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OZET

STZ iLE INDUKLENMIS TiP 1 DIYABET SICANLARDA
HIiDROKSITIROZOL'UN TESTIKULER TSSK6 EKSPRESYONU UZERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Eda Nur ALMALI
Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Hakan SOYLU
Haziran 2023, 57 sayfa

Diabetes mellitus, spermatogenezin endokrin kontroliinii, liremeyi ve ejakiilasyonu
etkileyerek erkek fertilitesini etkileyen oOnemli bir metabolik hastaliktir. Biz bu
calismada testikiiler hasar1 Onleyici etkinligi bilinen polifenolik bir bilesik olan
hidroksitrozoliin, spermatogenezde ve erkek fertilitesinde dnemli rol alan Tssk6 proteini
ekspresyonu iizerine etkisini arastirdik. Calismada kullanilan ratlar  kontrol,
hidroksitirozol, streptozotosin ve streptozotosin+hidroksitirozol olmak {izere 4 gruba
ayrildi. Calismada streptozotosin tek doz 55 mg/kg ve hidroksitirozol 30 giin 10 mg/kg
intraperitoneal olarak uygulandi. Calismada kan glukoz degerleri rutin olarak 6l¢iildii ve
calisma sonu alman dokularda histopatolojik inceleme, Tssk6 proteini
immunohistokimyast ve Western blot yontemleri uygulandi. Streptozotosin ve
streptozotosin+hidroksitirozol gruplart kan glukoz seviyeleri kontrol ve hidroksitirozol
gruplaria kiyasla anlamli sekilde artti. Streptozotosint+hidroksitirozol grubunda ise kan
glukoz degerleri streptozotosin grubuna gore anlamli sekilde azaldi. Histolojik
incelemelerde, streptozotosin  grubunda  goézlenen morfolojik  bozulmalarin,
streptozotosinthidroksitirozol grubunda diizeldigi gozlendi. Streptozotosin  ve
streptozotosin+hidroksitirozol gruplarmin Tssk6 ekspresyonu kontrol ve hidroksitirozol
gruplarina kiyasla anlamli sekilde azaldi. Streptozotosin grubunda azalan Tssk6 protein
ekspresyonunun streptozotosint+hidroksitirozol grubunda istatiksel olarak anlamli bir
sekilde arttigim1 gozlemledik. Hidroksitirozol’iin, tip 1 diyabet modelinde artmis kan
glukoz seviyesini diisiirdiiglinii, testiste olusan hasar1 azaltict etki gosterdigini ve
spermatogenezin tamamlanabilmesi ve sperm hareketliligi icin 6nemli olan Tssk6
ekspresyonunu arttirdigini belirledik. Sonug olarak akdeniz diyetinin en 6nemli pargasi
olan zeytin ve zeytinyaginda bol bulunan hidroksitirozol, diyabet hastalarinda kan
glukoz seviyesini diizenleyerek ve erkek fertilitesinde ©Onemli rol alan Tssk6
ekspresyonunu artirarak diyabete bagli infertiliteyi azaltabilir.

Anahtar Sozciikler: Diabetes mellitus, Hidroksitirozol, Streptozotosin, Testis, Tssk6.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF HYDROXYTYROSOL ON
TESTICULAR TSSK6 EXPRESSION IN STZ-INDUCED TYPE 1 DIABETES
RATS

Eda Nur ALMALI
Diizce University
Graduate School, Department of Histology and Embriyology
Master Thesis
Supervisor: Dr. Hakan SOYLU
June 2023, 57 pages

Diabetes mellitus is an important metabolic disease that affects male fertility by
affecting endocrine control of spermatogenesis, reproduction and ejaculation. In this
study, we investigated the effect of hydroxytyrosol, a polyphenolic compound known to
prevent testicular damage, on the expression of Tssk6 protein, which plays an important
role in spermatogenesis and male fertility. The rats used in the study were divided into 4
groups as control, hydroxytyrosol, streptozotocin and streptozotocin hydroxytyrosol. In
the study, streptozotocin was administered as a single dose of 55 mg/kg and
hydroxytyrosol was administered intraperitoneally at a dose of 10 mg/kg for 30 days. In
the study, blood glucose values were measured routinely and histopathological
examination, Tssk6 protein immunohistochemistry and Western blot methods were
applied in the tissues taken at the end of the study. Blood glucose levels of
streptozotocin and  streptozotocin+hydroxytyrosol groups increased significantly
compared to control and hydroxytyrosol groups. In the streptozotocin + hydroxytyrosol
group, blood glucose levels were significantly decreased compared to the streptozotocin
group. In histological examinations, it was observed that the morphological
deteriorations observed in the streptozotocin group were improved in the
streptozotocin+hydroxytyrosol group. Tssk6 expression was significantly decreased in
streptozotocin and streptozotocin+hydroxytyrosol groups compared to control and
hydroxytyrosol groups. We observed that Tssk6 protein expression, which was
decreased in the streptozotocin group, increased statistically significantly in the
streptozotocin+hydroxytyrosol group. We determined that hydroxytyrosol lowers the
increased blood glucose level in the type 1 diabetes model, reduces the damage to the
testis, and increases the expression of Tssk6, which is important for the completion of
spermatogenesis and sperm motility. As a result, hydroxytyrosol, which is abundant in
olive and olive oil, which is the most important part of the Mediterranean diet, can
reduce diabetes-related infertility by diabetic patients regulating blood glucose levels
and increasing Tssk6 expression, which plays an important role in male fertility.

Keywords: Diabetes mellitus, Hydroxytyrosol, Streptozotocin, Testis, Tssko6.
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), diinya niifusunu etkileyen, diinya genelinde olduk¢a yaygin
olan insiilinin eksikligine veya yokluguna bagl olarak gelisen metabolik bir hastaliktir
[1, 2]. Bu hastalik yas, cinsiyet ve 1rk ile iligkisi olmayan ciddi bir saglik sorunudur [3].
DM, sinsi ve kronik seyretmesi nedeniyle yasam kalitesini biiyiik oranda diisiirmektedir.
Bu hastaligin etkiledigi 6nemli sistemlerden biri de erkek genital sistemdir ve en 6nemli
komplikasyonlarindan biri spermatogenik fonksiyon bozuklugudur [4]. Morfolojik
olarak farklilasmis spermatogonyumlarin spermlere doniisme siirecine spermatogenez
denilmektedir [5]. Spermatogenezde meydana gelen bozukluk, azospermi veya
oligozoospermiye yol acarak erkeklerde infertiliteye neden olmaktadir [6]. Artan
diyabet insidansi, iireme ¢agindaki erkeklerde 6zellikle de geng ve orta yash erkeklerde
infertilite prevalansinin artmasina yol agmaktadir [4]. Diyabet hastasi erkeklerdeki
infertilitenin belirtileri; testis yapisinin bozulmasi, testosteron seviyelerinin azalmasi,
anormal spermatogenez, sertoli hiicrelerinde glukoz metabolizma seviyesinin diismesi,
sperm sayisinin azalmasi, bozulmus hipotalamus-hipofiz-testis ekseni ve sperm
hareketliligindeki degisikliklerdir [7]. Zeytin ve zeytinyaginda bulunan hidroksitirozol,
oleuropeinin hidrolizinden elde edilir. Hidroksitirozol en aktif biyolojik ekstrat ve
polifenolik antioksidan bir bilesiktir [8, 9]. Hidroksitirozoliin hem in vivo hem de in
vitro’da serbest radikalleri temizleme, lipid peroksidasyonunu Onleme gibi etkili
antioksidan ve anti-inflamatuvar ozellikler gosterdigi bildirilmistir [10, 11]. Ayrica
hidroksitirozoliin, diyabete bagli testislerde meydana gelen spermatogenik fonksiyon
hasarin1 azalttigit ve bu hasara karst koruyucu oldugu yapilan caligmalar ile
gosterilmistir [8]. Serin kinaz protein ailesinin en kiiciik {iyesi olan testis-spesifik serin
kinaz 6 (Tssk6), testis dokusuna aittir [12]. Tssk6, spermatogenez sirasinda diizenlenir
ve liremede onemli bir rol oynar [5]. Tssk6, spermatidlerde ekspresyon gosterir [6].
Daha 6nce yapilan tiim ¢alismalar tarandiginda DM’de testikiiler hasar1 dnleyici bir rol
alan hidroksitrozol’lin, spermatit ve spermlerde varlig1 bilinen ve sperm fertilitesi i¢in

onemli olan Tssk6 proteini ekspresyonu iizerine etkisi bilinmemektedir.

Bu caligsma ile streptozotosin ile indiiklenmis tip 1 diyabet modelinde, diyabetin neden

oldugu testikiiler hasar1 azalttig1 bilinen hidroksitirozoliin normal sperm yapist ve

1



fertilitesi i¢in Onemli olan Tssk6 proteinin immiinohistokimyasal ekspresyonu {izerine

etkisini arastirdik.



2. MATERYAL VE YONTEM

Calismamiz, Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 2018/5/2 sayili
karar ile onay almarak (Bkz: Ek- 1) Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve

Arastirma Merkezinde yiiriitiildii.

2.1. DENEY HAYVANLARI

Calismada kullanilan deney hayvanlari Diizce Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'nden (DUDAM) temin edildi ve 22-25 °C oda 1sisinda, 60+ 5%
nem ve 12:12 aydinlik/karanlik dongiistinde optimal degerlerde tutulan bir ortamda 6zel
olarak hazirlanmis kafeslerdeher giin altlar1 temizlenerek deney siiresi boyunca bakildi.
Hayvanlar ad libitum olarak kafeslerin iist bolmelerinde bulunan yerlere yemleri
yerlestirilerek beslendi. Su ise giinliik olarak ¢elik kapakli cam biberonlarda verildi.
Calismada 36 adet 2 - 3 aylik ve 230+£30 gr agirhiginda saglikli erkek Wistarratlar
kullanildi.

2.2. DENEY GRUPLARI

Caligmada 36 adet rat kullanildi. Deneye baglamadan once ratlarin kan glukoz degerleri
Olctildii ve normal degerlere sahip hayvanlar c¢alismaya dahil edildi. Ratlar, birinci
giinde tartimlar1 yapilarak agirliklar1 belirlendi ve deney gruplar1 4 gruba ayrildi; grup
I;kontrol grubu (n=9), grup 2; hidroksitirozol kontrol grubu (HT) (n=9), grup
3;streptozotosin ile indiiklenmis diyabetik grup (STZ) (n=9), grup 4; streptozotosin ile
diyabet olusturulan ve hidroksitirozol ile tedavi edilen grup (STZ+HT) (n=9)
(Cizelge2.1).Streptozotosin (STZ) (Sigma Aldrich, #18883-66-4), steril distile su
igerisinde eritilerek tek doz 55 mg/kg intraperitoneal (ip) olarak Grup 3 ve 4’ii olusturan
sicanlara STZ enjeksiyonu yapildi. STZ deneysel diyabetik olugtumak i¢in kullanildi.
Enjeksiyonundan 48 saat sonra, ratlarin kuyruk ucundan lansetle kan 6rnegi alinarak
diyabet olup olmadiklar1 hizli kan glukoz 6l¢iim cihazi ile belirlendi. Kan glukoz
degerleri 250 mg/dl ve ilizeri olan si¢anlar diyabetik olarak kabul edildi. Boylece
diyabetik olan grup 4’e 30 giin siireyle glinde bir kez hidroksitirozol (HT) 10 mg/kg



dozunda intraperitoneal (ip) enjeksiyon yoluyla verildi (Cizelge 2.1). 30 giinlin sonunda,
tim gruplardaki sicanlar tartildi ve aclik sekerleri Olgiildii. Yapilan OSlgitimler
sonrasindaketamin (90 mg/kg) ile birlikte xylazine (10 mg/kg) ip uygulama ile
hayvanlar anestezi altina alindi. Anestezi altinda olan hayvanlar servikal dislokasyon ile
Otenazi edilerek deney bitirildi. Ardindan siganlarin testis dokulart hizla ¢ikarildi ve
yarisi histolojik ¢alisma yapabilmek icin 24 saat siireyle bouin soliisyonunda tespit

edildi. Diger yaris1 ise Western blot i¢in -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Cizelge 2.1. Diyabetik rat modeli, deney gruplari, maddeler ve verilis yollari.

Verilen |Verilis Hayvan

Grup No | Grup Ad1 Verilen Maddeler
Miktar | Sekli | Says

1 Kontrol Salin 1 ml/kg ip 9
2 HT Hidroksitirozol (30 giin) | 10 mg/kg ip 9
3 STZ Streptozotosin (tek doz) | 55 mg/kg ip 9

Hidroksitirozol (30 giin) | 10 mg/kg
4 STZ+HT + ve ip 9

Streptozotosin (tek doz) | 55 mg/kg

2.3. STREPTOZOTOSIN

Streptozotosinin (STZ), 1963 yilinda Streptomyces achromogens bakterisi tarafindan
olusturuldugu belirlenmistir. STZ, antibiyotik, antitiimdr, diyabetojenik ve
antineoplastik  6zellikler sergileyen kimyasal bir bilesiktir [13, 14]. Deney
hayvanlarinda diyabeti indiiklemek i¢in streptozotosin kullanilir [15]. Fakat >40 mg/kg
konsantrasyonlarda uygulandiginda etkili oldugu bildirilmistir [13, 16].



2.4. DIYABET MODELI

Streptozotosin (STZ) (Sigma Aldrich, Cat#18883-66-4) deneysel diyabet olusturmak
amactyla kullanildi. Ratlar STZ enjeksiyonundan 12 saat 6nceac birakilarak tartildilar.
Sonraki giin ratlarin kuyruk ucu lansetle delindi ve aglik kan glukoz degerleriAccu-
Chek Nano Performacihazi ile 6lgiildii. Sonra sicanlarin viicut agirligina gore STZ
¢oOzelti miktar1 hesaplanarakSTZ steril distile su (dH,O) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.
Tek doz 55 mg/kg STZ ip olarak uygulandi. Enjeksiyondan 48 saat sonra tekrardan
sicanlarin kan glukoz degerleri dl¢iildii ve diyabet tayini yapildi. Eger ki kan glukoz
degeri 250 mg/ dl ve lizeri ise ratlar diyabetik olarak kabul edildi.

