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1. OZET

Bu calismada kolesterolli yuksek yagli diyet ile beslenen siganlarda
¢corek otunun (Nigella sativa) etken maddesi olan Timokinon’un intraperitoneal
(i.p.) yolla uygulamasinin testis dokusunda GDNF ekspresyonu uzerine
etkisinin immunohistokimyasal ve Western blot yontemleri ile belirlenmesi

amaclanmistir.

Arastirma materyali olarak daha onceden giftlesmemis 40 gunluk 40
adet erkek sigcan (Sprague Dawley) kullaniimistir. Siganlardan 1 haftalik
alisma surecinden sonra rastgele secilerek kontrol (n=8), sham (n=8),
timokinon (n=8), kolesterolli yiuksek yagh diyet (KYYD) (n=8) ve kolesterolll
yuksek yagh diyet + timokinon (KYYD+T) (n=8) olmak Uzere 5 grup
olusturulmustur. Kontrol, sham ve timokinon grubundaki siganlar standart pelet
yem ve cesme suyu ile KYYD ve KYYD+T grubundaki siganlar ginluk enerji
miktarinin %65’i oraninda tereyagi ve %2 kolesterol karistiriimis pelet yem ile
8 hafta boyunca beslendi. 8 haftanin sonunda timokinon ve KYYD+T
grubundaki sicanlara 14 gun boyunca gunluk olarak i.p. yolla 8 mg/kg
oranindan timokinon uygulamasi yapilirken sham grubundaki siganlara ayni
sure boyunca i.p olarak serum fizyolojik uygulandi. Deney slresi boyunca tum
gruplardaki siganlarin haftalik, timokinon, sham ve KYYD+T grubundaki
sicanlarin ise gunlik olarak canlh agirliklari, deney sonunda ise tim
gruplardaki sigcanlarin canli agirliklari alindiktan sonra servikal dislokasyon
yolu ile testis dokulari alindi. Alinan testis dokularinin da agirliklari olgulda.
Biyokimyasal analizler igin tim gruplardaki siganlardan kan ornekleri alindi.
Kontrol, sham, timokinon, KYYD ve KYYD+T gruplarina ait sigcanlarin testis

dokularinin normal histolojik yapida oldugu goéruldu.

Sonug olarak, kolesterolli ylksek yagli diyet ile beslenmenin, canh
agirlik, testis agirhgr ve seminifer tiibul ¢aplari ile serum total kolesterol, LDL,
HDL, VLDL, trigliserid ve leptin gibi biyokimyasal degerleri arttirmasina

ragmen timokinon uygulamasi ile bu degelerin istatistiksel olarak kontrol
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grubuna benzer degerlere ulasmasi timokinonun canh agirlik, testis agirligi ile
biyokimyasal degerlerin normal degerlere gerilemesinde tedavi edici bir ajan
olarak kullanilabilecegini dugsundurdd. Hem kolesterollu yuksek yagh diyet
grubu hem de timokinon uygulanan gruptaki ratlarin testis dokusunda GDNF
ekspresyonunun azalmasi kolesterol, yagli diyet ve timokinonun bu biylime

faktoru Uzerinde inhibe edici bir etkiye neden oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Kolesterol, Yuksek yagli diyet, Timokinon, GDNF,

Immdiinohistokimya, Western blot, Testis.



2. SUMMARY

The aim of this study was to determine the effect of intraperitoneal (i.p.)
administration of thymoquinone (Nigella sativa), an active ingredient in the high
fat diet with cholesterol, on GDNF expression in the testis by

immunohistochemical and Western blot methods.

Forty male, 40 days rats (Sprague Dawley), previously unmated, were
used the study as material. Control (n = 8), sham (n = 8), thymoquinone (n =
8), high fat diet with cholesterol (n = 8) and high fat diet with cholesterol +
thymoquinone (KYYD + T) (n = 8). At the end of 8 weeks, the rats in the
thymoquinone and KYYD + T groups were treated daily for 14 days with i.p.
The rats in the sham group were given saline as i.p. for the same period of

time with the administration of 8 mg / kg thymoquinone.

Body weights of rats in all groups were measured weekly throughout
the experiment. The body weights of the rats in the thymoquinone, sham and
KYYD + T groups were measured on a daily basis. At the end of the
experiment, testis tissues were taken by cervical dislocation after the body
weights of the rats in all groups were measured. Also, the weights of the testes
were measured. Blood samples were taken from the rats in all groups for
biochemical analyzes. Testicular tissues of control, sham, thymoquinone,

KYYD and KYYD + T rats were found to be in normal histological structure.

As a result, cholesterol increased biochemical values such as serum
total cholesterol, LDL, HDL, VLDL, triglyceride and leptin, as well as body
weight, testis weight and seminiferous tubule diameter. However, with
thymoquinone administration, these values were statistically similar to the
control group. Thymoquinone could be used as a therapeutic agent that the
body weight, testicular weight and biochemical values declining to normal
values. The decrease in GDNF expression in testicular tissue of rats in both
the high fat diet with cholesterol group and the thymoquinone group showed

in an inhibitory effect of cholesterol, high fat diet and thymoquinone on GDNF.



Keywords: Cholesterol, High fat diet, thymoquinone, GDNF,

Immunohistochemistry, Western blot, Testis.



1. GENEL BILGILERI

Erkek Ureme sistemi, primer cinsiyet organlari, testisler, bogaltim
kanallar ve eklenik bezlerden olusmaktadir (Aughey ve Frye 2001, Ovalle ve
Nahirney 2013). Testis yaklasik olarak 15 g agirliginda oval gérinume sahip
bir bezdir. Testisler, vucut boslugunun diginda skrotum adi verilen bir kese
icerisinde, germinal epitel, erkek germ hucreleri Greten kuguk kivrimli seminifer
tubuller (Tubulus seminiferus kontortus) ve interstisyel bag dokusundan ve
Leydig (interstisyel) hucrelerinden ibarettir. Leydig hucreleri erkek sekonder
cinsiyet ozelliklerinden sorumlu hormon olan testosteronu uretirler (Erglin

2012, Ovalle ve Nahirney 2013).

Testislerde; spermatozoon Uretildikten sonra, seminifer tlbullerden rete
testise, efferent kanallar (ductuli efferentis), epididimis, duktus (vaz) deferens
ve ejakulatuvar kanallar ile idrar yollarina oradan penis basina kadar uzun ve
dolambagl bir yol izler. Eklenik bezler; iki vezikula seminalis, prostat bezi ve
bulbouretral bezlerden ibarettir. Erkek Ureme sisteminin, spermatozoon
uretimi, spermatozoon’un semen araciligi ile disi Greme sistemine verilmesi ve
testosteron Uretimi olmak Uzere 3 ana fonksiyonu vardir (Ovalle ve Nahirney
2013, Ozer 2010).

1.1 Testisin Histolojik Yapisi

Karin boslugunun disinda, skrotum adi verilen kese igerisinde funikulus
spermatikus araciligi ile asili halde bulunan testisler, yarim ay bigimindeki
epididimis’in eklenik oldugu kalin siki bir fibroelastik bag doku kapsullu olan
tunika albugineya ile sarihdir. Tunika albugineya’yl distan tunika vaginalis
testis ¢evreler (Ergiin 2012, Kierszenbaum 2006, Ovalle ve Nahirney 2013).
Tunika albugineya, testisin sirt kisminda kalinlasarak icerisinde genital
kanallar, kan damarlari, lenf damarlari ve sinir bezleri bulunan mediastinum

testisi olusturur (Ovalle ve Nahirney 2013, Ozer 2010).



Mediastinum icerisindeki seminifer tubulller 6 ila 8 efferentesin
olusturdugu tubuli rekti adi verilen kisa bir kanalla rete testise acilir
(Kierszenbaum 2006, Ovalle ve Nahirney 2013). Rete testisten ayrilarak testis
disina ¢ikan ve gevsek bag dokusu ile sarili olan kanallara duktus eferentes,
duktus eferenteslerin kendi Uzerlerine katlanarak olusturduklari yapiya kaput
epididimidis, duktus eferenteslerin birleserek olusturdugu kivrimli kanala ise
duktus epididimidis denilmektedir. Duktus epididimisin kaput ve kavda
epididimis arasindaki bir ugtan diger uca dogru yaptigi kivriml yapiya korpus
epididimis adi verilmektedir. Duktus epididimis, kavda epididimisten ¢ikarken
kalinlagsarak duktus deferensi olusturur (Ozer 2010). Spermatozoonlar
uretildikten sonra seminifer tubdlllerden rete testis, duktili eferentis, epididimis,
vas deferans, ejekulatuvar kanallar, idrar kanall ve penis basina kadar uzun

ve dolambacli bir yol izlerler (Ovalle ve Nahirney 2013).

Seminifer tibull, kan damarlari ve interstisyel hlcreler iceren gevsek bir
bag dokusu ile cevrilidir ve icerisinde spermatozoonlar retilir. insanlarda
yaklasik olarak giinde 2x108 adet spermatozoon Uretilir (Junqueira ve Carneiro
2009). Her bir testis 250-300 arasi lopguk ve tunika albugineadan bagslayarak
testisin i¢ kisimlarina kadar 600-1200 arasi seminifer tibulle ve bu tubdllerin
arasini dolduran Leydig hucrelerine sahiptir. Bu tibullerin toplam uzunlugu
280-400 m'dir (Kierszenbaum 2006, Ovalle ve Nahirney 2013, Ozer 2010).
Etrafi bazal membran ile cgevrili seminifer tabdllerin duvari somatik Sertoli
hicreleri ile 4-8 katman halindeki spermatogenik hiicreler (spermatogoniyum,
primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoon) olmak
Uzere iki belirgin hicre populasyonundan olugsmaktadir (Kierszenbaum 20086,
Ovalle ve Nahirney 2013). Bazal membran, fibroblastlar ve kasilabilen
yassilagsmis miyoid hucrelerinden meydana gelmis olan bag dokusu kapsulu
ile sarihdir. Miyoid hucrelerinin kasilmasi ile hareketsiz spermatozoonlar rete

testise iletilir (Kierszenbaum 2006).

Sertoli hicreleri; seminifer  tubdullerin bazal membranina

hemidezmozomlar ile bagli olup, lumene kadar uzanan ve 1sik mikroskobunda



sinirlari ayirt edilemeyen sitoplazmasi ile gelisme asamasindaki erkek esey
hlcrelerini ¢cevreleyen, Ug¢gen veya oval gorunumlu okromatik bir gekirdege
sahip, boliinme yetenegi olmayan hicrelerdir (Bacha ve Bacha 2012, Ozer
2010). Bu hucreler spermatozoonlarin desteklenmesi ve olgunlasmasinda
kritik bir rol oynarken, ergenlik sonrasi, seminifer epiteldeki hiicrelerin yaklasik
% 10'unu olustururlar (Ovalle ve Nahirney 2013). Seminifer tubul [imenindeki
icerigin dolasimdaki antijenlerden izole edilerek, spermatositleri ve
spermatidleri otoimmun reaksiyonlardan ve kan yoluyla bulasan maddelerden
korumaya yarayan kan-testis bariyerinin en 6énemli bileseni de Sertoli

hicreleridir (Ovalle ve Nahirney 2013, Ozer 2010).

Sertoli hiucrelerinden, spermatogenezis igin gerek olan ABP (Androjen
baglayici protein), hipofizin 6n lobundan salgilanan FSHin (Folikdl uyarici
hormon) baskilanmasini saglayan inhibin, plazma icerisindeki demiri
spermatogenik hicrelere tasiyan testikiler transferin, Mduller kanallarinin
gerilemesine neden olan AMH (Anti-Mulleriyan Hormon) salgilanmaktadir

(Ozer 2010).

