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OZET
T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Deneysel Hipotiroidi Olusturulan Erkek Ratlarda KoenzimQ-10"un
Spermatojenik Kok Hiicrelere Etkisinin Immiinohistokimya Teknikleri ile
Belirlenmesi

Hatice Nur SEFLEK
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi / Konya -2022

Testis uzun siire tiroid hormonuna yanitsiz olarak kabul edilmistir. Ancak hayvanlarda ve
insanlarda testisin farkli hiicre tiplerinde tiroid hormon reseptorlerinin varligi gosterilmistir.
Dolayistyla, hipotiroidizmin testis fonksiyonu iizerinde ve daha yaygin olarak fertilite tizerinde dikkate
deger etkileri vardir. CoQ10, erkek infertilite tedavisinde yaygin olarak kullanilir. CoQ10 vb.
takviyeler, olusum ve olgunlagmanin tiim asamalarinda anormal sperm iiretimini 6nleyebilmektedir.
Hipotiroidi bulgularinda testis disfonksiyonu {izerine ¢aligmalara rastlanmistir, fakat mevcut literatiirde
hipotiroidi durumunda spermatogenik kok hiicrelerin durumuna iligkin sinirli sayida bilgi yer
almaktadir. Caligmamizda deneysel hipotiroidi olusturulmus ratlarda CoQ10in, spermatogenik kok
hiicrelere etkisi PLZF, GFRA, THY'1, SOX3 belirte¢leri kullanarak immiinokimyasal analizlerle; serum
TSH, T3, fT4 hormon diizeylerine etkisi ise biyokimyasal analizlerle ortaya konmustur. Sonug olarak
deney gruplari arasinda PLZF, GDNF, THY1 immiino-ekspresyon diizeylerinde ciddi fark
gozlenmemigstir. THY1 immiino-ekspresyonu spermatogoniumlarda, literatiirden farkli olarak
spermatositler ve gen¢ spermatidlerde de devam etmistir. SOX3 ifadesinin ise hipotiroidi gruplarinda
azaldign gorilmistir. Biyokimyasal verilerle de CoQ10'nin tedavi gruplarinda serum hormon
diizeylerini diizenledigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: CoQ10, hipotiroidizm, PLZF, SKH, SOX3
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ABSTRACT
REPUBLIC OF TURKIYE

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Determination of the Effect of Coenzyme Q-10 on Spermatogenic Stem
Cells by Immunohistochemistry Techniques in Male Rats with Experimental
Hypothyroidism

Hatice Nur SEFLEK
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
PhD Thesis / Konya-2022

The testis has long been considered unresponsive to thyroid hormone. However, the presence
of thyroid hormone receptors has been demonstrated in different cell types of the testis in animals and
humans. Thus, hypothyroidism has notable effects on testicular function and, more commonly, on
fertility. CoQ10 is widely used in the treatment of male infertility. CoQ10 etc. supplements can prevent
abnormal sperm production at all stages of formation and maturation. Studies on testicular dysfunction
in hypothyroidism findings have been found, but there is limited information in the current literature on
the status of spermatogenic stem cells in hypothyroidism. Our study determined the effect of CoQ10 on
spermatogenic stem cells in rats with experimental hypothyroidism by immunochemical analyses using
PLZF, GFRA, THY1, SOX3 marand kers; The effect on serum TSH, fT3, fT4 hormone levels was
demonstrated by biochemical analyzes. As a result, no significant difference was observed in the
immuno-expression levels of PLZF, GDNF, and THY1 between the experimental groups. THY1
immuno-expression continued in spermatogonia, spermatocytes and young spermatids, unlike the
literature. SOX3 expression was found to be decreased in hypothyroid groups. With biochemical data,
it was determined that CoQ10 regulated serum hormone levels in the treatment groups.

Keywords: CoQ10, hypothyroidism, PLZF, SCC, SOX3
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1. GIRIS VE AMAC

Tiroid hormonlar1 viicut metabolizmasinin isleyisinde 6nemli bir yere sahiptir
(Schwarz ve ark. 2012). Birgok sistemin ¢alismasinda etkindir ve tiroid fonksiyon
bozukluklarina, biyokimyasal testlerle tan1 konulabilmektedir (Sawin ve ark. 1985;
Ladenson ve ark. 2000). Hipotiroidizm, tiroid bezinin yetersiz ¢aligmasi sonucu
gelisen endokrin bir hastaliktir (Weetman 2009). Hipotiroidizm, sekstiel disfonksiyona
neden olarak erkekte infertiliteye sebep olabilmektedir (Aktiimsek 2020).

Erkek infertilite olusumunda; oksidatif stres, antioksidan seviyenin azalmasi,
spermin zayiflamis mitokondriyal fonksiyonu vb. etkilerin rol oynadig: belirtilmistir.
Koenzim-Q10 antioksidan ozelligiyle sperm fonksiyonunu iyilestirerek, infertilite
tizerinde pozitif sonuglar verdigi bildirilmistir. Koenzim-Q10 takviyesi ile yapilan
caligmalarda sperm sayilarinin %5 oraninda, hareketliliginin ise %4,5 oraninda artt1g1

bulunmustur (Tirabassive ark. 2015).

Spermatogonial kok hiicreler (SKH) testise 6zgii bir ¢esit unipotenet kok hiicre
tiiriidiir (Brinster ve Avarbock 1994). Kendini yenileme ve farklilagsabilme yetenigine
sahip olan bu hiicreler, gelecek nesile genetik olarak katki saglayacak tek hiicre ¢esidi
olmas1 ozelligiyle essizdir (Brinster ve Zimmermann 1994; Brinster ve Avarbock
1994; Kubota ve ark. 2004). Son yillarda birgok ¢aligma, deney hayvani ve insan
spermatogonial kok hiicre biyolojisini anlamay1 basarmis, lireme tibb1 ve rejeneratif
tiptaki genis kullanim potansiyeliyle dikkat cekmistir. Ozellikle erkek infertilite
tedavisi iizerine yapilmis olan son c¢alismalar, umut vadeden niteliktedir (Sadri-
Ardekani ve ark. 2009; Sadri-Ardekani ve ark. 2011; Hou ve ark. 2015). Son yapilan
birka¢ calismada SKH fenotipik biyobelirtegleri hakkinda oldukg¢a fazla bilgi elde
edilmistir. Insan ve fare SKH’lerinde gériilen biyobelirtegleri olarak; THY1, PLZF,
GFRAI1, GPR125, ITGA6 (CD49f), SOX3 ve UCHLI1 tespit edilmistir (He ve ark.
2010).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak bu ¢aligsmayla, literatiirde hipotiroidiye bagl testis
histo-patolojisinde koenzim-Q10 takviyesinin spermatojenik kok hiicrelere etkisi

lizerine bilgi yer almamasindan dolayr calismamizin literatiire bilgi saglamasi



amaglandi. Ayrica koenzim-Q10 takviyesinin serum tiroid hormon degerleri iizerine

etkisi de amaglandi ve arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Embriyolojisi

Cinsiyet farklilasmasi, bazilar1 otozomal olanlar da dahil olmak {izere bir¢ok
geni igeren karmasgik bir siirectir. Cinsel dimorfizmin anahtari, kisa kolunda (Ypl1)
SRY (Y'deki cinsiyeti belirleyen bolge) genini iceren Y kromozomudur. Bu genin
protein iiriinii, ilkel cinsel organlarin kaderini belirleyen bir dizi asagi akis genini
baslatan bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY proteini testis belirleyici faktordiir; etkisi
altinda erkek gelisimi, yoklugunda kadin gelisimi gerceklesir. Embriyonun cinsiyeti,
dollenme aninda genetik olarak belirlensede, gonadlar gelisimin 7. haftasina kadar
erkek veya disi morfolojik Ozellikler kazanmazlar. Gonadlar baslangicta bir ¢ift
uzunlamasina sirt, genital veya gonadal ¢ikint1 olarak goriiniir. Epitel hiicrelerinin
cogalmasi ve alttaki mezensimin yogunlasmasi ile olusurlar. Germ hiicreleri, gelisimin
6. haftasina kadar genital sirtlarda goriinmez. Primordial germ hiicreleri ilk olarak,
yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda gelisimin
erken bir asamasinda ortaya ¢ikar. Arka bagirsagin dorsal mezenterinde ameboid
hareketle go¢ ederler ve ilkel gonadlara ulasirlar. 5. haftada ve 6. haftada genital sirtlar
istila ederler. Genital sirtlara ulasamazlarsa gonadlar gelismez. Bu nedenle, ilkel germ
hiicreleri, gonadin yumurtalik veya testise gelisimi iizerinde endiiktif bir etkiye
sahiptir. Primordiyal germ hiicrelerinin gelmesinden kisa bir siire dncesinde, genital
sirtin epiteli ¢cogalir ve epitel hiicreleri alttaki mezensime niifuz eder. Burada, ilkel
seks kordlar1 olan diizensiz sekilli bir dizi kord olustururlar. Hem erkek hem de disi
embriyolarda bu kordonlar yiizey epiteline baglidir ve erkek ve disi gonad arasinda
ayrim yapmak imkansizdir. Bu nedenle, gonad "farklilasmamis gonad "olarak bilinir.
Embriyo genetik olarak erkekse, ilkel germ hiicreleri bir XY cinsiyet kromozom
kompleksi tasir. SRY geninin testis belirleyici faktorii kodlayan Y kromozomu
tizerindeki etkisi altinda, ilkel seks kordlar1 ¢ogalmaya devam eder ve testis veya
mediiller kordlar1 olusturmak i¢in medullaya derinlemesine niifuz eder. Kordonlar
bezin hilusuna dogru, daha sonra rete testis tiibiillerine yol agan kiigiik hiicre
dizilerinden olusan bir aga ayrilir. Daha fazla gelisme sirasinda, yogun bir fibréz bag
dokusu tabakasi, tunika albuginea, testis kordlarini yiizey epitelinden ayirir. 4. ayda
testis kordlar1 at nali seklini alir ve ekstremiteleri rete testis ile devamlilik gosterir.
Testis kordlar1 artik ilkel germ hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden tliretilen

Sertoli'nin sustentakiiler hiicrelerinden olusmaktadir. Gonadal c¢ikintinin orijinal
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mezensiminden tiiretilen Leydig'in interstisyel hiicreleri, testis kordlari arasinda
uzanir. Bu kordonlarin farklilasmasinin baslamasindan kisa bir siire sonra gelismeye
baslarlar. Gebeligin 8. haftasinda, Leydig hiicreleri testosteron iiretimine baglar ve
testis, genital kanallarin ve dis genital organlarin cinsel farklilasmasini etkileyebilir.
Testis kordonlari, liimen kazandiklar1 zaman, puberteye kadar saglam kalir, boylece
seminifer tiibliller olusur. Seminifer tiibiiller kanalize edildikten sonra, duktuli
efferentlere giren rete testis tiibiillerine katilirlar. Bu efferent kanallar, mezonefrik
sistemin bosaltim tiibiillerinin geri kalan kisimlaridir. Rete testis ile duktus deferens

haline gelen mezonefrik veya Wolffian kanalin1 birbirine baglarlar. (Sadler 2011).

2.2. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi; testisler, genital kanallar, aksesuar (yardimci) bezler
(seminal vezikul, prostat, bulboiiretral) ve penis yapisindan olusur. Bu sisteminin

fonksiyonu; spermatozoa, testosteron ve seminal plazma iiretimi yapmaktir.

Her bir testis, testikiiler tunika (testisi oOrten kilif-kapsil) ile
cevrelenmektedir; "Tunika vaginalis" her bir testisin anterior ve lateral yiizeylerini
kismen kaplayan peritondan kdkenlenmis serdz kesedir. Kapsiiliin bir diger kismi
“tunika albuginea” kalin fibroz bir kapsiil yapisindadir. Tunika albuginea yapisi
organin ig¢ine dogru damarca zengin gevsek bag doku yapisindaki “tunika vaskiilaza”y1
olusturur. Tunika vaskiilaza organin i¢ine dogru dallanma yapar. Posteriyor yiizeyi
mediastinum testisi olusturmak tizere kalinlasir, buradan da testis lobiilleri ad1 verilen
sayilar1 250 kadar olan kompartmanlara ayrilmaktadir. Ayrica bu kisim kan ve lenf

damarlarinin testise giris ¢ikis yaptig1 bolgedir.

Testis lobiilleri, tamamlanmamis septum ile birbirinden ayrilan haberlesmeyi
saglayan pramidal sekilli baglant1 boliimleridir. Lobiillerin her biri spermatozoonlarin
iiretildigi yer olup, 1-4 arasinda degisen seminifer tiibiiller igerir. Olduk¢a kivrintili
olan bu tiibiller, intertisyel Leydig hiicrelerinin, kan ve lenf damarlarimin, sinirlerin
oldugu gevsek bag doku yumaginin igerisinde gomiiliidiir. Interstisyel Leydig
hiicreleri: seminifer tiibiiller arasinda yer alan dokular aras1 bélgede bulunan yuvarlak,
poligonal sekilli hiicrelerdir. Hiicrenin merkezinde biiylik bir ¢ekirdek, ¢cok sayida
mitokondri, 1yi gelismis Golgi kompleksi ve bol miktarda lipid damlalar1 vardir. Bu
lipid damlalarinda testosteronun Onciisii olan kolesterol esterleri bulunur. Bu hiicreleri
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cok sayida kapiler ve lenfatik damarlar1 destekler. Bunlar testosteron {iireten ve
salgilayan endokrin hiicrelerdir. Salgis1 hipofizden salgilanan luteinizan hormon (LH,
interstisyel hiicre stimulan hormonu) tarafindan uyarilir. Leydig hiicreleri, puberte

doneminde olgunlasir ve sekresyonu baslar (Gartner 2016).

2.2.1. Seminifer Tubiller

Tiibiillerin ¢aplar1 150-250 pm olup, uzunlugu 30-70 cm'dir. Tiibiiller, fibroz
bir bag dokusu tarafindan sarilir. Seminifer tiibiilleri testis lobiilleri igerisindeki
dolambagli yapisinin ardindan daralan kisa diiz segmentler halinde rete testis ile
baglanti saglayan tubuli rekti'yi olusturur. Seminifer tiibiillerin liimeni kalin bir epitel
(seminifer6z/germinal epitel) ile doselidir. Epitel 4-8 hiicreli siradan olusur. Bu epitel,
spermatogenetik hiicreler ile ¢gok fonksiyonlu Sertoli hiicrelerinden olusur (Gartner

2016).
2.2.1.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, bazal laminadan tiibiil limenine uzanan prizmatik sekilli
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerin ¢ok fazla katlanmig girinti yap1 sergileyen oval ve soluk
boyanan bir ¢ekirdegi ve biiylik bir niikleolusu vardir. Puberteden sonra bir daha
mitoza girmezler. Hiicrenin yan plazma membranlarinda komsu Sertoli hiicresi ile
adeta i¢ ice gegmis sitoplazmik uzantilar1 yer alir, girinti ¢ikintilar arasinda gelismekte
olan spermatogenik hiicreler bulunur. Hiicre membraninin apikal yiizeyi ¢ok
kivrintilidir, parmak seklindeki uzantilarin arasinda gelismekte olan spermatozoolar
bulunur. Graniilsiiz endoplazmik retikum 1yi gelismistir, az sayida Graniilli
endoplazmik retikum vardir, Golgi kompleksi gelismistir, cok sayida mitokondri ve
lizozoma sahiptir. Hiicre membraninin bazal bdlgesinde FSH i¢in reseptorler yer alir.
Sertoli hiicrelerinin bazal kisimlarinda zonula okludens yer alir, bdylece seminifer
tiibiil limeni bazal ve adliiminal olmak tizere iki kompartmana ayrilir. Bu siki
baglantilar, gelismekte olan spermatozoolart otoimmiin reaksiyondan koruyan kan-
testis bariyerini olusturmaktan sorumludur. Sertoli hiicrelerinin goérevi, gelisen
spermatozoolar1 destekler, korur ve besler. Spermatidlerin olgunlagsmasinda ortaya
cikan fazla sitoplazma parcgalarini fagosite eder. Seminifer tiibiillerden genital kanallar
boyunca spermatozoolarin tasinmasini kolaylastiran ve besleyen fruktozdan zengin bir

salgiy1 limene salgilar. FSH'nin etkisi altinda androjen baglayici protein (ABP)
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sentezlerler. ABP ise seminifer tiibiiliinde gerekli testosteron konsantrasyonunu
olusturarak spermatogenezin ilerlemesini saglar. Onhipofiz tarafindan salgilanan
FSH''n sentezini ve salinimini durduran bir hormon olan inhibin salgilar. Aym
zamanda On-hipofizden FSH sekresyonunu yiliksek miktarda salgilatan aktivin
sekresyonu da Sertoli hiicreleri tarafindan yapilir. Kan-testis bariyerini olusturur. Fotal
gelisim doneminde anti miiller hormon (AMH) sentez ve sekresyonu yaparak erkek
karakterlerinin belirmesini saglar. Spermatogenik hiicreleri olgunlastirmak {izere
demiri serum transferrininden tasinmasini kolaylastiric1 bir protein olan testikiiler

transferrini iiretir ve salgilar (Gartner 2016).
2.2.1.2. Spermatogonyal Kok Hiicreler

Olgun bir spermatozoonun olusmasi i¢in birbirini izleyen spermatogenez ve
spermiyogenez basamaklari cinsiyetin belirlenmesinde etkin rol oynayan ve genetik
cesitlilige katkida bulunarak tiiriin siirdiiriilmesini saglayan siireglerdir. Memeli
testisinde yer alan germ hiicresi kok hiicreleri "spermatogonyal kok hiicreler (SKH)"

veya "'spermatogonya (tekil; spermatogonyum)" olarak adlandirilir (Can 2014).