2.5. HIDROKSITIROZOLUN HAZIRLANMASI

Hidroksitirozol (HT) (Cayman, Cat#70604), 1 gram stok hidroksitirozol steril distile
suda coziildii. Hayvanlara 30 giin boyunca 10 mg/kg dozunda hergiin saat 10:00 ile

12:00 arasinda ip olarak verildi.

2.6. BOUIN FiKSATIFININ HAZIRLANMASI

Testis dokularinin tespiti i¢in Bouin soliisyonu kullanildi. 12.2 gram tartilan pikrik asit,
1 litre distile su i¢inde ¢dzdiiriildii. Bouin soliisyonu; 75 ml doymus pikrik asit ¢ozeltisi
tizerine 25 ml % 37’lik formaldehit eklenerek iyice karistirildi. Karistirildiktan sonra bu
karisimin tlizerine 1 ml glasiyal asetik asit eklendi ve tekrar karistirilarak soliisyon elde

edildi.

2.7. INTRAPERITONEAL ENJEKSiYON UYGULAMASI

Uygun sekilde tutulan siganlarin karin bolgesinin sag veya sol alt bolgelerine insiilin
enjektori ile 45 derecelik bir aciyla deri altinda birazcik ilerledikten sonra hafif bir itme
hareketi uygulayarak karin kaslar1 gegildi. Bu islem sirasinda hicbir organa zarar

verilmeyerek enjektor ucu hafifce yukar kaldirildi. Sonradaenjeksiyon gerceklestirildi.



2.8. ISIK MiIKROSKOBIK INCELEMELER

Dokular 24 saat boyunca bouin soliisyonunda fikse edildi. Fikse edildikten sonra 3 saat
boyunca normal ¢esme suyunda yikandi. Dokular diisiik dereceli etil alkolden yiiksek
dereceli etil alkole gecirildi. Bunun i¢in ilk olarak 15 dakika % 70’lik etil alkolde
bekletilerek dehidratasyon baglatildi.15 dakika % 80’lik etil alkolde bekletildi. 2 defa30
dakika % 90’lik etil alkolde bekletildi. 2 defa 30 dakika % 96’lik etil alkolde bekletildi.
45 dakika % 96’lik etil alkolde bekletilerek dehidratasyon sona erdi. Dokularin
sertlesmesi i¢in 45 dakika asetonda (Iso Lab, #901.023.25.01) bekletildi. Seffaflastirma
yapmak i¢in 10 dakika ilk Ksilen’de (Iso Lab, #990.019.2501) bekletildi. 20 dakika
Ksilen 2’de bekletildi. Gomme islemini gerceklestirebilmek icin 75°C sicakliktaki
etlivde 30 dakika parafin 1’de 30 dakika da parafin 2’de bekletildi. Takip edilen dokular
metal gdbmme kaplar1 icinde parafine gomdiiliirler. Etiketlenen bloklardan mikrotom
cihazi ile 4 um kalinliginda kesitler alinarak su banyosunda diizlestirildi. Sonra gerekli
olan lamlara alindi ve hematoksilen&eozin (HE), gomori trikrom veTssk6 antikoru

boyamalar1 yapildi.

2.9. HEMATOKSILEN & EOZIN BOYAMASI

Kesitler, doku disinda bulunan parafinlerini birakmasi i¢in 75° C sicakliktaki etiivde 40
dakika boyunca bekletildi.Etiivden ¢ikan kesitler, 15’er dakika ksilen 1 ve ksilen 2°de
bekletildi.Herbirinde 10 dip olmak kaydiyla % 96, % 80 ve % 70etil alkole daldirilan
dokular akan suda yikanarak dokunun suyu tekrar geri verildi. Niikleuslarin boyanmasi
icin 3 dakika hematoksilende bekletildi. Sonrasinda akan suda yikandi. Cok hizli bir
sekilde 2 defa asit alkole daldirildiktan sonra akan suda yikandi. Dokular hizli bir
sekilde 2 defa amonyakli suya daldirildi. Tekrardan akan suda yikandi.10 dip % 70’lik
etil alkole daldirildi.Sitoplazmanin boyanmasi i¢in 40 saniye alkolde ¢oziilmiis eozinde
bekletildi. Ardindan akan suda yikandi.10’ardip % 70, % 80 ve % 96’lik etil alkole
daldirild1.10 dakika ksilende bekletildikten sonra 2 dakika 75° C sicakliktaki etiivde

bekletildi velamlar entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.



2.10. GOMORI TRIKROM BOYAMASI

Parafin kesitler 75°C sicakliktaki etiivde 40 dakika bekletildi.20 dakika ksilende
deparafinize edilen kesitlerherbirinde 10 dip olmak kaydiyla % 96,% 80 ve % 70’lik etil
alkolden gecirildi.Normal ¢esme suyunda yikandi.Bouin soliisyonunda 75°C
sicakliktaki etiivde 35 dakika bekletildi.3 ayr1 kapta bol su ile yikandi.Hematoksilen’de
2 dakika bekletildi.Tekrardan 3 ayr1 kapta bol su ile yikandi. Trikrom soliisyonunda 25
dakika bekletildi.% 0.5’1lik asetik asitle diferansiye edildi ve akabinde normal ¢esme
suyunda yikandi.% 70’lik, % 80’lik ve % 96’lik etil alkole 10’ar defa
daldirildi.Ksilende 10 dakika bekletildikten sonra 2 dakika 75° C sicakliktaki etiivde

bekletilerek kurutuldu.Lamlar entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

2.11. IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)

2,85 gram di sodyum hidrojen fosfat (Carlo Erba, #480141), 16 gram sodyum kloriir
(Iso Lab, #969.036.1000) ve 0,8 gram potasyum dihidrofosfat (Iso Lab,
#960.066.1000) 2 litre distile su (dH,O)i¢ine eklenerek ¢ozdiiriildii. Daha sonra pH
degerine bakildi. pH 7.2 ile 7.4 arasinda olmalidir.

Sitrat Tamponu

2,10 gram sitrik asit (Iso Lab, #910.046.1000) 900 ml distile su (dH,0O) igine atilarak
¢ozdiiriildii. Daha sonra pH degerine bakildi. Genellikle pH degeri 2.80 ¢ikan sitrat
tamponu NaOH ile pH 6’ya ayarlandi.

% 3 H,0O, Hazirlanmasi

63 ml methanol (Carlo Erba, #412722) iizerine 7 ml %35 hidrojen peroksit (H,O,)
(Iso Lab, #932.122.2500)eklendi.

DAB Hazirlama
1500 ul DAB substrat’a 30ul DAB kromojen eklenmesi ile hazirlandi.

Tiim gruplarin parafin bloklarindan immiin lamlara 4 pm kalinliginda kesitler
alindi.Parafin kesitler 75° C’deki etiivde 40 dakika bekletildi. Etiivden sonra
deparafinizasyon i¢in ksilen 1°de 10 dakika, ksilen 2’de 5 dakika bekletildi.Daha sonra
kesitler herbirinde 5 dakika olmak kaydiyla % 100, % 90, % 80,% 70’lik etil alkol



serilerinden gegcirilerek rehidrate edildi. Kesitler distile suda (dH,O) 5 dakika
bekletildi.Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat
tamponuna (pH:6.0) konularak mikrodalga firinda 8 dakika 750 Watt’ta kaynatild1 ve
sonra 20 dakika boyunca oda 1sisinda sogumaya birakildi.Fosfat tamponlu tuz (PBS)
(pH: 7.2 - 7.4) ¢ozeltisinde 3 kez 5 dakika yikama yapildi.Endojen peroksidaz
aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler % 3’ lilkk H,O, ile 15 dakika inkiibe edildi.3
kez 5 dakika PBS ile yikama yapildi.Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle (Pap-pen)
cizildi.Kesitler, oda sicaklifinda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan immunoglobulin G
(IgG) baglanmalarint 6nlemek amaciyla bloklama serumu ile 7 dakika muamele
edildi.Kesitlere, Tssk6(Bioss, #bs-9734R) (1:500)primer antikorudamlatildi.Kesitler
nem kutusunda +4° C’de gece boyu inkiibe edildi.lkinci giin kesitler PBS ile 3 kez 5
dakika yikandi. Daha sonra, 1 saat biyotinlenmis sekonder antikor ile oda 1sisinda nemli
ortamda inkube edildi.3 kez 5 dakika PBS ile yikama yapildi.Sonrasinda 20 dakika
HRP-konjuge streptavidin kompleksi ile oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe edildi.PBS
ile 3 kez 5 dakika yikama yapildi. Goriintliyli gelistirmek icin dokular 4 dakika di-
amino-benzidin (DAB) (ScyTek, #ACK125) kromojeni ile muamele edildi ve distile
suda yikandi. Kesitlere Mayer’s hematoksilen (ScyTek, #800-729-8350) ile 1 dakika zit
boyama yapildi. Normal ¢esme suyunda yikanan kesitler herbirinde 10 dip olmak
kaydiyla% 70,% 80, % 90’lik etil alkol serilerinden gecirildi. % 100’luk alkolde 4
dakika bekletilerek dehidrate edildi.Cikis ksileni 1 veksilen 2’de 5’er dakika

bekletilerekentellan kapatma soliisyonu ile lamlar kapatildi.

2.12. IMMUNOHISTOKIMYA SONUCLARININ iIMAGEJ PROGRAMI iLE
ANALIZI

Olympus BX50 mikroskobu ile Zeiss Axiocam ICc5 kamera kullanilarak kontrol, HT,
STZ ve STZ+HT hiicre yapilarinin fotograflari ¢ekildi ve ImageJ programi kullanilarak
immiinohistokimyasal boyama yogunluklar1 degerlendirildi. Kontrol, HT, STZ ve
STZ+HT gruplarindan her kesitten 10 fotograf alinarak degerlendirmeye dahil edildi.
Oncelikle boyanan alanin tamami (hematoksilen + DAB) segilecek sekilde ayarlandi.
Ardindan, hiicrenin boyanma yogunlugunu se¢mek i¢in yalnizca DAP-pozitif alanlar
secildi. Boyanma yogunlugu, DAB-pozitif alanin yogunlugunun, toplam boyanma
yogunluguna boliinmesi ve ¢ikan sonucun 100 ile ¢arpimi yoluyla belirlendi. Sonug

olarak, ortalama yogunluk yiizde olarak 0-100 araliginda ifade edildi.



2.13. WESTERN BLOT YONTEMIi

0.1 M Tris

0.6 gram Tris (Serva, #37190.02) 40 ml distile su (dH,O) igerisinde ¢ozdiiriildii. HCI

ile pH 7.4°e ayarlandi. Daha sonra diliisyon distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

Tris Buffer

10ml 0.1 M Tris (pH 7.4), 1ml Na-orthovanadate, 1gr SDS 90 ml distile su (dH,O)
i¢cerisinde ¢ozdiirtildii.

% 30 Akrilamid — Bisakrilamid Soliisyonu

15,4 gram Akrilamid-bisakrilamid (Bio Basic, #A800011-0500) 40 ml distile su

(dH,0) i¢ine atilarak ¢ozdiiriildii. Daha sonra ependorf tiipiiniin etrafi aliminyum

folyo kaplanarak +4°C’de saklandu.
4x Tris — HCL /SDS (pH=8.8) Hazirlanis1

9 gram Tris 20 ml distile su (dH,O) igerisinde ¢ozdiiriildii.Daha sonra pH degerine
bakildi. Genellikle pH degeri 10.30 c¢ikan soliisyonunun pH’st HCI (Merck,
#1.00314) ile 8.8 olarak ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra ¢ozelti distile su (dH,O)
ile 50 ml’ye tamamlanarak tiizerine 0,2 gram Na-dodesilsiilfat (SDS) (Serva,

#20765.01) eklendi.
4x Tris — HCL /SDS (pH=6.8) Hazirlams1

3,025 gram Tris 20 ml distile su (dH,O) igerisinde ¢ozdiiriildii.Daha sonra pH
degerine bakildi. Genellikle pH degeri 11.20 ¢ikan soliisyonu HCI ile pH 6.8 olarak
ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra c¢ozelti distile su (dH,O) ile 50 ml’ye

tamamlanarak {izerine 0,2 gram SDS eklendi.
%10’luk APS

0,1 gram Amonyum-persiilfat (APS) (Serva, #13375.05) 1 ml distile su (dH,O) i¢ine

atilarak ¢6zdiirtildii. Daha sonra ependorf tiipiiniin etrafi aliiminyum folyo ile sarildi.
Aynistiricl Jel

Belirlenen jelin miktarlar1 dogrultusunda epondorf tiipiin icerisine sirasiyla %30
Akrilamid/Bisakrilamid, 4x Tris-Cl/SDS (pH:8,8), H,O, %10’luk APS ve Temed
(Bio-Rad, #161-0801) eklenerek hazirlandi.



Toplayicl Jel

Belirlenen jelin miktarlar1 dogrultusunda epondorf tiiplin igerisine sirasiyla %30
Akrilamid/Bisakrilamid, 4x Tris-Cl/SDS (pH:6,8), H,O eklenir ve 15 dakika oda
1s1sinda bekletilir. Daha sonra %10’luk APS ve Temed eklenerek hazir hale geldi.

10x TBS Stok Hazirlama

60,55 gram Tris ve 87,66 gram Sodyum Kloriir (NaCl) (Iso Lab, #969.036.1000)
800ml distile su (dH,O) igerisine atilarak ¢6zdiiriildi. Soliisyonun pH degeri 10.84
¢ikt1. Daha sonra HCl ile pH degeri 7.4 olarak ayarlandi.

TBS —T Hazirlama

900 ml distile su (dH,O) igerisine 100 ml 10x TBS stok eklendi. Daha sonra 1 ml
tween 20 (Sigma, #P1379) koyularak karistirild1 ve homojen hale getirildi.