Seminifer tubdllerin arasindaki Leydig hudcrelerini saran gevsek bag
dokusu ise lenf ve kan damarlari ile sinirlerden meydana gelmektedir. Gevsek
bad dokusu icerisinde Leydig hucreleri ya tek tek ya da kimeler halinde
bulunurlar. Golgi kompleksi iyi gelismis olan bu hicreler mitokondriyonlardan
ve granulli endoplazma retikulumundan zengindir. Sitoplazmasi igerisinde
yogun lipid damlaciklari bulunur ve erkeklik hormonu olarak bilinen
testosteronu salgilar. Testosteron seminifer tubulllere etki ederek
spermatogeneziste goérev alir. Kilcal damarlar aracihgi ile dolagima giren
testosteron hormonu genital organlarin ve eklenik bezlerin geligimini
saglayarak sesin kalinlagsmasi, sakalin bliyumesi ve libidonun artmasi gibi
sekonder erkeklik ozelliklerinin ortaya cikmasini da saglar (Kierszenbaum

2006, Ovalle ve Nahirney 2013, Ozer 2010).



1.2.

Spermatogenezis

Spermatogenezis, erkek esey hlcresi olan spermatozoon olusumu

anlamina gelmektedir ve testisin seminifer tlibul bélgesi icerisinde gergeklesen

karmasik bir suregctir (Hassa ve Asti 2010, Hofmann 2008). Seminifer tlbdl

icerisindeki spermatogenik hicrelerin gelisimi ve baskalasmasi olarak da

adlandirilabilir (Ozer 2010). Spermatogenezis 3 basamakta gerceklesir.

Bunlar; ¢cogalma (goniyogenezis), blylime-olgunlasma (spermatositogenzis)

ve bagkalagsmadir (spermiyogenezis) (Hassa ve Asti 2010, Ozer 2010).

1.3.

Cogalma: Bazal laminanin hemen Ustinde yer alan
spermatogoniyumlar  mitoz  bolinmeler ile A ve B
spermatogoniyumlari meydana getirir. Spermatogoniyum A’larin
bir kismi kaynak hucresi olarak kalirken diger bir kismi ise
farkhlasarak spermatogoniyum B’leri (progenitor) olustururlar.
Blyume: Spermatogoniyum B’ler mitotik bolinme ile sayilarini
arttirarak blyurler ve primer spermatositlere (2n=46 kromozom)
sekillenirler.

Olgunlagma: Primer spermatositler birbirini takip eden iki mayoz
bolinme gergeklestirirler. 1. Mayoz bdlinme ile primer
spermatositlerden daha kiglk olan sekonder spermatositler
(n=23 kromozom) olusurken Il. Mayoz bélinme ile spermatidler
sekillenir.

Baskalagma: Spermatidlerin olgun sperm hicresi olan
spermatozoona  farklilasma  asamasidir.  Baskalasimini
tamamlayan spermatozoon, bas, boyun ve kuyruk olmak Gzere
Uc¢ kisimdan meydan gelir (Hassa ve Asti 2010, Kierszenbaum
2006, Ozer 2010).

Erkekte infertilite

infertilite, Giremeyi engelleyen ve her alti giftten birini ilgilendiren énemli

bir sorun ve hastalik olarak belirtilmistir (Glleg ve ark. 2011, Topdemir Kogyigit



2012). infertilite, gebeligin en az 5 yil boyunca hi¢ olusmadigi durumda primer
infertilite ve daha 6nce gebelik olusmus fakat sonra istendigi halde tekrar
gebelik olusamiyorsa sekonder infertilite olarak adlandiriimaktadir

(Heidargholizadeh 2015, Mascarenhas ve ark. 2012).

Dinya Saglik Orguti (DSO)nin 1999 yilinda yapmis oldugu
arastirmaya gore infertilite gorulen cift sayisi 42 milyon iken 2010 verilerinde
bu say1 48,5 milyona ulasmistir (WHO 2000). Ulkemizde Saglk Bakanhginin
2009 verilerine goére 2 milyon kisinin infertilite sorunu oldugu bildirilmistir

(Saglik Bakanligi 2014).

infertilite ile ilgili basvurularin %40-50 arasindaki sorunun erkek
kaynakli oldugu bildirilmistir (Erdemir ve ark. 2011). Erkek infertilitesinin
nedenlerinin gesitli bozukluklari kapsayan oldukc¢a genis kapsamli hastaliklar
olabileceg@i 6ne surulmustir (Poongothai ve ark. 2009). En yaygin infertilite
nedenleri olarak duslk spermatozoon sayisi, hareketsiz ya da anormal
spermatozoon uretimi ve erkek Ureme sistemi boyunca semenlerin normal
verilmesini engelleyen tikanikliklar sayilabilir. Diger nedenler arasinda
kriptorgsizm (inmemis testisler), orsit (testislerin iltihabi) ve varikosel (skrotal
varikoz damarlari) nedeniyle olusan testikller hasarlar yer alir. Radyasyon,
asir tatin kullanimi veya alkol tuketimi, hormonal bozukluklar, yas, iliski
zamanlamasi, dogum kontrol yontemleri hayat tarzi da buna katkida

bulunabilir (Ovalle ve Nahirney 2013, Topdemir Kogyigit 2012).

Viicut kitle indeksi (VKI) >25 olan kadin ve erkek bireylerde infertilite
oraninin arttigr hayvan deneyleri ve insan calismalari ile desteklenmistir
(Yiimaz ve Yardimci 2015).

1.4. Timokinon

Corek otu, Ranunculacea (Dugun cicegigiller) familyasinin Nigella
sativa tard olup, siyah tohum veya bereket tanesi olarak da bilinmektedir.

Ortadogu ve bazi Asya ulkelerinde tohumu ve tohumundan elde edilen 6zUtler



pek ¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Yomogida ve

ark. 2003, Zaoui ve ark. 2002).

Corek otu dogal bitkisel ilaglar grubunda olan bir bitki olarak yuz yillardir
sagligi destekleyici ve hastaliklarin tedavisinde dogal ilag olarak kullaniimistir
(Salem 2005). Ayrica, farmakolojik, fitokimyasal ve beslenme arastirmalarina

da konu olmustur (Zaoui ve ark. 2002, Baytop 1984).

Timokinon, ¢oérekotu (Nigella sativa) tohumunun en 6énemli etken
maddesidir ve anti-bakteriyel (Morsi 2000), anti-inflamatuvar (Houghton ve ark.
1995), anti-tumoral (Thabrew ve ark. 2005), anti-diabetik (Al-Hader ve ark.
1993) ve anti-oksidatif (El-Saleh ve ark. 2004) etkilere sahiptir.

Katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz gibi cesitli
antioksidan enzimlerin aktivitesini de korudugu bildirilmigtir (Woo ve ark.
2012). Timokinon gibi aktif i¢erikli maddeler birgok kanser tlrtne karsi etkilidir
(Khan ve ark. 2011). Yilan ve akrep zehirlerinin hemolitik etkisini 6nledidi,
hicreleri kortizol tarafindan induklenen apoptosisten korudugu gosterilmistir
(Salem 2005). Timokinonun S. aureus bakterilerine karsi 3 pug/ml oraninin
bakteriyostatik, 6 ug/ml oraninda uygulamasinin ise bakterisit etki olusturdugu
bildirilmigtir (Halawi 2009). Timokinon gastroprotektif, hepatoprotekiif,
nefroprotektif ve noroprotektif etkilere sahiptir. Kardiyovaskuler bozukluklar,
diyabet, ureme bozukluklari ve solunum vyolu rahatsizliklarindaki olumlu
etkilerinin yani sira kemik komplikasyonlarinin ve fibroz tedavisinde de etkili

olabilecegi gosterilmistir (Darakhshan ve ark. 2015).

Gunumuzde yuksek oranda yag iceren gidalarin alinmasi ile birlikte
artan kilo sebebiyle olusan kolesterol, trigliserid ve seker duzeylerinin
timokinon uygulamasi ile dustigu gosterilmistir (Bacak 2010, Zaoui ve ark.
2002).

Timokinon, yuksek yagh diyet uygulamalarinda pankreas dokusunda
anti-inflamatuvar etki gostererek koruyucu rol oynamaktadir (Suguna ve ark.

2013). Yuksek fruktoz iceren diyetin neden oldugu bozulmus glikoz toleransi



ve insulin direncini 6nlemede de timokinonun etkili oldugu bildirilmistir

(Prabhakar ve ark. 2015).

Timokinon uygulamasinin sperm anomalilerini ortadan kaldirarak
saglikh sperm hicrelerinin sayisini arttirdigi ve seminifer tibul yapilari
Uzerinde olumlu etkileri oldugu 6ne suriimustir (Sayed ve ark. 2014, Tufek ve
ark. 2015). Dinya Saglik Orguti (DSO), kolesterolli kontrol altina almak igin
geleneksel bitki tedavilerini ve bu alandaki ¢calismalari desteklemektedir (WHO

2016).

1.5. Glial Huicre Turevli Norotrofik Faktor (GDNF)

Merkezi ve periferik noronlarin gelisimi ve farkhlagsmasi agisindan
oldukga 6nemli olan GDNF, TGF-B (Transforming Growth Factor- B /
Transforme Edici Buyume Faktoru-f) super ailesinin bir Gyesidir. GDNF, Lin
ve arkadaslarinin 1993 yilinda yaptigi bir ¢alismada rat glial B49 hucreleri
tarafindan eksprese edilen bir protein olarak kesfedilmigtir (Lin ve ark. 1993).
134 amino asit iceren GDNF, 18-32 kDa molekul agirhgina sahiptir (Vargas-
Leal 2003).

GDNF’nin primer sinyal iletimi, RET (Rearranged during transfection)
reseptor tirosin kinaz ve bir glikozilfosfatidilinositol’'e baghh RET coreseptoru
olan GFRa-1'den olugmaktadir (He ve ark. 2007, Tadokoro ve ark. 2002,
Yomogida ve ark. 2003). Ayrica GDNF RET’ten bagimsiz olarak, GFRa-1
yuzey reseptoru vasitasiyla bilinmeyen bir transmembran protein ile birlikte
lipid yiginlari halinde bulunur. GDNF’nin GFRa-1 reseptorune baglanmasi Src
tipi kinazlar aktive ederek harekete gecirir. Src kinazlar PLCy'yi fosforile eder
ve boylece inositol trisfosfatin (IP3) Uretimini ve hicre igi Ca* salinimini
saglarlar. GDNF ailesinin (GLFs), GDNF, Neurturin (NTN), Persephin (PSP)
ve Artemin (ART) olmak Uzere dort Uyesi vardir (Vargas-Leal 2003).

GDNF, embriyonik gelisim sirasinda digler, kil foliktlleri ve nazal epitelin
de dahil oldugu bircok memeli dokusu ile gelismekte olan organlar ve

urogenital sistemlerden eksprese olmaktadir (He ve ark. 2007, Golden ve ark.



