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OZET

Fruktoz tiketimi kaynakli metabolik sendromun c¢esitli dokularda insilin direnci
olusturmasinin yani sira inflamatuvar ve apoptotik yolaklari tetikleyerek doku hasarina
neden oldugu bilinmektedir. Calismalarda, infertil erkeklerde insilin direnci ile testosteron
dizeyi disukligu arasinda bir iliski oldugu goésterilmistir. Ancak, fruktoz tiketiminin erkek
reproduktif sistem Uzerine etkilerini gosteren galismalar sinirlidir. Yiksek fruktoz diyeti
kaynakli metabolik sendromda, inflamasyon ve apoptozis iliskisi yeterince arastirimamis
ve fruktoz tlketiminin Kan-Testis bariyeri ve insilin sinyal yolagi Gizerine etkisi bilinmedigi
saptanmistir. Bu amagla, 15 hafta siresince erkek Wistar siganlara icme suyu iginde
fruktoz (%20) verilerek metabolik sendrom modeli olusturulmustur. Bu tez calismasinda,
yluksek fruktoz diyetinin testis dokusunda inflamasyon, apoptozis, Kan-Testis Bariyer
proteinleri, insulin sinyal yolagr molekdlleri ile histolojik parametreler tizerine etkisi uygun
yéntemler kullanilarak incelenmistir. Fruktoz tiketiminin, sigan plazma glukoz, trigliserit ve
insdlin dlzeylerini artirdi§i, testis dokusunda serbest ve total testosteron duzeylerini
azalttigr saptanmistir. inflamatuvar molekiillerden olan TNFa ve IL-18 dizeylerinin fruktoz
tiketen sicanlarin testis dokusunda yukseldigi bulunmustur. Ayrica, yuksek fruktoz
diyetinin insdlin sinyal yolaginda yer alan IRS-1, IRS-2, PI3K ve mTOR molekiillerinin
mRNA ve protein ekspresyonlarini azaltti§i saptanmistir. ilaveten, IR, p-Akt, eNOS, p-
eNOS ve SIRT1 protein dizeyleri ile p-Akt/Akt ve p-eNOS/eNOS oranin da azaldigi
bulunmustur. Kan-Testis Bariyerinde yer alan claudinll ve N-cadherin protein
dizeylerinin de fruktoz diyeti sonucu azaldigi belirlenmistir. Fruktoz tiketiminin anti-
apoptotik Bcl-2 mMRNA ve protein dizeyini baskiladigi da saptanmistir.
immunohistokimyasal calismalarda yiiksek fruktoz tiiketiminin spermatogonia p53 ve
caspase8 duzeylerini azalttigi goésterilmistir. Ayrica, Hematoksilen-Eozin boyama ile
yuksek fruktozla beslenen hayvanlarda testikiiler dejenerasyon olustugu gézlemlenmistir.
Sonug olarak, yuksek fruktoz tiketimine bagh olarak testis dokusunda inflamasyonun ve
apoptozisin tetiklendigi; Kan-Testis Bariyeri ve insilin sinyal yoladi proteinlerinin
baskilandigi goértlmektedir. Bulgularimiz, ylksek fruktoz tiketiminin testosteron
dizeylerinin azalmasi ve Kan-Testis Bariyer butunliginin bozulmasina bagl infertiliteye
yol acabilecedi dusundirmektedir. Bu tez calismasinda, fruktoz tiketiminin testikiler
inflamatuvar, apoptozis ve insulin sinyal yolagdi Gzerine etkileri ilk kez aydinlatiimistir.
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ABSTRACT

Fructose consumption-induced metabolic syndrome leads to insulin resistance in various
tissues as well as causing tissue damage due to triggering inflammatory and apoptotic
pathways. Studies showed that there was a relationship between insulin resistance and
low testosterone levels in infertile men. However, effect of high-fructose consumption on
the male reproductive system has been insufficiently documented. The relationship
between inflammation and apoptosis has not been sufficiently investigated in high fructose
diet-induced metabolic syndrome as well as Blood-Testis Barrier proteins and insulin
signaling pathway. Therefore, a metabolic syndrome model was produced by giving
fructose to the rats as 20% solution in drinking water for 15 weeks. In this thesis, the
effects of high-fructose diet on metabolic parameters, testicular inflammatory, apoptotic
factors, insulin signaling pathway, Blood-Testis Barrier proteins and histological changes
were investigated by using suitable methods. Fructose consumption increased rat plasma
glucose, triglyceride and insulin levels, whereas free and total testosterone levels were
significantly reduced in testicular tissue of the rats. Inflammatory molecules such as TNFa
and IL-1B levels were increased in testicular tissue of fructose-treated rats. This dietary
intervention decreased insulin signaling molecules including IRS-1, IRS-2, PI3K and
MTOR mMRNA expressions and protein levels in testicular samples of rats. In addition, IR,
p-Akt, eNOS, p-eNOS and SIRT1 protein levels as well as p-Akt/Akt and p-eNOS/eNOS
ratios were decrease in testicular tissue of fructose-treated rats. Also, It was determined
that claudinll and N-cadherin levels of Blood-Testis Barrier proteins were decreased with
fructose diet. Moreover, dietary fructose suppressed anti-apoptotic Bcl-2 mRNA and
protein expressions. In immunohistochemical staining, high fructose consumption was
shown to reduce spermatogonial p53 and caspase8 levels. Hematoxylin-Eosin staining
showed that testicular degeneration was occurred in the rats due to intake of high-fructose
diet. Consequently, high fructose consumption caused inflammation and apoptosis as well
as suppressed Blood-Testis Barrier and insulin signaling pathway proteins in testicular
tissue of rat. Thus, for the first time, this study explored the effects of fructose
consumption on testicular inflammatory, apoptotic and insulin signaling pathways.
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1. GIRIS

Sofralarda kullaniimak Uzere seker dretiminin  baslamasi 18. yuzyila
dayanmaktadir. Gunumuzde gazl igecek, meyve suyu ve tatl yiyecekler gibi
birgcok Urlinde duslk maliyet, 6zgun tadi maskelememesi, stabilite sorununun az
olmasi ve raf dmrinU uzatmasi gibi avantajlari nedeniyle fruktoz, rafine sekerin
yerine kullaniimaktadir [1]. Son yillarda yapilan calismalar gunlik enerji
ihtiyacimizin kaynagi olarak seker tuketimi toplumdan topluma degismekle birlikte
yaklasik %7-20 oraninda oldugunu gdstermektedir [2]. insan ve deney
hayvanlarinda yapilan birgok ¢calisma, diyet icinde alinan yuksek fruktozun; plazma
glukoz, insllin ve lipit dizey artisinin yani sira gesitli dokularda reaktif oksijen
turleri, inflamasyon, apoptozis ve insulin direnci artigi ile karaciger yaglanmasi, Tip

2 diyabet, obezite ve metabolik sendroma yol acgtigini gostermektedir [3].

Metabolik sendrom insulin direnci, abdominal yaglanma, hipertansiyon ve
hipertrigliseridemi ile karakterize kardiyovaskuler, diyabetik ve inflamatuvar risk
faktorlerinin birlestigi klinik bir tablodur. Yeterli fiziksel aktivitenin yapilmamasi,
yuksek karbonhidratli ve sekerli diyet ile beslenme metabolik sendrom ve
obezitenin en 6nemli tetikleyicileri arasinda oldugu bilinmektedir [4]. Son yirmi
yilda yapilan galismalarda metabolik sendrom ve obezite gorulme sikhginin gun
gectikge arttigi gorulmektedir. Son yillardaki calismalara gore Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) yetigkin nifuzundaki metabolik sendrom goértlme sikliginin %34,7
oldugu bilinmektedir [5]. Ulkemizde ise 20-83 yas arasi yetiskinlerde bu oranin
%36,6 oldugu saptanmistir [6]. Ayrica, Ulkemizde 2020 yilinda yapilan bir
calismada, 35-70 yas araligindaki bireylerde metabolik sendrom goérilme sikhginin
%49.4 oldugu rapor edilmigtir [7]. Ayrica, obezite gorulme sikhdinin ABD’de
%42,4, ulkemizde ise 2016 yili verilerine gére %32,1 oldugu bilinmektedir [8, 9].
Dunya Obezite Federasyonu 2020 raporuna goére, Turkiye'deki yetiskinlerde
obezite gorulme sikhdinin 2025 yilinda %40,5 olabilecegi ongorulmektedir [10].
Artan metabolik sendrom ve obezite sikligi, ilerleyen yillarda insan saghgi icin

daha buyuk sorunlara neden olacagini dustndirmektedir.
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Gunumuzde yapilan calismalar Tip 2 diyabet, obezite ve metabolik sendrom gibi
hastaliklarin erkeklerde testosteron duzeyi azalmasi ile birlikte seyrettigini
gOstermektedir [11-13]. Plazma testosteron duzeyinin duagsuklugu, metabolik
sendrom belirtecleri olan hiperglisemi, dislipidemi, insulin direnci ve inflamasyon
gibi metabolik bozukluklarla birlikte gorulmektedir [14, 15]. infertil erkeklerde de
yapilan arastirmalarda testosteron duzeyinin azalmasi ile insulin direnci arasinda
bir iliski oldugu saptanmistir [16-19]. Bu c¢alismalar plazma testosteron duzeyi
azalmasinin metabolik sendrom belirteci olabilecegini dusundirmektedir. Bu
sebeple fruktoz kaynakli metabolik sendromun erkek reproduiktif sistem Uzerine
etkileri arastirimaktadir. Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalar yuksek fruktoz
tuketiminin plazma, adipoz doku ve testikuler testosteron dizeyinin azalmasina
neden oldugunu gostermektedir [20-22]. Plazma testosteron dizeyinin
baskilanmasinin testiste oksidatif stresi artirarak apoptozisi tetikledigi bilinmektedir
[23, 24]. Bu sebeple, fruktoz tiketiminin neden oldugu testosteron dizeyinin
baskilanmasinin, testikuler oksidatif stresi artirarak apoptotik yolaklari aktive
edebilecegi dusunulmektedir. Fruktoz tuketimin testikiler apoptozis Uzerine
etkilerinin incelendigi bir calismada; icme suyu icinde ylksek fruktoz tiuketen
insulin direnci gelismis hayvan seminifer tubullerinde apoptotik hiicre sayisinin
arttig1 tespit edilmigtir [25]. Ancak, fruktoz tuketimi sonucu artan testikiler

apoptozisin mekanizmalari aydinlatilamamistir.

Spermatojenik hucreleri bagisiklik sisteminden ve dis etmenlerden koruyan yapi
Kan-Testis Bariyedir (KTB) ve butunlugunun bozulmasinin infertiliteye neden
oldugu bilinmektedir [26, 27]. Ayrica, diyet icinde fruktoz aliminin oksijen
radikallerini artirmasinin yani sira, induklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS), timor
nekrozis faktor alfa (TNFa) ve interldkin-1beta (IL-1B) gibi inflamatuvar sitokinleri
tetikleyerek vicutta gesitli dokularda inflamasyona neden olmaktadir [28-30].
Fruktoz tuketiminin testikller doku Uzerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismalarda,
fruktoz diyetinin testikller oksidatif stresi artirdigi gosterilmistir [31, 32].
Laboratuvarimizda yaptigimiz calismada, icme suyu icinde fruktoz tiketiminin
testiktler inflamatuvar sitokinleri uyararak testiktler inflamasyon ve dejenerasyona
neden oldugu saptanmigstir [21]. Diger bir calismamizda, fruktoz tuketiminin
testikller anti-apoptotik B-hlicre lenfoma (Bcl)-2 proteinini baskiladigi; apoptotik

caspased duzeyinde artis egilimi gosterse de kontrole kiyasla anlamli olmadigi
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tespit edilmistir [33]. Ayrica, yapilan calismalarda testikiler inflamasyon ve
apoptozis artisinin; testosteron duzeyini baskiladigi ve KTB butinlugunu bozarak
sperm parametreleri Uzerine olumsuz etkiler gosterdigi bildiriimektedir [34-36].
Literatirde fruktoz diyetinin KTB Uzerine etkisinin incelendigi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu veriler, fruktoz diyeti sonucu testikiler oksidatif stres,
inflamasyon ve apoptozis artisinin; KTB’nin yapisini olusturan proteinleri
baskilayarak infertiliteye neden olabilecegini dusundirmektedir. Yapilan histolojik
incelemelerde icme suyu veya diyette alinan yuksek fruktozun; Sertoli hicre
dejenerasyonu, germ hulcre kaybi, seminifer tubllde yapisal bozukluklar ve
anormal tubul sayisinda artisa neden oldugu bildirilmistir [25, 37, 38]. Ayrica, icme
suyu icinde yuksek fruktoz tuketiminin; sperm sayi ve konsantrasyonlarinin yani
sira haraketli sperm miktarini da azalttidi bilinmektedir [39]. Fruktoz tuketimi
sonucu bozulan sperm parametreleri, KTB butinlaginin bozulmasi kaynakli
olabilir. Bu sebeple fruktoz tiketiminin KTB proteinleri Gzerine etkilerinin

incelenmesi gerekmektedir.

insilin, glukozun hiicre icine alinmasinin yani sira gesitli fizyolojik etkileri olan
anabolik bir hormondur. Bu etkileri, hUcre membraninda bulunan insulin reseptoru
(IR), insulin reseptdr substrati-1 (IRS-1) ve insulin reseptor substrati-2 (IRS-2);
hicre iginde bulunan 3-fosfatidilinozitol bagiml protein kinaz (PI3K) ve protein
kinaz B (Akt) proteinleri aracihgiyla gergeklestirmektedir. Testikuler dokudaki ¢ogu
hicrede lokalize olan insulin sinyal proteinleri gonadlarin gelismesi, Sertoli hicre
sayl ve buyuklugunu duzenlemesinde onemli gorevler almaktadirlar [40-42].
Yapilan ¢alismada, IRS-2 geni silinmis hayvanlarda testis agirligi, seminifer epitel
boy ve ¢apinin yani sira Sertoli ve spermatosit hiicre miktarlarinda anlamli bir
azalmanin oldugu gésteriimistir [42]. insilin tarafindan uyarilan PI3K ve Akt
proteinlerinin, endotelyal nitrik oksit sentazi (eNOS) aktive ettigi bilinmektedir.
Ayrica, insulin direnci ile eNOS ekspresyon baskilanmasinin iligkili olabilecegi ileri
surimustir [43, 44]. insan ve deney hayvanlarinda yapilan calismalar eNOS’un
germ, Leydig, Sertoli ve endotel hicrelerinde eksprese edildigini gostermektedir
[45, 46]. eNOS'un testikller mikrosirkilasyonun diizenlenmesinde, spermatogenez
ve sperm olgunlagsmasinda fonksiyonel rol oynadigi bilinmektedir [47, 48]. Ayrica,
N-cadherin gibi ¢esitli KTB proteinlerinin dizenlenmesinde, eNOS’un iliskili oldugu

bilinmektedir [49]. Ancak, fruktoz kaynakli metabolik sendrom gelisen hayvanlarda
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testikuler inflamasyonun insilin sinyal yolagi ve eNOS’u baskilayabilecegdi; bunun
sonucunca KTB budatunluguntu saglayan protein duzeylerini azaltabilecegini
gbsteren galisma bulunmamaktadir. insilinin tetikledigi PI3K-Akt yolagi tarafindan
uyarilabilen rapamisin protein kompleksinin memeli hedefinin (MTOR) hicre
proliferasyonu, bluyumesi, farklilagsmasi ve apoptozisini diizenlenmesinin yani sira
spermatogenez ve KTB’nin dizenlenmesinde roli oldugu bilinmektedir [50, 51].
Klinik ¢alismalar, rapamisin tarafindan inhibe edilen mTOR’un infertiliteye neden
oldugunu gdstermektedir [52]. Seminifer tubulde bulunan Sertoli hcreler,
spermatojenik germ hlcre gelisimini destekleyen ve siki baglanti proteinleri
sayesinde KTB'nin ana bilesenlerini olusturan organizmadaki somatik hlcrelerden
biridir. Sertoli hicre proliferasyonu ana sinyal iletim yolagini PI3K, Akt ve mTOR
proteinleri olusturmaktadir [53]. Ayrica, KTB proteinleri occludin ve claudinll
dizenlenmesinde mTOR’un goérevli oldugunu goésterilmistir [54, 55]. Calismalar
saglikli spermlerin olusmasi, KTB butinlGgunun korunmasi ve spermatogenezin
surdurulebilmesi igin insulin tarafindan uyarilabilen PI3K, Akt ve mTOR sinyal
yolaginin 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu sebeple fruktoz kaynakli testosteron
dizeyindeki azalma ve olasi infertilite iligkisi; testikiler dokudaki insulin sinyal
yolagi proteinlerinin arastirilmasiyla mamkun olacaktir. Laboratuvarimizda fruktoz
tuketiminin  hepatik insulin sinyal yolagindan ir, irs-1 ve irs-2 mRNA
ekspresyonlarinin yani sira IRS-1, IRS-2, p-Akt ve p-eNOS protein dizeylerini
baskilayarak insulin direncine neden oldugu gdsterilmistir. Ayrica, ayni ¢alismada
fruktoz tlketiminin adipoz doku irs-1, irs-2 ve enos mMRNA dizeylerini de
baskiladigi gosterilmistir [56]. Fruktoz diyetinin renal insilin sinyal yolag Uzerine
etkisini calistigimiz c¢alismada ise, fruktoz tlketiminin renal irs-1 mMRNA
ekspresyonunun yani sira IRS-1, Akt ve eNOS protein dizeylerini baskilayarak
insulin direncine neden oldugunu gosterilmistir [57]. Bu bulgular, yiksek fruktoz
tuketimi kaynakli metabolik sendromda, testikuler inflamatuvar ve apoptozisin
artacagl, gelisen testikuler insulin direnciyle birlikte KTB butGnlugunin

bozulabilecegine igaret etmektedir.

Bu tez galismasinin amaci, yuksek fruktoz diyetinin testis dokusunda insulin sinyal
yolagi, inflamasyon, apoptozis, KTB proteinleri ve histolojik degisiklikler Gzerine
etkilerini ve bu parametreler arasindaki iliskileri arastirmaktir. Son yillarda

metabolik sendrom ve obezitede ciddi bir halk saghgi sorunu haline gelen



infertiliteye yonelik mekanizmalarinin aydinlatiimasi toplum sagli§i icin oldukca
onemlidir. Bu sebeple, diyet icinde fazla fruktoz tiketiminin erkek Greme sistemi
Uzerine etkilerinin incelenmesi infertilite nedenlerinin anlagiimasi agisindan dnemli

olacaktir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Metabolik Sendrom ve Tani Kriterleri

ilk kez 1988 yilinda Reaven tarafindan tanimlanan metabolik sendrom; insulin
direnci, abdominal yaglanma, hipertansiyon, HDL kolesterol dusuklugu, aghk kan
glukoz ve trigliserit duzeyi artisiyla karakterize kardiyovaskuler, diyabetik ve
inflamatuvar risk faktorlerinin birlestigi klinik bir tablodur [58, 59]. Hareketsiz yasam
tarzi, dengesiz ve asiri beslenme insulin direncini asikar hale getirerek, metabolik
sendroma yol acabilmektedir. Gegtigimiz ylzyilin sonlarinda, gelismis ve
gelismekte olan ulkelerdeki metabolik sendrom sikhgindaki artis ile hazir gida ve
mesrubatlarda kullanilan fruktoz arasinda bir paralellik oldugu go6zlemlenmistir
[60]. Obezite, diyabet ve kardiyovaskuler bozukluklar ile iligkilendirilen metabolik
sendromda, klinik agidan riskli bireylerin belirlenmesi amaciyla Dinya Saglk
Orgltl (DSO; WHO) tarafindan ilk olarak tani kriterleri ortaya konulmustur [61].
Sonralari, Avrupa insiilin Direnci Calisma Grubu (AIDCG (EGIR), European Group
for Study of Insulin Resistance; [62], Amerikan Ulusal Kolesterol Egitim Programi-
Yetiskin Tedavi Paneli 1ll (AKEP ATP-Ill; [63] ve Turkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi (TEMD; [64] gibi organizasyonlar kendi tani kriterlerini
yayinlamiglardir. Ortak tani kriterleri koymak amaciyla 2009'da yapilan saglk
otoriteleri toplantisinda: kan glukoz ve trigliserit dizeyi, bel c¢evresi ve kan
basincinin limitlerin Gzerinde artmasinin yani sira, HDL duzeyi azalmasinin
metabolik sendrom ortak tani kriterleri olarak belirlenmesi kararlastiriimistir [58].

Metabolik sendrom ortak tani kriterleri Cizelge 2.1’de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Metabolik sendrom tani kriterleri

DSO 1998
(WHO)

AIDGG 1999
(EGIR)

AKEP 2005
ATP-1I

Ortak Tanim

TEMD (2005) 2009

Bozulmus glukoz

toleransi, Tip 2 Diyabet,

Diabetes mellitus veya

Zorunlu instilin direnci veya insulin direnci veya
Kriterl bozulmus aglik glukoz hiperinsilinemi bozulmus glukoz
riterler veya azalmig insulin P 9
N toleransi
duyarlihgi
Diger o I R o R
kriterler +herhangi 2 kriter +herhangi 2 kriter +herhangi 2 kriter +herhangi 3 kriter +herhangi 3 kriter
Bel-kalca orani Bel . Bel gevresi Bel . Bel cevresi
Vicut Erkek >0.90 €' gevresi Erkek =2 94 cm el cevresl Erkek = 90-94 cm
Adirhis Kadin >0.85 Erkek = 94 cm Kadin = 80 cm Erkek = 102 cm (etnisiteye gore)
giriigl ) 5 Kadin = 80 cm B 2 Kadin = 88 cm
VKI >30kg/m veya VKI > 30kg/m Kadin = 80cm
o Trigliserit = 150mg/dI Trigliserit = 150 mg/d| Trigliserit 2 150mg/dl 1) Trigliserit = 150 mg/dl Trigliserit = 150mg/d|
Lipit velveya velveva ve/veya velveya
Diizeyi HDL<35 (erkek) HDL<)I/39 HDL< 40 (erkek) HDL< 40 (erkek)
HDL<39 (kadin) HDL< 50 (kadin) ~ 2) HDL< 40 (erkek) HDL< 50 (kadin)
HDL< 50 (kadin)
Tansiyon 2140/90 mmHg 2140/90 mmHg >130/85 mmHg 2130/85 mmHg >130/85 mmHg
. 2 135mg/dI . = 100mg/d| S
Glukoz Zorunlu kritere bakiniz (diyabet yok) Zorunlu kritere bakiniz (diyabet dahil) 2100 mg/d|

DSO (WHO): Diinya Saglk Orgiti

AIDCG (EGIR) Avrupa insiilin Direnci Calisma Grubu

TEMD: Turkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi

AKEP ATP-IIIl: Amerikan Ulusal Kolesterol Egitim Programi-Yetiskin Tedavi Paneli Il

Gunumuzde gelismis ve gelismekte olan ulkelerin en 6nemli saglik sorunlari
arasinda yer alan obezite ve diyabet, metabolik sendromu tetikleyen nedenlerin
basinda gelmektedir [65]. DSO, Avrupa'daki yetiskinlerde gériilen Tip Il diyabet
vakalarinin %80'i, iskemik kalp hastaliklarinin %35'i ve hipertansiyonun %55'inden
obezitenin sorumlu oldugunu bildirmistir [66]. Ayrica, DSO’niin 2016 yilindaki
raporuna gore 1,9 milyar yetigkinin Viicut Kitle indeksi (VKI) >25 kg/m? olarak fazla
kilolu, 650 milyon yetigkinin ise obez (VKi>30 kg/m?) oldugu bildirilmistir [67]. Son
yillarda yapilan bir calismada, yetiskinlerde obezite prevalansinin 2000’den bu
yana 1,5 kat arttigi belirtiimistir [68]. ABD’de 2003-2012 yillari arasi yetigkin
2015-2016 yillar

bireylerde obezite dagiliminin %35 oldugu saptanirken;
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arasindaki yapilan calismada %39,8’e ciktigi belirtiimigtir [69, 70]. Ayrica son
yillarda yapilan c¢alismalarda ABD’deki vyetiskin bireylerde obezite oraninin
%42,4’e yukseldigi bildirilmistir [9]. Satman ve ekibi tarafindan yapilan Turkiye
Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans
(TURDEP)-I galismasi sonucunda 1997-1998 yillari arasi obezite prevalansinin
%22,3 oldugu saptanmistir [71]. Calhisma (TURDEP-II) 2010 yilinda ayni
merkezlerde tekrarlanmis ve yapilan g¢alisma sonucunda toplumda (20 yas ustu)
obezite gorilme sikhiginin  %31,2'e yikseldigi gosterilmistir. ki calisma
kargilastiginda, artan obezite sikhginin Turkiye'deki bireyler i¢in blyuk bir tehlike
olusturacagi 6ngorilmistir [72]. Ayrica, DSO'niin 2016 yili raporuna gore
tlkemizdeki 18 yas Ustu obezite gorulme sikliginin %32,1 oldugu bildirilmigtir [8].
Dunya Obezite Federasyonu 2020 yili raporunda ise Ulkemiz yetiskinlerinde

obezite gorulme sikliginin 2025 yilinda %40,5 olabilecedi ileri surdimustur [10].

Uluslararasi Diyabet Federasyonun (IDF) 2019'da yayinladiklari atlasa gore
kUresel diyabet prevalansinin %9,3 oldugu bildirilmistir. Eldeki veriler ile yapilan
projeksiyon sonucu, dunyada diyabet prevalansinin, 2030 yilinda %10,2'e ve 2045
yilinda ise %10,9'a yiikselmesi 6ngdrilmektedir [73]. ilgingtir ki, kirsal bélgelerde
yasayan ve ekonomik duzeyi duguk Ulkelerdeki diyabet prevalansi, kentsel nuflisa
ve gelismis ekonomiye sahip uUlkelere kiyasla daha dusuktur. Atlasa gore
Avrupa'da %38,9 olan yetiskin (20-79 yas arasi) diyabet prevalansinin, Turkiye'de
(6,6 milyon kisi) %12 ile boélgedeki en yuksek oran oldugu bildirilmigtir [73]. Satman
ve ekibi Turkiye’de 1997-1998 yillari arasi yaptigi TURDEP-| ¢alismasinda, 20-79
yas araligindaki erigkinlerde diyabet prevalansini %7,2 olarak saptamiglardir [71].
Ulkemizde 2004-2005 vyillari arasinda yapilan baska bir calismada ise, 35 yas ve
Uzeri bireylerdeki diyabet prevalansinin %11,3 oldugu bildirilmigtir [74]. Ayrica,
TURDEP-II calismasina gore 2010 yilinda Turkiye'deki diyabet prevalansinin
%13,7’e yukseldigi gOsterilmigtir. Turkiye'de 12 vyl kapsayan TURDEP-II
calismasi, ulkemizde %40 artan obezite prevalansinin, %90 artan diyabet oraniyla

eslik ettigini gdstermesi acisindan énemlidir [72].

Amerika Birlegsik Devletlerde (ABD) 20. yuzyilin sonlarinda yetiskin bireylerde
metabolik sendrom prevalansinin %24 oraninda oldugu tespit edilmigtir [75].

ABD’de 2015 yilinda yapilan baska bir ¢galismada, yetigkinlerde bu oranin %33’e
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yukseldigi rapor edilmistir [76]. Son yillarda yapilan diger bir calismada ise,
ABD’de metabolik sendrom prevalansinin yetiskinlerde %34,7 oldugu bildirilmistir
[5]. Sonuglar metabolik sendrom gorulme sikhiginin giderek arttigini
g6stermektedir. Ulkemizde Kozan ve arkadaslarinin 2007 yilinda vyapilan
Metabolik Sendrom arastirmasinda AKEP ATP-IIl kriterlerine gore yetiskin
bireylerde (20-90 yas arasi) metabolik sendrom prevalansinin %33,9 oldugu
bildirilmistir. ilgingtir ki, erkeklerdeki metabolik sendrom prevalansinin kadinlara
gbre daha dusuk oldugu saptanmistir [77]. Turkiye Endokrinoloji ve Metabolizma
Derneginin 2009 yilindaki verilerine goére Turkiye'de eriskinlerde metabolik
sendrom goralme sikliginin %22 oldugu raporlanmigtir. Ayrica, prevalansin yas ile
birlikte arttigi; 20-29 yas gurubunda bu oran % 6,7 iken, 60-69 yas gurubunda %
43.5 oldugu bildirilmistir [64]. Ulkemizde 2013 yilinda 20-83 yaslari arasi
yetiskinlerde yapilan diger bir galismada ise metabolik sendrom prevanlasinin IDF
kriterlerine gore %44, AKEP ATP-Ill kriterlerine goére ise %36,6 oldugu rapor
edilmistir [6]. Ulkemizde 2020 yilinda yapilan kapsamli bir galismada ise 35-70
yaslari arasi yetigkinlerde metabolik sendrom goérilme sikhdinin %49,4 oldugu
bildirilmistir [7].

2.2. Metabolik Sendroma Neden Olan Faktorler

Son yillarda artan metabolik sendromun nedenleri arasinda, ekonomik olarak
kalkinmig ve sehirlesmis toplumlardaki hareketsiz yasam ile birlikte degisen
beslenme aligkanliklari, yasam tarzi ve c¢evresel faktorler sayilabilir [78].
Gunumuzde o6nemli saglik sorunu sayilan obezitenin, metabolik sendrom,
kardiyovaskuler hastaliklar ve Tip 2 diyabet ile dogrudan iligkili oldugu
dusundlmektedir [79]. Metabolik sendrom ile kilo artisi arasindaki iliskinin
incelendigi bir calismada; obez bireylerde metabolik sendrom goérilme sikhiginin
normal vucut agirhdr olan bireylere kiyasla bes kat fazla oldugu bildirilmistir [4].
Obezitenin nedenleri arasinda yuksek karbonhidrath ve sekerli diyet ile beslenme,
yeterli fiziksel aktivitenin yapilmamasi, yaslanma, genetik faktorler, stres,
kentlesme, sosyoekonomik unsurlar, egitim seviyesi, tutun kullanimi, zarar

madde ve alkol kullanim gibi etmenler gosteriimektedir [4, 79].
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Karbonhidrat, tatlandirici ve doymus yadlarla zenginlestiriimis Bati tarzi diyetinin
(fast food) yayginlasmasinin bir sonucu olarak, dinya c¢apinda sismanlik
prevalansi 1980 ile 2014 arasinda neredeyse ikiye katlanmigtir [80]. Dinya
genelinde son otuz yilda, yuksek fruktoz iceren misir gsurubu kullaniminin
mesrubat ve tatlandirilmis hazir gidalar iginde artmasi sonucu fruktoz, fast food
diyetiyle beslenen bireylerin ana enerji kaynaklarindan biri haline gelmistir [79, 81].
Son yillarda insan ve deney hayvanlarinda yapilan bir¢gok ¢alisma, diyet iginde
alinan fazla fruktozun glukoz, insulin ve lipit duzeylerini artirarak visseral ve
karaciger yaglanmasinin yani sira, kardiyovaskuler bozukluklar, Tip 2 diyabet ve

obeziteye yol actigini gostermektedir [79, 81].