% 5’lik Siit Tozu Hazirlama
2,5 gram siit tozu 50 ml TBS-T igerisinde ¢ozdiiriildii.
Blotlama Soliisyonu Hazirlama

3 gram tris ve 14,3 gram glisin (Serva, #23390.04) 750 ml distile su (dH,O) i¢inde
¢Ozdiriildii. Cozdiiriildiikten sonra 200ml metanol eklenerek distile su (dH,O) ile

1000 ml’ye tamamlandi.

Developer Soliisyonu Hazirlama

125 ml developer soliisyonu 375 ml distile su (dH,O) igerisine eklendi ve karistirildi.
Fiksatif Soliisyonu Hazirlama

125 ml Fiksatif soliisyonu 375 ml distile su (dH,O) igerisine eklendive karistirildi.
5x Stok Elektroforez Running Soliisyonu Hazirlama

9 gram tris, 43,2 gram glisin ve 3 gram SDS 600 ml distile su (dH,O) i¢inde

¢ozdiiriildi.
1x Elektroforez Running Soliisyonu

720 ml distile su (dH,O) igerisine 180 ml 5x stok elektroforez running soliisyonu

eklendi.

Western blot i¢in alinan dokular -80°C’de saklandi. Daha sonra -80°C’den ¢ikarttigimiz
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dokular buz iizerine alindi. Calisilan doku sayisina gore, ependorf tiiplerin kapaklarina
grup isimleri yazildi ve spor iizerine yerlestirildi. Gerekli olan ependorf tiipler
yazildiktan sonra, dokular cam {iizerine alinarak bisturi yardimi ile mekanik olarak
parcalandi. Parcalanan doku, darasi alinmis ve ismi yazili olan ependorf tiipiiniin
icerisine konularak tartildi. Ependorf tlipline konulan dokular tekrardan buz {istiine
yerlestirildi. Dokular ependorf tiipliniin iist bolgesinde kalmamasi i¢in kisa siireli
santrifiij’a koyuldu. Doku agirliklarina gore lizis buffer miktar1 hesaplandi. Dokularin
tizerine 0,2 gr doku basma 600ul oraninda lysis buffer ve 1 ml lizis buffera 30ul
oraninda proteaz inhibitér kokteyli (PIK) (Roche, #04 693 159 001) eklendi. 1 saat
boyunca 15 dakika araliklar ile dokular vortexlendi. Daha sonra sonikator yardimiyla
dokular pargalandi (169-70 am). Ependorf tiipiindeki dokularda protein denatlirasyonu
olmamasi i¢in siirekli buz istiinde tutuldu. Dokular +4°C’de 10 dakika 15.000 rpm
santrifiij yapilarak siipernatant kisimlardan alinarak isimleri yazan yeni ependorf
tiiplerine konuldu. Ependorf tiiplerine konulan dokular -20°C’ye kaldirildi. Ertesi giin -
20°C’de bulunan lizis buffer ve dokular oda sicakligina ¢ikarilarak erimeye birakildi.
Dokulardaki protein miktarim1 belirlemek icin BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, #23225) kullanildi. Protein igerigi 1mg/ml oraninda olacak sekilde bovin
serum albiimin (BSA) (Serva, #11943.02) hazirlandi ve 500ml distile su i¢inde 500 mg
BSA ¢6zdiiriildii. Proteinlerin hangi aralikta oldugunu belirlemek i¢in standart ependorf
tiipleri hazirlandi. Ependorf tiipleri Sy, Si, Sz, Si, Sa4, Ss, Se, S7 olarak adlandirildi.
Seependorf tiiptine 1000ul hazirlanan BSA’dan konuldu. S;, S;, S3;, Si, Ss, Se,
Ssependorf tiiplerine ise 500ul distile su konuldu. Spependorf tiipiinden 500ul BSA
aliarak S; ependorf tiipiine eklendi. S; ependorf tiipii vortex yapilarak distile su ile
BSA’nin karigmast saglandi. Tekrardan S; ependorf tiipiinden 500ul cekilerek S,
ependorf tiipiine eklendi. S;’ye kadar bu sekilde dillisyonlar1 yapilarak standart ptotein
arali1 hazirlandi. Ornekler, 1:50 oraninda lizis buffer ile diliie edildi. Diliie edildikten
sonra iyice vortexlendi. Kor olarak lizis buffer kullanildi. BCA kit igerigindeki
Bicinchoninic Acid Solution ve Copper(2) Sulfate Solution’un karisimi 98:2 oraninda
saglanarak c¢aligma soliisyonu hazirlandi. Daha sonra 96 kuyucuklu plate, 25ul lizis
buffer, standartlar ve 6rnekler yiiklendi. Ardindan iizerlerine 200ul ¢alisma soliisyonu
eklenerek kuyucuklarin i¢indeki karisimlara pipetaj yapildi. Bu durumda her kuyucugun
toplam hacmi 225ul oldu. Hazirlanan plate, 60°C’lik inkabatorde 15 dakika bekletildi.
Inkiibasyonu yapildiktan sonra spektrofotometrede 562nm dalga boyunda okunmasi

saglanarak standartlar ile karsilastirma yapilarak protein miktar1 belirlendi. Protein
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Ol¢iimiinden sonra orneklerin protein miktar1 distile su ile esitlenerek Ornekler 1:1
oraninda laemmli ile karigtirildi. Sonrasinda 95°C’de 5 dakika kaynatilarak ornekler
yiiklemeye hazir hale getirildi. Arastirilan proteinin kilo dalton (kDa) agirligina gore
uygun yiizdeler belirlenerek ayristirict ve toplayici olarak jeller hazirlandi. Calisilan
proteinin nerede ¢ikacagini belirlemek icin jelin ilk kuyucuguna 10 mikrolitre marker
yiiklendi. Diger kuyucuklara ise 10 mikrolitre numune yiiklendi. Elektroforez cihazi
kirmizi-kirmiziya siyah-siyaha olacak sekilde gii¢ kaynagina baglanarak 80 voltta
calistirlldi. Bu sirada blotlama soliisyonu hazirlandi. Membran ve filtre kagidi jel
uzunlugunda kesildi. Hazirlanan membranlar ilk olarak 3 dakika methanolde bekletildi.
Daha sonra 12 dakika blotlama soliisyonunda bekletilerek sandvi¢ i¢in hazir hale
getirildi. Elektroforez sonrasinda camlar bir pens yardimi ile acgilarak toplama jeli
ayrildi. Geriye kalan ayristirict jel ise bir kap icerisine konulan blotlama soliisyonu
sayesinde camdan ayrildi. Membranin isttiinde ve altinda 1’er tane siinger ve 3 tane
kalin kagit konularak sandvi¢ hazirlandi. Hazirlanan sandvigler blotlama aletine
yerlestirildi. Uzerine blotlama soliisyonu ve buz kalib1 konularak gece boyu +4°C’de 32
voltta immiinblotting islemi yapildi. Immiinoblotting yapilarak jeldeki proteinlerin
membrana ge¢mesi saglandi. Ertesi glin membran 3 kez 10 dakika siireyle tris bufer
saline-tween 20 (TBS-T) soliisyonu ile yikandi. Yikama isleminden sonra membran, 1
saat siire ile oda sicakliginda %5°’lik yagsiz siit tozu ile galkalayici lizerinde bloklandi.
Membran, iireticilerin tavsiye ettigi sekilde siit tozu i¢inde hazirlanarak gece boyu
+4°C’de primer antikor Tssk6 ve Beta aktin (Cell Signalling, #13ES5) ile ¢alkalayici
lizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda, 3 kez 10 dakika TBS-T ile yikamanin
ardindan membran, sekonder antikorla oda 1sisinda karistirici tizerinde 2 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda tekrar 3 kez 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikand.
Membran chemiluminisansla (Bio-Rad, #170-5061) 5 dakika gelistirilip, membrandaki
protein bandlar karanlik odada x-ray hiperfilme aktarildi. Aktarilan film, gelistirici ve
tespitten gegirilerek distile suda yikandi. Film kurutulduktan sonra Tssk6 ile Beta aktin

proteinlerinin ekspresyon seviyeleri karsilastirildi ve degenlendirildi.

Cizelge 2.2. Western blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Sekonder Antikor
Primer Antikor Diliisyon
Diliisyonu
Tssk6 1:2000 1:2000
Beta Aktin 1:2000 1:2000
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2.14. iISTATIKSEL ANALIiZ

Tiim veriler GraphPad Prism 9 (GraphPad Software) kullanilarak analiz edildi ve
sonuglar mean+SD olarak ifade edildi.Kan-glukoz seviyelerinin ol¢limleri two-
wayrepeated measuresANOVA takiben Tukey’in multiple testi ile analiz edildi.
Immiinohistokimya ve Western blot sonuglarmin coklu karsilastirmalarindaki
farkliliklarione-way ANOVA takiben Holm-Sidak metodu kullanilarakanaliz
edildi.istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 kabul edildi.
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3. GENEL BiLGILER

3.1. TESTISIN ANATOMISI

Testis, viicut boslugu disindaki skrotal keselerde yer alan oval sekilli erkek gonadlaridir.
Erkek {tireme hiicreleri testislerde olusur. Testisler, skrotum igerisinde spermatik
kordonlar tarafindan asili halde bulunurlar. Her biri yaklasik 4 cm biiyiikliiglinde, 3 cm
capinda olan testislerin sol tarafi sag tarafa gore daha asagidadir. Boylece egik bir
konuma sahiptir. Testisin anterolateral kismi rahat iken, posterolateral kism1 epididimis
ve vas deferens ile direk baglantilidir ve tunika vaginalis ile ortiiliidir (Sekil 3.1).
Testislerin bir {ist ve bir alt uglari, 6n ve arka kenarlar1 vardir. Ayrica medial ve lateral
yiize de sahiptirler. Testislerin {ist uglar1 6ne ve disa, alt ucu ise arkaya ve i¢i dogru

konumlanmstir [18].

Vas deferens

Epididim

Testis atar ve toplar damari
Siniri

Epididim

Testis

Vas deferens

Testis

1

Sekil 3.1. Testis anatomik yapis1 [17].
Testisi saran 3 tabaka vardir: Tunica vaginalis, testisi distan saran tabakadir. Tunica
albuginea, testisi kalin bag dokusu ile saran tabakadir. Bu tabaka testisin posterior

yiizeyinde kalinlagarak igeriye girinti yapar ve mediastinum testisi olusturur. En igte

14



bulunan tabaka ise gevsek bag dokusu yapisindaki testikiiler kapsiiliin damar agindan

olusan Tunica vaskiiloza tabakasidir [18].

3.2. TESTIS FIiZYOLOJiSi

Testisler, spermatogenez ve steroidogenez olmak iizere iki 6nemli isleve sahiptir. Hem
mitoz boliinmesi hem de mayoz bdliinmesi spermatogenez silirecinde meydana
gelmektedir. Bu siire¢ sonunda erkek gametler olusmaktadir [19]. Spermatogenez 6n
hipofizden salgilanan gonadotropik hormonlarin uyarisi sonucunda yaklasik 13 yasinda

baslar ve ileri yaglarda belirgin sekilde azalsa da yasam boyu siirer [20].

Spermatogonyumlar, devamli olarak proliferasyonla kendilerini yenilerler. Hiicrelerin
bir boliimii, kdk hiicre gorevini istlenirken diger bolimi ise spermlerin olusumunu
saglayan son asamaya kadar farklilasir [20, 21]. Ureme sisteminin hormonal
kontroliinde hipotalamustan salinan gonadotropin serbestletici hormon (GnRH)
sekresyonu onemlidir. Bu hormon 2 saat arayla veya birka¢ dakika siireyle salgilanir
[20]. GnRH 6n hipofiz bezini uyararak Luteinizan hormonu (LH) ve Folikiil Stimiilan
hormonu (FSH) salinimini saglar. FSH spermatogenezi stimiile ederken LH leydig
hiicrelerinden testosteron salgilanmasin1  stimiile eder. Testosteron ile birlikte
androjenlerin sentezlendigi bu siire¢ ise steriodogenez olarak isimlendirlimektedir [21].
Androjenler, biiyiime hizinda artisa neden olan proteinlerin sentezini arttirir ve
testislerin gametonik islevlerini siirdiirlirler [19]. Hiicrelerin biiylimesi ve g¢esitli
spermatogenik maddelerin salgilanmas1 i¢in FSH, seminifer tiibiillerde FSH
reseptorleriyle sertoli hiicrelerine baglanir [20]. Hipofiz bezinden salgilanan LH uyaris1
Leydig hiicrelerinden androjen salinimini ve konsantrasyonunun artmasini saglar ve

spermatogenezi devam ettirir [19].

Spermler seminifer tiilbiillerde tiretilir ve rete testis ile vas deferens arasinda yer alan
kivrimlt bir tiip olan epididimde motilitelerini kazanirlar [21]. Fakat epididime gecen
spermler hareketsizdir ve fertilizasyon yetenekleri yoktur. Hareket yeteneklerini

kazanabilmeleri i¢in ~ 1 gilin epididimde kalmalar1 gerekir [20].

Testosteron, hidroksil grubu igeren C19 steroid yapisindadir. Leydig hiicrelerinden
salgilanan testosteron, kolestorelden sentezlenir [19]. Testosteron plazmada % 33’
albiimine, % 64’1 B globiiline (seks hormonu-baglayan globiilin) baglanarak yaklasik

% 97’s1 proteine bagli olarak tasinir [19][20]. Belli bir silire sonra, testosteron ya
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dokularda fikse olur ya da viicuttan atilir. Fikse olan testosteron hiicre iginde
dihidrotestosteron olarak bulunur [20]. Yetiskin erkeklerde plazma testosteron seviyesi

300 ile 1000 ng/dL arasindadir [19].

