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1. OZET

Tezin baghg: : Timokinonun Genetik Absans Epilepsisinin ve Valproik Asitin Olusturdugu
Testis Hasar1 Uzerine Olasi lyilestirici Etkisinin Arastirilmast

Ogrencinin Adi Soyad: : Fatma Bedia Karakaya Cimen

Danismanin Adi Soyadi : Dog. Dr. Ozlem Tuggce Cilingir-Kaya

Programin Ad : Histoloji ve Embriyoloji Doktora Programi

Amac: Bu calismanin amaci genetik absans epilepsinin ve tedavisinde kullanilan Valproik
asitin testis dokusu ve sperm parametreleri lizerindeki etkisini gdstermek ve timokinonu
alternatif veya es bir tedavi olarak degerlendirmektir.

Gereg ve yontem: 25 adet Wistar albino ve 25 adet GAERS susu erkek sigan kendi aralarinda
kontrol, sham, timokinon, VPA ve VPA+Timokinon olmak {izere beser gruba ayrilmistir.
Alman oOrneklerde sperm morfolojisi, genel testis morfolojisi, PCNA ve StAR
immiinohistokimyasal analizleri, oksidatif stres belirte¢lerinin biyokimyasal analizi ve PCNA,
StAR, ZO-1 ve apoptotik yolak proteinlerinin western blot analizleri gergeklestirilmistir.
Bulgular: GAERS siganlarda apoptotik yolak proteinlerinin ekspresyonlari, TOS (p<0,0001)
ve OSI (p<0,0001) seviyeleri artarken, normal morfoloji sergileyen sperm miktar1 (p<0,0001),
testis histopatolojik skoru (P<0,001), PCNA (p<0,0001), StAR (p<0,001) ve ZO-1 (p<0,001),
proteinlerinin ekspresyonlart ve TAS (p<0,0001) seviyeleri azalmistir. GAERS-VPA
gruplarinda normal morfoloji sergileyen sperm miktar1 azalirken (P<0,05), testis
histopatolojisinde GAERS-Kontrol gruplarina gore bir fark goriilmemistir. GAERS
Timokinon/VPA/VPA+Timokinon gruplarinda apoptoz proteinlerinin  ekspresyonlari
azalirken, PCNA, StAR ve ZO-1 proteinlerinin ekspresyonlar1 artmistir.

Sonug: Genetik absans epilepsisi, sperm ve testis morfolojisini olumsuz etkilemistir. PCNA,
StAR ve ZO-1 proteinlerinin ekspresyonlarini azaltip, oksidatif stresi ve apoptozu arttirmistir.
Timokinon, VPA ve VPA ile timokinonun es zamanli uygulamast testis ve sperm morfolojisini,
PCNA, StAR ve ZO-1 proteinlerinin ekspresyonlarini, apoptoz ve oksidatif stresi olumlu
etkilemistir. Sonuglarimiz, timokinonun tek basma veya VPA ile es zamanli kullaniminin
absans epilepsinin sebep oldugu sperm ve testis hasar1 iizerinde olumlu etkilerinin olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Genetik absans epilepsi, valproik asit, timokinon, testis, sperm analizi



2. SUMMARY

Title of Thesis: Investigation of the Possible Healing Effect of Thymoquinone on Testicular
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Objective: The aim of this study was to show the effect of genetic absence epilepsy and
valproic acid used in the treatment of genetic absence epilepsy on testicular tissue and sperm
parameters and to evaluate thymoquinone as an alternative or co-treatment against the damage
caused by absence epilepsy and valproic acid on testicular and sperm parameters.

Material and method: 25 wistar albino and 25 GAERS strain male rats were divided into five
groups control, sham, thymoquinone, VPA and VPA+thymoquinone. Sperm and testicular
morphology, PCNA and StAR immunohistochemical analysis, biochemical analysis of
oxidative stress markers and western blot analysis of PCNA, StAR, ZO-1 and apoptotic
pathway proteins were performed on the samples.

Results: In GAERS rats, the expression of apoptotic proteins, TOS (p<0.0001) and OSI
(p<0.0001) levels were increased, while the amount of sperm exhibiting normal morphology
(p<0.0001), testicular histopathologic score (P<0.001), PCNA (p<0.0001), StAR (p<0.001) and
Z0-1 (p<0.001), protein expressions and TAS (p<0.0001) levels were decreased. While the
amount of sperm exhibiting normal morphology decreased in GAERS-VPA groups (P<0.05),
there was no difference in testicular histopathology compared to GAERS-Control groups. In
GAERS-Thymoquinone/VPA/VPA+Thymoquinone groups, the expression of apoptosis
proteins decreased, while the expression of PCNA, StAR and ZO-1 proteins increased.
Conclusion: Genetic absence epilepsy negatively affected sperm and testicular morphology. It
decreased the expression of PCNA, StAR, ZO-1 proteins and increased oxidative stress and
apoptosis. Administration of thymoquinone/VPA/VPA+thymoquinone positively affected
testicular and sperm morphology, expression of PCNA, StAR and ZO-1 proteins, apoptosis and
oxidative stress. Our results suggest that the use of thymoquinone/VPA/VPA+thymogquinone
may have positive effects on absence epilepsy-induced sperm and testicular damage.

Keywords: Genetic absence epilepsy, valproic acid, thymoquinone, testis, sperm analysis



3. GIRIS ve AMAC

Epilepsi, gelismekte olan iilkelerde ¢ok daha yiiksek bir insidans ile diinya ¢apinda insanlarin
yaklasik %1'ini etkileyen yaygin bir norolojik hastaliktir (Essawy ve ark., 2022; Mohamed &
Eltony, 2020). Epileptogenezin mekanizmasi hala belirsiz olmakla birlikte, epilepsinin
patofizyolojisinin oksidatif stres, néroinflamasyon ve norotransmitter sistem disfonksiyonunu
icerebildigi gosterilmistir (Wu ve ark., 2020). Epilepsili bireyler, nérolojik fonksiyonlarda
ilerleyici bozulma, psikososyal bozukluklar ve sistemik hastaliklar ile karakterizedir (Badawi
ve ark., 2021; Essawy ve ark. , 2022; Zhu ve ark., 2020). Epilepsili hastalarda dogurganlik,
genel popiilasyona gore daha diisiiktiir ve tireme endokrin bozukluklar1 genel popiilasyona gore
daha yaygindir (Herzog ve ark., 1986b, 1986¢; Isojarvi, 2008; Isojarvi ve ark., 1993; Wallace
ve ark., 1998; Webber ve ark., 1986). Epilepsili erkeklerin yaklasik %20'sinde azalan libido
veya giig, %90’ ndan fazlasinda sperm sayisinda azalma, anormal morfoloji ve bozulmus sperm
hareketliligi dahil olmak iizere anormal semen analizleri bildirilmistir (Herzog, 2008; Herzog
ve ark., 2005; Herzog ve ark., 2004). Ayrica epilepisili erkek hastalarda hipogonadizm,
jinekomasti ve testis atrofisi de goriilmektedir (Herzog, 2008; Herzog ve ark., 1986a).

Epilepsinin kendisi, epileptik ndbetler ve kullanilan antiepileptikler patofizyolojik stireglerde
rol almaktadir. Bir antikonviilzan ilag¢ olan valproik asit (VPA) epilepsi ve kanser basta olmak
tizere bircok norolojik ve sistemik bozuklugun tedavisinde yaygin olarak kullanilsada
gastrointestinal, sinir, hematopoetik, endokrin ve iireme sistemleri {lizerine yan etkileri
belgelenmistir. VPA’nin hem insan hem de hayvan ¢alismalarinda iireme parametrelerini ve
hormonlar1 azalttig, testis, epididim, prostat bezi ve seminal vezikiilde atrofiye neden oldugu
bildirilmistir. Testikiiler atrofinin, tireme parametreleri ve azalmis cinsiyet hormonu seviyeleri

ile ters iliskili oldugu gosterilmistir (Iamsaard ve ark., 2017).

Bir¢ok antiepileptik ilag gelistirilmis olmasina ragmen, cogunun direncli epilepsinin biligsel
bozuklugu iizerinde higbir etkisi yoktur (Essawy ve ark. , 2022) ve diger organlar iizerinde
cesitli yan etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle direngli epilepsi tedavisinde daha

giivenli ve etkili antiepileptik ilaglar gelistirmek i¢in ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir



(Essawy ve ark. , 2022; Wang ve ark., 2021). Son yillarda bu alanda yogunlasan ¢alismalar ile

timokinon gibi bir¢ok bitkisel iirliniin antikonviilsan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Nigella sativa (N. sativa), Ranunculaceae familyasinin bir {iyesi olan yillik ¢igekli bir bitkidir.
Halk arasinda ¢orek otu, olarak bilinen N. sativa en ¢ok Ortadogu Akdeniz bolgesi, Giiney
Avrupa, Suriye, Tiirkiye, Suudi Arabistan, Pakistan ve Hindistan'da bulunur ve yetistirilir
(Javidi ve ark., 2016). Timokinon (C1oH1202, 2-izopropil-5-metil 1, 4-benzokinon), N. sativa
tohumlarinin ugucu yaginda %18,4-24 oraniyla en c¢ok bulunan ve N. sativa’nin ¢ogu
Ozelliginin atfedildigi en Onemli biyoaktif bilesendir. Etki mekanizmasi karmasik olan
timokinonun, patofizyolojik durumlarda birden fazla faktorii hedef aldigi yapilan calismalar ile
gosterilmistir. Baglica etkileri; hiicre dongiisii ve ¢ogalmasi, anjiyogenez, apoptoz, migrasyon,
invazyon, metastaz, inflamasyon ve oksidatif stres lizerinedir. Bunlarin yani sira, antioksidan,
antiinflamatuar, immiinomodiilatér, antihistaminik, antimikrobiyal ve antitiimdr etkilerini
igeren timokinonun bir dizi farmakolojik etkisi arastirilmistir (Giizelsoy ve ark., 2018b). Ayrica
bir¢ok veri timokinonun yan etkilerinin ve ciddi bir toksisitesinin olmadigini1 géstermistir (S.
Darakhshan ve ark., 2015). N. sativa tedavisinin infertil erkeklerde sperm sayisi, motilite ve
morfoloji, semen hacmi, pH ve yuvarlak hiicreleri de dahil olmak tizere sperm parametrelerini
artirdigr goriilmiis ve bu ajanin Leydig hiicreleri, iireme organlari ve cinsiyet hormonlari
tizerindeki faydali etkiler1 dogrulanmistir (Kolahdooz ve ark., 2014). Literatiirde, morfin
(Salahshoor ve ark., 2018), kadminyum (Fouad & Jresat, 2015), metotreksat (Gokce ve ark.,
2011) uygulamalarinin, deneysel iskemi-reperfiizyon modelinin (Erboga ve ark., 2016) ve
obezitenin (Tufek ve ark., 2015) olusturdugu testikiiler hasar, anormal sperm parametreleri ve

hormon seviyeleri lizerine timokinonun olumlu etkileri bildirilmistir.

Literatiirde epilepsi ile ilgili ¢aligmalar genellikle hem normal hem epileptik beyin yapisini,
fonksiyonunu ve temel néronal mekanizmalar1 karsilagtirmak tiizere tasarlanmistir. Anti-
epileptik ilaclarla ilgili deneysel ¢alismalar ise epileptik olmayan hayvanlar lizerinde yapilmis
olup ¢esitli dokulardaki ilag toksisitelerini ortaya koymaktadir. Bu calismalar, epilepsinin ve
epileptik tedavinin olusturdugu degisimleri ortaya koymakta yetersiz kalmaktadir. Epilepsinin,
testis histopatolojisi lizerine etkisini gosteren caligmalar oldukc¢a sinirhidir. Genetik absans

epilepsili hastalarin ¢ogu, ¢ocukluktan itibaren kontrol altinda olan ve tedavi goren hastalardan



olustugu i¢in yapilan insan c¢alismalarinda iireme parametrelerindeki degisimin, epileptik
nobetlerden mi yoksa antiepileptik ilaglardan m1 kaynaklandig1 net degildir. Epilepsi tedavisi
icin ve epilepsinin erkek tireme sistemi tizerindeki etkilerinin belirlenip, tedavisi i¢in yan etkisi
olmayan alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle ¢calismamizda epilepsinin ve
epilepsi hastasi olup, epilepsi tedavisinde en sik kullanilan antiepileptik ilag olan VPA tedavisi
goren bireylerin testikiiler hasarini1 ortaya koymak i¢in sadece epilepsili ve epilepsili olup VPA
uyguladigimiz gruplar tasarladik ve bu gruplarda genetik absans epilepsisinin ve VPA’nin
etkisini net bir sekilde ortaya kayarak bu degisim iizerine timokinon uygulamasinin etkisini

incelemeyi amagladik.

Calismamiz, cocukluk ¢aginda goriilmeye baslayan, kisa ve ani biling kayiplar ile karakterize
edilen absans epilepsinin ve dolayisiyla erken yaslarda baslayan epilepsi tedavisinin, bireylerin
tireme sistemi {lizerinde olusturacagi hasara odaklanmaktadir. Literatiirde, absans epilepsinin
testis hasar1 ve sperm parametreleri lizerine etkisinin arastirildigi deneysel bir ¢alisma yoktur.
Ayrica absans epilepsinin ve antiepileptik ila¢ kullaniminin olusturdugu hasar {izerine,
timokinonun olas1 koruyucu etkisini gosteren bir ¢alismada da bulunmamaktadir. Calismamiz,

bu alanda ilk olma niteligi ile literatiire sunacagi katki bakimindan 6nem tasimaktadir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Testis Histolojisi

Erkek tireme sistemi testis, genital bosaltim kanallari, aksesuar cinsiyet bezleri (vezikiila
seminalis, biilboliretral bez ve prostattan) ve penisten olusur (Sekil 1). Testisler tunika
albuginea adi verilen sik1 bag doku 6zelliginde bir kapsiil ile ¢evrilidir. Kapsiiliin i¢ kisminda

kan damarlarini iceren gevsek bag doku yapisindaki tunika vaskiiloza bulunur.

Mesane Ureter

Tunika vajinalis * Testis
Sekil 1. Erkek tireme sistemi (Pawlina & Ross, 2018).

Her iki testis kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar tarafindan yaklasik 250
lobiile boliiniir. Mediastinum testis ad1 verilen, testisin posterior yiizeyinde bulunan bdlgeden
tunika albuginea kalinlasarak iceriye dogru uzanir. Kan ve lenf damarlar1 ve genital bosaltim
kanallar1 mediastinum testisin i¢inden gecerek testise ulasirlar. Testisin her bir lobiiliinde
spermin lretildigi seminifer tiibiiller ve testosteron liretiminden sorumlu Leydig hiicrelerinin
yer aldig1 stroma bulunur. Her testis yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil igerir. Seminifer

tiibtiller yaklagik 150-200 um c¢apinda ve 30-70 ¢cm uzunlugundadir. Tibiiller oldukga



kivrintilidir ve kisa-dar olan diiz tiibiiller araciliiyla rete testise baglanir. Rete testis,
mediastinum testisin i¢ine gomiilii kanallar agidir ve bu kanallar duktuli efferentes araciligi ile

epididimisin bas kismina ac¢ilmaktadir (Sekil 2).

Epididimisin bagt Duktuli efferentes
Duktus deferens

Seminifer tisbul

Epididimisin govdest

Septum
Mediastinum testis Tunika
albuginea
Rete testis
Tunika
vajinalis

Duz tubiller

Epididimisin kuyrugu

Sekil 2. Insan testisi sagital kesiti (Pawlina & Ross, 2018).

Seminifer tiibiiller germinal epitel olarak adlandirilan Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicreler olmak iizere iki temel hiicre grubundan olusan 6zellesmis, ¢ok katli bir epitel ile
doselidir. Bu epitelin bazal membrani ise fibréz bag doku ile kaplidir. Fibr6z bag dokusunun
en icteki katmani yassilasmis miyoid hiicreler icerir. Miyoid hiicreler, tiibiillerin zayif bir
sekilde kasilmasini saglayarak spermin liimenden kanallara iletilmesine katki saglar. Bu iki
temel hiicre grubundan destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler olarak da bilinen Sertoli
hiicreleri, puberteden sonra ¢gogalmayan, komsu spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve onlarin
aralarindaki bosluklar1 dolduran, seminifer tiibiillere yapisal diizen veren yaygin apikal ve
lateral uzantilara sahip olan uzun prizmatik ya da piramidal hiicrelerdir. Spermatogenik seri
hiicreleri Sertoli hiicrelerinin uzamis yiizeyleri ile yakindan iliskilidir ve bu sekilde Sertoli
hiicreleri, spermatogenik seri hiicrelerine metabolik ve fiziksel destek saglar. Sertoli hiicreleri

bol miktarda diiz yiizlii endoplazmik retikulum, az miktarda graniillii endoplazmik retikulum,



iyi gelismis Golgi kompleksi, lizozom ve ¢ok sayida mitokondriyon igeren hiicrelerdir. Sertoli
hiicrelerinin niikleuslar1 tipik olarak oval ya da iicgen seklindedir. Okromatik boyanan, belirgin
niikleoluslar1 vardir ve bu 6zellikleriyle komsu germ hiicrelerinden ayrilirlar. Sertoli hiicreleri
bazolateral hiicre zarlar1 arasinda siki baglantilar kurarak seminifer epitelde kan-testis bariyerini
olusturur. Sertoli hiicreleri, hem endokrin hem de ekzokrin salgi yaparlar. Olgunlasmak {izere
olan spermlerin seminifer tiibiiller boyunca ilerleyerek intratestikiiler kanallara ge¢mesini
kolaylagtiran sivilar1 salgilamasinin haricinde, testosteronun spermiyogenez i¢in gerekli
konsantrasyona ulagmasini saglayan androjen baglayici protein, folikiil uyarict hormon (FSH)
sentezi ve salinimini engelleyen inhibin glikoproteinini salgilar. Ayrica embriyonik gelisim
sirasinda Miiller kanalinin gelisimini engelleyen Miillerian-inhibe edici faktorii iretir. Bu
gorevlerinin disinda spermiyogenez sirasinda artik cisimcikler olarak atilan fazla sitoplazmay1
fagositoz ile sindirir. Seminifer tiibiiliin temel hiicreleri olan spermatogenik hiicreler
primordiyal germ hiicrelerinden kdken alan, diizenli olarak ¢ogalan ve gegirdigi boliinmeler
sonucunda olgun sperme farklilagsabilen hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin arasinda sinirlari
belirgin olmasa da ilerleyici gelisim sergileyen katmanlar halinde organize olurlar (Mescher,
2015; Pawlina & Ross, 2018). Bu hiicrelerden bazal membrana en yakin konumda yer alan ve
serinin onciil hiicreleri spermatogonyumlar, liimene en yakin konumlanan siklusun ileri
safhasindaki hiicreler ise spermatidlerdir. Seminifer tiibiil liimeninde ise spermler mevcuttur
(Esrefoglu, 2021).