SKH, seminifer tiibiil epitelinin bazaline bitisik diploid germ hiicreleridir
Puberte doneminde testosteron hormonun bu hiicrelerin hiicre boliinme siklusuna
girmesine etkisi vardir. (Gartner 2016). Spermatogenez-spermiyogenez siirecine
onciiliik eden SKH sayesinde testiste her giin milyonlarca olgun spermatozoon ortaya
cikar. Erkegin fertilitesi bu siirecin saglikli stirmesine baglidir. Yani SKH islevlerinin
kayb1 veya azalmasi, spermatogenezin bozulmasina ve buna bagli olarak subfertilite
veya infertiliteye neden olur. SKH’ nin kendini yenileme ve farklilasma 6zellikleri bu
stirecin temelini olusturur. Memeli testisinde SKH’nin ortaya ¢ikmalar1 embriyo
doneminde meydana gelsede, ileri gelismeleri dogumdan hemen sonra baslayan testis
gelisimine kosut olarak ortaya ¢ikar. Amag, kok hiicre havuzu olusturarak eriskinde
spermatogenezin temellerini atmaktir. SKH’nin kendini yenileme ve farklilasma
ozelliklerinin siirmesi, bagka bir deyisle spermatogonyum Onciilerinin olusumu
SKH’ye 0zgii nig tarafindan desteklenir. SKH farklilasmadan kendini yenileme
Ozelligine sahiptir ve yapilan ¢alismalar bu hiicrelerden ikinci kusak hiicrelerinin
olusumunda ana etmenin SKH nisine ait faktdrler oldugunu gostermektedir (Can
2014). Spermatogonial kok hiicreler unipotenttir: sonugta sperm {iiretecek olan tek

hiicre soyunun kokenindedirler. Kendilerini yenileme yetenegine sahiptirler ve infertil



bir erkegin seminifer tiibiillerine nakledildiklerinde spermatogenezi yeniden

tiretebilirler (Brinster ve Avarbock 1994; Brinster ve Zimmermann 1994).

Spermatositogenez  adi verilen  mitoz = boliinme  asamasinda
spermatogonyumlar boliinerek sirali sekilde spermatogonyumlara doniistir. Soluk tip
A spermatogonia: soluk boyanan bir ¢ekirdege, kiiresel mitokondriye, kiigiik bir Golgi
kompleksine ve ¢ok sayida serbest ribozoma sahiptir. Puberteden baglayarak yiiksek
mitotik aktivite gosterirler, devamlilig: siirdiirmek i¢in ya ayni tipte daha fazla hiicre
ya da tip B spermatogonia'y1 olustururlar. Koyu tip B spermatogonia: mitotik olarak
inaktif hiicreleri temsil ederler (reserve-depo), koyu c¢ekirdekleri vardir, mitozda
kaldiklar1 yerden devam edip soluk tip A hiicrelerini iiretebilirler. Tip B

spermatogonia: mitoza girerek primer spermatozoay1 olusturur (Gartner 2016).
2.2.1.3. Spermatositler

Primer spermatositler, 4cDNA igeren biiylik diploid hiicrelerdir. Birinci
mayotik bolinmeye girerek sekonder spermatositleri olustururlar. Sekonder
spermatositler, 2cDNA iceren haploid hiicrelerdir ve kolayca ikinci mayotik

boliinmeye girerler. S fazina girmeden spermatidleri olustururlar (Gartner 2016).
2.2.1.4. Spermatidler

Kiiciik 1cDNA iceren haploid hiicrelerdir. Seminifer tiibiillerin liimenine
yakin yerlesirler. Genelde ¢ekirdeklerinde kondanse kromatin bolgeleri bulunur. Bir
cift sentriol, mitokondri, serbest ribozom, Graniilsiiz endoplazmik retikum ve iyi
gelismis Golgi kompleksine sahiptir (Gartner 2016). Sperm hiicreleri boliinmeleri
sirasinda birbirlerinden tam olarak ayrilmaz ve sinsityum olustururlar. Bu hiicresel
baglarin hiicrelerin senkronizasyonunda gorev aldigi ileri siiriilmektedir. Bu
senkronizasyonun sonucu olarak, seminifer tiibiillerde bazaldan liimene dizilen
hiicrelerin baglantilar1 g6z onilinde bulunduruldugunda, sabit bir segmentte belirli
hiicre dizilis asamalarindan basamaklar halinde belirli siirede gecildigi izlenmistir.
Seminifer tiibiil kesitleri incelendiginde, insanda alt1 farkli basamak oldugu
gozlenmistir. Bu basamaklarin belli segmentte, belli siirede, birbiri ardinca sirayla
izlenmesi " seminifer epitel siklusu" olarak adlandirilmistir. Seminifer tiibiil icerisinde
ard1 sira gelen siklus basamaklarimin, tiibiiliin belli bir boliimii boyunca ard arda

izlenmesi seminifer tiibiildeki spermatojenik dalga olarak adlandirilmistir. Insanda bu



spermatojenik dalganin kemirgenlerde oldugu gibi seminifer tiibiil boyunca lineer

seyretmedigi, helikal bir seyir gosterdigi bildirilmistir (Celik 2011).

Spermiyogenezis, hiicre farklilasmasinin oldugu stiregtir, burada spermatidler
fazlalik olan sitoplazmalarindan kurtularak spermatozoa'ya doniisiirler. Bu sekilde de
seminifer tiibiillerin liimenine salinirlar. Spermiyogenezis dort fazda incelenir

(Gartner 2016).

1) Golgi Fazi: Golgi faz1 spermatidin nuklues zarinin anterior ucuna baglanmis
olan akrozomal vezikiilii ile sarili akrozomal graniiliin olusumuyla karekterizedir. Bu
asamada sentrioller, flagellar aksonemi olusturmak iizere nukleustan uzaklasirlar,
sonrasinda sentriyoller, geri nukleusa go¢ ederek kuyrukla iligkili baglanti pargasinin

olusturulmasina katkida bulunurlar.

2) Kep Asamasi: Akrozomal vezikiilin genisleyerek olusan c¢ekirdegi

ortmesiyle karakterizedir.

3) Akrozomal Faz: Nukleus yogunlasir, yassilagir ve bas bolgesindeki yerini
alir. Kuyrugun proksimal kisminda mitokondriumlar toplanip yogunlasir ve kuyrugun
orta parcast sekillenir. Spermatid uzar, bu siire¢ "manset" adi verilen gegici, silindir
seklindeki mikrotiibiiller yardimiyla olur. Akrozomal fazin sonlanmasi spermatid
oryantasyonunun seminifer tiibiillerin bazalini isaret edecek sekle gelmesi ile sona

erer.

4) Olgunlagsma Fazi: Fazlalik olan sitoplazma ve spermatidleri baglayan
interselliiler kopriilerin kaybr sinsityum halindedir. Atilan sitoplazma parcalar1 sertoli
hiicrelerince fagosite edilir. Hareketsiz spermatozoalar kuyrugundan baglayarak
seminifer tiibiillerin liimenine salindiginda olgunlasma fazinin sona erdigi anlamina
gelir. Epididimisi terk edene kadar spermatozoa immotildir. Disi lireme sistemine

girince kapasite (dollenme yetenegine kavusma) olurlar (Gartner 2016).
2.2.1.5. Spermatozoon

Spermatozoonun bas kismi yassidir. 23 kromozomlu yogun homojen bir
nukleusa sahiptir. Ayni zamanda hidrolitik enzimler (asit fosfataz, ndraminidaz,
hyaluronidaz, proteaz) iceren akrozoma sahiptir. Bu enzimler, spermatozoa'nin oositin

korona radiata'sina ve zona pellusida'ya penetre olmasina yardimci olur. Bu enzimlerin



salinma islemine "akrozom reaksiyonu" adi verilir. Spermatozoanin kuyruk kismi;
boyun, orta, esas, son par¢a kisimlarindan olusur. Boyun sentriolleri ve kuyrugun geri
kalan kisminin 9 adet dis yogun fibriller ile tutunmus baglanti pargasini igerir. Orta
parca boyundan annulusa kadar uzar, aksonem, 9 adet dis yogun fibril ve spiral
seklinde diizenlenmis mitokondriyal kilifa sahiptir. Esas kisim annulusdan son parcaya
kadar uzanir. Dairesel hatlara sahip bir fibroz kilif ile kusatan yogun fibrillerin sardigi
aksonemi igerir. Son par¢a aksonem ile onu saran hiicre membranindan olusur

(Gartner 2016).
2.3. Spermatogenezis

Ergenlikten 6nce gonadotropinlerdeki artig, sperm seklinin olgunlagmasi olan

spermatogenez siirecini baslatir. Ug evreye ayrilir;

1. Spermatositogenezis: spermatogoniumlarin  primer spermatositlere

farklilagmasi.

2. Mayoz: primer spermatositteki diploid kromozomu haploid (n) kromozoma

sahip spermatide indirecek rediiksiyon boliinmesi.
3. Spermiyogenezis: spermatidlerin spermatozoa'ya farklanmasi.

Spermatogenezis, tiim seminifer tiibiillerinde kendiliginden veya senkronize
bir sekilde gerceklesmez aksine, seminifer epitel siklusu adeta bir dalgalanma seklinde

degisik olgunlagma fazlari arka arkaya olaylanir (Gartner 2016).



Spermatogenesis primordial — ()
germ cell

Sertoli cell

epididymis

seminiferous
tubules
,7 ] prinary

spermatocyte

}
S
~ |
= ' spermatogonium \ @:
mitotic division l\~ =
g t

®‘
meiotic division | 2
secondary - /\ ~
spermatocyte
spermatid o @ ! @
cytoplasm | meiotic AN AN

acrosome division Il = =
\ ~00

®)
| i
|
\ | mature sperm ? ?
d lumen

© 2013 Encyclopeedia Britannica, Inc.

spermatids

Sekil 2.3. Spermatogenezis (https://www.britannica.com/science/spermatogenesis. 2022)

2.3.1. Spermatogenezisin Diizenlenmesi

Spermatogenezis de kritik testis 1s1 degeri 35 °C'dir. Aorttan koken alan
arterler, skrotum tizerinden testise damar destegi verir. Bu kivrintili arterler, testise
yaklastikga arteriyal kanin 1sisim1 diislirecek olan pampiniform pleksus venleri

tarafindan c¢evrelenirler, boylece 35°C'ye diisiirtilmiis olur.
2.3.2. Hormonal iliskiler

Hipotalamustaki belirgin noéronlar ayni zamanda gonadotropin salgilatict
hormon (GNRH) adi da verilen luteinizan hormon salgilatict hormonu (LHRH)
tiretirler. LHRH adenohipofizden LH ve FSH salinmasini baglatir. Testis hormon
iretiminin uyarilmasi bu iki hormonun etkisi ile ger¢eklesir. LH, leydig hiicrelerinden
testosteronun salgilanmasii saglar. FSH, Sertoli hiicrelerinden ABP (androjen
baglayic1 protein) sentezini uyarir. Testosteron sadece erkek germ hiicrelerinin
gelisimi icin degil ayn1 zamanda sekonder seks karakterleri i¢in de gereklidir. ABP
testosterona baglanir ve seminifer tiibiiller icinde yiiksek konsantrasyonlara ulasarak
spermatogonia'nin spermatozoa'ya doniisiimiinii destekler; ancak ABP ayni zamanda
Ostrojenede baglanarak spermatogenezisi inhibe de edebilir. FSH ve LH salinminin

uyarist ve inhibisyonu; yiiksek miktarlardaki testosteron LH salinimini durdurur.
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Sertoli hiicrelerinden salinan inhibin GnRH inhibe eder ve dolayist ile hipofizden FSH
salmir. Sertoli hiicrelerinden salinan aktivin GnRH salinimint uyarir ve bdylece

hipofizden FSH salinir (Gartner 2016).
2.6. Tiroid

Boyun bolgesinde bulunan trakeanin oniinde, "Adem elmasi1" olarak da
adlandirilan kalkan bi¢imli "cricoid" kikirdaginin hemen 6niinde ve iki yaninda iki lob
halinde yer alir. Tiroid bezi lizerinde parathormon (PTH) iireten bir baska endokrin
bez olan paratiroid bezi de yer alir. Tiroid bezinin iki temel iglevi vardir: Birincisi;
dokulardaki normal islevleri i¢cin en uygun metabolizma diizeyini koruyan tiroid
hormonlarint salgilamaktir. Tiroid hormonlar1 metabolizmasinin tiim yonlerini
diizenlemeye yardimci olur ve bdylece viicut kitlesini ve mental gelisimi etkiler.
Ikincisi ise; dolasimdaki kalsiyum diizeylerini diizenleyen bir hormon olan kalsitonin
salgilamaktir. Tiroid yasam i¢in gerekli degildir. Hastalik durumunda tiroidektemi
sonrasinda, yapay olarak iiretilen tiroid hormonlar1 verilince hayat devam eder ancak
bu bezin salgilamasindaki herhangi bir bozukluk insani 6nemli derecede etkiler.
Teorik olarak tiroid bezinin yoklugu metabolik hizin %50 gibi yar1 yariya azalmasina
ve herhangi bir nedenden asir1 ¢calismasi ise, nerede ise iki kat artmasina neden olur.
Tiroid hormonunun islevi, anterior-pituiterden salgilanan TSH (Thyroid stimulating
hormone) yani tiroid uyarict hormon tarafindan kontrol edilir. Bu hormonun
salgilanmasi, hipotalamustan salgilanan TRH (thyrotropin releasing hormone) yani
tirotropin serbestlestirici hormon ile artar. Tiroid islevi ayrica dolagimdaki yiiksek
tiroid hormon diizeyleri tarafindan hem anterior-pituiter hem de hipotalamusun
negatif-feedback mekanizmasi ile kontrol altinda tutulur. Agirhgr yaklasik 1520 g
kadar olan bir bezdir. Bu agirlik ve boyutu ile biiyiik endokrin bezlerden biri olarak
kabul edilir. Iki loblu bir yapiya sahiptir. Loblar, isthmus ile birbirine baghdir. Tiroid
yumusak yapidadir. Damarlanmasi oldukga yliksektir dolayisi ile tiroide gelen kan
miktar1 da yliksektir. Agirligmma oranla en ¢ok kan alan yapilardan biridir. Bez
icerisinde folikiil ad1 verilen jelatinimsi kolloid yapida olan tiroid hormonlari ile dolu
olan ¢ok sayida kesecikler bulunur. Folikiiller ¢cok sayidadir ve ¢aplar1 yaklasik 100-
300 um boyutlarindadir. Tiroid hormonu {ireten hiicreler, folikiiler hiicrelerdir.
Bunlarin arasinda bulunan ve daha genis hiicreler ise parafolikiiler hiicreler (C
hiicreleri)'dir. Parafolikiiler hiicreler ise kalsitonin yapimini ve salgilanmasini

gerceklestirir. Folikiiler hiicreler, igeriye dogru salgi gerceklestiren kiibik bicimli
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epitelial hiicrelerle doselidir. Tiroid bezinin biiyiik kismi folikiiler hiicrelerden
meydana gelmistir. Folikiiler hiicrelerin bazo-lateral ytlizeyi kan akimin1 alirken, apikal
ylzleri limene bakan yondedir. Her kiiresel folikiil, tek bir polarize epitelial hiicre
tabakasi ile ¢evrilidir ve kolloid ad1 verilen proteinli malzeme ile doldurulur. Bez aktif
olmadig1 zaman kollodi bol, folikiiller biiyiik ve onlar1 kaplayan hiicreler diizdiir. Bez
aktif oldugunda, folikiiller kiigtiktiir ve hiicreler kiibik veya silindirik bi¢imlidir. Tiroid
kolloidinin ana bileseni tiroid hormonlarini igeren biiyiik bir glikoprotein molekiilii
olan triglobulin'dir. Tiroid bezi hormon yapiminin yani sira depolanmasi da
gerceklestirir. Normalde tiroid hormonlarinin deposu iki, i¢ aylik ihtiyaci kargilayacak
diizeydedir. Hormonlarin yapisinda iyot elementine ihtiya¢ duyulmasi yoniinden diger
hormonlardan farklidir. Hormonlardan sadece tiroid hormonlarinin yapisinda
inorganik madde bulunur. Tiroid hormonlarinin {iretilebilmesi i¢in iyot elementinin
varh@ sarttir. Iyot yoklugu veya eksikligi, tiroid hormonlarmin yokluguna veya
eksikligine yol agar ve tiroid bozuklugu gelisir. Ilging olarak, iyot eksikligi hormon

yapiminin bozulmasina yol agarken fazlalig1 da ayni etkiye sahiptir (Aktiimsek 2020).
2.6.1. Tirod Hormonlar1 (TSH, T3 ve T4)