3.3. TESTIS EMBRIYOLOJISi

Cinsiyet degisikligi, bircok genin bulundugu c¢ogunlukla otozomal bir siirectir [22].
Gonadlar (testis ve over), mezodermal epitelden, embriyonik bag dokusundan ve
primordiyal germ hiicrelerinden gelismektedirler [23]. Embriyonun genetik ve
kromozomal cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlense de, gonadlarin erken
donemlerinde morfolojik olarak cinsiyetleri belirlenemez [22]. Bu duruma
‘farklanmamis gonadlar’ denmektedir [22, 23]. Embriyonik gelisimin 7. haftasinda
cinsiyete ait gelisim sekstiel dimorfizmle belli olmaya baslar [23]. Gonadal gelisimin ilk
asamalar1 5. haftada mezonefrozun medialinde epitelin proliferasyonu ve epitelin altinda
bulunan mezensimin yogunlagmasiyla gonadlar uzunlamasina bir ¢izgi halini alirlar ve
boylece genital (gonadal) kabarti olarak meydana gelirler [22, 23]. Germ hiicreleri
gelisimin 6. haftasina kadar genital kabartilarin i¢inde bulunmazlar. Epiblasttan gelisen
primordiyal germ hiicreleri [22] primitif ¢izgi dogrultusunda hareket ederek 3. haftanin
sonunda yolk kesesinin allontois duvarindaki endoderm hiicreleri arasina yerlesirler
(Sekil 3.2.A) [23]. Embriyonun katlandig1 sirada primordiyal germ hiicreleri 4. haftada,
sonbarsagin mezenterinin dorsali boyunca hareket ederek genital kabartiya dogru gog
ederler (Sekil 3.2.B) [22]. Genital kabartidaki epitel hiicrelerin prolifere olarak
mezengimin i¢ine girmesi ile primordiyal germ hiicreleri 6. haftada primer seks
kordonlarina ulagirlar ve primitif cinsiyet kordonlarimi olustururlar [23]. Primordiyal

hiicreler, cinsiyet farklilasmasinda 6nemli rollere sahiptirler [22].
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Onbarsak Sonbarsak

Allantois Genital
sirt

Sonbarsak

A~ Primordial
\ germ hiicreleri

Kloaka \Q 3 7~/ Mezonefroz

A B

Sekil 3.2. A: 3 haftalik embriyoda yolk kesesinin allontaise yakin yerde bulunan
primordial germ hiicreleri. B: Primordial germ hiicrelerinin genital kabartiya dogru gocii
[22].

Yolk kesesi

Seksiiel dimorfizm X ve Y kromozomlarina bagli olarak belirlenir [22] ve gelismekte
olan gonadlarin kromozom yapisi: XX ve XY dir [23]. XX kromozoma sahip ise disi,
XY kromozomuna sahip ise erkek cinsiyetine sahiptir. Cinsiyeti belirleyen en dnemli
faktor Y kromozomunun kisa kolu iizerinde (Yp11) bulunan SRY genidir. Eger SRY

geni varsa fetiisiin cinsiyeti erkek yoksa kiz olarak gelisim gosterir [22].

Testislerin gelisimi, uyumlu bir¢ok genin indiiksiyonu ile saglanir. Y kromozomunun
kisa kolundaki SRY geninin kodladigi testis belirleyici faktor (TDF) primitif cinsiyet
kordonlarini uyarir ve bdylece prolifere olan kordonlar medullaya dogru hareket ederler
[23]. Kordonlar burada dallanirlar ve birbirleriyle anastomoz yaparak rete testis
tiibiillerini olustururlar [22]. Testikiiler kordonlarin gelisimi devam ederken tunika
albuginea yilizey epitelinden ayrilir [22, 23]. Gelisen testisler yavas yavas

mezonefroz’dan ayrilarak asili halde kalirlar [22].

Testikiiler kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli tekti ve rete testis’e doniisiirler [22,
23]. Testis kordonlar1 4. ayda ‘u seklinde’ goriinlim alir ve agik uglart rete testis ile
ilerlerler. Bu kordonlar, sertoli hiicrelerinden meydana gelir. Sertoli hiicreleri bezin
ylizey epitelden koken alir ve antimiillerian hormonunu (AMH) salgilarlar.
Paramezonefrik duktuslarin gelisimi AMH tarafindan baskilanir [23]. Interstisiyel

leydig hiicreleri (Leydig hiicreleri) gonadal sirtin orijinal mezensimden kdken alir [22].

Seminifer tiibiiller, leydig hiicrelerini olusturan mezensimden ayrildiktan sonra leydig

hiicreleri gelisir ve gestasyonun 8. haftasindan itibaren bu hiicreler testosteron ve
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androstenedion hormonlarini salgilamaya baslarlar [22, 23]. Boylece testisler genital
kanal ve dig genital organlarin cinsiyetini etkileyecek duruma gelirler [22]. Testosteron
iiretimi, intrauterin gelisiminin 8-12. haftalar1 arasinda en yliksek degere ulasan insan
koryonik gonadotropin (hCG) tarafindan uyarilir. Testosteron hormonuna ek olarak
antimiillerian hormonda (AMH) salgilanir [23]. Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan
AMH hormonu puberteye kadar devam eder. Daha sonra AMH hormonunun salinma
seviyesi azalir. AMH miillerian (paramezonefrik) hormon duktuslarin gelisimini
baskilar. Puberte zamanina kadar seminifer tiibiillerin liimenleri yoktur ancak kat1 halde
bulunan testis kordonlar1 puberte zamaninda liimenleri agilarak seminifer tiibiillere
doniismeye baglar. Seminifer tlibiil duvarinda sertoli ve spermatogonia hiicreleri olmak
tizere iki tip hiicre bulunmaktadir. Destek hiicreleri olan sertoli hiicreleri, testisin ylizey
epitelinden gelisirken spermatogonia hiicreleri ise primordial germ hiicrelerinden

farklanirlar [23].

Seminifer tiibiiller kanalize olduktan hemen sonra rete testis tiibiilleriyle birlesir. Rete
testis yaklasik 20 adet mezonefrik tiibiiller ile duktuli efferentesi olusturur. Bu duktuslar

devam eden mezoneftrik duktus ile birleserek epididimisi olustururlar [23].

3.4. TESTIS HIiSTOLOJiSi

Erkek lireme sistemi, testisler, genital kanallar, cinsiyet bezleri (seminal vezikiil, prostat
bezi ve bulboiiretral bezler) ve penis olmak iizere 4 farkli bolimden meydana
gelmektedir (Sekil 3.3) [24]. Bu sistem devamli olarak spermatozoa iiretimi, testosteron

ve seminal plazma sentezinden sorumludur [25, 26].
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Ureterler

idrar kesesi
Pubis simfizi
Duktus deferensin ampulasi
Seminal vezikil

Ejakulatér kanal

Prostat bezi

Duktus deferens

Bulbodretral bez

Anis

Sekil 3.3. Erkek tireme sistemini gosteren ¢izim [17].

Testisin en onemli iki gorevi spermatogenez ve hormon (steroidogenez) liretmektir [17].
Testislerde esas iiretilen testosteron hormonu ile birlikte metaboliti dihidrotestosteron da
sentezlenir ve depolanir [25, 27]. Testosteron hormonu spermatogenez, embriyo ve
fetiisiin gelisimi sirasinda cinsel farklilasma ve gonadotropin salgisinin kontrolii i¢in
onemli rol oynarken, dihidrotestosteron ise puberte ve yetiskinlik zamanlarinda birgok
organ ve doku tlizerinde etki gosterir [17]. Cinsiyet bezleri ve genital kanallar, diiz
kaslarin  kasilmasiyla birlikte bir¢ok salgisin1 bosaltir. Bu salgilar, depolanan
spermatozoonlar1 disartya dogru tasir ve aymi zamanda spermatozoonlara gerekli
besinleri saglar [17, 25]. Spermatozoonlar ile birlikte genital kanallar ve cinsiyet
bezlerinin salgis1 semeni olusturur. Olusan semen, penis yoluyla disi lireme sistemine

tasinir [25].

Testisler, skrotom igerisinde bulunan, eslestirilmis oval sekilli organlardir [25, 26]. Her
bir testis karnin 6n duvarimin tabakalariyla siireklilik gosterir. Testisler skrotumun
igerisine uzanan muskulofasiyal kesenin ucunda asili kalirlar ve spermatik kordonlar
sayesinde karnin 6n duvar tabakasina baglanirken skrotal ligamentler ile de skrotuma
baglanirlar. Testisler abdominal kaviteden skrotoma hareket ederken kan damarlarini,

lenf damarlarini, otonomik sinirleri tasirlar [25]. Skrotom igerisindeki testislerin normal
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fonksiyonlarmi gerceklestirebilmeleri ve spermatogenez i¢in sicakliklar1 34°C - 35°C

olmasi gerekir [25, 27].

Abdominal aortun bir dali olan testikiiler arter damar deste8i saglayarak testislerin
kanlanmasinda yardimci olur. Pampiniform vendz pleksus tarafindan ¢evrelenen
testikiiler arter testise yakin konumlanmis oldukca kivrimli bir yapidir. Pampiniform
vendz pleksuslar, kani testislerden abdominal venlere tasimakla gorevlidirler. Bu
diizenleme sayesinde testislerde kan damarlar1 arasinda 1s1 degisimi kontrol altinda

tutulur [17].

Kremaster kasi ortam sicakligina gore kasildigi zaman testisler abdominal duvara
yaklagir fakat gevsedigi zaman ise skrotomun i¢inde agag1 yonde hareket ederler. Dartos
kaslari, ortam sicakligi diistiiglinde skrotomun biiziismesini saglayarak ortamdaki

sicakligr diizenler [25, 27].

Testisler, distan ii¢ tabakali bir kapsiil ile kusatilmistir [25]. Kapsiiliin, dis tabakasi
tunika vajinalis, orta tabakasi tunika albuginea ve i¢ tabakasi tunika vaskiiloza olarak
adlandirilir. Tunika vajinalis, dista pariyetal, icte viseral bir tabakadan olusan tek katl
mezotelyal bir katmandan olusan periton yapraklaridir. Pariyetal tabaka skrotomun ig
yiiziine tutunurken visseral tabaka ise tunika albugineaya yapisir ve boylece testislerin
skrotoma inmesi icin iki tabaka arasinda pelvis boslugu olusur. Testislerin bag doku
kapsiilii olan, sik1 bag doku yapisindaki tunika albuginea her bir testisi sarar. Kapsiiliin
en belirgin tabakasidir. Gevsek bag dokusu yapisindaki tunika vaskiiloza testislerin kan

damarlarinin bol bulundugu kapsiil olarak bilinmektedir (Sekil 3.4) [27].
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Sekil 3.4. Testisin histolojik katmanlar1 [17].
Sik1 bag dokusu yapisindaki tunika albugineanin testisin posterior yiizii boyunca
kalinlagmas1 ile mediastinum testis adi verilen yapt olusturur [25]. Mediastinum
testisten uzanan septumlar testisi yaklasik 250 testikiiler lobiile ayirmaktadir [27].
Olusan lobiiller seminifer tiibiillerin ve interstisyel hiicrelerinin etrafin1 sarmaktadir
[25]. Her bir lobiilde, yaklasik 1 ile 4 aras1 seminifer tiibiil bulunmaktadir [17]. Yaklasik
50 cm uzunlugunda ve 150 pm ¢apinda olan seminifer tiibiiller, fibroz bag doku kilift ve
belirgin bir bazal lamina ile sarili spermatogenik hiicreler ve sertoli hiicrelerinin
bulundugu cok katli germinal epitelden olusur [25, 27]. Lobiillerin ig¢erisinde bulunan
seminifer tiibiillerin arasindaki alanda ise yogun miktarda kas benzeri hiicreler, kan ve
lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicreler bulunmaktadir [24, 25]. Seminifer
tiibiiller spermatozoonlar1 iiretirken, interstisyel alanda yer alan leydig hiicreleri ise
testosteronu salgilar [26]. Seminifer tiibiillerin, tiiblil duvarlar1 kalindir ve kasilabilir

miyoid hiicrelerden, fibroblastlardan, kollajen ve elastik liflerden meydana gelirler [25].
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Tiibiller asirt kivrimlidir ve baslangigta kor ugludur. Sonlanirken liimen daralir ve
tiibiillerin mediastunuma yakin yerleri kisa ve diiz oldugundan diiz tiibiiller ya da tubuli
rekti olarak kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin
rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasina
yardimci olur. Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 duktuli efferentes

yardimut ile epididimisin bas kismina baglanir [24].

3.4.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerdeki destek hiicreleridir (Sekil 3.5) [27]. Bu hiicreler
biiyiik bir niikleusa sahiptirler. Sitoplazmasinda; bol mitokondri ve lizozom, iyi gelismis
endoplazmik retikulum ve yaygin golgi cisimcigi bulunur. Sertoli hiicreleri genis apikal
ve lateral uzantilara sahip uzun, prizmatik hiicrelerdir. Niikleus ¢ekirdekcikleri; belirgin,
oval veya licgenimsi sekillerde, sitoplazmik uzantilar ise diizensiz bir sekilde goriiliir
[25]. Bazal lamina tizerine konumlanan sertoli hiicreleri seminifer tiibiiliin liimenine
uzantilar gondermektedir [17]. Sertoli hiicreleri puberte zamanina kadar seminifer

epitelin dominant hiicreleridir ve puberteden sonra postmitotiktirler [24, 25].

Komsu sertoli hiicreleri, bazolateral yiizeyde birbirleriyle zonula okludens (siki
baglantilar) baglantis1 olustururlar. Bu siki baglantilar kan-testis bariyeri olusturarak
seminifer epiteli, bazal ve adluminal kompartman olmak iizere iki boliime ayirir [24, 25,
28]. Spermatogonyumlar, bariyer altinda kalan bazal kompartmana yerlesirler.
Spermatogenez sirasinda, spermatogenik seri hiicreleri bu baglanti noktalarindan

gecerek adluminal kompartmana ¢ikarlar.
Sertoli hiicrelerinin bir¢ok fonksiyonu vardir [17].

1) Olusmakta olan spermatogenik seri hiicrelerin korunmasinda, diizenlenmesinde ve
desteklenmesinde gorev alirlar.

2) Tiibiiller aras1 bosluk ve seminifer tiibiil liimeni arasinda koprii hiicreleridir.