Seminifer tiibiiller arasindaki bag dokuya intersitisyel alan adi verilir. Bu bolge fibroblast, lenf
ve kan damarlarini igeren gevsek bag doku dzelligindedir. Bu yiizden bu alanda bulunan Leydig
hiicreleri interstisyel hiicreler olarak da isimlendirilirler. Bu hiicreler biiyiik, merkezi niikleuslu,
poligonal, eozinofilik sitoplazmali hiicrelerdir. Sitoplazmalarindaki lipid damlaciklar1 bu
hiicrelerin karakteristik 6zellikleridir. Leydig hiicrelerinde de diger steroid hormon salgilayan
hiicrelerde oldugu gibi bol miktarda diiz yiizli endoplazmik retikulum, tiibiilovezikiiler kristali
mitokondriyonlar bulunur. Fetiisiin erken farklilagmasinda aktif olan Leydig hiicreleri, fetal
yasamin yaklagik besinci aymdan itibaren inaktif periyoda girer. Pubertede gonadotropik
uyartya maruz kalana kadar inaktiftirler. Puberte ile birlikte aktifleserek androjen salgilayan
hiicreler haline gelirler. Yasam boyunca testosteron salgilayarak gorevlerini siirdiiriirler.

Embriyoda testosteron ve diger androjenlerin salgilanmasi1 gonadlarin normal gelisimi igin,



pubertede sperm iiretiminin baglamasi, aksesuar cinsiyet bezlerinin salgilar1 ve sekonder
cinsiyet karakterlerinin gelisimi ig¢in, yetiskinde ise sperm olusumu, sekonder cinsiyet
karakterleri, genital bosaltim kanallar1 ve aksesuar cinsiyet bezlerinin siirekliliginin saglanmasi

icin ciddi 6nem tasimaktadir.

Testisler, erkek gametlerinin {iretim silireci olan spermatogenezden ve androjenlerin sentez
siireci olan steroidogenezden sorumlu organlardir. Bir spermatogonyumdan sperm olusana
kadar gecen siiregte bir dizi kompleks olay gergeklesir. Spermatogenez siirecinde, puberteden
bir siire dnce hipofiz gonadotropin seviyelerinin artmasi ile birlikte spermatogonyumlarin
proliferasyonu baslar ve hayat boyu devam eder. Spermatogenez tanimlayici olmasi agisindan
spermatositogenez, mayoz ve spermiyogenez olmak {izere 3 asamada incelenir.
Spermatogonyal hiicreler boliinerek kendi yerlerine gegecek olan hiicreleri ve ilerleyici
spermatogonyum popiilasyonunu olusturan hiicrelerdir. Niikleus goriiniimiindeki farkliliklara
gore tip A spermatogonyumlar ve tip B spermatogonyumlar olmak tizere ikiye ayrilirlar. Tip A
spermatogonyumlar, cok sayida klonal boliinme gecirir ve bu bdliinmelerde hiicreler
birbirinden ayrilmadan sinsityum halinde kalir. Bu sitoplazmik baglantilar sayesinde, her
hiicrenin senkronize olarak gelisimi saglanir. Hiicreler arasindaki bu baglanti spermiyogenez
asamasina kadar siirdiiriiliir. Tip B spermatogonyumlar, yuvarlak ve soluk niikleuslu olan
hiicrelerdir ve son bir mitoz boliinme daha gecirerek iki tane yavru hiicre olustururlar. Bu
hiicreler, 6kromatik niikleuslu kiiresel hiicreler olan primer spermatositleri olustururlar. Primer
spermatositler, olustuktan hemen sonra DNA’larini1 esler ve bdylece normal sayida kromozoma
(2n) ve normalin iki kati DNA miktarina (4d) sahip olurlar. Primer spermatositler,
olusumlarindan hemen sonra birinci mayoz bdliinmenin profazina girdikleri ve bu agamanin
yaklasik 3 hafta siirmesinden dolay1 testis kesitlerinde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu
asamadadir. Bu hiicreler spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridir. Kromozom eslesmesi
(Sinaps) ve Genetik cesitlenmenin (rekombinasyon) bazi asamalarinda kismen sikilagmis
kromozomlarinin bulunmasi ile ayirt edilebilirler. Birinci mayoz boliinmede tetrad adi verilen
homolog kromozom ciftleri par¢a degisimi (krossing-over) olarak adlandirilan olay ile genetik
materyal degisimi yaparlar ve boylece her spermatositin tirettigi dort spermatid, birbirinden ve
diger spermatidlerden genetik olarak farkli olur. Bu sekilde genetik g¢esitlilik

garantilenmektedir. Birinci mayoz bdliinme sonucu homolog kromozomlar ayrilir ve



kromozom sayisi yariya (n), DNA miktar1 diploidden haploide (4d’den 2d’ye) iner. Bu boliinme
sonucu haploid kromozom sayisi ve 2d DNA miktari ile karakterize olan daha kiigtik boyuttaki
sekonder spermatositler olusur. Sekonder spermatositler interfaz evresinde ¢ok kisa siire kalip
hizlica ikinci mayoz boliinmeye girdikleri igin testis kesitlerinde goriilmesi zor hiicrelerdir.
Sekonder spermatositlerin boliinmesi sonucu her bir kromozomun kromatidleri birbirinden
ayrilir ve sonugta iKi tane haploid hiicre olusur. Bu olusan hiicrelere spermatid ad1 verilir (Sekil
3). Her bir spermatid 23 kromozom igerir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz boliinmeler
arasinda sentez fazi goriilmediginden, ikinci mayoz bdliinme sonrasinda her hiicredeki DNA
miktar1 yaritya inmis ve haploid hiicreler meydana gelmis olur. Dollenme sonucu, mayoz
boliinme ile olusan bir haploid ovum ve sperm birleserek normal diploid kromozom sayisina
sahip zigotu olusturur ve bdylece diploid kromozom sayisi korunmus olur.
Spermatogonyumlarin son mitoz boliinmesi ile spermatidlerin olugmasi arasinda gelisen
hiicresel olaylar ve degisiklikler yaklasik 2 aylik bir siirede tamamlanir. Spermiyogenez,
spermatidlerin olgun spermlere doniisme stirecidir. Bu siireg, Spermatogenezin son ve sicakliga

duyarli olan agsamasidir.
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Sekil 3. Germ hiicrelerinin klonal 6zelligi (Pawlina & Ross, 2018).
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Spermiyogenez asamasi, olgun spermin sekillenme siirecini igerir. Bu sekillenme meydana
gelirken spermatidler, fiziksel olarak Sertoli hiicrelerinin 6zellesmis uzantilarina tutunmus
durumdadir. Spermiyogenez sonucunda olgun hale gelmis olan sperm, Sertoli hiicre yilizeyinden

tiibiil liimenine salinir. Spermiyogenez siireci genellikle dort faza ayrilarak tanimlanir (Sekil 4).
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Sekil 4. Spermiyogenez sirasinda sperm degisiklikleri ve olgun sperm yapisi (Pawlina & Ross, 2018)

1. Golgi fazi: Spermatid sitoplazmasinda niikleusa yakin konumlanan belirgin bir Golgi

kompleksi, mitokondri, bir ¢ift sentriyol ve serbest ribozomlar bulunur. Iceriginde yogun
glikoprotein bulunan proakrozomal graniiller, niikleus membraninin yakinindaki membranla
sinirl1 akrozomal vezikiille birlesir. Akrozomal vezikiiliin bulundugu bélge, spermiyumun
gelismekte olan 6n kutbunu belirler. Ayrica bu donemde sentiyoller de arka kutba dogru goc

eder ve bir tanesi bazal cisimcik olarak hareket eden flagella aksonemini olusturmaya baslar

(Sekil 4).

2. Kep fazi (sapka donemi): Niikleus yogunlasir ve niikleus membrani kalinlagir. Akrozomal

vezikiil, niikleusun 6n bolimiinii kaplayacak sekilde genisler ve sapka gibi bu bolimii sarar
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(akrozomal kep). Akrozom, hidrolitik enzimleri igeren 6zellesmis bir lizozom tipidir. Bu
enzimler, spermatozoonun oositle karsilagsmasi ile salinarak oositi ¢evreleyen korona radiata
hiicrelerini  birbirinden ayirarak ve zona pellusidayr eriterek akrozomal reaksiyonun

gerceklesmesini saglar (Sekil 4).

3._Akrozom Fazi: Bu donem, spermiyogenezin en belirgin sekil degisikliginin gozlendigi

dénemdir. Spermiyumun basi, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinin derinlerine dogru gémiiliir.
Flagellum iyice uzar ve artik liimende belirgin olarak goriilmeye baslar. Yogunlagmis niikleus
yassilagir ve uzar. Akrozom, apikal plazma membranina iyice yaklasir. Sitoplazmik
mikrotiibiiller, akrozomdan spermatidin arka kutbuna uzanarak silindirik kilif olan manseti
olustururlar. Manset, daha sonra plazma membrani flagellumun yiizeyini kaplamak iizere
tasinirken kaybolur. Flagellum gelisimini 6nceden baslatmis olan sentriyoller, daha sonra
gelismekte olan spermin boyun bolgesini olusturmak iizere niikleusun arka yiizeyine taginirlar.
Flagellum kuyrugu bir taraftan olusurken, proksimalde ise mitokondrionlarin birikerek
kalinlagmasiyla orta parga olusur ve flagellum hareketi igin gerekli olan ATP bu kisimda tiretilir
(Sekil 4).

4. Olgunlasma fazi: Sitoplazma miktarinin azaldigi son dénemdir. Fazla sitoplazmay1 igeren

boliim bogumlanip ayrilir ve Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir.
Spermatidler birbirleri ile olan baglantilarin1 kaybederler, bdylece olgun ama heniiz islevsel
olmayan spermatozoonlar, Sertoli hiicrelerinden ayrilarak liimene gegerler (Esrefoglu, 2021;

Mescher, 2015; Pawlina & Ross, 2018) (Sekil 4).

4.2 Kan-Testis Bariyeri

Komsu Sertoli hiicreleri ile seminifer epitel arasindaki bariyer olarak bilinen kan-testis bariyeri
(KTB) terimi, ilk olarak Chiquoine tarafindan 1964 yilinda kullanilmistir. Fakat islevi
1960'larin sonlarina kadar tam olarak anlasilmamistir (Cheng & Mruk, 2012). Bu bariyer,
memeli viicudundaki en siki kan-doku bariyeridir. Bu fiziksel bariyer, seminifer epiteli bazal
kompartman (adluminal) ve apikal (luminal) kompartman olmak iizere iki boliime ayirir.

Spermatogonyumlar ve erken primer spermatositler bazal kompartmanda sinirli kalirlar.
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Olgunlasan hiicreler (spermatositler ve spermatidler) luminal kisimda yer alirlar. Olgunlasan
hiicrelerin kompartmanlar aras1 gegisi, olusan spermatositin altinda Sertoli hiicrelerinin
uzantilar1 arasinda yeni bir baglanti kompleksi olusmasi ve spermatosit lizerindeki eski
baglantinin yikilmasi sonucu gergeklesir. Mayoz I ve II, spermiyogenez ve spermiasyonun
timl apikal kompartmanda, spermatogonyal farklilasma ve hiicre donglisii progresyonu,
preleptoten spermatosit asamalar1 bazal kompartmanda gergeklesir (Li ve ark., 2017). Fiziksel
kompartmanlagmanin haricinde, KTB sayesinde seminifer epitelde iyon, amino asit,
karbonhidrat ve protein kompozisyonu saglanir ve genetik acidan farkli olan ve dolayisiyla
antijenik Ozellikte olan haploid germ hiicreleri, viicudun otoimmiin saldirisindan korunur

(Mescher, 2015; Pawlina & Ross, 2018).

Geg Spermatidler V ; ' ‘ \
i / e

ummal

Aktin Filamentler Kompartman

4 \ ¢ = Sertoli-spermatid
Mikrotﬁbﬁ]ler< (\ /j \ baglant1 6zellesmesi
¢ER N Primer Spermatosit

/ o et -

Karyozom \B ~  Bazal @ g

VA /' Kompartman {—— Spermatogonyum
7 / -

Bazal Lamina Golgi

a

Sertoli-Sertoli
baglanti 6zellesmesi

Sekil 5. Sertoli hiicresinin ve spermatogenik hiicreler ile iligskisinin sematik ¢izimi (Pawlina, 2015’den
yararlanilarak hazirlanmistir).

Bu bariyer, germ hiicreleri i¢in ¢ok biiyiik bir fizyolojik dneme sahiptir. KTB'nin fizyolojik
dinamikleri, ekzojen toksinlere ve ¢evresel Kirleticiler gibi toksik maddelere maruz kaldiginda
bozulmaya veya yeniden diizenlenmeye maruz kalan baglant1 protein dongiisii ve etkilesimleri

(Yan ve ark., 2008) tarafindan kontrol edilir (Cao ve ark., 2017; Tao ve ark., 2019). Okludin,
klaudin-3, -5 ve -11 ve ZO-1, -2 ve -3 proteinleri ve adezyon baglayict molekiiller (Junctional
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Adhesion Molecule -JAM)-A ve -B, KTB’nin biitiinliigiinii korur. ZO proteinleri, klaudin ve
okludin'i hiicre iskeletindeki aktine baglayan adaptor proteinlerdir. Bu baglantilar ile KTB’nin
biitiinliigiiniin korunmasi, normal spermatogenez i¢in gereklidir. KTB’nin dejenerasyonu

dogrudan infertiliteye yol agar (Chihara ve ark., 2010).

4.3 Epilepsi ve Erkek Infertilitesi

Epilepsi, tekrarlayan ve uyarilma olmaksizin olusan nobetlerle karakterize yaygin goriilen
norolojik hastaliklardan biridir ve kronik dogasi, baz1 belirli nobet tiirleri disinda genellikle

uzun siireli, hatta 6miir boyu ilag tedavisi gerektirir (Hamed, 2016; Ocek ve ark., 2018).

Absans epilepsi, aktivitenin durmasiyla es zamanli ve gegici bir biling degisikligiyle iliskili
jeneralize non-konviilsif nébetlerle karakterize 6zel bir epileptik sendromdur (Panayiotopoulos,
1999). Cocukluk cag1 absans epilepsisi, pediatrik idiyopatik jeneralize epilepsinin yaygin bir
seklidir ve okul ¢agindaki ¢ocuklarda teshis edilen tiim epilepsi vakalarinin %10-17'sini
olusturur (Berg ve ark., 1999). Absans nobetleri, ilk olarak 1705 yilinda Poupart tarafindan
tanimlanmistir. Calmeil tarafindan ortaya atilan "absans nobetleri”" ismi ise 1824 yilina
dayanmaktadir (Temkin, 1994). Absans epilepsisinde iki temel belirti bulunmaktadir. Birincisi,
hastalarin klinik bulgularidir. Bu ndbetlerde, ani ve kisa siireli bir biling kayb1 (absans) meydana
gelir. Nobet sirasinda devam eden faaliyet kesilir, cevap verme yetenegi azalir ve zihinsel
fonksiyonlar etkilenir. Gozlerde ve perioral bolgede hafif miyoklonik segirmeler disinda
belirgin motor hareketler gozlenmez (Inoue ve ark., 1992; Mirsky & Tecce, 1968; van Luijtelaar
& Sitnikova, 2006). Ikincisi, hastalarin elektroensefalografi (EEG) bulgusudur. Bu hastalarda,
postiktal depresyon olmaksizin aniden baslayip biten iki tarafli, senkronize ve diizenli 3-4
Hz'lik diken-dalga desarjlar1 (DDD) igeren karakteristik elektriksel aktivite gézlenir. DDD'ler
kisa (2-5 s) veya uzun (15-30 s) olabilir ve desarj i¢i frekansi 2,5-5 Hz araligindadir
(Panayiotopoulos, 2001).

