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ONSOz

Bu ¢alismanin amaci: hiperkolesterolemi olusturulmus farelere Demir
Dikeni (Tribulus Terrestris) ekstraktinin oral gavaj yoluyla uygulanmasinin
farelerin testis dokusu Uzerine etkisinin histopatolojik olarak ve bu dokuda
hicre membranlarinda su kanali proteinleri olarak bulunan Aquaporin 1
(AQP1) ekspresyonu Uzerine etkisinin immunohistokimyasal ve RT-PCR
yontemleri ile belirlenmesidir.

Bu calismanin gergeklestiriimesinde, degerli bilgilerini benimle
paylasan, kullandigi her kelimenin hayatima kattigi 6nemini asla
unutmayacagim saygi deger danisman hocam Prof. Dr. Ebru KARADAG
SARl'ya, tez calismam boyunca bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim
degerli hocalarim Prof. Dr. Sahin ASLAN, Prof. Dr. Serpil DAG, Dog. Dr.
Sevda ELIS YILDIZ, Dog. Dr. Metin OGUN, Dr. Ogr. Uyesi Cem OZIC, Dr.
Ogr. Uyesi Serpil ADIGUZEL ISIK, Dr. Ogr. Uyesi Mustafa SERTCELIK, Dr.
Ogr. Uyesi Sikran YEDIEL ARAS ve Dr. Ogr. Uyesi Hasan ASKER'e,
katkilarindan dolayr Dr. Ogr. Uyesi Fatih KARA, Dr. Baris YILDIZ, Dr. Ogr.
Tarik MECIT, YL. Ogr. Erol BAYRAKCI, Vet. Hekim isa GUNAL, Vet. Hekim
Sileyman OZKAN ve Laborant Direnis HARMANKAYA'ya, her zaman
yanimda olan ve higbir zaman beni yalniz birakmayan, gosterdikleri sabir ve
verdikleri emeklerle buglnlere gelmemi saglayan aileme ve adini

yazamadigim emegdi gegen herkese ¢ok tesekkur ederim.
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1. OZET

Bu calismada hiperkolesterolemi olusturulmus farelerde Demir Dikeni
(Tribulus Terrestris) ekstraktinin oral gavaj yoluyla uygulanmasinin farelerin
testis dokusu Uzerindeki etkilerinin histopatolojik olarak ve bu dokuda AQP1
ekspresyonu Uzerine etkisinin immunohistokimyasal ve RT-PCR yontemleri

ile belirlenmesi amaglanmistir.

Arastirma materyali olarak daha dnceden c¢iftlesmemis ve herhangi bir
calismada kullaniimamis 43 adet / 40 gunlik Balb-c cinsi erkek fare
kullanildi. Gruplar bir haftalik alstirma slresi sonunda rastgele segilen
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
sekilde olusturuldu. Kolesterol ve Kolesterol ve Demir Dikeni grubundaki
farelere %3 w/w kolesterol intraperitonal (i.p) olarak 15 gun boyunca
uygulandi. 15 gunin sonunda Demir Dikeni ve Kolesterol ve Demir Dikeni
gruplarina Demir Dikeni ekstrakti 6 mg/kg olacak sekilde oral gavaj yontemi
ile 7 giin boyunca verildi. Deney sonunda tim gruplardaki fareler tartildiktan

sonra testis dokulari alindi.

Hiperkolesterolemi olusturulan farelerde Demir Dikeni ekstrakti
uygulanmasi sonucunda farelerin canli agirliklarinin, testis agirliklarinin ve
serum total kolesterol duzeylerinin kontrol grubuna benzer duzeyde oldugu
belirlendi. Kontrol, Sham, Demir Dikeni ve Kolesterol ve Demir Dikeni
gruplarina ait farelerin testis dokularinin normal histolojik yapida oldugu
ancak Kolesterol grubuna ait farelerin testis dokusunda seminifer tubullerde

hacre kayiplari ve hidropik dejenerasyon alanlarinin oldugu goérulda.

Sonu¢ olarak; Kolesterol grubuna goére Demir Dikeni ekstrakti
uygulanan grupta AQP1 mRNA ekspresyonunun daha yuksek oldugu tespit
edildi. AQP1 immunoreaktivite derecesinin ise diger gruplara gbére daha zayif
olan grubun hiperkolesterolemi olusturulan grup olmasi testis dokusunda
kolesterolin AQP1 Uzerine inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu

dustndurmektedir.
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Anahtar Sozcukler: Testis, Kolesterol, Demir Dikeni (Tribulus
Terrestris), AQP1, immiinohistokimya, 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 AQP1l 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. GENEL BILGILERI

Cinsel iktidarsizlik, 6dem, karin sisli§i ve kardiyovaskuler hastaliklara
kargi Hindistan, Cin, Bulgaristan ve Glney Afrika halk hekimliginde
kullaniimaktadir (Kostova ve ark. 2002).

Su kanali proteini ailesi olan Aquaporinler (AQPs) suyun hizl
hareketini kolaylastiran, klguk hidrofobik integral membran kanal
proteinleridir (Huang ve ark. 2006). Aquaporinler epitel boyunca dusuk
aktivasyon enerjisi ile suyun sudrekli ve hizli gegirgenligini saglayarak su
dengesi duzenlenmesinden sorumludur (Agre ve ark. 1993, Brown ve ark.
1993, King ve Agre 1996, Wintour 1997). AQP1 ilk olarak insan kirmizi kan
hicrelerinde ve renal proksimal tibullerde tanimlanmistir (Denker ve ark.
1988). AQP1'in vlcutta sivi salinimina ve sivi geri emilimine katilarak su
homeostazisi, néro-homeostaz, sindirim, vicut isisinin duzenlenmesi ile
ureme gibi fizyolojik sureglerde énemli rolleri bulundugu belirlenmigstir (Sui ve
ark. 2001). AQP1'in anjiyogenez, yara iyilesmesi, organ rejenerasyonu ve
tumor yayllmasinda rolinin bulunabilecedi 6ne surulmuagstir (Saadoun ve
ark. 2005).

Testisler, holokrin tipte salgi yapan ekzokrin karakterde bir cift
organdir. Her erigkin testis, 12-15 gram agirliginda olup sag testis genellikle
sol testisden daha buyuk ve agirdir (Krause 2005). Her testiste yaklasik 20-
1000 seminifer tubul yer alir. Seminifer tubudllerde spermatogenik (germ)
hicreler ve Sertoli (destekleyici) hicreleri olmak Uzere iki tir hicre bulunur
(Dongmei 2011).



1.1. Demir Dikeni (Tribulus Terrestris)

Cinsel iktidarsizlik, 6dem, karin sisligi ve kardiyovaskuler hastaliklara
kargi Hindistan, Cin, Bulgaristan ve Glney Afrika halk hekimliginde
kullaniimaktadir (Kostova ve ark. 2002). Bu bitki: saponinler, flavonoidler,
alkaloidler gibi biyolojik maddeler ve diger besin maddeleri bakimindan buyuk
oneme sahiptir (Wang ve ark. 1997). Bu 6nemli metabolitlerin mevcudiyeti ve
miktari bitkinin kullanilan kisimlarina baglidir. Demir Dikeninin meyvesi
(Caltrop fruit) ve koku fitosteroller, flavonoidler, alkaloidler ve glikositler gibi

farmakolojik olarak 6nemli metabolitleri icerir (Wu ve ark. 1996).

Demir Dikeni, erkeklerde cinsel iglevi artirmak amaciyla bir ener;ji verici
ve canlandirici olarak doguya 06zgu bitkisel formulasyonlarda bir bilesen
olarak yaygin bir sekilde kullanilir (Park ve ark. 2006). Bu bitki ekstresinin
insanlar ve hayvanlarda uygulanmasinin libido ve spermatogenezi gelistirdigi
belirtiimistir (Tomova ve ark. 1981). Demir Dikeninin saponin fraksiyonuna
dayali farmasotik preparatlarinin ve gida takviyelerinin diinya ¢capinda satisi
bulunmaktadir (Tomova ve ark. 1981, Adimoelja ve Adaikan 1997, Xu ve ark.
2000, Cai ve ark. 2001, Mulinacci ve ark. 2003). Geleneksel Cin tibbinda
Demir Dikeninin meyvesi yuksek tansiyon, koroner kalp hastaligi (Chui ve
ark. 1992, Lu ve ark. 1994) ve iktidarsizlik tedavisinde kullaniimistir
(Adimoelja 2000, Adaikan ve ark. 2000).

Demir Dikeni bitkisinin; idrar tasi (Al-Ali ve ark. 2003), Parkinson
hastaligi (Badmaev 2002), malign melanom (Bedir ve Khan 2000), karaciger,
g6z hastaliklari (Li ve Shi 1998) ve benign prostat hiperplazisi (Lokesh ve
ark. 2001) gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine dair bilgiler
bulunmaktadir. Demir Dikeninin erkek cinsel fonksiyonunu (Gauthaman ve
ark. 2002) ve sporcularin performansini gelistirebilecedi 6ne surUlmustir
(Krcik 2001). Demir Dikeninin halk hekimliginde yaygin olarak diuretik ve
kolik agrilari, hipertansiyon ve hiperkolesterolemiye karsi kullanildigi da
belirtilmistir (Arcasoy ve ark. 1998).



