yol açtığı öne sürülmüĢtür (Shalaby ve ark. 2004, Zhang ve 

ark. 2012).  

ÇalıĢmamızda Demir Dikeni uygulamasının Kolesterol grubundaki 

farelerin testis dokusunda seminifer tübüllerde görülen hücre kayıpları ve 

hidropik dejenerasyon gibi histopatolojik bulguları tedavi edici yönde giderdiği 

belirlendi. 

Sıçan epididimisinde AQP1, epididimis tübüllerinin çevresinde bulunan 

myoid hücrelerinde eksprese edilmiĢtir. Tüm epididimis boyunca ve efferent 

kanalların yanı sıra intertubüler boĢluklarda bulunan damarların endotelyal 

hücrelerinde yoğun bir reaksiyon kaydedilmiĢtir. AQP1'in, testiste eksprese 

edilmediği bildirilmiĢtir (Badran ve Hermo 2002). Erkek AQP1 nakavt 

farelerin, üreme kapasitelerinin azaldığı belirlenmiĢtir (Oliveira ve ark. 2005). 

AQP1 eriĢkin farelerin rete testislerinde (Lu ve ark. 2008), kaz testisinde 

(Skowronski ve ark. 2010), köpek testis ve spermatozoonlarında (Ito ve ark. 

2008) insan testisinde (Yeung ve ark. 2010) eksprese olduğu öne 

sürülmüĢtür. AQP1 çift hörgüçlü deve testisinin interstitiumundaki vasküler 

endotelyal hücrelerde belirlenmiĢtir (An ve Wang 2016). AQP1'in sıçan ve 

mamoset maymununda testiste lokalize olmadığı bildirilmiĢtir (Jane ve ark. 

1998). 
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AQP1'in testis ve vas deferenslerde mRNA seviyelerinin doğum 

sonrası 15. günde az olduğu, 35. ve 70. günlerde ise büyük bir artıĢın 

meydana geldiği bildirilmiĢtir. AQP1 mRNA'nın ekspresyonunda oluĢan bu 

anlamlı değiĢimin, testiste, epididimde ve vas deferens'te yaĢlanma ile birlikte 

meydana geldiğini göstermiĢtir (Lu ve ark. 2008). 

Köpek sperminde AQP1 varlığı PCR (178 bp) sonucu ile 

doğrulanmıĢtır. Köpek sperminde tespit edilen AQP1'in, testisdeki PCR 

ürünleriyle aynı boyutta olduğu bildirilmiĢtir (Ito ve ark. 2008). Farelerde 

AQP1 proteinleri Western Blot yöntemi ile  testis, vas deferens ve prostatta 

belirlenmiĢtir (Lu ve ark. 2008). 

Ġnsan testisinde Sertoli hücreleri,  spermatogenik hücreler ve Leydig 

hücrelerinde AQP1 reaksiyonu olmadığı bildirilirken, damar endotelinin hücre 

zarında ve sitoplazmasında yoğun reaksiyon olduğu öne sürülmüĢtür 

(Nicòtina ve ark. 2005). YetiĢkin insan hidrosel testisde AQP1 proteininin 

tunica vaginalis içinde aĢırı ekspresyonu bildirilmiĢtir (Mami ve ark. 2014). 

AQP1'in testis dokusundaki varlığı ile ilgili farklı sonuçlar bulunsa da 

çalıĢmamızda RT-PCR yöntemi ile AQP1 geninin varlığı tespit edildi. Her ne 

kadar AQP1 immunorekativite derecesi gruplara göre farklılık gösterse de 

tüm gruplardaki farelerin testis dokusunda kapsül, interstisyel bağ dokusu, 

damar endoteli ve eritrositlerde, AQP1 immunoreaktivitesi 

immunohistokimyasal olarak da belirlendi. 

Sonuç olarak; bu çalıĢmada hiperkolesterolemi oluĢturulan farelere 

Demir Dikeni ekstraktı uygulanması ile farelerin canlı ağırlıkları, testis 

ağırlıkları ve serum total kolesterol düzeylerinin kontrol grubuna benzer 

olması, Demir Dikeni bitkisinin yüksek kolesterol durumlarında, tedavi edici 

bir bitki olarak kullanılabilecegini düĢündürmektedir.  Demir Dikeni ekstraktı 

uygulanan gruptaki farelerin testis dokusunda AQP1 mRNA ekspresyonunun 

diğer gruplara göre daha yüksek oranda tespit edilmesi ise testis dokusunda 

Demir Dikeninin AQP1 geni ekspresyonuna arttırıcı yönde etki ettiğini ortaya 

koymaktadır. 
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