Yapilan calismalar fast food tarzi beslenmenin; metabolik sendromun temel
belirtecleri olan obezite, insllin direnci, dislipidemi ve hipertansiyon gelisiminde
onemli rol oynadidi bilinmektedir [82]. Son yillarda Cin'de fast food tiketimi ile
obezite ve hipertansiyon prevalansi arasindaki iligkiyi inceleyen bir ¢alisma, hazir
gida tuketimindeki artisa bagll olarak 7-16 yas arasindaki cocuklardaki obezite
oraninin %11,1 (erkeklerde %15,2; kizlarda %6,9); hipertansiyon oraninin ise
%9a ulastigini gostermektedir [83]. Fast food tarzi beslenmenin miktara bagh
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, yUksek fast food tuketiminin diger gruplara
gbre daha fazla serum trigliserit dizeyini artirdigi belirtilmistir. Ayrica, fast food
tiketiminin miktari arttikgca metabolik sendrom goérilme riskinin de miktarla orantili
bir sekilde arttigi gosterilmistir [84]. Fiziksel aktivite ile metabolik sendrom
prevalansi arasindaki iligkinin incelendigi kapsamli bir c¢alismada; fiziksel
aktivitenin metabolik sendrom olusumunu azaltmada olumlu bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir [85]. Metabolik sendrom nedenlerinden biri sayilan hareketsiz
yasam tarzinin adelosan donemdeki gencler Uzerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada; fiziksel aktivesi yuksek olan gengler ile santral obezite, trigliserit dizeyi
ve kan basinci gibi metabolik sendrom bilesenleri arasinda negatif korelasyon
olustugu saptanmistir. Arastiricilar, fiziksel aktivite ile azalan obezite, trigliserit
dizeyi ve kan basincinin; metabolik sendroma karsi gugli bir koruyucu faktor
olabilecegini ileri surmuslerdir [86]. Metabolik sendromlu postmenopozal
kadinlarda egzersizin glukoz homeostazi Uzerine etkilerinin incelendigi bir
¢alismada; haftanin belirli ginlerinde egzersiz yapmanin aglik kan sekeri ve insulin

dizeyini azalttigi gosterilmistir [87].
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Diyet icine seker ilavesi ile kan lipit parametreleri arasindaki iliskinin incelendigi
klinik bir calismada; eneriji ihtiyacinin sekerden karsilanma orani arttikga plazma
HDL diizeyinin azaldi§, trigliserit seviyesinin ise arttigi tespit edilmistir. ilging
olarak, seker tiketimi arttikga sadece kadinlarin plazma dusik dansiteli lipoprotein
(LDL) duzeylerinin arttigi bildirilmistir [88]. Diger bir klinik ¢alismada, sekerle
tatlandirilmis icecek tuketiminin, orta yasl kadinlarda kilo ve Tip 2 diyabet
insidansinda artisa neden oldugu saptanmigtir [89]. Klinik galismalar sekerle
tatlandirilmis icecek tiketiminin; plazma acglik glukoz ve insulin dizey artigiyla
iligkili oldugunu gostermektedir [90]. Geng yetiskinlerde (18-40 yas arasi) 2 hafta
boyunca sekerli igecek tuketiminin etkilerinin incelendigi bir calismada, seker
tuketiminin hepatik lipit igerigini artirdigi ve insilin duyarliigini azalttig bildirilmistir
[91]. On iki hafta boyunca fruktozla (75 gram/gun) tatlandiriimis icecekle beslenen
obezlerde, insulin direnci Uzerine herhangi bir degdisiklik yapmadan postprandiyal
trigliserit dizeyi ve karaciger yag icerigini artirdigi gosterilmistir [92]. Yuksek
fruktozlu misir gsurubu ile tatlandinlmis iceceklerin genglerde ki metabolik
etkilerinin incelendigi ¢galismada, U¢ hafta boyunca sekerli igecek tiketen genclerin
serum urik asit ve trigliserit dlzeyinin yani sira bel ¢evre uzunlugunda artisa
neden oldugu gosterilmistir [93]. Fruktoz ve glukoz diyetinin etkilerinin arastirildigi
bir galigmada, 4 hafta boyunca fruktoz veya glukoz (150 g/gun) tuketen saglikh
bireylerde insulin duyarliliginin azaldigi ayrica, fruktoz tuketen grupta plazma
trigliserit dlzeyinin arttig1 saptanmigtir [94]. Gunlik enerji gereksinimlerinin %25'ini
fruktoz ile tatlandiriimis iceceklerle karsilayan obezlerde yapilan bir calismada;
tatlandirilmig igecek tiketen bireylerde dislipidemi, hiperglisemi, hiperinsulinemi ve
insulin direnci gelistigi belirtiimistir [95]. Dinya genelinde ve Ulkemizde obezite,
diyabet ve metabolik sendrom prevalansindaki artisin, karbonhidrat ve 6zellikle
sekerli icecek tlketimindeki artigla iligkili oldugu ileri surtlmektedir [96, 97].
Yapilan ¢alismalar, insanlarin hareketsiz yagsam tarzi, tatlandiriimis icecek tuketimi
ve fast food beslenme aliskanliklarini sirdirmesi sonucunda dinya genelinde halk

saghgi sorunu olan metabolik sendrom insidansinin artacagi 6ngorulmektedir.

2.3. Metabolik Bozukluklar ve infertilite

Reproduktif sistem bozukluklarindan biri olan infertilite, 12 ay veya daha uzun sire

boyunca korunmasiz ve duzenli cinsel iligki sonucu gebe kalinamama durumu
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olarak tanimlanmigtir [98, 99]. Diinya genelinde 48,5 milyon cifti etkiledigi bildirilen
infertilitenin, %50 oraninda erkek kaynakl oldugu saptanmigstir [100]. Sperm say!,
motilite ve kalitesindeki azalma ile karakterize olan erkek infertilitesi, ¢cevresel ve
genetik faktorler sonucu testiste morfolojik ve endokrinolojik bozukluklarin olustugu
¢ok unsurlu bir hastaliktir. Obezite, insulin direnci ve inflamasyon gibi metabolik
bozukluklar; testikiler germ hicre olumu, histopatolojik degisiklikler, sperm
parametrelerinin bozulmasi, erektil disfonksiyon gibi bir takim erkek reproduktif
bozuklugun patogenezine yol agcan sebepler arasinda gosteriimektedir [19, 101-
103].

Diyabet, cesitli organlarda hasara neden olan yikici bir metabolik hastalik oldugu
bilinmektedir. Ayrica, Ureme sistemi Uzerindeki en onemli komplikasyonlarina
gonodal disfonksiyon ve kisirlik érnek gosterilebilir [104]. Tip 2 diyabet modeli
olusturulan Sprague-Dawley siganlarin incelendigi bir calismada; hiperglisemik
sican testisinde inflamasyonun tetiklendigi ve oksidatif stresin arttigi saptanmistir
[105]. Tip 2 diyabet modeli olusturulmus farelerde yapilan bir ¢galismada kontrole
kiyasla diyabetik hayvanlarda serum luteinlestirici hormon (LH), folikll uyarici
hormon (FSH) ve testosteron dizeyleri ile sperm sayi ve canliiginda anlaml bir
azalmanin oldugu bildirilmigtir [106]. Wistar ratlarda Tip 2 diyabet modeli
olusturulan diger bir galismada sperm miktar, hareketlilik ve canliiginda anlamli bir
azalmanin oldugu bildirilmigtir. Ayrica, epididimisden alinin semen o&rnekleri
incelendiginde diyabetin sperm nukleer kromatin kalitesinde degisikliklere neden
olabilecegi gosterilmigtir [107]. Tip 2 diyabetin spermatogenez ve testosteron
uzerine etkilerinin arastirildig1 diger bir ¢calismada, hiperglisemik Wistar siganlarin
sperm sayl, canlihgi ve hareketliliginin kontrole kiyasla azaldigi saptanmistir.
Ayrica, diyabetik hayvanlarda kontrole kiyasla normal morfolojiye sahip sperm
yuzdesi ve serum testosteron duzeyi dugukken, anormal morfolojiye sahip sperm
ve hareketsiz sperm miktarinin istatistiki olarak daha fazla oldugu bildirilmigtir
[108].

Yapilan galismalarda yuksek yagh diyetle beslenen hayvanlarda testis agirliginin
azaldigi, fertilizasyon basarisi, sperm sayi ve kalitesinin dastugu bildirilmistir [109].
Yuksek yaglh diyet ile metabolik sendrom indiksiyonu yapilan tavsanlarda plazma

Ostradiol miktarinin artmasinin yani sira; LH, FSH ve testosteron duzeylerinin
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azalarak hipogonadotropik hipogonadizm gelistigi bilinmektedir [110]. Yuksek yagdli
diyet ile beslenen Yeni Zelanda tavsanlarinda plazma testosteron, testis ve
epididimis agirliginin azaldigr saptanmistir. Ayrica, yuksek yagl diyetle beslenen
hayvanlarin  kontrole kiyasla sperm hareketlilidinde azalma ve sperm
morfolojilerinde degisim gozlendigi bildirilmistir [111]. Diger bir galismada yuksek
yagli diyetle beslenen Wistar ratlarda kontrole kiyasla sperm hareketliligindeki
azalmaya, serum Ostradiol duzeyinde artisin eslik ettigi saptanmistir. Ek olarak,
gruplar arasindaki serum testosteron dizeylerinin benzer oldugu bildirilmigtir [112].
Yuksek yagli diyetle beslenerek alkolstiz yagh karaciger hastaligi gelisen Sprague-
Dawley siganlarda, kontrole kiyasla artmig apoptotik germ hicre sayisina; azalmig
testis agirhgi, serum ve testis testosteron duzeyi, sperm sayi ve hareketliliginin
eslik ettigi bildirilmistir [113]. Testosteronun yuksek yagh diyetle beslenerek
metabolik sendrom olusturulan deney hayvanlari Gzerine etkilerinin incelendigi bir
calismada; kontrole kiyasla azalmis adiposit glukoz tasiyicisi (GLUT)4 dlzeyi ve
fosfo-Akt (p-Akt)/Akt oraninin testosteron uygulamasi ile arttigi gosterilmistir [114].
Ayrica, fruktozdan zengin diyetin erkek reproduktif sistem fonksiyonlari Uzerine

etkisi “fruktozlu diyetin testis fonksiyonu Gzerine etkileri” bolimuande anlatiimistir.

Tip 2 diyabetli obez hipogonadal erkeklerde testosteron replasman tedavisinin
etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, testosteron uygulamasinin plazma insulin
duyarhiligini ve endotelyal disfonksiyonu iyilestirdigi gosterilmistir [115]. Tip 2
diyabet, testosteron eksikligi ve cinsel fonksiyon bozuklugu igin risk faktori olarak
kabul edilir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda dusuk testosteron duzeyi ile
diyabetin iliskili olabilecedi ileri sGralmuagtur [116]. Ayrica, yapilan ¢alismalarda Tip
2 diyabet ve metabolik sendromlu vyetigskin erkeklerde hipogonadotropik
hipogonadizm gérulme sikliginin %40'a kadar ¢iktigi bildirilmistir [117]. Elabbay ve
arkadaslarinin yaptigi klinik bir calismada, 55 yasindan buyuk erkek Tip 2 diyabet
hastalarinin serum testosteron dizeylerinin diyabetik olmayan bireylere kiyasla
disuk oldugu Dbildirilmistir [118]. Hipogonadizmli prediyabetik erkeklerde
testosteron tedavisinin etkisinin arastirildigi bir calismada, testosteron uygulamasi
yapilan grupta Hemoglobin A1c (HbAlc) degerinin dustugu, kan lipid profilinde
iyilesmeler goruldugu ve kan glukoz duzeyinin normal degerlere ulastig
saptanmistir [119]. Testosteron tedavisinin hipogonadal Tip 2 diyabetik

bireylerdeki etkisinin incelendigi bir calismada, testosteron uygulamasi HbA1c,
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plazma aclik glukoz ve insulin duzeylerinde anlamli iyilesmeler yaparken, kontrol
grubunda bu parametrelerin tedavi suresince arttigi bildirilmigtir. Ayrica,
testosteron uygulanmis Tip 2 diyabetli bireylerin %46,6'sinin glukoz dizeyinin
normal degerlere ulastigi gosterilmistir [120]. Tip 2 diyabetik hastalarda
testosteronun etkilerinin arastirildigi bir galismada; testosteron tedavisi sonrasi
hipogonadal erkeklerin plazma C-reaktif protein (CRP), IL-1p ve TNFa dizeylerinin
azaldigi tespit edilmigtir [121].

Erkeklerde kilo artisi, normal kilolu erkeklere kiyasla testosteron seviyesi, sperm
kalitesi ve fertilitenin azalmasiyla iligkili oldugu bilinmektedir [122]. Vicut
agirhginin ve erkek reproduktif sistem Uzerine etkisinin incelendigi bir ¢caligmada;
subfertil erkeklerde VKI ile éstradiol diizeyi arasinda paralellik oldugu bildiriimigtir.
Ayrica, VKi ile total testosteron ve Seks Hormon Baglayici Globulin (SHBG)
dizeyleri arasinda negatif korelasyon oldugu gdsterilmistir. Ayni calismada,
normal kilolu erkeklere kiyasla VKi>35 kg/m? olan obez bireylerde toplam sperm
sayisinin daha dusuk oldugu ifade edilmigtir [123]. Santral obezitenin erkek
fertilitesi (izerine etkilerinin incelendigi diger bir calismada, VKi artigi ile progresif
sperm hareketliligi ve toplam sperm sayisinin baskilanmasi arasinda anlamli bir
iliski oldugu saptanmistir [124]. Vicut kitle indeksinin seminal oksidatif stres
Uzerindeki etkisinin incelendigi ¢alismada; VKI artigiyla serum testosteron diizeyi
ve sperm konsantrasyon azaligi arasinda anlamh korelasyon olustugu
saptanmistir. Ayrica, VKi ile serum &stradiol ve sperm reaktif oksijen tirleri

arasinda (ROS) pozitif korelasyon olustugu tespit bildirilmistir [125].

Plazma testosteron dizeyi dusukligu ile metabolik sendromun iligkili oldugu ileri
surtulmektedir [126]. Ayrica azalan plazma testosteron dizeyinin, kardiyovaskiler
bozukluklarin gorulme sikhgint ve buna bagh o6lum riskini artirdigi bilinmektedir
[127]. Testosteron hormonu, erkek seksuel fonksiyonlarinin dizenlenmesi disinda
adipoz doku akimulasyonu, glukoz ve lipit metabolizmasinin dizenlenmesinde de
onemli rol oynamaktadir [128]. Adipositler, iltihaplanma ve kronik hastaliklardan
sorumlu adipokinlerin birincil kaynagidir. Testosteron hormonunun TNFa, IL-18 ve
IL-6 gibi c¢esitli adipositokinlerin ekspresyonu Uzerine inhibitdr etkili oldugu
bilinmektedir [128]. Hipogonadal erkeklerde testosteron tedavisinin inflamatuvar

parametreler Uzerine etkisinin incelendigi bir calismada, testosteron uygulamasi
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yapilan grupta serum TNFa ve IL-1B dizeyinin azaldi§i tespit edilmistir [129].
Avustralya'da yetiskin obez (VKi>30 kg/m?) bireylerde yapilan bir ¢alismada, 18
hafta boyunca testosteron tedavisi alan bireylerde plasebo grubuna kiyasla
karaciger yaglanmasinin azaldigi ve insulin duyarlihginin arttigi gosterilmistir
[130].

Klinik galismalar, normal VKi’e sahip erkeklerde diisiik total testosteron diizeyinin
metabolik sendrom habercisi oldugunu gostermiglerdir [131, 132]. Diyabetik
olmayan yash erkeklerde yapilan diger bir ¢calismada, duslik serum testosteron
duzeyinin obeziteden bagimsiz olarak insulin direnci ile iligkili oldugu saptanmistir
[133]. Finlandiya'da yapilan 1896 kisinin katildigi bir calismada diyabetik olmayan
metabolik sendromlu orta yash hastalardaki serum SHBG, serbest ve total
testosteron duzeylerinin saglikli bireylere kiyasla daha dusuk oldugu tespit
edilmistir [134]. Metabolik sendromlu gen¢ eriskin erkeklerde gonadal
fonksiyonlarin incelendigi galismada; hiperinsulinemi sonucunda testosteron ve
SHBG duzeyinin azaldigi gosterilmistir [16]. Yash erkeklerdeki dusuk testosteron
dizeyi ile metabolik sendromun iligkisinin incelendidi bir ¢alismada; azalan
testosteron seviyesinin artmis bel cevresi, HOMA-IR indeks, serum CRP, trigliserit
ve insulin duzeyiyle iligkili oldugu saptanmigtir [17]. Diger bir klinik ¢galismada orta
yasli erkeklerde, inflamasyon ve testosteronun metabolik sendrom ile iligkisi
incelenmigtir. Saglkl bireylere kiyasla metabolik sendromlu bireylerin plazma
glukoz, serum trigliserit ve CRP dlzeyinin arttidi, serum total testosteron diizeyinin
ise azaldigi saptanmigtir. Arastiricilar dusuk testosteron ve yuksek CRP diuzeyini
metabolik sendromun bagimsiz iki belirteci oldugunu ileri surmuslerdir [14].
Metabolik sendromlu hipogonadal yetigkin bireylerde yapilan klinik bir galigmada,
testosteron tedavisinin serum insilin ve inflamatuvar belirteclerden IL-13, TNFa ve

CRP dlzeyini azalttigr saptanmigtir [135].

Arastirmalarda, azalan plazma testosteron dizeyinin; metabolik sendromda
gérilen hiperglisemi, dislipidemi, artmis insiulin direnci ve inflamasyon gibi
metabolik bozukluklarla birlikte seyrettigi belirtiimistir [15]. Metabolik sendromun
neden oldugu testikller histopatolojik degisiklikler ve sperm parametrelerinin
bozulmasi gibi bir takim erkek reproduktif bozukluk infertiliteyle iliskili oldugu

dusundlmektedir [102]. Ancak, metabolik sendrom ve disik plazma testosteron
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seviyesinin altinda yatan molekller mekanizmalar ve bunlarin infertiliteyle iligkisi

hala tam anlamiyla aydinlatilamamistir.

2.4. insiilin Sinyal Yolagi ve Reprodiiktif Sistem

insiilin pankreastaki Langerhans adaciklarinin B-hiicreleri tarafindan salgilanan,
6000 dalton molekul agirlikhi polipeptid yapida bir hormondur. Birbirlerine disulfit
baglariyla bagl iki aminoasit zincirinden olusmaktadir. Yapisinda yaklasik bir
milyon Langerhans adacidi bulunduran saglikh bir insan pankreasi 8-10 mg insulin
icermektedir. Langerhans adaciklari birbirinden farkli doért tip hicreden
olusmaktadir. Adaciklarin %50'sini olusturan 3 hucreler insulin, a hucreler (% 35—
40) glukagon ve & hucreler (% 10-15) ise somatostatin Uretiminden sorumludur
[136, 137]. insllin pankreastaki B hiicrelerde hidrofobik pre-proinsiilin formda
uretilir ve graniler endoplazmik retikulum Uzerinden golgi kompleksine
gonderilerek sentezlenir. Ca?* bagiml endopeptidaz enzimi, pre-proinstlinin

insuline donistimunden sorumlu enzimdir [138].

Langerhans adaciklari hem kolinerjik hem de adrenerjik sinirler tarafindan
uyarilabilirler. insiilin salgilanmasini muskarinik reseptér 3 ve B2 reseptor
agonistleri artirirken, az adrenerjik reseptor uyaranlari azaltmaktadir [139]. Kanda
artan glukoz ve aminoasit duzeyine cevap olarak insulin sekresyonunu uyarilir.
Ayrica, insulin sekresyonunu cinsiyet hormonlari, buyime hormonu, glukagon,
gastrointestinal hormonlar (sekretin, gastrin, kolestokinin) ve glukokortikoidlerin
artirabilecedi, somatostatin ve adrenalinin baskilayabilecedi bilinmektedir [140-
142]. Hiucre zarinda bulunan ve tirozin kinaz yapisinda olan insulin reseptort a ve
B alt Gnitelerinden olusmaktadir. Ekstraselller a alt Gnitesi uyariyi transmembran 3
alt unitesine iletir. Hicre iginde bulunan B alt birimi tirozin kinaz aktivasyonu
sonucu IRS-1 ve IRS-2 uzerinden hucresel yanitin ortaya c¢ikabilmesi icin PI3K
uyarilir. Ancak, B alt Unitesinin IRS-1 fosforilasyonu serin rezidileri Uzerinden
gerceklesirse, insulin sinyal yoladi baskilanir [143, 144]. Uyarilan PI3K,
fosfoinozitol difosfatin (PIP2) fosfoinozitol trifosfata (PIP3) donusimunu saglar.
PIP3, Akt'i fosforilleyerek aktif hale donusturar [145]. Akt hldcre sag kalimi,
blyume faktorleri dizenlenmesi, hepatik lipit ve glukoz metabolizmasi gibi cesitli

hiicresel siireclerde rol oynayan anahtar bir proteindir [146]. insilin sinyal
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yolaginda PI3K araciligiyla uyarilan Akt, doku igerisine glukoz internalizasyonunun
saglanmasi GLUT tarafindan dizenlenir. IRS-1 ve IRS-2 reseptdr aracili tirozin
fosforilasyonu sonucunda, PI3K gibi sinyal molekullerini harekete geciren insulin,
glukozun hdcre igine alinmasini tetikler. Karaciger dokusunda glukoz ve diger

monosakkaritlerin bu internalizasyonunda GLUT2 ve GLUT5 sorumludur [147].

Bircok arastirma insulin tarafindan uyarilan PI3K/Akt yolaginin, eNOS’'u aktive
ettigini, ayrica insulin direnci ile azalan eNOS ekspresyonu arasinda iligki oldugu
g6sterilmistir [148]. insan endotel hiicrelerinde yapilan in vitro ¢alismalar insilin
uygulamasi sonrasi eNOS aktivasyonu gerceklestigi, ayrica artmis nitrik oksit
diuzeyinin PI3K ve Akt araciligiyla oldugu gosterilmigtir. Ayrica, insulin uygulanmig
vektor transfekte edilerek IRS-1 ekspresyonu uyarilmis hicrelerde, insilin
duyarhiligi degismedigi fakat nitrik oksit dizeyinin arttigi saptanmistir [43, 149].
Diger bir calismada, obez farelerin aortalarinda instlin sinyal yolagi proteinleri ve
insulin ile uyarilan vaskuler gevgseme yaniti incelenmistir. Fare aortalarinda insulin
kaynakh olusan Akt ve eNOS aktivasyonunun yani sira aort gevseme yanitinin
azaldig: tespit edilmistir [150]. insilin sinyal yolaginin vaskiler dokudaki iletimi

Sekil 2.1°de gosterilmigtir.
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insiilin

Glukoz/Fruktoz

GLUT2/GLUTS

2.
= 4 e

Sekil 2.1. Vaskdler insulin sinyal iletim sistemi
Siyah oklar sinyal yolagi aktivasyonunu gostermektedir.

insan testisinde [151] ve sican testikiiler endotelyal, Sertoli, Leydig ve peritiibiiler
miyoid hicrelerinde IRS-1 ve IRS-2 protein ekspresyonlarinin varligi gosterilmistir
[152]. Pitetti ve arkadaslarinin yaptigi in vivo bir calismada, IR ve insllin benzeri
buylime faktori-1 reseptorinin (IGF-1R) Sertoli hucre sayr ve buyuklugunu
dizenlemede sinerjistik calistiklari gosterilmistir [40]. Insilin sinyal kaskadini
olusturan butin proteinler gonadlarin gelismesi ve dolayisiyla cinsiyet
farkhlasmasinin olusmasi icin son derece o6nemlidir [40, 41]. Ibberson ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir galismada testiste GLUT-8'in baslica glukoz
tasiyicisi oldugu ileri surllse de [153], Kokk ve arkadaglari GLUT-2'nin testikuler
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hicre tiplerinde bol miktarda eksprese edildigini gdstermistir [152]. GuUnimuzde
GLUT’larin testis Uzerindeki etkileri tam anlamiyla ¢ézilememis olup, calismalar
devam etmektedir. IRS-2 geni silinmig farelerin insilin sinyal yolag: Uzerine
etkilerinin incelendigi bir calismada kontrol ile kiyaslandiginda, testis IRS-1, IRS-3
ve IRS-4 gen ekspresyonlarinda degisimin olmadigi, IGF reseptdr ekspresyonu ve
p-Akt duzeylerinde anlamli bir artisin oldugu saptanmistir. Ayrica, IRS-2 geni
silinmig 10-12 haftalik farelerin testis agirliklari ve buyukluklerinde anlamli bir
azalma tespit edilmistir. Ancak, azalmig testis boyutuna ragmen serum testosteron
dizeyinin degismedigi gosterilmistir. Ek olarak, IRS-2 gen eksikligi olan yeni
dogan farelerde de testis agirliginda anlamli bir disus tespit edilmistir. Ayrica
arastiricilar IRS-2 geni silinmis farelerde kontrole kiyasla, Sertoli ve spermatosit
hicre miktarlarinda anlamli bir dusus gozlemlerken Leydig hucre sayisinda
herhangi bir degisim gortlmedigini bildirmiglerdir. Kontrol ile kiyaslandiginda IRS-2
geni silinmig farelerin testis seminifer epitel boyu, ¢api ve g¢evre uzunlugunun
anlamh bir sekilde azaldigi gosterilmigtir. Ayrica arastiricilar, IRS-1 geni silinmis
hayvanlarin testis agirliklart ve buyuklukleri Uzerinde belirgin  bir degisim
olusmadigini bildirmiglerdir [42]. IRS-2 knockout hayvanlarda testiktler dokunun
incelendigi calismada, IRS-2 geni baskilanan fare spermatogoniumlarinda kiguk
hiperkromatik ¢ekirdeklerin yani sira polinikleer ve nukleer olmayan vyapi
varyasyonlarinin olustugu gosterilmigtir. Ayrica, IRS-2 baskilanan hayvanlarda
testikiler hicre proliferasyon miktarinin azaldidi, spermatogonia, c¢ekirdeksiz
tibuler hicre ve germinal hicre dizilerinde aktif caspase3 dizeyinin arttigi
bildirilmigtir [154]. Kismi IGF-1 eksikliginin fare testisi Uzerine etkisinin incelendigi
calismada; IGF-1 duzeyleri baskilanan farelerde spermatogenezde azalma,
anormal spermatidlerin varhgi, peritibller kalinlasma, germ hicre hatti ve
germinal epitel kaybi ile karakterize testikiler hasarin olustugu gésterilmistir [155].
Diger calismada, bir spermatgenez dongusu (45 gun) boyunca, toksik bisfenol A
gavaj uygulanmasinin sican testis insulin sinyal yolagi ve glukoz homeostazi
Uzerine etkileri incelenmistir. Bisfenol verilerek plazma glukoz ve insulin artisiyla
hiperglisemik yapilan hayvanlarda testikliler oksidatif stres artisina, plazma
testosteron duzeyindeki azalisin eslik ettigi gosterilmigtir.  Hiperglisemik
hayvanlarda testikller steroidojenik enzimlerden 3B-Hidroksisteroid dehidrogenaz
(HSD), 17B-HSD ve Steroidojenik akut regulator protein (StAR) aktivitelerinin

baskilandigi bildirilmistir. Ayrica, plazma testosteron dizeyi azalan hayvanlarda
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testis insilin, IR, IRS-1, IRS-2 ve PI3K gibi insulin sinyal yolagi proteinlerin
baskilanmasina, GLUT2 ve GLUT8 duzeylerindeki azalmanin eglik ettigi
gosterilmigtir. Pozitif kontrol olarak uygulanan 17-B-0stradioliin plazma testosteron
duzeyini baskilayarak benzer etkilere neden oldugu ayrica, testikiler insulin, IR,
IRS-1, IRS-2 ve PI3K'nin yani sira GLUT2 ve GLUTS8'i baskiladigi bildirilmistir
[156, 157].

Testisler dahil bircok dokuda bulunan nitrik oksit sentazlarindan biri olan eNOS'un
infertilite, spermatogenez ve sperm olgunlagsmasinda fonksiyonel rol oynadidi
bilinmektedir [47, 158]. Yapilan calismalarda eNOS’un seminifer tubdl ve
spermatozoonun bas ve orta parga bolgelerinde bulundugu gosterilmigtir. Ayrica,
spermatogenezin tum asamalarinda insan testis Leydig, Sertoli ve endotel
hicrelerinde eksprese edildigi bildirilmigstir [45]. Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda,
eNOS ekspresyonun germ hicrelerinde eksprese edildigi gosterilmistir [46]. Lee
ve arkadaglarinin siganlarda yaptigi bir calismada, eNOS'un KTB proteinlerinden
N-cadherin ile yapisal olarak iligkili oldugu gosterilmistir [49]. Sprague-Dawley
siganlarda eNOS ve testikiler apoptozisin incelendigini bir calismada, deltametrin
uygulanan hayvanlarda kontrole kiyasla apoptotik hicre sayinisin artisina; sperm
uretiminde ve eNOS duzeyinde azalmanin eglik ettigi bildirilmigtir. Ek olarak,
spesifik eNOS agonist uygulamasi sonucunda apoptotik hiicre sayisinda belirgin
bir azalma ve sperm Uretiminde iyilesme saglandigi gosterilmistir [159]. Diger bir
calismada, nitro-L-arginin metilesteri (L-NAME) uygulamasi ile hipertansif yapiimig
sicanlarda kontrole kiyasla serum total testosteron, testikiler StAR ve eNOS
protein duzeylerinin azaldidi gdsterilmistir. Ayrica hipertansif siganlarda; sperm
hareketligi ve yogunlugunda anlamli bir azalmanin oldugu saptanmistir [160]. Son
yillarda yapilan bir caligmada, metotreksat kaynakli testis toksikasyonu sonucu
artan p53, malondialdehit (MDA), TNFa ve IL-1B8 duzeylerinin, nikorandil on
tedavisi ile anlamh bir sekilde azaldigi gosterilmistir. Ayrica, nikorandil
uygulamasiyla testikiler eNOS duzeyi artigi ile aktive olan anti-apoptotik,
antioksidan ve anti-inflamatuvar parametreler arasinda iligski olabilecegi ileri

surdlmagtur [161].