1.2. Aquaporinler (AQPs)

Su kanali proteini ailesi olan Aquaporinler (AQPs) suyun hizl
hareketini kolaylastiran, kiguk hidrofobik ve integral membran kanal
proteinleridir (Huang ve ark. 2006). Aquaporinler epitel boyunca dusuk
aktivasyon enerjisi ile suyun surekli ve hizli gegirgenligini saglayarak su
dengesi dizenlenmesinden sorumludur (Brown ve ark. 1993, Wintour 1997).
Aquaporinlerin, molekuler agirhigr 28 kDa (glikozillenmemis form) ve 40-50
kDa (glikozillenmis form) arasinda degisen ve c¢ogunlukla homotetramerler
olarak bulunan alti transmembran alani olan hidrofobik proteinler oldugu
bildirilmistir (Yasui ve ark. 1999a).

Memelilerde on ag tip AQP (AQPO0-12) tanimlanmigtir (Preston ve ark.
1992). Gegirgenliklerine bagli olarak, memelilerde AQP'ler: su segici gegirgen
aquaporinler (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 ve AQPS8); suyun
yaninda gliserol, Ure ve diger ¢oztinen maddelere gegirgen olan aquaporinler
(AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10) ve dusuk hucreli aquaporinler veya super
aqguaporinler (AQP11 ve AQP12) olarak U¢ gruba ayrilir (Murai-Hatano ve
ark. 2008). Su tagsimanin yani sira Ure, arsenat tasima 6zelligine sahip olan
aquaporinler, aquaglikoprotein olarak da adlandirilir. Aquaglikoproteinlerin
cesitli seker alkollerinin (Heller ve ark. 1980, Hub ve DeGroot 2008) yani sira
embriyo ve germ hucrelerinin dondurulmasinda kullanilan gliserol ve diger
kriyoprotektan maddelerin de tasinmasinda gorev aldigi bildirilmistir (Jin ve
ark. 2011).

Aquaporinler, memeli turlerinde Ureme organlari dahil olmak Uzere
cesitli organlarda eksprese edilir (Brown ve ark. 1993, Kozono ve ark. 2002).
Aquaporinler bobrek, akciger, pankreas, beyin, mide-bagirsak kanali, goz,
kulak, bagisiklik sistemi, deri, adipositler, kas, uterus ve testisler gibi genis
cesitlilikteki htcre ve dokularda bulunmaktadir (Li ve ark. 1994, Ishibashi ve
ark. 1997a, Frigeri ve ark. 1998, Page ve ark. 1998, Beitz ve Schultz 1999,
Shanahan ve ark. 1999).



Aquaporinlerin birden fazla uyesinin testis (AQPO, 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 oldugu gosterilmistir (Huang ve ark.
2006). Hem memelilerde hem de teleostlarda, AQP'lerin spermatogenez
sirasinda sperm maturasyonu ve konsantrasyonu ile sperm aktivasyonu ve
ejakllasyon Uzerine hacim dizenlemesinde etkili oldugu bildirilmistir (Boj ve
ark. 2015).

1.2.1. AQPO

Ik olarak sigir major intrinsik ana protein (MIP) olarak adlandirilan ve
26 kDa agirhgindan dolayr MIP26 olarak da isimlendirilen AQPO lensde ana

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

AQPO'In lens fiber hucrelerinin plazma membrani boyunca dagildigi
bildirilmistir (Fitzgerald ve ark. 1983). AQPO'In su gecirgenligini ortamin pH
ve Ca’" diizeyine gore diizenledigi ve mutasyonunun konjenital katarakt ile
sonuglandigi belirlenmistir (Shiels ve Bassnett 1996, Nemeth-Cahalan ve
Hall 2000, Okamura ve ark. 2003).

1.2.2. AQP1

AQP1 ilk olarak insan kirmizi kan hucrelerinde ve renal proksimal
tiibillerde tanimlanmistir (Denker ve ark. 1988). ilk belirlendiginde Tip 1 AQP
olarak isimlendirilen AQP1; 28 kDa adirhginda kanal olusumunda entegre bir
membran proteinidir (Preston ve ark. 1992). Bitkiler ve bakterilerdeki
membran proteinlerine benzerlikleri bunun bir membran kanal proteini
oldugunu goéstermigstir (Baker ve Saier 1990). Molekuller kutle agirligindan
dolayi ise CHIP28 olarak adlandirilan bu protein daha sonra AQP1 olarak
isimlendirilmistir (Preston ve Agre 1991). insan eritrositlerinde ise Colton kan
grubu antijeni AQP1 olarak tanimlanmistir (Preston ve ark. 1994, Smith ve

ark. 1994). Eritrositlerde yapilan fonksiyonel analizler sonucunda AQP1'in



eritrosit membranindaki ozmotik su gecirgenliginin %385'inden fazlasina

katkida bulundugunu ortaya koymustur (Mathai ve ark. 1996).

insanda AQP1 geni 7p14 kromozomunda belirlenmistir (Moon ve ark.
1993). Sekans verilerinin karsilastirimasi sonucunda, sigir lensinin ana
intrinsik proteini (MIP; AQPO) ile guclu bir homoloji sergiledigi belirtiimistir
(Gorin ve ark. 1984). AQP1'in bobrek proksimal tubullerinde mevcut oldugu,
inen henle kulpunun ince ekstremitesinin apikal ve bazolateral yizeylerinde
bulunup nefronun diger kisimlarinda bulunmadigi tespit edilmistir (Preston ve
Agre 1991, Sabolic ve ark. 1992). idrar iletici borucuklara ek olarak, AQP1
vasa recta'da mevcuttur (Sabolic ve ark. 1992).

AQP1'in varligi; akciger, anus, karaciger, bobrek, gz, safra kesesi ve
kirmizi kan hcreleri gibi birgok dokuda bildirilmistir (Higa ve ark. 2000,
Mobasheri ve Marples 2004, Calamita ve ark. 2005). Sican gastrointestinal
kanalinda submukoza ve lamina propriadaki lenfatik damarlarin endotel

hicrelerinde de belirlenmistir (Nielsen ve ark. 1993, Koyama ve ark. 1999).

Sigan lenf digimunde, lenf damarlarinin ve yuksek endotelyal
venullerin endotel hicrelerinde AQP1 eksprese edilmistir (Ohtani ve ark.
2003). AQP1l'in, safra kesesi epitel hucrelerinin hem apikal hemde
bazolateral membraninda lokalize oldugu saptanmistir (Nielsen ve ark. 1993,
Hasegawa ve ark. 1994a). insan pankreasinda, AQP1'in orijinal olarak
sadece asiner hicrelerde eksprese edildigi bildirilirken (Hasegawa ve ark.
1994a), bunun yaninda pankreasta kan damarlarinda da bulundugu 6ne

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

AQP1, sican aortu ve buyuk arterlerin diz kaslarinda (Shanahan ve
ark. 1999) ve sigan epididimisi (Arrighi ve ark. 2010) gibi diger organlardaki
diz kaslarda olasi fonksiyonel rolu ile tespit edilmistir. AQP1 vas deferens,
seminal vezikul ve prostat bezinin epitel hiicrelerinde bulundugu belirlenmistir
(Brown ve ark. 1993).



AQP1'in vucutta sivi salinimina ve sivi geri emilimine katilarak su
homeostazisi, noéro-homeostaz, sindirim, vidcut isisinin duzenlenmesi ile
ureme gibi fizyolojik sureglerde énemli rolleri bulundugu belirlenmistir (Sui ve
ark. 2001). AQP1 eksikligi olan bireylerde kusurlu idrar konsantrasyonu

gOzlenmistir (King ve ark. 2001).

AQPL1'in anjiyogenez, yara iyilesmesi, organ rejenerasyonu ve tumor
yayllmasinda rolinin bulunabilecedi 6ne surtlmuastir (Saadoun ve ark.
2005). Tumor ilerlemesinde; AQP1, mikrovaskiler dansite ve vaskuler
endotelyal buyume faktora (VEGF) ile endometriyal adenokarsinom arasinda
pozitif bir baglanti kurulmustur (Pan ve ark. 2008). AQPLl'in kanserli
hicrelerin yakinindaki lenfositler ve dendritik hicrelerde eksprese oldugu

belirlenmistir (Moon ve ark. 2004).

AQPLl'in siliyer cisim, iris ve lens epitelinde eksprese oldugu
gosterilmistir (Hasegawa ve ark. 1993). AQP1'in kornea endotelinde (Nielsen
ve ark. 1993) ve keratositlerde (Hamann ve ark. 1998) bulundugu ve

korneanin sismesini 6nlemede rol oynayabilecedi 6ne surdimustar.

Memelilerde, vajina, uterus, ovaryum, plasenta, fetal membran,
embriyo iginde epididimis, vas deferens, testis ve prostatda AQP1
ekspresyonu gésterilmistir (Brown ve ark.1993, Kozono ve ark. 2002). insan
ve farelerin germ hucrelerinde AQP1 proteini tespit edilmistir (Curry ve ark.
1995, Liu ve ark. 1995, Lu ve ark. 2007). Fare embriyolarinda AQP1
ekspresyon seviyesinin ¢6zulme sonrasi dondurulan embriyolarin hayatta
kalmasina katkida bulundugu gdosterilmis ve bu bilginin sperm dondurulmasi

arastirmalari icin yararh olacagi bilgisi verilmistir (Edashige ve ark. 2003).
1.2.3. AQP2

AQP2, sicanlarda vas deferens'in distal kisminda eksprese edilmistir
(Stevens ve ark. 2000). AQP2'nin rete testis, efferent kanallar ve epididimis

dahil reproduktif yoldaki dagilimi belirlenmistir (Domeniconi ve ark. 2008).