Petit mal olarak da bilinen absans epilepsi, diger jeneralize epilepsi tiirlerinden temelde

farklidir. Absans epilepside semptomatik olarak ne bir aura ne de bir konviilsiyon vardir.
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Cevresel uyaranlara kars1 kisa siireli tepkisizlik ve aktivitenin durmasi ile karakterize olup,
otomatizmler veya uzuvlari, goz kiirelerini, goz kapaklarini etkileyen orta derecede tonik veya
klonik bilesenlerin esligiyle kendini gdsterir. Ayrica, absans nobetleri farmakolojik olarak da
diger jeneralize ndbetlerden farklidir. Ciinkii karbamazepin, fenitoin ve tiagabin gibi iyi bilinen
anti-konviilsan ilaglarin bazilari, absans nobetlerini siddetlendirir (Genton ve ark., 2001;
Lerman, 1986). Bu nedenle, tipik absans nobetlerinde genellikle etosiiksimid, sodyum valproat

veya lamotrijin monoterapisi tercih edilir (Manning ve ark., 2003).

Epilepsili bireylerde cinsel islev bozuklugunun etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte;
hormonal degisiklikler, antiepileptik ilaglar (AEI), nobet tipleri, hastalik durumu, oksidatif stres
(OS) ve hormon diizeyleri testikiiler fonksiyon tizerindeki etkilerinin bu faktorlerden bazilari

oldugu diistiniilmektedir (Montouris & Morris, 2005).

Serbest oksijen radikallerinin ¢ogu normal aerobik metabolizma sirasinda viicutta diisiik
miktarlarda tretilir. Fizyolojik diizeydeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), antioksidan savunma
sistemleri tarafindan temizlenebilir. Epileptik nobetler voltaj kapili ve N-metil-D-aspartat
(NMDA) bagimli iyon kanallar1 araciligiyla 6nemli miktarda kalsiyum girisini baslatir
(vandenPol ve ark., 1996). Hiicre i¢i kalsiyumun yiiksek seviyeleri ROS iiretimine sebep olur.
Artan ROS iiretimi, azalan antioksidan savunma yetenegi veya her ikisinin bir araya gelmesi
sonucunda asirt ROS seviyeleri OS’ye yol acar. Olusan asir1 ROS enzim inhibisyonu, lipit
peroksidasyonu ve DNA hasarina neden olabilir (Shin ve ark., 2011). OS bir¢ok hastaligin
patogenezinde ve erkek kisirligi da dahil olmak {izere gelisimsel kusurlarda rol oynamaktadir
(Sakai ve ark., 2010). Testis hiicrelerinin plazma zar1 ¢goklu doymamus yag asitleri agisindan
zengindir. Bu nedenle ROS'lar tarafindan oksidasyona ugramaya egilimlidir ve yiiksek ROS
seviyelerinden kolayca etkilenebilirler. Bu nedenle, serbest radikal temizleyici/antioksidan
sistem erkek lireme sisteminde redoks dengesinin korunmasi i¢in kritik 6neme sahiptir (Sahin
ve ark., 2017). Bir¢ok ¢aligma ROS'un sperm konsantrasyonu (Agarwal ve ark., 2003; Agarwal,
Sharma, ve ark., 2014; Athayde ve ark., 2007), motilite (Agarwal ve ark. , 2014; Athayde ve
ark. , 2007), morfoloji (Agarwal ve ark. , 2014; Aziz ve ark., 2004) iizerindeki zararh etkilerini
gostermistir. Ayrica ROS sperm DNA hasar1 (Desai ve ark., 2009) ve apoptosis (Agarwal &
Said, 2005), ile iliskilendirilmistir.
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Epileptik ndbetlerin hipotalamus ve hipofiz hormonlarinin salinimini1 degistirerek {lireme
fonksiyonlar1 {izerinde uzun vadede olumsuz etki gostermesinin yani sira tedavide kullanilan
AEI’lerin de cinsiyet steroid hormon konsantrasyonlarini degistirerek iireme fonksiyonlarin
olumsuz etkiledigi disiiniilmektedir (Morrell & Montouris, 2004). Erkek {ireme sisteminin
hormonal diizenlenmesi, hipotalamus-hipofiz-gonad aksinin klasik geri bildirim dongiisii ile
gergeklestirilir. Hipotalamus, gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) {ireterek, hipofiz portal
sistemine salgilar. GnRH ile indiikklenen 6n hipofizden dolasima gonadlari uyarmak iizere
luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) salinir. Erkeklerde
gonadotropinler testosteron ve inhibin tiretimini uyarir. Diisiik testosteron seviyeleri hipotalamik
hipofiz sistemi i¢in pozitif bir uyaricidir, Sertoli hiicrelerinden salinan inhibin ise hipofiz bezi
tarafindan FSH salgilanmasi iizerinde negatif bir geri bildirime sahiptir. LH’ nin etkisiyle
Leydig hiicrelerinden testosteron salinir. Testosteron hormonu, spermatogenezi diizenleyen
baslica androjendir ve Leydig hiicre fonksiyonu testosteron ve LH'nin serum seviyeleri ile
temsil edilir. Testosteron/LH orani testis fonksiyon bozuklugunun hassas bir oOl¢iistidiir
(Montouris & Morris, 2005). LH uyarisina yanit olarak Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen
testosteron, seminifer tiibiillere difiize olan bir parakrin faktor olarak islev goriir. Germ
hiicrelerinde androjen igin islevsel reseptorler bulunmaz (Lyon ve ark., 1975; Smith & Walker,
2014; Tsai ve ark., 2006; Wang ve ark., 2009). Bunun yerine, Sertoli hiicrelerine difiize olan
testosteron spermatogenezi desteklemek i¢in gereken fonksiyonel yanitlari baslatmak {izere
sitoplazma ve cekirdekte bulunan androjen reseptoriine (AR, NR3C4 olarak da gosterilir)

baglanarak islev goriir (Sekil 6).
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Sekil 6. Erkek tireme fonksiyonunun hormonal diizenlenisini gosteren diyagram (Pawlina & Ross, 2018)

Normal hipofiz-gonad fonksiyonu igin tutarli bir pulsatii GnRH iiretimi esastir. Ozellikle
temporal lobu igeren sik nobetler, GnRH'nin hipotalamik salinimini uyarir. Hipotalamik-
hipofiz sisteminin duyarsizlasmasi meydana gelir ve LH ve FSH'nin 6n hipofiz salinimi
baskilanarak gonadal uyarimin azalmasina neden olur. Dolayisiyla, nobet desarjlar1 ilireme

fonksiyonu iizerinde dogrudan bir etkiye sahip olabilir (Cramer & Jones, 1991).

4.4 Cinsiyet Hormonlar1 ve Ureme Sistemindeki Rolleri

Tiim steroid hormonlari, kolesterolden firetilir. Kolesterol, Leydig hiicresinin mitokondrisinde

yer alan steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) tarafindan i¢ mitokondriyal membrana
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tasinir. Kolesterol, mitokondri i¢inde steroidogenezin ilk basamagi i¢in substrattir ve CYP11A1
(sitokrom P450 yan zincir boliinmesi, P450scc), ferrodoksin (FDX1) ve ferrodoksin-rediiktaz
(FDXR) tarafindan pregnenolona (PREG, 5-pregnen-3p-0l-20-one) doniistiiriiliir. Klasik yolda,
PREG daha sonra sitokrom P450 17a-hidroksilaz/17,20-liyaz (CYP17A1, P450c17) tarafindan
delta-5 yolu ile 17a-hidroksipregnenolona (170HPREG, 5-pregnen-3fB) dondstiiriiliir.
170HPREG, sitokrom b5 (CYBS5) ve sitokrom P450 oksidorediiktaz (POR) tarafindan
desteklenen 17a-hidroksilasyon aktivitesiyle dehidroepiandrosterone (DHEA) gevrilir. DHEA
daha sonra 3f-hidroksisteroid dehidrojenaz tip II (HSD3B2/3BHSDII) ve 17B-hidroksisteroid
dehidrojenaz tip 3 veyatip 5 (HSD17B3 veya HSD17B5 olarak da bilinen AKR1C3) enzimleri
tarafindan androstenediole sonrasinda da testosterona cevrilir (Naamneh Elzenaty ve ark.,

2022).

4.5 Genetik Absans Epilepsisinin Hayvan Modelleri: GAERS Susu

Strasbourg'daki bir laboratuvarda, Wistar siganlarinin yiizde otuzunda serebral korteks tizerinde
bilateral ve senkronize olan spontan DDD'lerin farkedilerek bu elektriksel desarjlar1 gosteren
hayvanlarin kendi aralarinda secici olarak fiiretilmesi sonucunda, hayvanlarin %100’ {iniin
bilateral ve senkronize spontan DDD’ler gdsterdigi bir tiir elde edilmistir. Bu tiire "Genetic
absance epilepsy rat from Strasbourg" (GAERS) adi verilmistir (Danober ve ark., 1998;
Marescaux ve ark., 1992). Bu sus, absans epilepsisinin patofizyolojisini anlamak, jeneralize
idiyopatik epilepsi ve jeneralize nobetler hakkindaki genel bakisimizi gelistirmek igin Kritik bir
oneme sahiptir. Absans epilepsi, siklikla diger epilepsi tiirleri ile ortak bir¢ok EEG ve
davranigsal 6zellige sahip olan jeneralize epilepsinin prototipik bir formu olarak kabul edilir.
Bununla birlikte, cogu hastanin erken yaslarda tan1 almas1 ve AEI’lere baslanmasinin yaninda
etik problemlerin de olmas1 nedeniyle absans epilepsinin klinik incelenmesi sinirlidir. Bundan
dolay1 absans epilepsi hakkindaki mevcut bilgiler esas olarak hayvan modellerinden elde
edilmistir. Absans epilepsi ¢aligmalar1 daha spesifik olarak fare ve sicanlardaki genetik
modellerde gergeklestirilmistir. Bu genetik modeller, klinik durumlara yakin dogal ge¢misi
olan bireyleri incelemek i¢in essiz bir firsat sunar. Dolayisiyla, insan absans epilepsisinin
patofizyolojisini ve yasam boyunca evrimini anlamak i¢in ideal kosullar saglar. Davranigsal

durma ile karakterize spontan DDD'lerin olusumunu gosteren EEG kayitlarina dayanarak
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farelerde ve sicanlarda farkli genetik modeller tanimlanmistir. Genetik modeler; DDD'leri bir
yasam sliresi boyunca diizenli olarak kaydedilmesine, epileptik ve epileptik olmayan suglar
arasindaki verilerin karsilastirilmasina ve nobetlerin baslangicindan dnce epileptik hayvanlarin
arastirilmasina imkan verdigi igin tercih edilmektedir. Bu 6zellikler, ¢ogunlukla ¢alisilan iki
sigan modeli olan WAG/Rij (Depaulis & Charpier, 2018; Sarkisova & van Luijtelaar, 2011;
Van Luijtelaar & Coenen, 1986) ve GAERS siganlarinda (Depaulis & Charpier, 2018; Depaulis
ve ark., 2016; Vergnes ve ark., 1982) gecerlidir.

4.6 Timokinon:

Son yillarda sentetik ilaglarin yan etkilerine iliskin endiseler ve bitkilerden elde edilen yeni
ilaglarin artan etkinligi nedeniyle cesitli hastaliklarin tedavisinde dogal alternatif tedavilere
yonelim artmistir. Bitkisel ilaglarin yaygin kullanimi, bilim insanlarini bu bilesiklerin saglik
tizerindeki etkilerini arastirmaya tesvik etmistir. Bu sayede ¢ok sayida tibbi bitki ve bunlarin
aktif ekstrakt bilesenleri, kapsamli bir sekilde incelenmektedir (Darakhshan ve ark., 2015;
Sarkar ve ark., 2021).

Nigella sativa (¢orek otu), Ranunculaceae (diigiin ¢igegi) familyasina ait bir yillik ¢i¢ekli bir
bitkidir. Dogu Akdeniz, Kuzey Afrika, Hindistan yarimadasi ve Bat1 Asya'ya da yetistirilen bu
bitki 20-30 cm uzunlugunda olup, 5-10 petal igeren bir ¢igek ve siyah renkli tohumlar igeren 3-
7 folikiilden olusan kapsiil igeren bir meyveye sahiptir. Bu tohumlar, yiizyillardir ¢esni ve gida
koruyucusu olarak kullanilmigtir. Ayrica ates, romatizma, 6ksiiriik, bronsit ve grip gibi birgok
hastaliga kars1 geleneksel bir bitkisel ilag¢ olarak kullanilmaktadir (Fatima Shad ve ark., 2021).
N. sativa'nin siyah tohumlari, hem sabit (%22-38) hem de ugucu yaglar (%0,40-0,45),
alkaloidler (%0,01), amino asitler ve protein (%21-31), karbonhidratlar (%25-40), saponinler
(9%0,013), vitaminler (%1-4) ve mineraller (%3,7-7) iceren farkli tiirlerde 6nemli ve iyi

karakterize edilmis ¢esitli fitokimyasallar igerir (Sarkar ve ark. , 2021) (Sekil 7).
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Sekil 7. Nigella sativa bitkisi, tohumu ve kimyasal formiilii (Schneider-Stock ve ark., 2014)

Timokinon, N.sativa’nin ugucu yaginda %18,4 ila %24,0 oraninda bulunan terapotik
potansiyeli ve farmakolojik ozellikleri nedeniyle biiyiik ilgi goren potansiyel bilesenlerden
biridir. Literatiirdeki ¢aligmalar Timokinonun anti-histaminik, anti-mikrobiyal, anti-oksidan,
anti-inflamatuvar, anti-konviilsan, immunomodilator etkilerini ve gastrointestinal sistem, sinir
sistemi ve tireme sistemi basta olmak tizere bir ¢ok sistem tizerinde olumlu etkilerinin oldugunu

ortaya koymaktadir (Darakhshan ve ark. , 2015).

Literatiirde timokinonun epileptik ndbetler arasindaki siireyi arttirip ndbet siiresini kisalttigina
dair caligmalar yer almaktadir. Timokinonun bu anti-konviilsan etkisini, nobet aktivitesini ve
lipidlerin oksidasyonunu, hipokampal ndronal hiicre kaybini ve astrogliozisi azaltarak
gosterdigi distiniilmektedir (Pottoo ve ark., 2022). Erkek iireme sistemi lizerine etkilerini
arastiran calismalarda olusturulan cesitli hasar modellerinde, timokinonun OS ve histolojik
hasarlari hafiflettigi, anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellikleri araciligiyla erkek tireme sistemi
tizerinde koruyucu bir rol oynadigi belirtilmistir (Darakhshan ve ark. , 2015; Karakaya ve ark.,
2021; Oztiirk ve ark., 2020; Sayed ve ark., 2014; Yaghutian Nezhad ve ark., 2021).
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4.7 Valproik Asit:

VPA ilk olarak 1882 yilinda organik bir ¢oziicii olarak iiretilmis, berrak, renksiz, sekiz karbonlu
dall1 zincirli bir yag asididir. Kimyasal adi, 2-propilvalerik asittir ( Lagace ve ark., 2004;
Meunier, 1963). VPA’nin terapotik potansiyeli, 1962 yilinda Carraz ve meslektaslari tarafindan
deneysel antikonviilsanlar i¢in bir ¢oziicli olarak kullanirken VPA'nin kendi antikonviilsan
etkisini fark etmeleriyle tesadiifen kesfedilmistir. Kesfinden bir yil sonra, VPA’nin epilepsi
tedavisinde kullanimu ile ilgili ilk klinik ¢alisma rapor edilmistir (Carraz ve ark., 1964; Lagace
ve ark. , 2004; Meunier, 1963). Ilag, epilepsi icin 1967'de Fransa'da ve ardindan 1978'de
Amerika Birlesik Devletleri'nde onaylanmistir (Henry, 2003; Lagace ve ark.

, 2004). VPA, hayvan epilepsi modellerinde ve insanlarda parsiyel ve jeneralize ndbetlerin
tedavisinde etkinlik gostermis ve 1978’den bu yana hem parsiyel hem de jeneralize nobetlerin
tedavisinde diinya ¢apinda en sik kullanilan antiepileptik ilaglardan biri haline gelmistir (Davis
ve ark., 1994; Lagace ve ark. , 2004; Terbach & Williams, 2009).

VPA, epilepsi tedavisine ek olarak giiniimiizde bipolar bozukluk (Emrich, 1981) ve migren
(Calabresi ve ark., 2007) dahil olmak {izere bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Kanser (Blaheta ve ark., 2002), Alzheimer (Tariot ve ark., 2002) ve latent HIV tedavisinde de
(Lehrman ve ark., 2005) kullanim1 6nerilmistir. VPA'nin bu etkilerinin ¢ogu dolaylidir ve/veya
heniiz bilinmeyen bir mekanizma araciligtyla ortaya ¢ikar. VPA’nin etki mekanizmasi tam

olarak anlagilamamakla birlikte, 6nerilen etki mekanizmalarindan bazilar1 sunlardir:

1- Voltaj kapili sodyum kanallariin inhibisyonu: VPA, Voltaj kapili sodyum kanallarini inhibe
ederek sodyum iyonlarinin néronlara girisini engeller. Bu sayede noron uyarilabilirligi ve
atesleme hiz1 azalir ve boylece nobetlerin tetiklenmesinden sorumlu anormal elektriksel

uyarilarin olugmasi ve yayilmasi engellenir (Rahman ve ark., 2024) .