3) Sertoli hiicreleri, gelisimini tamamlayamayan spermatogenik hiicreleri ve
olusumdan sonra aci8a ¢ikan atiklar1 fagosite ederler.

4) Sertoli hiicreleri spermin seminifer tiibiillerden intratestikiiler kanalllara gecisini
saglamak icin iki farkli tiirde ekzokrin (androjen baglayan protein salgisi) ve
endokrin  (inhibin)  salgilarim1  salgilamaktadir.  Ayrica  bu  salgilar

spermatogonyumdan spermatozoon geg¢isi sirasinda da ¢ok onemlidir.
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» Androjen baglayan protein salgisi, gerekli olan testosteronu seminifer
tiibiillerde yogunlastirmaktadir.

» Glikoprotein hormon olan inhibin folikiil-stimiile edici hormon (FSH)
saliniminin kontroliinde gorev almaktadir.

5) FSH ve testosteron reseptdrleri bu salgilar1 diizenlemektedirler.

6) Sira halinde bulunan sertoli hiicreleri bazolateral bolgede zonula okludens

baglantilari olusturarak kan-testis bariyerini meydana getirirler.

7) Sertoli hiicreleri Miillerian-inhibe edici faktorii salgilamaktadirlar [26].

3.4.2. Spermatogenik Seri Hiicreler

Spermatogenez, testislerde morfolojik olarak farklilasmis spermlerin yaklasik 74 giinliik
olusum siirecidir [5]. Bu silire¢ gonadotropin seviyesinin artmasi ile baslar ve hayat

boyunca devam eder.

3.4.2.1. Spermatogenez

3.4.2.1.1. Spermatogonal Faz: Spermatogonyumlarin mitoz boliinme gecirerek primer
spermatositlere farklilasacak oncii hiicreleri olusturdugu faza denilmektedir.

Bu fazda bulunan hiicreler birden fazla boliinme gergeklestirir (Sekil 3.5).

1. Tip A Koyu (Ad): Spermatogonyum hiicrelerinin niikleusu oval, ince graniil
kromatinli ve yogun bazofilik boyanmistir [25]. Bu hiicreler seminifer epitelin kok
hiicreleridir ve asimetrik boliinme gergeklestirirler. Boliinme sonucunda bir grup
Tip A spermatogonyum olustururken diger grup Tip B spermatogonyum
olustururlar [27].

2. Tip A Acik (Ap): Spermatogonyum hiicreleri oval niikleuslu, ince graniilli
kromatinli ve agik renk boyanmistir [27]. Diizenli bdliinme yaparlar ve sperm
tiretmek i¢in farklilasma siirecine gonderilirler.

3. Tip B Spermatogonyumlar: Niikleusu yuvarlak yogunlasmis kromatin yapidadir
[25]. Cekirdekgikleri merkezi yerlesimlidir [24]. Son bdliinmeleri sonrasi primer

spermatositleri olusturur [27].

3.4.2.1.2. Spermatosit Faz: Tip B spermatogonyumlarin yapmis oldugu mitoz boliinme
sonucunda primer spermatositler olusur [27].

Primer spermatositler, seminifer tiibiildeki en biiylik hiicrelerdir ve sitoplazmalarinda

biiyiikk bir niikleuslart vardir [27]. Mayoz bdliinmeye baslamadan 6nce DNA’larini
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kopyalarlar. Boylece 46 kromozoma ve 4n DNA’ya sahiptirler. Mayoz 1’in profaz
evresinde, XY kromozom c¢iftine karsilik gelen kromatin kitlesi ¢ekirdek zarina yakin
yerde yogunlasmislardir. Cesitli ¢ekirdekeik kitleleri bulunur ve homolog kromozomlari
krossing over olayina hazirlarlar. Primer spermatositler, spermatosit fazda 22 giin siiren
bir mayoz bolinme sonunda n krozoma ve haploid DNA yapisinda sekonder
spermatositleri olustururlar (Sekil 3.5) [17, 24].

Sekonder spermatositler, olusan sekonder spermatositler hemen ikinci mayoz
boliinmeyi gergeklestirirler ve bu sekilde iki haploid spermatid meydana gelir [25].
Sekonder spermatositler, ¢ok kisa siirede ikinci mayoz bdliinmeyi tamamladiklari i¢in

seminifer tiibiil liimeninde ¢ok az sayidadirlar (Sekil 3.5) [27].

Gec spermiyogenez

Spermiyogenez
baslangic

Mayoz
bélinme

interstisyel hiicreler

Sekil 3.5. Seminifer tiibiiliin bir pargasini gosteren sematik ¢izim. Seminifer epitel
spermatogenik seri hiicreleri ve setoli hiicreleri olmak tizere iki farkl: hiicre tipinden
olusur [17].

3.4.2.2. Spermiyogenez

Sekonder spermatositlerin mayoz boliinme sonucunda olusan spermatidler,
spermiyogenez sirasinda olgun sperm hiicrelerine doniisiirler ve baska bir boliinme
gerceklesmez (Sekil 3.6) [25]. Daha kiiclik boyda olan spermatidlerin erken ve geg
evreleri bulunmaktadir. Erken spermatidler, germinal epitelin derinliklerinde yuvarlak
olarak, gec spermatidlerde germinal epitelin liimene yakin boliimiinde uzun kuyruklu ve

kuyruklar1 limene uzanmig olarak goriiliir [27]. Olgun spermatidler spermiyasyon adi
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verilen bir siiregle seminifer tiiblil liimenine birakilirlar [24]. Spermiyogenez 4

basamaktan meydana gelmektedir:

1. Golgi Fazi: Spermatid sitoplazmasi, glikoproteinden zengin graniillerin
toplandig1 belirgin bir golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest
ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum tiibiilleri ile karakterizedir [17, 25]. Golgi
kompleksi, icerisinde hiyaliironidaz, ndraminidaz, asit fosfataz gibi hidrolitik enzimleri
iceren proakrozomal vezikiiller birikir. Biriken proakrozomal vezikiiller birleserek
akrozomal graniilii olustururlar. Akrozomal graniil, membran ile smirli akrozomal
vezikiiliin i¢inde yer alir. Jukstaniiklear bolgede bulunan sentriyoller, olusan akrozomun
kars1 kutbuna 90 derecelik ag1 ile yerlestikten sonra flagellar aksonem (9+2) olusmaya

baslar [25].

2. Kep Fazi: Proakrozomal vezikiiller, akrozomal keseyi olusturmak icin
birlesmeye devam ederler. Akrozomal kese spermatid ¢ekirdeginin uzamasiyla kaudal
inisi baslatir. Sapka benzeri goriinlim alir ve daralarak inen bolimii ¢ekirdek zarina

mangset halkasi ile tutunur [24].

3. Akrozom Fazi: Yogunlagan niikleusun On yarisint akrozomal vezikiiller
kaplayarak ‘akrozom’ adinmi alirlar. Akrozom igerisinde bulunan hidrolitik enzimler,
0zel bir tip lizozom olarak bilinir. Fertilizasyon sirasinda bu enzimler, korona radiyata
hiicrelerini birbirinden ayirir ve zona pellusiday asindirirlar. Bu fazda spermatidin basi
sertoli hiicrelerine tam olarak gomiiliir ve bazal laminaya dogru donerek yeni pozisyon
kazanir. Olgunlasmaya baslayan flagellum ise seminifer tiibiiliin tabanina dogru ilerler
ve aksonem liimenine uzanir. Spermatidin niikleusu yogunlasarak yassilagir ve uzar.
Cekirdek ve akrozom plazma membraninin anteriyor kismina yakin bir alana yerlesir.
Posteriyor kismi ise sitoplazmaya dogru yerlesir. Silindirik bir yap:r olan manseti
olusturmak icin sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka kenarindan spermatidin
arka kutbuna dogru uzanirlar. Cekirdege yakin olan sentriolden bir tanesi geliserek
prizmatik bir flagellum olusturur. Flagellum gelistik¢e etrafinda ince, fibriler bir kilif
olusur. Bu fibriller sayesinde flagellum ile ¢ekirdek birleserek baglanti pargasi adi
verilen bolgeyi olustururlar. Flagellum spermiumun kuyruk kismini olusturur.
Flagellumun etrafin1 ¢evrelemek isteyen plazma zar1 posteriyor yoniinde ilerler. Bu
eylemi yaparken manget kaudale go¢ ederek yok olur. Mitokondriler, flagellumun
proksimal kismi etrafinda toplanarak spermatozoonun hareketliligini saglayan sperm

kuyrugunun orta parcasi adi verilen kalinlagsmig bdlgeyi olustururlar [25].
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4. Olgunlagsma (maturasyon) Fazi: Bu son fazda flagellum ¢evresindeki rezidiiel
cisimcikler sertoli hiicreleri tarafindan yok edilerek olgun spermatozoonlar meydana
gelir. BoOylece spermatidler arasindaki sitoplazmik kopriiler ortadan kalkar ve
spermatidlerin birbirleriyle baglantilar1 kalmaz. Spermatogenezin en son basamagi olan

spermiyasyon siirecinde spermatozoonlar tiibiil liimenine salinirlar [25].

Olgunlagsmis bir sperm yaklastk 60 pum uzunlukta olup sperm basi ise 4 pm
uzunluktadir. Sperm basi yassi1 ve sivri goriinmektedir. Ayrica 3 um genislikte ve 1 um
kalinliktadir. Niikleusun 2/3’liikk anteriyor bolgesini akrozomal kese g¢evreler. Bu kese
icerisinde zona pellusiday1 gecebilmek ve yumurta hiicresine ulasabilmek i¢in gerekli
proteaz enzimleri (hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve akrozin) bulunmaktadir.
Akrozom reaksiyonu bu enzimlerin salinmasi ile baslar. Boylece sperm ylizeye penetre
olur ve fertilizasyona yardimci olur. Sperm kuyrugu 4 boéliimden olusur: 1) Boyun,
sentriyolleri ve kaba fiberlerin baslangicini saglar. 2) Orta parga, kuyrugun enerji
kaynagidir ve igerisinde bulundurdugu mitokondriyonlar sayesinde spermin hareketini
saglamaktadir. 3) Esas parca, aksonemal kompleksin disindaki fibr6z kilifi icermektedir.

4) Son par¢a ise sadece aksonemal kompleksi icerir [25].

Spermler ilk iiretildiklerinde hareketsiz hiicrelerdir. Ancak seminifer tiibiil igerisinden
epididime dogru hareketleri, kontraktil hiicrelerinin peristaltik kasilmalar1 ve sertoli
hiicrelerinin salgiladig1 siv1 sayesinde gergeklesir. Spermler seminifer tiibiilden sonra ilk
boliimii sertoli hiicrelerinden olusan diiz tiibiillere gegmektedir. Buradan mediastinum
testis igerisinde yer alan rete testis kanal agina gegmektedir. Rete testis, tek katli kiibik
epitelden olusan kanallar sistemidir. Bu kanal ag1 tek kath kiibik epitelden olusan ve
etrafinda sirkiiler diiz kas katmani olan duktuli efferentesler araciligiyla duktus
epididimise gecer. Sperm hiicreleri bir siire sonra duktus epididimisin igerisinde ileri
yonde hareket yetenigini kazanirlar ve olgunlasirlar. Olgunlagsma sirasinda sitoplazma
azalir, niikkleus DNA’s1 yogunlasir, sperm hiicrelerinin basi kiictiliir ve sperm hiicreleri
ince hale gelir. Sperm hiicreleri erkek bosaltim kanalinda birkag hafta canli kalabilirken

disi ireme sisteminde iki veya {i¢ giin canli kalabilirler [25].
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Sekil 3.6. Germ hiicrelerinin klonal 6zelligini gosteren ¢izim [17].

3.5. INTRATESTIKULER KANALLAR

Seminifer tiibiiller tubuli rekti (diiz tiibiiller) ile devam ederler. Epitelin proksimal
boliimiinii sertoli hiicreleri ddserken distal boliimiinii ise tek kath kiipik epitel
dosemektedir. Cevresinde mediastinum bag dokusu bulunan diiz tiibiiller rete testisle
devam ederler [25]. Rete Testis, damardan zengin, birbirleri ile baglantili karmasik bir
kanallar sistemidir. Mediastinum testiste bulunurlar [27]. Kanallar basit kiibik epitel ile
doselidir. Ductuli eferentes kanallar1 kiibik ve algcak prizmatik(kolumnar) epitel ile

doselidir. Epitel hiicrelerinin bir kismi silyali hiicrelerden ve bir kismida sterosilyali
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hiicrelerden olusmaktadir. Bu sebepten dolay1 diizensiz limenlere sahiptirler [25].