AQP2'nin sigan ve insanlarda i¢ kulakta endoplazmik retikulum
membraninda bulundugu ve endolenfin homeostazisinde aktif rol oynadigi

One surulmuastar (Mhatre ve ark. 2002, Taguchi ve ark. 2007).
1.2.4. AQP3

AQP3 ilk olarak sigan cDNA kutuphanesinden klonlanmistir (Ishibashi
ve ark. 1994, Echevarria ve ark. 1994). AQP3; insan ve farelerde mayoz
[I'nin metafaz (MIl) asamasinda ovulasyon 6ncesi foliklllerin granulosa ve
theca hicrelerinde belirlenmistir (Meng ve ark. 2008, Thoroddsen ve ark.
2011). AQP3 bobrekte, sican ve insanda vucut ylzeyini kaplayan deride
eksprese edilmigtir (Ishibashi ve ark. 1994, Matsuzaki ve ark. 1999a, Sougrat
ve ark. 2002).

AQP3'Un, sigir embriyolarinin vitrifikasyonu sirasinda, etilen glikolun
gecirgenliginde gorev aldigi ve kriyoprezervasyonun ardindan embriyolarin
kalitesini belirten bir biyobelirte¢ olarak iglev gordugu bildirilmistir (Campos-
Chillon ve ark. 2006, Camargo ve ark. 2011).

1.2.5. AQP4

AQP4 farelerde, homoloji klonlamasi ile beyinde bol miktarda
eksprese edilerek klonlanmistir (Jung ve ark. 1994, Hasegawa ve ark.
1994b). AQP4 baskin olarak memeli beyninde bulunan bir su kanali
proteinidir (Jung ve ark. 1994).

AQP4'Un sican iskelet kaslarinda hizli kasilan ekstansor digitorum
longus kasinin sarkoleminde lokalize oldugu belirlenmigtir (Frigeri ve ark.
1998). AQP4'Un insan midesinde parietal hlcrelerinde eksprese oldugu
(Misaka ve ark. 1996), sican midesinde ise gastrik bezin pariyetal
hdcrelerinin bazolateral membraninda bulundugu belirlenmigtir (Koyama ve
ark. 1999). AQP1-yoksun yada AQP4-yoksun farelerde uriner konsantrasyon

yetenegdinin daha da azaldigi 6ne surulmustir (Van Hoek ve ark. 2000).



1.2.6. AQP5

AQP5'in cDNA's1 sican submandibular bezden ve insan tukuruk
bezinden homoloji klonlamasiyla elde edilmistir (Raina ve ark.1995, Lee ve
ark. 1996). AQPS5, cesitli dokularda yaygin olarak bulunan transselller ve
transepitelyal su hareketinde onemli rol oynayan transmembran su kanall
proteinlerindendir (King ve Agre 1996, Verkman ve ark. 1996). Tukuruk bezi,
g6z, lakrimal bez, trakea ve akcigerde de ekspresyonu belirlenmistir (Raina
ve ark. 1995).

AQPS, sicanda submandibular, parotis ve dil alti bezlerinin sekretuar
asiner hucrelerinde tespit edilmistir (Matsuzaki ve ark. 1999b). AQP5-yoksun
farelerde parotis ve sublingual asiner hicrelerde osmotik su gecirgenliginin
azaldigi belirlenmistir (Krane ve ark. 2001). AQP5, sicanlarda gastrointestinal
kanaldaki mukus salgilayan bezlerin bazilarinda eksprese edilmigtir (Parvin
ve ark. 2002, Matsuzaki ve ark. 2003). Midede pilorik bez hucrelerinde ve
duodenumda duodenal bez hicrelerinde de AQP5 varligi belirlenmigstir
(Parvin ve ark. 2002, Matsuzaki ve ark. 2003).

1.2.7. AQP6

AQP6, sican ve insan bobrek cDNA kutuphanesinden gelen bir
aquaporin homologu olarak klonlanmig ve baglangigta WCH3 ve hKID olarak
adlandirnlmistir (Ma ve ark.1993, 1996). Xenopus oositte eksprese
edildiginde civaya duyarli ozmotik su gecirgenliginin artisi bildiriimistir (Ma ve
ark. 1996).

AQP6'nin sican bodbregindeki toplama kanallarinin asit salgilayan
interkalasyon hucrelerinde eksprese oldugu ortaya konulmustur (Yasui ve
ark. 1999a, 1999b, Ohshiro ve ark. 2001). AQP6'nin bdbrekte hicre
yuzeyinde lokalize olmadigi fakat toplama kanallarinin bdbrek epitel
hicrelerindeki hucre ici keseciklerde bulundugu gosterilmigtir (Yasui ve ark.
1999b).



1.2.8. AQP7

AQP7'nin AQP3'e en yuksek benzerlik gosteren AQP oldugu
bildirilmistir (Ishibashi ve ark. 1997b). insanda, AQP7 adipoz dokularda
belirlenmesinden dolayi aquaporin adipozu (AQPap veya AQP7L) olarak da
adlandirniimigtir (Kuriyama ve ark. 1997, Kishida ve ark. 2000, 2001).
AQP7'nin, AQP9 ile birlikte, arsenit tasinmasindan sorumlu oldugu ileri
surtlmastir (Liu ve ark. 2002). Xenopus oositlerde AQP7'nin, ozmotik su
gecirgenliginin yani sira, ure ve gliserolun kolaylagtiriimis sekilde tagsinmasini

uyardigi gosterilmigtir (Ishibashi ve ark. 1997b, Kuriyama ve ark. 1997).

AQP7, testiste bolca eksprese edilmis ve seminifer tubullerde
spermatidler (Ishibashi ve ark. 1997b), spermatozoon ile seminifer epitelde
kalan artik cisimler icinde lokalize oldugu bildirilmistir (Suzuki-Toyota ve ark.
1999, Calamita ve ark. 2001).

1.2.9. AQP8

AQP8'in, sican ve fare testis hucrelerinden klonlandigi bildirilmistir
(Koyama ve ark.1997, Ma ve ark. 1997). Pankreas, karaciger, kolon, ttkurik
bezi, bobrek, testis, epididimis, mide, duodenum, jejunum, akciger, trakea ve
plasenta gibi birgok organ ve dokularda varhgi belirlenmigtir (Ishibashi ve ark.
1997a, Koyama ve ark. 1997, Ma ve ark. 1997, Elkjaer ve ark. 2001).

AQP8'in spermatogenezisin primer spermatositlerden spermatidlere
kadar tim asamalarinda ve Sertoli hicrelerinde eksprese oldugu ortaya
konmustur (Elkjaer ve ark. 2001, Tani ve ark. 2001).

1.2.10. AQP9

AQP9'un, akuagliseroporinler grubuna dahil olan AQP3 ve AQP7'ye
benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Ishibashi ve ark. 1998). AQP9'un aktivitesi,
phloretin ve civaya kargi da hassastir (Tsukaguchi ve ark. 1999). AQP9'un

hicre zari boyunca su ve ¢oziunenlerin koordineli hareketini mumkun kildigi
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ve minimal ozmotik tasinim ile metabolitlerin hizlh hdcresel tutulumu ve

¢ikigsina olanak sagladigi 6ne surtulmuagstur (Tsukaguchi ve ark. 1998).

insanlarda, AQP9'un I6kositlerde yogun, karaciger, akciger ve dalakta
daha az miktarda oldugu, testiste ise interstisyel Leydig hlcrelerinin plazma
membraninda ve spermatositlerde lokalizasyonu bildirilmistir (Ishibashi ve
ark. 1998, Nicchia ve ark. 2001).

1.2.11. AQP10

AQP10, insan dokularindan klonlanmistir ve AQP3, AQP7 ve AQP9
gibi akuagliseroporinlere benzerlik gosterdigi ve gliserol ve Ure tasinmasini
uyardigi bildirilmigtir (Ishibashi ve ark. 2002). AQP10'un, ince duodenumda

eksprese oldugu belirlenmistir (Ishibashi ve ark. 2002).
1.2.12. AQP11

AQP11, aquaporin ailesinin yeni bir Uyesidir ve endoplazmik retikulum
(ER) gibi hucre ici organellerin zarinda bulundugu belirlenmistir (Morishita ve
ark. 2005, Rojek ve ark. 2013). AQP1l'in, testiste yodun bobrekte ve
karacigerde ise daha az eksprese oldugu belirlenmistir (Gorelick ve ark.
2006). AQP11-yoksun farelerde polikistik bobrek olgusuna bagli 6lumcul
bdbrek yetmezligi sonucu dogumdan 1 ay sonra 6lum gergeklestigi tespit
edilmistir (Morishita ve ark. 2005).

1.2.13. AQP12

AQP12'nin pankreas asiner hicrelerinde ve diger AQP'lerle birlikte
meme kanseri hicrelerinde eksprese edildigi bildiriimistir (Ohta ve ark. 2009,
Shi ve ark. 2012).

1.3. Testisin Histolojik Yapisi

Erkek Ureme sistemi; testisler, genital kanallar, eklenik bezler ve
penisten olusur (Luiz ve José 2003). Testisler, holokrin tipte salgi yapan
ekzokrin karakterde bir c¢ift organdir. Her erigkin testis, 12-15 gram
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agirhginda olup sag testis genellikle sol testisden daha buyuk ve agirdir
(Krause 2005). Testisler karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal
olarak gelisir. Fetlsln gelisimi sirasinda deriden bir kilif olan skrotuma dogru
gerceklestirdikleri gé¢ sirasinda her testis tunika vaginalis adi verilen ve

peritondan gelismis olan serdz bir zar ile sarihdir (Luiz ve José 2003).