2- Gama-aminobiitirik asit (GABA) transaminaz inhibisyonu: VPA, beyindeki baskin inhibitor
norotransmitter olan GABA'nin bozunmasindan sorumlu olan GABA transaminaz enziminin
islevini baskilayarak GABA seviyelerini ve aktivitesini artirir, boylece noronal fonksiyonun

inhibisyonu artar ve nobetlere kars1 duyarlilik azalir (Rahman ve ark. , 2024).
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3- GABA sentezinin arttirilmasi: VPA, glutamatin GABA'ya doniistiiriilmesini saglayan
glutamik asit dekarboksilaz (GAD) enziminin ekspresyonunu ve aktivitesini artirir ve bdylece
GABA sentezini indiikler. Bu sekilde, ayn1 zamanda hem GABA seviyesi hem de aktivitesi
arttirtlmis olur. a-ketoglutarattan trikarboksilik asit dongiisii yoluyla sentezlenen GABA,
stiksinat semialdehide metabolize edilir. Bu ara iiriin, sirasityla GABA transaminaz ve siiksinat
semialdehit dehidrogenaz tarafindan siiksinata doniistiiriiliir. Onceki arastirmalar VPA'nin
GABA transaminaz ve siiksinat semialdehit dehidrogenazi inhibe ederek GABA

konsantrasyonunu yiikselttigini gostermistir (Rahman ve ark. , 2024).

4- Histon deasetilazlarin (HDAC'larin) inhibisyonu: VPA, DNA'nin etrafin1 saran proteinler
olan histonlarin asetilasyon durumunu degistirerek gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan
HDAC enzimlerinin, 6zellikle de HDAC1'in etkisini inhibe eder (Rahman ve ark. , 2024;
Schwartz ve ark., 2007). Bu siire¢ kromatin yapisinda degisikliklere yol agar ve daha sonra
noronal plastisite, sinaptik iletim, ndrogenez, néroproteksiyon ve inflamasyonla baglantili
olanlar da dahil olmak {izere bir¢ok genin transkripsiyonunu etkiler. Bu 6nerme, VPA’nin
biligsel, norogelisimsel ve apoptotik siirecler lizerindeki etkilerini aydinlatabilir (Ghodke-

Puranik ve ark., 2013; Rahman ve ark. , 2024).

5- Kalsiyum kanallariin modiilasyonu: VPA, T-tipi, L-tipi ve N-tipi kalsiyum kanallar1 dahil
olmak {izere cesitli kalsiyum kanallarinin aktivitesini modiile eder. Bu kanallar noronal
sinyalizasyon, ndrotransmitter salinimi, gen ekspresyonu ve hiicresel sagkalim i¢in gereklidir.
VPA'min kalsiyum kanallar1 iizerindeki kesin etkileri tam olarak anlagilmamistir. Bazi
calismalar, VPA'nin absans nobetlerinde ve talamokortikal osilasyonlarda rol oynayan T tipi
kalsiyum kanallarini etkili bir sekilde inhibe ettigini géstermektedir (Bolanos & Medina, 1997;
Rahman ve ark. , 2024).

Birgok hastaligin tedavisindeki faydali etkilerine ragmen, VPA'nin erkek tireme sistemi de dahil
cogu sistem iizerindeki toksisitesi hastalar i¢in gercek bir endise kaynagidir. GAERS susu
sicanlarda in utero VPA ve levetiracetam maruziyetinin yenidoganlardaki etkilerini arastiran
bir ¢alismada, VPA ve Levetirasetam akciger, bobrek ve beyin dokularinin histopatolojisini

olumsuz etkiledigi goézlenmistir (Can Kantarci ve ark., 2022). VPA alan erkek epilepsi
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hastalarinda kisirlik vakalar1 bildirilmistir (Giovana M Ourique ve ark., 2016). Hem klinik
calismalar (Xiaotian ve ark., 2013; Yerby & McCoy, 1999) hem de deneysel calismalar (Girish
ve ark., 2014; Nishimura ve ark., 2000), VPA'nin sperm parametreleri, testis morfolojisi de
dahil olmak iizere erkek ilireme sistemi iizerinde birgok olumsuz etkisi oldugunu gostermistir.
Giderek artan sayida kanmit, OS’nin VPA toksisitesinden sorumlu oldugunu gostermektedir.
Literatiirde VPA maruziyeti sonucu meydana gelen, sperm hareketliliginde azalma (Hamza &
Amin, 2007), sperm DNA hasar1 ve germ hiicre toksisitesinin OS ile iligkili oldugu bildirilmistir
(Khan ve ark., 2011).

4.8 Apoptoz

Apoptoz, Latince 'uzaklagsma; ayrilma' anlamina gelen Apo- ve 'diisme' anlamina gelen -ptosis
kelimelerinden meydana gelir ve Okaryotik canlilardaki fizyolojik hiicre 6liim siirecini
tamimlamak igin kullanilir (Ulukaya ve ark., 2011). insan viicudunda her saniye yaklasik bir
milyon hiicre apoptoz yoluyla ortadan kaldirilmakta ve yerlerini yeni hiicreler almaktadir.
Cogalma (mitoz), yikim (apoptoz) ile dengelenir. Mitoz ya da apoptoz lehine meydana
gelebilecek olasi bir dengesizlik 6nemli hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Anormal veya
artmis apoptoz oran1 AIDS, ndrodejeneratif bozukluklar, insiiline bagimli diyabet, hepatit C
enfeksiyonu, miyokard enfarktiisii ve ateroskleroz gibi hastaliklara sebep olurken, azalmig
apoptoz orani otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi hastaliklara sebep olur. Bu nedenle,

organizmada apoptoz belli bir diizen igerisinde ger¢eklestirilmelidir (Ulukaya ve ark. , 2011).

Apoptoz mekanizmasi, 1990'larin ortalarinda nobete bagli beyin hasari arastirmalarinda, uzun
stireli nobetlerden sonra sigan beyninden alinan doku 6rneklerinde in situ ‘apoptotik' DNA
parcalanmasi (terminal deoksintikleotidil dUTP nick end labelling; TUNEL ydntemi ile tespit
edilmistir) ve DNA merdivenlenmesinin (DNA laddering) tespit edilmesiyle ortaya ¢ikmustir
(Filipkowski ve ark., 1994; Henshall & Simon, 2005).

Apoptozu etkileyen faktorler temelde hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorler olarak siiflandirilir.
Hiicre i¢1 faktorler mitokondriyal aktivasyona neden olurken, hiicre disi1 faktdrler hiicre

yiizeyindeki 6liim reseptorleri veya granzim/perforin sistemi araciligiyla etki eder. Hiicre dist
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faktorler ayn1 zamanda mitokondriyal aktivasyona da sebep olabilir. Bugiine kadar yapilan
arastirmalar ekstrinsik veya Oliim reseptorii yolu ve intrinsik veya mitokondriyal yol olmak

tizere iki ana apoptotik yol oldugunu gostermektedir (Elmore, 2007).

Ekstrinsik apoptoz yolu, Fas (APO-1, CD95), TNF reseptorii-1 (TNFR-1), DR-3 (TRAMP),
DR-4 (TRAIL-R1) ve DR-5 (TRAIL-R2) gibi 6liim reseptorlerinin ligandlariyla etkilesimi ile
indiiklenir (Degli-Esposti, 1999; Friesen ve ark., 1996; Pan ve ark., 1997). Oliim reseptorlerinin
ligandlari, oligomerizasyona ve dolayisiyla reseptorlerin aktivasyonuna neden olur.
Reseptorlerin - oligomerizasyonunu  spesifik adaptor proteinlerin  (FADD, TRADD)
reseptorlerine baglanmasi takip eder ve bu da kaspaz sisteminin aktivasyonuna yol agar ve pro-
kaspaz-8 aktive edilerek kaspaz kaskadini1 baslatir. Aktif kaspaz-8, apoptotik siireci iki sekilde
yurutir:

I.  Kaspaz-3'in dogrudan boliinmesi ve aktivasyonu

Il.  Pro-apoptotik bir protein olan BID proteininin boliinmesi ile aktive olmasi ve sitozolden

mitokondriye translokasyon yaparak, burada sitokrom C salinimini indiiklemesi.

Intrinsik apoptoz yolu, hiicre i¢i organel islevini bozan hiicre stres faktorlerinden sonra baslatilir
(Danial & Korsmeyer, 2004; Henshall & Simon, 2005). Hiicre i¢i Ca?" artis1, pro-apoptotik Bcl-
2 protein aktivasyonu veya ROS igerebilir (Henshall & Simon, 2005; Orrenius ve ark., 2003;
Polster & Fiskum, 2004). Mitokondriyal zarlar aras1 bosluktan sitokrom C salinimi, mitokondri
kaynakl1 intrinsik yol i¢in tetikleyici gérevi goriir (Henshall & Simon, 2005; Liu ve ark., 1996).
Sitokrom C, i¢ mitokondriyal membranda bulunan ve elektron transfer zincirinde yer alan bir
proteindir. Sitokrom C, apoptozu indiikleyen faktorlerle (AlIF'ler) birlikte, mitokondriden
sitozole salinmaktadir (Joza ve ark., 2001; Ulukaya ve ark. , 2011). Sitokrom C, sitoplazmik bir
protein olan Apaf-1'e (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1) baglanarak onu aktive eder ve
apoptozom adi verilen bir kompleks olusturur. Bu kompleks, pro-kaspaz-9'u aktive ederek aktif
kaspaz-9'a doniistiirebilir. Aktif kaspaz-9, efektor kaspazlardan biri olan kaspaz-3'i aktive eder
(Li ve ark., 1997). Aktif kaspaz-3, kaspaz-aktive deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD)
inaktive eder, boylece ICAD'ye bagl kaspaz-aktive deoksiriboniikleaz (CAD) serbest kalir, bu
da apoptozun karakteristik 6zellikleri olan kromatin yogunlagmasi ve oligoniikleozomal DNA

fragmantasyonu ile sonuglanir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Deney Hayvanlar

Calismamizda, Marmara Universitesi DEHAMER ’den temin edilen GAERS (n=25) ve
Bezmialem Universitesi HADYEK ’ten temin edilen Wistar albino (n=25) susu olmak iizere
toplam 50 adet erkek si¢an kullanildi. Hayvanlar, standart kosullar altinda sabit sicaklik ve nem
saglanan (21+2°C ve %65-70 nem), uygun havalandirmasi olan laboratuvar ortaminda tutuldu.
Hayvanlar, uygun kafesler i¢inde, her kafeste en fazla 3 hayvan olacak sekilde, 12 saat aydinlik
ve 12 saat karanlik dongiisii olan ortamda musluk suyu ve standart sican yemi ile beslendi.
Calisma igin Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’ndan izin alindi

(11.04.2022-24.2022mar). Calismamizda olusturulan deney gruplar1 asagidaki gibidir (Sekil 8):

1-Wistar Kontrol (WK) Grubu: Hicbir miidehalede bulunulmayan Wistar albino susu
sicanlar.

2-Wistar Sham (WS) Grubu: 8 giin boyunca VPA ¢oziiciisii olan PBS (i.p) ve timokinon
¢Oziicilisii olan misir yagi (gavaj) uygulanan Wistar albino susu sicanlar.

3-Wistar Timokinon (WT) Grubu: 8 giin boyunca 10 mg/kg timokinon (gavaj)(Karakaya ve
ark. , 2021) uygulanan Wistar albino susu siganlar.

4-Wistar Valproik asit (WV) Grubu: 8 giin boyunca 200mg/kg VPA (i.p)(Khan ve ark. ,
2011) uygulanan Wistar albino susu si¢anlar.

5-Wistar Valproik asit+Timokinon (WV+T) Grubu: 8 giin boyunca es zamanli VPA (i.p)
ve timokinon (gavaj) uygulanan Wistar albino susu si¢anlar.

6- GAERS Kontrol (GK) Grubu: Hi¢bir miidehalede bulunulmayan GAERS susu siganlar.
7-GAERS Sham (GS) Grubu: 8 giin boyunca VPA ¢6ziiciisii olan PBS (i.p) ve timokinon
(gavaj) ¢oziiclisli olan misir yagi (gavaj) uygulanan GAERS susu sicanlar

8-GAERS Timokinon (GT) Grubu: 8 giin boyunca 10 mg/kg timokinon (gavaj) uygulanan
GAERS susu siganlar.

9-GAERS Valproik asit (GV) Grubu: 8 giin boyunca 200mg/kg VPA (i.p) uygulanan
GAERS susu siganlar.

10- GAERS Valproik asit+Timokinon (GV+T) Grubu: 8 giin boyunca es zamanli1 VPA (i.p)

ve timokinon (gavaj) uygulanan GAERS susu si¢anlar.
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Sekil 8. Deney gruplarinin ve yapilan islemlerin grafik 6zeti. (Biorender programi kullanilarak
cizilmistir.)

5.2 Doku Eldesi
Denekler, son uygulamadan 24 saat sonra ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (10
mg/kg) ile olusturulan derin anestezi altinda, kalpten kan alinarak sakrifiye edildi. Tim

siganlardan testis dokular1 ve sol epididimis dikkatli bir sekilde diseke edildi.

5.3 Sperm Analizi
Tiim deneklerden diseke edilen sol epididimisin kaudast 5 ml’lik PBS i¢ine alinip, kii¢iik
parcalara ayrildi. Hazirlanan sperm 6rneginden bir damla alinarak lam iizerine sperm yaymasi
hazirlandi ve Diff-Quick boyasi ile boyandi. x40 objektifte, her preperattan 100 adet spermin
bas, boyun, kuyruk anomalileri degerlendirildi (Kenjale ve ark., 2008) ve x100 objektifte
fotograflandi.

5.4 Isik Mikroskopi
5.4.1 Morfolojik Inceleme

Diseke edilen sol testis dokulari, 72 saat Bouin soliisyonunda fikse edildi. Fiksatifin
olusturdugu sar1 renk uzaklastirilana kadar lityum karbonatli %70 alkolde bekletilen dokular,
yiikselen alkol serilerinden (%90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildi. Ksilen ile
seffaflastirilan testis dokular1 sivi parafine alindi. Gece boyu 60°C’de siv1 parafinde inkiibe
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edilen dokular, parafin bloklama cihazinda (Leica EG1150H, Almanya) bloklandi. Parafin
bloklardan alinan 4 pum kalinliginda kesitler, genel morfolojik degerlendirme i¢in hematoksilin-
eozin (H&E) boyasi ile boyandi. Kesitlere, bazal membrandaki degisiklikleri gostermek igin
periyodik asit-Schiff (PAS) reaksiyonu uygulandi. Nikon 151k mikroskobu (Eclipse 920248,
USA\) kullanilarak, x20 objektif ile her kesitte toplam 20 seminifer tiibiil olacak sekilde fotograf
¢ekildi. Bu fotograflar iizerinde germinal epitel kalinligi, Image j (NIH) programi kullanilarak
ol¢iildii. Tiibiil hasari, modifiye edilmis Johnsen skorlamasina gore skorlandi (Tablo 1) (Gozen
ve ark., 2013; Johnsen, 1970).

Tablo 1.Modifiye edilmis Johnsen’in Histopatolojik Skorlama Parametreleri (Johnsen, 1970; Sener ve
ark., 2021)

Seminifer tiibiil i¢inde hig hiicre yok

Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

Yalnizca spermatogonyumlar var

Spermatozoa veya spermatid yok, birkag spermatosit var
Spermatozoa veya spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var
Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, birkag erken spermatid var
Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, ¢ok sayida erken spermatid var

Her tiibiil liimeninde 5’den az spermatozoa, az sayida geg¢ spermatid var

© 00 N oo o B~ W N e

Hafif bozulmus spermatogenez, ¢ok sayida geg spermatid, epitel organizasyonunda bozukluk

=
o

Tam spermatogenez

5.4.2 Immunohistokimyasal Analizler

Pozitif sarjli lamlara alinan 4 pm kalinhiginda parafin kesitler, 60°C’lik etiivde 1 saat
bekletildikten sonra, deparafinize etmek amaciyla ksilende ve sonrasinda %96’lik alkolde
bekletildi. Kesitler, endojen enzim blokaj1 yapmak i¢in metanol ile hazirlanmig %3’liik hidrojen
peroksite alindi. Kesitler, 6nce musluk suyu sonra distile suda yikama isleminin ardindan
antijen geri kazanimi ig¢in 1sitilmig sitrat tamponunda 20 dk/200 W mikrodalgaya maruz
birakildi. Akabinde oda isisinda sogumaya birakilan kesitler, PBS ile yikandiktan sonra
bloklama soliisyonunda bekletildi. Hiicre proliferasyonunu incelemek i¢in Tavsan anti-PCNA

(Bioss bs-0754R, 1:100), steroid hormon iiretimini arastirmak igin tavsan anti-StAR (Abcam
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ab203193, 1:100) primer antikorlarinda bir gece +4°C’de nemli bir ortamda bekletildi. Kesitler
yikandiktan sonra, anti-polivalan sekonder antikorda (Scytek SHP125) oda 1sisinda 1 saat
bekletildi. PBS’te yikanan kesitler, peroksidazda (Scytek SHP125) bekletildi ve tekrar PBS ile
yikandi. DAB kromojeninde (Thermofisher Scientific, 34002) bekletilerek olusan reaksiyon
iirtinii mikroskop altinda izlendi. Distile suda yikanan kesitlere Mayer’in hematoksilini ile zit
boyama yapildi. Musluk suyu ve distile su ile yikamanin ardindan %96°lik alkolde bekletilen
kesitler, kurutulduktan sonra entellan ile kapatildi. Nikon 151k mikroskobu (Eclipse 920248,
USA) kullanilarak, x20 objektif ile fotograflandu.