1999, Tadokoro ve ark. 2002). Néronlarin veya astrositlerin toplam sayisini
arttirmadan orta beyin embriyonik kulturlerindeki dopaminerjik noronlarin
hayatta kalmasini ve farklilagsmasini tesvik ettigi bildirilmistir (Lin ve ark. 1993).
Sinir sisteminde ndronlarin gesitli tiplerinin farklilasmasini ve ¢ogalmasini
tesvik eden GDNF’nin ayrica bdbrek, gastrointestinal sistem olusumu ve
spermatogenezisin dizenlenmesinde de etkili oldugu 6ne slrdlmustar (Moore
ve ark. 1996, He ve ark. 2007, Sahinkanat ve Okur 2007, Zeng ve ark. 2008).
Alkole baglh olmayan karaciger yaglanmasinin tedavisinde transgenetik
farelerde GDNF’nin koruyucu rol oynadigi ve karaciger transplantasyonu
oncesinde karacigerdeki yaglanmayi onemli oOlgude giderdigi bildirilmistir

(Mwangi ve ark. 2016, Taba Taba Vakili ve ark. 2016).

Memeli testisinde, GKH (Germinal Stem Cell / Germinal Kdk Hucre)
cogalmasinin GDNF/FSH vyolu ile homeostatistiksel olarak dizenlendigi
dusundlmektedir (Hofmann 2008, Tadokoro ve ark. 2002). Hasarli GKH
farkhlasmasina sahip testislerde, GDNF’nin oldukc¢a gulgli bir GKH blyume
faktori olmaya aday oldug@u bildirilmistir (Tadokoro ve ark. 2002).

Asirt GDNF salinimi olan farelerde farklilasmamis spermatogonium
benzeri hucrelerin ¢ogaldigi ve testis tumorlerinin meydana gelerek kisirliga
neden oldugu goérulmustir (Meng ve ark. 2000, 2001). GDNF; farklilasmamis
spermatogonium aktivitesinin arttigi 1. haftada farede bol miktarda eksprese
olurken gelisim suresi ilerledikge ekspresyon seviyesinde giderek azalma olur.
GDNF ekspresyonunun farklilasmamig spermatogoniumlarin yayilmasi ve
germ hucrelerinin kaybolmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Tadokoro ve ark.
2002).

1.6. Kolesterol

Kolesterolin yapisi, 1815 yilinda Fransiz bir kimyaci olan M.E.
Chevreul tarafindan kesfedilmis ve glinimuze kadar birgok bilim adaminin
arastirmalarindaki temel alanlardan biri olmustur (Vance ve Van den Bosch
2000).



Kolesterol viicut organlari ve sinir liflerinin yani sira hicre zarinda
bulunan, dokular igin gerekli olan kan plazmasi icinde tasinan dort halkali
steroid nikleusu ve bir hidroksil grubu olan 27 karbonlu steroldir (Adam ve
ark. 2013, Hergeng 2012). Vicuttaki kolesterolin ¢odu hayvansal gidalardaki
doymus yaglardan temin edilir (WHO 2002). Kolesterol hem serbest hem de
uzun zincirli yag asitlerinden biriyle esterlesmis olarak da vicutta bulunabilir

(Adam ve ark. 2013).

Kolesterol, hicre zarinin yapisindaki fosfolipid molekilerinin polar bas
gruplarin arasindaki boslugu kaplayarak hucre zarinin akigkanligini
azaltmaktadir (Charlton-Menys ve Durrington 2008). Organel membranlari
arasinda lipid transfer sistemlerini ve hulcresel sinyal agini siki bir sekilde

kontrol eder (Ikonen 2008).

Kan kolesterol seviyesini dusurmek igin gesitli diyet yonetimleri, yagsam
tarzini degistirme, duzenli egzersiz ve ilag¢ tedavisi uygulanmaktadir. Yuksek
kolesterol seviyesi, nikotinik asit, safra asidi sekanslari ve statin gibi cesitli
farmakolojik ajanlar ile dusurulebilir. Ancak bunlar hem pahali hem de ciddi
yan etkilere sahiptirler (Bliznakov 2002, Lichtenstein 1998, Pereira ve Gibson
2002). Yuksek kolesterole bagli koroner arter hastaliklari bati Glkelerindeki en

onemli 6lum nedenlerinden birisidir (Tok ve Aslim 2007).

1.6.1. VLDL (Very Low Density Lipoproteins / Gok Distlik Yogunluklu
Lipoprotein)

Diyetle alinan eksojen lipidleri ve yagda ¢6zunen vitaminleri tagimakla
gorevli olan lipoproteinlere silomikronlar denilmektedir. (Hergeng 2012).
Barsak epitel hicrelerinden yagli yemek sonrasinda sentezlenmeye baslarlar
(Mergen ve ark. 2010). Ac¢lik kaninda silomikronlarin varligi lipid

metabolizmasindaki bozukluga isarettir (Hergeng 2012).

Cogunlukla karacigerden sentezlenen VLDL, yapisal olarak
silomikronlara benzese de yogunluk olarak daha kuguktir (Mergen ve ark.

2010, Sengul 2012). VLDL'nin %90" lipid, %10'u proteinden olusmakta;
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trigliserid icerigi % 45-65, fosfolipid %10-15, kolesterol ise %20 civarindadir
(Hergeng 2012). VLDL endojen trigliseridlerin transferinden sorumludurlar ve
dolasim surecinde lipid igeriginin gittikce azalmasi nedeniyle LDL’lere

donusurler (Adam ve ark. 2013, Mergen ve ark. 2010).
1.6.2. LDL (Low Density Lipoproteins / Duguk Yogunluklu Lipoprotein)

Brown ve Goldenstein (1976), ailesel hiperkolesterolemi Gzerine yaptigi
calismada trigiliserid agisindan az kolesterol ve kolesterol esterleri bakimindan
zengin olan kolesterol ana tasiyicisi LDL reseptorina kesfetmislerdir (Mergen
ve ark. 2010, Vance ve Van den Bosch 2000). Plazmadaki kolesterolln
neredeyse % 60-70'i LDL araciligi ile tasinmaktadir ve plazmada LDL vyari

Omrl 2-3 gundur (Hergeng 2012).

1.6.3. HDL (Hight Density Lipoproteins / Yuksek Yogunluklu
Lipoprotein)

HDL partiktlleri hem en kiguk molekullerdir hem de serum
kolesterolunun dortte bir miktarini igerir (Mergen ve ark. 2010). Silomikronlar
dolagsimdayken, lipoprotein lipazin etkisiyle yapisindaki serbest kolesterolin
ve fosfolipidlerin bir kismi HDL’ye donusmektedir (Adam ve ark. 2013). HDL,
lipidlerin lipoproteinler ve hucreler arasinda yeniden dagitiimasinda iglev
gorur. HDL, ateroskleroz ve kalp-damar hastaliklarina karsi koruyucu bir rol
oynamaktadir (Vance ve Van den Bosch 2000). Damar duvarinda biriken
zararl kolesterolln karacigere taginmasindan sorumludur. Ayni zamanda LDL
oksidasyonunu inhibe ederek, makrofajlarin arterial duvara yapismalarini da

azaltirlar (Mergen ve ark. 2010).

HDL'nin antiagregan, antitrombotik, antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-
apoptotik, antienfeksiydz, vazorelaksan etkileri ve kok hicrelerin

olgunlagmasinda rolt bulunmaktadir (Hergeng 2012).
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1.6.4. Trigliserid

Ug karbonlu-tg¢ hidroksil gruplu bir alkol olan "gliserol" ana yapisina tg¢
yag asidinin ester bagi ile baglanmasi sonucunda olusan trigliserid, hidrofobik
Ozelliktedir (Hergeng 2012). Trigliseridler, nétral ve nonpolar karakterde
lipidlerdir. Yag asitlerinin depo sekli olarak bulunurlar. Metabolizma esnasinda
yakit molekulleri olarak goérev yaparlar. Hidrofobik karakterdeki trigiseridler
hucre icerisinde yag damlalari halinde bulunurlar. Trigliseridlere ayrica notral

yaglar da denilmektedir (Adam ve ark. 2013).

1.7. Leptin

1994 yilinda Friedman ve ark., tarafindan kesfedilen, 16 kDa molekdl
agirhigina ve 167 aminoasite (aa) sahip bir hormondur. Latincede zayif/ince

anlamina gelen “leptos” kelimesinden tlretilmistir (Friedman ve Halaas 1998).

Memeliler igin oldukga 6nemli olan ve g¢ogunlukla yag dokusundan
eksprese olan leptin az miktarda mide ve kalp gibi organlardan da salgilanir.
(Campbell ve Reece 2008). Yag dokusundaki leptin oranindaki artis kandaki
leptin duzeyinde de artisa yol agmaktadir. Ayrica beyni uyararak doygunluk
hissi vermekte, kas etkinlikleri ve vicut isisinda artisa neden olmaktadir

(Campbell ve Reece 2008, Klok ve ark. 2007).

Surekli yemek vyiyen Kkigilerde leptin direnci olarak da bilinen bir
mekanizma geligir. Bu mekanizma; kandaki leptin hormonu arttiginda beynin
hipotalamus bdlgesini uyararak leptin saliniminin normal olarak algilanmasini
saglar (Kolaczynski ve ark. 1996, Levine ve ark. 1999). Egzersiz yapan
kisilerde leptin salinimi azalmaktadir (Hickey ve ark. 1997, Keller ve ark.
2005).

Leptin ile ters etkili olan grelin hormonu ise besin ve kilo alimini
uyarmaktadir (Ueno ve ark. 2005). Grelin, ¢ogunlukla mideden

salgilanmasinin yanin sira pankreas, testis, dalak, barsak gibi birgok dokudan
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eksprese edilmektedir (Gnanapavan ve ark. 2002). Asiri kilolu kigilerde plazma

grelin dizeyi azalmaktadir (Tschop ve ark. 2001).

1.8. Yiiksek Yagh Diyet ve Obezite

Yag, diyet ile vicuda alinan ve organizmanin yagsamini devam
ettirebilmesi igin gerekli olan en 6nemli besin 6gelerinden biridir. Ylksek enerji
kaynagi olmalarinin yaninda yagda ¢ozunebilen vitaminleri de barindirirlar.
Proteinler ile birlegerek lipoproteinleri olusturan yaglar kan lipid duzeylerinin

belirlenmesinde de kritik bir rol oynamaktadir (Buettner ve ark. 2007).

Vucutta asin olgude yag dokusu bulunmasi durumu obezite olarak
adlandirilmakta ve gunumuzde tedavi edilmesi gereken bir hastalik olarak

kabul edilmektedir (Park ve ark. 2010, WHO 2016).

Yiksek yagli diyet ile beslenme sonucu viicut kitle indeksi (VKi)
artmaktadir. VKI en basit tanimi ile boy-kilo arasindaki kg/m2 oranidir. Diinya
Saglik Orgiiti'ne (DSO) gore obezite siniflandirmasi zayif (VKi<20), normal
(20< VKI < 25), obez (VKI>30) belirtilmistir (WHO 2016).

Ornegin 70 kg ve 175 cm boyundaki yetigkin bir bireyin VKi’si 22,9’dur
(WHO 2000).