Embriyonun genotipi (46, XX veya 46, XY) dollenme ile saglanir.
Embriyo 1-6. haftalarda, cinsiyet bakimindan farklilasmamis bir asamada
kalir. Bunun anlami genetik olarak disi ve erkek embriyolarin fenotipik olarak
ayirt edilemez olduklaridir. Fenotipik cinsel farklilasma, SRY geni tarafindan
belirlenir. SRY geni ayrica testis belirleyici faktor (TDF) olarak da bilinir ve Y
proteinini kodlar. Embriyo fenotipik cinsel farklilasmaya 7. haftada bagslar. Bu
asamada Leydig hiicreleri testosteron, Sertoli hiicreleri ise Miillerian inhibe
Edici Faktor (MIF) uretmek amaciyla farklilagir. Embriyo TDF, testosteron ve
MIF varliginda erkek fenotipine yonlendirilecektir. Dis genital organin kadin
ya da erkek ozellikleri 12. haftaya kadar taninabilir ve 20. haftaya kadar

fenotipik farklilasma tamamlanir (Ronald 2014).

Testisler, tunika albuginea adi verilen siki bag dokusundan olusan
kalin bir kapsul ile gevrilidir. Fibrdz bir kapsul olan tunika albuginea, tunika
vaginalisin visseral yapragin altinda yer alir ve tunika vaginalisten sadece bir
bazal lamina ile ayrlir. Daginik diz kas htcrelerini iceren yodun fibroelastik
bagd dokusu 6zelligindedir (Krause 2005). Testisler, funikulus spermaticus adi
verilen ve ductus deferensin yani sira kremaster kasi, spermatik arter ve
pampiniform pleksus venlerini igeren spermatik kordonla skrotum denilen
kese igerisinde asili halde bulunur (Ross ve Pawlina 2016). Tunika albuginea
testisin arka yuzunde kalinlagarak mediastinum testis adi verilen yapiyi
olusturur. Tunika albuginea testisin i¢ine giren fibroz uzantilar (septum), bezi
testikler lobuller/bélmeler denilen yaklasik 250 adet piramidal bdlmeye
ayirir. Bu uzantilar tam degildir ve bolmeler gcogunlukla birbiriyle iligkilidir. Her
lobllde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tubdl (tubulus

seminiferus kontortus) yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan, lenf damari,
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sinirler ve interstisyel hucreleri (Leydig hucreleri) icerir (Ross ve Pawlina
2011, Luiz ve José 2003).

Her testiste yaklasik 20-1000 seminifer tibul bulunur. Her bir seminifer
tubdl, 150-250 ym c¢apinda ve 30-70 mm uzunlugundadir. Birbirine eklenen
seminifer tibdllerin 500 m'yi agan boru seklinde bir uzunlugu vardir (Luiz ve
José 2003, Krause 2005). Seminifer tubuller baslangigta kor ugla baslayan,
sonlanirken [Umeni daralan ve duz tubdller yada tubuli rekti olarak
adlandirilan kisa segmentler halinde devam eden kivrimli yapilardir. Bu duz
tubdller, seminifer tubdllerin rete testis denilen, epitel ile ddseli kanallarin
olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar. Anastomoz yapan rete testis
kanallari, yaklasik 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kisimina
baglanmistir. Seminifer tubdller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal
lamina ve karmasik bir germinal yada seminifer epitelden olusur. Bazal
laminaya yapisik olan en igteki katman, duz kas Ozellikleri de gdsteren

yassilasmis miyoid hicreler icerir (Luiz ve José 2003, Gumusel 2013).

Seminifer epitel spermatogenik (germ) hucreler ve Sertoli

(destekleyici) hucreleri olmak tzere iki tur hlicreden olusur.
Spermatogenik hucreler;

Spermatogonyum: Yuvarlak veya oval gekirdeklere sahip ve bazal
membranin yakininda bulunan ilk siradaki hicrelerdir. Bollinerek Tip A ve B
hicrelerini olustururlar. A Tipi hucreler yavas bolinen ve B tipi hicrelere

donugen kok hucrelerdir (Dongmei 2011).

Spermatosit: Spermatogonyum B hucrelerinde mayoz boliunme baglar
ve l[imene dogru hareket ederek Primer (birinci mayotik boélim) ve Sekonder
(ikinci mayotik bdlim) spermatoositlere dénusurler. Primer spermatoositler
en ¢ok profaz safhasinda gorulir ve blyuk cekirdeklerinde yodunlasmis
kromatin iplikleri bulunur. Sekonder spermatoositler ikinci mayotik bélinmeyi
¢ok hizli tamamlar ve bu nedenle seminifer tlbdllerde nadir olarak tespit
edilebilirler (Dongmei 2011).
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Spermatid: Sekonder spermatositlerin bélinmesi 23 kromozom igeren
spermatidlerin olusmasiyla sonuglanir (Luiz ve José 2003). Ikinci mayotik
bélinme sonucunda olusan her bir spermatid, 22 otozom ve bir X veya Y
kromozomu ile temsil edilen DNA igeriginde ve haploid kromozom

sayisindadir (Ross ve Pawlina 2011).

Spermatozoon (spermiyum): Spermatidlerin baskalagsmasi sonucunda
sekillenen ve bas, boyun ve kuyruk bolumlerinden olugsan hucrelerdir.
Seminifer tabdllerin lGmeninde yer alirlar. Bas kisminda disi esey hucresini
dollemede rol alan hidrolitik enzimleri iceren (6rnegin, asit fosfataz,
neuraminidaz, hiyalUronidaz ve proteazlar) akrozomu bulundururlar (Leslie ve
James 2015).

Sertoli hucreleri, spermatogenik hicrelerin  mimari stabilitesini
destekleyen, mikro-ortam ve kan-testis bariyerini sekillendiren hucrelerdir
(Mruk ve Cheng 2004). Spermatogenik hucreleri arasinda yer alan Sertoli
hicreleri girintili sitoplazmaya, 6kromatik cekirdege ve iki yada daha fazla
belirgin cekirdekcige sahiptir (Johnson 1991). Sertoli hicrelerinin ¢ekirdegdi
olukludur (Sahin 2016). Bu Ozellikler, seminifer tubullerin limenine dogru
materyallerin akisina yardimci olur, proteinlerin ve diger faktorlerin
salgilanmasini indukleyerek spermatogenik hucrelerinin hayatta kalmasini
destekler (Mruk ve Cheng 2004). Seminifer sivinin salgilanmasinda,
olgunlasmis spermatidlerin salinmasinda, artik cisimlerin, fagositozu ve
apoptotik spermatogenik hicre kalintilarinin ortamdan uzaklastiriimasini
iceren c¢oklu karmasik rollere sahiptirler (Clermont 1990). Sertoli hucreleri;
bazal kisim, ana govde, lateral hicre uzantilari ve apikal hicre ylzeyi olmak
uzere 4 bolime ve morfolojik agidan ise tip A ve tip B olarak adlandirilan iki
farkli kategoriye ayrilir. Tip A Sertoli hicrelerinde Iumene atilmaya hazir
olgun spermatidler Sertoli hucresi kriptleri arasinda oldukga derinde
bulunurken, Tip B Sertoli hlcrelerinde spermatidler ylksekte ve lumene
yakin yerlerde bulunur (Dimitriadis ve ark. 2015).

Yetigkinlerde Sertoli hicrelerinin sayisi hem testis ebadini hem de

gunlik sperm Uretimini belirler (Sharpe ve ark. 2003). Bazal lamina Uzerine
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oturan Sertoli hucrelerinin  Leydig hucreleri UGzerinde parakrin etkisi
bulunmaktadir (Johnson ve ark. 2008).

Leydig hucreleri, seminifer tubuller arasindaki intestiyel alanda
(intestiyel bag dokusu) bulunan ve yuksek konsantrasyonda testosteron
uretimi ile spermatogenezi destekleyen hucrelerdir. Yuvarlak okromatik bir
cekirdege ve periferik bolgesinde lipit damlaciklari iceren soluk lekeli
sitoplazmaya sahip olan yuvarlak sekilli hicrelerdir (Dongmei 2011). Leydig
hlcreleri, kolesterolin sentezlendigi ve pregnenolonun testosterona hizla
metabolize edildigi bol miktarda granulstz endoplazmik retikulumuna sahiptir
(Johnson ve Neaves 1981). Bu hucreler, testis somatik hicrelerinin sadece
%5'ini olusturur (Kerr 1991, Setchell 2008).

1.4. Hiperkolesterolemi ve infertilite

Fransiz kimyager M.E. Chevreul, 1815'te ilk kolesterol kesfi ile
taninmistir. insan safra kesesi taslarinin bir bileseni olarak bulmus ve buna
kolesterol (safra igin chole ve kati i¢in stereos) adini vermistir (Deuel 1957,
Gibbons ve ark. 1982).

Erkek Ureme sisteminde lipid homeostazisinin testikiler ve post-
testikller mekanizmalarla yapildig1 6ne surulmustur (Lobaccaro ve ark. 2012,
Maqgdasy ve ark. 2013). Serum lipid konsantrasyonunun sperm
parametrelerinin kalitesi ile bir iligkilisi olmadigi, trigliserit dizeyindeki artisla
iliskili olarak endojen testosteronda azalma oldugu bildirilmistir (Zmuda ve
ark. 1997, Khalili ve ark. 2006).