5.5 Yar1 ince Kesitlerin Eldesi

Sag testislerden alinan doku 6rneklerinin %2,5’luk 0,1 M PBS tamponlu (pH 7,2) glutaraldehit
fiksatifi icerisinde 4 °C’de 6 saat fiksasyonu yapildi. Tamponla yikamadan sonra, %1’ lik
osmiyum tetroksitle 1 saat postfiksasyon yapildi. Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96,
%100) gecirilerek dehidrate edildikten sonra propilen oksitten gegirilen dokular, epona
gomiildii ve 1 gece 60 °C’de bekletilerek bloklandi (Elmas ve ark., 2022). Ultramikrotomda
alinan yar1 ince kesitler (1 pum) metilen mavisi ile boyandi. Kesitler, Nikon 151k mikroskobu

(Eclipse 920248, USA) kullanilarak, x100 objektif ile fotograflandi.

5.6 Western Blot Analizleri

WB analizi i¢in ayrilmis dokular buz {izerinde 30 dakika boyunca dnceden hazirlanmig RIPA
hiicre liziz tamponunda (proteaz inhibitorii kokteyli ilaveli) bekletilip, 4°C'de 10 dakika
boyunca 13000 x rpm'de santrifiijlendi ve elde edilen siipernatant, sitozolik fraksiyon olarak
kullanildi. Total protein konsantrasyonlari, Bradford protein analiz yontemi (Zelikovic, 2004)
ile belirlendi. Proteinler, WB analizi i¢in %8-12’lik SDS-PAGE jel iizerinde ayrildi. Ayrim
sonrasi proteinler PVDF membranina aktarildi. Membrana aktarilan proteinler, ilk olarak ticari
olarak elde edilen PCNA(1:500, Bioss,USA), Bax (1:500, Cell signaling, USA), Bcl-2(1:500
Cell signaling, USA), sitokrom C (1:500, Affinity bioscience, Cin) , kaspaz-8 (1:500,
Elabscience, USA), kaspaz-9 (1:500, Cell signaling, USA), boliinmiis kaspaz-3 (1:500, Affinity
bioscience, Cin), StAR (1:500 Abcam, USA) ve Z0O-1(1:500, Affinity bioscience, Cin) primer
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antikorlar1 ile, daha sonrasinda horseradish peroksidaz (HRP) ile konjuge sekonder antikorlar
ile inkiibe edildi. Protein bantlar1 PCNA, Bax, Bcl-2, sitokrom C, kaspaz-8 , kaspaz-9,
bolinmiis kaspaz-3, StAR, ZO-1 proteinlerine ve housekeeping antikor B-aktin’e 6zgii ikincil
antikorlar (1:1000, Cell signaling, USA) iizerindeki enzime baglanarak aktivite gosteren Pierce
ECL WB substrat1 (Bio-Rad, CA, ABD) ile gorsel hale getirildi (Moe ve ark., 2008). Her bir
antikor icin olusan bantlar, Vilbert Laurmart Fusion Fx5 cihazinda goriintiilendi ve bant

yogunluklar1 analiz edildi.

5.7 Biyokimyasal Analizler

Doku &rneklerinde yapilacak biyokimyasal analizler igin -80°C’°de saklanan sag testis
dokulariin bir kism1 sogutuldu ve 0.9% NaCl i¢inde yikandi. Ardindan homojenizator cihazi
(Merck Millippore, ABD) kullanilarak soguk tampon (100 mM KH2PO4-K2HPO4; pH 7.4
iceren 1.15% KCl) i¢inde homojonize edildi.

Tiim Ornekler, analizden hemen 6nce 4000 rpm'de 10 dk santrifiij edilmis ve sivi1 bilesen yeni
bir Eppendorf tiipiine aktarildi. Doku ve serum o6rnekleri, es zamanli olarak analiz edildi. OS
parametreleri (TAS, TOS ve OSI) ticari Kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) ve tam
otomatik bir spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific Co., USA) kullanilarak 6lctildii.

Total Antioksidan Seviyesi (TAS), ticari kit kullanilarak spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii.
Orneklerdeki antioksidan igerik, koyu mavi/yesil renkli ABTS radikalini, renksiz indirgenmis
ABTS formuna indirgediginden 660 nm'deki absorbans degisimi numunenin toplam
antioksidan seviyesi ile iliskili kabul edilir. Numunelerin TAS seviyeleri, mmol Trolox Equiv/L

cinsinden ifade edildi.

Total Oksidan Seviyesi (TOS) ticari kit kullanilarak spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii.
Numunelerde bulunan oksidanlar, demir iyonu selatér kompleksini demir iyonuna oksitler.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan artirict molekiiller
tarafindan uzatilir. Ferrik iyon, asidik bir ortamda kromojen ile bir renk kompleksi olusturur.

Spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan oksidan molekiillerin
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toplam miktari ile iligkilidir. Numunelerin TOS seviyeleri, umol H202 Equiv./gr cinsinden ifade
edildi.

OSI degeri; OSI= TOS/TAS islemi kullanilarak hesaplandi.

5.8 istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen veriler, GraphPad Prism 8 Istatiksel Paket Programi (Instat GraphPad
Software, San Diego, CA, ABD) aracalig ile analiz edildi. Veriler ortalama =+ standart sapma
(mean+SD) olarak verildi. Veriler, gruplarin dagiliminin, normal dagilima uygunlugunun test
edilmesini takiben tek yonlii varyans analizi uygulanarak Tukey coklu karsilagtirma testi ile

degerlendirildi. p <0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1 Sperm Morfolojik Bulgular:

Sperm yayma preperatlari, Diff-Quik ile boyama sonras1 morfolojik olarak degerlendirildi. WK,
WS ve WT gruplarinda normal morfoloji sergileyen spermlerin yani sira az sayida bas, boyun
ve kuyruk hasar1 olan spermler gézlendi (Sekil 9A, 10A ve 11A). WV grubu spermlerde normal
morfolojiye sahip spermlerin sayisinda 6nemli 6l¢iide azalma (p<0,0001) gozlenirken; bas
(p<0,0001), boyun (p<0,05) ve kuyruk (p<0,001) anomalilerine sahip sperm sayisinda artis
gozlendi (Sekil 12A). WV+T grubunda normal morfolojiye sahip sperm sayisinin arttigi
(p<0,001); bas (p<0,0001), boyun, kuyruk anomalilerine sahip sperm sayisinin azaldigi veya
azalma egiliminde oldugu tespit edildi (Sekil 13A). GK ve GS gruplarinda normal morfolojiye
sahip sperm sayisinin, WK ve WS gruplarina gore anlamli olarak azaldig1 (p<0,0001), bas
(p<0,001), boyun ve kuyruk (p<0,001) anomalisine sahip sperm sayisinin arttig1 veya artma
egiliminde oldugu tespit edildi (Sekil 9B, 10B). GT grubu ile GK ve GS gruplar arasinda
anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 11B). GV grubunda normal morfolojiye sahip sperm sayisinin
azaldig1 (p<0,05); bas, boyun (p<0,05), kuyruk anomalisine sahip sperm sayisinin arttig1 veya
artma egiliminde oldugu goriildi (Resim 12B). GV+T grubunda normal morfoloji gdsteren
sperm sayisinda anlamli bir artis (p<0,0001); bas (p<0,001), boyun (p<0,001) ve kuyruk
anomalilerinde anlamli bir azalma (p<0,05) izlendi (Sekil 13B, Sekil 14 ve Tablo 2).
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Sekil 9. Kontrol gruplarina ait sperm mikrograflari. A: WK grubu. B: GK grubu. Ok: Normal
morfolojide spermatozoa. Siyah ok basi: Boyun anomalisi olan spermatozoa. Kirmizi ok basi: kuyruk
anomalisi olan spermatozoa. Orijinal biiyiitme: x100, Diff-Quick boyast.
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Sekil 10. Sham gruplarina ait sperm mikrograflari. A: WS grubu. B: GS grubu. Ok: Normal morfolojide
spermatozoa. Daire: Bag anomalisi olan spermatozoa, Siyah ok basi: Boyun anomalisi olan spermatozoa.
Kirmiz1 ok basi: Kuyruk anomalisi olan spermatozoa. Orijinal biiyiitme: x100, Diff-Quick boyasi.
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Sekil 11. Timokinon uygulanan deney gruplarina ait sperm mikrograflart. A: WT grubu. B: GT grubu.
Ok: Normal morfolojide spermatozoa. Orijinal biiyiitme: x100, Diff-Quick boyas.
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Sekil 12. VPA uygulanan deney gruplarina ait sperm mikrograflari. A: WV grubu. B: GV grubu. Ok:
Normal morfolojide spermatozoa. Daire: Bas anomalisi olan spermatozoa, Siyah ok basi: Boyun
anomalisi olan spermatozoa. Kirmizi ok basi: Kuyruk anomalisi olan spermatozoa. Orijinal biiylitme:

x100, Diff-Quick boyast.
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Sekil 13. VPA+Timokinon uygulanan deney gruplarina ait sperm mikrograflari. A: WV+T grubu. B:
GV+T grubu. Ok: Normal morfolojide spermatozoa. Biiyiitme: x100, inset x100, Diff-Quick boyasi.
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Tablo 2. Deney gruplarinin sperm morfoloji analizlerinden elde edilen veriler (ortalama = SD).

Bas Boyun Kuyruk Normal

Anomalisi Anomalisi Anomalisi Morfoloji
WK 0,25+0,5 0,75+0,5 6,5+2,08 92,75+ 1,26
WS 0,25+0,5 0,5+0,58 7,2542,5 92,25+1,71
WT 0,25+0,5 0,5+0,58 18,0+15,87 81,5+16,13
WV 8,5+0,58 3,5+1,92 44,25+3.59 43,75+8,96
WV+T 0,25+0,5 0,75+0,5 21,049,56 77,75+9,91
GK 5,5+0,58 1,5+1,0 47,25+3,59 47,5442
GS 5,0+0,82 2,0+1,41 45,5+6,81 48,75+7,54
GT 3,75+2,75 2,5+1,73 39,0+20,7 52,25+13,15
GV 7,7542.9 5,0+1,83 62,0+£9,76 25,75+7,18
GV+T 2,0+1,4 0,75+0,96 34,0+4,24 63,25+4,79
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Sekil 14. Deney gruplarina ait sperm Orneklerinde belirlenen morfolojik hasar oranlarinin istatistiksel
analizini gosteren grafikler. A: Normal morfoloji sergileyen sperm, B: Sperm bas anomalisi, C: Boyun
anomalisi, D: Kuyruk anomalisi oranlar1. (ns: Gruplar arasinda fark yok, * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, **** p<0,0001).
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6.2 Testis Morfolojik Bulgular:

Isik mikroskobik incelemelerde WK, WS, WT gruplarina ait seminifer tiibiillerde, bazalden
liimene dogru spermatogenik seriyi olusturan spermatogonyumlar, primer spermatositler,
sekonder spermatositler ve spermatidler normal morfolojide izlendi. Seminifer tiibiillerin
cogunda liimende spermatozoa goriildi (Sekil 15A, 16A, 17A, 26A, 27A ve 28A). Bazal
membran diizenli ve devamli bir yapida izlendi (Sekil 21A, 22A ve 23A). WV grubunda
germinal epitelde ayrilma, diizensizlik ve llimende spermatogenik hiicre dokiintiileri goriildi
(Sekil 18A ve 29A). Bazal membranda diizensizlik ve yer yer ayrilmalar tespit edildi (Sekil
24A). WV+T grubunda tiibiillerin biiyiik ¢ogunlugu kontrole benzer morfolojide ve bazal
membran diizenli bir yapida izlendi. (Sekil 19A, 25A ve 30A). GK ve GS gruplarinda tiibiillerin
hemen hepsinde germinal epitelde ve bazal membranda ayrilma ve diizensizlik goriildii (Sekil
15B, 16B, 26B ve 27B). GT grubunda tiibiillerin biiyiik kisminda, normal morfoloji ve diizenli
bazal membran yapisi izlendi (Sekil 17B, 23B ve 28B). GV grubunda, GK ve GS gruplarina
benzer sekilde germinal epitelde ayrilma, diizensizlik ve germinal epitelde incelmenin yani1 sira
liimende spermatogenik hiicre dokiintiileri mevcuttu (Sekil 18B ve 29B), ayrica bazal
membranda ayrilma ve diizensizlik goriildii (Sekil 24B). GV+T grubunda hasarl: tiibiillerle
birlikte ¢ok sayida normal morfolojiye sahip tiibiil ve diizenli bazal membran yapis1 belirlendi

(Sekil 19B, 25B ve 30B).

Germinal epitel kalinligi, WV grubunda WK ve WS gruplarina kiyasla anlamli olarak azalirken
(p<0,0001), WV+T grubunda WYV grubuna kiyasla anlamli olarak artt1 (p<0,0001). GK ve GS
gruplarinda, WK ve WS gruplarina kiyasla germinal epitel kalinlig1 belirgin bir sekilde azald1
(p<0,0001). GT grubunda, GK ve GS gruplarina kiyasla germinal epitel kalinligi artis gosterdi
(p<0,0001). GV grubunun germinal epitel kalinlig1, kontroller ile benzer idi. GV+T grubunun
germinal epitel kalinligi, GV grubuna gore anlamli sekilde artt1 (p<<0,0001) (Sekil 20).

Seminifer tlibiil hasarinin bir gostergesi olan Johnsen skoru, WV grubunda WK ve WS
gruplarina kiyasla anlamli olarak azaldi (p<0,0001). Timokinon uygulamasi, VPA uygulamasi
sonucu azalan Johnsen skorunu anlamli olarak arttirdi (p<0,01) GK ve GS gruplarinda, WK ve

WS gruplarina kiyasla Johnsen skoru daha diisiik olarak tespit edildi (p<0,001). GT grubunda,
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GK ve GS grubunda azalan Johnsen skorunun anlamli olarak arttigi goriildii (p<0,01). GV
grubunda, Johnsen skorunun kontrollerle benzer oldugu belirlenirken, GV+T grubunda anlamli
olarak artig gosterdi (p<0,01) (Sekil 20 ve Tablo 3).
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Sekil 15. Kontrol gruplarma ait testis mikrograflart. A: WK grubu. B: GK Grubu. Yildiz: Normal
morfoloji sergileyen seminifer tiibiiller. Ok: Germinal epitelde yer yer agilma ve diizensizlik. Cift tarafli
ok: Germinal epitel kalinligi. H&E boyasi.
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Sekil 16. Sham gruplarina ait testis mikrograflari. A: WS grubu. B: GK grubu. Y1ldiz: Normal morfoloji
sergileyen seminifer tiibiiller. Ok: Germinal epitelde yer yer agilma ve diizensizlik. Cift tarafli ok:
Germinal epitel kalinligi. H&E boyasi.
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Sekil 17. Timokinon uygulanan deney gruplarina ait testis mikrograflari. A: WT grubu. B: GT grubu.
Yildiz: Normal morfoloji sergileyen seminifer tiibiiller. Cift tarafli ok: Germinal epitel kalinligi. H&E
boyasi.
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Sekil 18. VPA uygulanan deney gruplarina ait testis mikrograflari. A: WV grubu. B: GV grubu. Ok: Yer
yer agilma ve diizensizlik. Ok basi: Liimende spermatogenik hiicre dokiintiileri. Cift tarafli ok: Germinal
epitel kalinlig1. H&E boyasi.
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Sekil 19. VPA+Timokinon uygulanan deney gruplarina ait testis mikrograflari. A: WV+T grubu. B:
GV+T grubu. Yildiz: Normal morfoloji sergileyen seminifer tiibiiller. Cift tarafli ok: Germinal epitel
kalinligi. H&E boyast.
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Tablo 3. Deney gruplarina ait germinal epitel kalinligi ve Johnsen Skoru verileri (Ortalama + SD).