Arastirmalar, mTOR’un hicre proliferasyonu, buyumesi, farklilagsmasi ve

apoptozisini duzenlenmesinde rol aldigini goéstermektedir [162, 163]. mTOR
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memeli doku ve hucrelerinde besinler, hicresel enerji durumu (cellular energy
status), insilin ve PI3K-Akt yolagi tarafindan uyarilmaktadir. Son yillardaki
calismalar, PI3K ve Akt aracili mTOR'un spermatogenez, testikiler endokrin
fonksiyonlarin ve KTB’nin duzenlenmesi gibi erkek reproduktif sisteminin birgok
asamasinda yer aldigi gosterilmistir [50, 51]. Spermatogenez ve mTOR iligkisinin
incelendigi bir calismada rapamisin uygulamasi ile mTOR aktivitesi baskilanmis
Sprague-Dawley siganlarda, kontrole kiyasla spermatogonya proliferasyonunun
inhibe edilerek sperm sayisinin azaldigi saptanmigtir. Ayrica, ayni ¢alismada
spesifik inhibitdr uygulanarak spermatogonial hicrelerde PI3K inhibisyonu
yapilmasinin, p-AKT dizeyini anlamli bir sekilde azalttigi saptanmistir [164].
Calismalar, mTORC1 sinyal yolaginin KTB proteinlerinden occludin ve claudinll
dizenlenmesinde gorevli oldugunu gostermistir [54, 55]. mTOR sinyal yolagi
bilesenlerinin KTB proteinleri Uzerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, PI3K
inhibisyonu yapilmis Sertoli hiicrelerde baskilanan occludin ve claudin
diuzeylerinin; azalmig Akt aktivasyonu araciligiyla oldugu gozlemlenmistir. Ayrica
¢alismada KTB yeniden yapilandiriimasinda mTOR sinyal yolaginin rold oldugu

saptanmigstir [54].

NAD+ bagiml deasetilaz ailesinin bir Uyesi olan Sirtuin (SIRT)1, Akt'nin tekrar
aktivasyonu icin gerekli deasetilasyonunu saglayarak vicut homeostazi igin dnemli
rol oynamaktadir [165]. SIRT1 enziminin glukoneogenez, glikoliz, pankreasta
insulin sekresyonunu artirmasi, adipogenezin baskilanmasi ve lipit oksidasyonunu
artirmasi gibi metabolik etkilerinin yani sira spermatogenez ve hucresel stres
cevaplarin duzenlenmesinde kritik rol oynadigi bilinmektedir [166-169]. Erkek
infertilitesi Uzerine SIRT1'In olasi etkisinin incelendigi bir ¢alismada, SIRT1
knockout farelerde testis p53 aktivasyonun arttigi, indiklenen apoptozis sonucu
germ hucre kaybi olustugu gosterilmistir [170]. Ek olarak, SIRT1 eksikligi olan
farelerde mitokondrial disfonksiyon ve azalan testikiler biyoenerji kapasitesi
nedeniyle spermatojenik surecin baskilandigi bildirilmistir [171]. SIRT1 knockout
farelerde yapilan diger calismada, sperm sayisinin azaldidi ve spermatozoalarin

morfolojisinin degistigi gosterilmigtir [172].

Yapilan calismalarda testis gelisimi, hicresel stres cevaplarin dizenlenmesi,

mikrosirkilasyon ve spermatogenezin surdurilebilmesi igin testikiler insilin sinyal
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yolaginin énemli oldugu gorulmektedir. Ayrica testikuler insulin sinyal yolagi, KTB
batinligunin korunmasinda goérev almaktadir. Bu sebeple diyabet, obezite ve
metabolik sendromda gorilebilen infertilite mekanizmalarin anlasilabilmesi igin

testikuler insulin sinyal yolaginin daha fazla arastiriimasi gerekmektedir.

2.5. Fruktoz

Seker, vicuda alindiginda agdizda lezzetli ve hos bir tadin olusmasini saglayan
suda ¢ozunebilen karbonhidratlar igin kullanilan genel bir isimdir. Evlerde yiyecek
hazirlamada en sik kullanilan toz seker sukrozdur [173]. Temel olarak seker
kamisi veya pancarindan elde edilen sukroz, yapisinda birer molekul fruktoz ve
glukozun bulundugu disakkarittir. Glukoz ve fruktozun yani sira galaktoz, laktoz ve
maltoz gibi sakkaritlerde sekerdir. Ancak bu molekullerin fruktozdan daha az
tadlandirici guce sahip olmalari, stabilite sorunlari ve yuksek uretim maliyetleri
sebebiyle endustriyel kullanimda genelde tercih edilmezler [1]. Son yillarda fruktoz
insanlarin diyetinin ayrilmaz bir parcasi halinde gelmigtir. Bal ve meyvelerin
yapisinda dogal olarak sentezlenen alti karbonlu monosakkarit olan fruktoz;

havug, sogan, tatli patates gibi sebzelerde az miktarda bulunabilir [174].

Tarihsel olarak incelendiginde gevresel faktorlere gore kismen degismis olmasina
karsin geleneksel diyetlerin ¢gogunun et ve tahil agirlikhi oldugu gorulmektedir.
Avrupa ve Kuzey Amerika'da tahil agirlikh beslenmede ana karbonhidrat kaynagi
olarak nisasta kullanildigi bilinmektedir. Ancak, sanayi devrimiyle birlikte buytyen
seker Uretim kapasitesi, 18. ve 19. yuzyillarda ingiltere’de seker tiiketimini %1500
oraninda belirgin bir sekilde artirmigtir [79]. Hatta arastirmalar ginimuizde gunlik
enerji ihtiyacimizin kaynagi olarak seker tuketiminin %10-20 oraninda oldugunu
gostermektedir; ABD’de bu oran %16 olarak saptanmigtir [1, 175]. ABD’deki
bireylerin %15’i gunlik enerji intiyaclarinin %25’ini sekerden sagladigi bildirilmistir
[175]. Ayrica, ABD’de yillik kisi bagi tuketilen 30-35 kg sekerin %50'den fazlasi
yuksek fruktoz igeren misir surubu oldugu bildirilmistir [176, 177]. Arastirma
sonuglari incelendiginde, kigi basina dusen fruktoz tiketiminin son iki yuzyilda yuz
kat arttigi gorilmektedir [178]. Ulkemizin de bulundugu 43 (lkede yapilan
kapsamli bir ¢galismada, Turkiye'de kisi basina yillik seker tuketiminin 27,84 kg

oldugu bildirilmigtir [179]. Ayrica, kentlesme ve sanayilesmeyle birlikte artan nifus
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icin ucuz enerji kaynagi gorulmesi ve kitalararasi ticaretin gelismesi; seker

tuketimini artiran en temel sebepler olarak goértlmektedir [1].

Glukoz ve fruktoz karigsimlari nigastadan hazirlanir ve cgesitli endustriyel gida
drtnlerinde tatlandirici olarak kullanilir. Ancak Kuzey Amerika'da bu Urlnler
cogunlukla misirdan uretilir ve yiksek fruktozlu misir surubu olarak bilinirler [180].
Gunumuzde fruktoz, gazli igecekler, hazir tath yiyecekler gibi birgok Urinde
kullanilan yuksek fruktoz iceren misir surubu sebebiyle sikga tiketiimektedir. Suda
kolay ¢6zunebilen fruktoz; 1960'h yillarda gida endustrisinde yuksek fruktoz iceren
misir surubuna eklenmeye baslanmistir. O tarihten sonra rafine seker olarak
sukroz yerine, yuksek fruktoz igeren misir surubu kullanilmaya baslanmistir [181].
Fruktoz beyaz kati gérinimune sahipken; misir surubu, icerisindeki bilesimlerin
oranina gore degisen sari renkte ve yogunlukta bir sividir. Misir surubu yapisinda
%42 veya %55 oraninda fruktoz igermektedir [174]. Son yillarda yapilan
calismalarda tokluk hissi olusturmadigi i¢in gunluk kalori aliminin artmasina neden
olabilecek sivi igerisinde fruktoz aliminin; dislipidemi, obezite, hipertansiyon,
alkolsiiz yagli karaciger hastaligi, insulin direnci, tip 2 diyabet ve metabolik

sendrom gelisimiyle iligkili oldugu gosterilmigtir [3].

2.5.1. Fruktozun kimyasal yapisi

Fruktoz alti karbonlu keto-heksozdur ve aldo-heksoz olan glukoz ile ayni kimyasal
formule (CsH1206) sahiptir. Fruktozun karbon zincirinin 2. pozisyonunda bir keton
grubuna sahip olmasi, glukozun ise ilk karbon grubunda aldehit tasimasi
bakimindan birbirlerinden ayrilirlar. Kristalize fruktozun 5’li halkali yapiya sahip
olmasi yari asetal ve i¢ hidrojen baglarindan kaynaklanmaktadir. Fruktoz, a-
glukoz ile birlikte sukrozun yapisina katilirlar [1, 182]. Fruktoz, glukoz ve sukrozun

kimyasal yapisi Sekil 2.2°de gosterilmigtir.
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Sekil 2.2. Fruktoz, glukoz ve sukrozun kimyasal yapisi

2.5.2. Fruktozun absorbsiyon ve metabolizmasi

Memelilerdeki  fruktoz  absorbsiyonu ince  bagirsaktaki GLUT5 ile
gerceklesmektedir. Bu emilim sinirli absorbisyon kapasitesine sahip GLUTS'in
aktivitesine bagl olup, insulinden bagimsiz bir sekilde gerceklesmektedir. Glukoz
ise barsak limeninden sodyum bagiml glukoz tasiyicisi 1 (SGLT1) aracihgiyla
absorbe olurken, portal dolasima GLUT2 vasitasiyla aktariimaktadir [183].
Karaciger fruktoz metabolizmasi igin birincil organ olarak kabul edilse de,
fruktozun bir kismi ince bagirsak tarafindan glukoz ve laktata metabolize edilebilir.
Bu sebeple fruktozun %80-90'1 karacigere yapisi bozulmadan iletilebilir [184, 185].
Karacigere gelen fruktoz ilk gecis etkisi ile yaklasik %80 oraninda metabolize
olmaktadir [60]. Son yillarda Jang ve arkadaslarinin farelerde yaptigi ¢calisma ile
fruktoz metabolizmasinin karaciger merkezli oldugu goérusu, alinan miktara gore
birincil fruktoz metabolizma yerinin ince barsak olabilecegine dair kanitlarla
degismistir. Fruktoz metabolizmasinin 3C izotop izleme modeliyle incelendigi bu
¢alismada alinan dusuk doz fruktoz (<0,5g/kg) enterositler tarafindan metabolize

edilirken (%90 oraninda), yuksek doz fruktozun (=1g/kg) blyuk oranda karacigere
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tasindigi bildirilmigtir [186]. Fruktozun intestinal limenden absorbsiyonu Sekil

2.3'de sematize edilmigstir [185].

| intestinal Liimen J Epitel Hiicreler

Sekil 2.3. Fruktoz absorbsiyonu

Fruktoz ve glukozun molekuler vyapilarindaki benzerlige ragmen, hepatik
metabolizmalari bluylk oranda farkhdir. Glukozun metabolizmasi glukokinaz
enzimi ile glukoz-6-fosfata fosforillenme ile baslar. Ardinca olusan fruktoz-6-fosfat
ve sonrasinda fruktoz 1,6-bifosfata donusturulur. Fruktoz ise karacigerdeki Ug
enzim ile tamamen metabolize olur. Bu ¢ enzimin ilk ikisi sadece fruktoza 6zgu
olup, glukolizde gorev almaz. Bu enzimlerin ilki olan Fruktokinaz fruktozun fruktoz-
1-P'e fosforilasyonunu katalize eder [3]. Aldolaz ise olusan urund dihidroksiaseton
fosfat (DHAP) ve gliseraldehite (GAP) parcalamaktadir. Ayrica bu indirgenme
asamasi fruktolizis olarak adlandiriimaktadir. Hatta DHAP ve GAP, Krebs dongisu
ve glukoneogenezi besleyen piruvat ve asetil-CoA olusumuna yol agan glukolizin

son agamasinda da yer almaktadirlar. Uglincli enzim olan triokinaz ise GAP'l
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lipoproteinlerin  yapi taslarindan biri olan gliserol-3P'e donusturmektedir.
Glukoliz'de kisitlayici faktorlerden biri insilin tarafindan dizenlenen ATP ve
sitratin, fosfofruktokinaz enzimini baskilamasidir. Ancak bu sorun insulinden
badimsiz olarak hareket eden Fruktokinaz ve aldolaz enzimleri igin gecerli degildir.
Bunun sonucu olarak hulcresel enerji ihtiyacina bakilmaksizin karacigere gelen
fruktozun buylk cogunlugu kontrolstiz bir sekilde trioz-fosfatlara parcalanmaktadir.
Olusan bu triozlar uzun zincirli yag asitlerine karbon kaynagi olarak VLDL ve
trigliseride donusturilebilecedi gibi glukoz, glikojen, piruvat ve laktat sentezi
gerceklestirebilirler. Hatta yag asidi reesterifikasyonunu uyardigi duisundlen
fruktozun, hepatik lipit oksidayonunu baskiladigi distinulmektedir [1, 187]. Fruktoz

metabolizmasi Sekil 2.4.’de sematize edilmigtir [187].
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Sekil 2.4. Fruktoz metabolizmasi

2.5.3. Monosakkaritler ve disakkaritler

Dinya genelinde artan obezite ile fruktoz iceren gida tuketimdeki artis arasinda

paralellik oldugu saptanmistir. Ayrica yapilan calismalar fruktozun diger
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monosakkaritlere goére hipertansiyon, obezite, metabolik sendrom ve diyabetin
epidemiyolojisinde Kilit bir rol aldigi gértilmektedir [188-190]. Arastirmalar fruktoz
ve sukrozca zengin diyetlerin bozulmus glukoz toleransina ve insulin direncine
neden oldugunu gostermektedir [191]. Ayrica, glukoz tuketiminin fruktozla
beslenmeye kiyasla bozulmus glukoz toleransi ve insulin direnci Uzerine ektisinin
daha zayif oldugu bilinmektedir [189].

Yetigkin fareler on hafta sireyle icme suyu icinde fruktoz veya sukroz ile
beslendiginde, kontrole kiyasla fruktoz tiketen grupta vicut adipoz miktari ve
karaciger yaglanmasinin arttigi; sukroz tliketen hayvanlarda ise bu degerlerde
anlamli bir degisimin olmadigi gosterilmistir [192]. iki hafta boyunca icme suyu
icinde %23 fruktoz, glukoz veya sukroz iceren diyetle beslenen sicanlarin serum
trigliserit ve kolesterol duzeyleri kontrole kiyasla arttigi; en fazla artisin fruktoz
grubunda oldugu gosterilmistir. Ek olarak, kontrole kiyasla fruktoz tiketen
hayvanlarin serum insulin duzeyi artarken; diger gruptaki hayvanlarda serum

insulin degerlerinde degisim olmadigi bildirilmistir [193].

Saglikh bireylerde 6 hafta sureyle enerji ihtiyacinin %17'sinin fruktoz veya glukoz
tuketimiyle karsilandigi bir galismada; fruktoz tuketen erkeklerin plazma trigliserit
duzeylerinin glukoz tuketen bireylere kiyasla daha yuksek oldugu, ancak
kadinlarda bu degisikligin olmadigi bildirilmistir [194]. Obezlerde fruktoz ve glukoz
ile tatlandiriimis igcecek tuketiminin hormon ve metabolik parametreler Uzerine
etkilerinin incelendigi bir calismada; fruktoz tuketen hastalardaki plazma insulin ve
leptin dUzeylerinin azalmasi ve trigliserit duzeyinin artisinin glukoz tuketen
hastalara kiyasla daha fazla oldugu gdsterilmistir [195]. Saglikli bireyler Uzerindeki
fruktoz ve glukozun biyokimyasal parametreler Gzerine etkilerinin incelendigi klinik
bir calismada; glukoz tiketen bireylerde artan plazma glukoz dizeyine insulinin
eslik ettigi, ancak fruktoz tuketimi sonucu kanda insulin duzeyinin degismedigi
gosterilmistir. Ayrica, fruktoz tiuketen bireylerdeki plazma trigliserit dizeyinin
glukoz tiketen gruba gore daha yuksek oldugu saptanmistir [196]. Fruktoz
tiketimiyle de novo lipogenez arasindaki iligkinin incelendigi bir galigmada, obez
bireyler (VKIi: 25-35 kg/m?) 10 hafta boyunca ginlik enerji gereksinimlerinin
%25’ini glukoz veya fruktoz ile tatlandiriimis iceceklerle karsilamislardir. Fruktoz

tiketen bireylerde viseral adipoz hacmi, de novo lipogenez, tokluk trigliserit, aglik
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apolipoprotein (apo)B, LDL ve kolesterol dizeyleri anlamh bir sekilde artarken
glukoz tuketen hastalarda bu degerlerde bir degisim gdzlenmemistir. Ayrica,
sadece fruktoz tuketen bireylerde aclik plazma insulin ve glukoz duzeyleri
artarken, insulin duyarlihginin azaldigi saptanmistir [95]. Ayrica, obez insanlarin
fruktoz tuketimi sonucu karacigerde yag asitlerinin sentezinin arttiy1 ve yag asidi
oksidasyonunun baskilanarak de novo lipogeneze neden oldugunu ileri
surdlmustur [197, 198]. Yedi hafta boyunca normal diyetlerine ek olarak fruktoz,
sukroz veya glukoz (80 g/gun) igeren icecek tuketen saglikh bireylerde yapilan bir
¢alismada; kontrol ile kiyasla fruktoz ve sukroz ile tatlandiriimis icecek alan
bireylerde karacigerde yag asidi sentezinin arttiyi, glukoz tiketen grupta ise
anlamli  bir degisikligin olmadigi gosterilmistir. llgingtir ki, yedi haftalik bu
calismada metabolik sendromu parametreleri olan hipertrigliseridemi, hiperglisemi,
hiperinsilinemi ve insulin direnci gdzlenmemesine karsin; fruktoz iceren
iceceklerin bazal lipojenik kapasiteyi artirdigi bulunmustur [199]. Yapilan insan ve
hayvan ¢alismalarinda fruktoz tuketiminin olumsuz etkilerinin glukoza kiyasla daha

fazla oldugu ortaya ¢ikmaktadir [173].

2.5.4. Fruktoz, insilin direnci ve metabolik sendrom

instilin direnci kavrami ilk kez 1936'da Himsworth tarafindan tanimlanmistir.
Arastirmaci icme suyu icinde 30 gram glukoz verdigi diyabetik hastalarda,
standart bir insulin dozu sonrasinda tokluk kan glukoz duzeyinin dugsme hizini ve
derecesini karsilagtirmigtir. Bazi diyabetik hastalarda kan glukoz dizeyinin
azaldigi tespit edilmis olup, bu grup insuline duyarli olarak adlandiriimistir. Diger
grup diyabetik bireylerde ise, insulinin kan glukoz dizeyi artisini disuremedigi
tespit edilmistir ve bu gruba da insiline-duyarli olmayanlar/insiline direngliler
seklinde adlandinima yapilmigtir. Ayrica, Himsworth bu sonuglar neticesinde
instline bagimli iki farkh diyabet tir( olabilecegini éne sirmustir. insilin duyarli
grup incelendiginde, diyabetin vicuttaki insilin  eksikliginden kaynaklaniyor
olabilecegi dustinulmistir. insilin duyarli olmayan grupta gelisen diyabetin ise;
insulin eksikliginden degil, vicudu insuline duyarsiz hale getiren bilinmeyen bir
faktorden kaynaklandigr ileri sdralmagtir [200]. Hepatik insulin  direnci
mekanizmalarinin incelendidi c¢alismalarda; karacigerde diagilgliserol (DAG)

dizeyi artisinin, IRS-1 serin fosforilasyonunu artiran protein kinaz C'i aktive ettigi
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bildirilmigtir. IRS-1 serin fosforilasyonunun, insulin sinyal yolagi IRS-2, PI3K ve Akt
proteinlerini baskiladigi gosterilmistir. Arastirmacilar, artmis DAG dlzeyinin
hepatik insulin direncinden sorumlu muhtemel mekanizmalardan biri olabileceqi
gorusund savunmaktadirlar [201, 202]. Ek olarak, hepatik insilin direnci VLDL
uretimini; lipoprotein lipaz aktivitesini inhibe ederek hipertrigliseridemiyi artiran
apoClll induksiyonuyla dolayli olarak artirabilir [203]. Hipertrigliserideminin
dokularda lipit akiimulasyonuna sebep oldugu ve butun vicutta insulin duyarhligini
azaltabilecegi ileri suralmustar [204]. Vicut, gelisen insulin direncini telafi etmek
icin artan insulin sekresyonuna ihtiya¢g duymaktadir ve bdylece aclik plazma insulin
dizeyini artirmaktadir. Siganlara fruktozca (%66) zenginlestiriimis diyetin iki hafta
sureyle verilmesi sonucunda; hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve hiperinsilinemi
gelisimi saptanmistir. Bu ¢alismayla Hwang ve arkadaslari fruktoz diyetiyle ilk kez
insulin direnci olustugunu gdstermiglerdir [205]. Son yillarda yapilan ¢alismalar
sonucunda fruktoz tuketiminin lipid metabolizmasi ve hepatik insulin duyarhligini
etkiledigi bilinmektedir [147].

Yuksek fruktoz tuketiminin karaciger Uzerine etkilerinin incelendigi bir calismada,
icme suyu icerisinde yuksek fruktoz (%20) iceren diyet ile 8 hafta boyunca
beslenen farelerin karaciger ve vucut agirhiginin arttigi; ayrica dislipidemi ve
hiperinsuilinemi sonucu insulin direnci gelistigi gosterilmistir. Fruktoz tiketen
farelerin karaciger dokularindaki GLUT-4 ve PI3K protein dizeylerinin yani sira p-
IRS-1/IRS-1 ve p-Akt/Akt oranlarinin anlamli bir sekilde azaldi§i tespit edilmistir.
Ayrica, fruktoz tiketen hayvanlarin karaciger IR protein duzeyinde kontrole kiyasla
degisim gdzlenmemistir [206]. icme suyu icinde 9 hafta siresince fruktoz (%60
oraninda) tuketen Wistar sican karacier dokusunda, IRS-1 serin
fosforilasyonunun arttigi ve insulin direnci gelistigi bildirilmistir [29]. Yagli karaciger
hastaliginin insdlin sinyal yolagi proteinleri Uzerine etkisinin incelendigi bir
calismada, hepatik p53 aktivasyonunun IRS-2/PI3K/Akt sinyal yolagini
baskilayarak insulin direnci olusturdugu ileri stralmustar [207]. Laboratuvarimizda
yuksek fruktozlu misir surubunun karaciger fonksiyonlari ve instlin direnci Gzerine
etkisinin incelendigi galismamizda; 12 hafta suresince icme suyu iginde yuksek
fruktozlu misir surubu (%20 oraninda) tuketen siganlarin karaciger IRS-1, eNOS
ve SIRT1 mRNA ve protein dizeylerinin azalmasina karaciger yaglanmasinin eslik

ettigi gosterilmistir [208]. Laboratuvarimizda yapilan diger bir calismada, 15 hafta
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boyunca icme suyu iginde verilen %20 fruktozun sigcan karacigerinde; doku
agirhgini ve trigliserit dizeyini artirdigini, IRS-1, p-AKT ve p-eNOS ekspresyonunu
azalttigi gosterilmigtir. Ayrica, kontrol ve fruktoz tluketen gruplar arasinda Akt ve
eNOS protein ve mRNA duzeyleri arasinda anlamh bir degigikligin olmadigi
saptanmigtir [209]. Son yillarda yaptigimiz bir galismada 15 hafta stresince icme
suyu iginde %20 fruktoz tiketen siganlarin hepatik ir, irs-1 ve irs-2 mRNA
ekspresyonlarinin yani sira IRS-1, IRS-2, p-Akt ve p-eNOS protein duzeylerinin
azaldigi gosterilmigtir. Ek olarak, fruktoz diyetinin adipoz doku irs-1, irs-2 ve enos
MRNA dlzeylerini baskiladigi saptanmistir [56].

eNOS gen aktariminin etkilerinin incelendigi ¢alismada, igme suyu i¢inde 5 hafta
%10 fruktoz tuketimiyle hipertansif ve hiperinsilinemik oldugu gosterilen siganlarin
aorta, karaciger, bobrek ve kalp dokularinda insulin sinyal yoladi proteinleri
incelenmistir. Hiperinsilinemik durumun IRS-1, IRS-2, PI3K, Akt ve eNOS gibi
insulin sinyal yolaginin duzenlenmesinden sorumlu protein dizeylerini baskiladigi
tespit edilmigtir. Ancak, eNOS gen enjeksiyonu sonrasi baskilanan protein
duzeylerinin arttigi ve hipertansiyon, hiperinsilinemi ve insulin direncinin azaldigi
gosterilmistir [210]. Fruktoz tuketiminin cinsiyet farki Uzerine etkilerinin incelendigi
bir calismada; 9 hafta suresince icme suyu iginde fruktoz (%10) verilmis disi ve
erkek siganlarin kalp IRS-1 protein duzeyinin dedismedigi gosterilmigtir. Aksine,
erkek siganlarin kalp p-IRS-15¢"/IRS-1 dlizeyinin ylkselmis oldugu, disi siganlarda
ise kardiyak IRS-1 aktivasyonun azaldigi tespit edilmistir [211]. Sekiz hafta
boyunca yuksek fruktoz (%60) diyetiyle beslenen siganlarda; fruktoz tuketiminin
aorta asetilkolin gevseme yanitini azaltarak, insulin direnci kaynakli endotel
fonksiyon bozukluguna neden oldugu da gosterilmistir [212]. Yiksek fruktoziu
misir surubunun vaskiler fonksiyon Uzerine etkilerinin incelendigi 6nceki
calismalarimizda, misir surubu tiketimi sonucu endotel disfonksiyonu ve vaskuler
insulin direnci gelistigi; aorta IRS-1 ve eNOS protein dizeylerinin yani sira irs-1 ve
enos MRNA ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir [213, 214]. Uzun sdreli
fruktoz diyetinin cinsiyete goére etkilerinin incelendigi c¢alismamizda; 24 hafta
boyunca %10 fruktoz igeren diyetle beslenen disi siganlarin aorta IRS-2, eNOS ve
SIRT1 mRNA ekspresyonlarinin azaldigi, ayrica erkek ve disi sican aorta eNOS
protein miktarlarinin baskilandigi gosterilmistir [215]. Yiksek fruktoz diyetinin renal

insulin sinyal yolagi ve inflamatuvar belirtecleri Gzerine etkilerini inceledigimiz
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calismamizda; Wistar siganlar 15 hafta boyunca icme suyu iginde %20 fruktoz
tukettirilmistir. Fruktoz tiketen hayvanlarda renal inflamasyonun tetiklendigi; ayrica
irs-1 mRNA ekspresyonunun azalmasina, IRS-1, Akt ve eNOS protein
dizeylerinin baskilanmasinin eslik ettigi bildirilmigtir [57]. Fruktoz tlketiminin aorta
Uzerine etkilerinin incelendidi bir calismada; icme suyu icinde %30 fruktoz tlketen
farelerde apoptozis ve inflamasyonun tetiklendigi, ayrica aort PI3K, p-Akt ve Akt
protein duzeylerinin baskilanarak ateroskleroz geligsen bildiriimigtir [216]. Farelere
8 hafta sire ile icme suyu icinde %20 fruktoz verilmesi sonrasinda, serum
endotelin 1 ve tromboksan (Tx)Az duzeyleri artisina eNOS ve PGI2 azalmasinin
eslik ettigi ve boylece damar endotel hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu olustugu
gosterilmigtir. Arastiricilar, insulin tarafindan uyarilabilen nitrik oksit Uretiminde
bozukluk ortaya ciktigini ve boylece insulin duyarhhidnin azaldigini ileri
surmuslerdir [217]. Sekiz hafta boyunca %60 fruktoz iceren diyetle beslenen
Sprague-Dawley sicanlarin aorta eNOS dizeyinde anlamli bir azalmanin oldugu
saptanmigtir. Ayrica, insulin direnci olusmus siganlarin iskelet kaslarindaki IRS-1
ve p-AMPK duzeylerinin kontrole kiyasla daha az olmasi dikkat ¢ekicidir [218]. On
hafta boyunca %60 fruktoz diyetinin iskelet kas dokusu insulin sinyal yolagi
proteinlerine etkisinin incelendigi bir calismada, fruktoz tlketen Wistar rat iskelet
kasinda p-IRS-15¢" dizeyinin arttigi ve p-IRS-1™" seviyesinin degismedigi
belirtilmigtir [219].

Dokuz hafta sureyle icme suyu icinde farkli oranlardaki fruktoz tiketiminin insdlin
duyarhhg! ve inflamasyon Uzerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada, IRS-1 protein
ve inflamatuvar belirte¢ diizeyleri incelenmistir. igme suyu iginde %10 fruktoz
tiketen grubun hipokampus IL-6 mMRNA ekspresyon ve IRS-1 serin fosforilasyon
dizeyi artarken, IL-1B ve TNFa mRNA dizeyinin azaldidi tespit edilmistir [220].
Arastirmalar, yuksek fruktoz (%60) diyetiyle 12 hafta sureyle beslenmis Kyoto
siganlarda, p-IRS-1%¢" ve PI3K-p85a diizeyinin artmasi, fakat p-Akt protein
seviyesinin azalmasi sonucu beyin insllin rezistansinin ortaya ¢iktigini
gostermektedir [221, 222].

Yapilan calismalar, fruktoz tiketiminin cesitli dokularda inflamatuvar faktoérleri
tetikledigini ve insulin sinyal yolagi proteinlerini baskiladigini goéstermektedir.

Ancak, literatiirde fruktoz veya yuksek yagl diyet tiketimiyle olusturulan metabolik
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sendromda testikuler insulin sinyal yolagi ve testosteron duzeyi iligkisini gosteren
calisma bulunmamaktadir. Vaskiler dokuda bozulmus insilin sinyal iletim

sisteminin sematik gosterimi Sekil 2.5'de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Bozulmus vaskuler insilin sinyal iletim sistemi

Kirmizi oklar olasi baskilanmayi gostermektedir.

2.5.5. Apoptozis, metabolik bozukluklar ve fruktoz diyeti iligkisi

Fruktozca zengin diyet ile beslenmenin hiperglisemiyle birlikte oksidatif stres ve

insulin direncine neden oldugu ileri surilmektedir [223]. Hicresel ROS

uretimindeki artisin protein, lipit ve DNA gibi hiicre ici makro moleklleri olumsuz
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etkileyerek, hicre ici inflamatuvar ve apoptotik cevaplara neden olabilecegi 6n
gérilmustir [216, 223, 224]. ROS araciliiyla mitokondriyal degisiklikler ve
gegirgenligin bozulmasi sonucu mitokondriden sitokrom c'nin salinarak; apoptotik
yolaklari aktive ettigi ileri surllmektedir [225]. Son yillarda yapilan c¢alismalar,
oksidatif stres ve pro-inflamatuvar sitokin dizeylerindeki artisa bagli insilin direnci
gelisebilecegini gdstermektedir. Ayrica, ROS’un hiicresel etkileri arasinda; nukleer
faktor kapa B (NF-kB) aktivasyonu, TNFa ve IL-6 gibi sitokin indiksiyonu ve

makrofaj infiltrasyonunun artmasi gosteriimektedir [226-228].