TSH, TRH hormonunun etkisi ile pituiter bezin anterior lobundan salgilanir.
TSH, tiroid bezinde hormonlarinin yapim ve salinmasini stimule eder. TSH, anterior-
pituiterin tirotrof hiicre grubunda {iretilir. Bu yiizden TSH, tirotropin olarak da
adlandirilir. Tirotroplar tiim adenohipofizin yaklasik %5'in1 olusturur. TSH, anterior-
pituiterden salgilanan FSH ve LH gibi glikoprotein yapisindadir. Her ii¢c hormonda a
ve B alt birimlerinden olusan bir dimer yani iki alt birimden yani polipeptid zincirinden
olusmustur. Her {i¢iiniinde a alt birimleri ayni1 yapidadir. TSH hormonunun a zinciri
89, P zinciri ise 112 amino asitinden olusur. TSH'nin esas biyolojik etkinligi B
zincirinden gelir. Bu hormonun yapisi canlilarda bazi farkliliklar gostermesine ragmen
bircok memeli canlinin TSH's1 insanda da etkili olur. Normal salgilanma oram
yaklasik 110 pg/giindiir. Ortalama plazma diizeyi yaklasik 2pu/mL'dir. hCG'deki o alt
birimi TSH'deki ile ayni oldugundan, biiyiik miktarda hCG TSH reseptorlerini spesifik
olmayan sekilde aktive edebilir. Plasental kaynakli 1y1 huylu veya koétii huylu tiimorleri
olan bazi kisilerde, plasma hCG diizeyleri, hafif hipertiroidizm etki yaratacak bigimde
yiikselebilir. TSH'un salgilanmasi diger anteriorpituiter hormonlar1 gibi pulsatildir.
Salgis1 gece 21.00 sularinda yiikselmeye baslar ve gece yarisi en yiiksek degerine

ulasir ve daha sonra yavas yavas diiser. Glindiiz nispeten diisiik diizeylerdedir. TSH'nin
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yar1 omrii yaklagik 54 dakikadir. TSH'nin tirotroplardan eksositosis ile salinir.
Kanda bir miktar1 plazma proteinleri ile bagli olmasina ragmen biiyiik
cogunlugu serbest halde dolasir. TSH'nin tiroid {izerine etkisi biiyiiktiir. Eger
deneysel olarak pituiter ¢ikarilip TSH salinmasi engellenirse tiroid bezi atrofi
olur. Aksine TSH miktar1 artarsa bez biiyilir ve guatr denilen biiyiimiis bez
durumu ortaya ¢ikar. Genel bir ifade ile tiroidin tim gelisim ve hormon
salgilanmas1 TSH kontrolii altindadir (Aktiimsek 2020). T3 ve T4 hormonlari,
cok fazla hedef hiicre iizerinde etki gosterir. Bazal metabolizma oranini
artirirlar  ve boOylece 1s1 iretimini tesvik ederler. Protein sentezinin
indiiklenmesi ve gen ekspresyonu iizerine de kapsamli etkileri vardir. T4
yaklasik 6 giin ile bir giinden daha az yar1 6mre sahiptir, ancak T3'den daha az
aktiftir. Her iki hormon da fonksiyonlarimi yerini getirmek i¢in niikleus
icerisine girmek zorundadir. Kalsitonin, osteoklastlar tarafindan yapilan kemik
rezorbsiyonunu inhibe ederek, temelde kan kalsiyum seviyesini diisiirme

gorevi yapar (Gatner 2016).
2.6.1.1. Tiroid Hormonlarimin Uremeye Etkisi

Ureme iizerinde tiroid hormonlarmin normal diizeyleri olumlu etki
yapar ancak gonadlar iizerine dogrudan bir etkisi yoktur. Gonadlar iizerindeki
etkileri muhtemelen anteriorpituiter hormonlarini etkilemesi sonucunda
gerceklesir. Genel etki cercevesinde gonadlarin gelisimi ve islevi tizerine etki
yapmis olur. Tiroid hormonlarinin normal degerlerindeki degisiklikler ister
hiper isterse hipo olsun, her ikisi de dnemli patolojilerin ¢ikmasina neden olur.
Cinsel islev bozukluklar1 hem erkekte hem de kadinda gerceklesir. Tiroid
hormonlar: uterusun metabolizmasi izerinde herhangi bir etkisi olmamasina
ragmen normal adet dongiileri ve dogurganlik igin gereklidir. Hipotiroidi
kadinlarda menorajiye yol agar ve adet diizensizlikleri gelisir. Genellikle
oligomenoreye ve bazi kadinlarda menopoza neden olur. Ayrica libido azalir.
Erkeklerde de hipotiroidi libido kaybina yol agar. Hipertiroidi de benzer cinsel
islev bozukluklarina yol acar. Kadinda oligomenore ve hatta menopoz
goriilebilir ve cinsel istek azalir. Hipertiroidi, erkeklerde iktidarsizliga yol

agabilir. (Aktiimsek 2020).
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Tiroid disfonksiyonunun erkek fertilitesi lizerindeki etkisi, testisin tiroid
hormonlarina yanit vermedigi varsayildigindan uzun siire ihmal edilmistir (Jannini ve
ark. 2000). Ancak farkli hayvan tiirlerinde tiroid ve testis arasindaki iliski zaten
bilinmektedir. Memelilerde fotoperiyodik girdiler epifiz bezi tarafindan melatonin
tiretimini tetikler. Gece melatonin sinyalinin siiresine bagli olarak, hipofiz pars
tuberalis'inin tirotroplart, tiglincii ventrikiilii cevreleyen tanisitlerde sirasiyla tip 2 veya
tip 3 deiyodinazlarin ekspresyonunu indiikleyen ytiiksek veya diisiik seviyelerde tiroid
uyarict hormon (TSH) iiretir. Hipotalamusta ortaya ¢ikan triiyodotironin (T3)
seviyeleri, dogrudan ve dolayli olarak, kisspeptin/RF-peptid salgilayan noronlar
araciligiyla, gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salgilayan ndéronlarin
aktivitesini ve dolayisiyla hipofiz pars distalisi tarafindan gonadotropinlerin
salgilanmasini etkiler (Hazlerigg ve ark. 2015). Insan testisi, tiroid hormon reseptorleri
farkli testikiiler hiicre tiplerinde 6nemli dl¢lide mevcut oldugundan, tiroid hormonlari
icin de bir hedef organdir. Tiroid hormonlari, testiste bir¢ok hiicresel islevi diizenler

(Janini ve ark. 1995; Wagner ve ark. 2008).

T3, biiyiik 6l¢iide periferik deiyodinasyon yoluyla tiroksinden (T4) tiiretilen
aktif hormondur. T3 hiicre zar1 ile iligkili tasiyicilara baglanir, hiicreye girer, ¢cekirdek
zarini geger ve reseptorlerine baglanir. Buna karsilik, hormon-reseptdr kompleksi,
hedef genlerin promotor bolgelerindeki spesifik hormona yanit veren elementi
baglayarak, spesifik genlerin aktivasyonunu ve protein sentezini indiikler veya inhibe
eder. Iki farkli gen, TRa ve TRP, tiroid hormon reseptorlerini kodlar. Dort protein
izoformu (al, a2, B1, B2), TRa ve TRP genlerinin RNA transkriptinin alternatif olarak

eklenmesiyle iiretilir (Krassas ve ark. 2010).

Son zamanlarda tiroid hormonlarinin nongenomik etkileri bildirilmistir.
Aslinda bu eylemler, T3'lin niikleer reseptoriine baglanmasina bagh degildir ve gen
transkripsiyonu ve protein sentezi gerektirmez ve bu nedenle tanim geregi hizlh
baslangiclidir. Tiroid hormonlarinin nongenomik etkileri, tiroid hormonunun bilinen
niikleer reseptorlerle yapisal olarak iligkili olabilen niikleer olmayan reseptorlere
baglanmasindan sonra ortaya ¢ikar. Genomik olmayan eylemlerle T4, T3, ters T3 ve
3,5 diiyodoltironin (T2) anjiyogenezi, hiicre proliferasyonunu, hiicre iskeleti

mikrofilamentlerini ve mitokondriyal solunumu modiile eder (Davis ve ark. 2016).
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Tiroid hormonu, testiste (Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve spermatozoa)
ve epididimde (epitelyal hiicreler) farkli hiicre tiplerine etki eder. Tiroid hormon
reseptorlerinin ekspresyonu hem RT-PCR ile hem de protein diizeyinde belgelenmistir

(Jannini ve ark. 1995; Jannini ve ark. 2000; Hazlerigg ve ark. 2015).
2.6.1.2. Tiroid Hormonlarini Baskilayan Antitiroid Maddeler

Bazi1 maddeler bir bigimde tiroid hormon diizeyini azaltir. Bu tiroid hormon
diizeyini baskiladigi bilinen antitiroid maddeler bazi durumlarda hipertiroidi
hastaliginin tedavisinde kullanilir. Bu maddelerin en bilinenleri; tiosiyanat,

propiltiourasil, yiiksek diizeyli iodidler'dir.

Propiltiourasil (propylthiouracil): Metimasol ve karbimasol gibi maddeler
tirosininiodidlerle bilesimini 6nler. Bunu kismen tirosinio dinlenmesini saglayan
peroksidaz aktivitesini Onleyerek kismen de tiroid hormon olusumunda iodinle
baglanmis iki tirosinin birlesmesini engelleyerek gergeklestirir. Propiltiourasil de
aynen tiosiyanat gibi triglobulin olusumunu engellemez ve hipertroidide asir1 tiroid
yapimini azaltmak icin propiltiourasil kullanimi tiroid bezinin biiyliyerek guatr

olusumuna yol agabilir.

Ulkemizde propycil ve thyromazol olmak iizere iki farkli antitiroid ilag
kullanilmaktadir. Antitiroid ilaglar 6zellikle nispeten az biiylimiis guatrlarda ve orta

derece siddetli hipertiroidi durumlarinda kullanilir.

Tiroid bezi, tiim endokrin bezler igerisinde hastaliklarin en yaygin gorildiigi
bezlerden biridir. Kuvvetle muhtemel pankreas bezinden sonra hastaliklar1 en ¢ok
goriilen endokrin bezdir. Hem erkeklerde hem de kadinlarda goriilmesine ragmen

kadinlardaki prevalansi erkeklere gore cok yiiksektir.

Tiroid bezi hormolarinin salgilanmasindaki asirilik veya azlik sonucu olarak
hipertiroidizm veya hipotiroidizm ortaya ¢ikar. Ayrica tiroid hormonlarinin yapisinda
yer alan iyot eksikligi veya antitiroid maddelerin varlig1 da hipotiroidizme yol agar

(Aktiimsek 2020).
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2.6.2. Hipotiroidizm

Hipotiroidi yani tiroid hormonlar diisiikligi, T4 ve T3'lin distikligi ve TSH
yuksekligi ile karakterizedir. Hipotiroidi, hipertiroidiye gore daha fazla goriiliir ve
kadinlarda daha yaygindir. Bezin salgisinin fazlalifinda ortaya ¢ikan guatr, salginin
eksikliginde de olusabilir. Hipotiroidideki guatr, bezin hormon iiretebilmek igin
hipertrofi olmasindan kaynaklanir. Hipotiroidinin énemli bir nedeni de hipotiroidi
tedavisi nedeniyle totale yakin derecede uzaklastirilan (tiroidektomi) tiroid'in artik
hormon tretmemesidir. Hipotiroidi, nasil ortaya ¢iktigina bagli olarak primer,
sekonder ve tersiyer olmak iizere ii¢ tipte ele alinir: Primer hipotiroidi: tiroid bezi
yetersizliginden kaynaklanan nedenlere baglidir. TSH diizeyi yiiksek, T4 ve T3
diizeyleri distiktiir. Ayrica otoimmun olusundan dolayr karakteristik olarak
otoantibadi diizeyi yiiksektir. Sekonder hipotiroidi: TSH yetersizligine baglidir. T4 ve
T3 diizeyi disiiktiir. Tersiyer hipotiroidi: hipotalamusun TRH yetersizligine baglidir.
T4 ve T3 diizeyi diisiiktiir.