Germinal Epitel Kalinhg: (um)

Johnsen Skoru

WK 67,30+£1,14 9,775+0,21
WS 67,21+2,19 9,838+0,20
WT 67,16+ 3,74 9,688+ 0,23
wvV 48,61+ 1,99 7,775+£0,46
WV+T 62,41+3,51 9,163+ 0,82

GK 54,78+ 4,79 8,175+ 0,41

GS 54,56+2,33 8,063+0,28

GT 68,51+ 1,97 9,650+0,28

GV 51,59+ 1,63 7,525+0,56

GV+T 62,56+3,25 8,888+ 0,51
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Sekil 20. Deney gruplarina ait germinal epitel kalinligi ve Johnsen skorlamasi sonuglarinin istatistiksel
analizini gosteren grafikler. (ns: Gruplar arasi fark yok, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****

p<0,0001).
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Sekil 21. Kontrol gruplarina ait testis mikrograflari. A: WK grubu. B: GK grubu. Ok: Diizenli bazal
membran yapisi. Ok bagi: Bazal membranda diizensizlik ve yer yer ayrilmalar. PAS Reaksiyonu.
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Sekil 22. Sham gruplarina ait testis mikrograflari. A: WS grubu. B: GS grubu. Ok: Diizenli yapidaki
bazal membran yapisi. Ok basi: Bazal membranda diizensizlik ve yer yer ayrilmalar. PAS Reaksiyonu.
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Sekil 23. Timokinon uygulanan deney gruplarina ait testis mikrograflari. A: WT grubu. B: GT grubu.
Ok: Diizenli bazal membran yapisi. PAS Reaksiyonu.
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Sekil 24. VPA uygulanan deney gruplarina ait testis mikrograflari. A: WV grubu. B: GV grubu. Ok

basi: Bazal membranda diizensizlik ve yer yer ayrilmalar. PAS Reaksiyonu.
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Sekil 25. VPA+Timokinon uygulanan deney gruplarina ait testis mikrograflari. A: WV+T grubu. B:
GV+T grubu. Ok: Diizenli yapidaki bazal membran yapisi. Ok basi: Bazal membranda diizensizlik ve
yer yer ayrilmalar. PAS Reaksiyonu.
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Sekil 26. Kontrol gruplarina ait yar1 ince kesitler. A: WK grubu. B: GK grubu. n: Normal morfoloji
sergileyen germinal epitel. Ok: Germinal epitelde yer yer agilma ve diizensizlik. Ok basi: Liimende
spermatogenik hiicre dokiintiileri. Toluidin mavisi.
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Sekil 27. Sham gruplarina ait yar1 ince kesitler. A: WS grubu. B: GS grubu. n: Normal morfoloji
sergileyen germinal epitel. Ok: Germinal epitelde yer yer acilma ve diizensizlik. Ok basi: Liimende
spermatogenik hiicre dokiintiileri. Toluidin mavisi.
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Sekil 28. Timokinon uygulanan deney gruplarina ait yar1 ince kesitler. A: WT grubu. B: GT
grubu. n: Normal morfoloji sergileyen germinal epitel. Ok: Germinal epitelde yer yer agilma ve
diizensizlik. Toluidin mavisi.
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Sekil 29. VPA uygulanan deney gruplarina ait yari ince kesitler. WV grubu. B: GV grubu. Yildiz:
Diizensiz yap1 sergileyen germinal epitel, Ok: Germinal epitelde yer yer agilma ve diizensizlik. Ok bast:
Liimende spermatogenik hiicre dokiintiileri. Toluidin mavisi.
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Sekil 30. VPA+Timokinon uygulanan deney gruplarina ait yar1 ince kesitler. A: WV+T grubu.
B: GV+T grubu. n: Normal morfoloji sergileyen germinal epitel. Ok: Germinal epitelde yer yer
acilma ve diizensizlik. Toluidin mavisi.
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6.3 Oksidatif Stres Belirtecleri

Doku ve serum o6rneklerinde TAS, TOS ve OSI seviyeleri spektrofotometrik yontem ile

belirlendi (Tablo 4).

Doku ve serum 6rneklerindeki TAS seviyeleri, WV grubunda WK ve WS grubuna gore anlamli
olarak azaldi (p<0,0001). WV+T grubunda, WV grubunda azalmis olan TAS degerinin anlamli
olarak arttig1 goriildii (dokuda p<0,001, serumda p<0,01). GK ve GS gruplarinda, WK ve WS
gruplarina kiyasla TAS seviyelerinin anlamli olarak azaldigr (p<0,0001), timokinon
uygulamasinin ise TAS degerlerini anlamli 6lgiide arttirdigi (p<0,001) goriildii. GV grubunda,
GK ve GS gruplarina gore anlamli bir fark goriilmezken, GAERS hayvanlarda timokinon
uygulamasinin TAS degerlerini belirgin sekilde arttirdigr (p<0,001) gosterildi (Sekil 31A ve
31D).

Doku ve serum 6rneklerindeki TOS seviyeleri, WV grubunda WK ve WS grubuna gore anlaml
olarak artt1 (P<0,0001). Timokinon uygulamasi, artmis olan TOS degerini WV grubuna gore
anlamli olarak azaltti (dokuda p<0,001, serumda p<0,01). GK ve GS gruplarinda, WK ve WS
gruplarina kiyasla TOS seviyelerinin anlamli olarak arttigi gozlemlendi (p<0,0001). GT
grubunda, TOS degerinin anlamli olarak azaldigi (p<0,0001) goriildii. GV grubunda TOS
degeri, dokuda azalirken (p<0,05) serumda azalma egilimi gosterdigi belirlendi. GV+T
grubunda, TOS degerinin GV grubuna gore anlamli olarak azaldig (p<0,0001) goriildi (Sekil
31B ve 31E).

Doku ve serum oOrneklerindeki OSI seviyeleri, WV grubunda WK ve WS gruplarina kiyasla
anlamli olarak artti (P<0,0001). WV+T grubunda, artan OSI seviyelerinin belirgin sekilde
azaldig1 (P<0,0001) tespit edildi. GK ve GS gruplarinda, WK ve WS gruplarina kiyasla OSI
seviyeleri artt1 (P<0,0001). GT (p<0,0001), GV(p<0.05) ve GV+T (p<0,0001) gruplarinda OSI
seviyeleri, GK ve GS gruplarina kiyasla azald1 (Sekil 31C ve 31F).
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Tablo 4. Deney gruplarina ait oksidan ve anti-oksidan parametrelerin biyokimyasal degerleri

(ortalama = SD).

DOKU SERUM

TAS TOS TAS TOS

(mmol (mmol (ON]| (mmol (mmol (ON]|

Trolox H202 (TOSITAS) Trolox H202 (TOSITAS)

Equiv./L)  Equiv./L) Equiv./L)  Equiv./L)

WK 1,39+0,13 8,92+0,59  6,93+1,16 1,2+0,18 7,72+0,63 6,55+1,38
WS 1,3940,07 9,49+0,72  6,86+0,65 1,27+0,08 8,42+0,82 6,70+0,81
WT 1,8+0,24 8,02+0,23  4,52+0,57 1,62+0,23 6,83+0,29 4,3+0,68
WV 0,68+0,11 12,60+£0,16  18,07+3,23 0,59+0,1 11,19+£0,4 20,42+2,62
WV+T 1,1240,12 10,59+£0,34  9,54+0,69 0,96+0,08 9,42+0,37 9,84+0,49
GK 0,59+0,05 14,56£0,44  23,7+1,99 0,43+0,05 13,49£0,43  32,56+£1,5
GS 0,54+0,08 14,52+0,76  27,19+2.39  0,44+0,09 13,51£0,91  31,3345,35
GT 1,02+0,09 11,17£0,68  11,08+1,71 0,86+0,08 10,02+0,67  11,81%+1,9
GV 0,55+0,02 13,16+0,31  21,89+2.8 0,45+0,03 12,22+0,1 24,96+3.4
GV+T  0,94+0,05 10,98+0,44 11,82+0,97  0,79+0,04 9,73+0,48 12,81+0,85
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Sekil 31. Doku orneklerinin toplam antioksidan seviye (A), toplam oksidan seviye (B), oksidatif stres
indeksi (C); serum orneklerinin toplam antioksidan durumu (D), toplam oksidan durumu (E), oksidatif
stres indeksine (F) ait istatistiksel verilerine ait siitun grafikleri (ns: gruplar arasinda fark yok, *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).



6.4 PCNA immiinohistokimya ve Western Blot Bulgular

Hiicre proliferasyou ile iligkili olan PCNA proteininin immunhistokimyasal ve WB analizleri
gerceklestirildi (Tablo 5). WB analizlerinde kontrol olarak p-Aktin kullanildi. WK, WS ve WT
gruplarina ait testis dokularinda ¢ok sayida PCNA pozitif hiicre igeren seminifer tiibiil mevcuttu
(Sekil 32A, 33A ve 34A). WV grubunda seminifer tiibiillerde PCNA pozitif hiicrelerin azaldig1
gozlendi (Sekil 35A) ve WK, WS ve WT gruplarina kiyasla PCNA ekspresyonu anlamli sekilde
azald1 (p<0,0001). WV+T grubunda ¢ok sayida PCNA pozitif hiicre i¢eren seminifer tiibiil
goriildii (Sekil 36A), PCNA ekspresyonu anlamli olarak artti (p<0,0001). GK ve GS
gruplarinda, WK ve WS gruplarina gére seminifer tiibiillerde PCNA pozitif hiicrelerin azaldigi
gozlendi ve PCNA ekspresyonu anlamli olarak azaldi (p<0,0001) (Sekil 32A-32B ve 33A-
33B). GT grubunda ¢ok sayida PCNA pozitif hiicre igeren tiibiillerin yan1 sira az sayida PCNA
pozitif hiicrenin bulundugu seminifer tiibiiller mevcuttu (Sekil 34B). PCNA ekspresyon
seviyeleri, GK ve GS gruplar ile benzer sekildeydi (Sekil 37). GV ve GV+T gruplarinda ¢ok
sayida PCNA pozitif hiicre iceren seminifer tiibiil izlendi ve PCNA ekspresyonu anlamli olarak
artt1 (p<0,0001) (Sekil 35B ve 36B).
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Sekil 32. Kontrol gruplarina ait PCNA isaretli kesitler. A: WK grubu. B: GK grubu. Ok: Cok sayida
PCNA pozitif hiicreler. Yildiz: Az sayida PCNA pozitif hiicrelerin oldugu seminifer tiibiiller. PCNA
immiinohistokimyasi.
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Sekil 33. Sham gruplarina ait PCNA isaretli kesitler. A: WK grubu. B: GK grubu. Ok: Cok sayida
PCNA pozitif hiicreler. Yildiz: Az sayida PCNA pozitif hiicrelerin oldugu seminifer tiibiiller. PCNA
Immiinohistokimyas.
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Sekil 34. Timokinon uygulanan deney gruplarina ait PCNA isaretli kesitler. WT grubu. B: GT grubu.
OKk: Cok sayida PCNA porzitif hiicreler. Yildiz: Az sayida PCNA pozitif hiicrelerin oldugu seminifer
tiibiiller. PCNA immiinohistokimyasi.
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Sekil 35. VPA uygulanan deney gruplarina ait PCNA isaretli kesitler. A: WV grubu. B: GV grubu. Ok:
Cok sayida PCNA pozitif hiicreler. Yildiz: Az sayida PCNA pozitif hiicrelerin oldugu seminifer tiibiiller.
PCNA immiinohistokimyas.
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Sekil 36. VPA+Timokinon uygulanan deney gruplarina ait PCNA isaretli kesitler. A: WV+T grubu.
B: GV+T grubu. OK: Cok sayida PCNA pozitif hiicreler. Yildiz: Az sayida PCNA pozitif hiicrelerin
oldugu seminifer tiibiiller. PCNA immiinohistokimyas.
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Tablo 5. Deney gruplarinin PCNA proteini i¢in WB analizinden elde edilen verileri (Ortalama + SD).

PCNA
WK 0,38+0,007
WS 0,47+0,02
WT 0,82+0,01
wv 0,25+0,02
WV+T 0,33+0,005
GK 0,02+0,0006
GS 0,06+0,003
GT 0,04+0,003
GV 0,3+0,04
GV+T 0,39+0,01

Sekil 37. PCNA proteininin WB analizlerinden elde edilen bant goriintiisi ve istatistiksel
degerlendirmeleri
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6.5 Apoptoz Proteinlerinin Western Blot Bulgular:

Apoptoz ile iligkili Bax, Bcl-2, Sitokrom C, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve boliinmiis Kaspaz-3
proteinlerinin WB analizleri gerceklestirildi (Tablo 6). Kontrol olarak B-Aktin kullanildi. WV
gruplarinda Bax (p<0,0001), Sitokrom C (p<0,0001), Kaspaz-8 (p<0,0001), Kaspaz-9(p<0,01)
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ve boliinmiis Kaspaz-3(p<0,0001) proteinlerinin ekspresyonlart WK ve WS gruplarina gore
artarken, Bcl-2 (p<0,0001) proteininin ekspresyonu azaldi. WV+T grubunda, VPA uygulamasi
ile artmig olan Bax (p<0,05), Sitokrom C (p<0,01) ve Kaspaz-9 (p<0,01) proteinlerinin
ekspresyonlarinda azalma goriiliirken, azalan Bcl-2 (p<0,001) seviyeleri anlamli olarak artti.
GK ve GS gruplarinda WK ve WS gruplarina kiyasla Bax (p<0,0001), Sitokrom C (p<0,0001),
Kaspaz-8 (p<0,0001), Kaspaz-9 (p<0,01) ve boliinmiis Kaspaz-3 (p<0,0001) proteinlerinin
ekspresyonlar1 anlamli olarak arttigi Bcl-2 (p<0,0001) seviyeleri anlamli olarak azaldig:
gorilldi. GT, GV ve GV+T gruplarinda Bax (p<0,001; p<0,001; p<0,001), Sitokrom C
(p<0,001; p<0,05; p<0,001), Kaspaz-8 (p<0,001; p<0,001; p<0,001) ve boliinmiis Kaspaz-3
(p<0,001; p<0,001; p<0,001) proteinlerinin ekspresyonlari anlamli olarak azalirken, Bcl-2
(p<0,001; p<0,001; p<0,001) seviyeleri ise artt1 (Sekil 38).

Tablo 6. Deney gruplarina ait Bax, BCL-2, Sitokrom C, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 proteinlerinin
WB analizlerinden elde edilen veriler (Ortalama + SD).

Bax BCL-2 Sitokrom C  Kaspaz-8 Kaspaz-9 Kaspaz-3
(Boliinmiis)

WK 0,59+0,014  0,45+0,004  0,27+£0,007  0,5+0,004 0,45+0,01  0,55+0,004
WS 0,53+0,0009  0,45+0,002  0,21+0,005  0,47+0,002 0,41+0,001  0,52+0,01

WT 0,31£0,024  0,5+0,0243  0,14£0,015  0,29+£0,024 0,45+0,002 0,4+ 0,02

WV 1,0840,0007  0,27+0,016  0,45+0,015  0,81+0,017 1,03+0,001  1,02+0,001
WV+T  1,03£0,014  0,38+0,029 0,4+0,016 0,8+£0,03  0,53+0,005  1,03+0,005
GK 1,1£0,00012  0,26+0,028  0,95+0,001  1,21+0,028 0,940,004  1,29+0,005
GS 1,07+0,0027  0,29+0,054  0,85+0,003 1,15£0,05 0,97+0,07 1,260,006
GT 0,83+0,024  0,6440,013  0,76£0,024  0,56+0,013 0,68+0,03  0,62+0,009
GV 0,7240,019  0,59+0,017 0,8+0,019  0,44+0,017 1,06+0.4 0,54+0,036
GV+T 0,51£0,018  0,7440,005  0,41+£0,018 0,430,005 0,56+0,04  0,5+£0,014
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Sekil 38. Bax, BCL-2, Sitokrom C, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 proteinlerinin WB analizlerinden
elde edilen bant goriintiileri ve istatistiksel degerlendirmeleri gosteren grafikler (ns: gruplar arasinda
fark yok, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).

6.6 StAR immiinohistokimya ve Western Blot Bulgular

Deney gruplarinin, testosteron iiretimi ile iligkili bir protein olan StAR ekspresyonu,
Immiinohistokimya ve western blot yontemi ile arastirildi (Tablo 7). Western blot analizlerinde
kontrol olarak B-Aktin kullanildi. WV grubunda, intersitisyel alanlarda StAR pozitif hiicre
say1st (Sekil 42A) ve StAR ekspresyonunun WK ve WS gruplarina (Sekil 39A ve 40A) kiyasla
anlamli olarak azaldigi (p<0,0001) goriildii. Timokinon uygulamasi (Sekil 41A), WV grubuna
(Sekil 42A) kiyasla intersitisyel alanlarda StAR pozitif hiicre sayisin1 ve StAR ekspresyonunu
anlamli olarak arttird1 (p<0,0001). GK ve GS gruplarinda (Sekil 39B ve 40B), WK ve WS
gruplarina (Sekil 39A ve 40A) gore StAR pozitif hiicre sayis1 ve StAR seviyeleri anlamli olarak
azald1 (p<0,0001). GT , GV ve GV+T gruplarinda (Sekil 41B, 42B ve 43B), intersitisyel
alanlardaki StAR pozitif hiicre sayis1 ve StAR ekspresyonu anlamli olarak arttigi belirlendi
(p<0,0001) (Sekil 44).
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Sekil 39. Kontrol gruplarina ait StAR isaretli kesitler. A: WK grubu. B: GK grubu. Ok: StAR pozitif

hiicreler. StAR immiinohistokimyasi.
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Sekil 40. Sham gruplarina ait StAR isaretli kesitler. A: WSgrubu. B: GS grubu. Ok: StAR pozitif
hiicreler. StAR immiinohistokimyasi.
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Sekil 41. Timokinon uygulanan deney gruplarina ait StAR isaretli kesitler. A: WTgrubu. B: GT grubu.
Ok: StAR pozitif hiicreler. StAR immiinohistokimyasi.
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Sekil 42. VPA uygulanan deney gruplarina ait StAR isaretli kesitler. A: WVgrubu. B: GV grubu.

StAR pozitif hiicreler. StAR immiinohistokimyasi.
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Sekil 43. VPA+Timokinon uygulanan deney gruplarina ait StAR isaretli kesitler. A: WV+Tgrubu. B:
GV+T grubu. Ok: StAR pozitif hiicreler. StAR immiinohistokimyasi.
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Tablo 7. Deney gruplarina ait StAR proteininin WB analizinden elde edilen veriler (Ortalama + SD).

StAR
WK 0,51+0,004
WS 0,58+0,027
WT 0,54+0,017
wv 0,230,024
WV+T 0,52+0,002
GK 0,28+0,005
GS 0,23+0,017
GT 0,49+0,013
GV 0,58+0,054
GV+T 0,56+0,029
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Sekil 44. StAR protein ekspresyonunun WB incelemesinden elde edilen bant goriintiisti ve verilerin
istatistiksel analizini gdsteren grafik (ns: gruplar arasinda fark yok, *p<0,05, ****p<0,0001).