Yuksek yag ve sukroz iceren yem ile 4 ay boyunca beslenmis C57BL/6 farelerin
adipoz dokusunda, p53 protein ekspresyonu artarken, adiponektin dizeyinde
anlamli bir azalma oldugu gozlemlenmistir [227]. Yuksek yagli ve yuksek fruktoz
iceren diyetle 8 hafta suresince beslenen siganlar incelendiginde; kontrole kiyasla
karaciger MDA, sitokrom ¢ ve caspase3 protein dizeylerini artirarak hepatosit
apoptozisini tetikledigi bildirilmigtir [229]. Yuksek fruktoz ve yuksek yagl diyetle
beslenen farelerde apoptozis parametrelerinin incelendigi bir galismada; kontrole
kiyasla bu diyetle beslenen hayvanlarda hepatik apoptotik hiicre sayisinin arttigi,
sirtl mMRNA ekspresyonunun azaldi§i saptanmistir. Apoptoz indUkleyici faktoru
(AIF) baskilanan yuksek yagl ve fruktoz iceren diyetle beslenen hayvanlarda
hepatik steatoz gelismedigini bildirilmistir [230]. Yuksek yag ve fruktoz iceren
diyetle beslenen siganlarda tetiklenen oksidatif stresin, adipoz dokuda glutatyon ve
nikleer faktor eritroid 2—iligkili faktér 2 (Nrf2) mRNA ekspresyonunu azalttigi, lipit
peroksidasyon belirteclerinden MDA gen ifadesini artirdigi gosterilmistir [231]. On
alti hafta boyunca yuksek yagli diyet ve icme suyu icinde %10 fruktozu tuketimi
sonucu dislipidemi ve hiperinsulinemi kaynakli insulin direnci gelisen Wistar
sicanlarda yapilan bir calismada; kontrole kiyasla bu diyetle beslenen hayvanlarda
bobrek Bcl-2 duzeyi azalirken, apoptotik sitokrom c¢ miktarinin arttigi ve Bcl-2-
baglantih X protein (Bax) dlzeyinin artis egilimi gostermesine karsin degismedigi
bildiriimigtir [232].

Fruktoz agisindan zengin bir diyetle beslenmenin pankreas ve metabolik
parametreler Uzerine etkisinin incelendigi bir galismada; U¢ hafta suresince icme
suyu icinde %10 fruktoz tuketen Wistar siganlarda plazma glukoz duzeyi

degismezken, plazma insulin dizeyi ve HOMA-IR indeksinin arttigi bildirilmistir.
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Ayrica, fruktoz diyetinin B hlcre kitlesinde azalmanin yani sira apoptotik § hticre
sayisinda belirgin bir artisin oldugu goésterilmistir [233]. On iki hafta boyunca, enerji
ihtiyacinin  %65'ini  fruktozdan saglayan sicanlarin karaciger ve pankreas
dokularinda dejenerasyon ve inflamatuvar hudcre infiltrasyonu olustugu;
endoplazmik stres belirteclerinin arttigi saptanmistir. Onemli olarak, fruktoz
tiketiminin pro-apoptotik JNK ve apoptotik caspase3 aktivasyonunu artirdi§i tespit
edilmistir [234]. Sprague-Dawley siganlara igme suyu i¢cinde %10 fruktozun 8
hafta boyunca verilmesi sonrasinda, renal inflamasyonun yani sira bobrek apoptoz
ile iligkili proteinlerin ve caspasel ekspresyonlarinin anlamli Olgcide arttidi
saptanmistir [235]. Gunluk kalori ihtiyacinin %35'ini fruktozdan karsilayan farelerin;
karaciger oksidatif stres ve inflamatuvar belirteclerin artigina, Bax/Bc-12 orani ve
apoptotik hicre sayisindaki artigin eglik ettigi bildirilmigtir [236]. On hafta boyunca
icme suyu icinde %10 fruktoz iceren diyetle beslenen siganlarin karacigerinde
inflamasyon olustugu ve lipit birikiminin arttirdigi saptanmistir. Bu hayvanlarin
karacigerinde apoptozis ilgili proteinlerden sitokrom c, p-JAK2, p-STAT3, Bcl-xL,
caspase9 ve caspase3 dizeylerini artirdigi tespit edilmistir [237]. icme suyu icinde
16 hafta boyunca %10 fruktoz tliketen siganlarda; fruktoz tlketime bagh olarak
karaciger p53 ve transforme edici buyume faktér (TGF)-B1 dizeyindeki artis ve
SIRT1 seviyesinin baskilanmasinin fibrozis olusumu ile ilgili oldugu ileri
surilmastur [238]. Fruktozun apoptozis ve inflamasyon (zerine etkilerinin
arastirildigi bir calismada, fruktoz ttketimi ile ateroskleroz gelisen farelerde reaktif
oksijen tdrlerinin, inflamatuvar sitokinlerin, Bax/Bcl-2 oraninin, caspase3 ve
caspase9 duzeylerinin artarak aortik apoptozisi tetikledigi saptanmistir [216].
Sprague-Dawley sicanlarda yapilan baska bir arastirmada, 20 hafta boyunca
icme suyu icinde %10 fruktoz verilmesine bagli olarak bobrek biyokimyasal ve
apoptotik parametrelerindeki degisimler incelenmigtir. Fruktoz tuketiminin
bobreklerde inflamasyonu tetikledigi ve renal fonksiyon bozukluguna neden oldugu
saptanmigtir. Ayrica, fruktoz tuketiminin renal MDA dizeyini ve apoptotik hicre
sayisini artirdigi tespit edilmigtir [239].

Aragtirmalar, fruktoz diyetinin artan ROS ve inflamatuvar sitokinler araciligiyla
cesitli dokularda apoptozisi tetikledigini gostermigstir. Fruktoz diyetinin testikiler
apoptozis Uzerine etkilerini inceleyen ¢alismalar sinirli olmakla birlikte “Fruktoziu

diyetin testis fonksiyonu Uzerine etkileri’ bolimunde anlatilmistir. Henliz, fruktoz
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kaynakli olusan metabolik sendroma eslik eden dislik testosteron dizeyi ile

testikiler apoptozis iligkisi molekuler diizeyde aydinlatilamamistir.

2.5.6. inflamasyon, metabolik bozukluklar ve fruktoz diyeti iligkisi

Abnormal sitokin Uretimi ile karakterize kronik inflamasyonun obezite, insilin
rezistansi ve Tip 2 diyabet gibi metabolik bozukluklarla yakindan iligkili oldugu
saptanmistir  [240]. Inflamasyon metabolik sendrom ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimi icin dnemli bir patolojik slregtir. Bu slUrece makrofajlar,
lenfositler, vaskiler duz kas ve endotel hlcreleri basta olmak Uzere ¢esitli hiicre
tipleri aracilik etmektedir [241, 242].

inflamasyon olusumu metabolik sendromda anlamli degisimleri gdzlemlenen
siklooksijenazlar, lipoksigenazlar, nikotinamid adenin dintkleotit fosfat (NADPH)-
bagimli oksidazlar, nitrik oksit sentaz ve peroksidazlar gibi gesitli enzim ailelerinin
aktivitesi ile kontrol edilmektedir. Ayrica, inflamasyonun ROS olusumunu ve
oksidatif stresi artirdigi tespit edilmistir [243-245]. Ek olarak, diyabette artan
oksidatif stresin inflamasyonu tetikledigi de bilinmektedir [246]. Bu sebeple son
yilllarda insan ve deney hayvani calismalarinda, metabolik sendrom ile iligkili
sistemik inflamasyon belirteci olarak prostaglandinler (PGI), CRP, adiponektin,
TNFa ve IL-6 gibi sitokinler yaygin bir sekilde ¢alisiimaktadir [247, 248].

inflamasyon uyarilma ve rezollisyondan olusan iki agamayi takip eder. Uyarilma
evresinde TNFa gibi sitokinler rol oynamaktadir. Asiri besin veya yuksek yagli
diyet alimi sonucu fosfolipaz up-regllsyonununa bagll olarak yag asidi ve
arakidonik asit salinimi tetiklenebilmektedir [249]. Farelerde yapilan ¢alismalarda,
fazla yag asitleri aliminin arakidonik asidi, PGG2, PGE2, PGF2a, TxA2 ve TxB:2 gibi
pro-inflamatuvar eikosanoidlere donustiren siklooksijenaz (COX) enzimini aktive
ettigi saptanmistir. Ayrica, serbest yag asitlerinin arakidonik asidi, LTA4 ve LTBa4
gibi pro-inflamatuvar I6kotrienlere dénustiren lipooksijenaz enzimini tetikledigi de
saptanmistir [250, 251]. Uretilen bu eikosanoidler, noétrofillerin  doku icine
girmesine ve bdylece apoptotik hucrelerin ve nekrotik kalintinin temizlenmesine
katki saglamaktadir. Obez farelerde yapilan bir calismada, pro-inflamatuvar LTB4

dizeyindeki artisin, adiposit instlin direncine yol acan NF-kB ve ateroskleroz
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olusumuna neden olan vaskuler hicre adezyon molekuli (VCAM) dizeyini
artirdigl gosterilmistir. Ayrica, 5-lipooksijenaz urunlerinin neden oldugu NF-kB
aktivasyonu sonucunda, monosit kemoatraktant protein-1 (MCP-1), IL-6 ve TNFa
gibi pro-inflamatuvar faktorlerin sekresyonunda artis oldugu saptanmigtir [252].
Sitokinler mitogenez, fibroziz ve kemotaksis gibi c¢esitli hlcresel sureci
yonlendirmesinin yani sira ¢ok sayida genin transkripsiyonunda anahtar rol
oynayan NF-kB aktivasyonuna da neden olurlar [253, 254]. Arastiricilar, apoC-
[I’Gn karaciger ve bagirsaklarda lipoprotein lipazi inhibe ederek trigliserit duzeyinin
artisina katki yaptigini géstermiglerdir [203, 255]. C57BL/6 fareden izole edilmis
periferal kan monosit hlicrelerinde yapilan ¢alismalarda, inflamasyon, ateroskleroz
ve insulin rezistansinda 6nemli rol alan apoC-llI'in NF-kB aktivasyonuna neden
oldugu saptanmistir. Ayrica, NF-kB artiginin insulin rezistansina neden olan sitokin

uretimini tetikledigi gosterilmistir [256].

Fruktoz tuketimi kaynakli insulin direnci ile vaskuler inflamasyon arasindaki
iliskinin incelendigi bir ¢calismada, sicanlar yuksek yagli diyet ve igme suyu
icerisinde %10 fruktoz ile 12 hafta boyunca beslenerek incelemeye alinmigtir.
Arastirma, uygulanan diyetin insulin direncine neden oldugu ve siganlarin
aortalarinda yapilan dlgumlerde; inflamatuvar faktorlerden TNFa, NF-kB, VCAM-1
ve iINOS duzeylerini artirdigini gostermistir. Histopatolojik incelemeler sonucu bu
diyetin, siganlarin aort dokusunda l6kosit infiltrasyonu, yag birikimi, kdpUk hicreleri
ve kolajen miktarini artirdi§i ve vaskdiler inflamasyon gelistirdigi gosterilmistir [28].
Sekiz hafta boyunca yuksek fruktoz ve yuksek yagli diyetle beslenen siganlarda

karaciger NF-kB duzeyinin arttigi saptanmistir [229].

Fruktoz tlketiminin inflamasyon Uzerine etkilerinin incelendigi calismada; icme
suyu icinde %10 fruktoz tuketen siganlarda hepatik PPARa aktivasyonu
baskilanmasina, pro-inflamatuvar TNFa’'nin aktivitesinin artisinin  eglik  ettigi
gosterilmistir [257]. p53 geni silinmis transgenik fareler normal diyet ile
beslendiginde, adipoz dokuda pro-inflamatuvar sitokinin TNF dizeyinin arttigi ve
makrofaj belirteclerinden CD68 ekspresyonunun anlamli olarak yukseldigi
saptanmistir. ilaveten arastiricilar, p53 eksikliginin oksidatif stres kaynakli NF-kB
ekspresyonunu azaltarak pro-inflamatuvar sitokin induksiyonunu bozdugunu

bildirmislerdir [227]. Dokuz hafta boyunca icme suyuna %60 fruktoz ilave edilerek
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beslenip insulin direnci gelistirilen Wistar sigcanlarda, karaciger TNFa mRNA ve
NF-kB protein duzeylerinin artmis oldugu; ayrica kan trigliserit seviyesinin
yukseldigi saptanmigtir [29]. Diger bir galismada, yuksek fruktoz (%60) diyetiyle 8
hafta sureyle beslenen Sprague-Dawley sicanlarda serum LDL ve total kolesterol
dizeyinin yani sira karaciger steatoz skorunun anlamli bir sekilde arttigi
bildirilmistir. Bu bulgulara ek olarak, fruktoz tiuketimiyle insulin direnci gelisen
hayvanlarda inflamatuvar belirtegclerden serum CRP ve laktat dehidrogenaz
aktivitesinin anlamh bir sekilde arttigi saptanmistir [212]. Uzun sire (16 hafta)
icme suyu icinde %30 fruktoz tuketimin inflamatuvar parametreler (zerine
etkilerinin incelendigi bir calismada, siganlarin karacigerinde serbest yag asidi,
TNFa ve IL-6 duzeyleri ile ALT ve AST miktarlarinin arttigi gosterilmistir. Ayrica,
fruktoz tuketen hayvanlarin karacigerinde, steatoz ve lobuler inflamasyonun
olustugu gosterilmigtir [258]. On alti hafta sure ile icme suyu icinde %10 fruktoz
tiketen sicanlarin karacigerinde total kolesterol, trigliserit, IL-1p, IL-6 ve TNFa
duzeyleri artigina lipid birikiminin eslik ettigi gosterilmigtir [238]. Gunluk kalori
ihtiyacinin %35'ini fruktozdan karsilayan farelerde yapilan g¢alismada; kontrole
kiyasla fruktoz tlketiminin serum trigliserit, kolesterol ve TNFa dizeyi artisina
hepatik apoptozis, INOS ve glutatyon dizeylerindeki artisin eslik ettigi saptanmistir
[236]. Laboratuvarimizda, fruktoz tuketiminin disi ve erkek siganlarin karaciger
TNFa ve IL-1B duzeylerini artirdigini saptadik. Ayrica, fruktoz tiketiminin karaciger
trigliserit akimulasyonunu artirdigi ve hiperemi olusturdugu tespit edilmistir [30].
Yuksek fruktoz diyetinin karaciger ve intestinal sistem Uzerine etkilerinin
incelendigi son ¢calismamizda; Wistar siganlar igme suyu iginde %20 fruktoz ile 15
hafta suresince beslenmigtir. Fruktoz tuketen hayvan plazma glukoz, insulin,
trigliserit, TNFa ve IL-1B duzeylerinin yani sira ileum ve karaciger NF-kB ve iNOS
protein miktarlarinin arttigi saptanmistir [56]. Sekiz hafta slresince icme suyu
icinde %20 fruktoz alan farelerde, serum total kolesterol, trigliserit ve LDL
dizeyinin arttigi, HDL seviyesinin ise azaldigi saptanmigtir. Histopatolojik
incelemede ayrica, fruktoz tlketiminin, torasik aorta endotelyumunda
kalinlagmayla karakterize vaskuler hasara neden oldugu gosterilmistir. Ayrica,
fruktoz diyetinin karacigerde bariz yaglanmaya neden oldugu; inflamasyon ve

nekroz olusumunu tetikledigi tespit edilmistir [217].
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Seker kullanimiyla inflamasyonun baglantisinin incelendigi bir c¢alismada,
sigcanlarin mezenterik venullerindeki adherent hicre sayilari fruktoz ve dekstrozun
intragastrik uygulamasi sonrasinda Doppler ydntemi ile élgiilmistir. intragastrik
uygulama sonrasi adherent hlcre sayisinda artis sadece fruktoz grubunda
gorilurken, dekstroz alan siganlarda herhangi bir degisim gértulmemistir. Ayrica,
fruktozun vaskiler endotele I6kosit yapismasini indukledigi tespit edilirken,
dekstrozun |okosit aderansi Uzerine herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmigtir.
Bu calismada, fruktozun intestinal mikrosirkilasyonda inflamasyonlu bir cevap
olusturmasi énemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir [259]. Fruktoz diyetle (%60
oraninda) 8 hafta boyunca beslenen sicanlarin kontrol grubuna goére aorta
dokusunda ICAM-1, VCAM-1 ve ET-1 duzeylerinin arttigi gosterilmistir [218]. Diger
bir calismada igme suyu icinde %30 fruktoz tiketen hayvanlarin aorta halkalarinda
inflamatuvar belirteclerden NF-kB, TNFa ve IL-1B dlzeylerinin artarak
ateroskleroza neden oldugu gosterilmistir [216]. Laboratuvarimizda yuksek
fruktozlu misir surubunun aorta Uzerine etkilerinin incelendigi g¢alismalarimizda;
misir surubu ile beslenen siganlarda inflamatuvar belirteclerden INOS ve NAPDH
oksidaz ekspresyonlari artarken, SIRT1 protein dizeyinin azaldigi gosterilmigtir
[213, 214]. Diger calismamizda fruktoz (%10 igme suyu iginde) iceren diyetle
besledigimiz disi sican aorta INOS mRNA duzeyinin artmis oldugu gosterilmistir.
Ek olarak, fruktoz tuketen disi ve erkek sican aortasinda iNOS protein duzeyinin
arttigi bildirilmistir [215].

icme suyu iginde fruktozu (%10 oraninda) 8 hafta boyunca tilketen siganlarda;
serum ve renal IL-1B, IL-6 ve TNFa dizeylerindeki artisa renal apoptozisin eglik
ettigi gosterilmistir [235]. Yuksek fruktoz diyetinin renal inflamatuvar belirtecleri
uzerine etkisini inceledigimiz c¢alismamizda, igme suyu iginde fruktozu (%20
oraninda) 15 hafta sdreyle tuketen sigan renal NF-kB mRNA ve protein
ekspresyonunun yani sira TNFa ve IL-13 duzeylerinin arttigi gosterilmigtir [57].
Wistar erkek siganlarda, 10 hafta boyunca %60 fruktoz diyetinin iskelet kas
dokusunda inflamatuvar faktérler ve insilin sinyal yoladi proteinlerine etkisinin
incelendigi bir calismada: fruktoz kaynakli hiperinsulinemik ve insuline direngli
sicanlarda inflamatuvar belirteclerden TNFa, CRP, COX-2 ve protein kinaz teta
dizeyinin arttigi tespit edilmistir [219].
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Glukoz intoleransli hastalar tzerinde yapilan diger bir ¢calismada, sekerli icecek
aliminin plazma IL-6 ve TNFa duzeylerini artirdigi saptanmigtir. Ayrica, bu
hastalarda hipergliseminin, stiperoksit radikal Gretimini artirarak inflamatuvar yaniti
indlkledigi ileri striimUstir [260]. VKI 28 kg/m? olan obez bireylerde, 10 hafta
boyunca icme suyu ve yiyecekler icerisinde sukroz tuketiminin, inflamasyon
belirteclerinden serum haptoglobin, transferrin ve CRP dlzeylerini artirdidi
saptanmistir [261]. Genis Olcekli duzenlenen iki kohort calismasinda, duzenli
sekerli icecek tuketiminin hipertrisemi ve eklem kikirdak dokusunda Urik asit
birikmesi ile karakterize gut patolojisine neden oldugu saptanmistir [262, 263].
inflamasyon seker iliskisinin incelendigi klinik bir ¢alismada, saglikli ve normal
kilolu genc¢ erkeklere 3 hafta boyunca gunliuk 600 ml icinde 40 veya 80 gram
fruktoz, glukoz veya sukroz verilmesine bagl olarak, glukoz ve lipid
metabolizmasinda 6énemli bozulmalar tespit edilmistir. Ayrica, yuksek duyarlikh
CRP dizeyindeki artisin inflamasyonu tetikledigi saptanmistir [264]. Son yirmi
yildir yapilan arastirmalarda, fruktoz tidketiminin ¢esitli dokularda sitokin
induksiyonu araciligiyla inflamasyonu tetikledigi gosterilmistir. Fruktoz tlketiminin
testikiler doku Uzerine etkilerini inceleyen c¢alismalar sinirli olmakla birlikte

“Fruktozlu diyetin testis fonksiyonu tzerine etkileri” béliminde anlatiimistir.

2.6. Metabolik Hastalik Modellerinde Testikller Fonksiyon Bozukluklar ile

ilgili Mekanizmalar

Batili Ulkelerdeki ciftlerin %15'i infertiliteden etkilenmektedir ve bu vakalarin
%50'sinin erkek kaynakhgi saptanmigtir. Ayrica, infertii hastalarin sadece
%15'inde genetik anomalilerden kaynakl kisirhdin olustugu ileri surtlmektedir
[265, 266]. Erkek kaynakli infertilitenin nedenlerinin iyi anlasilabilmesi ve ¢6zim
uretilebilmesi igin; testikiler doku fizyolojisinin ve metabolik bozukluklardaki
degisikliklerin ~ detaylica arastirlmasi gerekmektedir. Testikiler dokunun
spermatogenez ve steroidojenik aktivitenin sdrdurtlmesi gibi iki 6nemli gorevi
bulunmaktadir. Spermatogenez boyunca morfolojik, htcresel ve bircok kritik
biyokimyasal olay gerceklesir [267]. Germ hucrelerinin farklilagarak spermatozoa
donugmesi icin Sertoli hicrelerinin fiziksel ve metabolik yardimina ihtiyaci vardir
[26]. Testosteron, Leydig hucreleri tarafindan dretilir ve yeterli spermatogenez icin

gereklidir. Bu nedenle, erkeklerin Greme kapasitesi ve fertilitesinin korunmasi igin
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Leydig htcre fonksiyonlarinin surdirebilir ve saglikli olmasi gerekmektedir.
Testosteron biyolojik etkilerini peritubal myoid ve Sertoli hiicrelerdeki androjen
reseptorlerine baglanarak gosterir [268]. Seminifer ttbulde spermatogenezde rol
alan hucreler Sekil 2.6’da gosterilmigtir [269].

Tip 2 diyabetin testikiler doku ve fonksiyonu Uzerine etkilerinin incelendigi bir
¢calismada; Sprague-Dawley sigcanlar iki hafta stresince icme suyu icinde %10
fruktoz verildikten sonra, dusuk doz streptozosin uygulamasi ile hiperglisemik
yapilmistir. Histolojik degerlendirmede diyabetik hayvanlarda spermatogonia,
spermatosit ve spermatozoa sayilarinda azalmanin oldugu gdsterilmistir [270]. Tip
2 diyabet olusturulmus sicanlarda yapilan bir baska calismada, diyabetik
hayvanlarin sperm sayi ve motilitesinin azaldigi saptanmistir [271]. Yagh diyetin
spermatogenez uUzerine etkilerinin incelendigi c¢alismalarda, hayvanlarin sperm
sayllarinda azalma ve sperm morfolojilerinde anormal degisikliklerin oldugu
gosterilmistir [272, 273]. Yem iginde yuksek yag iceren diyetle 24 hafta boyunca
beslenmis farelerin serum testosteron duzeyinin baskilandigr bildirilmistir [274].
Diger bir calismada, on hafta suresince yagli diyetle beslenen farelerde, serum
Ostradiol duzeyinin arttigi, ancak serum testosteron dulzeyi ve sperm
hareketliliginin azaldi§i saptanmistir. Testikiler morfolojik analizlerde, yagh diyetle
beslenen farelerde seminifer epitelde atrofi olustugu, Sertoli hucreleri ile
spermatojenik hucreler arasindaki adhezyonun azalmasina KTB butunliginin

bozulmasinin eslik ettigi gdsterilmistir [275].
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Testikuler endokrin fonksiyonlar ve apoptotik yolak etkilerinin incelendigi
arastirmalarda, spermatogenez sirasindaki sag kalim ve germ hicre apoptozisinin
diizenlenmesinde FSH, LH, Ostradiol ve testosteron gibi hormonlarin belirleyici
roli oldugunu ileri surdimustur [276, 277]. FSH ve LH gibi gonadotropinler, 6n
hipofizi uyarilmig gonadotropik hlcreler tarafindan salgilanan dimerik
glikoproteinlerdir [278]. Leydig hucrelerde testosteron dretimi LH uyarimi
sonrasinda baglar. Konuyla ilgili bir arastirmada, LH eksikligi olan Wistar
sicanlarda, testis apoptotik belirteglerinden Bax, caspasel ve caspase2
ekspresyonlarinin belirgin sekilde arttigi bildirilmistir [279]. Diger bir ¢calismada,
Gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) antagonisti uygulanarak hormon eksikligi
yapilan insan ve fare germ hucrelerinde apoptozisin baglamasi igin p38 Mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) aktivasyonu ve iINOS induksiyonun gerekli
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, GnRH antagonisti yaninda selektif iNOS inhibitoru

(aminoguanidin) uygulamasinin, hormon yoksunluguna baglh germ hicre
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apoptozisinde onemli bir azalmaya neden oldugu bildirilmigtir [280]. Siganlarda
yapilan bir ¢calismada; GnRH hormon eksikligi sonucunda ortaya c¢ikan testikller
stres ve mitokondriyal Bax duzeyi artisina, germ hucre apoptozisi artiginin eglik
ettigi gOsterilmistir. Ayrica, bu c¢alismada spermatosit ve Leydig hicre
sitoplazmasinda Bax protein lokalizasyonu gosterilmistir [281]. Testosteron
dizeyinin baskilanmasin testikller oksidatif stres ve apoptozis ile iligkisinin
incelendigi bir gcaligmada, 30 gun Ostradiol (B-estradiol-3-benzoate) uygulanan
sicanlarda serum ve testikuler testosteron duzeyinin azalmasina, testikller
oksidatif stres artisinin eglik ettigi bildirilmistir. Ayrica, testosteron duzeyinin
baskilanan grupta testikuler Bax protein duzeyi ve caspase8 aktivasyonunun artigi
gOsterilmigtir. Arastiricilar, testosteron duzeyinin dusmesiyle olusan testikller
oksidatif stresin germ hiicre apoptozisini tetikleyerek seminifer tibilde germ hicre
kaybina neden oldugunu bildirmiglerdir [23]. Wistar ratlardan elde edilen Sertoli
hicrelerde 5a-dihidrotestosteronun (DHT) etkilerinin incelendigi bir g¢alismada,
DHT uygulamasinin Sertoli hucre p53, Bax, caspase3 ve caspase9 mRNA
duzeylerini azalttigr belirtiimistir. Ayrica, DHT uygulanan Sertoli hucrelerde
caspase3d aktivitesi ve Bax/Bcl-2 oraninin azalmasina, Bcl-2 protein diuzeyindeki
artisin eslik ettigi gosterilmistir [24]. Tip 2 diyabetin testikller apoptozis Uzerine
etkilerinin incelendigi bir calismada, intraperitonal streptozosin ve yuksek yagli
diyetle Tip 2 diyabet modeli olusturulmus hiperglisemik si¢anlarin testislerinde
apoptotik hicre sayisinin artigi fakat, testis agirhginin azaldigi gosterilmistir [282].
Tip 1 diyabetin testikiler dokuda apoptozis Uzerine etkisinin incelendigi bir
calismada; diyabetik Sprague-Dawley siganlarin serum testosteron duzeylerinin
baskilandigi saptanmistir. Diyabetik hayvan testikuler doku apoptotik proteinlerden
Bax, bolunmls caspase3 ve caspase9 diuzeylerinin artisina, anti-apoptotik Bcl-2
dizeyindeki azalmanin eslik ettigi bildirilmistir. Ayrica, diyabetik sican seminifer
tubulde hicre sayisi azalmasi ve sperm hucreleri sitoplazmasinda vakuolasyon
gibi testikuler hasar olustugunu gosteren bulgular elde edilmigtir [283]. Obezitenin
testikiler apoptotik yolaklar tzerine etkilerinin incelendigi calismalarda; yuksek
yagh diyet ile beslenen siganlarda testikiler oksidatif stres ve inflamasyon
induiksiyonuna, bax/bcl2, p53, bax, caspase8, caspase9 ve caspase3 mMRNA
ekspresyon ve caspase3 protein duzeyi artiginin eslik ettigi gosterilmistir. Ayrica,
obez hayvan testikiler anti-apoptotik bcl-2 mRNA dizeyinin baskilandigi

bildirilmistir [284, 285]. Obezitenin spermatogenez Uzerine etkilerinin incelendigi



44

diger bir calismada; yuksek yaglh diyetin sigan testikuler doku harabiyeti ve p53
protein diizeyi artisina neden oldugu gésterilmistir. immunohistokimyasal
calismalar, kontrol grubu spermatozoalarinda p53 pozitif hicre tespit ederken,
yuksek yagh diyetle beslenen hayvan seminifer epitelyumunun timinde p53
pozitifik saptanmistir [286]. Calismalar, plazma testosteron dizeyinin
baskilanmasi ile testikller oksidatif stresi artisi sonucu apoptozisin tetiklenmesi

arasinda iligki olabilecegini gostermektedir.