VKI hesaplamasi; VKIi = kg/m?
VKI = 70/1.752= 22.9

Obezite, ilk kez 1620 yihinda Thomas Venner tarafindan Latincede
yeme yoluyla tombullagma anlamina gelen “obesus” kelimesinden turetilmistir
(Barnett, 2005). Obezite, sagligi bozabilen anormal veya asiri yag birikmesi
olarak tanimlanir (WHO 2016). Dinya genelinde oldukg¢a hizli bir sekilde artan
obezite, ozellikle 1980'den bu yana iki katindan daha fazla miktarda
artmaktadir. 2014 yilinda 1,9 milyardan fazla 18 yas Uzeri yetigkinin asiri kilolu
oldugu bildirilmis ve bunlarin 600 milyonuna obezite tanisi konulmustur (WHO
2016).
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TURDEP-I arastirmasinda, c¢alismaya katilan 24.788 kisiden elde
edilen verilere gore Ulkemizdeki kadinlarin %30’u obez iken bu oran erkeklerde
%13 seviyesinde oldugu belirtiimigtir. Tlrkiye geneline bakildiginda ise
nufusun %22.3’'GUnln obez oldugu goérlimustur. Yasa gore ise 30 yasindan
itibaren obezite oranin arttigi ve 45-65 yas araliginda en yuksek seviyeye

ulastigi gérilmustar (Satman ve ark. 2002).

Asiri kilonun yalnizca kronik hastaliklara degil ayni zamanda ureme
problemlerine de neden olabilecedi bildiriimigtir (Catalano 2007). Degisen
testosteron, dstradiol seviyesi, zayif sperm kalitesi ve infertilite asiri kilo alimi
ile baglantili olabilir (Nguyen ve ark. 2007). Normal kilolu bir erkege (VKIi < 25)
gére asiri kilolu bir erkekte (VKi = 25), éstradiol oraninda énemli bir dlgiide
azalma oldugu bildirilmistir (Fejes ve ark. 2006). Ayrica obez olan erkeklerde
sperm kalitesinde 6nemli olglide degisiklikler oldugu belirlenmistir (Fejes ve

ark. 2006, Kort ve ark. 2006, Magnusdottir ve ark. 2005).

Ozellikle VKIi degeri 32-34 arasindaki kisilerdeki infertilite orani, VKIi
degeri 20-22 arasinda olan bireylere oranla 2 kat daha fazladir (Sallmen ve
ark. 2006). Danimarka Ulusal Dogum Kohortu (Kilinigi), asir kilolu ve normal
kilolu erkekleri karsilastirdigi bir ¢alismada infertilite oranin %50 oraninda

arttigini gérmaglerdir (Ramlau-Hansen ve ark. 2007).

Bu calismada kolesterolli yluksek yagl diyet ile beslenen sigcanlarda
corek otu (Nigella sativa)’nun etken maddesi olan Timokinon uygulamasinin
testis dokusundaki GDNF ekspresyonu Uzerindeki etkisi immunohistokimyasal

ve Western blot yontem ile incelenmesi amaglanmigtir.
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2. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma igin Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan
(Karar No: 26.02.2015/18) onay alinmistir. Calismanin deney asamasi Kafkas
Universitesi Hayvancilik Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestiriimistir.

2.1. Deney Hayvani Materyali

Calismada kullanilan deney hayvanlari Atatiirk Universitesi Deney
Hayvanlari Unitesi’nden temin edildi. Calismada daha dnceden ciftlesmemis
ve herhangi bir ¢alismada kullanilmamis 40 adet / 40 gunlik Spragua Dawley
cinsi erkek sigcan kullanildi. Hayvanlar 25 + 2 °C sicaklikta, %60-65 dizeyinde
nemin ve 12 saat aydinlk, 12 saat karanlik dongusunun uygulandigi
kosullarda gunlik temizligi yapilan kafeslerde ve her kafeste 4 hayvan olacak
sekilde ad libitum olarak beslenerek barindirildi. Hayvanlara verilen yem
Erzurum Bayramoglu Yem Fabrikasi’'ndan temin edildi. Yem icerigi Tablo 1’'de

verilmistir.

Gruplar 1 haftalik alistirma suresi sonunda rastgele secilen si¢canlardan

asagidaki gibi olusturuldu.

e Kontrol Grubu (n=8): Bu gruptaki siganlara herhangi bir uygulama
yapiimadi.

e Sham Grubu (n=8): Bu gruptaki sicanlara 14 gun boyunca serum fizyolojik
intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.

o Kolesterollii Yiiksek Yagh Diyet Grubu (KYYD) (n=8): Bu gruptaki
siganlar ginlik enerji miktarinin %65’i oraninda tereyagi ve %2 kolesterol
karistiriimis pelet yem ile beslendi ve 8 hafta sonunda 8 adet sicandan kan
ornekleri alinarak biyokimyasal degerlere bakildi (Yegin 2012).

¢ Kolesterollii Yiiksek Yagh Diyet ve Timokinon (KYYD+T) (n=8): KYYD

grubundaki sicanlar ile ayni sekilde beslenen hayvanlara ayrica 14 gun
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boyunca serum fizyolojik icerisinde ¢ézdurulen 8 mg/kg Timokinon (Sigma-
Aldrich / 274666-5G) i.p. olarak uygulandi (Hawsawi ve ark. 2001).
e Timokinon Grubu (n=8): Bu gruptaki siganlara 14 gun boyunca serum

fizyolojik igerisinde ¢ozdurilmis olan 8 mg/kg Timokinon i.p. olarak

uygulandi (Hawsawi ve ark. 2001).

Resim 1. KYYD grubu i¢in yem hazirlama. a) Toz haline getiriimis yem,

b) Eritilmis tereyagi, c) Saf kolesterol d) Hazirlanmis yem



Tablo 1. Hayvanlara verilen yem igerikleri (%) ve timokinon miktari.

16

Yem Maddeleri (*) (100 g) Kontrol Sham Timokinon | KYYD | KYYD+T
Serum Fizyolojik - + - - -
Timokinon - - 8 mg/kg - 8 mg/kg
Kolesterol - - - 2 2
Tereyagi - - - 30,5 30,5
Nem 12,8 12,8 12,8 12,8 12,8
Ham protein 23 23 23 23 23
Ham yag 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Ham sellloz 5 5 5 5 5
Ham kil 7,1 7,1 7,1 7,1 7,1
Sodyum 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

*Yem Bilesenleri: Misir, Soya fasllyesi kispesi, Aygicek tohumu kispesi, Misir

Gluteni, Seker Pancari melasi, Kalsiyum karbonat, Misir kepegdi, Sodyum klorur, Bitkisel yag,

Sodyum bikarbonat, Dikalsiyum fosfat, Vitamin-Mineral.

*iz Elementler (kg): Vitamin A 15001,18 mg, Mangan siilfat 144,78 mg, Demir silfat
monohidrat 375,58 mg, Cinko oksit 151,53 mg, Bakir siilfat 33,51 mg, Kobalt karbonat 0,41

mg, Sodyum selenit 1,07 mg, Kalsiyum iyodat anhidrit 2 mg.

2.2. immunohistokimyasal Boyamada Kullanilan Gozeltiler

2.2.1. Sodyum Sitrat Tampon Cozeltisi

Tri-sodium citrat (dihydrate) 2,94 g alinarak 1000 ml distile su igerisinde

¢cozdurulip pH’si 1N HCl ile 6.0’a ayarlandiktan sonra igerisine 0.5 ml Tween

20 ilave edilerek karistirildi ve +4 ‘C’de muhafaza edildi.

2.2.2. BSA Cozeltesi

3 g Bovine serum albumin 100 ml distile su igcerisinde ¢oziundurilerek

+4 °C’de muhafaza edildi.
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2.3.Western Blot Calismasinda Kullanilan Cozeltiler

2.3.1. Ripalizis buffer

5 ml %10’luk sodyum deoksikolat (SDS), 1.5 ml Tris HCI (pH 7.6), 0.5
ml %10 SDS, 0.5 ml Tween 20'ye distile su (dH20) eklenerek karisim 50 ml'ye

tamamlandi.

2.3.2. PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) Hazirlama

17,4 mg PMSF 10 ml Isopropanol (2-propanol) igerisinde

¢6zundurdldi ve kullanim siresi boyunca -20’de muhafaza edildi.
2.3.3. Stacking (stoklama) jel tamponu (0.5 M Tris-HCI, pH6.8)

Tris Base 159
SDS 100 mg

Hazirlanan karisim 10 ml dH20 igerisinde eritilerek pH’si 6.8 olana
kadar 1 M HCI ¢ozeltisinden ilave edildi. Total hacim dH20 ile 25 ml'ye

tamamlanarak +4 °C'de muhafaza edildi.

2.3.4. Sample (numune) Tamponu (0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8)

Stacking jel tamponu 1.25 ml

SDS 195 mg
Gliserol (%99’luk) 1ml
2-Merkaptoetanol 0,5 ml
Bromopheanol blue 1 mg

Hazirlanan karisim dH20 ile 10 ml'ye tamamlanrak +4 °C'de

muhafaza edildi.
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2.3.5. %30’luk Akrilamid Soliisyonu

7,5 g Akrilamid ve 200 mg Bisakrilamid hassas terazide tartilarak
total hacmi 25 ml olacak sekilde dH20 eklenerek eritildi ve koyu renkli sisede

+4 °C'de muhafaza edildi.
2.3.6. Resolving (ayirma) jel tamponu (3 M Tris-HCI, pH 8.8)

9,075 g Tris Base ve 200 mg SDS karisimi 7,5 ml dH20 igerisinde
eritilerek pH’si 1M HCI ile 8.8’e ayarlandi ve total hacim dH20 ile 25 ml'ye

tamamlanarak +4 °C'de muhafaza edildi.
2.3.7. Running (yurutme) tamponu (0.025 M Tris-HCI, 0.192 M Glisin)

Tris Base 3,03g
Glisin 14,4 g
SDS 1g

ilk dnce Tris ve Glisin karigimi 750 ml dH20 igerisinde eritildi. Daha
sonra igerisine SDS eklendi ve total hacim dH20 ile 1500 ml'ye ayarlanarak +4

°C'de muhafaza edildi.

2.3.8. Coomassie blue ¢ozeltisi hazirlama (Jel boyama)

Coomassie Brilliant Blue R250 125 mg
Ethanol 200 mi
Asetik Asit 35 ml

Hazirlanan ¢ozelti +4 °C'de muhafaza edildi.
2.3.9. Destainning (Jelden boya ¢ikartma)

% 5’lik Metanol ¢ozeltisi (25 ml Metanol + 475 ml dH20) ve % 7,5'lik Asetik Asit
gOzeltisi (37,5 ml Asetik Asit + 462,5 ml). Hazirlanan karisim +4 °C'de

muhafaza edildi.
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2.3.10. Transfer buffer

TrisBase 3,03¢g
Glisin 14,4 g
dH20 800 ml
Metanol 200 ml

2.3.11. 10X TBS buffer

24,2 g Tris Base ve 80 g NaCl 1 litre dH20 icerisinde ¢ozulerek pH’si

7.6’ya ayarlandi ve +4 °C'de muhafaza edildi.
2.3.12. 1XTBS-Tween (Wash buffer)

100 ml 10X TBS buffer ile 900 ml ddH20 karistirilarak igerisine 1 ml

Tween-20 eklendi ve +4 °C'de muhafaza edildi.
2.3.13.  %8’lik Bloking soliisyonu

Yagsiz sut tozu 8¢

Wash buffer 100 ml

2.4. Canli Agirlik Olgiimii ve Kan Alimi

Deneye baglamadan 6nce ve deney suresince gruplardaki siganlarin
haftalik olarak agirliklari Olgtldd. Timokinon uygulamasi esnasinda ise
gruplarin agirliklari gunluk olarak olguldu. Deney sonunda 1 gece 6nceden ag¢
birakilan siganlar son kez tartihip eter anestezi altindayken biyokimyasal

analizler icin kalpten kan drnekleri Lityum heparinli tlplere alindi.
2.5. Histolojik inceleme

Eter anestezi uygulanan sicanlar servikal dislokasyon yoluyla 6tenazi
edilerek testis dokular alindi. Sag testis dokulari Western blot yonteminde

kullanilmak Uzere -24 °C'de muhafaza edilirken sol testis dokular ise
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istatistiksel analiz igin tartilarak histolojik ve immunohistokimya ¢alismalar icin

%10’luk formaldehit solisyonuna alindi.