6.7 ZO-1 Proteininin Western Blot Bulgular:

Deney gruplarinda KTB’nin sik1 baglanti proteini olan ZO-1’in ekspresyon seviyesi, WB
yontemi ile 6lgiildi (Tablo 8). Kontrol olarak B-Aktin kullanildi. WV grubunda, WK ve WS
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gruplarina kiyasla ZO-1 ekspresyonu anlamli olarak azaldi (p<0,0001). Wistar hayvanlarda
timokinon uygulamasi, VPA grubuna kiyasla ZO-1 ekspresyonunu anlamli olarak arttirdi
(p<0,0001). GK ve GS gruplarinin ZO-1 ekspresyonu, WK ve WS gruplarina kiyasla azaldi
(p<0,0001). GT, GV ve GV+T gruplarinda, VPA uygulamasiyla azalan ZO-1 seviyelerinin
anlamli olarak arttig1 gérildii (p<0,0001) (Sekil 45).

Tablo 8. Deney gruplarina ait ZO-1 proteininin WB analizinden elde edilen veriler (Ortalama + SD).

Z0-1

WK 0,4+0,01
WS 0,43+0,004
WT 0,6=0,00079
WAV 0,13+0,0024
WV+T 0,22+0,0009
GK 0,31+0,01
GS 0,31+0,036
GT 0,47+0,0034
GV 0,76+0,0027
GV+T 0,84+0,0028

Z0-1 -—— e | -

B-Aktin "D S e - S - - "

1.0 - *kkk Fkkk

Sekil 45. ZO-1 proteininin WB incelemesinden elde edilen bant goriintiisti ve verilerin istatistiksel
analizini gosteren grafik (****p<0,0001).
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7. TARTISMA ve SONUC

Hem epileptik ndbetler hem de epilepsi tedavisinde kullanilan AEi’lerin, gonadlan etkiledigi
ve epilepsili bireylerde iireme disfonksiyonu goriildiigli bilinmektedir (Atli Eklioglu & Ilgin,
2022). Epilepsinin iireme islev bozuklugu iizerindeki uzun vadeli etkisinin yan1 sira, AEI’lerin
uzun siireli kullaniminin da cinsel bozukluklarina neden oldugu bildirilmistir (Ganjkhani et al.,
2019). Epilepsili erkeklerde, dogurganligin genel popiilasyona kiyasla daha diisiik oldugu ve
bu hastalarin yaklasik %71’inde hiposekstialite ve azalmis potens goriildiigii bilinmektedir.
Tedavi edilmemis epileptik erkeklerde diisiik seminal sivi hacmi, oligospermi ve anormal
spermatozoa sayisinda artig gortiliir (Sherifa A Hamed, 2016; Taneja et al., 1994). Literatiirde
epileptik erkeklerde, genital kan akiminda azalma, testikiiler atrofi ve spermatogenezde
bozulma meydana geldigi bildirilmektedir. Aly ve arkadaslari, epileptik sican testislerinde
germinal epitelde ayrilma ve vakuolizasyon, seminifer tiibiil dejenerasyonu, 6dem ve seminifer
tiibiil liimenindeki spermlerde belirgin azalma oldugunu rapor etmistir (Aly et al., 2023). Bu
olumsuz etkiyi geri g¢evirebilecek ya da azaltabilecek ajanlarin arayisi devam etmektedir.
Nigella sativa'nin aktif ana bilesenlerinden biri olan timokinonun, antiinflamatuvar,
antioksidan, antimikrobiyal, antiparaziter ve antikanser etkisi gibi bir¢ok biyomedikal etkisi
gosterilmistir. Ayrica literatiirde timokinonun epilepsi, Parkinson, anksiyete, 0grenme ve
hafizanin iyilestirilmesi gibi norolojik durumlardaki etkilerine iliskin bir¢ok ¢alisma mevcuttur
(Farkhondeh et al., 2018).

Deneysel hayvan modelleri ile yapilan calismalar, epilepsinin ve AEl'lerin etkilerini, ek
faktorler olmaksizin arastirmamiza olanak tanir (Taubell et al., 2008). Literatiirde absans
epilepsi arastirmalarinda en ¢ok kullanilan ve dogrulanan modellerden biri, GAERS hayvan
modelidir (Cilingir-Kaya ve ark., 2021; Sirvanci ve ark., 2020). Bu sebeple, ¢alismamizda
absans epilepsinin ve tedavisinde kullanilan VPA’nin, erkek iireme sistemi {izerinde
olusturdugu etkileri gostermek ve timokinonun, sperm parametreleri ile testis dokusu
tizerindeki terapdtik etkisini incelemek i¢in mevcut ¢alismamizda da GAERS susu sicanlar

kullanildi.
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Calismamizdan elde edilen veriler, absans epilepsili hayvanlarda saglikli hayvanlara kiyasla
normal morfolojiye sahip sperm sayisinin azaldigin1 ve bas, boyun, kuyruk anomalisine sahip
sperm sayisinin arttigini ortaya koymustur. Shokri ve ark. Lityum pilokarpin ile olusturulan
TLE modelinde epilepsinin toplam sperm sayisini azalttigini, anormal morfolojili sperm
ylzdesini arttirdigini gostermistir (Shokri ve ark., 2015). Calismamizda GAERS sicanlarin
testis dokularinda, germinal epitelde ve bazal membranda ayrilma ve diizensizlik; germinal
epitel kalinlig1 ve Johnsen skorunda azalma goriildii. Bu sonuglarla uyumlu olarak, Wistar ve
GAERS siganlarin testis dokusunda GABA immiinoreaktivitesinin arastirildigi bir ¢caligmada,
GAERS siganlarin testis dokusunda germinal epitel organizasyonunun bozuldugu ve hiicreler
aras1 bosluklarin arttif1, ayrica germinal epitel kalinliginin azaldigi bildirilmistir (Giirsoy
Girgen ve ark., 2021). Elde ettigimiz veriler, 6nceki c¢aligmalarla uyumlu olarak, absans

epilepsinin erkek iireme sistemi histolojisi tizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugunu gosterdi.

Calismamizin sonuglart ile, VPA uygulanan deney gruplarinda normal sperm sayisinin azaldigi
ve bas, boyun, kuyruk anomalisine sahip sperm sayisinin arttig1 ortaya koyuldu. Jeneralize
nobetlerin tedavisi igin VPA uygulanan 27 erkek hastanin incelendigi bir ¢alismada, sperm
motilitesinin azaldig1 ve morfolojik anomali riskinin arttig1 kaydedilmistir (Isojarvi ve ark.,
2004). Baska bir aragtirmada, juvenil miyoklonik epilepsi i¢cin VPA alan bir erkek hasta vakasi
tanimlanmis, VPA dozu artirildik¢a ardisik semen analizleri yapilmis ve artan dozlarla birlikte
sperm sayisinda ve sperm hareketliliginde azalma oldugu goriilmiistiir (Kose-Ozlece ve ark.,
2015). Calismamiz, daha once yapilan c¢alismalardan elde edilen bu verilerle uyumlu olarak,
hem Wistar hem de GAERS hayvanlarda, VPA uygulamasimnin olumsuz etkilerini ortaya
koymustur. Ayrica VPA uygulamasinin Wistar grubu hayvanlarda toksisiteye sebep olarak
testis morfolojisini olumsuz etkiledigi, Johnsen skorunu ve epitel kalinligini azalttig
goriilmiistiir. Sukhorum ve Iamsaard, 500mg/kg 10 giinlik VPA uygulamasi sonrasinda
germinal epitel kalinliginin azaldigini, seminifer tiibiiller arasi agilmanin arttigini ve seminifer
tiibiillerin atrofiye ugradigini rapor etmistir (Sukhorum & Iamsaard, 2017). Ganjkhani ve
arkadaslar1 TLE ve 200mg/kg 30 giinliilk VPA uygulamasinin saglikli ve epilepsili sicanlarda
sperm anomali oranmi arttirdigin1 ve kontrollerde 9.92 + 0.36 olan Johnsen skorunun VPA
uygulanan epileptik grupta 9.37 + 0.34 seviyelerine, VPA uygulanan saglikli grupta 8.87 + 0.14

seviyelerine diistiigiinii gostermistir (Ganjkhani et al., 2019). Aly ve arkadaslart lityum
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pilokarpin ile status epileptikus modeli olusturduklar1 ¢alismalarinda epilepsi grubunda germ
hiicrelerinin bazal membrandan ayrildigi, dejenere seminifer tiiblillerde 6dem ve spermlerde
belirgin azalmanin goriildiigiinii ve model 6ncesi oral yolla tek doz 500 mg/kg VPA uygulanan
siganlarin testislerinde, germ hiicresinin bazal membrandan hafif¢e ayrilmasi disinda seminifer
tiibiillerin neredeyse normal yapisin1 gosterdigini bildirmistir (Aly ve ark., 2023). Benzer
sekilde calismamizda da VPA uygulanan genetik absans epilepsili hayvanlarin testis
morfolojisi, Johnsen skoru ve germinal epitel kalinliginda, genetik absans epilepsili kontrollerle
kiyaslandiginda anlamli bir farklihik goriilmemistir.  VPA’nin saglikli ve epileptik
hayvanlardaki farkli sonuglara hangi mekanizma ile yol actifi bilinmemektedir. Ancak
epileptik yolagin GAERS hayvanlarda olusturdugu mevcut hasarin VPA uygulamasi ile
ilerlememesi, bu hayvanlarda epileptik siirecin tedavi siirecine bagli olabilir. Bu hasarin epilepsi
mi yoksa VPA kaynakli mi1 oldugunu aydinlatabilmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyac

oldugu goriilmektedir.

Elde ettigimiz veriler, timokinon uygulamasinin epileptik hayvanlarda ve hem saglikli hem
epilepsili hayvanlarda VPA uygulamasi ile azalmis olan normal morfolojili sperm sayisin1 her
iki grupta da anlamli olarak arttirdigini ayrica timokinonun ayni gruplarda testis morfolojisini
iyilestirdigini ve germinal epitel kalinligin1 ve Johnsen skorunu arttirdigini gosterdi. Daha 6nce
tamamladigimiz, PTZ ile olusturulan TLE’nin testis iizerine etkisini arastirdigimiz
calismamizda, epileptik sicanlarda Johnsen skorunda azalma, germinal epitelde ayrilma ve
vakuolizasyon, spermatogenik hiicrelerde dokiilme, bazal membranda diizensizlik ve atrofik
seminifer tiibiillerin varligimi gosterdik (Karakaya ve ark., 2021). S6z konusu arastirmada,
timokinon uygulamasinin, TLE sonucu olusan testikiiler hasar1 azaltip Johnsen skorunu
arttirdigim tespit ettik. Onceki calismamizin sonuglar ile uyumlu olarak elde ettigimiz veriler,
epilepsi ve VPA’nin sebep oldugu sperm ve testis morfoloji bozuklugunda timokinonun

potansiyel bir tedavi alternatifi olabilecegini diisiindiirmektedir.

OS erkek infertilitesi de dahil olmak iizere birgok hastalifin patogenezinde rol oynamaktadir
(Sakai ve ark. , 2010). Bir¢ok calismada, epilepsi hastalarinin tiimiinde kontrol grubuna kiyasla
OS diizeylerinin daha yiiksek ve antioksidan diizeylerinin daha diisiik oldugu gozlenmistir

(Ethemoglu ve ark., 2021; Geronzi ve ark., 2018; Menon ve ark., 2014). Calismamizda, genetik
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absans epilespsili ve VPA uygulanan saglikli hayvanlarda, TAS seviyeleri azalmig TOS ve OSI
seviyeleri artmistir. GAERS hayvanlarda VPA uygulamasinin TAS seviyelerini degistirmedigi
fakat TOS ve OSI seviyelerini azalttig1 goriilmiistiir. Cok sayida ¢alisma, epilepsi ve epileptik
ndbetler ile OS arasinda bir korelasyon olduguna dair kanitlar sunmaktadir ve literatiirde
epilepsi ve VPA’nin, OS kaynakli olarak germ hiicrelerinde toksisiteye, spermlerde DNA
hasarma sebep oldugunu bildirmektedir (Hamza & Amin, 2007; Khan ve ark. , 2011; G. M.
Ourique ve ark., 2016). Shokri ve arkadaslari, lityum pilokarpin ile olusturduklar1 TLE
modelinde testis dokusundaki total antioksidan, siiperoksit dismutaz ve katalaz seviyeleri
azalirken, malondialdehit seviyesinin arttigini bildirmislerdir (Shokri ve ark. , 2015). Lityum
pilokarpin ile olusturulan bagka bir TLE modelinde, epileptik hayvanlarda pro-oksidan
enzimlerin arttig1, anti-oksidan enzimlerin azaldigi; VPA uygulanan epilepsili hayvanlarda ise
pro-oksidan enzimler azalirken, antioksidan enzimlerin arttig1 bildirilmistir (Aly ve ark. , 2023).
Testis dokusunda VVPA toksisitesini inceleyen bir baska aragtirmada, VPA uygulamasimin TOS
ve OSI diizeylerini arttirnp TAS diizeyini azalttigi gosterilmistir (Savran ve ark., 2020).
Literatiire benzer sekilde mevcut ¢alismamizin sonuglari da VPA’nin epileptik nébetler sonucu
olusan OS’yi azaltabildigini gostermektedir. Ayrica timokinon uygulamasi hem saglikli hem
de genetik absans epilepsili hayvanlarda total antioksidan seviyeyi arttirmis, total oksidan
seviyeyi ve OS’yi azaltmigtir. VPA ve timokinonun es zamanl uygulamas: ise total antioksidan
kapasiteyi arttirip, total oksidan seviyelerini diisiirerek OS’yi azalttigindan, testis dokusunu

epileptik nobetlerden kaynaklanan oksidatif hasar1 azaltabilecek potansiyeldedir.

OS artis1, 6zellikle mitokondri tarafindan ROS {iretimi, ya dogrudan sperm DNA'sina zarar verir
ya da spermatozoa gibi hiicrelerde apoptozu baslatabilir (Aitken & Curry, 2011).
Spermatogenez, viicuttaki en aktif kendini yenileme siire¢lerinden biridir. Hiicre ¢ogalmasi ve
apoptoz arasindaki denge, yetiskinlerde normal gelisim ve doku homeostazi i¢in gok 6nemlidir.
Spermatogenez siirecinde mitoz ile ¢ogalan hiicreler apoptoz ile uygun germ hiicresi/Sertoli
hiicresi oranini korumak, kusurlu germ hiicrelerini ortadan kaldirmak ve sperm iiretiminde
genel kalite kontroliinii siirdiirmek i¢in ortadan kaldirilmalidir. Proliferasyon ile apoptoz
arasindaki bu hassas dengenin apoptoz veya proliferasyon lehine bozulmasi infertilite dahil
cesitli hastaliklara sebep olmaktadir (Aitken & Curry, 2011; Shukla ve ark., 2012).