Adipoz doku, hipotalamus-hipofiz-adrenal dénglye negatif geri bildirim yapan
leptin ve pro-inflamatuvar sitokinleri tUretmektedir. Pro-inflamatuvar TNF, IL-6 ve
IL-18’nin dahil oldugu adipositokinlerin, testosteron salgilanmasini hipotalamus-
hipofiz ve testis duzeyinde inhibe ettigi ileri surGimustur. Ayrica, leptinin Leydig
hiicresinde gonadotropin uyarici etkiyi inhibe ederek testislerde uretilen androjenik
drtnlerin azalmasina neden oldugu bildirilmistir [287]. Bu c¢alismalarda,
testosteronun adipoz dokuda lipoliz, yag depolanmasi ve inflamatuvar faktorlerin
salinimi gibi birgok olayi duzenledigi gosterilmistir [288, 289]. Ayrica, testosteron
dizeyindeki azalmanin lipoprotein lipaz aktivitesini artirarak adipositlerde trigliserit
akimulasyonuna neden oldugu gosterilmistir [290]. Streptozosin uygulamasiyla
diyabet modeli olusturulmus Sprague—Dawley siganlarda, reproduktif organ (testis
ve epididimis) agirliklari ve serum testosteron duzeyinin kontrole kiyasla azaldigi
bildirilmigtir. Ayrica, diyabetik siganlarin testis dokusunda oksidatif stres ve
inflamatuvar belirteclerin kontrol grubuna kiyasla arttigi gdsterilmistir. Ayni
calismada, diyabetik siganlara insulin replasman tedavisi yapildiginda, azalmig
olan testis steroidojenik (StAR ve 3B-HSD) enzim duzeylerinin ve serum
testosteron duizeyinin normal degerlere geri dondugu gosterilmistir [291]. Tip 2
diyabetin testikuler doku Uzerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada; diyabetik
sicanlarin testis dokusunda dejenerasyon, inflamasyon ve nekroz ile seyreden
gesitli  histopatolojik degisikliklerin  olustugu gosterilmistir. Ayni  ¢alismada,
diyabetik sigcanlarin testisinde StAR ve SIRT1 mRNA ekspresyonunun kontrol
hayvanlarinkine kiyasla azaldi§i bildirilmistir [292]. Fan ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, yuksek yagli diyetle beslenerek obez yapilmig C57BL/6 farelerde;
testikiler TNFa ve IL-13 mRNA ve NF-kB protein dizeyinin artisa, total
testosteron miktarinin baskilanmasinin eslik ettigi gosterilmistir. Ayrica, obez

hayvanlarda artan testikller inflamasyonun testis doku harabiyete neden oldugu
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savunulmustur [293]. Yuksek yagh diyet ile beslenme sonucunda sistemik
inflamasyon, dislipidemi ve insulin direnci gelisen C57BL/6J farelerin testislerinde
kolesterol birikimi oldugu ve sperm morfolojilerinde anormal degisikliklerin olustugu
gOsterilmigtir [294]. Veriler, vicuttaki testosteron dizeyi ile inflamatuvar faktorler

arasinda etkilesimin oldugunu géstermektedir.

insiilin  sinyal yolagi proteinleri hiicre homeostazinin  korunmasinda gérev
almaktadir. insiilin ve IGF-1 reseptorlerinden gelen hiicresel biyiime, farkhlagsma,
metabolizma ve yaslanmayla ilgili uyarilarin, hicresel yanitinin dizenlenmesinde
kilit rol oynadiklari bilinmektedir [295]. insiilin sinyal yolaginin reprodiiktif sistem
uzerine etkisinin incelendigi calismalar 1970'lerden bu yana devam etmektedir
[296, 297]. Son ceyrek asirda, insulin sinyal yolaginin erkek Ureme sistemindeki
onemi ile ilgili yeni bilgiler saglayan bircok c¢alisma gerceklestiriimistir.
Calismalarda, insulin sinyal yolaginin testiktler gelisim, hlcresel stres cevaplarin
dizenlenmesi, mikrosirkilasyon ve spermatogenezin surdurulebilmesi icin 6nemli
oldugu gésterilmis olup, “insilin Sinyal Yolag1” bélimiinde detayli anlatiimigtir.
Testikuler fonksiyonlarin saglikl bir sekilde devam edebilmesi i¢in, insilin sinyal
yolagi protein butunlugunin korunmasi gerekmektedir. Metabolik bozukluklarda
gorulebilen infertilitenin dnlenmesi veya tedavi edilebilmesi igin testikller insulin
sinyal yolaginin endokrin, inflamatuvar ve apoptotik faktorlerle birlikte detayl
incelenmesi gerekmektedir. Bu sebeple, metabolik bozukluklardan biri olan
diyabetin infertilite Uzerine etkisinin incelendigi calismada; diyabet olusturulan
sicanlarda serum LH, FSH ve testosteron duzeylerinin yani sira fertilitenin de
azaldig1 saptanmistir. Ayrica, diyabetik hayvanlarin testis morfolojisinin bozuldugu,
GLUT3 ve insulin reseptor duzeylerinin azaldigi gosterilmistir [298]. Diger bir
calismada, Tip 2 diyabetik sicanlarda artan testikuler oksidatif strese, serum LH ve
testosteron duzeyinin azalmasinin eglik ettigi bildirilmistir. Ayrica, diyabetik hayvan
testikuler IRS-1 mRNA ve protein ekspresyonunun baskilandigi bildirilmistir [271].
Metabolik bozukluklarda insilin sinyal yolagi elemanlarinin incelendigi ¢alismada,
Tip 1 diyabet olusturulan farelerin testis dokusunda p-Akt ve SIRT1 protein
duzeylerinin 6nemli Olcude azaldigi gOsterilmigtir [299]. Benzer bir galismada,
diyabet modeli olusturulan Wistar siganlarda testis inflamatuvar belirtecleri
artarken, serum testosteron dizeyinin azaldigi saptanmistir. Ayrica, kontrole

kiyasla diyabetik sigan testis PI3K ve Akt mRNA ekspresyonlarinin azaldigi
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bildirilmistir [300]. Ylksek yagli diyetle beslenmenin testikiler doku Uzerine
etkisinin incelendidi bir ¢alismada; on iki hafta ylksek yagl diyetle beslenen
tavsanlarin plazma testosteron duzeyi ve testis agirliginin azaldigi saptanmistir.
Ayrica, yagh diyetin tavsan testis enos mRNA ekspresyonunu azalttigi, nnos
MRNA dizeyini ise degistirmedidi bildirilmistir [301]. Diger bir ¢alismada yuksek
yagh diyetle beslenen Sprague-Dawley sicanlarin vicut agirliklarinin artmasina
kargin testis agirligi ve serum testosteron duzeyinin azaldidi saptanmigtir. Ek
olarak, yagh diyetle beslenen hayvan testikiler mTOR mRNA ve protein
dizeylerinin azaldidi bildirilmistir [302]. Obez C57BL/6 ob/ob farelerin ylksek yagli
diyetle beslenmesinin testikuler doku Uzerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada;
serum ve testikuler testosteron duzeylerinin azalmasina, testikuler p-Akt/Akt ve p-
MTOR/MTOR aktivasyonlarinin baskilanmasi eglik ettigi bildirilmistir [303].
Metabolik Sendrom, Tip 2 diyabet ve obezitede insilin direnci ve testosteron

dizeyi iligkisi Sekil 2.7°de gdsterilmistir [287].
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Sekil 2.7. Metabolik sendrom, Tip 2 diyabet ve obezitede insilin direnci ve

testosteron duzeyi

Klinik arastirmalar, metabolik sendrom, Tip 2 diyabet ve obezite gibi hastaliklarin
erkeklerde hipogonadizmle birlikte seyrettigi gosterilmistir [11-13]. Ayrica, infertil
erkeklerde yapilan arastirmalarda insilin direnci ile testosteron diuzeyi dusukligu
arasinda bir iligki oldugu tespit edilmistir [16-19]. Calismalarda, metabolik
sendromdaki  kan  testosteron dizeyindeki azalma nedeni olarak,
hiperinsulineminin SHBG'’i baskilamasi olabilecegdi dusunulmektedir [304, 305].
Veriler, adipoz dokuda pro-inflamatuvar sitokin artisinin insulin direncine neden
olabilecegini ileri surmektedir. Fruktoz tlketiminin neden oldugu metabolik

sendromda artmis inflamatuvar faktérlerin testikiler dokuda insilin direncine
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neden olabilecedi on gorulmektedir. Ancak, literatirde fruktoz tiuketimiyle olusan
metabolik sendromda testikller inflamasyon ve apoptotik belirteclerin insdlin sinyal

yolagi Uzerine etkilerini inceleyen galisma bulunmamaktadir.

2.6.1. Metabolik bozukluklarda Kan-Testis Bariyeri

Testisteki gelismis germ hucrelerini bagisiklik sisteminden ayiran ve bu sistemin
etkisinden koruyan yapiya Kan-Testis Bariyeri (KTB; Sertoli hiicre bariyeri) adi
verilir. KTB'nin tumdyle zarar gérmesi kisirlikla dogrudan ilgili bulunmustur. KTB
ayrica, normal spermatogenezis sirasinda germ hucrelerin olgunlagmasina
kismen acilip kapanarak destek olmaktadir [27]. Spermatosit hareketi sirasinda
KTB’nin yeniden yapilanmasi, buyuk olgude Sertoli hicre kaynakli sitokin ve
hormon salgilanmasinin yani sira lokal faktorlerin koordineli bir sekilde ¢alistigi,
lokalizasyon ve protein ekspresyonlarinin degistigi karisik bir sure¢ olarak ifade
edilmistir [306]. Yapilan galismalarda, preleptoten/leptoten sprematositlerin TGF-f3
ve TNFa gibi sitokin ureterek KTB yeniden yapilandirmasini kolaylastirdigi ileri
surtlmastur [307, 308]. KTB, birkac kavsak tipinden meydana gelmigstir. Bu
kavsaklara, siki baglanti bdlgeleri (tight-junctions; TJ), Ozellesmis bazal
ektoplazma (basal ectoplasmic specializations; basal ES), gecit bdlgeleri (gap-
junctins; GJ) ve desmozomlari érnek gosterebiliriz. Bu kavsak tipleri seminifer
epitel hemostazi ve spermatogenezi etkilemeden; belirli periyot araliklarinda
parcalanip sizinti yaparak zigoten spermatositlerin adluminal bolgeye girmelerine
olanak sagladiklari saptanmigtir [267, 309, 310]. Gunumuzde infertilite nedenleri
arasinda KTB butunligunu saglayan occludin, claudinll, zonula okludens-1 (ZO-
1), Koneksin43, B-katenin ve N-cadherin gibi proteinlerin; toksik madde maruziyeti
veya metabolik bozukluklar nedeniyle baskilanarak yapilarinin bozulmasi
gosterilmektedir [311]. KTB bilesenlerini olusturan yapinin ayrintili gosterimi Sekil
2.8'de verilmistir [312].
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Sekil 2.8. Kan-Testis Bariyer bilesenleri

Son yillarda yapilan birgok calisma, eksojen toksik kimyasallarin KTB butinligunu
bozarak spermatogenez bozukluguna neden oldugunu gostermektedir [313].
Erkek reproduktif sistem Uzerinde toksik etkileri bulunan deoksinivalenolun
rodentler Gzerindeki etkilerinin incelendidi bir calismada; toksikasyona maruz kalan
fare testikller inflamasyonunun arttigi, serum testosteron duizeyinin
baskilanmasina N-cadherin ve occludin protein diizeylerinin azalmasi eslik ederek
KTB buatanligunan bozulmasina neden oldugu gosterilmigtir [34]. Yapilan
calismada gida ambalajlanmasinda kullanilan Di-2-etilheksil ftalat uygulanan

hayvanlarda; testikller oksidatif stresin artmasi B-katenin, Koneksin43 ve ZO-1
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protein dizeylerini baskilayarak KTB butinliguni bozdugu goésterilmistir [314].
Kemoterapdtik doksorubisinin testikuler fonksiyonlar Uzerine etkisinin incelendigi
bir calismada, doksorubisin uygulamasi sonucu artmis testikiler oksidatif stresin
apoptotik yolagi; testikuler apoptozisi NF-kB, p38 ve caspase3 protein aktivasyonu
araciligiyla tetikleyebilecegini gosterilmistir [315]. Ayrica, diger bir c¢alisma
doksorubisin kaynakl artmis testikller oksidatif stres ve apoptozisin; KTB

batinlugund mTOR proteinini baskilayarak bozdugunu belirtmistir [35].

IGF-1 eksikliginin KTB proteinleri Gzerine etkisinin incelendigi bir ¢calismada, IGF-1
geni kismi baskilanmig fare testikiler N-cadherin, p-katenin ve ZO-1 dizeylerinin
azaldigi claudin miktarinin degismedigi gosterilmistir [155]. Deney hayvanlarinda
yapilan calismalarda; Tip 1 diyabetin p-Akt ve Bcl-2 proteinlerini baskilayip,
apoptotik Bax aktivasyonu araciigi ile seminifer tabdl yapisini ve KTB
batunliGgunu bozarak sperm parametreleri Uzerinde olumsuz etkilere neden oldugu
gosterilmigtir [36]. Diyabet kaynakh testikuler hasarin incelendigi bir ¢calismada;
yuksek yagh diyet ve streptozosin uygulamasi ile diyabet modeli olusturulmus
farelerde kontrole kiyasla diyabetik hayvanlarda testikller oksidatif stresinin arttigi
ve KTB batinliginan ZO-1 mRNA ve protein ekspresyon baskilanmasi araciligi
ile bozuldugu bildirilmigtir [316]. Tip-1 Diyabet kaynakli oksidatif stresin KTB
uzerine etkisinin incelendigi ¢alismada, kontrole kiyasla diyabetik hayvanlarin
occludin, claudinll, Koneksin43, ZO-1 ve N-cadherin protein duzeylerinin

azalarak KTB hasarina neden oldugu gosterilmistir [317].

Yapilan galigmalarda yuksek yagh diyetle beslenerek obezite olusturulan deney
hayvanlarinda; KTB buatinlaganin bozulmasina testikiler occludin, ZO-1, B-
katenin ve N-cadherin protein ekspresyonlarindaki dedisimlerin aracilik ettigi
gosterilmigtir [318]. Diger bir calismada yagl diyet ile 10 hafta beslenen farelerin
testikuler siki baglanti proteinlerinden occludin ve ZO-1 duzeyinin azalmasina KTB
batinltgundn bozulmasinin eslik ettigi bildirilmistir gosterilmistir [275]. Obez infertil
ve azospermili erkeklerde artan serum leptin dizeyinin modellendigi bir calismada;
2 hafta boyunca gunluk intraperitonal 3 mg/kg leptin uygulanan farelerde serum
testosteron diuzeyi degismezken testikuler apoptozisin arttigi saptanmistir. Ayrica,
kontrole kiyasla leptin uygulanan hayvanlarda claudin5, occludin ve ZO-1 protein

dizeylerinin baskilanarak KTB butinluginin ve sperm parametrelerinin
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bozuldugu gosterilmistir [319]. Diger bir calismada, ytiksek yagh diyetle beslenerek
glukoz toleransi gelistiriimis obez farelerde; KTB pretoinlerinden Filamin A
duzeyinin kontrole kiyasla azaldigi gosterilmigtir [320]. Bu veriler, testikuler
apoptozis ve inflamasyonun; testosteron dizeyini azalttigi ve KTB butunliginu
bozdugunu gdstermistir. KTB yapisinin bozulmasinin sperm parametreleri
Uzerinde olumsuz etkiler gostererek infertiliteye neden olacadi bilinmektedir.
Fruktoz diyetinin testiktler inflamasyon ve apoptozisi tetikleyerek KTB
batinligund bozmasi 6ngorilse de, literatirde bu diyetin KTB yapisi Uzerine

etkilerinin incelendigi bir galisma bulunmamaktadir.

2.6.2. Fruktozlu diyetin testis fonksiyonu tzerine etkileri

Son yillarda yapilan c¢alismalarda diyabetin testikiler inflamasyonu tetikledigi,
insulin sinyal yolagi proteinlerini baskiladigi ve testosteron duzeyini dusurdugu
saptanmigtir [271, 300]. Ayrica obez hayvanlarda yapilan g¢alismalarda testikuler
dokuda inflamatuvar belirteclerin artigina; testosteron dizeyi ve insulin sinyal
yolagi proteinleri baskilanmasinin eslik ettigi gosterilmigtir [293, 303]. Literatirde,
fruktoz tlketiminin testikller dokudaki etkilerini inceleyen calismalarda sinirhdir.
Ayrica, fruktoz tuketiminin testikiler insilin sinyal yolagi, inflamasyon ve

testosteron duzeyi Uzerine etki ve iligkisini gosteren ¢alismalar bulunmamaktadir.

Fruktoz diyetinin testikller doku Uzerine etkisinin incelendigi bir calismada; uc
hafta boyunca %80 D(+)-fruktoz ilave edilmis yem ile beslenen Wistar siganlarin
testis agirhginda anlaml bir azalma oldugu tespit edilmistir [321]. Yem iginde
yuksek fruktozun zamana bagl etkilerinin incelendidi bir gcalismada, ytksek fruktoz
ile 4 hafta boyunca beslenmis Sprague-Dawley sicanlarin testis agirligi ve plazma
testosteron diuzeyleri kontrole gore dramatik bir sekilde azalirken, bu degisimin 12
ve 24 haftalik gruplarda normale dondugu bildirilmistir [322]. Laboratuvarimizda
yapilan arastirmada, yuksek fruktoz diyetinin erkek sican adipoz dokuda total ve
serbest testosteron duzeyini baskilarken, disi siganlarda testosteron duzeylerini
adipoz dokuda artirdigi ayrica, plazma testosteron miktarlari Uzerinde degisiklik

yapmadigi bildiriimigtir [20].
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Dort haftalik Sprague-Dawley siganlarin 8 hafta boyunca fruktozca zengin diyet
(%60 yem icinde) ile beslendigi bir galismada; fruktoz tuketimiyle insilin direnci
gelisen hayvanlarin testis agirhgi, reproduktif hormonlardan LH, FSH ve
testosteronun serum dizeyinin azaldigi  belirtiimigtir.  Ayrica  histolojik
incelemelerde fruktozca zengin diyetle beslenen siganlarin spermatojenik
hicrelerinde diizensiz bazal membranlar, vakuolizasyonlar ve Sertoli hiicrelerde
dejenerasyon oldugu gosterilmistir [37]. Diger bir calismada altmis gun igme suyu
icinde %10 fruktoz tiketen Wistar siganlarin testis agirligi, serum testosteron
dizeyi ve sperm miktarlarinin kontrole kiyasla azaldigi saptanmistir. Ayrica,
fruktoz tiketen grubun testis seminifer tlbdl Iimenine epitel dokidlmesi gibi
dejeneratif degisikliklerin olustugu gosterilmistir [22]. Yuksek fruktozlu misir surubu
diyetinin (10 hafta, %15 icme suyu icinde) sperm parametreleri Gzerine etkilerinin
incelendigi bir calismada; kontrole kiyasla misir surubu tiketen Wistar siganlarin
sperm say! ve hareketliliginde azalma egilimi gorulmesine karsin anlamli olmadigi
saptanmigtir. Ayrica, misir surubu tiketen grubun kontrole kiyasla testikuler
GLUTS5 duzeylerinin arttigi gosterilmistir [323]. Otuz gunlik Wistar siganlara 30
gln boyunca igme suyu iginde fruktoz (%20) tuketiminin incelendigi ¢alismada,
hayvanlarin vucut agirhgi artarken testis agirliginin degismedigi gosterilmigtir.
Ayrica, histopatolojik caligmalarda fruktoz tiketen hayvanlarin testis lUmeninde
epitel vakuoller, dejenerasyon, olgunlasmamis hucreler ve anormal tubdl
sayisinda artis oldugu gézlenmistir. Ek olarak, fruktoz tlketen hayvanlarda
kontrole kiyasla Sertoli hicre sayisinin azaldigi ve anormal sperm miktarinin
arttig1  bildirilmistir [38]. Fruktoz diyetinin sperm Kkalitesi Uzerine etkilerinin
incelendigi bir calismada, 8 hafta suresince igme suyu icinde %10 fruktoz tlketen
Wistar siganlarin plazma trigliserit dlzeyinin arttigi; vicut ve testis agirliklarinin
degismedi  gosterilmistir.  Ayrica, fruktoz tiketen siganlarda sperm
konsantrasyonlari ve haraketli sperm miktarlarinin azalarak hipogonadizm

olustugu bildirilmistir [39].

Fruktoz tlketiminin testikller oksidatif stres Uzerine etkilerinin incelendigi bir
calismada, yem iginde yuksek fruktoz (310 g/kg) iceren diyetle 5 hafta boyunca
beslenmis farelerin testikiler dokularinda oksidatif stres belirtegleri incelenmistir.
Fruktoz tiketen hayvan plazma MDA ve testis katalaz aktivitesi artarken, glutatyon

peroksidaz diuzeyinde degisiklik goézlenmemistir. Arastirmacilar, testiste artan
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katalaz duzeyinin, fruktoz tarafindan induklenen oksidatif strese karsi savunma
sisteminin bir parcasi olarak aktive oldugunu ileri sirmuglerdir [324]. Fruktozca
zengin diyet (%60 yem iginde) ile 6 hafta boyunca beslenen Wistar siganlarin
(120-150g’lik) testis dokusundaki MDA duzeyleri anlamli bir gsekilde artarken,
glutatyon igeriginin azaldigi tespit edilmistir. Ayrica, fruktoz tiketimi kaynakli testis
agirhginda azalma goézlemlenirken, 6zellikle Sertoli ve Leydig hicrelerinde GLUT1
ekspresyonunda anlaml bir artis saptanmistir [325]. Yuksek fruktozlu misir
surubuyla (icme suyu iginde %20 oraninda fruktoz igeren) 10 hafta boyunca
beslenen Sprague-Dawley ratlarin testis dokusunda iINOS ve MDA duzeylerinin
arttigi, superoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin ise azaldigi saptanmistir.
Misir surubu tiketen grupta spermatogenez baskilanmasi sonucunda sperm
sayisinda azalmanin gergeklestigi gosterilmistir. Ayrica, misir surubu diyetinin
testis stromal dokuda hafif hiperemi ve 6demi tetikleyerek hayvanlarin testisinde
hafif-orta derecede dejenerasyona neden oldugu saptanmistir. Serum testosteron
duzeyi azalma egilimi gosterse de bu azalmanin istatistiki olarak anlamh olmadigi
bildirilmistir [32]. Fruktoz diyetinin testiktler doku Gzerine etkilerinin incelendigi bir
calismada, sekiz hafta boyunca icme suyu i¢inde %30 oraninda fruktoz tuketen
sicanlarda testis agirligi ve serum testosteron duzeyinin arttigi saptanmistir.
Fruktoz diyetinin testikiler INOS duzeyini artirarak inflamasyonu tetikledigi ve
seminifer tubul nekrozu, atrofi ve dejeneratif degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir.  Ayrica, fruktoz diyetinin testikiler glutatyon-S-transferaz ve
superoksit dismutaz duzeylerini baskilayarak oksidatif stresi artirdigi bildirilmistir.
[31]. Yuksek fruktoz diyetinin testikiler inflamatuvar faktorler tzerine etkisinin
incelendigi calismamizda, 15 hafta suresince igme suyu iginde %20 fruktoz
tiketiminin mitojenik protein IGF-1R ve inflamatuvar proteinlerden iNOS, NF-kB, p-
NF-kB, IL-18 ve TNFa dizeylerini artirdigini goésterdik. Ayrica, fruktoz diyeti
sonucu artan testikiler INOS ve TNFa mRNA ekspresyonlarina, azalan testikuler
serbest ve total testosteron duzeyinin eslik ettigi saptanmigtir. Ayni ¢calismadaki
histopatolojik incelemelerde, fruktoz tlketen siganlarda vakuoler ve intratibuler
dejenerasyonun yani sira, seminifer tibulde hiicresel debris ve nekrotik materyal

birikimi olustugu gosterilmistir [21].

Diger bir calismada, icme suyu icinde ylksek fruktoz (%30) ile 8 hafta suresince

beslenen Wistar siganlarin biyokimyasal parametreleri ve testis dokusunun
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histolojik degisiklikleri incelenmigtir. Fruktoz tuketerek hiperglisemik yapilan
sigcanlarin testis dokusunda germ hicre kaybi ve seminifer tlbilde yapisal
bozukluklar olusturdugu gosterilmigtir. Ayrica, fruktoz tuketen siganlarin seminifer
tubul ¢api ve Johnsen'in tubuler biyopsi skorlarinin azalmasina karsin, tubdllerde
apoptotik hicre sayisinin arttigi tespit edilmistir [25]. Fruktoz diyetinin sican
epididim doku ve sperm parametreleri tUzerine etkilerinin incelendigi bir calismada;
60 gun suresince igme suyu iginde fruktoz (%10 oraninda) tuketen siganlarin
epididimde az da olsa dejenaratif tubul gosterilmigtir. Ayrica, fruktoz tiketen
hayvanlarda apoptotik sperm yuzdesinin arttigi bildirilmistir [326]. Yuksek fruktoz
tiketiminin testikuler apoptotik yolaklar Uzerine etkisinin incelendigi calismamizda,
15 hafta boyunca icme suyu i¢inde %20 fruktoz tuketen Wistar sicanlarin testis
anti-apoptotik Bcl-2 mRNA ve protein duzeylerinin azaldigini saptanmigtir.
Apoptotik caspase3 mRNA ve protein dizeyi artis egilimi gosterse de istatistiki
olarak anlamh Olcide degismemistir. Ayrica, fruktoz tiketen siganlarin testis
SIRT1 mRNA duzeyleri degismezken, protein duzeylerinin azaldigi gosterilmistir
[33].

Erkeklerde metabolik sendrom hipogonadizmle birlikte seyretmektedir [11]. infertil
erkeklerde gorulen testosteron duzeyi dusukligunuan insdlin direnciyle iligkili
oldugu ileri surulmektedir [14, 16]. Ayrica, saglkh spermlerin olusumu, KTB
batinligundn korunmasi ve spermatogenezin surdurilebilmesinde insilin sinyal
yolagi proteinlerinin erkek reproduktif sistemde énemli rol oynadigi bilinmektedir
[50, 54]. Yapilan c¢alismalar, testikiler apoptozis ve inflamasyon artisinin;
testosteron dizeyini azalttigi ve KTB’nin yapisini bozarak sperm parametreleri
Uzerine olumsuz etkilere neden oldugunu gdéstermektedir [34-36]. Diyet icinde
fruktoz tlketimi gesitli dokularda insulin direnci, ROS, inflamatuvar sitokinler ve

apoptotik faktorlerin artigina neden olmaktadir [3, 56].

Literatirde, fruktoz diyetinin KTB proteinleri ve testikller insulin sinyal yolagi
Uzerine etkisini; inflamatuvar ve apoptotik faktorler ile iliskisini inceleyen bir
calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda, erkek Wistar siganlarda, 15 hafta
sure ile icme suyu iginde %20 oraninda fruktoz tiketiminin: testikiler endokrin,
inflamatuvar ve apoptotik parametreler ile KTB proteinleri ve insulin sinyal yolagi

elamanlari Uzerine etkisi incelenmistir. Fruktoz tiketiminin testikiler dokuda
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inflamatuvar ve apoptotik yolaklarinin aktivasyonu sonucu, KTB proteinleri ve
insulin sinyal yoladi baskilanmasina yol agabilecedini arastirdigimiz hipotezimizle
ile ilgili gosterim Sekil 2.9'da sunulmusgtur.
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Sekil 2.9. Yiksek fruktoz diyetinin testiktler doku tzerine olasi etkileri

Siyah oklar artis1 ve kirmizi oklar azaligi temsil etmektedir. Kirmizi soru isaretleri
ve tireli oklar fruktozun olasi etkilerini gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Diyet

Bu calismanin deneysel protokolii Gazi Universitesi Hayvan Etik Komitesinin, G.U.
ET-19.019 karari ile onaylanmistir. Fruktozun testikller dokudaki etkilerini
incelemek icin 3 haftalik erkek Wistar tiri sicanlar Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi'nden temin edilmistir.
Hayvanlar, 12/12 saat aydinlk-karanlk periyoduna ayarlanmig, sicaklik (20-22 °C)
ve nem kontrolli odalarda bakilmistir. Siganlar bir haftalik uyum programina tabi
tutulduktan sonra farkli gruplara ayrilip, deneyler basglatiimistir. Deneydeki
hayvanlar standart sican yemi (%62 nisasta, %23 protein, %7 sellloz, %4 yag ile
mineral ve vitamin karisimi) ile beslenmiglerdir. Kontrol gruplarina igme suyu
olarak gcesme suyu, fruktoz gruplarina ise gesme suyunda ¢ozulmus %20 fruktoz
verilmistir. Standart yem, su ve fruktoz iceren ¢esme suyu hayvanlarin serbestce
ulasabildigi sekilde vyerlestiriimigtir. Deney hayvanlarinda metabolik sendrom
modeli olusturmak igin igme suyu igerisinde %20 fruktoz 15 hafta sirecince
verilmigtir. Bu stre sonunda hayvanlar ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg)

karisimi ile 6tenazi edilmislerdir.

Deney gruplarr:

1. Kontrol (K): Hayvanlara 4. haftadan itibaren 15 hafta boyunca icme suyu
verilmistir (n=8).

2. Fruktoz (F): Hayvanlara 4. haftadan itibaren 15 hafta boyunca %20 fruktoz

iceren icme suyu verilmigtir (n=8).

Fruktoz soliisyonun hazirlanmasi

icme suyu icerisinde %20 (agirlik/hacim) fruktoz iceren sollisyon haftada iki kez
hazirlanip ve +4 °C’de saklanmistir. Solisyon hayvanlara verilmeden 6nce

calkalanip suluklarina eklenmistir. Metabolik sendroma neden olan fruktoz
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tuketiminin ~ siganlarda hiperglisemi, hiperinstlinemi ve hipertrigliseridemi
olusturabilecek doz ve suresi, laboratuvarimizda vyapilan 6n deneyler ve

yayinlanmig ¢alismalara dayanilarak belirlenmistir [21, 56, 209].

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasallar (bu bélimde veya yontemler iginde belirtilenler
hari¢) Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, ABD)'den temin edilmigtir. Fruktoz
Danisco Sweeteners OY (Finlandiya) 'den saglanmistir. Doku homejenizasyonu,
protein duzeyi 6lgimleri ve Western Blot yonteminde kullanilan Tris-baz, NACI,
NaOH, Na2COs, metanol ve glisin Merck Millipore (Darmstadt, Almanya), EDTA,
Bis-Akrilamid ve Tetrametiletilendiamin (TEMED) Amresco Inc. (Texas, ABD),
standart protein (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa) Thermo
Fisher Scientific (San Jose, ABD)‘den saglanmistir. immunohistokimyasal
calismalarda kullanilan poli-L-lizinli lamlar, Harris Hematoksilen, Eozin Y (alkolik),
Primer Antibody Enhancer, HRP polymer, AEC Single Solution, hidrojen peroksit
(H202) ve su bazli kapatma solisyonu Thermo Fisher Scientific (San Jose,

ABD)'den temin edilmigtir.

3.3. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

Doku, ¢ozelti ve cesitli kimyasallarin saklanmasi amaciyla -85 °C derin dondurucu
(Sanyo —MDF-U5186S), +4 °C buzdolabi (Argelik) ve -20 °C derin dondurucu
(Sanyo) kullaniimigtir. Calismalarda Eppendorf research plus (Hamburg, Almanya)
marka mikro pipetler (0,5-1000pl), manyetik karistirici (NUve) ve ultra saf su cihazi
(MINI pure-MES) kullanilmistir. Hassas terazi olarak Schimadzu (Kyoto, Japonya)
kullaniimigtir. Cozeltilerin pH ayarlamasi MettlerToledo S220-K (Ohio, ABD) pH
metre kullanilarak yapilmistir. Western Blot yonteminde Firlabo vorteks (Lyon,
Fransa), uzun sureli inklibasyon islemleri igin labnet orbit 1000 (Labnet Inc, ABD)
sabit calkalayici ve Western blot jel dékme moduli (Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA, ABD) kullanilmigtir. Laboratuvar tipi kirik buz yapma makinasi (IMS-
100 Flake ice maker, Cin), sogutmali mikrosantrifij Himoc ve makrosantrifij
Sigma marka cihazlar kullaniimigtir. Ayrica, Western Blot, Real Time-PCR ve

patolojik incelemede kullanilan diger cihazlar ilgili bolumde agiklanmistir.
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3.4. Siganlarin Agirhk, Gunlik Yem, Sivi Tuketimi ve Kalori Alimi
Hesaplanmasi

Deney siresi boyunca haftada iki kez siganlarin agirliklar tartilmistir. Yem
tuketimleri, haftada bir kez kafes yemligindeki yemin dlguldigu baslangi¢ saati ile
24'ncli saatin sonundaki kalan yem arasindaki farkin hesaplanmasiyla
saptanmigtir. Hayvan sayisi bagina tuketilen gunlik yem olarak hesaplanmistir.
Sivi tuketimleri agizliklari sivi sizdirmaz siselere, baslangi¢ saatinde koyulan sivi
hacmi ile 24’ncl saatin sonundaki kalan sivi miktari arasindaki fark hesaplanarak
saptanmistir. Hayvan sayisi basina tlketilen gunlik sivi miktari olarak
hesaplanmigtir. Siganlarin kalori alimi, icme suyu iginde fruktoz ttiketiminden 3.70
kkal/g, gunlik yem tuketiminden 3.5 kkal/g yem degerleri dikkate alinarak

hesaplanmistir.