3.6. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM), insiilin sekresyonu yetersizliginden kaynaklanan diinyadaki en
biiylik kiiresel saglik sorunlarindandir [29, 30]. Ayrica karbonhidrat, protein ve lipid
metabolizmasindaki anormalliklerle devam eden ve yasam boyu siiren kronik ve
metabolik bir hastaliktir [29, 31]. DM, diinya niifusunun %6.1’ini etkilemektedir [32].
Diyabetin ortalama baslama yas1 42°dir [33]. Son yillarda diyabet hastaliklarinin
insidans1 oldukca yiiksek seviyelerde artmaya devam ettiginden 2030 yilina kadar 400
milyondan fazla hasta olacagi tahmin edilmektedir [8].DM’nin prevalansi ve insidansi
gelismekte olan iilkeler basta olmak iizere 6nemli dlgiide yiikselmeye devam etmektedir
[31]. Ozellikle son yillarda DM’nin morbiditesi aniden yiikselise ge¢mistir ve boylece
ciddi 6liim nedenlerinden biri haline gelmistir [34]. DM birden fazla etiyolojiye sahiptir
[29]. DM hem genetik faktorlerden hem de g¢evresel faktorlerden etkilenmektedir.
Bunlarin yani sira yasam tarzi ve immiinolojik faktorler de etkilemektedir [35]. Diyabet,
cesitli organlarda hasara, islev bozukluguna yol agmaktadir [29, 36]. DM nin belirtileri;
susama, idrar hacmi, poliiiri, polidipsi, yorgunluk, performans kaybi, goérme
bozukluklar1 ve kilo kaybidir [29]. DM’de kan-glukoz seviyelerinde ciddi bir artis
goriiliir [37]. Bu artis DM’nin en belirgin komplikasyonu olanhiperglisemidir [38].
Diyabet hastalarinda hiperglisemiye bagli komplikasyonlar genellikle aynidir, fakat
ilerleme diizeyleri farklilik gostermektedir [39]. Hipergliseminin kontrolsiiz bir sekilde
yiikselmesi diyabetik retinopati, hepatopati, nefropati ve noropatiye yol acar [40, 41].
Diyabet hiicresel diizeyde incelendiginde, pankreatik beta hiicrelerinin harabiyetiyle
birlikte ortaya ¢ikan insiilin eksikligi sonucunda olusur [38, 42, 43]. Diyabetin en
yaygin komplikasyonu olan hiperglisemiye bagli viicuttaki homeostazin bozulmasi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini ve serbest radikalleri arttirir.
Hiperglisemiye bagli bu artis oksidasyon-rediiksiyon dengesinin bozulmasina ve
hiicresel aktivitelerin yok olmasmma sebep olur [44]. Diyabette gozlenen
komplikasyonlarin bir¢gogu hiperglisemiye bagli oksidatif stresten kaynaklanmakta [45]
ve hastaligin patogenezinde de Onemli rol oynamaktadir [46]. Yapilan arastirmalara
gore ROS’un agir1 iliretimi ve antioksidan savunmalarin etkinliginin azalmasiyla
diyabette oksidatif stresin arttigi bildirilmistir [47, 48]. Hastaligin tedavi sekli, tipine,

stiresine, hastalarin  6zelliklerine ve komplikasyonlarina gore degismektedir.
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Lipoproteinler, kan basinci, kilo kontrolii, ruh sagligi ve yasam tarzi diyabet ile iligkili
komplikasyonlarda énemli rol oynar. Diyabet hastaliginin olusum ve ilerleme seyrine
gore dort tipi vardir. Bunlar Tip 1 diabetes mellitus (T1DM), Tip 2 diabetes mellitus
(T2DM), gestasyonel ve diger nedenlere bagli diabetes mellitusdur [49]. Bunlar
patofizyolojik oOzellikleri ile her ne kadar birbirine benzese de glisemik kontrolde

birbirlerinden farklilik gosterir [50].

Tip 1diabetes mellitus (T1DM); Pankreas beta hiicrelerinin yikimi sebebiyle cogunlukla
mutlak insiilin eksikliginden kaynakli olarak ortaya ¢ikan otoimmiin bir hastaliktir [49].
Bu hastalik diyabetin sadece %5 ila %]10’unu olusturur [40]. TIDM, hizla
yayginlagmasi ve prevalansi ile toplumlarda en 6nemli halk saglig1 sorunlarindandir [51,
52]. Insiilin eksikligi tiim viicut metabolizmasinda gesitli etkiler gdstermektedir [53].
T1DM, kardiyovaskiiler hastaliga, diyabetik néropatiye ve diyabetik retinopatiye neden
olmaktadir [53]. Bu hastaliklara ek olarak, TIDM hipotalamik-hipofiz-testis ekseni
tizerinde hareket ederek, erkek iireme sistemini de etkilemektedir. TIDM’1i hastalarda
testis agirliginda azalma ve spermatogenik siiregte yapisal degisikliklere yol actigi
goriilmektedir [54, 55]. Bu degisiklikler, insiilin eksikliginden kaynakli apoptik hiicre
Olimii, diisiik testosteron salinimi ve germ hiicre kaybindan meydana gelir [55].
Cocuklarda erken yaslarda goriilmekle birlikte genellikle erken yetiskinlik doneminde
ortaya cikmaktadir [36, 50]. Uluslararasi Diyabet Federasyonu'na gore, her yil
86.000'den fazla ¢ocuga T1DM teshisi konulmaktadir ve ¢ocukluk ¢aginda bu hastaligin
goriilme orani, her yil %3'ten %5'e ¢ikmaktadir [56]. TIDM’li hastalar ¢cogunlukla

insiilin tedavisi alirlar ve 6miir boyu devam ederler [50].

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM); Insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus tipi olarak
bahsedilir [13]. Diinya genelinde giderek artis gosteren T2DM, onemli bir saglik
problemi haline gelmistir [57] ve genellikle yetiskinlikte ortaya cikar. Insiilin direnci ve
beta hiicre sayisindaki azalma ile karakterizedir [36, 49]. T2DM’de siirekli olarak
insiilin sekresyonunda bir azalma goriiliir [50]. Toplam diyabet vakalarinin %90 ila
%95’ini olusturmaktadir [40, 58]. T2DM genellikle erkeklerde azalmis testosteron ve

gonadotropin seviyeleri ile birlestirilir [58].

Gestasyonel diabetes mellitus (GDM); Gebeligin ikinci veya ficlincii trimesterinde
teshis edilen diyabet tiriidiir [49, 59]. Hamile kadinlarda kan sekeri seviyesi
yiikseldiginde ortaya ¢ikar [33]. GDM, hamile kadinlarin %5 ila %6’sin etkilemektedir
[60, 61].
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Diger nedenlere bagl spesifik diyabet tiirleri; Diyabetin bu formu birden fazla problem
icerir ancak en c¢ok karsilasilan problem, beta hiicre fonksiyonundaki genetik kusurlar
ile iliskilidir ve genellikle hipergliseminin erken yasta baslamasiyla karakterizedir [33,
60]. Diger sinifi, diyabet vakalarmin %]1’den daha azini olusturur [60]. En Onemli
sebebleri monogenik diyabet sendromlari, endokrinopatiler ve ekzokrin pankreas

hastaliklar1 gibi hastaliklardir [49, 62] .

3.7. DIABETES MELLITUS ILE TESTIS ILISKIiSi

Diabetes mellitus (DM) 6nemli bir saglik sorunu olan kronik hiperglisemi ile iligkili bir
durumdur [13, 30]. Diyabetin uzun zamandir bilinen bir diger komplikasyonu erkek
tireme bozukluklaridir [30, 63]. DM morbiditesi ile infertilite arasinda dogrudan bir
iliski bulunmaktadir [34]. Ozellikle geng ve orta yash erkekler arasindaki yiiksek DM
insidansi, diyabetik erkeklerde yiiksek subfertilite prevalansi ile 6nemli dl¢giide iliskilidir
[8]. Infertilite, diyabetik erkeklerde esas olarak apoptotik hiicre oliimiiyle germ
hiicrelerinin kaybina neden olan yaygin bir komplikasyondur [55, 56]. DM,
spermatogenezin endokrin kontroliinii, iiremeyi ve ejakiilasyonu etkileyerek erkek
fertilitesini etkiler [30, 55, 64]. Infertilite prevalansindaki yiikselis, hipergliseminin
spermatogenezde bozulmalara neden olan hipotalamik hipofiz eksenini ve
spermatogenezi etkileyen hormonal degisikliklerinden kaynaklanir [13, 65, 66].Bunlara
ek olarak Shrilatha ve arkadaglarinin diyabetik testis lizerine yapmis oldugu ¢aligmada
spermde DNA hasarinin arttigin1 ve sperm sayisinda azalma oldugunu bildirilmistir
[13]. Bunlarla birlikte TI1DM, hipergliseminin etkisiyle gonadal ekseni, semen
parametrelerini de etkilemektedir [67]. Yapilan bir¢ok c¢alismada, spermatogenezin
kesintiye ugramasina sebep olan DM'nin germ hiicrelerinde apoptozu arttirdig
belirtilmistir [30, 47]. Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik rat testislerinde serum
testosteron diizeyinde bozulma, FSH ve LH diizeylerinde bozulma, leydig hiicre
sayisinda azalma ve testis dokusunda degisen derecelerde lezyonlar tespit edilmistir [13,
44, 68, 69]. Bunlara ek olarak DM’nin sertoli hiicrelerinde de apoptoza neden oldugu
belirtilmistir [8, 70]. Ayrica DM’nin testis hiicrelerinde oksidatif stresi arttirdigi
bildirilmigtir. Artan oksidatif stres ile birlikte testis hiicrelerinde reaktif oksijen
tiirlerinin agir1 iiretimi meydana gelir [30, 47]. Reaktif oksijen tiirlerindeki artis,
oksidasyon-rediiksiyon dengesinin bozulmasiyla sperm iiretiminde bozulmalara neden

olur [44, 71, 72]. Oksidatif stresin bir diger etkisi isespermin hareketliliginde azalmaya

30



ve seminifer tiibiillerin epitelinde morfolojik bozukluklara neden olmaktadir [30, 53,
73]. Bunun nedeni, spermatozoalarin, asir1 reaktif oksijen tiirleri iiretimine kars1 yeterli
antioksidan korumasi olmadigi i¢in oksidatif strese karsi hassas olmalaridir [8].
Ayrica asirt artmis reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin, sperm hareketliligi ve

fertilize edebilme yetenegi iizerine olumsuz etkileri vardir [43, 47].

3.8. HIDROKSITIROZOL

Son yillarda, akdeniz diyetinin (AD) insan sagligi tizerindeki yararli etkileri biiyilik
Olciide ilgi gormektedir. AD, genellikle tahillar, sebzeler, meyveler, kabuklu yemisler,
baklagiller, balik ve zeytinyagi gibi gidalar ile tanimlanan bir diyet tiiriidiir. AD’nin en
onemli temel tasi sliphesiz zeytinyagidir [74, 75]. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
polifenolik bilesikler, kronik hastaliklarin engellenmesine katki sagladiklar i¢cin yogun
ilgi gdérmiistiir. Hidroksitirozol (3,4-dihidroksifeniletanol, HT), zeytin ve zeytinyaginda
bulunan oOnemli polifenolik bir bilesendir [8] ve oleuropeinin hidrolizinden elde
edilmektedir [9]. Bir fenolik alkol yapisinda olan hidroksitirozol 154.16 g/mol
molekiiler agirligindadir [75-77]. CgH;0O3 kimyasal formiile sahip olan hidroksitirozol,
serbest formlarda bulunarak dokulara daha rahat niifuz etmektedir. Cogunlukla lipit
igerisinde ¢oziiniir fakat az da olsa suda da ¢oziinmektedir [78].Polifenolik yapida olan
ve sizma zetinyaginda bulunan hidroksitirozol hem in vivo hem de in vitro antioksidan,
anti-inflamatuar ve noroprotektif ozellikler ile saglik iizerine birgok faydali etkileri
belirtilmektedir [10, 79-82]. Ayrica zeytinyaginin igerisinde 30 farkli fenol
tanimlanmistir fakat antioksidan degerleri en yiiksek olanlar hidroksitirozol, tirozol ve
oleuropeindir [83]. Ancak, igerdigi bu fenolik bilesikler igerisinde hidroksitirozol en
giiclii olanidir [82]. HT nin toksik olmamas1 ve kolay formiilasyonu sebebiyle Avrupa
Gida Giivenligi Kurumu insan sagligina yararli oldugunu bildirmistir [76, 84]. Yapilan
caligmalara gore,serbest radikal tiirlerinde giiclii bir temizleyici olan HT, oksidatif strese
karst koruyucu bir etki gostermektedir [10, 81, 85]. Hidroksitrozol serbest radikalleri
dogrudan yakalayarak ya da antioksidan enzimlerle birlestirilmis bir dizi tepkime
yoluyla onlar1 parcalayarak antioksidan 6zellik gostermektedir [86]. Hidroksitirozoliin
bir diger 6nemli etkisi farkli hiicresel yollar1 aktive ederek oksidatif strese karst endojen
savunmayi1 arttirmasidir [77]. HT’ nin yiiksek antioksidan etkilere sahip oldugu ve
antioksidan enzimlerin aktivitesini ve sentezini uyardigi belirtilmektedir [87].

Hidroksitirozoliin antioksidan 06zelligi sayesinde glukoz ve lipid homeostazim
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etkiledigini ve diyabete karsi koruyabilecegi belirtilmektedir [11, 88]. HT,
kardiyoprotektif, antikanser, noroprotektif, antiinflamatuar aktiviteler dahil olmak tizere
cesitli biyolojik etkilere sahiptir [11]. Bunlarla birlikte HT oksidatif stres, inflamasyon,
hiperglisemi ve hiperlipidemiye kars1 koruyucu etkilerde gostermistir [83]. Ayrica HT,
diyabetik testikiiler hasarda oksidatif stresin sebep oldugu DNA hasarini ve apoptotik
indeksi azalttigi bildirilmis ve bunlarin yami sira, diyabetin neden oldugu
histopatolojik hasar1 diizeltmistir [8]. Insanlar iizerindeki bir¢ok yararli etkileri ve
biyolojik aktiviteleri arastirildik¢a hidroksitirosoliin yeni birgok etkisi ortaya
¢ikmaktadir [76].

OH

HO
OH

Sekil 3.7. Hidroksitirozoliin kimyasal yapis1 [89].