Testis dokulari tespit edildikten sonra rutin histolojik islemlerden
gegirilerek parafinde bloklandi. Bloklarindan alinan 5 um’luk kesitlere dokunun
genel yapisini géstermek amaciyla Crossman’in Ugli boyama teknigi ve

Hematoksilen-Eosin boyamasi uygulandi.

2.6. Seminifer Tubiil Gaplarinin Histometrik Hesaplanmasi

Seminifer tabdllerin ¢aplarini élgmek igin her gruptan 8 adet sigana ait
60’ar adet seminifer tubul Image J (v1.50i) adh bilgisayar yazilimi kullanilarak

Ol¢uldi (Collins 2007, Rasband 2016).

2.7. immiinohistokimyasal inceleme

immiinohistokimyasal inceleme icin krom alum jelatin ile kapl lamlara 5
pm’luk kesitler alinarak deparafinizasyon ve dehidrasyon islemleri uygulandi.
Ardindan endojen peroksit aktivitesini onlemek i¢in hidrojen peroksitin
metanoldeki (%3) ¢ozeltisinde 20 dk bekletildi. Kesitler PBS (Fosfatli Buffer
Solusyonu) (pH 7.4) ile yikandiktan sonra antijenik reseptorlerin agiga gikmasi
icin sodyum sitrat buffer (pH 6.0) solUsyonu igerisinde mikrodalga firnda 600
watt, 20 dk kaynatildi. PBS ile yikanan dokular Avidin-Biotin-Peroksidaz teknigi
uygulamasina tabi tutuldu. Blocking Soliisyon A (invitrogen-Histostatin Plus
Bulk Kit) ile 10 dk boyunca inkube edilen dokulara PBS yikamasi yapiimadan
rabbit anti-GDNF (1:200) (Abcam Ab18956) ile +4 C’de 6 saat boyunca primer
antikor uygulamasi yapildi. Daha sonra PBS ile yikanan kesitler biotinli
sekonder antikor ile 30 dk inkibe edildi. PBS ile yikanarak Streptavidin
preokidaz solisyonunda 30 dk bekletildi. Dokulardaki antikor reaksiyonunu
gostermek igin DAB kromojen solUsyonu eklendi ve i1sik mikroskobu ile
incelendi. imminoreaktivitenin durumu kontrol edilerek reaksiyon PBS ile

durduruldu. Distile su ile yikanan kesitler zit boyama igin Harris’in
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hematoksilen boyamasina tabi tutuldu. Daha sonra kesitler dehidre edilerek

entellan ile kapatildi.

Kesitlerde boyanma derecesi kriter alinarak semikantitatif yontem ile
skorlama vyapildi. Degerlendirmede zayif boyanma (1), orta derecede
boyanma (2) ve kuvvetli boyanma (3) o6zelliklerine gére derecelendirme
yapildi. immunohistokimyasal boyamanin spesifik olup olmadigini belirlemek
amaciyla tim gruplara batin islemler ayni olmak kosulu ile primer antikor ilave

edilmeksizin (negatif kontrol) diger islemler aynen uygulandi.

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

sonra fotograflandirildi.

2.8. Western Blot Yontemi
2.8.1. Testis Dokusundan Protein Analizi

Calismamizda kontrol ve deney gruplarindan alinan 100 mg
agirhgindaki testis dokulari x2 oraninda RIPA lizis buffer solisyonu ve proteaz
inhibitort  (PMSF  (phenylmethylsulfonyl fluoride)) eklenerek homojenize
(Winggen Hauser) edildi. Elde edilen homojenat ince cam tuplere aktarilarak
+4 °C'de 15 dk boyunca 14000 rpm’de santrifij (NUve NF 800R) edilerek
supernatant kisimlari yeni cam tuplere aktarildi ve tekrar 4 °C'de 15 dk
boyunca 14000 rpm’de santrifuj edilerek alinan supernatant kisim -24 °C'de
muhafaza edildi. Total protein analizi i¢in her érnekten 1 pl alinarak nanodrop

(AGT-01) cihazinda dl¢uldu.

2.8.2. SDS-Page  (Sodyum Dodesil Silfat-Poliakrilamid  Jel

Elektroforezi) ve Membran Transferi

Homojenatlardan her bir well’e 100 ug oraninda protein yuklenecek
sekilde gerekli seyreltme yapilarak 15-20 sn boyunca vortekslendi (Grant-bio

PV1). Daha sonra SDS’in protein denatirasyonunu arttirmasi ve disulfit
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baglarinin ayrilmasi amaciyla (Thermo-Shaker TS-100) 100 °C’de 5 dk sureyle
kaynatilarak hizli bir sekilde buz igerisine alindi. Kontrol ve deney gruplarina
ait testis dokularindan elde edilen protein 6rnekleri SDS-Page yontemi ile

incelendi.

* Kogsturma tamponu (Running buffer): 3.3 ml %30 Bis-akrilamid, 2.5 ml 1.5
M Tris HCI (pH:6,8), 0.1 ml %10 SDS, 4.1 ml dH20, 5 yl TEMED ve 50 pl

amonyom persdulfat ile hazirlanmigtir.

* Ayirma tamponu (Stacking buffer): 1.7 ml %30 Bis-akrilamid, 2.5 ml 0.5 M
Tris HCI (pH:6,8), 0.1 ml %10 SDS, 5.7 ml dH20, 10 yl TEMED ve 50 pl

amonyom persdulfat ile hazirlanmigtir.

Hazirlanan jelin ilk well'ine protein marker’i 5 ul, diger well’lere ise 25
Ml 6rnekler yliklendi ve 200 V, 80 mA, 70 dk sureyle protein marker’i jelin

kenarina gelene kadar kosturma islemi gergeklestirildi.

Jel boyutu bluyukligunde kesilen PVDF membrani (Thermo, PVDF
Transfer Membrane 88518) ilk 6nce 5 dk sureyle absolut metanol ile inkibe
edildi ve sonrasinda 5 dk sureyle dH20 ile yikanarak transfer buffer solisyonu

icerisine alinarak 5 dk sureyle bekletildi.

Jel ile ayni boyutta kesilen filtre kagitlari ve iki adet blot stingerleri de
yine ayni sekilde 5 dk suresince transfer buffer ile 1slatildi. Blot kasetinin siyah
ve kirmizi katmanlari arasina sirasiyla sunger, filtre kagidi, jel, membran, filtre
kagidi ve stinger konularak sandvi¢c modeli uygulandi. (Elektrik yuku kasetin
siyah yuzinden kirmizi yizine (- —+ , jelden PVDF membrana) dogru

oldugundan jel ve PVDF membranin dogru bir sirasi ile konulmasi énemlidir.)

Kaset blot cihazina yerlestirilip 100 V, 500 mA ve 35 dk boyunca
transfer islemi gergeklestirildi. Transfer iglemi sonrasinda jel ve PVDF
membran birbirinden ayrilarak jel protein transferinin dogru sekilde

gerceklestirilip gerceklestiriimedigini anlamak icin Coomassie blue ¢ozeltisi ile
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boyamaya alindi. PVDF membran ise 3x15 dk boyunca wash buffer ile yikandi

ve %8’lik bloking sollsyonu igerisinde 30 dk bekletildi.

Bloking igleminden sonra membran yikanmadan primer antikor olan
rabbit anti-GDNF (24 kDa) (Abcam ab18956) 1/200 oraninda %8’lik bloking
solUsyonu ile diltie edilerek ve 20 saat boyunca +4 °C'de inklibe edildi. Kontrol
amaci ile B-actin (42 kDa) (Abcam, ab8227) 1/1000 oraninda dilte edilerek 60

dk oda isisinda uygulandi.

Primer ve kontrol antikor uygulamasi sonrasinda 3x15 dk wash buffer
ile yilkanan membran primer antikora uygun olarak segilen Goat Anti Rabit
HRP ile 60 dk inktbe edildi. Tekrar 3x15 dk wash buffer ile yikanan membran,
4-kloro-1-napthol (60 ul %30’luk H202, 20 ml metanol, 0.06 gr 4-kloro-1-
napthol ve dH20 ile 100 ml tamamlanmistir) eklenerek 15 dk bekletildi.
Membran daha sonra Uvitec M02 4611 goruntlleme cihazi ile goérintilenerek

fotograflandirildi.

2.9. Biyokimyasal Analizler

Kalpten alinan kan orneklerinden santrifij edilerek elde edilen
serumdan total kolesterol (TK), HDL, LDL, VLDL, trigliserid (TG) ve leptin

degerleri dlguldu.

Serum HDL, LDL, VLDL ve TG duzeyleri ticari kit (Cell Biolabs, INC)
kullanilarak belirlendi. Serum Leptin dlzeyi ise ELISA yontemi ile Rat Leptin
ELISA Kit (Sigma Aldrich, UK) ile belirlendi. Tim analizler Epoch, Biotek marka

Plate okuyucusu ile spektrofotometrik olarak belirlendi.

2.10. istatistiksel Degerlendirmeler

Calismada elde edilen verilerin degerlendiriimesinde SPSS (18.0) paket
programi kullanildi. Gruplar arasindaki farkliliklari belirlemek igin normalite ve
One Way ANOVA testi yapildi. Gruplar arasindaki onemli farkliliklari

karsilastirmak icin ise Duncan testi kullanildi.
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3. BULGULAR

Gruplar arasindaki normallik testi Tabachnick ve Fidell'in belirttigi
sekilde yapilmistir. Bu teste gore carpiklik (Skewness/Kurtosis) ve basiklik
degerlerin +1,5 ve -1,5 arasinda olmalidir. Bu ¢aligmadaki sonuglar +1,5 ve -

1,5 deg@er araliginda oldugu goértlmustir (Tabachnick ve Fidell 2013).

3.1. Testis ve Canli Agirlik Bulgulari

Tablo 2. Gruplar arasi canli agirlik (g) sonuglarinin istatistiksel

degerlendiriimesi

Kontrol Sham Timokinon KYYD KYYD+T P
0. Giin 265,892 271,312 267,622 269,392 273,342 0,971
1. Hafta 305,022 303,752 291,152 314,712 320,242 0,234
2. Hafta 328,452 326,00° 323,962 346,922 350,392 0,234
3. Hafta 350,562 351,342 337,320 369,712 373,322 0,139
4. Hafta 367,643 | 364,50 354,95¢ 395,042 402,372 0,026
5. Hafta 382,34P 380,44° 375,47° 411,992 427,652 0,025
6. Hafta 395,07° 397,30° 389,27° 427,12% 450,042 0,022
7. Hafta 385,120 377,25P 373,00P 438,122 453,252 0,000
8. Hafta 403,25P 401,37° 398,620 452,252 472,622 0,001
9. Hafta 416,870 410,12b 403,87° 464,252 475,122 0,002
10. Hafta 421,37° 415,00P 397,37 479,252 467,622 0,001

a,b,c: Ayni satirdaki farkl harfler istatistiksel dnemliligi ifade etmektedir. P<0,05

Canli agirlik bakimindan ilk 2 hafta gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark goralmezken 3. haftadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir
farklilk oldugu tespit edildi (P<0,05). Timokinon ile KYYD+T gurubu arasinda
3. ve 4. haftada, kontrol, sham ve timokinon gruplari ile KYYD+T grubu ile
kargilastirildiginda ise 5. ve 6. haftada istatistiksel olarak anlamli bir fark
g6zlendi (P<0,05). Kontrol, sham ve timokinon gruplari KYYD ve KYYD+T
gruplan karsilastirildiginda da 7. ile 10. haftalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu goéruldi (P<0,05). KYYD ile KYYD+T gruplari arasinda
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deney suresi boyunca istatistiksel olarak bir fark belirlenmedi (P<0,05).
Kolesterolll yuksek yagh diyetin kilo artisinda etkili oldugu ancak timokinon

enjeksiyonu ile kilo artisinin yavaslayarak geriledigi tespit edildi.