3.5. Plazma ve Testis Doku orneklerinin alinmasi

Deney siuresi sonunda sakrifikasyon igleminden hemen sonrasinda etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) tuplere alinan intrakardiyak kan 6rnekleri 10000 g'de 30
dakika santrifuj edilerek plazmalarina ayrigtiriimistir. Ayrilan plazma pastor pipeti
ile alinarak ependorf tlplerine konulup -85 °C’de dondurularak saklanmistir. Testis
dokulari izole edildikten sonra hizli bir sekilde Krebs (solisyon mM: 118 mM NacCl,
4.73 mM KCI, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgSQO,, 2,5 mM CaClz, 25 mM NaHCOs,
11 mM Glukoz, 0,026 mM EDTA) sollisyonuna alinarak kani uzaklastiriimis ve
fazla sivi steril gazli bezle alinmistir. Daha sonra testisler tartilmistir. izole edilen
testisin bir kismi molekuler c¢alismalar igin esit sekilde pargalanarak ependorf
tiplere konulmus, bir kismi ise histolojik incelemeler igin Bouin solisyonunun

igerisine alinip oda sicakliginda saklanmigtir.

3.6. Biyokimyasal Parametreler

Plazma ve testis doku orneklerinde biyokimyasal analizler uygun enzimatik ve
kolorimetrik  kitler kullanilarak yapilmistir. Testis dokusunda vyapilacak
biyokimyasal olgumler igin, alinan orneklerden 0,1 g tartiimistir ve 0,1 M pH:7.4
fosfat tamponundan 1 ml ilave edilerek Next Advance Bullet Blender Storm
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BBY24M-CE (Next Advance, Inc., New York, ABD) marka homojenizatorle Next
Advance marka zirkonyum oksit boncuklar kullanilarak homojenize edilmigtir.
Ardindan homojenatlar 10000 g'de 15 dakika santriflj edilerek supernatantlari
toplanmistir ve esit miktarlara bdlinerek -85 °C’de dondurularak saklanmistir.
Doku homojenatinda protein duzeyleri, Brilliant Blue G boyasi ydontemi ile Sigma
marka ticari kitler kullanilarak (Saint Louis, Missouri, ABD), dretici firmanin
kullanim talimatinda belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Her bir doku ve kit

seyreltme faktorunun belirlenmesi igin standardizasyon yapilmigtir.

3.6.1. Plazma glukoz dizeyi 6l¢imu

Plazma o6rneklerinde glukoz duzeyi olgimleri Roche Cobas (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Almanya) marka ticari kitler kullanilarak Roche Cobas C501
(Roche Diagnostics International Ltd., Rotkreuz, isvicre) otoanalizériinde
gerceklestirilmistir. Olglimler Uger kez tekrarlanip ortalamalari alindiktan sonra,

sonuglar mg/dl olarak verilmigtir.

3.6.2. Plazma trigliserit duzeyi 6lguimu

Plazma 0Orneklerinde trigliserit diizeyi Roche Cobas (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Almanya) tarafindan Uretilen enzimatik analiz kitleri kullanilarak, Roche
Cobas C501 (Roche Diagnostics International Ltd., Rotkreuz, Isvicre)

otoanalizorunde gergeklestiriimigtir. Sonuglar mg/dl olarak verilmistir.

3.6.3. Plazma insulin dizeyinin 6lcimu

Siganlarin plazma insiilin diizeyi rat insilin ELISA kiti (Mercodia, Uppsala, isveg)
kullanilarak Uretici firma talimatlarina gore belirlenmistir. Absorbans okumasi
ChemWell 2910 (Awareness Technology, Inc. Palm City, ABD) marka ELISA

okuyucu cihazda yapilmistir. Sonuglar ng/ml olarak verilmigtir.
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3.6.4. Plazma 0Ostrojen, serbest ve total testosteron duzeyi 6lguimu

Deney gruplarini olugturan siganlarin plazma orneklerinde Ostrojen, serbest ve
total testosteron diizeyi olgumu SunRed (Shanghai, Cin) marka Rat ELISA Kkitleri
kullanilarak dretici firmanin kullanim talimatina goére yapilmistir. Absorbans
okumasi ChemWell 2910 (Awareness Technology, Inc. Palm City, ABD) marka
ELISA okuyucu cihazda yapilimistir. Plazma total testosteron diizeyi ng/L, plazma

serbest testosteron ve Ostrojen duzeyi pg/L olarak verilmistir.

3.6.5. Testiste 0strojen, serbest ve total testosteron diizeyi 6l¢imu

Deney gruplarini olusturan siganlarin testis doku homojenat érneklerinde dstrojen,
serbest ve total testosteron diizeyi 6lcimi SunRed (Shanghai, Cin) marka Rat
ELISA Kkitleri kullanilarak Uretici firmanin kullanim talimatina gére yapilmistir.
Absorbans okumasi spektrofotometrik mikroplaka okuyucu ChemWell 2910
(Awareness Technology, Inc. Palm City, ABD) marka cihazda yapilmistir. Sonuclar

ng/g protein olarak verilmistir.

3.6.6 Testiste TNFa ve IL-1B dizeyi 6lgimii

Deney gruplarini olusturan siganlarin testis doku homejanatlarinda TNFa ve IL-13
dizeyi Olcimi SunRed (Shanghai, Cin) marka ELISA kitleri kullanilarak Uretici
firmanin kullanim talimatina gore yapiimistir. Absorbans okumasi ChemWell 2910
(Awareness Technology, Inc. Palm City, ABD) marka spektrofotometrik mikroplaka

okuyucuda yapilmistir. Sonuglar ng/g protein olarak verilmigtir.
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3.7. Testis Gen Ekspresyonlarinin kantitatif Real Time-PCR Yontemi ile

Tayini

3.7.1. Doku homojenizasyonu ve toplam RNA izolasyonu

Testis dokulari (~100 mg) kullanilarak toplam RNA izolasyonu Qiagen RNeasy
Mini (Venlo, Hollanda) saflastirma kiti kullanilarak Uretici kilavuzuna uygun olarak
izole edilmistir (Sekil 3.1; Qiagen, Venlo, Hollanda). Testis dokulari 600 ul RLT
tamponu ile homojenizasyon (doku parcgalayici; Qiagen, Venlo, Hollanda)
yapilmis ve santrifij (10000 g hiz, 25°C’'de ve 15 dakika) edilmistir. Steril
mikrosantriflj tipe alinan slUpernatanta, 600 uyl %70’lik etanol ilave edilmistir.
Karisimin 700 plI'si RNeasy spin kolonuna aktarilarak santrifij (10000 g hiz, 1
dakika) edilmistir. Toplama tlpundeki suzunti dokulmus ve etanol stpernatant
karisiminin kalani spin kolonuna tekrar yuklenerek islem yinelenmistir. Stzinti
tekrar atilarak, kolonlara 700 yl RW1 tamponu eklenerek santrifiij (10000 g, 1
dakika) gergeklestirilmistir. SuUzintl dokuldukten sonra 500 pl RPE tamponu
eklenerek santrifiij (10000 g, 2 dakika) edilmis ve bu islem tekrarlanmistir.
Kolondaki filtrenin Ustinde RPE tamponunun kalmadigindan emin olmak igin,
toplama tupleri degistirilerek sadece santriftij (10000 g, 1 dakika) iglemi yapiimistir.
En son asamada kolonlar yeni eppendorf tiplere (DNase ve RNase icermeyen)
konulmustur ve 50 pl steril su eklenerek santrifij (10000 g, 1 dakika) edilen
RNA'lar kolonlardan izole edilmistir. Elde edilen toplam RNA'larin konsantrasyon
ve butunlik tayininin yani sira RNA ve protein kontaminasyon analizleri igin
MultiScanGo spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, San Jose, ABD) ile 260
nm ve 280 nm dalga boyunda o6lgimler yapilmistir. Hesaplanan spektrofotometrik
OD260/OD2so oranina gére sonug 1,80'in altinda ise protein kontaminasyonu veya
nukleik asit kirigi varligini; 2,10'un Ustunde olmasi nukleik asit kontaminasyonu
veya protein azhgr sonucuna varilabilir. Spektrofotometrik OD260/OD2so oranlari
1,90-2,00 arasinda olan, izole edilmig toplam RNA'larin konsantrasyonlari
260nm’deki dalga boyundan pg/ml biriminde hesaplanmigtir. Elde edilen RNA'lar -
85°C’de saklanmistir.
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3.7.2. cDNA sentezi

Elde edilen RNA'lar, tek zincirli komplementer DNA (cDNA) sentez kiti (Thermo
Fisher Scientific; San Jose, ABD) kullanilarak cDNA'ya ters transkribe edilmistir.
Yonteme goére 2 pg toplam RNA'ya 1 pl oligo(dT)18 primer (100 pM) eklenip,
hacim nikleaz icermeyen dietil pirokarbonatli (DEPC) steril distile suyla 12 pl'ye
tamamlanmigtir. Ornek solisyonu yavasca karistirilip 70 °C'de 5 dakika inkiibe
edildikten sonra buz Uzerinde sogutuldu. Sonra 4 pyl 5X M-MuLV reaksiyon
tamponu, 1 pl RiboLockTM (20 U/ul) RNaz inhibitéra ve 2 uyl dNTP karisimi (10
mM) eklendikten sonra tipler 37 °C’de 5 dakika inkliibe edilmistir. Son olarak, 1 pl
M-MuLV Revers Transkriptaz (200 U/ul) eklenerek cDNA sentez reaksiyonu
Bioneer Thermal Cycler (Daejeon, Glney Kore) yardimi 1 saat sure ile 42 °C'de
gerceklestiriimistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri ters transkriptaz denatlrasyonu igin
70 °C’'de 5 dakika bekletildikten sonra, buz Uzerinde sogutulup kantitatif gercek
zamanli polimer zincir reaksiyonu (gqRT-PCR) calismalari igin -85 °C'de

saklanmistir.

3.7.3. Kantitatif Gergek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)
yontemiyle ir-gB, irs-1, irs-2, pi3k, akt, enos, mtor, sirtl, caspase3 ve

bcl-2 ifadelerinin belirlenmesi

Testis orneklerinde ir-B, irs-1, irs-2, pi3k, akt, enos, mtor, sirtl, caspase3 ve bcl-2
genlerine ait mMRNA miktarlari, SYBR Green | reaksiyon kimyasi ve qRT-PCR ile
Cizelge 3.1'de belirtilen primer ciftleri kullanilarak belirlenmigtir. Elde edilen cDNA
icerisindeki istenilen mMRNA karsihginin yukseltgenebilmesi igin 2,5 ul SYBR Green
Mastermix (iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix; Bio-Rad Laboratories,
Hercules, ABD) 1 ul ileri, 1 ul geri primerlerle (her biri 2 pM olan) karistirildiktan
sonra Uzerine 0,5 pl cDNA eklenmistir. 95°C'de 10 dakika baslangig
denaturasyonunun ardindan, 94°C’de 15 saniye denatltrasyon, 58°C’de 30 saniye
baglanma ve 72°C’de 30 saniye uzatma asamasi 40 kez tekrarlanirken, her
dongunun baglanma agsamasindan sonra meydana gelen floresan 1Isima Roche
LightCycler480 Il (Mannheim, Almanya) cihaz yardimi ile saptanmistir. Olgiimlerde
cDNA ornekleri mikroplaka kuyucuklarina her bir o6rnek igin Uger tekrarl

konulmustur. Orneklerdeki mRNA ifadelerinin belirlenmesi, her bir yikseltme icin
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kritik esik dongl sayisi (Cp) degerleri Odlgulerek kullanilan standartlar ile
kalibrasyon egrileri olusturularak hesaplanmigstir. Dokular icerisinde aranan gen
ekspresyon duzeyleri gapdh genine (Cizelge 3.1) oranlanarak normalize edilmigtir.
Ayrica, PCR drunlerinin ve olasi kontaminiasyonun kontrolu igin deney sonunda
artnler Gzerine melt analizi gergeklestirilerek Grlnlerin safliklari kontrol edilmistir.
Reaksiyonda genomik DNA kontaminasyonu olup olmadigi herhangi bir cDNA ya

da DNA icermeyen kor reaksiyon tupleri kullanilarak kontrol edilmistir.

Cizelge 3.1. Real Time-gPCR deneylerinde kullanilan primer ciftler (ir-8, irs-1, irs-

2, pi3k, akt, enos, mtor, sirtl, caspase3, bcl-2 ve internal standart

gapdh)

Gen ileri Primer Dizi (5'—3’) Ters Primer Dizi (5’'—3’)

ir-8 GTGCTGCTCATGTCCTTAGA AATGGTCTGTGCTCTTCGTG
irs-1 GCCAATCTTCATCCAGTTGC CATCGTGAAGAAGGCATAGG
irs-2 CTACCCACTGAGCCCAAGAG CCAGGGATGAAGCAGGACTA
pi3k ATGCAACTGCCTTGCACATT CGCCTGAAGCTGAGCAACAT
akt GAAGAAGAGCTCGCCTCCAT GAAGGAGAAGGCCACAGGTC
enos TGCACCCTTCCGGGGATTCT GGATCCCTGGAAAAGGCGGT
mtor GCAATGGGCACGAGTTTGTT AGTGTGTTCACCAGGCCAAA
sirtl CGGTCTGTCAGCATCATCTTCC CGCCTTATCCTCTAGTTCCTGTG
caspase3 GAGCTTGGAACGCGAAGAAA CTCTGAGGTTAGCTGCATCG
bcl-2 TTCCTGCATCTCATGCCAAG TACCAATAGCACTTCGCGTC
gapdh TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG  TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT

3.8. Testis Protein Duzeylerinin Western Blot Yontemi ile Tayini

3.8.1. Doku homojenizasyonu ve toplam protein miktar tayini

Sivi azot ile dondurulmus ve -85°C’de stoklanmig testis dokulari (~100 mg) Tris 50
mM (pH 7:4), NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, %0,1 h/h Triton X-100, %0,26 (a/h)
sodyum deoksikolat, 50 mM sodyum flortr, 0,1 mM sodyum ortovanadat ve 50

pg/ml fenilmetilsilfonil florir (PMSF) iceren c¢oOzelti icinde homojenize (Tissue
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RuptureTM, Qiagen, ABD) edilmistir. Homojenatlar daha sonra santrifiljleme
yontemiyle (1500 g’de 15 dakika) sitoplazmik ve niukleer fraksiyonlarina ayriimistir
[327]; supernatant, toplam protein tayini ve IR, IRS-1, IRS-2, PI3K, Akt, p-Akt,
eNOS, p-eNOS, mTOR, SIRT1, claudinll, N-cadherin, GLUT5, Bcl-2 ve caspase3

protein ekspresyonlarinin Western Blot yontemi ile belirlenmesi igin kullaniimistir.

Testis doku homojenatlarinin toplam protein konsantrasyonlari Lowry yontemine
[328] gore saptanmistir. Protokole gore mikroplaka kuyucuklarinda 40 ul 50 kat
seyreltiien homojenatlar ve standart sigir serum albumini (BSA) cozeltileri
(derisimleri 0,05-1,00 mg/ml arasinda degisen), 200 ul Lowry ACR reaktifi [Reaktif
I (%2 a/h CuS04.5H20) Reaktif 11 (%2 a/h Na-K tartarat) ve Reaktif A (0,1 N NaOH
icinde %2 a/h Na2COs)] ile oda sicakliginda ve karanlikta 10 dakika inkibe
edilmistir. Stre sonunda kuyucuklara 20 pl Folin reaktifi (LN) eklenerek 30 dakika
boyunca karanlikta bekletilen 6rneklerin renk yogunlugu 660nm dalga boyunda
Olcllerek (MultiScanGo; Thermo Fisher Scientific, San Jose, ABD); olusturulan

standart grafik yardimiyla protein miktarlari saptanmistir.

3.8.2. Western Blot yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanigi

Elektroforez tamponu igin gerekli kimyasallar (3 g tris, 14,4 g glisin ve 1 g sodyum
dodesil sulfat; SDS) 1 L distile su icerisinde c¢ozulip pH 8,3'e ayarlanmigstir.
Transfer ¢ozeltisi igin 3,028 g tris ve 14,41 g glisin tartilarak distile suda
¢cozildukten sonra 200 ml metanol eklenmistir. TBS-T (Tris Buffered Saline-
Tween) tamponu i¢in NaCl (29,02 g) ve Tris-baz (2,4245 g) distile suda
cozlldukten sonra pH 7,4'e ayarlanmistir ve hacim 1 L'ye tamamlanarak 0,5 ml
Tween 20 eklenmistir. Tris 0,5 M (pH:6,8) ve 1,5 M (pH:8,8) ¢cozeltileri hazirlamak
icin gerekli miktar tris tartilarak distile suda ¢6zulup; uygun pH degeri
ayarlanmigtir. Uygun poliakrilamid jelleri hazirlamak igin kullanilan oranlar ve
siralama Cizelge 3.2'de goésterilmis olup; amonyum persulfat (APS) ve TEMED

solUsyona en son eklenmigtir.
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Cizelge 3.2. Poliakrilamid jel hazirlanigi

%4'luk Sikistricijel (Ustjel) %12k Ayirici jel (Alt jel)

-2 Jeligin- -2 Jelicin-

Distile su 6,1 ml 3,4ml
Akrilamit/Bis (%30 T, %2,67 C) 1,3ml 4 mi
1,5 M Tris, pH 8,8 - 2,5ml
0,5 M Tris, pH 6,8 2,5ml -
SDS (%10 a/h) 0,1 ml 0,1 ml
APS (%10 a/h) 50 pl 50 pl
TEMED 10 pl 5l

3.8.3. Western Blot yontemi ile IR, IRS-1, IRS-2, PI3K, Akt, p-Akt, eNOS, p-
eNOS, mTOR, SIRT1, claudinl1l, N-cadherin, GLUT5, Bcl-2 ve caspase3

protein dl¢cimui

IR, IRS-1, IRS-2, PI3K, Akt, p-Akt, eNOS, p-eNOS, mTOR, SIRT1, claudinl11, N-
cadherin, GLUT5, Bcl-2 ve caspase3 proteinlerinin Western Blot ile tayini igin
testis doku homojenatlarindan 20-100ug toplam protein, SDS-PAGE yontemi ile
Mini Protean Tetra elektroforez cihazi (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, ABD)
kullanilarak birbirlerinden ayrilmistir. Yonteme goére, homojenatlar ve Laemmli
yukleme tamponu (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, %25 gliserol, %2 SDS, %0,01
bromofenol mavisi, %0,05 (h/h) B-merkaptoetanol) 1:1 oraninda karistirilarak 5
dakika suresince 95 °C’de isitici blokta (TDB-120, Biosan, Turkiye) inktbe edilip;
%4’l0k sikigtirict ve %10-12’lik ayirici poliakrilamid jel kuyucuklarina yuklenmigtir.
Protein ornekleri gu¢ kaynagi araciligiyla (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
ABD) sabit voltajda (200V) Mini Protean Tetra elektroforez cihazi kullanilarak
SDS-PAGE yontemi ile birbirlerinden ayrilmistir. Ardindan ayrilan proteinler
Western Blot teknigi ile polivinilidin flortir (PVDF; Bio-Rad Laboratories, Hercules,
ABD) membrana aktariimigtir. Aktarma iglemi (blotlama) Trans-blot TurboTM (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, ABD) cihazi kullanilarak kasetler Sekil 3.2'de
gosterildigi gibi transfer tamponuyla yerlestirildikten sonra, yari kuru ortamda 1
amper akim ile 30 dakika veya 100 kDa'un Uzerindeki proteinler igin 45 dakika
boyunca uygulanmistir. Sekil 3.2.de Westen-Blot yonteminin basamaklari
sematize edilmistir [208, 213].
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Transfer Edilen
Proteinler

@ Blok Membran
—
— Bloklama: %5 BSA, 1saat, sabit calkalama,
oda sicaklig (0S)
Primer Antikor (1° Ab) inkiibasyonu:
1 l Ekle 12 Ab %5 BSA icinde, 4 saat, sabit calkalama, OS
BlotKagdi Yikama: TBST ile 5x5 dakika
- l Ekle 2° Ab-HRP Sekonder Antikor (2° Ab) inkiibasyonu:
= %5 BSA iginde, 1 saat, sabit calkalama, 0S
Yikama: TBST ile 5x5 dakika

l Substrat Ekle

ECL goriintiileme sollisyonu ile 5 dakika
] inkiibasyon; gbriintilleme

Gorantuleme

Standart Proteinler

Sekil 3.2. Western-Blot yontemi ile protein diizeylerinin belirlenmesi

Calkalayici Uzerinde Western Blot membranlari, TBS-T ile ¢ kez yikandiktan
sonra membran Uzerinde protein icermeyen bolgelerin kapanmasi saglamak igin
TBS-T iginde hazirlanmis %5’lik BSA solUsyonu ile bir saat muamele edilmigtir.
Calismalarda kullanilan antikorlar: IR [anti-IRB rabbit 1gG, Santa Cruz
Biotechnology (sc-711): Dallas, ABD, 1/1000], IRS-1 [anti-IRS-1 rabbit IgG, Abcam
(ab131487): Cambridge, ingiltere, 1/1000], IRS-2 [anti-IRS-2 rabbit 1gG, Abcam
(ab134101): Cambridge, ingiltere, 1/1000], PI3K [anti-PI3K rabbit IgG, Santa Cruz
Biotechnology (sc-423): Dallas, ABD, 1/1000], Akt [anti-Akt rabbit IgG, Abcam
(ab179463): Cambridge, ingiltere, 1/5000], p-Akt [anti-Akt (fosfo Y315 + Y316 +
Y312) rabbit IgG, Abcam (ab131443): Cambridge, Iingiltere, 1/2000], eNOS [anti-
eNOS mouse IgG, Abcam (ab76198): Cambridge, ingiltere, 1/500], p-eNOS [anti-
eNOS (fosfo Ser113) rabbit IgG, Cell Signaling Technology: Beverly, ABD, 1/500],
MTOR [anti-mTOR rabbit IgG, Cell Signaling Technology (2972S): Beverly, ABD,
1/500], SIRT1 [anti-SIRT1 rabbit IgG, Santa Cruz Biotechnology (sc-15404):
Dallas, ABD, 1/500], claudinll [anti-claudinll rabbit IgG, Abcam (ab175236):
Cambridge, Ingiltere, 1/5000], N-cadherin [anti-N-cadherin rabbit IgG, Abcam
(ab18203): Cambridge, ingiltere, 1/5000], GLUT5 [anti-GLUT5 rabbit 1gG, Boster
Biological Technology (PB9960): Pleasanton, ABD, 1/1000], Bcl-2 [anti-Bcl-2
rabbit 1gG, Santa Cruz Biotechnology: Dallas, ABD, 1/1000] ve caspase3 [anti-
caspase3 rabbit IgG, Sigma (C8487): Missouri, ABD, 1/1000]. Primer antikorlarla 4
°C’de bir gece inkube edilen membranlar TBS-T tamponu ile galkalayici Uzerinde

bes kez bes dakika yikandiktan sonra horseradish peroksidaz (HRP) ile konjuge
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edilmis ikincil antikorlar [Goat anti rabbit IgG-HRP, Abcam (ab6721): Cambridge,
ingiltere, 1/10000 veya Goat anti mouse IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology (sc-
2005): Dallas, ABD, 1/10000] ile bir saat oda sicakliginda inkibasyona
birakilmistir. TBS-T tamponu ile 5 dakika bes kez c¢alkalayici Uzerinde yikandiktan
sonra Clarity™ Western ECL Substrate (ECL:Enhanced Chemiluminescence; Bio-
Rad Laboratories, Hercules, ABD) gorintileme solisyonu ile 5 dakika inkibe
edilen membranlarin kemiluminesan gorintileri ChemiDoc™ MP goruntileme
sistemi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, ABD) kullanilarak alinmistir. Ayni
zamanda normalizasyon igin ayni membranlar bes kez TBS-T ile yikandiktan
sonra GAPDH antikoru [anti-GAPDH rabbit 1gG, Abcam (ab37168): Cambridge,
ingiltere, 1/2000 veya 1/5000] ile 2 saat muamele edilmistir ve sekonder antikor
uygulamasindan sonra yukarida belirtildigi gibi bant goruntuleri elde edilmistir.
Image Lab 5.1 Programi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, ABD) ile bant
yogunluklari dlgllen proteinlerin ekspresyonlari, GAPDH proteini ile oranlanarak

veriler normalize edilmigtir.

3.9. Testis Dokusunda Histopatolojik ve immunohistolojik incelemeler

3.9.1. Histopatolojik incelemeler

Doku 6rnekleri Bouin solisyonunda 3 gun sureyle tespit edilmistir. Fiksatifin
dokuya iyi bir sekilde nifus etmesi icin testis tunica albuginea tabaksi insulin
ignesiyle 4 farkl kutuptan delinmistir. Bouin solisyondan arindirmak igin bir gece
¢esme suyunda yikanan dokular sirasiyla %70, %80, %90 ve mutlak etanolde 45
dakika bekletilmistir. Sonrasinda 15 ve 30 dakika ksilen inkibasyonu yapilan
dokular, iki saat boyunca parafin dolu kap icinde 65 °C'lik etlive konulmustur.
Etivden c¢ikarilan dokular Leica EG1150 (Leica MicroSystems, Nussloch,
Almanya) yardimiyla parafin bloklara gdmulmuastur. Bu parafin bloklardan 5 pm
kalinhginda Mikrotom (Leica RM 2155; Leica MicroSystems, Nussloch, Almanya)
cihazi kullanilarak L-lizinli lamlar Gzerin seri kesitler alinarak histopatolojik
incelemeler icin rutin hematoksilen-eosin (H&E; Bioptica, italya) ile yéntemine
uygun olarak boyanmistir [329]. incelemede arastirma mikroskobu (Eclipse E600,

Nikon, Japan) ve gorunti analiz programi  (NIS Elements 4.2, Nikon, Japan)
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birlikte kullaniimigtir. Ayrica, boyanan kesitlerde genel histolojik 6zellikler, nekrotik,

inflamatuvar ve olasi patolojik degisiklikler incelenmistir.

3.9.2. immunohistokimyasal ¢aligmalar

immunohistokimyasal inceleme icin; parafin bloklara gémiilu testis dokusundan 5
um kalinhktaki seri kesitler yapigkanli lamlara alinip avidin biotin kompleks
peroksidaz (ABC-P) kiti kullanilarak dreticinin  (UltraVision Large Detection
System; Thermo Scientific, Waltham, ABD) protokoliine gére boyanmistir. Kesitler
ksilende bekletilerek deparafinize; azalan etanol serilerinden (her biri beser
dakika) gecirilerek rehidrate edilmistir. Bu rehidratasyon sureci sonunda, lamlar
oncelikle antijenlerin agiga c¢ikarilma iglemi igin kullanilan sitrat buffer-EDTA
karisimi (pH 6.0) kullanilarak mikrodalga firinda (750 W) 20 dakika inkibe
edildikten sonra 20 dakika oda isisinda sogumaya birakiimistir. Endojen
peroksidaz aktivitesinin  engellenmesi icin kesitler %3’lik H202-metanol
cOzeltisinde 20 dakika inkube edilmistir. Testisteki spesifik olmayan protein
aktivitelerinin inhibe edilmesi icin kesitler 15 dakika protein blokaj solisyonunda
(HRP/DAB-ABC Detection IHC kit, ab64264) inkiibe edilmistirler. Kesitler tizerine
p53 [anti-p53 rabbit 1gG, Abcam (Ab131442): Cambridge, ingiltere, 1/300] ve
caspase8 [anti- Caspase8 rabbit 1gG, Abcam (Ab227430): Cambridge, ingiltere,
1/400] primer antikorlar damlatilip; olasi evaporasyonu engellemek icin parafilm ile
kapatildiktan sonra uretici firmanin protokoliine uygun olarak +37 °C'de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Kesiteler protein blokaj uygulamasi harig, ¢alismanin
her basamaginda ikiser kez 5 dakika phosphate buffered saline (PBS) ile
yikanmistir. Negatif kontrollerde birincil antikor yerine PBS kullanilarak antikorun
protokoliine uygun boyanmistir. Kesitler bir kromojen olan 3-amino-9-etilkarbazol
solusyonu ile inkube edilip, son olarak zit boyama amaciyla Gill Hematoksilen
(Thermo Scientific, Waltham, ABD) ile boyanarak su bazli kapatma solusyonu
(Thermo Scientific, Waltham, ABD) ile kapatiimistir. Kesitlerdeki immunoreaktivite
IStk mikroskobu (Leica, DM 4000B, Nussloch, Almanya) ve kamera atagcmani
(Leica DFC-280, Nussloch Almanya) araciligiyla  degerlendirilmigtir.
Immunoreaktivitenin tespiti icin sonugclar sirasiyla hafif boyanma (%10’undan az),
orta siddette boyanma (%10 ile %50 arasinda) ve gucli boyanma (%50’sinden

fazlasi) olarak degerlendirilmigtir.
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3.10. istatistiksel Analiz

Elde edilen bitin sonuglar, ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade
edilmistir. Butin deneylerde istatistik analiz olarak Student t testi veya tek yonlu
ANOVA parametrik testi ve ardindan Bonferroni post hoc analizi ile kullaniimistir.
Real Time-gPCR sonuglari Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Real Time-PCR ve Western Blot sonuglarinda
fruktoz gruplari kontrol grubu katlarina gdre belirlenerek verilmistir. Istatistiksel
kargilagtirmalarda ve grafiklerin ¢iziminde GraphPad Prism 6.01 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, Amerika) programi kullaniimigtir. P degeri 0.05’den kuguk

ise (p<0,05), bulgu istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Sigcanlarin Testis ve Viucut Agirlik, Gunluk Kalori Alimi, Yem ve Su
Tuketim Miktarlan

Cizelge 4.1’de goérildugua Uzere, fruktoz tuketen siganlarin vicut agirhginda
kontrole gore istatistiki olarak degismedidi saptanmistir. Hayvanlarin ginlik yem
ve sivi miktarlari kargilastirildiginda, kontrol grubuna gore fruktoz tuketen
gruplarda belirgin bir azalma oldugu gézlenmistir. Hayvanlarin gunlik kalori alimi
karsilastirildiginda ise, kontrol grubuna goére fruktoz tiiketen grupta belirgin bir artis

oldugu gozlenmigtir.

Cizelge 4.1'de goruldugu uzere, fruktoz tuketimi sican sag testis agirligini anlaml
bir sekilde azaltirken, sol testis agirliginda herhangi bir degisiklik olmadigi
saptanmistir. Sicanlarda sag ve sol testis agirhginin, vicut agirhgina (va: 100g’hk

hayvana gore) yuzdesi gruplar arasinda degismemistir.