Trigliseritlerdeki artisin erkeklerde spermatogenez Uzerinde zararli
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Vignon ve ark. 1989). infertil erkeklerde
sperm trigliseritlerinin sperm aktivitesini ve testosteron miktarini azalttig
saptanmistir (Ergun ve ark. 2007). Bu bulgularin aksine, trigliserit
konsantrasyonu ve sperm parametreleri (sperm konsantrasyonu, motilite ve
morfoloji) arasinda bir iligki gostermedigi de 6ne surtlmustir (Kulka ve ark.

1984). idiopatik infertilitesi olan hastalardan elde edilen spermatozoonlarda
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kolesterol/fosfolipid orani daha yuksek bulunmustur (Sugkraroek ve ark.
1991).

Lxr (karaciger X reseptori eksik fare modeli) eksikligi olan erkek
farelerde diyet kolesterolinin asiri yUklenmesinin tam infertiliteye neden
oldugu bildirilmistir. Bu Ozellikteki  farelerde  spermatogenezin
etkilenmemesine ragmen spermatozoonlarin yasam omriunun kisa oldugu,
daha az hareketli oldugu ve erken bir akrozom reaksiyonuna karsi oldukca
hassas oldugu belirlenmistir  (Ouvrier ve ark. 2011). Ayrica,
hiperkolesteroleminin serbest radikaller ve spermatozoon icin sitotoksik olan
oksidatif stresin artmasi ile Ureme ve testikuler hasara yol agtigi one
surtlmastir (Shalaby ve ark. 2004, Bashandy 2007, Fang ve ark. 2012,
Zhang ve ark. 2012). Antioksidanlarin ve lipit dustrlcd ajanlarin
uygulanmasinin, hiperkolesterolemi sirasinda testis ve Ureme fonksiyonlarini
korudugu gosterilmistir (Shalaby ve ark. 2004, Bashandy 2007, Fang ve ark.
2012).

Bu calismada hiperkolesterolemi olusturulmus farelerde Demir Dikeni
(Tribulus Terrestris) ekstrakti uygulamasinin testis dokusu ve AQP1
ekspresyonu Uzerine etkisinin histopatolojik, immunohistokimyasal ve Real

Time PCR (RT-PCR) yontemi ile incelenmesi amaclanmigtir.
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2. MATERYAL VE METOT

Bu calisma igin Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan
(Karar No: 25.05.2015/051) onay alinmigtir. Calismanin deney asamasi
Kafkas Universitesi Hayvancilik Arastirma ve Uygulama Merkezi, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlari ve Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji

Bolumu laboratuvarlarinda gergeklestirilmigtir.
2.1. Deney Hayvani Materyali

Calismada kullanilan deney hayvanlari Erzurum Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligindan temin edildi. Calismada daha ©Onceden
ciftesmemis ve herhangi bir galismada kullaniimamis 43 adet/40 gunlik
Balb-c cinsi erkek fare kullanildi. Hayvanlar 25+2°C sicaklikta, %60-65
duzeyinde nemin ve 12 saat aydinlk, 12 saat karanlik dongusunin
uygulandidi kosullarda gunluk temizligi yapilan kafeslerde ve her kafeste 4

hayvan olacak sekilde ad libitum olarak beslenerek barindirildi.

Gruplar bir haftallk ahlstirma slresi sonunda rastgele secilen

farelerden asagidaki gibi olusturuldu.

Kolesterol ve Kol+DD (Kolesterol ve Demir Dikeni) grubu icin ayrilan
19 fareye Freund's Adjuvant Incomplete i¢cinde ¢ozdurulen %3 w/w kolesterol
intraperitonal (i.p) olarak uygulandi (Kadir 2009). Rastgele secilen 3 adet
fareden 15 gun sonunda kan 6rnekleri alinarak kolesterol dizeyleri 116.5+£7.8
olarak olclldiu ve ylksek kolesterol seviyesine (Satomi ve ark. 2012) ulastigi
belirlendi. Bunun sonucunda ise Demir Dikeni (DD) ve Kol+DD grubundaki

farelere Demir Dikeni uygulamasina baslandi.

Kolesterol Grubu (Kol) (n=8): Bu gruptaki farelere Freund's Adjuvant
Incomplete iginde ¢dzdurtlen %3 w/w kolesterol intraperitonal (i.p) olarak 15

glin boyunca uygulandi.

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

distile su i¢cinde ¢ozunmus ticari amagla satilan katkisiz DD ekstrakti 6 mg/kg
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oral gavaj yontemi ile 7 gun boyunca uygulandi (Jagadeesan ve Kavitha
2006).

Demir Dikeni Grubu (DD) (n=8): Bu gruptaki farelere distile su iginde
¢bzunmuUs ticari amacla satilan katkisiz DD ekstraktt 6 mg/kg oral gavaj

yontemi ile 7 gun boyunca uygulandi (Jagadeesan ve Kavitha 2006).

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

Adjuvant Incomplete intraperitonal (i.p) olarak uygulandi.

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

yapilmadi.

Deney sonunda fareler eter anestezisi yapildiktan sonra servikal
dislokasyon yoluyla 6tenazi edilerek testis dokulari alindi. Sag testis dokulari
RT-PCR yonteminde kullaniimak Gzere -80°C’de muhafaza edilirken sol
testis dokulari ise histolojik ve immunohistokimya calismalar i¢cin %10’luk

formaldehit tespit solusyonuna alindi.
2.2. Canli Agirlik ve Testis Agirhgi Olgiimii

Deneye baslamadan 6nce ve deney sonunda gruplardaki fareler
tartilarak agirliklari alindi. Sag ve sol testis agirliklari ayri ayri dl¢ultp gesitli

calismalar icin farkh igslemler uygulandi.
2.3. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda eter anestezi altinda kalpten alinan kan 6rneklerinden

total kolesterol deg@erleri olguldu.
2.4. Histolojik incelemeler

%10'luk formaldehit tespit solusyonunda tespit edilen testis dokulari
rutin histolojik islemlerden gegirilerek parafinde bloklandi. Bloklardan alinan 5
pm’lik kesitlere dokunun genel yapisini géstermek amaciyla Crossman’in

uclu boyama teknigi ve Hematoksilen&Eosin boyamasi uygulandi.
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2.5. immiinohistokimyasal incelemeler

Imminohistokimyasal inceleme igin Avidin-Biotin-Peroksidaz teknigi
kullanildi. Krom alum jelatin ile kaph lamlara 4 pm’lik kesitler alinarak
deparafinizasyon ve dehidrasyon islemleri uygulandi. Ardindan endojen
peroksit aktivitesini Onlemek icin hidrojen peroksitin metanoldeki (%3)
cOzeltisinde 20 dk bekletildi. Kesitler PBS (Fosfath Buffer Solisyonu) (pH
7.4) ile yikandiktan sonra antijenik reseptérlerin agida ¢ikmasi amaciyla
sodyum sitrat buffer (pH 6.0) solisyonu igerisinde mikrodalga firinda 600
watt, 20 dk tutuldu. Blocking Soliisyon A (invitrogen-Histostatin Plus Bulk Kit)
ile 10 dk boyunca inkube edilen kesitler PBS yikamasi yapilmadan Aquaporin
1 primer antikoru [1/500] (abcam: ab9566) damlatilarak oda sicakliginda 1
saat boyunca bekletildi. Daha sonra kesitler biotinli sekonder antikor ile 30 dk
ve Streptavidin preokidaz solusyonunda 30 dk inkube edildi. Antikor
reaksiyonunu gostermek amaciyla kesitlere DAB (3,3'-Diaminobenzidine)
kromojen solusyonu eklendi ve 1slk mikroskobu ile incelendi.
immiinoreaktivitenin durumu kontrol edilerek reaksiyon PBS ile durduruldu.
Distile su ile yikanan Kkesitler zit boyama igin Harris'in hematoksilen

boyamasina tabi tutuldu ve dehidre edilerek entellan ile kapatildi.

Kesitlerde boyanma derecesi kriter alinarak semikantitatif yontem ile
skorlama yapildi. Degerlendirmede zayif (+), orta derecede (++) ve yogun
(+++) olmak Uzere boyanma 0&zelliklerine gore derecelendirme yapildi.
Immunohistokimyasal boyamanin spesifik olup olmadigini belirlemek
amaciyla kesitlere batun iglemler ayni olmak kosulu ile primer antikor ilave
edilmeksizin (negatif kontrol) immunohistokimyasal boyama proseduiri

uygulandi.

Histolojik ve immunohistokimyasal incelemeler igin hazirlanan
preparatlar 1sik mikroskobunda (Olympus Bx53, Japan) degerlendirildikten

sonra fotograflandirildi.
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2.6. Real Time PCR (RT-PCR) Yontemi
2.6.1. TRI Reagent ile Total RNA izolasyonu
-80°C’de alinan numuneler oda isisina gelmesi beklenmeden 1 ml TRI

Reagent igerisinde homojenize edildi.

1 ml TRI reagent icerisinde konulan dokular, homojenizasyonun
ardindan surekli pipetlenerek TRI reagent'in dokulara iyice nufuz

etmesi amaclandi.

5 dk oda sicakhginda bekletilen homojenatlar her 1 ml TRI reagent igin
200 pl kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca hizli bir sekilde

calkalandi

Karisim 10 dk. boyunca oda isisinda bekletildi ve bu siire sonunda 15

dk boyunca 13.000 rpm’de santriftij edildi.
Santrifuj sonunda olusan Ust faz, yeni bir eppendorf tupline aktarildi.