Hipotiroidizmde goriilen belirtiler, genel olarak hipertiroidizmdekilerin
tersidir. En 6nemli belirtileri; kas gii¢siizliigii, yorgunluk, halsizlik, letarji (uyusukluk
hali), uyku ihtiyacinin fazlalagmasi, ilerlemis hipotiroidizmde giinde 12-14 saate varan
uyku ihtiyacini, metabolizmanin yavaslamasina bagl olarak ortaya ¢ikan az veya ¢ok
kilo artis1 veya fazla kilo artigi olmasa bile kilo verememe durumudur. Hipotiroidili
insanlar zayiflamak isterse ¢ok ¢aba gostermesine ragmen metabolizmasinin
yavaslamis olmasindan dolay1r pek basarili olamazlar. Bu yiizden zayiflamak icin
ugragsmasina ragmen basarili olamayan insanlarin hipotiroidi olup olmadiklar
arastirilir. Zihinsel yavaglama, bazi seyleri unutma, muhtemel zihinsel diizey kayba,
kalp atis hiz1 ve kan hacminde azalma, kabizlik, hipertiroididekinin tersine sindirim
stvilarinin azalisinin sonucunda gerceklesir. Sa¢ uzamasinin yavaslamasi ve kuru
saclar, ozellikle kadinlarda saclarin dokiilmesine bagli olarak ortaya cikan difus
kellesme, karoten artisindan kaynakli cildin soluk renkte, kuru, pul pul olusu,
terlemenin azalmasi, Soguga direncin azalmasi, ¢abuk istimedir. Bu durumlar,
metabolik hizin diismesine bagli olarak viicut 1sisimin  yaklasik 0,5 °C kadar
diismesinden kaynaklidir. Ellerde ve ayaklarda 6dem gelisimi, tirnak biiylimesinin
gelisimi, boguk seslilik durumu, sesin kisilmasi, isitme kaybi, ileri formlarda orta
kulakta sivi birikimi sonucu sagirlik gelisimi, Diabetes mellitus gelisimi, ileri

formlarda vitiligo, B12 vitamini eksikligine bagl olarak ortaya ¢ikabilen pernisios
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anemia, hem erkekte hem de kadinda libido kaybi, kadinlarda ise menorajite yol agar
ve adet gorme diizensizlikleri gelisir. Genellikle oligomenore ve bazi kadinlarda
menopoza neden olur. Aterosklerosis, yag yapimimnin artmasina ve safra ile atilan
kolesterol miktarinin azalmasi sonucunda kolestrol birikimine bagli olarak koroner
damarlarda tikanma ve daralmalar gerceklesir. Eger kalbi besleyen koroner
damarlarda herhangi bir tikaniklik olursa, o damarin besledigi kalp kas1 dokusu yeteri
kadar oksijen ve enerjiye g¢evirecegi maddeleri alamazsa kalp kasinin iskemiasi
sonucunda nekrosis ortaya ¢ikar. Bu durumun sonucunda bilinmeyen bir zamanda MI
(myocardialinfarction) gergeklesir. Ozellikle agir hipotiroidili ve miksddemli kisilerde
aterosklerosis daha tehlikeli bir duruma gelir. Periferik damar hastaligina, sagirliga ve
biiylik bir ihtimalle MI sonucu 6liime yol acgabilir. Asirt hipotiroidi durumlarinda
miksddem gelisir. Miksddem, otoimmundur. Tiroid hormonu etkisinin neredeyse hi¢
olmadig1 kisilerde goriiliir. Bu kisilerde yiiz siser ve gozalti torbalar1 biiyiliyerek
belirgin hale gelir ve derinin kuru, kat1 bir durumu gelisir. Yiizdeki bu degisiklikler,
proteine bagli konfroisinsulfat ve hiyaluronik asit gibi glikozaminoglikanlarin artigina
bagl olarak interstitial sivi miktarinin artisindan kaynaklanir. Ileri yaslardaki yaslarda
miksddem diger baska hastaliklarin varligryla birlikte 6liimciil olabilir. (Aktiimsek

2020).
2.7. Erkek infertilitesi

Infertilite, bir y1l diizenli korunmasiz cinsel iliskiden sonra gebe kalamama
olarak tammlanir (Zegers-Hochschild ve ark. 2017). Infertilite, diinya ¢capinda dnemli
bir saglik sorunu haline gelmistir ve ciftlerin ~%8-12’sini etkiler (Ombelet ve ark.
2008). Yasam tarzindaki degisiklikler ve her iki partnerin de ilk ¢ocuk sahibi olma
yasinin artmasi, diinya capinda infertilite insidansimin dramatik artigina katkida
bulunmustur (Cariati ve ark. 2019). WHO (World Health Organization 2000)
verilerine gore erkege bagl infertilite, vakalarin %50’sini olusturur ve potansiyel
nedenleri arasinda prostatit, epididimit gibi lirogenital sistem enfeksiyonlar1 yer alir
(WHO 2000; Ronquist ve ark. 2011). Erkek faktor infertilitesinin %30'unu genetik
kaynakli oldugu tahmin edilmektedir. Etkilenen erkeklerde siklikla azospermi ya da
oligospermi olup hareket bozukluklar1 eslik etmektedir. Genetik bozukluklar iginde
kromozomalandploidi ve Klinefelter sendromu sayilabilir. Hipotalamik ya da
pituiterbez yetmezligi olan erkekler siklikla hipogonadotropiktir ve azospermi ya da

oligospermisi bulunur. Ejakulatuar kanallarin yoklugu ya da obstriiksiyonu, retrograd
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ejakiilasyon ve varikosel de infertiliteyle birliktelik gostermektedir. Semptomatik
bakteriyel enfeksiyon, cinsel yolla bulagan hastaliklar efferent duktuslarin tikanmasini
onlemek amaciyla tedavi edilmektedir (Celik 2011). Bununla birlikte, tiim erkek
infertilite vakalarinin %30-50'sinde, semen anormalliklerinin altta yatan nedeni
bilinmemekte olup, idiyopatik erkek infertilitesi olarak smiflandiriimalarina yol
acmaktadir (Chehab ve ark. 2015). Oksidatif stres, onemli sayida kisir erkekte de
katkida bulunan bir faktordiir. Okisdatif stres, yiiksek seviyelerde reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ile sonuglanan prooksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi olarak
tamimlanir (Agarwal ve ark. 2019). Infertilitesi olan erkeklerin %30-80'inde artmus
seminal ROS seviyeleri bulunmustur (Arafa ve ark. 2020). Asirt ROS, olgunlagsmamis
sperm, beyaz kan hiicreleri, testis torsiyonu, kriptorsidizm, varikosel, yaslanma,
enfeksiyon, tiimorler, radyasyon, kemoterapi, cevresel toksinler, sigara, alkol
kullanim1 veya sistemik hastaliga bagli olabilir (Leaver 2016). Oksidatif stres
diizeylerindeki bir artis, lipid peroksidasyonu, sperm motilitesinin azalmasi,
fertilizasyonun azalmasi ve sperm DNA fragmantasyonu nedeniyle sperm plazma

membrant hasarina yol acabilir (Skoracka ve ark. 2020).
2.7.1. Erkek Infertilisi ve Oksidatif Stres

Oksidatif stresin yaygin olarak infertilite nedeni oldugu diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte, normal sperm tarafindan diisiik ROS {iretimi seviyeleri, bazi sperm
fonksiyonlarin fizyolojik kontroliinde rol oynar ve hiperaktivasyon ve akrozom
reaksiyonu dahil olmak iizere kapasitasyon i¢in gereklidir. Reakif nitrojen tiirlerinin
asir1 olmasi sperm fonksiyonu i¢in toksik olabilir. Nitrik oksit radikalinin etkisi,
konsantrasyonu ve insan spermatozooasi i¢in en toksik ROS oldugu diisiiniilen
hidrojen peroksit ile etkilesimine baglidir. Nitrik oksitin birincil mekanizmasi,
mitokondrial seviyede sperm hasarmin indiiklenmesi ve DNA sentezidir. Semende
yuksek miktardaki aktif I0kositler tarafindan asir1 ROS {iretimi, enfeksiyon
durumunda oldugu gibi, peroksidasyon zararina ve hareketlilik, yasam siiresi,
dollenme kabiliyetinin dahil oldugu sperm fonksiyon bozukluguna yol agar. Infertil
erkeklerin neredeyse %25’inde semende yiiksek ROS seviyeleri tespit edilmesine
ragmen fertil erkeklerde tespit edilememistir. ROS, sperm immobilizasyonuna yol
acan olaylar zincirini tetikler, aksonemler etkilenir ve hasar1 diizeltmek i¢in sinirlt
endojen tamir mekanizmas1 vardir, bu da ATP tiikkenmesine yol agar. Oksidatif stres

sperm hiicre zarinda peroksidatif zarara yol acar hem ¢ekirdek hem mitokondrial
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genomda DNA parcalanmasina sebep olur. Spinal kord hasar1 olan erkeklerin
semeninde yiikselmis ROS seviyeleri ve sperm hareketliligi arasinda negatif
korelasyon oldugu gosterilmistir. Normalde ejakiile edilen spermler, seminal
plazmada bulunan antioksidatif enzimler tarafindan oksidatif strese karsi korunur

(Gvozdjakova 2019).
2.7.2. Erkek Infertilitesi ve Antioksidanlar

Son yillarda, oksidatif stresin infertilitedeki rolii ve Ozellikle antioksidan
Ozellikli vitaminlerin terapotik kullanimi konusu ¢ok genis bicimde arastirilmustir.
Spermatozoonlarda bir¢ok antioksidan sistem bulunur. Bunlar glutatyon peroksidaz,
stiperoksit dismutaz ve katalaz olarak siralanabilir. Siiperoksit dismutaz eksikliginin
sperm immobilitesiyle, katalaz yoklugunun astenozoospermi ile iliskili oldugu kabul
edilmistir. Pro-oksidan ve antioksidan maddeler hem seminal plazmada hem de
spermatozoonlarda bulunur. Semen patolojisinde, oksidatif stresin 6zgiil sartlara gore,
antioksidan sistemlerin kiiciik farklilikta cevaplarina yol acabilen farkli tetikleyici

mekanizmalar olabilir (Gvozdjakova 2019).

Oksidatif stres, hiicresel membranin parcalanmasini ve/veya mitokondriyal
inaktivasyonu tetikler. Mitokondri, spermatozoanin orta kisimlarinda bulunur ve
hareket i¢in gerekli enerjiyi saglayan adenozintrifosfat (ATP) sentezler. Oksidatif stres
mitokondriyal aktiviteyi kismen bozar, sperm motilitesini ve aktivitesini azaltir. EK
olarak, mitokondriyal enerji tiretimi kendi basina oksijensiz radikallerin olusumuna
katkida bulunur (Comhaire ve ark. 2000; Comhaire ve ark. 2005; Du Plessis ve ark.
2008). Oksidatif strese maruz kalan spermlerde genomik mutasyonlarin sikligi
(oksitlenmis guanin [8-OH-2dG] seviyelerinin Ol¢ililmesiyle degerlendirilir dnemli
Ol¢iide daha yiiksektir (Comhaire ve ark. 2005 ; Hosen ve ark. 2015). Antioksidatif
potansiyele sahip molekiiller, spermi oksidatif stresin neden oldugu hasardan
koruyabilir, sperm kalitesini ve miktarin1 6nemli 6l¢iide iyilestirebilir ve hamilelik
olasiligini artirabilir (Lenzi ve ark. 1993 ; Balercia ve ark. 2004; Showell ve digerleri,
2011). Bu tiir malzemeleri, idiyopatik erkek kisirligini tedavi etmek igin kullanilan
diyet takviyelerine dahil etmek faydalidir. Erkek infertilitesi tedavisinde C vitamini, E
vitamini, glutatyon, koenzim Q10 (CoQ10) ve karnitin gibi sayisiz antioksidanin
faydali etkileri gosterilmistir. Folik asit ve ¢inko takviyesi kombinasyonunun, sperm

sayisini artirdigl; karnitin takviyesinin erkek fertilitesi lizerine yayarl etkisi oldugu
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gosterilmigtir. Erkek fertilitesi ilizerine yayarli CoQ10 biyosentezinin testislerde
belirgin sekilde aktif oldugu ve semende yliksek seviyede indirgenmis CoQ10
bulundugu tespit edilmistir. Endojen CoQ10 seviyesi ile sperm sayisi ve sperm
hareketliligi arasinda anlamli bir korelasyon oldugu gdosterilmistir. Idiyopatik
varikosel olan infertil erkeklerin seminal plazma ve sperm hiicrelerinde indirgenmis
CoQI10 konsantrasyonu, astenozoospermi ile iliskilendirilmigtir.  CoQI10
konsantrasyonlar1 astenozoospermik hastalarin ejakiilatinda CoQ10 konsantrasyonlari
tespit edilememistir. Erkek infertilitesinin tedavisinde L-karnitin, suda ¢oziinebilir
CoQ10, E vitamini ve C vitamini beraber takviyesinin yeni erkek infertilitesinde yeni

bir yontem olma olasilig1 vardir (Gvozdjakova 2019).
2.8. Koenzim Q10

"Ubiquinone" olarak da adlandirilan CoQ10, viicudumuzda her hiicre zarinda
dogal olarak bulunan, yagda ¢oziinen, vitamin benzeri bir molekiildiir. Diyetimizin
normal bir pargasidir, ayn1 zamanda endojen olarak da sentezlenir. Mitokondriyal
oksidatif solunum zinciri ve adenozintrifosfat (ATP) iiretimi iginde elektronlarin
uygun transferi i¢in gereklidir (Schniertshauer ve ark. 2016). Serbest radikallerle
etkilesime girer ve bir antioksidan gorevi gorerek lipid peroksidasyonunu ve
biyomolekiil hasarin1 6nler. Diger antioksidanlarin rejenerasyonunda yer alir. Ayrica
CoQ10'un diger gorevlerinden; membran stabilitesi, hiicre sinyali, gen ekspresyonu,
hiicre biiylimesi ve apoptoz kontrolii saglama gibi islevleri oldugu belirtilmektedir

(Crane 2001).

CoQ10 dokularda ubiquinol-10 (indirgenmis form) ve ubiquinon-10
(oksitlenmis form) olarak bulunur. Ubiquinone ve ubiquinol, tiim hiicrelerde
bulundugu i¢in Latince "her yerde" anlamina gelen "ubiquitouskinin"den tiiretilmistir.
CoQ10, ortak benzokinon halkasini bir izoprenoid yan zinciriyle paylasan kimyasal
bir formiile sahiptir. Insanlarda ve diger birgok memeli tiiriinde, yan zincir on izopren

biriminden olustugu i¢in bu yapiya "CoQ10" ad1 verilir (Overvad ve ark. 1999).

CoQ10, herhangi bir tibbi durumu tedavi etmek icin FDA onayli degildir.
Bununla birlikte, bir diyet takviyesi olarak tezgahta yaygin olarak bulunur ve hem
birinci basamak hekimleri hem de uzmanlar tarafindan tavsiye edilir. Norodejeneratif
hastaliklar, fibromiyalji, migren, diyabet, kanser, mitokondriyal hastaliklar, kas

hastaliklar1 ve kalp yetmezligi gibi hastaliklar dolasimdaki CoQ10 seviyelerinin
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azalmasuyla iligkilidir (Cordero ve ark. 2012; Garrido-Maraver ve ark. 2014; Jafari ve
ark. 2018; Du ve ark. 2018; Dahri ve ark. 2019). Bu gibi durumlarda sistemik CoQ10
seviyelerinin artirtlmasinin CoQ10 gerektiren siireglerin diizgiin ¢alismasina izin
verecegi Onciiliiglinde birgok ¢alisma yapilmistir (Cordero ve ark. 2012; Garrido-
Maraver ve ark. 2014; Jafari ve ark. 2018). CoQ10, hipertansif hastalarda vaskiiler
oksidatif stresi azaltabilen bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) gibi temel
antioksidanlarin tiretimini artirir (Kedziora-Kornatowska ve ark. 2010), pro-oksidatif
bilesiklerin indirgenmesi yoluyla lipid peroksidasyon seviyelerini azaltir (Cordero ve
ark. 2012), ayrica nitrik oksitin korunmasi yoluyla kan akisini artirabilmektedir ve kan
damarlarini koruyabilmektedir (Lopez-Lluch ve ark. 2019). Son yillarda {ireme sistemi
ile ilgili problemlerde antioksidan takviyelerinin faydali olabilecegi bildirilmekte ve

bunun yaninda antioksidan takviyelerin de faydali olabilecegi belirtilmektedir.

Insanlarda CoQ10 iizerinde yapilan calismalarin biyiik ¢ogunlugu, onu
yalnizca oral bir takviye olarak degerlendirmistir. Piyasalarda tabletler, kapsiiller, soft-
jeller ve s1v1 oral takviye formiilasyonlar1 mevcuttur. Tezgahta birim doz basina 30-
600 mg arasinda ¢esitli oral formiilasyonlar mevcuttur. Topikal regetesiz preparatlar
da mevcuttur, ancak bu uygulama yolu ile ilgili ¢alismalar sinirlidir (Knott ve ark.
2015). Et, en yiiksek CoQ10 miktarina sahiptir, bunu siit tirinleri, yumurta ve bitki
bazli gida kaynaklar1 (baklagiller) takip eder. Canli dokulardan ekstrakte edilen
CoQ10, tutarli kalite ve daha ucuz takviyeler saglayan fermantasyon prosediirii ile
laboratuvarda tiretilenden daha pahalidir (Cluis ve ark. 2007). Takviyeler, CoQ10'u
oksitlenmis formda (ubikinon) veya indirgenmis formda (ubiquinol) sunar. Belirli bir
CoQ10 takviyesinin biyoyararlanimi, i¢ine birlikte kullanilan lipid tasiyiciya ve
eklenen koruyuculara baghdir (Lopez-Lluch ve ark. 2019). Pek ¢ok caligma,
takviyenin  etkinligini  degerlendirmek icin CoQIlO'un kan seviyelerini
izlemistir. Ortalama plazma konsantrasyonlar1 yaklasik 0,34 ila 1,65 mikrogram/mL
gibi goriinmektedir (Garrido-Maraver ve ark. 2014). En yiiksek oral takviye
seviyelerinde bile CoQ10 toksisitesi olmadigr i¢in toksik bir kan CoQ10 seviyesi
belirlenmemistir (Hidaka ve ark. 2008; Garrido-Maraver ve ark. 2014).