Haftalik Canl1 Agirlik (g)
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Sekil 1. Gruplar arasi haftalik canli agirlik grafigi.

Tablo 3. Gruplar arasi testis agirlik (g) sonuglarinin istatistiksel

degerlendirilmesi.

Gruplar n Testis Agirhgi (g) P
Kontrol 8 2,64+0,132°
Sham 8 2,74+0,282
Timokinon 8 2,49+0,18P 0,04
KYYD 8 2,830,232
KYYD+T 8 2,82+0,182

a,b: Ayni stutundaki farkh harfler istatistiksel dnemliligi ifade etmektedir. P<0,05.

Testis agirhg1 bakimindan sham ile KYYD ve KYYD+T gruplari arasinda
istatistiksel acgidan bir fark gézlenmedi (P>0,05). Sham, KYYD ve KYYD+T
gruplari, timokinon grubu ile kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark oldugu goéruldu (P<0,05).
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Sekil 2. Gruplar arasi Testis Agirhgr grafigi.
3.2. Seminifer Tubul Gap Bulgular
Tablo 4. Gruplar arasi seminifer tubul c¢ap sonuglarinin istatistiksel
degerlendiriimesi.
Grup n Seminifer tlbdil ¢api (um) P
Kontrol 480 244128
Sham 480 233311
Timokinon 480 24129 0,000
KYYD 480 251+282
KYYD+T 480 237+36°

a,b,c,d: Farkli harfler istatistiksel 6nemliligi ifade etmektedir. P<0,05.

Seminifer tabul ¢api bakimindan kontrol, sham, KYYD ve KYYD+T

gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goéruldu (P<0,05).

Kontrol ile timokinon gruplari arasinda ise istatiksel agidan fark gézlenmedi

(P>0,05).
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Sekil 3. Gruplar arasi Seminifer Tubul Capi grafigi.

3.3. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu sicanlarin testis dokulari incelendiginde seminifer
tubdllerin ve bu tubullerde bulunan spermatogonium, primer spermatosit,
spermatidlerin ve Sertoli hicrelerinin normal yapida oldugu goéruldi. Seminifer
tubdllerin arasinda intersitisyel bag dokusu, bag dokusu igerisinde Leydig
hicreleri ve kan damarlari ile seminifer tubulin bazal membraninda yer alan

kasilabilen peritibuler miyoid hdcrelerin bulundugu belirlendi.

Sham, timokinon, KYYD ve KYYD+T gruplarina ait siganlarin testis
dokularinin kontrol grubu ile benzer sekilde normal histolojik yapiya sahip

oldugu gézlendi (Resim 2-6).



Resim 2. Kontrol grubu. Sigan testis dokusu. Triple boyama.

Spermatogonium (ok S), Primer spermatosit (okbast), Spermatid (ok), Sertoli hiicresi (gift ok), Peritiibiler miyoid hiicre

(ok m), Leydig hicresi (*), Damar (d).
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Resim 3. Sham grubu. Sigan testis dokusu. Triple boyama.
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Spermatogonium (ok S), Primer spermatosit (okbasi), Spermatid (ok), Sertoli hiicresi (gift ok), Peritibuler miyoid hiicre
(ok m), Leydig hicresi (*), Damar (d).



Resim 4. Timokinon grubu. Sigan testis dokusu. Triple boyama.

Spermatogonium (ok S), Primer spermatosit (okbasi), Spermatid (ok), Sertoli hiicresi (gift ok), Peritlibller miyoid hiicre
(ok m), Leydig hiicresi (*), Damar (d).

w‘,a..‘“"‘ N LR
NI T PN
fs Vol 7 TR

' & -
7 E) »

| >
N
- .
&y - - b
)
1
\
| |
| - -
! \ ?
L
*
B
y
3

Resim 5. KYYD grubu. Sigan testis dokusu. Triple boyama.

Spermatogonium (ok S), Primer spermatosit (okbas!), Spermatid (ok), Sertoli hiicresi (gift ok), Peritiibiler miyoid hiicre
(ok m), Leydig hiicresi (*), Damar (d).



Resim 6. KYYD+T grubu. Sigan testis dokusu. Triple boyama.

Spermatogonium (ok S), Primer spermatosit (okbasi), Spermatid (ok), Sertoli hiicresi (gift ok), Peritibuler miyoid hiicre
(ok m), Leydig hicresi (*), Damar (d).

3.4. immiinohistokimyasal Bulgular

Tdm gruplardaki siganlarin testis dokusu GDNF’nin
immunohistokimyasal olarak dagihimi ve immunoreaktivite derecesi yoniunden
incelendi. Kontrol (Resim 7) ve sham (Resim 8) grubundaki siganlarin testis
dokusunda seminifer tubullerdeki primer spermatositler ile spermatidlerde
kuvvetli, Leydig hucrelerinde orta derece sitoplazmik  GDNF
immunoreaktivitesi goruldu. Timokinon (Resim 9) grubundaki siganlarin testis
dokularinda primer spermatositlerde ve spermatidlerde zayif GDNF
immunoreaktivitesi tespit edildi. KYYD (Resim 10) grubundaki si¢ganlarin testis
dokularinda primer spermatositlerde ve spermatidlerde orta derecede
sitoplazmik GDNF immunoreaktivitesi belirlendi. KYYD+T (Resim 11)
grubundaki siganlarin testis dokularinda ise primer spermatositlerde ve Leydig
hicrelerinde zayif, spermatidlerde ise orta derece sitoplazmik GDNF

immunoreaktivitesi goruldu.
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Tablo 5. Gruplar arasi GDNF immunoreaktivitesinin semikantitatif analiz

sonuglari.
Kontrol | Sham | Timokinon | KYYD | KYYD+T
Primer
3 3 1 2 1
Spermatositler
Spermatidler 3 3 1 2 2
Leydig Hiicreleri 2 2 0 0 1
Spermatogoniumlar 0 0 0 0 0
Peritibiiler Miyoid
. 0 0 0 0 0
Hucreler
Sertoli Hiicreleri 0 0 0 0 0
Endotel Hiicreleri 0 0 0 0 0

»

Resim 7. Kontrol grubu. Sigan testis GDNF imminoreaktivitesi.

Primer spermatosit (okbaslari), Sekonder spermatosit (kivrik ok), Spermatid (oklar), Leydig

hicresi (*).



Resim 8. Sham grubu. Sigan testis GDNF imminoreaktivitesi.

Primer spermatosit (okbasi), Spermatid (oklar), Leydig hicresi (*).

Resim 9. Timokinon grubu. Sigan testis GDNF immunoreaktivitesi.

Primer spermatosit (okbasi), Spermatid (oklar), Leydig hicresi (*).
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Resim 10. KYYD grubu. Sigan testis GDNF immunoreaktivitesi.

Primer spermatosit (okbasi), Spermatid (oklar).

Resim 11. KYYD+T grubu. Sigan testis GDNF immuinoreaktivitesi.

Primer spermatosit (okbasl), Spermatid (ince oklar), Leydig hiicresi (*).
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Resim 12. Kontrol grubu, Sigan testis Negatif kontrol.
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3.5. Western blot analizi ile dogrulanmasi

Kontrol, sham, timokinon, KYYD ve KYYD+T gruplarindaki siganlarin testis
dokularinda yapilan Western analizi sonucunda GDNF bulundugu teyit edildi.
Beklenen buyuklik olan yaklasik 24 kDa enzim isaretlendi. Enzimin ekspresyon
seviyesinin belirlenmesi igin kontrol olarak housekeeping 6zellik gdsteren B-actin
kullanildi. Timokinon grubu B-actin, sham ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda GDNF
ekspresyonunun dasik oldugu belirlendi. KYYD ile KYYD+T grubu karsilastirildiginda
GDNF ekspresyonunun KYYD+T grubunda daha disik oldugu goérildd. Sonug
olarak, timokinon uygulanan gruplarda GDNF ekspresyonunun belirgin bir bicimde

azaldigi belirlendi.

e=42kDa

Sekil 4. GDNF proteinin Western blot analizi ile desteklenmesi. Anti-GDNF ve
ikincil antikor HRP kullanilarak yapilan analiz sonucunun goruntusu

(Kaleidoscope prestained Standards BiO-RAD).

A) Kontrol, B) Sham, C) Timokinon, D) KYYD, E) KYYD+T ve F) B-Aktin.
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Tablo 6. Gruplar arasi biyokimyasal analiz degerlerinin istatistiksel

degerlendiriimesi.

mg/dl Kontrol | Sham Timokinon KYYD KYYD+T
Total Kol. 69,17¢ 69,38¢ 63,72¢ 101,892 82,66°
LDL 20,47¢ 21,36°¢ 16,459 32,902 26,27°
HDL 24,052 24,282 19,67° 18,51P 16,64°
VLDL 12,620 12,01 12,11° 20,542 10,86¢
Trigliserid 54,012 | 54,162 45,43¢ 96,252 47,26°
Leptin 3,05°¢ 2,98¢ 3,01°¢ 3,552 3,32b

a,b,c: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel 6nemliligi ifade etmektedir. P<0,05

Biyokimyasal degerler bakimindan, kontrol ve sham gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlami bir fark olmadigi (P>0,05), ancak kontrol ve KYYD
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulundugu goraldu.
KYYD+T ile KYYD gurubundaki siganlar karsilastirildiginda ise timokinon
uygulamasinin; total kolesterol, LDL, HDL, VLDL, trigliserid ve leptin

degerlerini digurdugu istatistiksel olarak belirlendi (P<0,05).
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Sekil 5. Kontrol ve deney grubuna ait Total Kolesterol diizeyleri.

Kontrol Sham Timokinon KYYD KYYD+T

LDL Kolesterol mg/dl
= = N N w w Y
o (6)] o ol o o o ol o

Sekil 6. Kontrol ve deney grubuna ait LDL Kolesterol duzeyleri.
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Kontrol Sham Timokinon KYYD KYYD+T

HDL Kolesterol mg/dl
= [EnY N N w
ol o ()] o [6)] o

o

Sekil 7. Kontrol ve deney grubuna ait HDL Kolesterol duzeyleri.

Kontrol Sham  Timokinon KYYD KYYD+T

VLDL Kolesterol mg/dl
= [ N N
[6)] o o1 o (@)]

o

Sekil 8. Kontrol ve deney grubuna ait VLDL Kolesterol dizeyleri.
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Kontrol Sham  Timokinon KYYD KYYD+T

Trigliserid mg/dl

Sekil 9. Kontrol ve deney grubuna ait Trigliserid dizeyleri.