Yeni tupe aktarilan Ust fazin Uzerine, kullanilan 1 ml TRI reagent igin

500 ul izopropanol eklenerek 10 dk. boyunca oda i1sisinda bekletildi.
Karisim, sure sonunda 8 dk. boyunca 13.000 rpm’de santrifdj edildi.
Santrifuj sonunda karigsim yavas bir sekilde dokulerek pelet elde edildi.

Elde edilen peletin Uzerine, kullanilan 1 ml TRI reagent igin 1 ml
%75’lik etanol eklenerek vortexlendi ve peletin etanol igerisinde

¢6zinmesi saglandi.
Vortexlenen karisim 5 dk. boyunca 7.500 rpm’de santrifij edildi.

Santruflj sonunda karisim yavas bir sekilde dokulerek tekrar peletelde
edilerek tupler ters gevrildi ve 15-20 dk. boyunca oda isisinda tuplerin

kurumasi saglandi.

Kurutma igleminin ardindan pelet, 80 pl DNase/RNase icermeyen

dH,O0 ile iyice gozulerek homojenize edildi.
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2.6.2. Total RNA Orneklerinden Geri Transkripsiyon (RT) Yoéntemi

ile cDNA Kitliphanesinin Olusturulmasi

>

cDNA katiphanesinin olusturulmasi igcin Thermo Scientific Revert Aid
First Strand cDNA Synthesis Kit kullanildi. YUurattlen tim basamaklar

kit protokoltiinde belirtilen yonergeler dogrultusunda yapildi.

RNA orneklerinden esit yogunlukta alinmasi igin gereken miktar

belirlendi.

RNA ornekleri bir pipet yardimiyla buz Uzerinde tekrardan homojenize
edildi ve 1. basamakta hesaplanan 6rnek miktarlari PCR tuplerine
aktarildr.

PCR taplerine aktarilan orneklerin tzerine 1 ul Oligo (dT)18 primeri
eklenerek son hacim steril dH,0 ile 12 pl'ye tamamlandi.

Karigim pipet yardimi ile homojenize edilerek santrifuj edildi (Tek
spin).

Spinlemeden sonra karisim, 65°C’de 5 dk. boyunca inkibasyona

birakildi.

inkiibasyonun ardindan her tiipe 2 pl dNTP (10mM) mix, 1 ul Ribo
Lock RNase Inhibitor (20 U/ul), 4 pl 5x Reaction Buffer ve 1 ul Revert
AidM- MuLV RT (200U/ul) eklendi.

Son olarak karisim sirasiyla 42°C’de 60dk. ve 70°C’de 5 dk.

boyunca bekletilerek reaksiyonlarin tamamlanmasi saglandi.

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

Belirlenmesi

cDNA iceren tuplerin her birinden 1 ul 6rnek DNA, 2,5ul 10X tampon,

2,5 yl MgCly, 2 pul ANTP, 2,5 pl MMP-primer-F, 2,5 yl MMP-primer R, kontrol
grubu icin 2,5 pl Aktin F, 2,5 pl Aktin R, 0,5 yl Tag DNA Polimeraz ve son

olarak toplam hacmi 25 pl tamamlamak icin 11,5 yl ddH,O eklenerek tupler

PCR

cihazina yerlestiriildi ve Tablo 5de go6steriien PCR programlari

uygulandi. Elde edilen Grinler -20 °C’ye alindi.
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DNA orneklerine uygulanan PCR programi.

94°C’de, 2dk
94°C’de 1 dk,
60°C’de, 1dk,
72 °C'de 1 dk
72°C’de 5dk
4°C’de 5 dk

Light Cycler sisteminin uygulanmasinda; vyalnizca c¢ift zincirli

X40

DNA'ya

baglandiklarinda floresans veren boyalar (Sybergreen 1) kullanilarak

¢ogalmaya bagli DNA artigi ortaya ¢ikan floresansin miktariyla dlgiimektedir.

Calisma kapsaminda kullanilan Real Time PCR Mix icerigi Tablo 1'de
gosterilmigtir. Hazirlanan mix 95°C’ de 5 dk. enzim aktivasyonu igin bekletildi

ve daha sonra uygun kosullarda reaksiyonu (Tablo 2) gergeklestirildi.

Tablo 1. Real Time PCR Mix igerigi.

Karisim Miktar
SybergreenMix 10 ul
PCR Grade Water 4 pl
PrimerMix 1ul
cDNA 5 pl

Tablo 2. Real Time PCR reaksiyon kosullari.

50 Siklus Siire Derece
Denatlrasyon 10s 95°C
Baglanma 30s 55°C
Uzama 10s 72°C
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Tablo 3. Calismada kullanilan Aquaporin 1 (AQP1) ve GAPDH primerlerinin
dizilimleri.

Gen Oligoniikleotid Dizisi Forward/Reverse
Aquaporin 1 TGGACACCTCCTGGCTATTG Forward
Aquaporin 1 GGGCCAGGATGAAGTCGTAG Reverse
GAPDH GTTCGACAGTCAGCCGCATC Forward
GAPDH GGAATTTGCATGGGTGGA Reverse

2.7. istatistiksel Degerlendirmeler

Calismada elde edilen verilerin degerlendiriimesinde SPSS (16.0)

paket programi kullanildi.

ikiden fazla gruplar arasindaki farklliklari belilemek icin Tek Yonli
Varyans (One Way ANOVA) testi uygulandi. Ikiserli gruplar arasindaki

farkhliklar1 belirlemek igin ise T-testi kullanildi.
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3.1. Testis ve Canli Agirhik Bulgulari

Tablo 4. Gruplar arasi canli agirlik (g) sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesi.

GUNLER —» 1.GUN 24.GUN P
GRUPLARY

KOLESTEROL | 33.40+0.58" 42.73+0.71° 0.000
KOL+DD 31.99+1.11° 36.70+1.38° . 0.019
DD 29.89+0.99° 29.15+1.10° 0.626
SHAM 32.68+0.60° 38.60+1.24® o 0.001
KONTROL 32.49+0.81° 36.03+1.63° 0.080
P 0.061 0.000

Ayni sttunda ayni harf tagiyan gruplar arasindaki istatistiksel farklliklar 6nemsiz, farkl
harf tasiyan gruplar arasindaki istatistiksel farkhliklar dnemlidir.
Ayni satirdaki ikiserli gruplar arasinda ise; (-): P>0,05, *: P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001

Deneye baslamadan 6nce (1. gun) tim gruplardaki fareler canh agirlik
yonunden deg@erlendirildiginde Kontrol, Sham, DD, Kolesterol ve Kol+DD
gruplari arasinda istatistiksel agidan bir fark gézlenmezken (P>0,05), deney
sonunda (24. gin) bu gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi
(P<0,001). 24. gunde canh agirhk bakimindan DD grubu ile Kolesterol,
Kol+DD, Sham ve Kontrol gruplari arasinda ve Kolesterol grubu ile Kol+DD,
DD ve Kontrol gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goruldu (P<0,05). Kontrol, Sham ve Kol+DD gruplari arasinda ise istatistiksel
acidan bir fark goézlenmedi (P>0,05). 1. ve 24. gunlerde canli agirlik
bakimindan yapilan karsilastirmada DD ve Kontrol gruplarinda istatistiksel
olarak anlamlh bir fark yokken, Kolesterol grubunda farklilik ileri dizeyde
onemli (P<0,001), Kol+DD grubunda 6nemli (P<0,05), Sham grubunda ¢ok

onemli (P<0,01) bulunmustur.
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Tablo 5. Gruplar arasi testis agirhgi (g) sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesi.

TESTISLER —» SAG SOL P
GRUPLAR | TESTIS TESTIS

KONTROL 1.494+0.83" 1.466+0.84™ i 0.82
SHAM 1.731£0.11%° 1.680+0.13% i 0.77
DD 1.326+0.02° 1.316+0.02° i 0.74
KOLESTEROL 1.880+0.60° 1.915+0.79° i 0.73
KOL+DD 1.792+0.09% 1.654+0.77% i 0.27
P 0.000 0.000

Ayni sutunda ayni harf tagiyan gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar énemsiz, farkli
harf tasiyan gruplar arasindaki istatistiksel farkhliklar &nemlidir.
Ayni satirdaki ikiserli gruplar arasinda ise; (-): P>0,05, *: P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001

Tdm  gruplardaki  fareler sad testis agirligi  yoninden
degerlendirildiginde Kolesterol, Kol+DD ve Sham gruplari arasinda
istatistiksel agidan bir fark gortulmedi (P>0,05). DD grubu ile Kontrol grubu
arasinda istatistiksel agidan bir fark gdézlenmezken (P>0,05), DD grubu ile
Kolesterol, Kol+DD ve Sham gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark oldugu belirlendi (P<0,05). Sol testis agirhg bakimindan Kolesterol
grubu ile DD ve Kontrol gruplari arasinda ve DD grubu ile Sham, Kolesterol
ve Kol+DD arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu (P<0,05)
saptandi. Tum gruplardaki farelerin sag ve sol testis agirliklari arasinda

istatistiksel olarak bir fark olmadigi gérulda.
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3.2. Kolesterol Degerleri

Tablo 6. Gruplar arasi Kolesterol seviyelerinin (mg/dl) istatistiksel degerlendiriimesi

KOLESTEROL SEVIYELERI —» (mg/dl)
GRUPLAR |

KOLESTEROL 111.78+ 3.50°
KOL+DD 77.86x 0.94°
DD 73.05+ 1.67™°
SHAM 70.36+ 0.84°
KONTROL 70.55 + 0.95°
Sig. 0.000

Ayni sttunda ayni harf tagiyan gruplar arasindaki istatistiksel farklliklar 6nemsiz, farkl
harf tasiyan gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar Gnemlidir (P<0,001).