2.8.1. Koenzim Q10’un Erkek Fertilitesinde Rolii

Seminal plazmadaki birincil antioksidanlardan biri olan endojen CoQ10, sperm

hareketliligi ve sayis1 ile onemli 6l¢iide iliskilidir. Ekzojen CoQ10 uygulamasi ile
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sperm hareketliliginin arttig1 belirtilmektedir (Balercia 2017). CoQ10, mitokondride
elektron tasima zincirinde islev gordiigii igin sperm olgunlagmasinda 6nemli olan
mitokondriyal biyoenerjide rol oynar (Littarru 2010). Bazi calismalar CoQ10'un sperm
motilitesini ve konsantrasyonunu artirmada yararli bir etkiye sahip oldugunu
gostersede, gebelik oranlarinda bir fark gézlenmemistir (Balercia ve ark. 2009a;
Safarinejad 2009; Balercia ve ark. 2009b). Y akin tarihli bir ¢alisma, CoQ10, varikoseli
olan erkek bireylerde semen parametrelerinde etkili oldugu gosterilmistir (Festa ve
ark. 2014). iki biiyiik ¢alisma CoQ10 ve ubiquinol'iin (CoQ10'un indirgenmis formu)
idiyopatik infertilitesi olan erkeklerde sperm parametrelerini etkili ve giivenli bir
sekilde iyilestirdigini dogrulamistir (Safarinejad 2012; Nadjarzadeh 2014). Baska bir
calismada, CoQ10 ile tedavi edilen idiyopatik oligoastenozoospermi (OAT) eslerinin
%34'tinde gebelik tespit edilmistir. Ancak bu ¢aligmada kontrol grubu olmadigi i¢in
karsilastirma yapilmamistir (Safarinejad 2012). Yakin zamanda yapilan bir meta-
analiz caligmasinda, Literatiirde CoQ10'un canli dogum veya gebelik oranlarini
tyilestirdigine dair net bir veri olmadigi ancak sperm parametrelerinde global bir
tyilesme sagladig1 sonucuna varilmistir (Lafuente 2013). CoQ10'un astenozoospermi
tedavisinde faydali bir etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Mitokondrideki
islevinin yani1 sira antioksidan o6zelliginden dolayi, Seminal plazma ve sperm
hiicrelerinde artan CoQ10 konsantrasyonu ile sperm motilitesi arasinda bir iligki
oldugu, ayrica CoQ10'un sperm DNA'sim1 oksidatif hasara karsi korumada rol
oynadigr belirtilmektedir (Balercia ve ark. 2017). Yakin tarihli bir meta-analiz
calismasinda, CoQ10un canli dogum veya gebelik oranlarini iyilestirdigine dair net
bir veri olmadigi, ancak sperm parametrelerinde kiiresel bir iyilesme sagladig
sonucuna vartlmistir (Lafuente ve ark. 2013). CoQ10, hiicreleri lipid
peroksidasyonunun neden oldugu hasardan korumaktan sorumludur (Alahmar 2018).
Safarinejad (2009) tarafindan yapilan randomize, plasebo kontrollii bir ¢aligmada,
idiyopatik OAT'li, 212 infertil erkekte, CoQ10 takviyesinin sperm parametrelerinde
onemli iyilesme sagladigi bulunmustur. CoQ10'un kullanilmadigi donemde sperm
parametrelerinin adim adim temel degerlerine dondiigli gosterilmistir (Safarinejad
2012). Baska bir ¢alismada CoQ10 takviyesinin seminal toplam antioksidan
kapasitesini arttirdigi ancak sperm parametrelerini 6nemli olgiide degistirmedigi
bildirilmistir (Nadjarzadeh ve ark. 2014). CoQ10 ile desteklenen hastalarda, seminal
plazmada katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi enzimatik antioksidanlarmn aktivitesini 3

ay boyunca arttirdig1 belirtilmistir (Nadjarzadeh ve ark. 2011). Ek olarak, CoQ10
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takviye grubunda 8-izoprostan diizeylerinin daha diisik oldugu gosterildi. Ayni
calismada, total antioksidan kapasitedeki gelismelere bagli olarak, CoQ10
seviyelerinin en 6nemli sperm parametreleriyle 6nemli 6l¢iide korele oldugu bildirildi.
Bir meta-analizde, menideki CoQ10 konsantrasyonlarinda bir artis ve sperm
parametrelerinde iyilesme oldugu kaydedildi. Ancak bu durumun gebelik veya canli
dogum olasiligini artirtp artirmadigi konusunda bilgi vermedigi i¢in bu sonuglarin

temkinli yorumlanmasi gerektigi belirtilmistir (Alahmar 2018).

CoQ10 giinliik tiiketilen besinlerle viicudumuza alinan bir vitamindir. Yapilan
calismalarda CoQ10 takviyesinin etkisi arastirilmis olmasina ragmen, alinan
CoQ10'un gida ve meni parametreleri ile iliskisinin incelendigi bir calismada diyetle
alman CoQ10 alimi ile meni parametreleri arasinda iliski bulunmamistir. Ancak
calismadan elde edilen verilere gore diyetle alinan ortalama CoQ10 miktari, klinik
calismalarda ek olarak verilen CoQ10 miktarindan 10 kat daha azdir. Bu nedenle
calisma sonucunda sadece besinlerle birlikte CoQ10 aliminin optimal semen
parametreleri i¢in yetersiz kalabilecegi bildirilmistir (Tiseo ve ark. 2017). Bir meta-
analiz calismasinda 3-6 ay siireyle 200-300 mg/giin CoQ10 takviyesinin sperm
parametrelerini iyilestirdigi bulunmustur (Salas-Huetos ve ark. 2018).

Yiiksek ve oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyelerine sahip
erkek sicanlarla yapilan bir calismada, CoQ10 ve LC takviyelerinin hiper
kolesterolemiye bagli dogurganlik sorunlarma karst koruyucu etkileri oldugu

bulunmustur (Ghanbarzadeh 2014).

Reaktif oksijen tiirlerinin sparmatozoalarda olusan hasarda anahtar patolojik
rolii oldugunu gosteren kanitlar giinden giine artmaktadir, bu da oksidatif stresin erkek
infertilitesi  etyolojisinde yer alan sperm disfonksiyonundaki araciligini
gostermektedir. Oksidatif stresin potansiyel zararl etkileri ile miicadele etmek icin,
spermatozonlar ve seminal plazmada pek cok koruyucu antioksidan sistem c¢alisir.
Baz1 c¢alismalar, infertil erkeklerde seminal plazma nonenzimatik antioksidan
kapasitelerinde bozukluk meydana geldigini gostermektedir, bu da azalan total
antioksidan kapasitenin erkek infertilitesinde patojenik rol oynayabilecegini

gostermektedir (Mancini ve ark. 1994).

CoQ10’un indirgenmis formu ile seminal plazma sperm hiicre sayisi ile dogru,

hem seminal plazma hem de seminal sivida ubikinol ve hiroksiapatid diizeyleri
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arasinda ise ters korelasyon oldugu tespit edilmistir. Ayrica ubikinol/ubikinon orani
ile anormal sperm hiicre yiizdesi arasinda ters korelasyon tespit edilmigtir. Dahasi,
idiyopatik astenozoospermi hastalarinda sperm hiicrelerinde ve varikosel iliskili
astenozoospermi hastalarinin seminal plazmalarinda ubikinol/ubikinon orami diistik
bulunmustur. (Alleva ve ark. 1997) Ayrica, CoQ10’un sperm motilitesi {izerinde in

vitro etkisi daha dnce de bildirilmistir (Lewin ve Lavon 1997).

Mitokondriyal solunum zincirinin bir bileseni olan CoQ10, antioksidan etkiler
gosterir (Nguyen-Powanda ve Robaire 2020). CoQ10 eksikligi, daha diisiik sperm
motilitesi, sayist ve erkek kisirligi ile iligkilendirilirken, CoQ10 takviyesinin infertil
erkeklerde sperm sayisini ve sperm morfolojisini iyilestirdigi gosterilmistir (Balercia
ve ark. 2009). Bununla birlikte, idiyopatik Oligoastenospermili erkeklerde CoQZ10'un
seminal antioksidan kapasite ve subustrat diizeyinde fosforilasyon iizerindeki
etkilerini arastiran c¢alismalar sinirlidir. Diger calismalar, erkek infertilitesini tedavi
etmek icin ¢oklu antioksidan kombinasyonlarini denemis ve semen parametreleri,
antioksidan kapasite ve SDF iizerinde degisken etkiler bildirmistir (Gual-Frau ve ark.
2015; Ahmadi ve ark. 2016). Ayrica, IMI'de tek tek veya kombine antioksidanlarin
tipi, dozu veya kullanimi1 konusunda bir fikir birligi yoktur (Majzoub 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Aragtirma ve Uygulama Merkezi’nde, Deney Hayvanlari Etik Yerel Kurulu tarafindan
06.07.2022 tarih ve 2022-0366 sayili karar1 ile etik yonden uygun bulunarak
onaylandi. Calisma biitgesi Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) Koordinatorliigii’'niin 221418001 no’lu proje karari geregince
karsilandi.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Merkezi'nden alinan 28 adet erkek, eriskin, 255-304 gr agirliginda, Wistar
albino tiirt ratlar kullanildi. Deney siiresince ratlar saatte 15 kez hava degisimi 20 °C,
%30-40 nisbi nem, diizenli olarak 12 saat gece, 12 saat giindiiz periyodunda, yem ve
suda kisitlama olmadan, her kafeste en fazla dort adet rat olacak sekilde barindirildi.
Ayrica her giin ratlarin genel saglik durumlart ve kafes temizligi takip edildi.
Calismaya baslamadan once ve uygulama boyunca haftada bir, her bir ratin agirligi

kaydedildi. Tiim ratlar rastgele olarak 4 gruba ayrildi.
3.2. Deney Gruplar

1) Kontrol grubu (Grup 1): Bu gruptaki 7 adet erkek eriskin Wistar albino
tiirli ratlara 30 giin boyunca hi¢bir uygulama yapilmadi. Deney siiresince yem ve igme

sular1 ad libidum olarak verildi.

2) Hipotiroidizm grubu (Grup 2): Bu gruptaki 7 adet erkek erigkin Wistar
albino tiirii ratlara Hipotiroidizm olusturmak amaciyla igme sularina 30 giin boyunca
%0,05 w/v oraninda 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) verildi (Moulakakisve ark. 2008). Yem ve i¢me sular1 ad libidum olarak verildi.

3) Koenzim Q10 grubu (Grup 3): Bu gruptaki 7 adet erkek eriskin Wistar
albino tiirii ratlara 30 giin boyunca, DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiis 10 mg/kg
"koenzim Q10" intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi (Maheshwari ve ark. 2017).

Yem ve igme sular1 ad libidum olarak verildi.

4) Hipotiroidizm + Koenzim Q10 grubu (Grup 4): Bu gruptaki 7 adet erkek

erigkin Wistar albino tiirii ratlara hipotiroidizm olusturmak amaciyla igme sularina 30
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giin boyunca, %0,05 w/v oraninda 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) verildi (Moulakakis ve ark. 2008). Her bir rata, DMSO igerisinde
¢Ozdiiriilmiis, 10 mg/kg "koenzim Q10" i.p. olarak 30 giin boyunca uygulandi

(Maheshwari ve ark. 2017). Yem ve i¢me sular1 ad libidum olarak verildi.

Deney sonunda (31. giin) ratlar, 50 mg/kg Ketalar-Rampun anestezisi ile
uyutuldu. Kalpten enjektorle 4-6 ml kan ornekleri heparinli tiiplere alindi. Tiiplere
alinan kan orneklerinden TSH, fT3 ve fT4 parametrelerinin dlgiimlerinde kullanmak
tizere santrifiijleme yontemiyle 3000 devir/dakika hizinda 10 dakika da serumlar elde
edildi. Elde edilen serumlar Olglimler yapilincaya kadar -80°C'de saklandi. Kan
orneklerinin alinmasindan sonra, ratlarin sag ve sol testisleri vertikal boliinerek alindi.
Her bir ratin testis agirliklarint 6lgmek icin 0.001 hassasiyetli bir 6lgek kullanildi.
Hacmi 6l¢mek icin 100 ml'lik bir cam &l¢iim silindiri kullanildi. Tk 6nce bir silindire
20 ml distile su dokiildii, daha sonra doku silindirin i¢ine yerlestirildi. Suyun ilk hacmi
ile yeni hacmi arasindaki fark doku hacmi olarak kabul edildi. Agirlik 6l¢iimii sonrasi
testis dokular1 oda 1sisinda %10'luk nétral formalin soliisyonu igerisine koyuldu. iki

giin sonunda rutin histolojik takip yapilarak dokular hazirlandi.
3.3. Histolojik Calisma

Preperatlarin hazirlanmasi ve tiim histolojik degerlendirmeler Necmettin
Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji ~ Anabilim Dali
laboratuarlarinda gergeklestirildi. Oda 1sisinda %10'luk nétral formaldehit soliisyonu
(100 ml %37’lik formalin soliisyonu, 900 ml distile su, 6,5 gram Na;HPOg4, 4 gram
NaH2PO4H20) igerisinde 72 saat siireyle bekletilen testis dokular1 ¢ikarildi. Sonrasi
asamada testis dokularmin parafin bloklarinin hazirlanmasi i¢in doku takip yontemine
gecilmistir. Doku takip yonteminde; dokular, 1'er saat olacak sekilde sirasiyla %70,
%80, %95, %100'lik etil alkol serilerinden gegcirildi. iki kez 1 'er saat Ksilol'e etkin
birakild1. %50 Ksilol-%50 Parafin’e 1 'er saat etkin birakildi. Ug kez 1’er saat Parafin’e
etkin birakildi. Rutin mikroskobik inceleme i¢in parafin bloklar elde edildi. Hazirlanan
bloklardan Leica DSC2 marka mikrotom cihaziyla Sum kalinliginda kesitler alind.
Alinan kesitlerden immiinohistokimyasal calismalarda kullanilacak olanlar1 poly-L
lysne kapli lamlara, normal Hematoksilen-eozin (H-E) boyamasi i¢in kullanilacak
olanlar ise normal lamlara alindi. Vertikal olarak ikiye boliinen testis dokularinin

birine histopatolojik incelemeler yapmak iizere H-E boyama yapilirken, diger yarisi
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SKH belirtegleri kullanilarak immiinohistokimyasal incelemelerde kullanildi. Immiin
boyama, SKH belirtegleri olan THY1 (CD90), SOX-3, PLZF, GFRA1/GDNF

primerleri ve primerlere uygun sekonder antikorlar kullanilarak yapilda.
3.3.1. Hematoksilen-Eosin Boyama

Deparafinizasyon amactyla, kesitler bir gece 37 “C'de, ertesi giin bir saat 60
°C'de etiivde bekletildi. Deperafinizasyonu tamamlamak icin iki kez 15 'er dakika
Ksilol'e etkin birakildi. Dehidratasyon i¢in dokular, S'er dakika olacak sekilde
sirasiyla; %100, %96, %80’'lik etil alkol serilerinden gegirildi. Dehidrate edilen testis
dokulari alkolden arindirilmak amaciyla iki kez distile sudan gegirildi. Hematoksilen
boyasinda (Merck) 1 dakika bekletildi. Asit-alkol karisimina batirilip ¢ikarildi. Cesme
suyunda yikandi. Eosin boyasinda (Merck) 2 dakika bekletildi. Suda 1 dakika yikandi.
Dokular, S'er dakika olacak sekilde sirasiyla %70, %80, %96, %100'lik etil alkol
serilerinden gegirildi. iki kez 15 'er dakika Ksilol'e etkin birakildi. Boyanan testis
dokulari 151k mikroskobunda incendi ve tiim fotograflar1 alind1. Her gruptan yuvarlak
veya yuvarlaga yakin 20 farkli seminifer tiibiil se¢ilip Modifiye Johnsen skorlamasi

(Yoshida ve ark. 1997) ile testis spermatogenezi degerlendirildi.
3.3.1.1. Morfometrik Degerlendirme
3.3.1.1.2. Seminifer Tiibiill Cap1 Hesaplanmasi

H. E. boyama sonrasi her gruptan yuvarlak veya yuvarlaga yakin 20 farkli
seminifer tiiblil secilip, Olympus BX53 marka 151tk mikroskobunda 20x objektif
biiylitmede, Olympus SC50 marka kamera atagmaniyla, tiibiillerin total alam
morfometrik 6l¢lim teknikleriyle hesaplanmistir. Ayrica secilen seminifer tiibiillerde

kok hiicre sayimi yapilmustir.
3.4. immiinohistokimyasal Calisma

Doku takip yontemi sonrast testis dokusu parafin bloklarindan Leica DSC2
marka mikrotom cihaziyla Sum kalinliginda kesitler alindi. Poly-L lysne kapli lamlara

alinan testis dokularima immiinohistokimyasal islemler gerceklestirildi.

e Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagima sepetine yerlestirildi.

e 60 C°'lik etiivde bir gece bekletildi.
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Deparafinizasyon islemi i¢in iki kez 15 'er dakika Ksilol’de bekletildi.
Sirasiyla %100, %96, %80, %70, %50'lik etil alkol serilerinden 2'ser dakika
gecirildi.