3.9. DIABETES MELLITUS IiLE HIDROKSITIROZOL iLiSKiSi

Insiilin sekresyonu, insiilin direnci ve pankreas B-hiicrelerinin dejenerasyonu ile
diabetes mellitus ortaya ¢ikmaktadir [30]. Diyabetin en yaygin komplikasyonu olan
hiperglisemiye bagl viicuttaki homeostazin bozulmasi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
seviyelerini ve serbest radikalleri arttirir. Hiperglisemiye bagli bu artis oksidasyon-
rediiksiyon dengesinin bozulmasina ve hiicresel aktivitelerin yok olmasina sebep olur
[44]. Ancak antioksidan Ozellige sahip polifenoller, oksidatif stresi baskilayarak
hastaligin ilerlemesini onlerler. Antioksidan bilesiklerin en dnemli kaynaklarindan biri
akdeniz diyetidin ana kaynagi sizma zeytinyagidir. Zeytinyaginin antioksidan ozellikleri
bilinmekle birlikte polifenolik bilesiklerdir ve en onemli bileseni hidroksitirozoldiir.
HT’nin antioksidan 6zelligi sayesinde diyabet gibi hastaliklarin 6nlenmesine katki
saglar [90, 91]. Ayrica HT, insiilin sekresyonunda anahtar rol oynayan kalsiyum
kanallarmi diizenler [92]. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore, saglikli bir diyet ve normal
viicut agirligimin korunmasi, DM’ nin baglamasini 6nlemek veya geciktirmek i¢in temel
bir uygulamadir [84]. HT nin testikiiler histopatolojik yapiy1 restore ettigini ve oksidatif

DNA hasarmi onemli Ol¢lide azalttigi bildirilmistir. Ayrica HT ile tedavi edilen
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diyabetik testisde sperm sayisinda ve sertoli hiicrelerinde artis, morfoloji ve
hareketliliginde ise diizelme goriilmistiir [8]. HT nin 6nemli faaliyetlerinden biri de
oksidatif strese karsi endojen savunmayi arttirmasidir [77]. Tip 1 diyabetin retina
hasarima neden oldugu bir ¢alismada, hidroksitirozoliin hasar1 yavaglattigi ve bazi
kardiyovaskiiler bulgularda da iyilestirici 6zelligi belirtilmistir. Ayrica tip 2 diyabetin
neden oldugu karbonhidrat metabolizmanin degisiminde de HT’nin yararli etkileri
gosterilmistir [32]. Hamden ve arkadaslarmin STZ ile indiiklenmis bir diyabetik
deneyde, STZ kaynakli artan bagirsak enzimlerini hidroksitirozoliin etkisiyle azaldigini

gostermislerdir [83].

3.10. TSSK6

Hiicre boliinmesi, biliylimesi, yapismasi, gocli, metabolik aktivite ve ¢evresel uyaranlara
verilen yanitlar, hiicreden hiicreye iletisim, sinyal iletimi ve apoptoz protein kinazlar
tarafindan diizenlenen siireglerdir [93]. Protein kinazlar, yaklasik 300 amino asitlik
homolog bolge ile karakterize edilen biiyiikk bir enzim ailesini olusturur [94]. Yapilan
bir¢ok ¢alismada testiste de bir dizi protein kinazin varligi ve bunlarin birgcogunun erkek
fertilitesinde 6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir [5, 95]. Testiste bulunan protien kinazlar
ise testis spesifik serin kinaz (Tssk) ailesidir. Tssk ailesi sperm farklilagsmasi,
kapasitasyonu ve dollenmesinde rol oynamaktadirlar [96]. Tssk protein ailesi testise
Ozgudiir ve germ hiicrelerinde postmiyotik olarak eksprese edilir. Bu protein ailesi,
kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinazlar siiper ailesi i¢inde yer alan 5' adenosin
monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK) ailesine aittir ve Tssk1, Tssk2, Tssk3,
Tssk4, Tssk5 ve Tssk6 olmak lizere alt1 iiyeden olusmaktadir [93, 96]. 1994 yilinda
protein kinaz ailesi lizerine arastirmalar yapan Ziemiecki ve arkadaslari bozulmus bir
primer stratejisi kullanarak Tssk1’i tanimlamiglardir ve bunun iizerinden devam ederek
ailenin diger bes iliyesini daha tanimlamigslardir. Tssk2 ve Tssk6 proteinleri sadece
spermatidlerde, Tssk1 ve Tssk4 proteinleri ise spermatogonyumlarda tespit edilmistir.
Tsské6, testise 6zgii serin kinaz protein ailesinin bir iiyesidir ve erkek germ hiicrelerinde
postmiyotik olarak eksprese edilir [12]. Tssk6, Tssk ailesindeki en kii¢lik kinazlardan
biridir [95] ve insan ile fare testislerinin spermatidlerinde bulunmaktadir [93]. Tssk6
273 amino asidi kodlayan yalnizca bir ekson ile 19p13.11 ile eslenir [73]. AMPK ailesi
iiyesi olan Tssk’larin aktive olabilmeleri i¢in kinaz bdlgesindeki T—halkasi olarak

bilinen korunmus bir tireonin kalintisinin fosforile edilmesi gerekir. Ancak Tssk6’nin
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aktive olabilmesi i¢in 0zel bir kinaza ihtiya¢ yoktur. Tssk6, T—halkasi tireonin
kalintisinin otofosforilasyonu ile aktive edilir [8, 12, 96]. Tssk6 aktive oldugunda 1s1
soku proteinleri HSP70 ve HSP9O0 ile etkilesime girerek proteazoma bagli bozulmaya
kars1 korudugu bildirilmistir [93]. Tssk6 proteini sperm DNA yogunlasmasi ve
kromatinin yeniden sekillenmesinde temel bir rol alarak spermiyogenez ve islevsel
sperm tiretimi i¢in gerekli olan histon — protamin degisimine dnemli katki saglar [S]. Bu
katkiy1r Tssk6 proteini in vitro olarak HI1, H2A, H2AX ve H3 histonlarim1 fosforile
ederek saglar [73, 93]. Ayrica H2AX’in histondan protamine ge¢isinin ve erkek
fertilitesinde Onemli oldugu gosterilmigtir. Eger ki Tssk6 geni yoksa H2AX
fosforilasyonu bloke olur ve bdylece spermatogenez tamamlanamaz [97, 98]. Tssk6
geninin downregiile edilmesiile sperm sayisinda azalma, bozulmus DNA yogunlagmast,
spermatozoa motilitesinde azalma, anormal spermiyogenez ve sperm morfolojisindeki

dejenerasyon sebebiyle erkek infertilitesi gozlenmistir [73, 93].

3.11. TSSK6 ILE TESTIS ILISKiSi

Testis dokusunda bircok protein kinaz bulunmaktadir. Yapilan arastirmalara gore
protein kinazlarin erkek fertilitesinde Onemli oldugu belirtilmistir [5, 95]. Tssk6
memelilerde yiiksek oranda korunan ve spermatogenez i¢in testise gerekli olan testise
Ozgii bir protein kinazdir [97]. Tssk6 geninin erkek farelerde susturulmasi sonrasi,
kisirliga sebep oldugu ve sperm sayisinin azaldigi, sperm hareketliliginin azaldigi,
anormal sekilli sperm yiizdesinin 6nemli dlgiide arttif1 gézlenmistir [93]. Tssk6 null
fareler, DNA yogunlasma kusurlar1 ve anormal morfoloji ve azalmis motiliteye sahip
spermleri ortaya cikarir. Tssk6, germ hiicrelerinde postmiyotik olarak eksprese edilir
[12]. Tssk6, spermiyogenez sirasinda YH2AX olusumu igin gereklidir. yH2AX
histondan protamin gecisi saglayan ve erkek infertilitesi ile baglantili bir komplekstir
[97]. Tssk6'nin sperm DNA yogunlasmasi ve kromatin yeniden sekillenmesinde temel
bir rolii vardir [5]. Tssk6 proteinlerinin fare testisinde erken ve ge¢ spermatidlerde

ekspre oldugu tespit edilmistir [99].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Kan Glukoz Ol¢iim Bulgulari

Diyabet olusturulan gruplarin kan glukoz degerleri streptozotosinuygulamasindan 48 saat
sonra glikometre cihazi ile dl¢iildii. Ol¢iim sonuglarina gore kan-glukoz degerleri 250 mg/dL
ve lstli olan ratlar diyabet olarak kabul edildi. Glikometer cihazinin 6l¢iim araligir 20-600
mg/dL olmasi nedeniyle kan-glukoz dl¢limleri high ¢ikan ratlarin sonuglart 600mg/dL olarak
kabul edildi. Deney siiresi boyunca tiim gruplarin kan-glukoz diizeylerindeki degisimSekil
4.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Gruplarin deney siiresince kan-glukoz seviyeleri. Deney sonucunda kan-glukoz
seviyelerinin analizi karsilastirildiginda; Kontrol ile HT gruplar1 arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmedi (p>0.05). STZ ile STZ+HT gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlendi (p<0.05). STZ grubu, Kontrol ve HT gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli
bir farklilik gézlemlendi (p<0.05). (a, Kontrol ve HT ye gore anlamlilig1, b ise STZ’ye gore
anlamlilig1 gosterir.)
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Deney siiresince Olciilen kan-glukoz degerleri two-wayrepeated measures ANOVA testi ile
analiz edildi. Gruplarin 3, 7, 14, 21 ve 28.glin kan-glukoz seviyeleri degerlendirildiginde;
kontrol ve HT gruplari arasinda kan glukoz seviyeleri yoniinden istatiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmedi (sirasiyla; p=0.999, p=0.999)(Sekil 4.1).AncakSTZ ve STZ+HT gruplar1 kan
glukoz seviyelerinde kontrol ve HT gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlendi (p<0.05) (Sekil 4.1). 3, 7 ve 14. giinler kan glukoz 6l¢iimlerinde STZ ve STZ+HT
gruplart arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (sirasiyla; p=0.993, p=0.955, p=0.998) (Sekil
4.1). Ancak 21 ve 28. giin dlgiimlerinde STZ ile STZ+HT gruplar1 arasinda anlamli bir fark
vardr (p<0.05) (Sekil 4.1). STZ+HT grubu 21. ve 28. giin Ol¢limlerinde, streptozotosin ile
artan kan-glukoz seviyesi, hidroksitirozol uygulanmasi ile anlamli bir sekildi diistigi

gozlendi (p<0.05) (Sekil 4.1).

4.1.2. Histopatolojik Bulgular

Testis dokusunda meydana gelen morfolojik degisimleri gdstermek amact ile
hematoksilen&eozin ve gomori trikrom boyamalari yapildi. Her iki boyamanin incelemesinde
de kontrol ve HT gruplart hiicrelerinin histolojik yapis1 ve sitoplazmasinda herhangi bir
degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.2.a, Sekil 4.2.b, Sekil 4.3.a ve Sekil 4.3.b). Ancak STZ
grubunun germinal epitelindeki hiicre sayisinda, sitoplazmik boyanma yogunluklarinda
azalma ve leydig hiicre sayisinda azalma gdzlendi. Ozellikle erken spermatitlerin nukleusunun
dejenere oldugu gozlendi (Sekil 4.2.c ve Sekil 4.3.c). Hidroksitirozol uygulanan STZ+HT
grubu hiicrelerinde sayisal azalma devam etse de hiicre niikleuslarinda go6zlenen
dejenerasyonun diizeldigi ve sitoplazmik boyanma yogunluklarinin normal oldugu goézlendi

(Sekil 4.2.d ve Sekil 4.3.d).
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Hematoksilen-Eozin

Sekil 4.2. Farkli gruplarin testis dokusunun hematoksilen&eozin boyamasi temsili
fotograflari. HT; hidroksitirozol, STZ; streptozotosin. Yesil ok; spermatogonyum hiicresi,
kirmizi ok; sertoli hiicresi, siyah ok; primer spermatosit, pembe ok; erken spermatid ve mavi
ok; ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii bliylitmesi 400x’°dir ve skala bar 20 um’dir.
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Gomori Trikrom Boyamasi

Kontrol

HT
\

Sekil 4.3. Farkli gruplarin testis dokusunun gomori trikrom boyamasi temsili fotograflari. HT;
hidroksitirozol, STZ; streptozotosin. Yesil ok; spermatogonyum hiicresi, kirmizi ok; sertoli
hiicresi, siyah ok; primer spermatosit, pembe ok; erken spermatid,ve mavi ok; ge¢ spermatid’i
gostermektedir. Goriintii biiylitmesi 400x’dir ve skala bar 20 um’dir.

4.1.3. immiinohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal olarak boyanan dokularin fotograflari Olympus Cx41 mikroskopta
AxioCam Zeiss dijital kamera ilecekildi. Image] programi kullanarak immiinohistokimyasal
boyanma yiizdeleri hesaplandi. Daha sonra elde edilen veriler GraphPad Prism 8 InStat analiz
programinda degerlendirildi. Elde edilen tiim veriler one-way ANOVA’y1 takiben Holm-
Sidak metodu kullamlarak gruplar arasi farkliliklar incelendi. Istatiksel anlamlilik diizeyi
p<0.05 kabul edilerek Tssk6 antikoru i¢in analiz yapildi.Testisde Tssk6 ekspresyonu
niikleard. Ozellikle Tssk6 ekspresyonu primer spermatositler ve sertoli hiicrelerinin
niikleuslarinda dikkat c¢ekiciydi. Kontrol ve HT gruplar1 arasinda Tssk6 ekspresyonu
yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p=0.666) (Sekil 4.4.a-d ve Sekil 4.5).
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Kontrol ve HT gruplar1 Tssk6 ekspresyonunun hiicresel dagilimi primer spermatosit ve sertoli
hiicrelerinde ¢ok yogun pozitif, erken spermatidlerde zayif pozitif ve spermatogonyum ve gec
spermatidlerde negatifti (Sekil 4.4.a-d). STZ ve STZ+HT gruplarinda Tssk6 ekspresyonu
kontrol ve HT gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azald1 (p<0.05) (Sekil 4.4.e-
h ve Sekil 4.5). STZ grubu Tssk6 ekspresyonunun hiicresel dagilimi primer spermatosit,
sertoli hiicreleri ve erken spermatidlerde zayif pozitif iken, spermatogonyum ve geg
spermatidlerde negatifti (Sekil 4.4.e). Tssk6 ekspresyonu STZ+HT grubunda, STZ grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde artti (p<0.05) ( Sekil 4.4.e ve g, Sekil 4.5).
STZ+HT grubu Tssk6 ekspresyonunun hiicresel dagilimi primer spermatosit ve sertoli
hiicrelerinde yogun pozitif, erken spermatidlerde zayif pozitif ve spermatogonyum ve gec

spermatidlerde ise negatifti (Sekil 4.4.g).
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Negatif Kontrol

Kontrol

STZ + HT

Sekil 4.4.Farkli gruplardaki Tssk6 immunohistokimyasal boyamasinin temsili fotograflari.