Cizelge 4.1. Siganlarin testis ve vucut agirhk, gunluk kalori alim, yem ve su

tiketim miktarlari

Gruplar Kontrol Fruktoz

Terminal Vicut Agirhigi (g) 3742+11 375+15
Tiketilen Yem Miktari (g/gtin) 205+1 15.3+0.3*
Tlketilen Sivi Miktari (ml/gin) 487+15 39+1.1*
Tlketilen Fruktoz Mitari (g/giin) - 78+0.1
Alinan Kalori Miktari (kkal/gtin) 718+35 85.5+3.3*
Fruktozdan Alinan Kalori Miktar (kkal/guin) - 289+0.9
Sag Testis Agirigi (g) 1.75+0.06 1.56 + 0.04*
Sol Testis Agirligi (9) 1.73+0.09 1.56 £ 0.03
Sag Testis AgirigvVicut Agirfigi orani (g/100g va) 0.47+0.03 042+0.01
Sol Testis Agirigy'VVucut Agirhgi orani (9/100g va) 0.47 +0.03 0.42+0.01

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6, * p<0.05
kontrole gore istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir.
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4.2. Biyokimyasal Parametreler

4.2.1. Plazma glukoz duzeyleri

Sekil 4.1’de goéruldugu Uzere, siganlarda fruktoz alimi plazma glukoz duzeyini
anlamli bir sekilde artirmigtir.

200 -
* [ Kontrol
b m— EE Fruktoz
150 = S
— e
o e S s
~
o 100
e e
50+
e
0

Sekil 4.1. Plazma glukoz duzeyleri

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. n=8, * p<0.05

kontrole gore istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir.
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4.2.2. Plazma trigliserit duzeyleri

Diyet icinde yuksek fruktoz tuketen sigcan plazma trigliserit duzeylerini kontrole
kiyasla belirgin olarak artirdigi Sekil 4.2’de gosterilmistir.

400 - *
[ Kontrol
I EE Fruktoz
300
e
S
2 200 -
e
—— -
100
0 el

Sekil 4.2. Plazma trigliserit duzeyleri

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05

kontrole gore istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir.
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4.2.3. Plazma insilin dizeyleri

Hayvanlarin plazma insulin duzeyleri karsilagtirildiginda, kontrol grubuna gore

fruktoz tiketen grupta belirgin bir artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3).

* [ Kontrol
4 EE rFruktoz

ng/ml

Sekil 4.3. Plazma insulin diizeyleri

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05

kontrole gore istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir.
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4.2.4. Plazma total ve serbest testosteron duzeyleri

Siganlarin plazma total testosteron duzeyleri karsilastirildiginda, kontrole goére
fruktoz tiketen grupta herhangi bir degisiklik olmadigi gorilmustir (Sekil 4.4).
Ayrica, diyet icinde fruktoz verilen siganlarin plazma serbest testosteron
dizeylerinde azalma egilimi olsa da kontrole goére anlamh bir fark olusturmadigi
saptanmigtir (Sekil 4.5).

=1 kontrol
EE Fruktoz

ng/L
N
1

Sekil 4.4. Plazma total testosteron dizeyleri

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8.

40+
[ kontrol
| EE Fruktoz

30

201

pg/L

104

.

Sekil 4.5. Plazma serbest testosteron duzeyleri

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8.
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4.2.5. Testis total ve serbest testosteron duzeyleri
Sican testis dokusu Orneklerinde testosteron duzeyleri incelendiginde, fruktoz

tuketiminin total ve serbest testosteron duzeylerini anlamli bir sekilde dusurdigu
tespit edilmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

[ kontrol
EE Fruktoz

ng/g protein
SN
1

Sekil 4.6. Testis total testosteron duzeyleri

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. n=8, * p<0.05

kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi géstermektedir.
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Sekil 4.7. Testis serbest testosteron diizeyleri.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05

kontrole gore istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir.
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4.2.6. Plazma ve testis dstrojen duzeyi

Fruktoz tuketimi sonucu, plazma ve testis Ostrojen dizeylerinde, kontrole kiyasla
herhangi bir degisikligin olmadigi saptanmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

150
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Sekil 4.8. Plazma 6strojen duzeyleri

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8.
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Sekil 4.9. Testis dstrojen dizeyleri

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8.
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4.2.7. Testis TNFa ve IL-1B dlzeyleri

Sekil 4.10’'da goruldigu uUzere, siganlarda fruktoz alimi testis TNFa miktarini
anlamh bir sekilde artirmistir. Ayrica, fruktoz alinmasi IL-18 dizeyini kontrole
kiyasla belirgin olarak artirdigi Sekil 4.11°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.10. Testis TNFa duzeyleri

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05

kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi géstermektedir.
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Sekil 4.11. Testis IL-1B duzeyleri

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05

kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi géstermektedir.
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4.3. Testis Gen Ekspresyonlarinin Real Time-qPCR Yontemi ile Olgiimii

4.3.1. Sigan testis dokusunda ir-8 mRNA ekspresyon diizeyi

Real Time-gPCR yontemiyle sigan testisinde ir-8 mRNA ekspresyon diuzeyleri

Olcllmustir. Fruktoz tlketiminin kontrole kiyasla ir-8 mRNA ekspresyon dizeyini
degistirmedigi Sekil 4.12’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Testis orneklerinde ir-8 mRNA miktari

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. ir-8

ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 6
sicandan alinan testis érneklerini gostermektedir.
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4.3.2. Sigan testis dokusunda irs-1 mRNA ekspresyon dizeyi

Real Time-gPCR yodntemiyle sigcan testis dokusunda irs-1 mRNA ekspresyon
seviyeleri belirlenmigtir. Hayvanlarin testis irs-1 mRNA ekspresyon dizeyleri
kargilastinldiginda, kontrol grubuna goére fruktoz tluketen grupta belirgin bir
azalmanin oldugu goézlenmistir (Sekil 4.13).

1.5+
[ Kontrol
— E&A Fruktoz
c
T 1.0
o
©
(@)} *
~
—
n 0.5+
0.0

Sekil 4.13. Testis orneklerinde irs-1 mMRNA miktari

Degerler ortalama t+ standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. irs-1
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 7
sicandan alinan testis drneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik
olarak anlamli farklihgr gostermektedir.
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4.3.3. Sigan testis dokusunda irs-2 mRNA ekspresyon dizeyi

Sigan testis dokusunda irs-2 mRNA ekspresyon miktarlari Real Time-gPCR
yontemiyle saptanmistir. Hayvanlarin  testis Orneklerinde irs-2 mRNA
ekspresyonlari incelendiginde, fruktoz tuketiminin irs-2 mRNA dizeyini disurdtugu
gosterilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Testis 6rneklerinde irs-2 mMRNA miktari

Degerler ortalama t+ standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. irs-2
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 6
sicandan alinan testis drneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik
olarak anlamh farklihgi géstermektedir.
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4.3.4. Sigan testis dokusunda pi3k mRNA ekspresyon dizeyi

Sigan testisinde pi3k mRNA ekspresyon miktarlari Real Time-gPCR yontemiyle
saptanmistir. icme suyu iginde yiiksek fruktoz ile beslenen hayvanlarda, testis pi3k

MRNA ekspresyon miktarlarinin, kontrol grubuna goére, belirgin sekilde azaldigi
gorulmustar (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Testis drneklerinde pi3k mRNA miktari

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. pi3k
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 6
sicandan alinan testis drneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik
olarak anlamh farklihgi géstermektedir.
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4.3.5. Sigan testis dokusunda akt mRNA ekspresyon diizeyi

Sigan testis dokusunda akt mRNA ekspresyon duzeyleri Real Time-gPCR
yontemiyle saptanmistir. icme suyu iginde fruktoz tiiketen siganlarda, testis akt

MRNA ekspresyon duzeyinin, kontrol grubuna kiyasla degismedigi tespit edilmistir
(Sekil 4.16).

1.5+
[ Kontrol
@ Fruktoz
- ——
- 1.0
o
©
o
~
e
4 -
p 0.5
0.0

Sekil 4.16. Testis drneklerinde akt mMRNA miktari

Degerler ortalama = standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. akt
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 7

sigandan alinan testis drneklerini gostermektedir.
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4.3.6. Sigan testis dokusunda enos mRNA ekspresyon duzeyi

Real Time-gPCR yontemiyle sigcan testisinde enos mRNA ekspresyon dizeyleri
OlcUlmustur. Sekil 4.17°de goéruldugu Uzere, siganlarda fruktoz alimi sonucunda
testis enos mMRNA ekspresyon seviyelerinde kontrole kiyasla azalma egilimde

oldugu; ancak anlamh bir degisiklik olmadigi saptanmistir.

1.5+
[ Kontrol
@ Fruktoz
c +
T 1.0+
o
(o]
o
~
(7]
o
c 0.5
()
0.0

Sekil 4.17. Testis 6rneklerinde enos mMRNA miktari

Degerler ortalama = standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. enos
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 7

sigandan alinan testis drneklerini gostermektedir.
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4.3.7. Sigan testis dokusunda mtor mRNA ekspresyon duzeyi

Real Time-gPCR yodntemiyle sigan testisinde mtor mRNA ekspresyon miktarlari
belirlenmistir. Fruktoz tuketiminin, testis mtor mRNA ekspresyon diizeyini kontrole
kiyasla belirgin bir sekilde baskiladigi Sekil 4.18’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.18. Testis drneklerinde mtor mRNA miktari

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. mtor
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 6
sicandan alinan testis drneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik

olarak anlamh farklihgi gostermektedir.
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4.3.8. Sigan testis dokusunda sirtl mRNA ekspresyon dizeyi
Sigan testisinde sirtl mRNA ekspresyon duzeyleri Real Time-gPCR yontemiyle

saptanmigtir. Fruktoz tuketiminin testis sirtl mMRNA ekspresyon duzeyini
degistirmedigi saptanmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Testis orneklerinde sirtl mRNA miktari

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. sirtl
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 7

sigandan alinan testis drneklerini gostermektedir.
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4.3.9. Sigan testis dokusunda bcl-2 mRNA ekspresyon duzeyi

Sigan testisinde bcl-2 mMRNA ekspresyon miktarlari Real Time-gPCR yontemiyle
saptanmistir. icme suyu iginde yliksek fruktoz ile beslenen hayvanlarda, testis bcl-
2 mRNA ekspresyon miktarlarinin, kontrol grubuna gore, belirgin sekilde azaldigi
gorulmustar (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Testis 6rneklerinde bcl-2 mRNA miktari

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. bcl-2
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 7
sicandan alinan testis drneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole goére istatistik

olarak anlamh farklihgi géstermektedir.
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4.3.10. Sigan testis dokusunda caspase3 mRNA ekspresyon dizeyi

Real Time-qPCR yodntemiyle sigcan testisinde caspase3 mRNA ekspresyon
duzeyleri Olculmustur. Sekil 4.21°de goruldugu Uzere, siganlarda fruktoz alimi
sonucunda testis caspase3 mRNA ekspresyon seviyelerinde kontrole kiyasla

artma egilimde oldugu; ancak anlaml bir degisiklik olmadigi saptanmigtir.
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Sekil 4.21. Testis 6rneklerinde caspase3 mMRNA miktari

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. caspase3
ekspresyon diizeyi gapdh’e oranlanarak normalize edilmigtir. Her bar en az 6

sigandan alinan testis dérneklerini gostermektedir.
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4.4. Testis Protein Diizeylerinin Western Blot Yontemi ile Olguimi
4.4.1. Sigan testis dokusunda IR protein ekspresyon duizeyi
Western Blot ydntemiyle sican testisinde IR protein miktarlari délgilmistir. icme
suyu icinde yuksek fruktoz ile beslenen hayvanlarda, testis IR protein ekspresyon

miktarlarinin, kontrol grubuna gore, belirgin sekilde azaldigi gorulmuastur (Sekil
4.22).
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Sekil 4.22. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku 6rneklerinde IR gercek

bant gorintlisu ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis
orneklerini géstermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi

goOstermektedir.
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4.4.2. Sican testis dokusunda IRS-1 protein ekspresyon dizeyi
Sican testis dokusunda IRS-1 protein miktarlart Western Blot yontemiyle

saptanmigtir. Fruktoz tuketimi, sicanlarda IRS-1 protein ekspresyon dizeyini
belirgin sekilde azalttigi saptanmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku oOrneklerinde IRS-1

gercek bant goriuntist ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sigcandan alinan testis
orneklerini géstermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi

gOstermektedir.



93
4.4.3. Sican testis dokusunda IRS-2 protein ekspresyon dizeyi
Western Blot yontemiyle si¢an testisinde IRS-2 protein duzeyleri 6lgulmustar. Sekil

4.24’de goruldigu Uzere, siganlarda fruktoz alimi testis IRS-2 protein ekspresyon

dizeyini anlamli bir sekilde azaltmigtir.
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Sekil 4.24. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku oOrneklerinde IRS-2

gercek bant goriuntist ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis
orneklerini géstermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi

gOstermektedir.
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4.4.4. Sican testis dokusunda PI3K protein ekspresyon diizeyi
Western Blot yontemiyle sigcan testisinde PI3K protein miktarlari olgulmustar.

Fruktoz alinmasi, testis PI3K duzeylerini kontrole kiyasla belirgin bir sekilde

baskiladigi Sekil 4.25’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.25. Kontrol ve fruktoz grubu sigcanlarin testis doku o6rneklerinde PI3K

gercek bant gorintist ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis
orneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole goére istatistik olarak anlamli farklihg:

gOstermektedir.
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4.4.5. Sican testis dokusunda Akt ve p-Akt protein ekspresyon dizeyi

Sigan testisinde Akt ve p-Akt protein dizeyleri Western Blot yontemiyle
saptanmigtir. Fruktoz tuketiminin testis Akt protein duzeyini degistirmedigi
saptanmistir (Sekil 4.26). Ancak, kontrole kiyasla fruktoz tiketen sigan testis p-Akt
protein dizeyi ve p-Akt/Akt orani anlamlh olarak azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.27-
28).

Kontrol

Akt — R — — e . —— o—— «— 56 kDa

GAPDH || e " S S S S e W || < 36 kDa

Fruktoz

AKE || " S S S S e e W | oo Do

GAPDH || e wr S e e e e e «— 36 kDa

1.5

1 kontrol
EE rFruktoz
I CEE—
A 1.0 X
2 & e
9
; 0.5 T
<
o e
0.0

Sekil 4.26. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku drneklerinde Akt gercek

bant gorintisu ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis

orneklerini gbstermektedir.
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Sekil 4.27. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku oOrneklerinde p-Akt
gercek bant gorintisu ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis
orneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farklihgi
gostermektedir.



97

1.5

D Kontrol
E& rFruktoz

=

o
1

*

p-Akt/Akt

0.5

o

0.0

Sekil 4.28. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku orneklerinde p-Akt/Akt

protein duzeyi orani

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Her bar en az
6 sicandan alinan testis orneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik

olarak anlaml farkhligi gostermektedir.
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4.4.6. Sican testis dokusunda eNOS ve p-eNOS protein ekspresyon duzeyi

Western Blot yontemiyle sigan testisinde eNOS ve p-eNOS protein miktarlari
dlcllmistir. icme suyu icinde yiiksek fruktoz ile beslenen hayvanlarda, testis
eNOS ve p-eNOS protein ekspresyon miktarlarinin, kontrol grubuna goére, belirgin
sekilde azaldigi goérllmustir (Sekil 4.29-30). Ayrica, p-eNOS/eNOS oraninin
kontrole kiyasla, fruktoz tuketen grupta azaldigi Sekil 4.31'de gosterilmigtir.

Kontrol

eNOS — A - e || «— 133KDa

GAPDH || s S e S S S s— — || < 36 kDa

Fruktoz
eNOS ' — «— 133 kDa
GAPDH
— N N N— s . > Sy || «— 36 kDa
1.5+
D Kontrol
T — EE rFruktoz
o)
o 1.0+
<
()] *
)]
O 0.5+
prd
()]
0.0

Sekil 4.29. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku orneklerinde eNOS

gercek bant gorintist ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sigandan alinan testis
orneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlaml farkhhg:

goOstermektedir.
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Sekil 4.30. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku orneklerinde p-eNOS

gercek bant goruntusi ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonugclar

GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sigandan alinan testis

orneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlaml farkhhg:

goOstermektedir.
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Sekil 4.31. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku orneklerinde p-
eNOS/eNOS protein duzey orani

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Her bar en az
6 sicandan alinan testis orneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik
olarak anlaml farkhligi gostermektedir.
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4.4.7. Sigan testis dokusunda mTOR protein ekspresyon duzeyi
Western Blot yontemiyle sican testis dokusunda mTOR protein dizeyleri

belirlenmistir. Fruktoz tuketimi, siganlarda mTOR protein ekspresyon duzeyini

belirgin sekilde azalttigi saptanmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Kontrol ve fruktoz grubu sicanlarin testis doku érneklerinde mTOR

gercek bant gorintist ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis
orneklerini géstermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi

gOstermektedir.
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4.4.8. Sigan testis dokusunda SIRTL1 protein ekspresyon duzeyi
Sican testis dokusunda SIRT1 protein miktarlart Western Blot yontemiyle
saptanmigtir. Fruktoz tuketimi, sigcanlarda testis SIRT1 protein ekspresyon

duzeyini belirgin sekilde azalttigi gosterilmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku 6rneklerinde SIRT1

gercek bant goruntisu ve protein duzeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis
orneklerini gostermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhhg:
gostermektedir.
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4.4.9. Sican testis dokusunda Bcl-2 protein ekspresyon dizeyi
Western Blot yontemiyle sigan testisinde anti-apoptotik Bcl-2 protein diizeyleri

OlcUlmustur. Sekil 4.34’de goéruldugu Uzere, siganlarda fruktoz alimi testis Bcl-2

protein dizeyini anlamli bir sekilde azaltmistir.
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Sekil 4.34. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku oOrneklerinde Bcl-2

temsili bant goérunttsi ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis
orneklerini géstermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi

goOstermektedir.
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4.4.10. Sigan testis dokusunda caspase3 protein ekspresyon diizeyi
Western Blot yontemiyle sigan testis dokusunda caspase3 protein dizeyleri

belirlenmistir. Fruktoz tlketiminin testis caspase3 protein duzeyini degdistirmedigi
saptanmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Kontrol ve fruktoz grubu siganlarin testis doku érneklerinde caspase3

temsili bant gorunttsi ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sigcandan alinan testis

orneklerini géstermektedir.
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4.4.11. Sigan testis dokusunda GLUTS5 protein ekspresyon duzeyi
Western Blot yontemiyle sican testis dokusunda GLUTS protein dizeyleri
belirlenmistir. Sigcan testis GLUTS5 duzeylerinin fruktoz tiketimi sonucunda

degismedigi saptanmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Kontrol ve fruktoz grubu sicanlarin testis doku drneklerinde GLUT5

gercek bant gorintisu ve protein duzeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis

orneklerini gbstermektedir.
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4.4.12. Sigan testis dokusunda claudinll protein ekspresyon duzeyi

Western Blot yontemiyle sigan testisinde claudin11 protein miktarlari dlgulmustar.
icme suyu icinde ylksek fruktoz ile beslenen hayvanlarda, testis claudinll protein
ekspresyon diizeyinin, kontrol grubuna gore, belirgin sekilde azaldig1 Sekil 4. 37'de

gOsterilmigtir.
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Sekil 4.37. Kontrol ve fruktoz grubu sigcanlarin testis doku érneklerinde claudin11

gercek bant goruntisu ve protein duzeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. Sonuglar
GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis
orneklerini géstermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi
gOstermektedir.

4.4.13. Sigan testis dokusunda N-cadherin protein ekspresyon dizeyi
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Western Blot yontemiyle sigan testisinde N-cadherin protein dizeyleri dlgUlmustar.

Sekil 4.38'de goruldugu Uzere, siganlarda fruktoz alimi testis N-cadherin protein

ekspresyon duzeyini anlaml bir sekilde azaltmistir.
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Sekil 4.38. Kontrol ve fruktoz grubu sigcanlarin testis doku érneklerinde N-cadherin

gercek bant goriuntist ve protein dizeyi

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. Sonuglar

GAPDH'e oranlanarak normalize edildi. Her bar en az 6 sicandan alinan testis

orneklerini géstermektedir. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farkhligi

gOstermektedir.

4.5. Histopatolojik ve immunohistolojik Degerlendirme
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Siganlarin testis doku Orneklerinde vyapilan Hematoksilen-Eozin boyama
goruntuleri incelendiginde, kontrol grubunda herhangi bir histopatolojik bulguya
rastlanmamistir. Fruktoz tiketen sican seminifer tiibdllerinde dizensizlik ve germ
hiicre dejenerasyonu tespit edilmistir. icme suyu icinde yiiksek fruktoz ile beslenen
hayvanlarda kontrole kiyasla vakuoler ve intratibller dejenerasyon olustugu
gorulmustar. Fruktoz ile beslenen hayvan seminifer tubullerinde nekrotik materyal
ve debris akimulasyonu goérilmustir. Ayrica, birgok tibul [imeninde hiperkromatik
cekirdekli ve belirgin sitoplazmali deskuamatif rezidiel germ hicreleri saptanmigtir
(Resim 4.1).

Yuksek fruktozlu diyetin testislerdeki apoptotik molekiller Utzerindeki etkisi
caspase8 antikoru ile immunohistokimyasal c¢alismalarla belirlenmistir. Kontrol
grubu spermatogonia hicrelerinde caspase8 pozitif boyama gosterilmistir. Fruktoz
tuketiminin spermatogonia caspase8 duzeyini azalttigi, spermatid ve Leydig
cekirdek ve/veya sitoplazmalarinda caspase8 pozitif hucre sayisini artirdigi

belirlenmistir (Cizelge 4.2; Resim 4.2-3).

Yuksek  fruktoz  tOketiminin  testikiler p53  proteini  Gzerine  etkisi
immunohistokimyasal c¢alismalarla belirlenmigtir. Kontrol hayvanlarda; p53
antikoruyla spermatogonia sitoplazmalarinda grantler pozitiflige rastlanmistir.
Fruktoz tuketiminin spermatogonia p53 dlzeyini azalttigi gosterilmistir (Cizelge
4.3; Resim 4.4-5).
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Resim 4.1. Sigan testis dokularina ait Hematoksilen-Eozin boyama gorunttsi

Kontrol ve Fruktoz (a;b) gruplari, spermatogenik vakuoler dejenerasyon (siyah
oklar), seminifer tubdldeki nekrotik materyal ve hiicresel debris (beyaz oklar),

intrattibtler dejenerasyon (bloke oklar), x100 buyutme orani
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Resim 4.2. Kontrol grubu testis dokusunda caspase8 antikoru ile

immunohistokimyasal boyama gorintisu

Testis spermatogonia cekirdeklerinde caspase8 pozitifik siyah oklar ile

gosterilmigtir, x100 buyutme orani
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Resim 4.3. Fruktoz grubu testis dokusunda caspase8 antikoru ile
immunohistokimyasal boyama gorintisu

Leydig hucrelerinin sitoplazmalarinda caspase8 pozitifik siyah oklar ile
gosterilmistir, x100 buyutme orani

Cizelge 4.2. Testikiler caspase8 immunpozitif hlicre dagihmi

Kontrol Fruktoz
Spermatogonia +++ -
Spermatosit - -
Spermatid - +
Sertoli huicre - -
Leydig hicre - +
Spermatozoon - -

- Negatif, +: %10undan az immunopozitif, ++: %10 ile %50 arasinda

immunopozitif, +++: %50’sinden fazlasi immunpozitif
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Resim 4.4. Kontrol grubu testis dokusunda p53 antikoru ile immunohistokimyasal

boyama goruntisi

Testis tubullerinde spermatogonia sitoplazmalarinda p53 granuler pozitiflik siyah
oklar ile gdsterilmigtir, x100 buyttme orani
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Resim 4.5. Fruktoz grubu testis dokusunda p53 antikoru ile immunohistokimyasal
boyama goérunttsi

Cizelge 4.3. Testikiler p53 immunpozitif hticre dagilimi

Kontrol Fruktoz

Spermatogonia T+t -
Spermatosit - -
Spermatid - -
Sertoli hticre - -
Leydig hicre - -
Spermatozoon - -

- Negatif, +: %10'undan az immunopozitif, ++: %10 ile %50 arasinda

immunopozitif, +++: %50’sinden fazlasi immunpozitif
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5. TARTISMA

Dinya genelinde gorilme sikligi artan obezite, tip 2 diyabet ve metabolik
sendromun nedenleri arasinda, diyet icerisinde alinan yuksek seker ve yag
tuketimi artisinin olabilecegi ileri surdlmustir [4, 330]. Arastirmalar; yluksek
fruktozlu diyetin instlin direnci [56, 57, 206, 209, 241], hipertrigliseridemi [29, 196],
abdominal yaglanma [215, 331], endotel disfonksiyon [213-215, 217, 332],
hipertansiyon [210, 333] ve hepatik steatosis [208, 212, 242] ile karakterize

metabolik sendroma neden oldugunu gostermigtir.

Metabolik sendromun erkeklerde hipogonadizmle birlikte seyrettigi gorulmustur
[11]. infertil erkeklerde yapilan arastirmalarda, testosteron diizeyi baskilanmasinin
insulin direnciyle iligkili olabilecegi ileri surtlmektedir [14, 16]. Fruktoz tiketiminin
cesitli dokularda inflamatuvar ve apoptotik faktorleri aktive ederek, insulin direnci
ve doku hasarina neden oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur [56, 215, 219,
235]. Ancak, fruktoz tuketiminin testikiler fonksiyonlar Uzerine etkilerinin
incelendigi calismalar kisithdir [21, 22, 25, 33, 38, 39]. Yaptigimiz literatur
arastirmasinda, yuksek fruktoz diyetinin testikuler inflamatuvar, apoptotik, KTB ve
insulin sinyal yolagi molekulleri Gzerine etkisini ve bu yolaklarin iligkilerinin

incelenmedigi gorulmagtar.

Bu amagla bu tez ¢alismasi kapsaminda, 15 hafta sure ile igme suyu iginde %20
oraninda fruktoz tiketen erkek Wistar siganlarin biyokimyasal, endokrin, testikuler
inflamatuvar, apoptotik ve KTB parametrelerinin yani sira testis dokusundaki IR,
IRS-1, IRS-2, PI3K, Akt, eNOS, mTOR ve SIRT1 mRNA ve protein dizeylerinde
meydana gelen degisimler incelenmistir. Yuksek fruktoz tiketiminin testikiler
inflamasyon ve apoptozisi tetikleyerek, testis insulin sinyal yolagi ve KTB
proteinlerini baskilayip baskilanmadigi arastirilmistir. Fruktoz tiketimi kaynakh
olusan testikiler hasar ve azalan testosteron dizeyinin infertiliteye neden

olabilecegi dngorulmektedir.
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Fruktozun etkisini incelemek igin sectigimiz %20 orani, icinde %7-15 oraninda
karbonhidrat bulunan mesrubatlardaki [334] miktara nispeten yakin olsa da,
gundelik olarak tuketilen mesrubatlardaki fruktoz miktarina gore yuksektir.
Arastirmalarda, kemirgenlerin icme suyu i¢inde %5 [335], %10 [20], %15 [336],
%20 [21, 56, 217, 337, 338] ve %30 [25] oranlarinda fruktoz tlketimini takiben 2.

haftadan itibaren metabolik sendrom olustugu gosterilmistir.

On bes hafta boyunca standart yem, icme suyu ve yiksek fruktoz iceren su ile
beslenen sigcanlarin tukettikleri yem miktari, tlketilen sivi miktari, gunlik kalori
alimi ve agirlik degisimi incelenmistir. Fruktoz ile beslenen sicanlarda gunluk
alinan kalori miktarinin artmasina kargin, vuacut agirhiginda herhangi bir degisimin
olmadig1 tespit edilmistir. Daha ©Once yayimlanmis arastirmalar ve
calismalarimizda; icme suyu icinde %20 oraninda fruktoz tlketen siganlarda
visseral yaglanmanin arttigi ancak, vicut agiriginin degismedigi gosterilmis olup
bu calismadan elde edilen bulgulari desteklemektedir [21, 331, 333, 339-342].
Fruktoz tuketimi sonucu visseral yaglanma goézlemlenirken kilo artigi olugsmamasi,
hayvanlarda kas kuitlesinde azalmanin olabilecegini veya alinan fruktozun
barsaklardan tam absorbe olmadigini distndirmektedir. Calismamizda, fruktoz
grubunda gunluk tuketilen yem miktarinin azaldigr gosterilmistir. Bu sebeple,
fruktoz tuketen hayvanlarin gunlik protein aliminin azaldigini géstermemiz; fruktoz
alan hayvanlarda kas kitlesinde azalmanin olabilecedi goérusumuizu

desteklemektedir.

Bu tez calismasinda, yuksek fruktoz tuketiminin sigcan sol testis agirhd: tzerine
herhangi bir etkisinin olmadigini, ancak sag testis agirhiginda anlaml bir azalma
olusturdugu saptanmistir. Literatirdeki calismalarda diyabetik veya yiuksek fruktoz
tuketen siganlarin testis agirhiginda anlamli bir azalmanin olabilecegi gosterilmigtir
[21, 22, 37, 291, 321, 325]. Yem icinde yuksek fruktoz verilmesinin zamana bagh
etkilerinin incelendigi diger bir ¢alismada, dordincu hafta sonunda sican testis
agirhginin azaldidi ancak, 24 hafta sonunda testis agirhiginda anlamli bir degisimin
olmadigi bildirilmistir [322]. Diger bir ¢galismada 8 hafta sireyle icme suyu iginde
%10 fruktoz tuketen siganlarda testis agirliginin degismedigi saptanmistir [39].
Sonug olarak, yayimlanmis calismalar fruktoz tlketiminin sigan testis agirhgini

azaltabilecegini ancak, fruktoz tlketim miktari ve suresiyle iliskili olarak testis
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agirhginda degisimin gbézlenmeyebilecedi gorulmektedir. Bu calismadaki fruktoz
tiketim suresini ve miktarini dikkate aldigimizda literattrdeki bulgular, bu tez

calismasindaki sonuglari destekleyici niteliktedir.

Metabolik sendrom kriterlerinden bir tanesi bozulmus glukoz metabolizmasidir.
Yapilan calismalar fruktoz tiketiminin insdlin duyarlihgini etkiledigini géstermistir
[208, 343]. Saglikli birey ve deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda fruktoz
tuketiminin plazma glukoz ve insulin duzeyini artirdigi bildirilmistir [196, 205, 206].
Aclik plazma insulin dizeyinin artigi, vicudun insulin direncini telafi etme amaciyla
verdigi bir yanit olabilecedi ileri surilmektedir [147, 344]. Laboratuvarimizda
yapilan ¢alismalarda, icme suyu iginde %20 fruktoz tuketen hayvanlarda plazma
glukoz ve insulin duzeylerinde artis oldugu gorulmustur [21, 56, 342]. Bu tez
calismasinda fruktoz tuketiminin (icme suyu icinde %20 oraninda) plazma glukoz
ve insulin duzeylerini artirdigi saptanmistir. Daha Once laboratuvarimizda
yayimlanmig c¢alismalara ait sonuglar ile sunulan tez c¢alismasinin bulgulari

arasinda paralellik oldugu gorulmektedir.