Proliferasyon ve apoptotik yolagin spermatogenez ve sperm olgunlasmasindaki 6nemi, testis
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ve epididimde gesitli belirteglerin ekspresyonu ile gosterilmektedir (Shukla ve ark. , 2012). Bu
calismada proliferasyonu arastirmak igin PCNA, apoptozu incelemek i¢in ise Bax, Bcl-2,
sitokrom C, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-3 (boliinmiis) proteinlerinin WB analizleri
gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda, genetik absans epilepsili hayvanlarda saglikli
hayvanlara kiyasla proliferasyon belirteci olan PCNA ve apoptoz belirteglerinden biri olan Bcl-
2 ckspresyonlar1 azaldigi belirlenmistir. Bax, sitokrom C, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-3
(boliinmiis) proteinlerinin expresyonlarini arttirmistir. Bu bulgular, genetik absans epilepsisinin
hem intirinsik hem de ekstrinsik yolak tizerinden proliferasyon/apoptoz dengesinin, apoptoz
lehine degistigini gostermektedir. Bu sonuglar, literatiirdeki lityum pilokarpin (Shokri ve ark. ,
2015) ve PTZ (Karakaya ve ark. , 2021) ile indiiklenmis epilepsi ¢alismalarinda bildirilen
proliferasyon indeksinde azalma ve apoptotik indeksteki artis ile uyumludur. Conei ve ark.
intrauterin VPA uygulamasinin testis gelisimine etkisini inceledikleri arastirmalarinda, VPA
uygulanan annelerin 6 haftalik yavrularinda spermatogonyumlarda ve spermatositlerde PCNA
pozitif hiicrelerin azaldigin1 ve TUNEL pozitif hiicrelerin arttigini bildirmistir (Conei ve ark.,
2021). Savran ve arkadaslart ise VPA’nin saglikli sicanlarda OS’yi arttirarak kaspaz-3
ekspresyonunda artisa sebep oldugunu gostermistir (Savran ve ark. , 2020). Benzer sekilde,
VPA uygulanan Wistar hayvanlarda PCNA ve Bcl-2 expresyonunu azaltirken, Bax sitokrom C,
kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-3 (béliinmiis) proteinlerinin ekspresyonlarmi arttirmigtir. Ote
yandan, GAERS hayvanlara uygulanan VPA, PCNA ve Bcl-2 expresyonlarini arttirirken, Bax,
sitokrom C, kaspaz-8, kaspaz-3 (boliinmiis) proteinlerinin ekspresyonlarini azaltmigtir. Alyami
ve ark. PTZ uygulanan farelerde Bax ve kaspaz-3 expresyonunun arttigini, Bcl-2
expresyonunun azaldigini bildirmis, artan Bax/Bcl-2 oraninin, apoptozun mitokondriyal yolak
tizerinden gergeklestigini ve mitokondriyal yolagin OS sebebiyle aktive oldugunu bildirmistir.
Ayni calismada, PTZ enjeksiyonundan once VPA uygulanan farelerde Bax ve kaspaz-3
ekspresyonunun azaldigi, Bcl-2 ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (Alyami ve ark., 2022).
Calismamizin sonuglar, literatiirdeki diger sonuglara benzer sekilde VPA’nin genetik absans
epilepsinin sebep oldugu apoptozu, epileptik nobetlerin sebep oldugu OS’yi baskilayarak
azalttigim diisiindiirmekte ve ileride bu mekanizmay1 arastiracak galismalarin planlanmasinin

gerekliligini ortaya koymaktadir.
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Calismamizda GAERS sicanlara timokinon uygulandiginda proliferasyonun, GAERS
kontrollere benzer seviyelerde oldugu fakat Bcl-2 ekspresyonunun artip Bax, sitokrom C,
kaspaz-8, kaspaz-3 (béliinmiis) proteinlerinin ekspresyonlarinin azaldigi belirlenmistir. VPA ve
timokinonun es zamanli uygulamasi ise proliferasyonu saglikli kontrol seviyelerine dondiirmiis,
Bcl-2 ekspresyonunu artirmis Bax, bcl-2, sitokrom C, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz- 3 (boliinmiis)
proteinlerinin ekspresyonlarini azaltmistir. Timokinon, bir¢ok patofizyolojik durumda birden
fazla faktorii hedef alarak etki gostermektedir. Literatiirde hiicre dongiisii, proliferasyon,
apoptoz, anjiyogenez, sinir ve lireme sistemi lizerindeki etkileri kanitlanmistir (Glizelsoy ve
ark., 2018a). Ayrica, hiicresel bilesenlerin oksidatif hasarin1 ve enflamatuvar yanitlar1 inhibe
ettigi, metabolik siireclerde yer alan proteinleri modiile ettigi bilinmektedir. Literatiirde petit
mal epilepsisinde (Hosseinzadeh & Parvardeh, 2004) ve direngli epilepsi gosteren hastalarda
(Akhondian ve ark., 2011) yapilan c¢aligmalarda, timokinonun antikonviilzan etkisi
gosterilmistir. Ayrica timokinon uygulamasinin, varikosel modelinde artan apoptotik indeksi,
Bax ve sitokrom C ekspresyonunu ve Bax/Bcl-2 oranini azalttigi (Gur ve ark., 2021), TLE
modelinde testis dokusunda azalan proliferasyonu arttirdigi, artan apoptotik indeksi azalttig1
gosterilmistir (Karakaya ve ark. , 2021). Literatiirdeki verilerle tutarli olarak elde ettigimiz
sonuclarla, timokinonun antikonviilzan ve antioksidan 6zelligi ile epileptik ndbetlerin sebep

oldugu OS’yi azaltarak apoptozu 6nlemis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Epilepsili erkeklerde endokrin bozukluklar yaygindir. Bu durumun hem epileptik ndbetlerden
hem de AEl’lerden kaynaklam@: diisiiniilmektedir (Taubell ve ark., 2015). Testosteron,
spermatojenik siirecin siirdiiriilmesi ve germ hiicre apoptozunun inhibisyonu i¢in gereklidir
(Singh ve ark., 1995). Bu hormonun sentezi i¢in kolesterol, Leydig hiicresinin mitokondrisinde
yer alan StAR proteini tarafindan i¢ mitokondriyal membrana tasinir. Kolesterol, mitokondri
icinde steroidogenezin ilk basamagi igin substrattir (Naamneh Elzenaty ve ark. , 2022). StAR
proteini, gonadal steroidler s6z konusu oldugunda iireme kapasitesinin siirdiiriilmesinde,
adrenal steroidler s6z konusu oldugunda yasam icin gerekli olan steroid hormonlarin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Bununla birlikte, incelenen hemen hemen her sistemde,
StAR ifadesini etkileyen ajanlar endokrin, otokrin ve parakrin diizenleme yoluyla steroid
biyosentezini de etkiler. Diizenleyici olaylardan bagimsiz olarak caligmalar, StAR proteininin

sentezi ile ¢esitli klasik (6rn. adrenal ve gonadal) ve klasik olmayan (6rn. glial ve epidermal)
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steroidojenik dokularda steroid sentezi arasinda sik1 bir iliski oldugunu géstermistir (Khalil ve
ark., 2017). StAR"in steroid hormon tiretimi igin gerekli oldugu ve StAR gen ekspresyonundaki
azalmanin steroidogenezde azalmaya yol actig1 bilinmektedir (Leers-Sucheta ve ark., 1999).
Literatiirde, genetik absans epilepside StAR ekspresyonunun degisimi ile ilgili ¢alisma
bulunmamaktadir. Fakat floriir (Abd-Allah & Abd El-Rahman, 2023), selenyum (Yildirim ve
ark., 2024) ve nikel (Yang ve ark., 2021) kaynakli testis hasarinda StAR ekspresyonlarinin
azaldig1 bildirilmistir. TLE modeli olusturdugumuz 6nceki ¢alismamizda, StAR expresyonunun
azaldigini tespit ettik (Karakaya ve ark. , 2021). Mevcut ¢alismamizda da genetik absans
epilepsili hayvanlarda, StAR expresyonunun azaldigin1 gosterdik. Literatiirde, VPA’nin hem
epileptik erkeklerde hem de deney hayvanlarinda {ireme parametrelerini ve hormonlarini
azalttig1 bildirilmistir (Isojarvi, 2008). Alsemeh ve arkadaslari siganlara 100mg/kg, 300mg/kg
ve 500 mg/kg VPA uygulamasinin, ROS’u arttirarak testikiiler StAR ekspresyonlarini doza
bagli olarak azalttigin1 rapor etmistir (Alsemeh ve ark., 2022). Benzer sekilde mevcut
calismamizda, VPA uygulamas: saglikli hayvanlarda StAR ekspresyonlarini azaltmistir.
GAERS sicanlarda ise StAR expresyonu, saglikli hayvanlarin tersine VPA uygulamasi ile
artmistir. Bu sonuglar, genetik absans epilepsili ve VPA uygulanan Wistar hayvanlarda
steroidogenezin azaldigin1 gostermektedir. Bu gruplara uygulanan timokinon, StAR
seviyelerini saglikli kontrollere benzer seviyelere getirmistir. Sonuglarimiz, timokinonun
antioksidan  etkisiyle OS’yi  azaltarak, stereidogenezi diizenlemis olabilecegini

diistindiirmektedir.

Sertoli hiicreleri, olgun spermatidlere donilisene kadar gelismekte olan germ hiicrelerine
beslenme ve mekanik destek saglayarak spermatogenez sirasinda postmayotik germ hiicresi
gelisimine katki saglamanin yan1 sira seminifer epiteli fiziksel olarak bazal (bariyerin diginda)
ve adluminal (bariyerin arkasinda) bdlmelere ayiran KTB’yi olusturur. Hiicre i¢i ortamdaki
anormalliklerin ve Sertoli hiicre baglantt kompleksindeki konneksin-43 (Cx43), klaudin-5 ve -
11, okludin ve ZO-1 gibi proteinlere verilen zararin, spermatogenez tizerinde dogrudan etkisi
olan ve infertilite ile sonuglanan KTB yikiminin birincil nedenleri oldugu bildirilmistir (EImas
ve ark. , 2022; Xu ve ark., 2009). Ayrica son yillarda yapilan caligmalar gevresel toksik
etmenler, 1s1, kemoterapotik ilaglar, ve bazi hastaliklarin agirt ROS olusumuna neden oldugunu

(Agarwal, Durairajanayagam, ve ark., 2014) ve olusan ROS’un Sertoli hiicresinin yapisini ve
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islevini bozarak KTB’nin biitiinliigiiniin bozulmasina neden oldugunu gostermistir (Yi ve ark.,
2018; Wu ve ark., 2019). ROS'un Sertoli hiicrelerinde yaygin apoptoza, ZO-1 ve Cx43
ekspresyonunda belirgin azalmaya (Yi ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2020) ve Sertoli
hiicrelerinin islevini bozarak spermatogoniyal kok hiicrelerin zarar gérmesine neden oldugu
bildirilmistir (Zhang ve ark., 2020). Kainik asit ile olusturulan TLE modelinde kan beyin
bariyerinin biitiinliigiinii inceleyen bir ¢alismada, epileptiform aktivitenin Kkainik asit
enjeksiyonunu takip eden 2 saatten sonra ZO-1 ekspresyonunu 6nemli 6lgiide azalttigi rapor
edilmistir (Morin-Brureau ve ark., 2011). Literatiirde genetik absans epilepsinin KTB iizerine
etkisini inceleyen bir aragtirma mevcut degildir. Mevcut ¢alismamizda KTB’nin biitiinliigiinti
incelemek igin, siki baglantilarin {i¢ ana proteininden biri olan ZO-1'in ekspresyonu western
blot yontemi ile degerlendirilmistir. Daha 6nce PTZ ile olusturdugumuz TLE modelinde
epilepsili hayvanlarin testis dokularinda, ZO-1 proteininin ekspresyonunun azaldigini tespit
ettik (Karakaya ve ark. , 2021). Benzer olarak, bu ¢alismamizda da GAERS hayvanlarin ZO-1
protein ekspresyonunun, saglikli hayvanlara kiyasla azaldig: belirlendi. Literatiirde, VPA’nin
spinal kord hasar1 iizerindeki etkisi incelenmis, okludin ve ZO-1 proteinlerinin ekspresyonlarini
arttirip matriks metalloproteaz-9 aktivitesini inhibe ederek kan-spinal kord bariyerini korudugu
gosterilmistir (Lee ve ark., 2012). Bagka bir calisma, VPA’nin ZO-1 ekspresyonunu arttirarak
bagirsak bariyerinin islev bozuklugunu engelledigini gdstermistir (Luo ve ark., 2013).
Calismamizda VPA uygulamasi, Wistar hayvanlarda ZO-1 ekspresyonunu azaltirken, GAERS
hayvanlarda ZO-1 ekspresyonunu arttirarak KTB’nin biitiinliigiiniin korunmasia katk1
saglamistir. Veriler, VPA’nin Wistar ve GAERS hayvanlar iizerinde farkli sonug¢lanan etkisinin,
epilepsi mekanizmasi lizerinden gergeklestigini isaret etmekte ve bu alanda yeni planlanacak

caligmalara ihtiya¢ oldugunu ortaya koymaktadir.

Literatiirde, OS’y1 Onledigi icin ¢esitli antioksidan ilaglarin kullanilmasinin KTB hasarinin
hafifletilmesi ve/veya 6nlenmesi i¢in potansiyel bir tedavi yontemi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(Gurel ve ark., 2019; Ye ve ark., 2019). Timokinonun genetik absans epilepsi modelinde, ZO-
1 ekspresyonu ve KTB iizerine etkisini arastiran bir calisma yoktur. TLE’de timokinonun
etkisini inceledigimiz daha 6nceki ¢alismamizda, timokinonun ZO-1 ekspresyonunu arttirdigini
tespit ettik (Karakaya ve ark., 2021). Mevcut ¢aligmamizda, timokinon uygulamasinin, VPA

maruziyeti ile azalan ZO-1 ekspresyonunu arttirarak VPA toksisitesi sonucu olusan KTB
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hasarimi 6nledigi belirlendi. GAERS hayvanlara uygulanan timokinon, VPA ve VPA ile es
zamanli timokinon uygulamalari, genetik absans epilepside azalan ZO-1 proteininin
ekspresyonunu arttirarak KTB’nin biitlinliigliniin korunmasina katkida bulunmustur. Bu
sonuglarimiz, timokinonun VPA ile birlikte kullaniminin KTB bariyerini korumak amagl

tedavi potansiyeli tasidigin1 gostermektedir.

Literatiirde, genetik absans epilepsinin testis ve sperm parametreleri tizerindeki etkilerini
inceleyen caligmalar ¢ok simirlidir. Mevcut ¢alismada genetik absans epilepsinin sperm
morfolojisini azalttig1 ve testis morfolojisini olumsuz etkiledigi, germinal epitelde ve bazal
membranda diizensizliklerin yaninda germinal epitel kalinliginda ve seminifer tiibiillerin
histopatolojik skorlamasinda azalmaya sebep oldugu, serum ve testis dokusunda TAS
seviyelerini diisiiriip TOS seviyelerini arttirarak OS’ye sebep oldugu, hiicre proliferasyonunu
azaltip apoptozunu arttirdigi, ZO-1 ve StAR proteinlerinin ekspresyonlarini azaltarak KTB ve

stereidogenezi etkiledigi tespit edilmistir.

Saglikli hayvanlara VPA uygulamasinin sperm ve testis morfolojisini onemli 6l¢iide bozdugunu
normal morfolojili sperm sayisini azaltip, bas, boyun, kuyruk anomalisi olan spermlerin sayisini
arttirdign  germinal epitel kalinligi ve seminifer tiibiil histopatolojik skorunu azalttigi
goriilmiistiir. Ayrica serum ve doku TAS seviyelerini diistiriip TOS seviyelerini yiikselterek,
OS’nin artmasina sebep olmustur. Hiicre proliferasyonu azalmis ve apoptoz artmistir. ZO-1
proteinlerinin ekspresyonlarini azaltarak KTB’yi, StAR proteininin ekspresyonu azaltarak

stereidogenezi olumsuz etkilemistir.

VPA uygulanan saglikli hayvanlar ve genetik absans epilepsili hayvanlarda timokinon
uygulamasi sperm ve testis morfolojisini germinal epitel kalinligit ve seminifer tiibiil
histopatolojik skorunu olumlu etkilemistir. OS ve apoptotik proteinlerin ekspresyonlarini
azaltarak, VPA ve genetik absans epilepsiden kaynaklanan artmis apoptozu azaltmistir; ZO-1
ve StAR ekspresyonlarmi arttirarak KTB biitlinliigline ve stereidogeneze olumlu katki

saglamistir.
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Genetik absans epilepsili sigcanlara VPA uygulamasi testis morfolojisini, germinal epitel
kalinligini ve seminifer tiibiillerin histopatolojik skorunu etkilemezken, hiicre proliferasyonunu,
ZO-1 ve StAR ekspresyonlarini arttirip apoptozu azaltmistir. VPA ve timokinonun es zamanl
uygulanmasi ise genetik absans epilepsi sonucu azalan sperm ve testis morfolojisini, germinal
epitel kalinligin1 ve seminifer tiibiil histopatolojik skorunu iyilestirmis, azalan proliferasyonu ve
artan apoptozu tersine g¢evirmis, ZO-1 ile StAR proteinlerinin ekspresyonlarini arttirmistir.
Verilerimiz, timokinonun ve VPA’nin bu olumlu etkileri, epileptik nobetler sonucu ortaya gikan

OS’yi azaltarak gergeklestirdigini diistindiirmektedir.

Calismamiz, literatiirde sinirli bilgiler bulunan genetik absans epilepsinin sperm ve testis
morfolojisi, OS parametreleri, apoptoz, proliferasyon, ZO-1 ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlar1 agisindan arastiran ve bu parametreler iizerinde timokinon ve VPA’nin tek
basina ve es zamanli uygulamasini degerlendiren ilk calisma olmasi agisindan Onem
tasimaktadir. Calisma sonuglarimiz, hem genetik absans epilepsi sonucu olusan hem de AEI
kullanimina bagli gelisebilen testis hasarinit 6nlemek ve sperm parametrelerini korumak igin

VPA ve timokinonun beraber kullaniminin faydali olabilecegini gostermektedir (Sekil 46.)
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Sekil 46. Calismadan elde edilen verilerin 6zet halinde gésterimi.

Mevcut calismada genetik Saglikli hayvanlara VPA Genetik absans  epilepsili
absans epilepsinin; uygulamasinin; sicanlara VPA uygulamasi;
* Sperm ve * Sperm ve testis morfolojisini * Testis morfolojisini,
* Testis morfolojisini olumsuz onemli 6l¢iide bozmustur germinal epitel kalinligini
etkilemistir. * Germinal epitel kalinlig1 ve ve seminifer tibiillerin
* Germinal epitel kalinlig1 ve jonhsen skorunu l histopatolojik skorunu
« Johnsen skorunu l «TAS § etkilemezken,
«TAS § « TOS 4 0S’ ye sebep olmustur « Proliforsvoi
« TOS f OS’ye sebep oldugu, * Proliferasyonu . 70-1 ve JORG
* Proliferasyonu * ZO-1 ve l « StAR
* Z0-1 ve l * StAR
* StAR * apoptozu " *Apoplozi l

* Apoptozu

Timokinon VPA uygulanan saglikli ve genetik absans epilepsili hayvanlarda;

* Sperm ve * OSve l
* Testis morfolojisini * Apoptoz

* Germinal epitel kalinligi ve * ZO-1 ve I
* Johnsen skorunu olumlu etkilemistir. * StAR

VPA ve timokinonun es zamanli uygulanmasi ise;
* Sperm ve testis morfolojisini,
* Germinal epitel kalinhgini ve
* Johnsen skorunu olumlu etkilemis,
* Proliferasyonu
* ZO-1ve I
* StAR
* Apoptozu ‘
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