Kontrol Sham  Timokinon KYYD KYYD+T

Leptin mg/dl
o = N w
o v B, U1 N U1 W »

Sekil 10. Kontrol ve deney grubuna ait Leptin dizeyleri.
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4. TARTISMA VE SONUG

Vicutta asiri miktarda yag dokusu bulunmasi durumu obezite olarak
adlandiriimakta ve gunumuzde tedavi edilmesi gereken bir hastalik olarak
kabul edilmektedir (Park ve ark. 2010, WHO 2016). VKi orani 25 kg/m? ve (izeri
olanlar asiri kilolu olarak goértlmektedir (WHO 2016). Asiri kilolu ese sahip
kadinlarin gocuk sahibi olma olasiliginin incelenmesi bakimindan 47835 kadin
arastirnimis ve normal agirliktaki (VKi = 18,5 — 24,5) erkek partnerlere sahip
olan bireylere oranla asiri kilolu ese sahip bireylerin cocuk sahibi olamama
olasiliginin 1,49 kat fazla oldugu bildirilmistir (Ramlau-Hansen ve ark. 2007).
Ayrica VKIi 25-30 kg/m? arasinda olan erkeklerin infertilite oraninin normal
kilolu erkeklere oranla 1,19 kat daha fazla oldugu 6ne surtlmusttr (Nguyen ve
ark. 2007). Ozellikle de VKi'si 30 kg/m?den biyiik bireylerde subfertilite
riskinin 3 kat arttigi saptanmistir (Magnusdottir ve ark. 2005). Ancak sperm
sayisi ve motilitesi ile VKI'i arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

belirtiimistir (Pauli ve ark. 2008).

Farkl surelerde ve farkli oranlarda yag iceren rasyonlar kullanilarak
hayvanlar Uzerinde yagll diyet ile beslenmenin etkilerinin arastirildigr gok
sayida calisma yapilmigtir. Toplam enerjinin %40’1 yagdan olusan ve %21
oraninda kolesterol iceren diyet ile 12 hafta boyunca beslenen siganlarin canli
agirlik artisinin kontrol grubuna gére daha yuksek oldugu bildirilmistir (Sour ve
ark. 2015). Toplam enerjinin %65’i eritiimis hayvansal i¢ yagdan elde edilen
yuksek yagli diyet uygulamasinda deney grubundaki sicanlarin canh agirhk
artisinin kontrol grubuna gore daha az oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigi tespit edilmistir (Yegin 2012). YUksek yagh diyet (%60) ve yuksek
karbonhidrat diyeti (%69) ile 16 ve 20 hafta beslenen sicanlarin canh agdirhk
artiglari arasinda anlaml bir fark olmadigi éne suriimustir (Karagor 2011).
Toplam enerjinin %40’ inin yagdan elde edildigi ve 9 hafta boyunca ylksek
yagli diyet ile beslenen si¢canlarda canli agirlik bakimindan kontrol gruplarina

gore istatistiksel dizeyde anlamli bir artig gorulmesine ragmen testis agirligi
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bakimindan yagli diyet grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir (Tufek ve ark. 2015). Uzun vadeli yuksek yagl diyet ¢calismasinda
ise 24. haftaya kadar kontrol ve YYD gruplarina ait hayvanlarin vacut agirliklari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedigi ancak 24. haftadan
itibaren devam eden YYD ile beslenmenin canli agirlikta istatistiksel olarak
anlamli bir fark olusturdugu rapor edilmistir (Xu ve ark. 2010). isbilen ve ark.
(2007) yapmis olduklari bir galismada 5 ay suresince yuksek yagli diyet ile
beslemenin sicanlarin canli agirliklarinda herhangi bir degisiklige neden
olmadigini, yagh diyet grubundaki siganlarin serum trigliserid ve total
kolesterol  seviyelerinin  artigi  ancak i.p. olarak  uygulanan
dehidroepiandrosteron-sulfat (DHEAS)'In trigliserid ve total kolesterol

seviyelerini anlamli bir bigimde azalttigi bildirilmigtir.

Toplam enerjinin %50’si yagdan karsilanacak sekilde hazirlanan farkli yag
turlerinden olusan ve 16 hafta siren yuksek yagl diyet calismasinda siganlarin
testis agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedigi
bildirilmistir (Campos-Silva ve ark. 2015). Yuksek yagl diyet ile 8 hafta
beslenen siganlarda canh agirlik istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterirken
testis agirhg1 tersi bir durum sergileyerek istatistiksel olarak bir azalma
goOstermigtir (Yan ve ark. 2015). Bagka bir yiksek yagh diyet ¢alismasinda
(enerjinin %12, %28, %44 ve %60 oraninda yag) 4 hafta boyunca beslenen
siganlarda, dusuk yag orani igeren (%12 ve %28) gruptaki si¢canlar ile yuksek
yag orani (%44 ve %60) igeren grup arasinda canh agirliklar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Cha ve ark. 2000). Yemlerinde
%50 oraninda hayvansal yag bulunan siganlarin 6 haftalik beslenmesi ile
olusturulan yuksek yagl diyet arastirmasinda kontrol grubuna kiyasla yagli
diyet ile beslenmenin istatistiksel olarak canh agirhda etki etmedigi ancak
timokinonun 50 mg/kg oraninda oral gavaj yolu ile verilimesinin hem kontrol
hemde yuksek yagli diyet grubunda canli agirhg istatistiksel agidan dustrdugu

gOrulmustar (Bacak 2010).
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Diyabet ve 12 hafta slresince yuksek yagh diyetin testisler Gzerindeki
etkilerinin arastirildigi bir galismada siganlarin canli agirlik ve testis agirliginda
kontrol grubuna goére dnemli bir artis oldugu gosterilmigtir (Chen ve ark. 2016).
Obezite olusturulan siganlarda rezene ve kimyonun gavaj Yyolu ile
uygulamasinin leptin konsantrasyonu, canl agirlik ve testis yapisi uzerine
etkilerinin arastirildigi bir bagka ¢alismada, obez grubuna ait siganlarin canli
agirlhiklarinda 8 haftada %25 artig tespit edilmistir. Rezene ve kimyon
uygulamasinin leptin duzeylerinde azalma ile birlikte canli agirhk kaybina

neden oldugu bildirilmistir (Nejatbakhsh ve ark. 2016).

Sunulan bu ¢alismada toplam enerjinin %65’i yagdan elde edilen %2’lik
kolesterol iceren yem ile 8 hafta boyunca beslenen si¢anlarla timokinon ilavesi
yapilan siganlarin kontrol, sham ve timokinon grubuna goére canh agirlik ve
testis agirlik artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu goruldu (P<0,05). Diger
literaturler ile kargilastirildiginda canh agirlik ve testis agirigindaki artigin
diyetin uygulama suresi ve diyet icerisindeki yag, kolesterol ve diger yem

bilesikleri oranlari ile iligkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

Toplam enerjinin %40’nin yagdan karsilandigi 9 haftalik yluksek yagli
diyet ile beslenen sigcanlarda seminifer tlibul hacimlerinin kontrol grubuna goére
daha duguk olmasina karsin timokinon uygulamasina tabi tutulan ytksek yagli
diyet grubundaki siganlarin seminifer tlbul hacimlerinin kontrol grubu ile
benzer oldugu belirlenmistir (Tufek ve ark. 2015). Bir baska calismada ise
toplam enerjinin %50’sinin yagdan karsilandigi yiksek yagl diyet ile beslenen
sicanlarin seminifer tibul ¢aplarinin azaldigi belirtiimistir (Campos-Silva ve
ark. 2015). iskemi-reperfiizyon (I/R) uygulanan sicanlarin testis dokusunda,
seminifer tabullerin caplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma s6z
konusu iken timokinon uygulamasi ile seminifer tlbdl ¢aplarinin normal

degerlere ulastigi bildirilmigtir (Erboga ve ark. 2016).

Corek otu ailesinin diger bir Uyesi olan Habbatus sauda tirune ait ugucu

yagin (6uL/100 g) ve nikotin (0,5 mg/100 g) uygulamasinin siganlardaki etkisi
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Uzerine yapilan arastirmada, nikotin grubundaki sigcanlarin seminifer tubul
caplarinda istatistiksel olarak bir degdisiklige neden olmamasina ragmen limen
caplarinda geniglemeler oldugu ve Habbatus sauda uygulamasi ile I[imen
caplarindaki genigligin kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi belirtiimigtir (Cho
Ping ve ark. 2014). Corek otu tohumunun infertilite Gzerine etkisini arastirmak
amaciyla yapilan bir bagka galismada ise toz halindeki ¢orek otu tohumlarinin
tuzlu suda g¢ozdurulerek (300 mg/kg) oral gavaj yolu ile siganlara 60 gun
boyunca uygulanmasi sonucunda canl agirlik artisinda anlamli bir fark tespit
edilmemesine ragmen seminifer tabul c¢aplarn ile primer ve sekonder
spermatosit evrelerindeki spermatogenezin kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak arttigi gozlenmistir (Mohammad ve ark. 2009).

Yuksek yagh diyet ile 12 hafta boyunca beslenen sigcanlarin testis
dokusunda Sertoli hdcreleri ve spermatogoniumlarin sayisinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma s6z konusu iken astaksantin uygulamasi ile Sertoli
hicresi ve spermatogonium sayilarinda istatistiksel olarak bir artis oldugu
gOrulmustir (Mortazavi ve ark. 2014). Metotrekrat’a karsi koruyucu etkilerini
arastirmak igin farelere yapilan 3 gunluk 10 mg/kg oranindaki timokinon
uygulamasinin seminifer tubullerde iyilesmeyi saglayarak testis hasarini
giderdigi gosterilmistir (Gokge ve ark. 2011). Kadmiyum ile testis hasari
olusturulan bir baska calismada, timokinon uygulamasi ile kadmiyumun
olusturdugu testis hasarinin dizeltilebildigi gorulmastir (Fouad ve Jresat
2015). Iskemi-reperfiizyon (I/R) uygulanan siganlarin testis dokularinda olusan
hasarin timokinon uygulamasi ile giderildigi tespit edilmistir (Erboga ve ark.
2016). Vucutta asiri demir birikiminin oksidatif strese ve tip 2 diyabete neden
olabileceginin vurgulandigi bir galismada yuksek yaglh diyetin canl agirhgini
onemli lgtde artirdigi, vicutta demir emilimini azaltarak depo edilmesinde rol
oynadidi ve tip 2 diyabet olusumuna katki sagladigi distunulmektedir (Yamano

ve ark. 2015).

Yapilan bu calismada tum gruplarda testis dokusunun histometrik

incelemesinde KYYD grubuna ait siganlarin, seminifer tibual ¢aplarinin diger
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gruplara gore istatistiksel olarak artis gosterdigi ancak timokinon uygulamasi
ile seminifer tibul gapinda kontrol grubuna gore bir azalma meydana geldigi
goruldi. Ayni zamanda histolojik olarak gruplar arasinda bir farkhlik

gOzlenmedi.

insan testisindeki peritiibller hiicrelerin GDNF (ireterek spermatogonial
kok hlcre niginin olusmasinda katki sagladigi bildirilmistir (Spinnler ve ark.
2010). Aiyama ve ark. (2015), 2, 3 ve 8 haftalik hamster testisleri Uzerinde
yaptiklari ¢alismada terminal seminifer tibullerin sagittal kesitlerinde Sertoli
hicrelerinde yuksek seviyelerde GDNF immuanoreaktivitesi oldugunu
bildirmiglerdir. Yeni dogan farelerin testis dokularinda yapilan ¢alismada ise
seminifer tubdllerin bazalinde kuvvetli derecede GDNF immunoreaktivitesi
gorulurken yetigkin farelerin  Sertoli hucrelerinde ¢ok zayif GDNF
immunoreaktivitesi gorulmuastir. Spermatogonial kdk hiucre naklinden 3 ay
sonra yapilan kontrollerde GDNF immunoreaktivitesinin yogun bir sekilde
arttigini géormasglerdir (Sato ve ark. 2011). GDNF immunoreaktivitesinin 1
haftalik farelerde yUksek oldugu ve yasin ilerlemesi ile birlikte GDNF
immunoreaktivitesinin belirgin bir bigimde azaldigi belirtilmistir (Huleihel ve ark.
2013). Yeni dogan siganlarin testis dokularinda GDNF immunoreaktivitesinin
Sertoli hucrelerinin sitoplazmasinda yogun bir sekilde goruldiginid yasin
ilerlemesi ile birlikte GDNF immunoreaktivitesinin testis ve bobrek dokusunda

azalmasina kargin ovaryumda arttigi bildirilmistir (Katoh-Semba ve ark. 2007).