Bu tez calismasinda, fruktoz tiketen sicanlarin plazma trigliserit dizeylerinin
arttigr saptanmistir. Saglikh bireyler ve deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda,
icme suyu [29, 194, 217] veya diyet iginde [236, 322] fruktoz tuketiminin kan
trigliserit dizeyini anlamli olarak artirdigi gosterilmistir. Fruktoz tlketimi sonucu
karaciger ve adipoz dokuda olusan yaglanmanin, hipertrigliseridemi kaynakli
olabilecegi ileri surtlmektedir [30, 204, 215]. Laboratuvarimizda vyapilan
calismalarda, %20 oraninda fruktoz tiketen deney hayvanlarinda plazma trigliserit
dizeyinin arttigi goérdlmustir [21, 56, 342]. Bu tez c¢alismasinin bulgulari,

literatlirdeki ve laboratuvarimizda sunulan sonuglari desteklemektedir.

Testis Leydig hucreleri tarafindan sentezlenen testosteron ve diger androjenler;
erkek Ureme fonksiyonunun gelismesinde ve korunmasinda dénemli rol oynadigi
bilinmektedir [345]. Arastiricilar, metabolik sendrom ile testosteron dizeyi
dusuklagunadn iligkili oldugunu; metabolik sendromda gorulen ve sonuglarimizda
gosterdigimiz hiperinsulineminin testosteron duzeyini baskilayabilecegini ileri
surmuslerdir [126, 304, 305]. Hormonal degisikliklere ait bulgular incelendiginde;

icme suyu icinde fruktoz tiketen sigcanlarda plazma serbest ve total testosteron
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duzeylerinin degismedigi, aksine testikuler serbest ve total testosteron duzeyinin
anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmigtir. Ayrica, bu tez calismasinda plazma ve
testis Ostrojen duzeylerinin fruktoz tuketimiyle degismedigi saptanmigtir. Fruktoz
tiketiminin testikuler fonksiyonlar Uzerine etkisinin incelendigi bir calismada;
yuksek fruktoz iceren yem ile 12 ve 24 hafta suresince beslenen sigcanlarin plazma
testosteron diizeylerinde degisim olmadigi saptanmistir [322]. icme suyu icinde 10
hafta sureyle %20 oraninda yuksek fruktozlu misir gurubu tuketen sicanlarda,
serum testosteron duzeyinin degismedigi bildirilmistir [32]. Bu bulguyu
desteklemeyen calismalarda mevcuttur. Kisa sureli fruktoz ttketiminin etkilerinin
incelendigi calismalarda icme suyu icinde %20-30 oraninda fruktoz tlketen
hayvanlarin serum testosteron duzeylerinde artis gergeklestigi bildirilmigtir [31, 38].
Diger bir calismada, icme suyu iginde %10’luk fruktozu 8 hafta suresince tiketen
pubertal sigan serum testosteron dizeyinin azaldigi saptanmistir [22]. Metabolik
sendromda gorulebilen adiposit trigliserit akiimulasyonuna testosteron dizeyinin
baskilanmasi sonucu artmis lipoprotein lipaz aktivitesinin aracilik edebilecegi ileri
surtlmastur [290]. Diger bir galismamizda, igme suyu igcinde fruktoz tuketen sigan
plazma serbest ve total testosteron dlzeyleri degismezken, adipoz doku
testosteron miktarinda anlamli bir azalmanin oldugu saptanmistir. Ayrica ayni
calismada fruktoz tuketiminin plazma 0ostrojen duzeyinde degisiklige neden
olmadigr belirtilmistir [20]. Calismalar fruktoz tuketimi sonucu testosteron
dizeyinin baskillanmasina; fruktoz tiketiminin miktari ve suresiyle iligkili
olabilecegini gostermektedir. Bu tez calismasindaki hormonal degisikliklere ait
sonuglar, literattrdeki orta-uzun sureli yuksek fruktoz tiketimi ¢alisma bulgularini

desteklemektedir.

Metabolik sendromda gorilen testosteron dizeyi baskilanmasinin, inflamatuvar
sitokinlerin (TNFa, IL-6 ve IL-13 gibi) artigiyla iligkili olabilecegi ileri strulmustir
[287]. Hipogonadal erkeklerde yapilan ¢alismalarda testosteron tedavisinin TNFa
ve IL-1B duzeyini baskiladigi bildirilmistir [129]. Yem ve icme suyu icinde fruktoz
iceren diyetle beslenen hayvanlarin gesitli dokularinda inflamasyonun tetiklendigi
bildirilmigstir [56, 234, 237, 239]. Fruktoz tiketiminin inflamatuvar faktorler tzerine
etkilerinin incelendigi ¢alismalarda; icme suyu i¢inde fruktoz tuketiminin serum,
hepatik, aorta ve renal NF-kB, TNFa, IL-6 ve IL-1B duzeylerini artirarak

inflamasyona ve doku hasarina neden oldugu bildirilmistir [216, 235, 238].
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Laboratuvarimizda fruktoz tiketiminin etkilerinin incelendigi ¢alismalarda; fruktoz
diyetinin plazma, karaciger, aorta, ileum ve renal dokularda inflamasyonu
tetikledigi gosterilmigtir [56, 57, 213, 214]. Tip 2 diyabetin testikuler inflamatuvar
belirtecler Uzerine etkisinin incelendigi galismada, diyabetik sigan testis dokusunda
dejenerasyon, inflamasyon ve nekroz olustugu gosterilmistir [292]. Obezitenin
testikller inflamasyon Uzerine etkilerinin incelendigi bir ¢calismada; ylksek yagl
diyetle beslenen farelerde testosteron duzeyinin baskilanmasina, testikuler TNFa,
IL-18 ve NF-kB ekspresyon artisinin eslik ettigi gosterilmistir. Ayrica, obez
hayvanlarda inflamasyon artisinin testikller harabiyete neden oldugu ileri
surtlmastir [293]. Yuksek fruktozlu misir surubuyla beslenen hayvanlarin
testikuler INOS artigina hafif-orta dereceli testis dejenerasyonun eslik ettigi
gosterilmigtir [32]. Yapilan calismalar fruktoz tuketiminin testikller dokuda
inflamasyona neden olabilecegini gosterse de, literatirde bu konuyla ilgili
calismalarinin sinirh oldugu goérulmuastar. Laboratuvarimizda yaptigimiz ve bu
tezin bir pargasi olan ¢alismamizda, fruktoz tiketiminin testikuler INOS, p-NF-kB,
NF-kB, IL-1B8 ve TNFa duzeylerini artirarak doku hasarina neden oldugu
gOsterilmistir [21]. Bu tez ¢alismasinda fruktoz tuketiminin testikuler IL-13 ve TNFa
duzeylerini artirdigi gosterilmis olup, literatur bilgisiyle paralellik gostermektedir.
Fruktoz diyetinin testikller doku Uzerine etkilerinin incelendigi galismada, icme
suyu icinde %10 fruktoz tiketen Wistar siganlarin seminifer tubullerinde dejeneratif
degisikliklerin olustugu bildirilmistir [22]. Fruktozca zengin diyetle beslenen
sicanlarin spermatojenik hucrelerinde vakuolizasyonlar ve Sertoli hicrelerde
dejenerasyon gelistigi bildirilmistir [37]. Son calismamizda fruktoz tuketiminin
testikiler dokuda vakuoler ve intratubuler dejenerasyon olusturdugu gosterilmigtir.
Ek olarak, kontrol grubunda gdéziukmemesine karsin, fruktoz tlketen sigan
seminifer tibulinde debris akimulasyonu ve nekrotik materyal gézlenmistir [21].
Bu tez calismasinda yayinladigimiz ¢alismayla benzer sonuglar gézlenmistir. Ek
olarak, bu tez calismasinda fruktoz tuketiminin testis seminifer tabdllerde
dizensizlik ve germ hiicre dejenerasyonu gozlemlenmistir. Yukaridaki sonuglar
g6z 6nune alindiginda calismamiz, ylksek fruktoz diyetinin testikiler inflamasyon
baglatabilecegini ve testosteron dizeyi baskilanmasiyla birlikte dejeneratif ve

nekrotik degisikleri tetikleyebilecegini ortaya koymaktadir.
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Yapilan calismalarda fruktoz tlketiminin hiperglisemiyle birlikte insulin direnci ve
oksidatif strese neden oldugu bildiriimektedir. Ayrica, ROS artisinin hlcre
fizyolojisini bozarak inflamatuvar ve apoptotik cevaplara neden oldugu ileri
surilmastar [216, 223, 224]. Arastiricilar, plazma testosteron dizeyinin
baskilanmasinin testikller oksidatif stresi artirarak apoptozisi indikleyebilecegini
one surmektedirler [23, 24]. Fruktoz diyetinin testikliler oksidatif stres Uzerine
etkilerinin incelendigi c¢aligmalarda, fruktozca zengin diyet ile beslenen
hayvanlarda testikiler oksidatif stresin arttigi gosterilmistir [324, 325]. Yuksek
fruktozlu misir surubuyla beslenen siganlarin testikller oksidatif stres belirtecleri
Uzerine etkisinin incelendigi ¢calismada, testis dokusunda oksidatif stres artisina
inflamasyonun eslik ederek spermatogenezin baskilandigi bildirilmigtir [32].
Fruktoz tuketiminin testiktler doku 0Uzerine etkilerinin incelendigi ¢alismalarda,
icme suyu iginde %30 oraninda fruktoz tiketiminin testikiler oksidatif stresin
artirdigi ve inflamasyonu tetiklemesinin yani sira seminifer tabullde yapisal
bozukluklar ve germ hicre kaybina neden oldugu bildirilmistir [25, 31].
Laboratuvarimizda yaptigimiz ve sunulan tezle ilgili bir kismin oldugu
calismamizda; icme suyu iginde 15 hafta boyunca %20 fruktoz tiketen sican
testikiler Bcl-2 mRNA ve protein dizeylerinin baskilandigi bildirilmistir. Ayrica,
fruktoz diyetinin testikliler caspase3 mRNA ve protein dizeyinde artig egilimi
olustursa da, bu farkin anlamh olmadidi saptanmistir [33]. Bu tez galismasindaki
bulgular, fruktoz tiketiminin testis Bcl-2 mRNA ve protein ekspresyonunu
baskiladigi, caspase3 mRNA ve protein duzeylerinde anlamli bir degisim olmadigi
tespit edilmistir. Apoptotik hiicre 6lumu, Bcl-2 familyasi proteinleri ve caspaselar
dahil olmak UGzere apoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonuyla dizenlenmektedir
[346]. Apoptozis sirasinda mitokondriden sitokrom ¢ salinimi Bcl-2 protein ailesi
veya caspase2 aktivasyonu sonucu gerceklesmektedir [347]. Mitokondriyal
oksidatif stres cevabinin olusmadigi durumlarda, hiicre i¢i caspase8 duzeyi
artisinin, mitokondriyal caspase kaskadlarini aktive edebilecegi ileri surtlmustur
[348]. Literatlrdeki ¢alismalar ve bu tez calismasindaki bulgular fruktoz tiketimi
sonucu Bcl-2 dizeyinin baskilanarak apoptozisi tetikleyebilecegini ileri surebilir
ancak, fruktoz tuketiminin caspase3 duzeyini degistirmemesi diger apoptotik
proteinlerin arastiriimasini zorunlu kilmaktadir. Bu sebeple, bu tez ¢alismasinda
fruktoz tlketiminin p53 ve caspase8 duzeyleri Uzerine etkilerinin incelenmesi icin

immunohistokimyasal calismalar yapilmistir. Endosulfan ile indiklenen oksidatif
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stresin rat testikller caspase3, caspase8 ve caspase9'u artirdidi bildirilmistir [349].
Sertoli hicrelere DHT uygulamasinin p53, caspase3 ve caspase9 mRNA
duzeylerini azalttig1 goOsterilmigtir [24]. Yuksek yagl diyetle beslenerek obez
yapilan hayvan testis incelendiginde, bcl-2 mRNA ekspresyonu baskilanmasina
p53, bax, caspase8, caspase9 ve caspase3 mRNA duzeylerindeki artisin eslik
ettigi gosterilmistir [285]. Spermatogenez sirasinda normal germ hicre gelisimini
surdirmek ve normal sperm elde etmek icin germ hucrelerinde apoptotik yolak
aktivasyonunun gerekli oldugu ileri surtlmektedir [350]. Obezitenin spermatogenez
uzerine etkilerinin incelendigi ¢alismada, obez sigan testikiler p53 protein dizeyi
artisina karsin kontrol hayvan spermatozoalarinda p53 pozitif hicre tespit
edilmistir. Arastiricilar, p53 aktivasyonunun spermatozoa gelisimi icin 6nemli
olabilecegini ileri siirmektedirler [286]. immunohistokimyasal galismalarimizda,
kontrol grubu spermatogoniumlarinda caspase8 ve p53 pozitif hlicre gdsterilmistir.
Fruktoz tuketiminin spermatogonium caspase8 ve p53 duzeylerini azalttigi
gosterilmigtir. Bu bulgular, spermatogoniumun normal igleyisini surdurebilmesi igin
caspase8 ve p53 aktivitesine ihtiyagc duydugunu gostermesi agisindan dnemlidir.
Ayrica fruktoz tuketen grup spermatid ve Leydig hiicrelerinde caspase8 diizeyinin
arttigr saptanmistir. Bu hucrelerde apoptotik yolaklarin tetiklenmis olabilecegi
dusundlmektedir. Literaturdeki bulgular ve bu tez galismasindaki sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, yuksek fruktoz diyetinin testikiler apoptozisi tetikleyebilecegdi
gosterilmekle birlikte spermatogonium gelisimi igin p53 ve caspase8 aktivitesinin

onemli olabilecegdi soylenebilir.

Yuksek fruktoz tuketimi kaynakli testikuler inflamasyon ve apoptozisin, insulin
sinyaliyle iligkisinin incelenmesi amaciyla testikuler insulin sinyal yolagi proteinleri
arastiriimistir. Hicresel dizeyde insilin sinyal yolagi sirasiyla IR, IRS-1/2, PI3K ve
Akt uyariimasi oldugu bilinmektedir [145]. Akt glukoz metabolizmasi, biyume
faktorleri dizenlenmesi ve hucre sag kalimi gibi ¢esitli hlicresel sureglerde rol alan
anahtar bir proteindir [146]. Fruktoz tuketiminin hepatik insdlin sinyal yolagi
Uzerine etkilerinin incelendigi calismada; icme suyu icerisinde ylksek fruktoz
(%20) iceren diyet ile beslenen farelerin karaciger dokularindaki GLUT-4 ve PI3K
protein duzeylerinin yani sira p-IRS-1/IRS-1 ve p-Akt/Akt oranlarinin anlamh bir
sekilde azaldigi saptanmistir. Ayni ¢alismada fare karaciger IR protein dizeyinin

fruktoz tlketiminden etkilenmedigi bildirilmistir [206]. Diger bir calismada icme
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suyu icinde %30 fruktoz tiketmis fare aortta halkalarinda PI3K, p-Akt ve Akt
protein duzeylerinin anlamli bir sekilde azaldidi bildirilmistir [216]. Birgok arastirma
insulin tarafindan uyarilan PI3K/Akt yolaginin, eNOS’u aktive ettigini, ayrica insulin
direnci ile azalan eNOS ekspresyonu arasinda iligki olabilecegini ileri surmustir
[43]. igme suyu iginde %10 fruktoz tlketen siganlarin aort ve karacigerlerinde
insulin sinyal yolaginin diuzenlenmesinden sorumlu IRS-1, IRS-2, PI3K, Akt ve
eNOS gibi proteinlerin duzeylerinin baskiladigi tespit edilmigtir [210]. Yuksek
fruktoz diyetiyle beslenen hayvanlarin serum ve aorta dokusunda eNOS protein
dizeyinin baskilanarak endotel disfonksiyonu gelistigi bildirilmigtir [217, 218].
SIRT1 dokularda enerji mekanizmalarinin ve Akt tekrar aktivasyonu igin gerekli bir
proteindir [165]. Fruktoz tuketimi sonucu sigan karacigerde gozlenen fibrozis ile
azalmis SIRT1 protein duzeyinin iligkili olabilecegi 6ne surulmuastur [238].
Laboratuvarimizda yaptigimiz g¢alismada, %10 fruktoz iceren diyetle 24 hafta
suresince beslenen disi sicanlarin aorta irs-2, enos ve sirtl mMRNA
ekspresyonlarinin azaldigi saptanmigtir. Ancak erkek siganlarda irs-2 ve enos gen
ekspresyonlari azalma egilimi gosterirken, sirtl mRNA dizeyinde herhangi bir
degisimin olmadigi bildirilmistir. Ayrica, fruktoz tiketen disi ve erkek sigcan aorta
halkasinda eNOS protein dlzeyinin anlamli bir sekilde azaldi§i1 gosterilmistir [215].
Benzer bir galismamizda, igme suyu iginde yuksek fruktoz (%20 oraninda; 15
hafta) tiketen sicanlarda hepatik ir, irs-1 ve irs-2 mRNA ekspresyonlarinin yani
sira adipoz doku irs-1, irs-2 ve enos mRNA dlzeylerinin baskilandigi gosterilmigtir.
Ayrica, fruktoz tiketen hayvanlarda hepatik IRS-1, IRS-2, p-Akt ve p-eNOS protein
duzeylerinin azaldigr saptanmigtir [56]. Yuksek fruktoz tiketiminin renal instlin
sinyal yolagi proteinleri Uzerine etkilerini inceledigimiz calismamizda; igme suyu
icinde %20 fruktozu 15 hafta boyunca tiuketen siganlarda irs-1 mMRNA
ekspresyonunun baskilanmasina, |IRS-1, Akt ve eNOS protein duzeylerinin

azalmasinin eglik ettigi saptanmistir [57].

Testikller insllin sinyal proteinleri Sertoli hicre saylr ve buyUklGginu
duzenlemesinin yani sira gonadlarin gelismesinde onemli gorevler almaktadirlar
[40-42, 154]. Fizyolojik fonksiyonlarin duzenlenmesinde rol alan nitrik oksit
molekull, eNOS ve nNOS araciligiyla Uretilmektedir [351]. Reproduktif sistemde
kicik miktarda ve duzenli olarak salgilanan nitrik oksit, testikller

mikrosirktlasyonun duzenlenmesinde, reaktif oksijen tirlerinin  noétralize
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edilmesinde ve sperm hasarinda koruyucu olarak gorev aldidi ileri surtlmastir [46,
352]. insilin sinyal yolag tarafindan uyarilabilen mTOR’un KTB’nin
duzenlenmesin ve spermatogenezde gorev aldigi bilinmektedir [50, 51]. Ayrica,
rapamisin tarafindan baskilanan mTOR’un infertiliteye neden oldugu saptanmigtir
[52]. SIRT1 knockout hayvanlarda yapilan arastirmalarda, germ hicre
apoptozisinin  tetiklenebilecegi ve spermatogenezin baskilanabilecegi ileri
surdlmastur [170, 172]. Yapilan galismalarda, Tip 1 ve Tip 2 diyabet modeli
olusturulmus hayvan testikiler IRS-1 mRNA ve protein ekspresyonunun yani sira
p-Akt ve SIRT1 protein duzeylerinin azaldigi bildirilmistir [271, 299]. Hiperglisemik
hayvanlarda plazma testosteron duzeyi azaligina testis insulin, IR, IRS-1, IRS-2 ve
PI3K protein duzeylerinin baskilanmasinin eslik ettigi bildirilmistir. Ayrica,
hipergliseminin testikiler GLUT2 ve GLUT8 dizeylerinde anlamh bir azalmaya
neden oldugu saptanmistir [156, 157]. Obez hayvanlarda yapilan calismalarda
testikiler dokuda inflamatuvar belirteclerin artisina; testosteron dizeyi ve instilin
sinyal yolagi proteinleri baskilanmasinin eslik ettigi gosterilmistir [293, 303].
Fruktoz ve ylksek yag iceren diyetle beslenip insulin direnci gelistigi gosterilen
Wistar siganlarin epididimal ve visseral adipoz dokudaki p-IRS-1, p-Akt ve GLUT4
protein duzeylerinin azaldidi tespit edilmistir [231]. Bu tez calismasinda, insulin
sinyal yolagi proteinlerinin Real Time-gPCR yodntemiyle dlc¢ilen testis irs-1, irs-2,
pi3k ve mtor mRNA ekspresyonlari kontrol grubuna gore azalirken, ir, akt ve enos
MRNA miktarlarinda degisimin olmadigi saptanmistir. Ylksek fruktoz iceren diyet
ile beslenen sicanlar icin Western-Blot yontemiyle dl¢ilen testis IR, IRS-1, IRS-2,
PI3K, eNOS ve mTOR protein duzeyleri anlamh bir sekilde azalirken, Akt protein
miktarinda herhangi bir anlamli farklihik gozlenmemigtir. Aksine p-Akt protein
dizeyi ve proteinin etkililik gostergesi olan p-Akt/Akt orani ise fruktoz tuketen
grupta azalmis oldugu saptanmistir. Ayrica fruktoz tiketimi sonucu testis p-eNOS
protein dizeyi ve p-eNOS/eNOS oraninin dramatik bir sekilde azaldigi
gosterilmigtir. Ek olarak bu tez galismasinda fruktoz tiketen sigan testis SIRT1
MRNA ekspresyonunda degdisim gdzlenmezken, SIRT1 protein dizeyinde
azalmanin oldugu saptanmistir. Bu tez calismasindaki bulgular, farkli dokulardaki
sonuglari destekler nitelikte olup, fruktoz tiketiminin testikuler instlin direncine

neden oldugunu ilk defa gdstermesi agisindan énemlidir.
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insan ve deney hayvanlarinda yapilan calismalar, GLUT5'in fruktozun testis ve
spermatozoaya alinmasindan sorumlu oldugunu bildirmistir [353, 354]. Bir haftalik
prepubertal farelere 6 hafta suresince yuksek fruktoz iceren diyetle beslenme
sonucu testis GLUTS mRNA ekspresyonunda artig oldugu bildirilmistir [354]. Bu
tez calismasinda fruktoz tliketen sican testis dokusunda GLUTS5 protein dizeyinde

anlamli bir degisiklik olmadigi saptanmistir.

Farelerde yapilan calismalarda Kan-Testis Bariyeri proteinlerinden cluadinll'in
spermatogenez i¢cin dnemli oldugu ve claudin11 geni silinmis hayvanlarda infertilite
goraldugu ileri strllmustir [355, 356]. Yetiskin sigan testisine rekombinant TNFa
uygulamasi sonucu KTB proteinlerinden occludin1 ve N-cadherin dizeylerinde
azalmanin oldugu claudin11 miktarinin etkilenmedigi bildirilmigtir [357]. Toksikan
maruziyeti sonucu testikuler inflamasyon gelisen farelerde occludin ve N-cadherin
protein duzeylerinin  baskilanmasi sonucu KTB butunlGgunin bozuldugu
saptanmigtir [34]. Tip 1 diyabetin KTB Uzerine etkilerinin incelendigi calismada
occludin, claudinll ve N-cadherin protein duzeylerinin baskilanarak KTB hasarina
neden oldugu saptanmistir [317]. Arastirmalarda, yuksek yag iceren diyetin neden
oldugu obezitede testikller inflamasyonun tetiklenebilecedi ve KTB butunliginin
bozulabilecegi ileri surulmustur [275, 358]. Obezitenin KTB butinlugu Uzerine
etkilerinin incelendigi calismada yuksek yagl diyetle obez yapilan hayvanlarin
testikuler occludin, B-katenin, ZO-1ve N-cadherin protein dizeyi degisiklerinin KTB
batinligindn bozulmasina aracilik ettigi ileri suUrdlmustir [318]. Bu tez
calismasinda Western-blot c¢alismalari sonucunda fruktoz tuketiminin KTB
proteinlerinden claudinll ve N-cadherin duzeyini anlamli bir gekilde azalttig
saptanmistir. insiilin sinyal yolaginda gorev alan PI3K, Akt ve mTOR proteinlerinin
Sertoli hicre proliferasyonunda goérevli oldugu ileri surtlmastir [53]. Calismalar,
MTOR’un KTB proteinlerinde occludin ve claudinll dizenlenmesinde etkin rol
oynadigi ifade edilmigtir [54, 55]. Ayrica, deney hayvanlarinda vyapilan
calismalarda N-cadherin regilasyonunda eNOS’un goérev aldigi ileri surtlmustar
[49]. Bu veriler, fruktoz tiketimi sonucu testikiler inflamasyon ve apoptozis
artisiyla birlikte insulin sinyal yolag! baskilanmasinin, KTB bilesiminde gorev alan
protein duzeylerini azaltmis olabilecegini dustundirmektedir. Literatirde, diyabet
ve obezite gibi metabolik bozukluklarda KTB proteinlerinin baskilanarak

infertiliteye neden olabilecegini gdsteren calismalar ile elde ettigimiz benzer
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sonuglar Dbirlikte degerlendirildiginde; fruktoz tidketiminin KTB proteinlerini

baskilayarak infertiliteye neden olabilecegi disunulmektedir.

Yuksek fruktoz diyetinin testikiler dokuda, inflamatuvar ve apoptotik yolaklari
uyararak, insdlin sinyal yolagi ve KTB proteinlerini baskiladigini gdsteren
verilerimiz, metabolik sendroma eslik eden infertilitenin dnlenmesi ve tedavisi igin
yeni yaklagimlarin belirlenmesinde oncu rol oynayacaktir. Bu tez g¢alismasinda,
yuksek fruktoz diyetinin testikuler inflamasyon, apoptozis, KTB ve instlin sinyal
yolagi ile ilgili gen ve proteinler Uzerine etkisini gdstere sonuglarimiz Sekil 5.1°de

sunulmustur.
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Sekil 5.1. Yuksek fruktoz diyetinin testikiiler doku Uzerine etkisini gosteren

sonuglarimiz

Yuksek fruktoz diyetinin etkisini kirmizi oklar ile gosterilmistir. Yukari yon belirtecin
arttigi, asagi yonla oklar azaldigini gostermektedir. Soru isareti, ilgili yondeki

egilimi gostermektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, fruktoz tiketimi artisinin sedanter yasam tarzini
benimsemis toplumlarda metabolik sendrom gorulme sikhgini tetikleyebileceqi
gorulmektedir.  Arastirmalar, yiksek fruktoz tiketiminin insulin  direnci,
hipertrigliseridemi, abdominal yadlanma, hipertansiyon ve hepatik steatosis ile
karakterize metabolik sendroma neden oldugunu gdstermektedir. Ayrica,
metabolik sendromun erkeklerde hipogonadizmle birlikte seyrettigi bilinmektedir.
Arastiricilar, obez olmayan bireylerde testosteron dizeyi dusukligunun insalin
direnci ve metabolik sendrom habercisi olabilecegini ileri sirmektedir. YUlksek
fruktoz diyetinin infertilite Uzerine etkilerinin incelendigi calismalarda, fruktoz
tuketiminin testosteron duzeyini baskilayarak sperm parametreleri Uzerine
olumsuz etkilere neden oldugu gosterilmistir. Metabolik sendrom kaynakli
olusabilecek infertilite mekanizmalarinin aydinlatimasi, tedavi yodntemlerinin
bulunmasi adina son derece 6nemlidir. Arastirmalarda, testikiler oksidatif stres,
apoptozis ve inflamasyon artiginin; testosteron duzeyini baskilamasinin yani sira
KTB butunligunu bozarak sperm parametreleri Uzerinde olumsuz etkilere neden
olabileceg@i bildirilmistir. Testikller insulin sinyal yolagi, KTB butinldgunun
korunmasi ve spermatogenezin surdurllebilmesinde gorev almaktadir. Fruktoz
tiketiminin c¢esitli dokularda inflamasyonu ve apoptozisi tetiklemenin yani sira
insulin direnci gelistirdigi gOsterilmigtir. Ancak, fruktoz tuketiminin testikuler
inflamasyon, apoptozis ve insulin sinyal yolagi Uzerine etkileri ve KTB proteinleri
ile iliskisi bilinmemektedir. Bu sebeple, bu tez galismasinda 15 hafta slre ile icme
suyu iginde %20 oraninda fruktoz tiketen erkek Wistar sigcanlarin testikuler
endokrin, inflamatuvar, apoptotik, insulin sinyal yolagi ve KTB parametreleri
incelenmigtir. YUksek fruktoz diyetinin testis dokusu Uzerine etkileri Sekil 5.1’de
Ozetlenmistir. Bu tez calismasinda, 15 hafta boyunca %20 fruktoz iceren icme
suyu tukettirilen siganlarda hiperglisemi, hipertrigliseridemi, hiperinsulinemi ve
dusuk testikuler testosteron diizeyi gibi bozukluklarin olustugu saptanmistir.
Ayrica, fruktoz tiketiminin testis dokusunda inflamatuvar belirteclerden TNFa ve
IL-18 dizeyini artirdigi saptanmistir. EK olarak, fruktoz tuketiminin testis bcl-2

MRNA ve protein duzeyini baskilayarak testikiler apoptozisi tetikledigi
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saptanmistir. p53 ve caspase8 aktivasyonunun, spermatogonia igleyisi icin gerekli
olabilecegi O6nerilmistir. Bu tez c¢alismasinda, fruktozun testikiler gelisim,
spermatogenez ve KTB’nin duzenlenmesinden sorumlu insulin sinyal yolagi
parametreleri Gzerine etkileri de incelenmistir. Fruktoz tiketimi sonucu irs-1, irs-2,
pi3k ve mtor mRNA ekspresyonlarinin baskilandidi; IR, IRS-1, IRS-2, PISK, mTOR
ve SIRT1 protein dizeylerinin azaldigini tespit ettik. Ek olarak, testis Akt ve eNOS
aktivasyonlarinin fruktoz tiketimi sonucunda baskilandigini saptadik. Testikuler
gelisimden sorumlu insulin sinyal yolagi ve testikuler mikrosirkulasyonun
dizenlenmesinde go6rev alan nitrik oksitin sentezinden sorumlu eNOS
aktivasyonun azalmasi, testis hasarinin olusmasina ve testosteron duzeyinin
dusmesine neden olan etkenlerden biri olabilir. Histolojik incelemelerde, fruktoz
diyetinin testis doku dejenerasyonunu artirdigini gosterdik. Ayrica, fruktoz alan
sican seminifer tubulinde nekroz kalintilari ve debris birikimi saptanmistir. Yapilan
calismalarda, sperm olusumundan sorumlu germ hucrelerini  bagisikhk
sisteminden koruyan KTB butunlagu bozulmasinin, kisirlikla dogrudan ilgili oldugu
bildirilmistir. Bu sebeple, fruktoz tliketimi sonucu azalan claudinll ve N-cadherin
diuzeyleri, bu diyetin KTB yapisinin bozdugunu gdstermesi agisindan son derece
onemlidir. Ayrica, bu tez calismasindaki veriler, son yillarda diyet iginde tiketimi
artmakta olan fruktozun, erkek reproduktif sistemde insulin sinyal yolagini
baskiladigini, inflamasyonu ve apoptozisi tetikledigini gostermektedir. Bu bulgular,
fruktoz tuketimi kaynakli olusabilecek infertilitenin dnlenmesi ve yeni tedavilerin

gelistiriimesine olanak saglayacaktir.
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