Distile suda ii¢ kez 5 dakika yikandi.

Lamlar, mikrodalga firina dayanikli sale i¢inde, “%10’luk Citrate Buffer
Solution” ‘la 500°C’de 5 dakika bekletildi. Bu islem ii¢ kez yapildi.
Mikrodalgadan her ¢ikarmada 1-2 dakika sogutuldu. Daha sonra oda
sicakliginda ¢ozelti igerisinde 30 dakika bekletildi.

5 dakika PBS (Phosphate Buffered Saline)'de yikandi.

Kalemle dokularin kenarlari ¢izildi.

Dokulardaki endojen peroksidaz kaynakli non-spesifik zemin boyamasini
azaltmak amaciyla %30'luk hidrojen peroksit ile 10 dakikalik uygulamayla
ortadan kaldirildu.

Kesitler distile suda ii¢ kez 5 dakika yikandi.

5 dakika PBS'de yikandi.

Kesitlere 10 dakika Scy Tek marka Ultra VV-Blok (Protein blokaj1) uygulandi.
1/200 oraninda sulandirilmis primer antikorlar; THY 1/CD90 (Abcam), Sox-
3 (Abcam), PLZF (Santacruz), GDNF/GFRA1 (Abcam) ile 1 saat inkiibe
edildi (ya da 1 gece overnight).

5 dakika PBS'de yikandi.

20 dakika primer antikorlara uygun sekonder antikor (Ultra Tek Anti-
Polvalent Biotinylated) uygulamasi yapildi.

5 dakika PBS'de yikandi.

Sekonder antikorlara kolayca baglanabilen (Scy Tek marka AEC Substrat
System, 20 ml AEC kromojen + 1 ml AEC substrat) 10 dakika kadar muamele
edildi.

5 dakika PBS'de yikandi.

Kromojen boyas1 DAB 10 dakika dokulara uygulandi.

Distile suda yikandi.

5 dakika Mayer's Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

3 dakika ¢cesme suyunda yikandi.

Entellan kapama maddesi ile kapatildi.

Her bir olgu i¢in hazirlanan kesitler 151k mikroskobunda incelendi.
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3.4.1. Immiinohistokimyasal Calismanin Degerlendirilmesi

Hazirlanan tiim preperatlar incelenerek, Olympus marka arastirma
mikroskobunda fotograflari ¢ekildi. Testis doku hiicrelerindeki THY'1 (CD90), Sox-3,
PLZF, GFRA1/GDNF ekspresyonlari, boyanma yogunluk derecesine gore incelendi.
Boyanma lokalizasyonlari, tiim testis dokusunda ve 6zellikle SKH’ler i¢in ayr1 ayri
degerlendirildi. Boyanmanin yayginligi ve yogunluguna dair veriler kaydedildi.
Boyanma degerlendirilmesinde; boyanma yok ise negatif “-*, hafif siddette boyanma
varsa “+1”, orta siddette boyanma varsa “+2”, siddetli boyanma varsa “+3” olarak
deger ifadeleri kullanildi. Siddetine gore yapilan skorlama sonucuna gore, gruplar

arasindaki farkliliklar istatistiksel yonden incelendi (Zik ve ark. 2010).
3.5. Biyokimyasal Calisma
3.5.1. Biyokimyasal Analizler

Deney bitiminde ayrilan serumlar 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alinarak
ornekler c¢alisilma siiresine kadar -80 °C'de saklandi. Ratlarin serumlarindan,
Elabscience marka Elisa test kitleri kullanilarak TSH, fT3 ve fT4 analizleri

gerceklestirildi.
3.5.1.1. Serumda Rat Tiroid Uyarict Hormon (TSH) Analizi

Analiz, duyarliligt 0,75 ng/mL olan E-EL-R0976 katolog numaral
Elabscience marka rat Elisa test kiti ile gerceklestirildi. Referans araligi 1.25-80
ng/mL’dir. Elisa okuyucu olarak; Allsheng AMR-100 marka cihaz kullanildi.
Analizlerde kullanilan soliisyonlar kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi.

Hazirlanislar1 asagida verilmistir.

Yikama Tamponu: 15 ml konsantre yikama tamponu 360 ml’lik deiyonize su

ile seyreltilerek total hacim 375 ml olarak hazirlandi.

Standart Calisma Soliisyonu: Standart 10.000 g’de bir dakika santrifiijlendi
ardindan bir ml standart referans eklendi. 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan
birka¢ defa hafifce alt iist ederek ve pipetaj yapilarak tamamen homojen bir sekilde
karigmasi saglandi. Bu islemlerin sonrasinda 80 ng/mL'lik ana standart elde edildi.
Ana standart vortekslendikten sonra seri diliisyon yontemi ile seyreltmeler yapilarak

diger standartlar hazirlandi. Diger standartlar asagida verildigi sekilde hazirlandi.
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Ependorf tiipler birden yediye kadar numaralandirildi. Her ependorf tiipe 0,5
ml drnek/standart seyreltme tamponundan eklendi. ilk tiipe 80 ng/mL'lik ana standart
tiipiinden 0,5 ml eklenip karistir1ldi. ikinci tiipe birinci tiipten 0,5 ml alinarak iyice
karistirildi. Yedinci tiipe kadar ayni islemler tekrar uygulanip iyice karistirildi. Bu
islemlerin sonucunda konsantrasyonlar1 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0 ng/mL olan yedi
farkli standart hazirlandi.

Biyotin isaretli antikor ¢alisma soliisyonunun hazirlanmasi: Her kuyucuga
100 pL olacak sekilde deney icin gerekli olan miktar hesaplandi. Konsantre Biyotin
isaretli antikor ¢aligma soliisyonu hazirlamak igin, antibody 800 g’de bir dakika
boyunca santrifiijlendi ve 1: 99 oraninda seyreltme tamponu ilave edilerek hazirlandi

(gerekli miktar hesaplanip bir mililitre fazlas1 hazirlandz).

HRP-Streptavidin Konjugat (SABC) Calisma Soliisyonunun Hazirlanmast:
Konsantre HRP konjugati 800 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. 1 mikrolitre
antibody’e 99 mikrolitre seyreltme tamponu ilave edilip vortex de iyice karistirilarak

hazirland1 (gerekli miktar hesaplanip bir mililitre fazlasi hazirlandi).

3.5.1.1.1. Cahsma Prosediirii

e Standart, kor ve numune kuyular1 belirlendi. Numune kuyucuguna 100 pL
numune, standart kuyucuguna standarttan 100 puL eklendi.

e Standart, kor ve numune kuyular1 belirlendi. Numune kuyucuguna 100 pL
numune, standart kuyucuguna standarttan 100 puL eklendi.

e Elisaplate’i kapatildi ve 37 C 'de 90 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonunda plate’ler bosaltildi ve ardindan her kuyucuga 100
uLBiyotin isaretli antikor ¢calisma soliisyonundan ilave edildi.

e Plate tekrar kapatild1 ve 37°C'de 1 saat boyunca inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda plate’ler tekrar bosaltild1 ve 350 uL yikama tamponu ile
3 kez yikand.

e Yikama sonrasinda her kuyucuga 100 pL HRP Konjugat calisma
soliisyonundan ilave edildi.

e Plate kapatildi ve 37°C'de 30 dakika boyunca inkiibe edildi.
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e Iinkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan 3. Basamakta oldugu gibi 5 kez 350
puL yikama tamponu ile yikama yapildi.

¢ Yikamanin hemen sonrasinda her kuyucuga 90 pLSubstrat Reaktifi ilave
edildi.

e Plate kapatildi ve 37°C’de 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Her kuyucuga stop soliisyonundan 50 pL ilave edildi.

e Bekletilmeden 450 nm’deElisa okuma cihazinda absorbanslari 6l¢iildii.

3.5.1.2. fT3 (Freetriiodothyronine) ELISA Analizi

Analiz, E-EL-0079 katolog numarali Elabscience marka test kiti ile
gerceklestirildi. Duyarliligi 0,94 pg/mL ve referans araligi 1.56-100 pg/mL’dir. Elisa
okuyucu olarak; Allsheng AMR-100 marka cihaz kullanildi. Analizlerdeki kullanilan

soliisyonlar kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi. Hazirlaniglari agagida verilmistir.

Yikama Tamponu: 375 ml’lik yikama tamponunun hazirlanmasi i¢in 15 ml

konsantre yikama tamponu 360 ml’lik deiyonize su ile seyreltildi.

Standart Calisma Soliisyonu: Standart 10.000 g’de bir dakika santrifiijlendi
ardindan bir ml standart referans eklendi. 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda
birka¢ defa hafif¢e alt {ist edildi ve pipetaj yapilarak tamamen homojen bir sekilde
karigmas1 saglandi. Bu islemlerin sonrasinda 100 pg/mL 'lik ana standart elde edildi.
Ana standart vortekslendikten sonra seri diliisyon yontemi ile diger standartlar

hazirlandi. Diger standartlarin hazirlanisi asagida verildigi gibi yapilmistir.

Ependorf tiipler birden yediye kadar numaralandirildi ve her ependorf tiipe
0,5 ml &rnek/standart seyreltme tamponundan eklendi. ilk tiipe 100 pg/mL'lik ana
standart tiipiinden 0,5 ml eklenip karistirild. Ikinci tiipe birinci tiipten 0,5 ml alinarak
iyice karistirild1. Ugiincii tiipe ikinci tiipten 0,5 ml alinarak iyice karistirildi. Yedinci
tiipe kadar aynmi islemler tekrar uygulanip vortekslendi. Tiim yapilan bu islemlerin
sonucunda konsantrasyonlart 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0 pg/mL olan yedi farkli

standart hazirlandi.

Biyotin isaretli antikor ¢aligsma soliisyonunun hazirlanmasi: Her kuyucuga 50
pL olacak sekilde deney icin gerekli olan miktar hesaplandi. Konsantre Biyotin isaretli

antikor calisma soliisyonu hazirlamak i¢in, antibody 800 g’de bir dakika boyunca
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santrifiijlendi ve 1: 99 oraninda seyreltme tamponu ilave edilerek hazirland1 (gerekli

miktar hesaplanip bir mililitre fazlas1 hazirland1).

HRP-Streptavidin Konjugat (SABC) Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi:
Her kuyucuga 100 pL olacak sekilde gerekli miktar hesaplandi. Konsantre HRP
konjugat1 800 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. 1 mikrolitre antibody ile 99
mikrolitre seyreltme tamponu ilave edilip vortex de iyice karistirilarak hazirlandi

(gerekli miktar hesaplanip bir mililitre fazlas1 hazirlandi).

3.5.1.2.1. Cahsma Prosediirii

e Standart, kor ve numune kuyular1 belirlendi.

e Numune kuyucuguna 50 pL. numune, standart kuyucuguna standarttan 50 pL
eklendi.

e Ardindan 50 pL Biotinylated Detection Ab ¢aligma soliisyonu eklendi.

e Elisaplate’i kapatildi ve 37°C 'de 45 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda plate’ler tekrar bosaltild1 ve 350 pL yikama tamponu ile
3 kez yikanda.

e Yikama sonrasinda her kuyucuga 100 pl. HRP Konjugat calisma
sollisyonundan ilave edildi.

e Plate kapatildi ve 37°C 'de 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan plate bosaltildi ve 3. basamakta
oldugu gibi 5 kez 350 uL yikama tamponu ile yikama yapildi.

e Yikamanm hemen sonrasinda her kuyucuga 90 plLSubstrat Reaktifi ilave
edildi.

e Plate kapatild1 ve 37°C’de 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Her kuyucuga stop soliisyonundan 50 pL ilave edildi.

e Bekletilmeden 450 nm’deElisa okuma cihazinda absorbanslari 6l¢iildii.

3.5.1.3. fT4 (Free Thyroxine) ELISA Analizi

Analiz, E-EL-0122 katolog numarali Elabscience marka, duyarliligi 0,94
pg/mL olan, referans aralig1 1.56-100 pg/mL olan Elisa test kiti ile ger¢eklestirildi.
Elisa okuyucu olarak; Allsheng AMR-100 marka cihaz kullanildi. Analizlerdeki
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kullanilan soliisyonlar kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi. Hazirlaniglar1 asagida

verilmigtir.

Yikama Tamponu: 15 ml konsantre yikama tamponu 360 ml’lik deiyonize su

ile seyreltilerek 375 ml’lik yikama tamponu hazirlandi.

Standart Calisma Soliisyonu: Standart 10.000 g’de bir dakika santrifiijlendi
ardindan bir ml standart referans eklendi. 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Birkag
defa alt st edildi ve pipetaj yapilarak tamamen homojen bir sekilde karismasi
saglandi. Bu islemlerin sonrasinda 100 pg/mL 'lik ana standart elde edildi. Ana
standart vortekslendikten sonra seri diliisyonla seyreltmeler yapilarak diger standartlar

hazirlandi. Diger standartlarin hazirlanisi asagida verilmistir.

Ependorf tiipler birden yediye kadar numaralandirildi. Her ependorf tiipe 0,5
ml 6rnek/standart seyreltme tamponundan eklendi. i1k tiipe 100 pg/mL'lik ana standart
tiipiinden 0,5 ml eklenip karistirildi. ikinci tiipe birinci tiipten 0,5 ml alinarak iyice
karistirildi. Yedinci tiipe kadar ayni islemler tekrar uygulanip iyice karistirildi. Bu
islemlerin sonucunda konsantrasyonlar1 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0 pg/mL olan
yedi farkli standart elde edildi.

Biyotin igaretli antikor ¢aligma soliisyonunun hazirlanmasi: Her kuyucuga 50
pL olacak sekilde gerekli olan miktar hesaplandi. Konsantre Biyotin isaretli antikor
calisma soliisyonu hazirlamak i¢in, antibody 800 g’de bir dakika boyunca
santrifiijlendikten sonra 1:99 oraninda seyreltme tamponu ilave edilerek hazirlandi

(gerekli miktar hesaplanip bir mililitre fazlasi hazirlandr).

HRP-Streptavidin Konjugat (SABC) Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi:
Her kuyucuga 100 pL ilavesi i¢in gerekli olan hacim miktar1 hesaplandi. Konsantre
HRP konjugati 800 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. 1 mikrolitre antibody ile 99
mikrolitre seyreltme tamponunun ilave edilmesi ile hazirlandi (gerekli miktar

hesaplanip bir mililitre fazlas1 hazirland).