HT; hidroksitirozol, STZ; streptozotosin. Yesil ok; spermatogonyum hiicresi, kirmizi ok;

sertoli hiicresi, Siyah ok; primer spermatosit, pembe ok; erken spermatid, ve mavi ok; ge¢
spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiylitmesi 400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.
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Tsskb6
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immiinohistokimyasal boyanma yogunlugu %

T
STZ STZ + HT

Kontrol

Sekil 4.5. Testis dokusunda Tssk6 proteinin immiinohistokimyasal boyanma yogunlugunun
analiz grafigi.a, Kontrol ve HT ye gore anlamlilig1,b ise STZ’ye gore anlamlilig1 gosterir. HT;
hidroksitirozol, STZ; streptozotosin.

4.1.4. Western Blot Bulgular:

Tssk6 proteinin western blot bulgular1 immunohistokimya bulgulari ile benzerdi. Tssk6
protein seviyesi kontrol ve HT gruplarinda benzerdi (p>0.05) (Sekil 4.6). STZ ve STZ+HT
gruplar1 Tssk6 protein seviyesi kontrol ve HT grubuna kiyasla anlamli sekilde diistiktii
(p<0.05) (Sekil 4.6). STZ+HT grubu Tssk6 protein seviyesinde STZ grubuna kiyasla az bir
artis gézlensede bu artig anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.6). STZ+HT ve STZ gruplar1 Tssk6
protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05) (Sekil 4.6).

41



Tssk6 - <+— 30 kDa

& 1y ¥

Beta Actin s e il SERSLINGS < 45 kDa

1.5-
£
x 2l
<(§ 1.0- 3
o a gl
0
S 0.5-
a
|_

0.0- ]

1 1
Kontrol HT STZ STZ+HT

Sekil 4.6. Tssk6 protein seviyesinin Western blot analizi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterilmistir. a, Kontrol ve HT ye gore anlamlilig1 gosterir. HT; hidroksitirozol, STZ;
streptozotosin.

4.2. TARTISMA

Diabetes mellitus (DM), pankreatik B hiicre disfonksiyonuna bagli olarak yetersiz
insiilin sekresyonuna neden olan, diizensiz bir sekilde yiikselen hiperglisemi ile
karakterize yaygin kronik bozukluklardan biridir [72].Diinya ¢apinda en yaygin hastalik
olan DM, diinya niifusunun %6.1'ini etkiler [32].Diinyada yaklasik 382 milyon insan
diyabet hastasidir ve bunlarin yaklasik %]10'unu tip 1 diyabetes mellitus (T1DM)
olusturur [70].DM, testisdahil bir ¢ok organda oksidatif strese bagli olarak hasara neden
olmaktadir[36].Diabetes mellitus, anormal spermatogenez, testislerde apoptotik
degisiklikler, spermatozoa sayisinda azalmave hareket kabiliyetinde bozulma, diisiik

testosteron diizeyi, sperm sayisindaki degisiklikler ve kusurlu sperm morfolojileri
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yoluyla erkek iireme sistemi islev bozukluklarina yol acabilen kronik bir hastaliktir [70,
72]. Hidroksitirozol zeytin ve zeytinyaginda bulunan antioksidatif ve antiinflamatuar
etkinligi bilinen polifenolik bir bilesiktir [77, 81, 82]. HT'nin testikiiler histopatolojik
yapiy1 restore ettigi ve oksidatif DNA hasar1 ve apoptotik indeksi onemli Olgiide
azalttig1 gosterilmistir. HT ile tedavi edilen diyabetik ratlardasertoli hiicresi vimentin,
miyoid hiicre a-SMA ve androjen reseptorii ekspresyonunun oldukga arttig
bildirilmistir.Ayrica HT ile tedavi edilen diyabetik testisde sperm sayisinda artis,
morfoloji ve hareketliliginde ise diizelme goriilmiistir [8]. Bizde bu ¢aligmada
streptozotosin ile indiiklenmis tip 1 diyabet ratlarda antioksidatif ve antiiflamatuar
etkinligi bilinen hidroksitirozoliin, erkek fertilitesi i¢in dnemli olan Tssk6 proteini
ekspresyonu {izerine etkisini arastirdik. Hidroksitirozoliin diyabetik testiste
histopatolojik bulgular1 diizelttigi ve Tssk6 proteinin ekspresyonunu hiicresel diizeyde

artirdigin1 belirledik.

Bu c¢alismada kontrol ve HT gruplar1 kan glukoz seviyesi benzer iken, STZ ve STZ+HT
gruplarinda ciddi anlamda artmistir. Streptozotosin, memeli pankreatik beta hiicreleri
icin Ozellikle toksiktir. Beta hiicrelerine kars1 yiiksek toksisitesi nedeniyle,
streptozotosin bilimsel caligmalarda deney hayvanlarinda diyabeti indiiklemek ig¢in
kullanilmistir  [15]. Streptozotosin, pankreasin beta hiicrelerinde apoptoza baglh
langerhans adaciklarinda hiicre kiitlesini azaltmas1 nedeniyle insiilin yetersizligi ortaya
cikar ve kan glukoz seviyelerinde biiyiik bir artisa yol agar [42, 43]. Bu calismada da
streptozotosinin olumsuz etkilerinden dolayr STZ ve STZ+HT gruplarinda kan glukoz
seviyeleri artmistir. Hidroksitirozoliin STZ+HT grubunda kan glukoz seviyelerini2l. ve
28. giinlerde STZ grubuna gore disiirdiigiinii gozlemledik.Daha oOnce yapilan
calismalarda hidroksitirozol’iin diyabetik sicanlarda kan sekerini yaklasik %50 oraninda
diisiirdiigli ve endoplazmik retikulum stresini hafifleterek tiim viicudun glukoz
hemostazisini sagladigr gosterilmistir [100, 101]. Bu calismada da hidroksitirozoliin,
ozellikle 21. ve 28. giinlerde etkinliginin en iist diizeye ¢ikmasiyla STZ+HT grubunda
kan glukozunu diisiirmiis ve endoplazmik retikulum stresini hafifleterek glukoz

hemostazisini saglamis olabilir.

Bu c¢alismada hematoksilen&eozin ve gomori trikrom boyamalar1 ile yapilan
histopatolojik incelemelerde kontrol ve HT gruplar1 dokular1 ve hiicrelerinde anormal
bir degisim gozlenmedi. Ancak STZ grubunda seminifer epitel duvarinda incelme, tiim

hiicrelerin sitoplazmik boyanma yogunlugunda azalma ve 6zellikle erken spermatitlerin
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nukleuslarinda dejenerasyon dikkat cekti. Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik
rattestislerinde serum testosteron diizeyinde bozulma, FSH ve LH diizeylerinde
bozulma, leydig hiicre sayisinda azalma ve testis dokusunda degisen derecelerde
lezyonlar tespit edilmistir [13, 44, 68, 69]. Bunlara ek olarak DM’nin sertoli
hiicrelerinde de apoptoza neden oldugu bildirilmistir [8]. Bu c¢alismada da STZ
grubunda gdzlenen testis dokusundaki anormal histolojik yapi, hiicre sayilarinda azalma
streptozotosinin  testis lizerine yaptigt olumsuz etkilerden kaynakli olabilir.
Hidroksitirozol ile tedavi edilen STZ+HT grubunda ise hiicre sayilarinin arttigi,
sitoplazma yogunluklarinin normale dondiigli ve erken spermatid niikleuslarinda
gozlenen dejenerayon bolgelerinin  kayboldugu goézlendi. HT'min testikiiler
histopatolojik yapiy1 restore ettigi ve oksidatif DNA hasar1 ve apoptotik indeksi
onemli Olgiide azalttigr gosterilmistir. HT ile tedavi edilen diyabetik ratlardasertoli
hiicresi vimentin, miyoid hiicre a-SMA ve androjen reseptorii ekspresyonunun
oldukga arttig1 bildirilmistir. Ayrica HT ile tedavi edilen diyabetik testisde sperm
sayisinda artig, morfoloji ve hareketliliginde ise diizelme goriilmiistiir [8].Bu ¢aligmada
da hidroksitirozoliin STZ+HT grubunda gozlenen olumlu etkilerini, sertoli ve miyoid
hiicreleri olumlu yonde etkileyerek, testisde sperm sayisini arttirarak, anormal sperm

morfolojisi ve hareketliliginde diizelme saglayarak yapiyor olabilir.

Bu calismada Tssk6 proteinin ekspresyonu kontrol ve HT grubunda ayniydi. Ancak
diyabet olusturmak i¢in streptozotosin uygulanan STZ grubunda Tssk6 protein
ekspresyonu kontrol ve HT gruplarina goére 6nemli oranda azalmistir. Streptozotosin ile
indiiklenen diyabetik rat testislerinde serum testosteron diizeyinde bozulma, FSH ve LH
diizeylerinde bozulma, leydig hiicre sayisinda azalma ve testis dokusunda degisen
derecelerde lezyonlar tespit edilmistir [13, 44, 68, 69]. Ayrica diyabetin testis
hiicrelerinde oksidatif stresi arttirdig1 bildirilmistir. Artan oksidatif stres ile birlikte
testis hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi meydana gelir [30, 47]. Reaktif
oksijen tiirlerindeki artis, oksidasyon-rediiksiyon dengesinin bozulmasiyla sperm
tiretiminde bozulmalara neden olur [44, 71]. Bunlara ek olarak oksidatif stres spermin
hareketliliginde azalmaya ve seminifer tiibiillerin epitelinde morfolojik bozukluklara
neden olmaktadir [30, 53, 73]. Tssk6 geninin erkek farelerde susturulmasi,kisirhiga,
sperm sayisindave hareketliliginde azalmaya, anormal sekilli sperm yiizdesinde 6nemli
Olciide artiga neden olur [93]. Tssk6 null fareler, DNA yogunlasma kusurlar1 ve anormal

morfoloji ve azalmis motiliteye sahip spermleri ortaya ¢ikarir [12]. Bu ¢alismanin Tssk6
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sonuglarini yukarida verilen literatiir bilgisine gore degerlendirdigimizde, streptozotosin
testiste ya dogrudan Tssk6 protein ekspresyonunu azaltarak yada olusan diyabete bagl
ortaya ¢ikan oksidatif stresten kaynakli sperm iiretiminde bozulmalara, sperm sayisinda
ve hareketliliginde azalmaya, anormal sekilli sperm yilizdesinde onemli Ol¢lide artisa,
leydig hiicre sayisinda azalmayave testis dokusunda degisen derecelerde lezyonlara
sebep oluyor olabilir. Hidroksitirozol ile tedavi edilen STZ+HT grubu Tssk6
ekspresyonu hiicresel diizeyde STZ grubuna gore anlamli sekilde artmustir. Ozellikle
sertoli hiicreleri ve primer spermatositlerde Tssk6 protein ekspresyon artisi
gozlemlenmistir.Hidroksitirozol testikiiler histopatolojik yapiy1 restore eder ve oksidatif
DNA hasarinm1 ve apoptotik indeksi onemli Olciide azaltir. Ayrica hidroksitirozol ile
tedavi, diyabetik testisde sperm sayisinda artig, sperm morfoloji ve hareketliliginde ise
diizelme saglar [8]. Tssk6, spermiyogenez sirasinda, histondan protamin gegisi
saglayarak erkek fertilitesine katki saglayan yYH2AX olusumu saglar [97]. Tssk6'nin
sperm DNA yogunlagmasi ve kromatin yeniden sekillenmesinde temel bir rolii vardir
[5]. Sonug¢ olarak hidroksitirozol diyabetik testisteki sperm sayisinda artisi, sperm
morfoloji ve hareketliligindeki diizelmeyi oksidatif stresi azaltarak Tssk6 proteinin

ekspresyonunu artirarak yapiyor olabilir.

STZ ve STZ+HT gruplar1 arasinda Western blot bulgular1 ile immiinohistokimyasal
bulgular arasinda benzerlik gozlenmistir. Ancak immiinohistokimyasal bulgularin
sonucunda STZ+HT grubunda Tssk6 ekspresyonunda STZ’ye gore anlamli bir artis
gozlenirken western blot bulgularindaki artis anlamli degildi. Bunun nedeni de
immiinohistokimyasal bulgularda sertoli hiicreleri ve primer spermatositlerde gozlenen
Tssk6 ekspresyon yogunlugunun bulundugu bdlgenin etrafina oranlamast ile
bulunurken, western blot bulgularinda testis dokusunun dis katmanlarminda dahil
oldugu tiimiinden protein izolasyonu saglanmasi ve Tssk6 proteinin tiim doku beta
aktinine orantilanmasi istatistiksel anlamlaligin ortaya c¢ikmamasina sebep olmus

olabilir.
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5. SONUC

Bu ¢alisma ile tip 1 diabetes mellitus (T1DM) olusturulmus ratlarda hidroksitirozoliin
kan glukoz seviyesindeki diisiiriicli etkisi tekrar ortaya koyulmustur. Ayrica TIDM’de
hidroksitirozol’iin sertoli hiicreleri ve primer spermatositlerde Tssk6 ekspresyonunu
artirdi@1 gosterilmistir. Testisi oksidatif strese karsi koruyan ve testikiiler apoptozu
inhibe etmede 6nemli rol alan hidroksitirozoliin, erkek fertilitesinde dnemi son yillarda

anlasilan Tssk6 ekspresyonunu artirarak infertiliyi azaltabilecegi ongoriilmiistiir.

Zeytin ve zeytinyaginda bol bulunan hidroksitirozol’iin kan glukoz seviyesini diisiirmesi
ve sperm kalitesini etkileyen Tssk6 ekspresyonunu artirmasi, Akdeniz diyetinin bol
tilketildigi bolgelerdeki erkek diyabet hastalarinin sperm sayi, kalite ve fertilitesinin
diger bolgelere gore daha yiiksek olabilecegini diisiindiirdii. Ancak bu diisiincenin
gercekliginin ortaya koyulabilmesi i¢in bu diyeti tiikketen diyabetik erkek bireylerde
sperm analizleri yapilmasi gerekir. Dolayisiyla hidroksitrozoliin insanlarda etkinligini

kanitlayabilmek i¢in bu alanda bir¢ok klinik ¢alismaya ihtiyag vardir.
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