Kolesterol seviyesi bakimindan DD grubu ile Kontrol ve Sham gruplari
arasinda istatistiksel acidan bir fark gdézlenmezken (P>0,05). Kolesterol
grubu ile Kol+DD, DD, Sham ve Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu belirlendi (P<0,001).

3.3. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu farelerin testis dokusunda seminifer tibullerin ve bu
tubullerde bulunan spermatogonium, primer spermatosit, sekonder
spermatosit, spermatid ve Sertoli hucrelerinin normal yapida oldugu goruldu.
Seminifer tubullerin arasinda intersitisyel bag dokusu (interstiyel alan) ile bag
dokusu igerisinde Leydig hucreleri ve kan damarlarinin bulundugu gozlendi
(Resiml).

Sham, DD ve Kol+DD gruplarindaki farelerin testis dokularinin Kontrol
grubundakiler ile benzer histolojik yapiya sahip oldugu gozlendi (Resim 2-4).
Kolesterol grubundaki farelerin testis dokularinda seminifer ttbdullerde hicre

kayiplari ve hucrelerde hidropik dejenerasyon oldugu saptandi (Resim 5).
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Resim 1. Kontrol grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tibul, (okmy): Myoid
hicre, (oks): Spermatogonium, (ok bagsi): Primer spermatosit, (ok): Sertoli hlcresi,
(yildiz): interstiyel bag dokusu, (kivrik ok): Leydig hiicresi, (oksp): Spermatid. Ugli
boyama (Triple).

WY o TR Ze'w e —
Resim 2. Sham grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tabul, (okmy): Myoid
hicre, (oks): Spermatogonium, (ok basi): Primer spermatosit, (ok): Sertoli hiicresi,
(yildiz): Interstiyel bag dokusu, (oksp): Spermatid. Ugli boyama (Triple).
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Resim 3. DD grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tubul, (okmy): Myoid hucre,
(oks): Spermatogonium, (ok basi): Primer spermatosit, (oksp): Spermatid. Uclu
boyama (Triple).

Resim 4. Kol+DD grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tlbul, (okmy): Myoid
hicre, (oks): Spermatogonium, (ok basi): Primer spermatosit, (ok): Sertoli hiicresi,
(yildiz): Interstiyel bag dokusu, (oksp): Spermatid. Ugli boyama (Triple).
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Resim 5. Kolesterol grubu. Fare testis dokusu. (st): Seminifer tubul, (ok basi):
Hidropik dejenerasyon. H&E boyama.
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3.4. immiinohistokimyasal Bulgular

Tum gruplardaki farelerin testis dokusu AQP1’in immunohistokimyasal
olarak dagilimi ve immunoreaktivite derecesi yonunden incelendi ve kapsul,
interstiyel bag dokusu, damar endoteli ile eritrositterde AQP1

immunoreaktivitesi belirlendi (Resim 6-11).

Kontrol, Sham, DD, Kol+DD ve Kolesterol grubundaki farelerin testis
dokusunu saran kapsulde orta derecede AQP1 immunoreaktivitesi gorulda.
Kontrol, Sham, Kol+DD ve Kolesterol gruplarinda interstiyel bag dokusunda
yogun AQP1 immuanoreaktivitesi gozlenirken DD grubunda orta derecede
oldugu saptandi. Kontrol ve Sham gruplarinda damar endotelinde AQP1
immunoreaktivitesi orta derece, DD, Kol+DD ve Kolesterol gruplarinda ise
zayif derecede oldugu belirlendi. Kontrol, Sham, DD ve Kol+DD gruplarinda

eritrositlerde AQP1 immunoreaktivitesinin yodun, Kolesterol grubunda ise
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orta derecede oldugu goruldu (Tablo 7). Negatif kontrol fare testis dokusunda

ise AQP1 immunoreaktivitesi gozlenmedi (Resim 12).

Tablo 7. Gruplarda AQP1 immiunoreaktivitenin semikantitatif analiz sonuglari.

Kontrol | Sham DD Kol+DD | Kolesterol
Kapsiil ++ ++ ++ ++ ++
Interstiyel bag
+++ +++ ++ +++ +++
dokusu
Damar endoteli ++ ++ + + +
Eritrositler +++ +++ +++ +++ ++

Testisdeki AQP1 immunoreaktivitesi; (+): Zayif, (++): Orta, (+++): Yogun.
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(0K):

immunoreaktivitesi.

Resim 6. Kontrol grubu. Fare testis dokusu. AQP1

interstiyel bag dokusu

(ok basi): Damar endoteli.

(ok):

immunoreaktivitesi.

Resim 7. Sham grubu. Fare testis dokusu. AQP1

interstiyel bag

dokusu, (ok basi): Damar endoteli.
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100 pm

Resim 8. DD grubu. Fare testis dokusu. AQP1 imminoreaktivitesi. (ok): interstiyel
bag dokusu, (ok basi): Damar endoteli, (kivrik ok): Eritrosit, (okk): Kapsul.

Resim 9. DD grubu. Fare testis dokusu. AQP1 immiinoreaktivitesi. (ok): interstiyel
bag dokusu, (ok basi): Damar endoteli , (kivrik ok): Eritrosit, (okk): Kapsdil.
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Resim 10. Kol+DD grubu. Fare testis dokusu. AQP1 immunoreaktivitesi. (ok):
Interstiyel bag dokusu, (ok basi): Damar endoteli, (kivrik ok): Eritrosit.

Resim 11. Kolesterol grubu. Fare testis dokusu. AQP1 imminoreaktivitesi. (ok):
Interstiyel bag dokusu, (ok bagsi): Damar endoteli.
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Resim 12. Kolesterol grubu. Fare testis dokusu. Negatif kontrol. (st): Seminifer
tubdal.

3.5. Real-Time PCR Bulgulari

Calismamizda olusturulan gruplarin ilk olarak Aquaporin1 (AQP1) geni

PCR ile elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore genin varligi belirlenmistir

(Sekil 1).

1 23 4 56

] <o e Sham
T oisterol
e <ol+ DD

Bty oo

GAPDH

Sekil 1. Aquaporin 1 (AQP1) geni PCR géruntisa.
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AQP1 geni PCR sonuglart genin varligi gosteriimis ve genin
ekspresyon duzeyi igin Light Cycler Sybeer Green metodu kullaniimistir.
Gruplar arasinda AQPZ1’in gen ekspresyonu RT-PCR eknigiyle analiz edilmis
ve kontrol grubu olarak GAPDH kullanildi.

Tablo 8. Gruplar arasinda GAPDH mRNA ekspresyonunun karsilastiriimasi (Sekil
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
0,6 -
0,5-
04-
0,3
0,2
0,1-
Threshold|
0,0 : - ‘ — : . . T T T
S 10 15 20 25 30 35 40 45 S0

Cycle
Sekil 2. GAPDH kontrol geni Real Time grafikleri.
Gruplar GAPDH geni ekspresyon dlizeyi bakimindan istatiksel olarak

karsilastinldi ve gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigdi belirlendi (P>0,05)
(Tablo 8, Sekil 2).
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Tablo 9. Gruplar arasinda Aquaporin 1 (AQP1) mRNA ekspresyonunun
karsilastiriimasi (Sekil 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

0,6-
0,4
0,2
Threshold)T
0‘0 —
S 10 15 20 25 30 35 40 45 S0
Cycle

Sekil 3. AQP1 geni Real Time grafikleri.

AQP1 geni amplifikasyon sonuglari kontrol geni ile karsilastirildiginda
Kontrol, Sham ve Kolesterol gruplarinin ekspresyon duzeyinin diger gruplara
gore yakin miktarda oldugu belirlendi. Kol+DD grubunun Kontrol, Sham ve
Kolesterol gruplarina gore ekspresyon dizeyi fazlayken, DD grubunun ise
ekspresyon dlzeyinin diger gruplara goére daha fazla oldugu belirlendi.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (P<0,05)
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(Tablo 9, Sekil 3). Bu sonuglar Demir Dikeninin AQP1 geni ekspresyonunu

arttirdigi ve ekspresyona etki ettigini gosterdi.



37

4. TARTISMA VE SONUC

Lipid homeostazi, spermatogenik hucreleri icin 6zellikle onemlidir.
Lipid konsantrasyonlari kolesterol, desmosterol ve fosfolipid gibi yag
tirevlerinin farklilasmasidir ve bu farklilasmalar spermatogenik hucrelerin
membran akigkanhgini ve dollenmesini korumak igin onemlidir (Rejraji ve ark.
2006). Lipid metabolik bozukluklarinin dogurganhk Uzerindeki etkisi
simdilerde klinik bir problem haline gelmistir (Kasturi ve ark. 2008, Magdasy
ve ark. 2013). Bir dizi insan ¢alismasi hiperkolesterolemi ve erkek infertilitesi
arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (Padrén ve ark. 1989, Ramirez-
Torres ve ark. 2000).