3.5.1.3.1. Cahsma Prosediirii

e Standart, kor ve numune kuyular1 belirlendi.
e Numune kuyucuguna 50 pl. numune, standart kuyucuguna standarttan 50 pL
eklendi.
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e Ardindan 50 pL Biotinylated Detection Ab ¢aligma soliisyonu eklendi.

e Elisaplate’i kapatildi ve 37°C 'de 45 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda plate’ler bosaltildi ve 350 pL yikama tamponu ile 3 kez
yikandi.

e Yikama sonrasinda her kuyucuga 100 uLL HRP Konjugat c¢alisma
soliisyonundan ilave edildi.

e Plate kapatildi ve 37°C 'de 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan plate bosaltildi ve 3. basamakta
oldugu gibi 5 kez 350 pL yikama tamponu ile yikama yapildi.

e Yikamanmn hemen sonrasinda her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi ilave
edildi.

e Plate kapatildi ve 37°C’de 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Her kuyucuga stop soliisyonundan 50 pL ilave edildi.

e Bekletilmeden 450 nm’de Elisa okuma cihazinda absorbanslar dl¢iildii.

3.6. Veri Analizi ve istatistik

Tim gruplarda Johnsen skorlamalari, seminifer tiibiil alanlart ve SKH
sayimlari, hayvan agirliklari, testis agirliklart ve biyokimyasal karsilagtirmalarda,

Duncan test metodu uygulandi.
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4. BULGULAR

Tim deney gruplarindaki hayvanlarin agirlik karsilagtirilmas:  deney
baslangici ve sonuna gore yapilmis olup, agirlik test sonuglari tablolarla gosterilmistir.
Tiim grup hayvanlarimin agirliklarinda artis gézlenmistir. Kontrol grubu (Grup 1)
ratlarin agirliklarinda 6nemli bir artis tespit edilmemistir. KoenzimQ10 verilen ratlarin
(Grup3) agirliklarinda, Grup 1'e kiyasla daha az bir artig tespit edilmistir. PTU ile
indiiklenen Grup 2'de, hipotiroidiye bagl agirlik artis1 tespit edilmistir. Grup 2'ye
kiyasla, PTU ve koenzimQ10 takviye edilen Grup 4'te ise rat agirliklarinda daha az
artis tespit edilmistir.

Tablo 4. 1. Deney baslangici deney hayvani agirligi (P=0,000. Fark var).

Grup 1 (n:7) 288,422 17,84 6,74
Grup 2 (n:7) 255,14P 14,79 5,59
Grup 3 (n:7) 3042 1471 5,56
Grup 4 (n:7) 266,85 17,18 6,49

Tiim gruplar arasindaki deney hayvani agirlik farki istatistiksel agidan

anlamli kabul edilmistir (p=0,000).

Tablo 4. 2. Deney sonu deney hayvani agirligi (P<0,14. Fark yok).

Grup 1(n:7) 310,574 21,4 8,09
Grup 2(n:7) 297,85 26,11 9,86
Grup 3(n:7) 322,42 20,15 7,61
Grup 4(n:7) 300,14 15,38 5,81

Tiim gruplar arasindaki deney hayvami agirlik farki istatistiksel agidan

anlamsiz kabul edilmistir (p<0,14).
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Tablo 4. 3. Grup 2 deney baslangici ve deney sonu deney hayvan agirligi (P<0,003. Fark var).

Grup 2

255,14 14,79 5,59
Bas (n:7)
Grup 2

297,85 26,11 9,86
Son (n:7)

Grup 2 deney baslangici ve deney sonu deney hayvani agirlik fark
istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir (p<0,004).

Tablo 4. 4. Grup 3 deney baslangici ve deney sonu deney hayvani agirligi (P=0,074 Fark yok).

Grup 3

304 14,71 5,56
Bas (n:7)
Grup 3

322,42 20,15 7,61
Son (n:7)

Grup 3 deney baslangict ve deney sonu deney hayvani agirlik farki
istatistiksel agidan anlamsiz kabul edilmistir (p=0,058).

Tablo 4. 5. Grup 4 deney baglangici ve deney sonu deney hayvani agirlig: (P=0,002. Fark var).

Grup 4

266,85 17,18 6,49
Bas (n:7)
Grup 4

300,14 15,38 5,81
Son (n:7)

Grup 4 deney baslangict ve deney sonu deney hayvani agirlik farki
istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir (p=0,002).

Tablo 4. 6. Deney hayvan testis (sag+sol) agirligi (P=0,0604. Fark yok)

Grup 1 (n:7) 3,18 0,51 0,19
Grup 2 (n:7) 3,13 0,4 0,15
Grup 3 (n:7) 3,27 0,27 0,1
Grup 4 (n:7) 3 0,26 0,1




Tim deney gruplarindaki hayvanlarin testis (sag+sol) agirliklarinin
karsilagtirilmasinda tim deney gruplart arasinda istatistiksel acidan fark

gbzlenmemistir (p=0,0604).

4.1. Histolojik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Sonuglari

Isik mikroskopik goriintilemede, Hematoksilen-Eosin (H-E) ile boyanan
kesitlerde Grup 1'e ait histolojik incelemede seminifer tiiblil smirlarinin diizgiin
oldugu, spermatogenik seri hiicre dizilim sirasinin diizenli oldugu ve spermiyogenezin
tim asamalarinda germ hiicrelerinin varligi gozlenmistir. Grup 2'ye ait histolojik
incelemede, seminifer tiibiil siirlarmin diizgiin oldugu ancak, tiibiil caplarinda
daralma gbzlenmistir. Germ hiicre dizilim sirasinin diizenli olmadig1 ve buna paralel
olarak spermiyogenezin bazi seminifer tiibiillerde duraksadigi, germ hiicre sayinda
azalmalar gozlenmistir. Grup 3'e ait histolojik incelemede, seminifer tiibiil yapilarinin
Grup 1'e benzer sekilde oldugu gozlenmistir. Grup 4'e ait histolojik incelemede ise,
seminifer tiibiil smirlarinin diizgiin oldugu, spermiyogenezin devam ettigi, tiibiil
caplarmin ve germ hiicre sayinda kontrole yakin deger aldigi gozlenmistir. Tiim
gruplarda Sertoli hiicreleri ve interstisyel araliktaki; Leydig hiicreleri, myoid hiicreler

ve damar yapilarinin normal histolojik yapiy1 koruduklar1 gozlenmistir.

Tablo 4.1.1. Deney gruplar1 H.E. boyama sonuglar1 (P=0,00. Fark var).

Grup 1 (n:7) 11,3 0,47 0,10
Grup 2 (n:7) 8,4 1,42 0,31
Grup 3 (n:7) 10,5 1,23 0,27
Grup 4 (n:7) 9,4 1,35 0,30

Tiim gruplar arasindaki H.E. boyama sonugclar istatistiksel agidan anlamli

kabul edilmistir (p=0,00).
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Resim 4.1.1. Tim gruplara (A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4) ait Hematoksilen-Eosin

boyama, testis, enine kesit, x10.
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Resim 4.1.2. Tim gruplara (A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4) ait Hematoksilen-Eosin
boyama, testis, enine kesit, x40.
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4.2. Morfometrik Bulgular
4.2.1. Seminifer Tiibiill Cap1 Sonuclar

Her bir ratin testisinden alinan enine kesit goriintiisiinde, 20 adet
yuvarlak/yuvarlaga yakin seminifer tiibiiliin ¢caplar1 Image Pro programi kullanilarak
Olciilmiis ve ortalama skor hesaplanmistir. Degerlendirme sonrasinda, seminifer tiibiil
cap ortalama degerleri; Grupl'de 273,42 um, Grup 2'de 250,54 um, Grup3'de 280,64
pum, Grup 4'de 272,65 pum olarak saptandi.

Tablo 4.2.1. Deney hayvani seminifer tiibiil ¢ap ortalamalar1 (P<0,186. Fark yok).

Grup 1(n:7) 273,42 14,04 5.3

Grup 2(n:7) 250,54 49,22 18,6
Grup 3(n:7) 280,64 7,65 2,89
Grup 4(n:7) 272,65 745 2,81

Tiim deney gruplar arasinda istatistiksel bir fark gézlenmemistir. P<0,186.

Tablo 4.2.2. Deney hayvani spermatogonial kok hiicre say1 ortalamalar1 (P<0,002. Fark var).

Grup 1(n:7) 65° 7,04 2,66
Grup 2(n:7) 71,422 1,98 0,75
Grup 3(n:7) 62,420 1,71 0,64
Grup 4(n:7) 682b 1,91 0,72

Tiim deney gruplarindaki hayvanlarin spermatogonial kok hiicre say1
ortalama sonuglarinin karsilastirilmasinda tiim deney gruplari arasinda istatistiksel

verilerde fark gozlenmistir (p<0,002).
4.3. Immiinohistokimyal Bulgular

Tim deney gruplar arasindaki testis dokusu immiin-boyanma bulgularini
belirlemek amaciyla, THY1 ekspresyonu immiinohistokimyasal yoOntemle
degerlendirildi. Grup 1-2-3-4'e ait testis incelendiginde, seminifer tiibiil SKH’lerinde,

spermatositler ve erken evre spermatidlerde kuvvetli (***) ekspresyon goriildii. Tiim
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gruplarda Sertoli hiicreleri ile Leydig hiicrelerinde immunoreaktivite saptanmadi.

THY1 protein ekspresyonu gruplar i¢inde karsilastirmada bir anlamlilik gézlenmedi.
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Resim 4.3.2. THY1 ekspresyonu (A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4) x100.
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Tiim deney gruplar arasindaki testis dokusu immiin-boyanma bulgularini
belirlemek amaciyla, SOX3 ekspresyonu immiinohistokimyasal ydntemle
degerlendirildi. Grupl'e ait testis incelendiginde, seminifer tiibiil SKH’lerinde,
kuvvetli (***) ekspresyon goriiliirken, Grup 2'ye ait testis dokusu incelendiginde SOX3
immiino pozitifligin azaldig1 gozlendi. Seminifer tibiil SKH’lerinde, (**) orta derece
ekspresyon saptandi. Grup 3'ye ait testis dokusu incelendiginde SOX3 immiino
pozitifligin Grup 1' e benzer sekilde gozlendi. Seminifer tiibiil SKH’lerinde, kuvvetli
(") ekspresyon saptandi. Grup 4'ye ait testis dokusu incelendiginde Grup 2'de azalmis
olan immiino pozitiflikte Onemli bir farklilik gozlenmedi. Seminifer tiibiil
SKH’lerinde, orta derece (") ekspresyon saptandi. Tiim gruplarda Sertoli hiicreleri ile

Leydig hiicrelerinde immunoreaktivite saptanmadi. SOX3 protein ekspresyonu

gruplar icinde karsilagtirmada bir anlamlilik gézlenmedi.
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Resim 4.3.3. SOX3 ekspresyonu (A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4), x20.

Resim 4.3.4. SOX3 ekspresyonu (A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4), x100.
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Tim deney gruplar arasindaki testis dokusu immiin-boyanma bulgularini
belirlemek amaciyla, PLZF ekspresyonu immiinohistokimyasal yoOntemle
degerlendirildi. Grupl'e ait testis incelendiginde, seminifer tiibiil SKH’lerinde, orta
(*") ekspresyon goriiliirken diger tiim seminifer tiibiil hiicrelerinde negatif boyanma
gzlendi. Grup 2-3-4 'e ait testis dokusu incelendiginde immiino pozitifligin Grup 1' e
benzer sekilde gbzlendi. PLZF protein ekspresyonu gruplar i¢inde karsilastirmada bir

anlamlilik gézlenmedi.
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Resim 4.3.6. PLZF ekspresyonu (A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4), x100.
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Tim deney gruplar arasindaki testis dokusu immiin-boyanma bulgularini
belirlemek amaciyla, GDNF ekspresyonu immiinohistokimyasal yoOntemle
degerlendirildi. Grupl'e ait testis incelendiginde, seminifer tiibiil SKH’lerinde, ¢ok
orta (") ekspresyon goriilirken diger tiim seminifer tiibiil hiicrelerinde negatif
boyanma gozlendi. Grup 2-3-4 'e ait testis dokusu incelendiginde immiino pozitifligin
Grup 1' e benzer sekilde gozlendi. GDNF protein ekspresyonu gruplar iginde

karsilastirmada bir anlamlilik gézlenmedi.
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Resim 4.3.8. GFRA1/GDNF ekspresyonu (A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4), x100.
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

Tiim deney gruplarinin tiroid fonksiyon testleri sonuglar1 (TSH, T3, fT4) 5-
6'da gosterilmistir. Tlim deney gruplarindaki hayvanlarin TSH sonug karsilastirmasina
gore; Kontrol grubu (Grup 1) ratlarin TSH degerleri normal standart degerlerde sonug
vermistir. Kontrol grubuna kiyasla sadece KoenzimQ10 takviye edilen ratlarda (Grup
3) TSH degerlerinde azalma tespit edilmistir. 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) ile
indiiklenen Grup 2'de hipotiroidiye bagli TSH artisi, Grup 2'ye kiyasla, PTU ve
KoenzimQ10 takviye edilen Grup 4'te ise TSH degerlerinde 6nemli azalma tespit

edilmistir.

Tablo 4.4.1. Deney hayvan1 TSH (mIU/ml) sonuglar1 (P=0,000. Fark var).

Grup 1(n:7) 2,03 1,06 0,40
Grup 2(n:7) 7,462 1,94 0,73
Grup 3(n:7) 1,32 1,06 0,40
Grup 4(n:7) 3,53 3,1 1,17

Tiim deney gruplarina ait veriler istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir
(p=0,000).

fibsorbance Logistic: y=2.595+(0.054-2.595)/(1+(x/2.957)"-1.004)
2.60
RZ2: 1.000
2.08 —
1.56
1.04
0.52
Cloncentrat ion
000 I I I I - I
-0.10 21.92 43.94 65.96 87.98 110.00

Resim 4.4.1. TSH Absorbans/konsantrasyon grafigi.

Tiim deney gruplarindaki hayvanlarin fT3 sonu¢ karsilastirmasina gore;
Kontrol grubu (Grup 1) ratlarin fT3 degerleri normal standart degerlerde sonug
vermistir. Kontrol grubuna kiyasla sadece KoenzimQ10 takviye edilen ratlarda (Grup
3) fT3 degerlerinde artis tespit edilmistir. 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) ile
indiiklenen Grup 2'de hipotiroidiye bagh fT3 diisiikliigti, Grup 2'ye kiyasla, PTU ve
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KoenzimQ10 takviye edilen Grup 4'te ise fT3 degerlerinde Onemli artig tespit

edilmistir.

Tablo 4.4.2. Deney hayvani fT3 (pg/ml) sonuglar1 (P=0,003. Fark var).

Grup 1(n:7) 10,05% 3,57 1,59
Grup 2(n:7) 6,85% 2,21 0,99
Grup 3(n:7) 18,32 6,66 2,97
Grup 4(n:7) 8,442 2,91 1,30

Tiim gruplar arasinda istatistiksel agidan fark gézlenmistir (p=0,003).

Absorbance Logistic: y=1.258+(-0.004-1.258)/(1+(x/65.331)"1.311)
0.80 — 5
RZ: 1.000

0.62 —

0.44 —

0.26 —

0.08 —

Concentration
el T T T T T
1.10 17.88 34.66 51.44 68.22 85.00

Resim 4.4.2. fT3 Absorbans/konsantrasyon grafigi.

Tiim deney gruplarindaki hayvanlarin fT4 sonug¢ karsilastirmasina gore;
Kontrol grubu (Grup 1) ratlarin fT4 degerleri normal standart degerlerde sonug
vermistir. Kontrol grubuna kiyasla sadece KoenzimQ10 takviye edilen ratlarda
(Grup3) fT4 degerlerinde artis tespit edilmistir. 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) ile
indiiklenen Grup 2'de hipotiroidiye bagli fT4 degerinde azalig, Grup 2'ye kiyasla, PTU
ve KoenzimQ10 takviye edilen Grup 4'te ise fT4 degerlerinde 6nemli artis tespit

edilmistir.

Tablo 4.4.3. Deney hayvani fT4 (pg/ml) sonuglar1 (P=0,000. Fark var).