Asirit GDNF saliniminin fare testisinde timoére neden oldugu ve bunun
sonucunda infertilitenin meydana geldigi bildiriimistir (Meng ve ark. 2000,
2001). Chen ve ark. (2016) GDNF geninden yoksun farelerin erigkinlige
ulastiginda kisir olduklarini tespit etmislerdir. GDNF sinyal iletiminin kesilmesi
ile testis igerisinde 11 gune kadar spermatogonial kOk hucrelerin gelisimini
devam ettirdigi ve sonrasinda gelisimin durdugu ancak yeniden GDNF
sinyalinin tesis edilmesi ile spermatogonial kok hucrelerin tekrardan
¢ogalmaya basladigi bildirilmistir (Savitt ve ark. 2012). GDNF’nin

spermatogenez Uzerine etkilerinin arastirilmasinda kullanilan homozigot Ret
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(V805) farelerde (C57BL/6J), GDNF uyarimi ile progenitdr spermatogonial
hicre sayisinda artisin gozlendigi, GDNF’nin inhibe edilmesi ile progenitor
spermatogonial hiicre sayisinda azalma meydana geldigi gorulmastur (Parker
ve ark. 2014). Yetigkin farelerde spermatogonial kOk hucrelerin endokrin
duzenlenmesi Uzerine yapilan bir arastirmada GDNF ekspresyonunun FSH ve
androjen salinimi bolgelerinde arttigi, retinoik asit salinimmin oldugu
bdlgelerde ise az miktarda oldugu belirlenmistir. Bu sonuglarin testis igerisinde
spermatogonial kok hucrelerin biyolojik aktivitelerinin dizenlenmesinde,
¢ogalmasinda ve yenilenmesinde FSH’a yanit olarak peritibUler miyoid
hacreleri tarafindan eksprese edilen GDNF’nin etkili oldugu kanaatine

variimistir (Caires ve ark. 2012).

Yuksek yagh diyet (enerjinin %60’1 yagdan karsilanan) ile indiklenen
fareler Gzerine yapilan galismada hipokampus, frontal korteks ve beyincikteki
GDNF seviyeleri belirlenmistir. Kontrol grubundaki GDNF seviyesinin YYD
grubundaki sicanlardan daha yuksek oldugu belirtilmigtir. YYD’in hipokampus,
frontal korteks ve beyincikte GDNF salinimini engelledigi ancak suda
¢ozdurualmus %5 ve %10’lu agapin uygulamasinin hipokampus ve beyincikte
GDNF salinimini arttirdigi bildirilmistir (Franco-Robles ve Lépez 2016). GDNF
ekspresyonu arttiriimig transgenetik farelerin vahsi tipteki farelere kiyasla canli
agirlik ve vicut yag oranlarinin daha az oldugu, insulin direncine, dislipidemi,
hiperlipidemi ve hepatik steatoza kargi daha direngli olduklari ve vahsi tip
farelere gore aktivite seviyelerinin daha ylksek oldugu gosterilmis. GDNF ve
reseptor agonositlerin  obezitenin  tedavisinde veya ©Onlenmesinde

kullanilabilecedi 6ne surtlmektedirler (Mwangi ve ark. 2014).

Sunulan bu calismada, kontrol ve sham grubundaki sicanlarin testis
dokusunda primer spermatositler ile spermatidlerde kuvvetli, Leydig
hiacrelerinde orta derecede, timokinon grubundaki siganlarin testis
dokularinda primer spermatositlerde ve spermatidlerde zayif, KYYD
grubundaki sicanlarin testis dokularinda primer spermatositlerde ve

spermatidlerde orta derecede, KYYD+T grubundaki siganlarin testis
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dokularinda ise primer spermatositlerde zayif, spermatidlerde orta derecede
sitoplazmik GDNF immiinoreaktivitesi gorildi. Imminohistokimya ve Western
blot verileri timokinonun GDNF ekspresyonunu azaltmada etkili oldugunu

gOsterdi.

Yuksek kolesterolle zenginlestiriimis yem ile beslenen tavsanlarda serum
kolesterol de@erlerinin 6nemli dlgude arttigi gosterilmistir (Saez Lancellotti ve
ark. 2010). Yuksek yagdli diyet ile beslenen siganlarin, normal diyet ve yuksek
yagh diyete ek olarak biyolojik bir antioksidan olan astaksantin verilen
sicanlara gore daha yuksek kolesterol, HDL, HDL/LDL ve trigliserid
degerlerine sahip oldugu bildirilmistir (Mortazavi ve ark. 2014). %5 kolesterol
iceren yem ile beslenen sicanlarin total kolesterol, LDL, HDL, leptin ve
trigliserid degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu (P<0,05) belirtilmistir (Altin 2013). Kolesterolll (%1) yuksek yagh diyet
ile beslenen siganlarda LDL, total kolesterol ve leptin degerlerinde istatistiksel
olarak anlamh bir artis oldugu tespit edilmistir (Sour ve ark. 2015). Yegin
(2012), yaptigi calismada yuksek yagh diyet ile beslenen sicanlarin total
kolesterol, LDL, HDL ve trigliserid degerlerinin kontrol grubuna oranla
istatistiksel agidan dnemli bir fark gorilmedigini bildirmistir. Timokinonun ise
siganlarda trigliserid, HDL, LDL ve kolesterolu dusurerek hipokolesterolemik

etki gosterdiqi ileri surulmektedir (Bamosa ve ark. 2002).

Farkli duzeylerde yuksek yagl diyet ile yapilan bir ¢alismada deney
gruplarindaki hayvanlarda, kontrol grubuna gore kan kolesterol seviyelerinin
daha yuksek oldugu, hiperkolesterolemi olan tim gruplarda ise hiperleptinemi
oldugu saptanmistir (Campos-Silva ve ark. 2015). Yemlerine %1 oraninda
kolesterol eklenen sicanlarin 8 haftalik beslenme stireleri sonunda kontrol ve
deney grubundaki siganlar karsilastirildiginda total kolesterol, LDL, HDL ve
trigliserid degerleri deney grubunda artis gosterdigi belirlenmistir. Total
kolesterol ve LDL degerlerinin timokinon uygulanan gruplarda istatistiksel

olarak kontrol grubu ile benzer oldugu gorulmustur (Al-Nageepa ve ark. 2009).
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Yine farkli duzeylerde yuksek yag iceren rasyonlarin uygulandigi bir
calismada (%12, %28, %44 ve %60) dusuk yag orani iceren (%12 ve %28)
gruplarda leptin duzeyinin sabah, yuksek yag orani iceren (%44 ve %060)
grupta ise 6gleden sonra artis tespit edilmistir (Cha ve ark. 2000). Yuksek yag
orani iceren bati diyeti ile beslenen deney grubu farelerinin kontrol grubuna
gore %65 daha yuksek GDNF konsantrasyonuna ve %753 daha yuksek Leptin
oranina sahip olduklari, GDNF ve Leptin duzeylerinin birbiriyle iligkili oldugu
bildirilmigtir (Baudry ve ark. 2012). YUksek yag orani iceren diyet ile 8 hafta
boyunca beslenen siganlarin serum leptin dlzeylerinin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamh bir artis sergiledigi gosterilmistir
(Yan ve ark. 2015). Yuksek yagl diyet ile beslenmenin leptin, trigliserid, LDL
ve VLDL seviyelerini dnemli miktarda arttirdidi HDL seviyesini ise azalttigi,
total kolesterol seviyelerinde onemli bir artisa neden olmadidi ancak
timokinonun 50mg/kg oral gavaj yolu ile uygulanmasi ile leptin, trigliserid, LDL
ve VLDL seviyelerinde 6nemli bir azalma s0z konusu iken total kolesterol
seviyesindeki dususun istatistiksel olarak 6nemli olmadigi tespit edilmistir

(Bacak 2010).

YUksek protein igeren peynir alti suyu konsantresinin yuksek yagl diyet
ile iligkisinin incelenmesini amaglayan calismada, peynir alti suyu verilen
sicanlarda yiyecek tuketiminin azaldigi ve buna bagh olarak vucutta yag
birikiminin dustigu belirlenmistir. Yapilan biyokimyasal degerlendirmeler total
kolesterol, LDL, trigliserid ve leptin seviyelerinin yiksek yagl diyet grubuna
gore anlamli bir sekilde azaldigini gostermesine ragmen serum HDL
diuzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini ortaya koymustur
(Hong ve ark. 2015). Yuksek yagh diyet ile 10 hafta boyunca beslenen
sicanlarin serum trigliserid ve total kolesterollerindeki artigin kontrol grubuna
gore yuksek oldugu ve testikller germ hucrelerinin apoptozis indekslerinin

arttig1 gosterilmistir (Li ve ark. 2015).

Bu calismada total kolesterol, LDL, HDL, VLDL, trigliserid ve leptin
degerlerindeki artiglarin Altin (2013) ile Mortazavi ve ark. (2014)'nin bulgulari
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ile, timokinon uygulamasi sonrasinda meydana gelen dusuglerin ise Bamosa

ve ark. (2002)’'nin bulgulari ile uyumlu oldugu gorulmustur.

Bu calismada kolesterollt yuksek yaglh diyet ile beslenen siganlarda i.p.
yolla timokinon uygulamasinin, testis ve canh agirlik artigi ile seminifer tubul
caplarinin yani sira biyokimyasal degerler Gzerindeki etkisi arastirilmistir.
Ayrica testis dokusundaki olasi histolojik degisimler ile birlikte GDNF’nin
ekspresyonu immunohistokimyasal ve Western blot analiz yontemleri ile

incelenmigtir.

Sonug olarak, kolesterolli yiksek yagli diyet ile beslenmenin, canl
agirlik, testis agirhg1 ve seminifer tiibal ¢aplari ile serum total kolesterol, LDL,
HDL, VLDL, trigliserid ve leptin degerlerini arttirmasina ragmen timokinon
uygulamasi ile bu degerlerin istatistiksel olarak kontrol grubuna benzer
degerlere ulasmasi timokinonun canli agirlik, testis agirhdi ile biyokimyasal
degerlerin normal sinirlara gerilemesinde tedavi edici bir ajan olarak
kullanilabilecegini akla getirmektedir. YuUksek yagl diyet ile beslenen
hayvanlarda timokinon uygulamasinin  testis dokusunda GDNF
ekspresyonunun azaltmasi da kolesterol, yagl diyet ve timokinonun bu
blylme faktérinin salinimi Gzerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu

ortaya koymaktadir.
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