Limon otu esansiyel yaginin farelerde serum kolesterol duzeyini ve
vucut agirhgint azalttigr bildirilmigtir (Celso ve ark. 2011). Sicanlarda
kolesterolll ylksek yagl diyet ile beslenme sonucunda, canli agirlik, testis
agirhgr ve serum total kolesterol degerlerinin arttigi ancak timokinon
uygulamasi ile bu degerlerin istatistiksel olarak kontrol grubuna benzer
degerlere dustugu one surulmuastur (Asker ve Karadag Sari 2017). Diabetik
erkek siganlarda tarcinin  vicut agirhdinda dusise neden oldugu
belirlenmistir (Yediel Aras ve Karadad Sari 2016). Demir Dikeninin lipidler
uzerindeki etkilerini arastiran bir galismada, Demir Dikeninin serum kolesterol
ve trigliserit dlzeylerini dnemli dl¢glide azaltabilecegini gostermistir (Chu ve
ark. 2003). Demir Dikeninin halk hekimliginde yaygin olarak diuretik ve kolik
agrilan, hipertansiyon ve hiperkolesterolemiye karsi kullanildigi belirtilmis
(Arcasoy ve ark. 1998) ve serumdaki yuksek kolesterol seviyesini duglirmede
¢ok etkili oldugu 6ne surulmustiur (Tuncer ve ark. 2009). Yapmis oldugumuz
calismada yuksek kolesterol seviyelerine sahip olan farelere Demir Dikeni
uygulanmasinin kolesterol degerlerini Kontrol grubuna benzer dizeylere

dusurdugu belirlendi.

Siganlarda hem Bisphenol-A (BPA)'nin hem de Soya izoflavonlarin
(SIF), testis dokusu ve enzimleri ile erkek sicanlarin dogurganhgini
etkileyebilecek hormonal seviyelerde bozulmaya neden oldugu ve Demir

Dikeni ekstraktinin  bu zararh etkileri hafiflettigi bildirilmigtir (Nashwa ve
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Sahar 2015). Demir Dikeninin albino sigcanlarda BPA'nin neden oldugu
spermatotoksisiteye karsi koruma sagladigi ve BPA'nin albino sigan
testislerinde olusturdugu dejeneratif lezyonlari iyilestirme yetenegdine sahip
oldugu 6ne surulmustar (Bushra ve ark. 2017). Diyabetik siganlarda testis
agirhgr azalmig ve testis dokusunda dejeneratif lezyonlar gozlemlenmisg,
Demir Dikeni ekstraktinin uygulanmasi sonucu ise testis agirliginda artis ve
testisde olusan dejeneratif alanlarin iyilestigi belirlenmistir (Hend ve ark.
2015).

Aliminyum klorire (AICI3) maruz kalan farelerin testis ve vicut
agirhginda azalma, testis dokusundaki seminifer tlbullerde ve Leydig
hicrelerinde dejeneratif degigiklikler ve bunun yaninda kolesterol seviyesinin
artmis oldugu saptanmigtir. Demir Dikeni ile tedavi edilmis AICI3 grubunun
testis ve vucut agirhginda artma, dejeneratif testis dokularinda iyilesme ve
kolesterol seviyesinin ise kontrol grubuna benzer oldugu bildirilmigstir
(Praveen ve Poonam 2015). Siklofosfamid (romatolojide ve kanser
tedavisinde kullanilan ilag) uygulanan farelerde Demir Dikeni kullaniminin
testesteron seviyesini arttirdigi ve testis dokusundaki histopatolojik durumu

iyilestirdigi tespit edilmistir (Natasha ve ark. 2018).

Siganlarda Demir Dikeni ekstrakti uygulamasinin vicut ve testis
agirhgi olmak uzere diger ureme organlarinin agirhgini arttirdigi bildirilmigtir
(Aruna ve ark. 2009, Hemalatha ve Rajeswari 2015). Baska bir arastirmada
ise Demir Dikeni ekstraktinin sicanlarda vicut agiriginda disise neden
oldugu ancak cinsel aktivite ve spermatogenez uUzerinde olumlu etkisinin

bulundugu saptanmistir (Gauthaman ve ark. 2002).

Balb-c farelerde artmis total kolesterol dizeyi ile iligkili olarak vicut
agirhginda azalma oldugu bildirilmistir (Chih-Ya Cheng ve ark. 2005). YUksek
kolesteroliin (Shalaby ve ark. 2004, Bataineh ve Nusier 2005) ve yuksek yag
ile beslenmenin sigan ve tavsanlarda (Mortazavi ve ark. 2014), sperm
canhligini, hareketliligini ve kismen de sayilarini azalttigi belirlenmistir
(Shalaby ve ark. 2004, Bataineh ve Nusier 2005). Ayni zamanda da

morfolojik olarak anormal sperm hucrelerinin ylUzdesinin arttigi tespit
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edilmistir (Shalaby ve ark. 2004, Mortazavi ve ark. 2014). Bu calismada
Kolesterol grubundaki farelere Demir Dikeni bitkisinin uygulamasinin farelerin
canli agirliklarini Kontrol grubuna yakin seviyelere indirdigi ve ayni zamanda

testis agirliklarinda azalmaya neden oldugu goruldu.

30 gun boyunca civa zehirlenmesine tabi tutulan farelere 15 gin
boyunca Demir Dikeni uygulamasi yapilmis ve civa zehirlenmelerinin kontrol
grubuna gore iyilestigi gozlemlenmistir (Jagadeesan ve ark. 2005).
Hiperkolesterolemik siganlarin testis dokusunun gogunda spermatogenez
kaybiyla birlikte dejenere atrofiye badli, islevsiz seminifer tlbullerin oldugu
belirlenmistir (Shalaby ve ark. 2004). Hiperkolesteroleminin serbest radikaller
ve spermatozoa icin sitotoksik olan oksidatif stresin artmasi ile Greme ve
testiktler hasara yol agtigli 6ne surulmustar (Shalaby ve ark. 2004, Zhang ve
ark. 2012).

Calismamizda Demir Dikeni uygulamasinin Kolesterol grubundaki
farelerin testis dokusunda seminifer tlbullerde goérilen hicre kayiplari ve
hidropik dejenerasyon gibi histopatolojik bulgular tedavi edici yonde giderdigi
belirlendi.

Sigan epididimisinde AQP1, epididimis tubdllerinin ¢gevresinde bulunan
myoid hicrelerinde eksprese edilmistir. TUm epididimis boyunca ve efferent
kanallarin yani sira intertubiller bosluklarda bulunan damarlarin endotelyal
hicrelerinde yogun bir reaksiyon kaydedilmistir. AQP1'in, testiste eksprese
edilmedigi bildirilmigtir (Badran ve Hermo 2002). Erkek AQP1 nakavt
farelerin, Ureme kapasitelerinin azaldigi belirlenmistir (Oliveira ve ark. 2005).
AQP1 erigkin farelerin rete testislerinde (Lu ve ark. 2008), kaz testisinde
(Skowronski ve ark. 2010), kdpek testis ve spermatozoonlarinda (Ito ve ark.
2008) insan testisinde (Yeung ve ark. 2010) eksprese oldugu o6ne
surtlmastir. AQP1 ¢ift horglglli deve testisinin interstitiumundaki vaskuler
endotelyal hicrelerde belirlenmistir (An ve Wang 2016). AQP1'in sigcan ve
mamoset maymununda testiste lokalize olmadigi bildiriimistir (Jane ve ark.
1998).
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AQPl'in testis ve vas deferenslerde mRNA seviyelerinin dogum
sonrasi 15. gunde az oldugu, 35. ve 70. gunlerde ise buyuk bir artisin
meydana geldigi bildirilmigtir. AQP1 mRNA'nin ekspresyonunda olusan bu
anlamli deg@isimin, testiste, epididimde ve vas deferens'te yaslanma ile birlikte

meydana geldigini gostermigtir (Lu ve ark. 2008).

Kopek sperminde AQP1 varligi PCR (178 bp) sonucu ile
dogrulanmigtir. Kopek sperminde tespit edilen AQPL1'in, testisdeki PCR
artnleriyle ayni boyutta oldugu bildirilmigtir (Ito ve ark. 2008). Farelerde
AQP1 proteinleri Western Blot yontemi ile testis, vas deferens ve prostatta

belirlenmistir (Lu ve ark. 2008).

insan testisinde Sertoli hiicreleri, spermatogenik hiicreler ve Leydig
hicrelerinde AQP1 reaksiyonu olmadigi bildirilirken, damar endotelinin hicre
zarinda ve sitoplazmasinda yogun reaksiyon oldugu one surdimustir
(Nicotina ve ark. 2005). Yetiskin insan hidrosel testisde AQP1 proteininin

tunica vaginalis iginde asiri ekspresyonu bildirilmistir (Mami ve ark. 2014).

AQP1'in testis dokusundaki varlidi ile ilgili farkh sonuglar bulunsa da
calismamizda RT-PCR yontemi ile AQP1 geninin varlidi tespit edildi. Her ne
kadar AQP1 immunorekativite derecesi gruplara gore farklihk gdsterse de
tum gruplardaki farelerin testis dokusunda kapsul, interstisyel bag dokusu,
damar endoteli ve eritrositlerde, AQP1 immunoreaktivitesi

immunohistokimyasal olarak da belirlendi.

Sonug¢ olarak; bu calismada hiperkolesterolemi olusturulan farelere
Demir Dikeni ekstrakti uygulanmasi ile farelerin canli agirliklari, testis
agirliklari ve serum total kolesterol duzeylerinin kontrol grubuna benzer
olmasi, Demir Dikeni bitkisinin yuksek kolesterol durumlarinda, tedavi edici
bir bitki olarak kullanilabilecegini dusundurmektedir. Demir Dikeni ekstrakti
uygulanan gruptaki farelerin testis dokusunda AQP1 mRNA ekspresyonunun
diger gruplara gore daha yuksek oranda tespit edilmesi ise testis dokusunda
Demir Dikeninin AQP1 geni ekspresyonuna arttirici yonde etki ettigini ortaya
koymaktadir.
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