Grup 1(n:7) 5,748 1,33 0,50
Grup 2(n:7) 1,420 0,4 0,15
Grup 3(n:7) 8,15¢ 1,63 0,61
Grup 4(n:7) 2,190 0,71 0,29

Tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p=0,000).
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fAibsorbance Logistic: y=1.536+(-0.017-1.536)/(1+(x/11.937)"-1.004)
169 R2: 0.998

1.28 —
0.96 —
0.64 —

0.32

ration

0.00

I T I I T
-0.10 21.92 43.94 65.96 87.98 110.00

Resim 4.4.3. fT4 Absorbans/konsantrasyon grafigi.

Bu arastirmada (her ne kadar CoQ10 diizeyi 6l¢iilmediyse de); CoQ10 verilen
Grup 3'de, Grup 1'e gore serum TSH, fT3, fT4 diizeylerinin énemli bir farklilik
gostermesi; PTU ile birlikte CoQ10 verilen Grup 4'de, Grup 2'ye gore serum TSH, {T4
diizeyinin 6nemli bir farklilik gostermesi, CoQ10’un hipotiroidizm nedeniyle degisen

serum TSH, fT3, fT4 diizeylerinin diizeltilmesinde etkili olabilecegi fikrini vermistir.

50



5. TARTISMA

Memelilerde tiroid disfonksiyonu pek ¢ok doku ve organda kotii sonuglara
yol acar. Bununla beraber tiroid disfonksiyonun erkek ilireme sistemine etkileri
yillardir tartismalidir. Ik bulgular, testislerin tiroid hormonlar1 ve bunlarm
etkilerinden bagimsiz oldugudur (Barker ve Klitgaard 1952). Ancak, sonraki bulgular
tiroid hormonlarinin, testislerin gelisiminde 6nemli bir diizenleyici oldugu ve
seminifer tlibiillerin yap1 ve fonksiyonel 6zelliklerinde kritik bir rol aldig1 bildirilmistir
(Wagner ve ark. 2009). Testiste tiroid hormon reseptoérlerinin ekspresyonu hem RT-
PCR ile hem de protein diizeyinde kesinlenmistir (Jannini 1995; Jannini ve ark. 2000).
T3%n testikiiler gelisim sirasinda testisin olgunlagsmasini diizenledigi, Sertoli
hiicrelerinin, Leydig hiicrelerinin ¢ogalmasin1 ve farklilagsmasini kontrol ettigi
bildirilmistir (Holsberger ve ark. 2005). Fare Leydig hiicrelerinde yapilan bir
calismada, hiicrelerde uzun siire T3 hormon muamelesinin steroidogenezi baskiladigi
bildirilmistir (Manna ve ark. 2001). Mendulek ve ark. (2010) ¢alisgmasinda semene
eklenen T4 hormonunun, sperm motilitesini pozitif olarak diizenledigi (artirdigi)
gosterilmistir. Uzun siireli hipotiroidizm olusturulmus yetiskin farelerde germ
hiicrelerinde sayisinda azalma ve epididim canli sperm ylizdesinde dnemli bir oranda
azalma saptanmistir (Maran ve Aruldhas 2002; Sahoo ve ark. 2007). Benzer sekilde
bizim ¢alismamizda olusturulan deneysel hipotiroidi modeli H.E. boyamas1 yapilarak
degerlendirilen histopatolojik incelemede, PTU ile indiiklenen Grup 2'de testis
seminifer tiibiil germ hiicre sayisinda azalma ve spermatogenik seri hiicreler arasinda

acilmalar seklinde yap1 bozukluklar1 gézlenmistir.

Hipotiroidizmin insan spermatogenezi ve fertilitesine etkisi lizerine mevcut
literatiirde ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Griboff (1962), primer hipotiroidizmi
olan bes hastay1 arastirdiginda, hastalarda sperm motilite kaybi oldugunu ortaya
cikarmistir. De la Balze ve ark. (1962) yetiskin hipotiroid erkeklerin testis
biyopsilerinin anormal histolojik yap1 sergiledigini bildirmislerdir. Prepubertel
donemde ortaya ¢ikan tiroid yetmezliginin anormal testis biyopsileri ile sonuglandigi
sonucuna varmiglardir. Wortman ve ark. 'lariin arastirmasinda hipotiroidili sekiz
erkek hastanin hepsinde hipogonadizm, yedisinde testikiiler atrofi gorilmiistiir.
Arastirmacilar, primer hipotiroidizmi olan erkeklerde gonadal fonksiyon
anormalliklerinin yaygin oldugu sonucuna varmiglardir. Yakin zamanda Krassas ve

ark. (2008) hipotiroidizmin erkek spermatogenezi iizerine etkilerini prospektif
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kontrollii bir sekilde arastirmislardir. Toplam 25 hipotiroid erkek ve 15 normal birey,
semen analizi, fruktoz ve asit fosfataz ol¢timleri, teratozoospermi indeksi ve T4 ile
tedaviden hem Once hem de 6-9 ay sonra arastirilmistir. Arastirma sonucunda,
hipotiroidizmin insan spermatogenezi iizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu ve

biiyiik 6l¢iide etkilenen tek parametrenin sperm morfolojisi oldugudur.

SKH'ler spermatogenez i¢in gereklidir ve bu yetiskin doku kok hiicreleri,
testisin biyolojik talebini karsilamak icin kendi kendini yenileme ve farklilagsmay1
dengeler. SKH'lerin gelisim dinamikleri, kismen Sertoli hiicreleri arasinda yer alan
seminifer tiibiillerin bazal membraninda bulunan k&k hiicre nisindeki faktorler
tarafindan kontrol edilmektedir (Brinster ve Zimmermann 1994; Brinster ve Avarbock
1994; Kubota ve ark. 2004). Son yillarda deney hayvani ve insan SKH izolasyonu,
karakterizasyonu ve transplantasyonu iizerine yapilan birgok arastirma SKH
biyolojisini anlamay1 saglamis, reprodiiktif/rejeneratif tiptaki genis kullanim
potansiyeliyle dikkat ¢ekmistir. Ozellikle erkek infertilite tedavisi {izerine yapilmus
olan ¢alismalar, umut vadeden niteliktedir (Sadri-Ardekani ve ark. 2009; Sadri-
Ardekani ve ark. 2011; Hou ve ark. 2015). Son yapilan ¢alismalarda farelerin SKH
fenotipik biyobelirtegleri hakkinda oldukca fazla bilgi elde edilmistir. Insan ve fare
SKH’lerinde goriilen biyobelirteglerden; THY 1, PLZF, GFRA1, SOX3 saptanmistir
(He ve ark. 2010).

THY1 (Thymocyte differentiation antigen 1) / CD90 (Cluster of
Differentiation 90), HSC (hematopoietik kok hiicre)'lerde eksprese edilen, Ig
(Immiinoglobulin) siiper ailesinin bir glikosil fosfatidil inositol baglantili
glikoproteinidir (Goldscneider ve ark. 1978; Spangrude ve ark. 1988; Baum ve ark.
1992). ilk olarak bir timosit antijeni olarak kesfedilmistir (Reif ve Allen 1964). THY1,
cesitli kok hiicreler ve ndronlarin aksonal gelisimi i¢in belirte¢ olarak kabul edilir
(Maason ve ark. 2006). Genel olarak tiirler arasinda farklilik gostersedeTHY 1'in
eksprese oldugu bildirilen hiicreler; timositler, néronlar, mezenkimal kdk hiicreler,
hematopoietik kok hiicreler, NK hiicreler, T hiicreleri, yiiksek endotelyal veniiller
endoleli, renal glomeriiler mezangial hiicreler, dolasimdaki metastatik melanom
hiicreleri, folikiiler dendritik hiicreler, fibroblastlar ve miyofibroblastlar'dir (Reif ve
Allen 1964; Ades ve ark. 1980; McKenzie ve Fabre 1981; Kemshead ve ark. 1982,
Pont 1987; Kubota ve ark. 2003; Wu ve ark. 2013; Valli ve ark. 2014; Zheng ve ark.
2014). Kanatsu-Shinohara ve ark. (2004) fare testis hiicrelerinin degerlendirilmesinde
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germ-line kok hiicreler ve sub-populasyonlarinda THY 1'i saptamiglardir. He ve ark.
(2010) insan hiicre kiiltliri ¢aligmasinda, az sayida spermatogonyumun plazma
membraninda THY 1 lokalizasyonunu saptamislardir. Baska bir ¢calismada Reding ve
ark. (2010) farklilasmamis spermatogonyumlarda THY1'in eksprese edildigini
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise, bahsedilen mevcut ¢alismalara paralel olarak
spermatogonyumlarda kuvvetli ekspresyon gozlemledik. Ayrica, literatiir verilerden
farkli olarak ekspresyonun spermatositler (I ve II) ve erken evre spermatidlerde de
devam ettigini izledik. Tum gruplarda yakin bir niikleer pozitif ekspresyon
gbzlemledik. Bu veriler, KoenzimQ10'in hipotiroidi durumunda THY1 immiino-

reaktivitesini etkilemedigine isaret etmektedir.

PLZF (Promyelocytic leukamia zinc finger) proteini, ZBTB16 veya ZFP145
olarak da bilinir. ilk olarak akut promiyelositiklésemik hiicrelerin kromozomal
translokasyonlarinda Rara (retinoicacidreceptor-o) geni ile bir fiizyon {iriinii olarak
tanimlanmistir (Costoya ve Pandolfi 2001). Daha sonra embriyogenez sirasinda
dinamik olarak eksprese edilen, gelismekte olan uzuv ve eksenel iskelet yapilarinin
modellenmesi i¢in gerekli oldugu bulunmustur (Cook ve ark. 1995; Barna ve ark.
2000). Hiicre dongiisiiniin GO/G1 evresinde biiyiimeyi baskilayici aktivite de rol alir
(Shaknovich 1998). Testisteki rolii, kok hiicrelerinin bakimi ve farklilagsmasi
arasindaki normal denge icin gereklidir (Buass ve ark. 2004; Costoya ve ark. 2004).
Buaas ve ark. (2004), Genetik manipiilasyonlarla (luxoidmutant) Zfpl45 geni
cikarilmis farelerde yapilan ¢alismada, spermatogenik arrestle birlikte Spermatogenik
kok hiicrelerin tamamen yok oldugu bildirilmistir. Bu arastirmaya benzer sekilde
Costoya ve ark. (2004) Zfpl145 7 (etkisizlestirilmesi) fare testislerinde Sertoli
hiicrelerinin  kaybi olmaksizin apoptozda artig, yasla birlikte ilerleyici bir
spermatogonia kaybi gozlemlemislerdir. PLZF'yi, kendi kendini yenilemeyi ve kok
hiicre havuzunun bakimini diizenlemek i¢in gerekli olan, testiste spermatogonia'ya
Ozgii bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlamiglardir. PLZF spesifik olarak
spermatogonia'da eksprese edildiginden, PLZF'nin SKH'leri korumak i¢in hiicreyi
otonom olarak islev gérmesi muhtemeldir; PLZF, farklilasmamis spermatogonia'nin
bir biyobelirteci olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Philips ve ark. 2010). Bizim
calismamizda ise, mMevcut literatiirdeki arastirmalara benzer sekilde PLZF
ekspresyonu spermatogonyumlarda smirli  kalmistir. Gruplar arasinda PLZF

ekspresyon degerlendirmesinde bir fark gozlenmedi. Bu durum Hipotiroidi
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durumunda testis SKH'lerinin PLZF ekspresyonunda bir etkisinin olmadigini
gostermektedir. Buna benzer sekilde KoenzimQZ10'in hipotiroidi durumunda PLZF

immiino-reaktivitesini etkilemedigini isaret etmektedir.

SOX3, SRY ile iliskili HMG-box (high mobility group) ailesinin iiyesi olan
bir transkripsiyon faktoridiir (Kamachi ve Kondoh 2013). SOX3, noéral progenitdr
hiicrelerde ve gonadlarda eksprese edilir (Collignon 1996; Shen 2002). SOX3, yaygin
olarak beyin gelisimi ve isleviyle ilgili olarak ¢alisilmis olsada, spermatogenez i¢in de
onemlidir (Rizzoti ve ark. 2004). Testis i¢inde, SOX3 ifadesinin tam yeri belirsizdir.
SOX3'lin embriyonik gonadin somatik hiicrelerinde ve yetiskin testisin Sertoli
hiicrelerinde eksprese edildigi one siiriilmiistiir (Shen ve Ingraham 2002; Collignon ve
ark. 1996). Ote yandan, SOX3, kus embriyolarmin ilkel germ hiicrelerinde (Uchikawa
ve digerleri, 1999) ve farelerde spermatogonia'nin bir alt kiimesinde (Rizzoti ve ark.
2004) tespit edilmistir. Weiss ve ark. (2003) SOX3’lin etkisizlestirilmesi ile yapilan
mutant fare calismalarinda kiiglik testis, seminifer tiibiil defektlerini bildirmislerdir.
Bununla birlikte, 129 Sv/Ev farelerinde SOX3 geninin silinmesi, cinsiyet tayinine bir
etkisi olmazken, hipotalamik/hipofiz gelisiminde kusurlar gézlendi (Weiss ve ark.
2003; Rizzoti ve ark. 2004). Bizim ¢alismamizda kontrol grubunda
spermatogonyumlarda yogun niikleer eksprese olan SOX3 proteini, hipotiroidi
grubunda ekspresyonun azaldigi gozlendi. Bu durum hipotiroidideki SOX3
proteininin down regiilasyonu sonucu spermatogonial faklilagma regiilasyonundaki
bozulmadan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Kontrol grubuna kiyasla,
koenzimQ10 takviye edilen grup arasinda ve Hipotiroidi grubuna kiyasla koenzimQ10
takviyesi ile tedavi edilen gruplar arasinda SOX3 ekspresyon degerlendirmesinde

onemli bir fark gézlenmedi.

GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor), GDNF ligand ailesinin
dort (GDNF, NRTN, ARTN, PSPN) norotrofik faktoriinden biridir (Transforming
bliylime faktorii ailesinin bir iiyesidir). Hiicre farklilagmasi, hiicre gocii, ndrit
biiylimesi, dopaminerjik ndronlarin ve hiicrenin hayatta kalmasi dahil birgok biyolojik
stiregte rol alir (Airaksinen ve Saarma 2002). Ayrica Parkinson hastaligi klinik
caligmasinda umut verici sonuglar gostermistir (Gill ve ark. 2003). Testiste GDNF,
Sertoli hiicreleri tarafindan tretilir (Truppve ark. 1995; Golden ve ark. 1999; Meng ve
ark. 2000; Viglietto ve ark. 2000). GDNF reseptorii olan GFRa-1(GDNF family

receptor alpha-1), seminifer tiibiil epitelinin bazal kisminda A tipi spermatogonia'nin
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alt kiimesi tarafindan eksprese edilmektedir. GDNF, SKH'ler tarafindan ifade edildigi
diistiniilen GDNF ailesi reseptorii al'i (GFRA1) igeren bir reseptor kompleksi
araciligiyla sinyal verir. GDNF ekspresyonunun bozulmasi, spermatojenik kusurlara
ve infertiliteye neden olur (Buageaw ve ark. 2005). GDNF'nin spermatogonial
proliferasyon ve farklilasma olgularinda ana indiikleyici (belirleyici) rolii
bulunmaktadir (Hofmann ve ark. 2005). GDNF, SKH'leri kendini yenileme-
farklilagsma aktivitelerini dengeleyerek spermatogenezisi diizenlemektedir. GDNF’in
SKH populasyonunun korunmasi noktasindaki énemine iliskin en etkili calisma Meng
ve ark. (2000) tarafindan yapilmistir. Calismada GDNF’den yoksun farelerde SKH
kaynaklarinin tiikendigini, GDNF’in asir1 ekspresyonu durumunda ise farklilasmamis
spermatogonialarda bir birikme oldugunu ve SKH biiytikliigliniin diizenlenmesinin
GDNF/FSH tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir. Bizim arastirmamizda da mevcut
literatiirdeki arastirma paralel olarak GDNF ekspresyonu spermatogonyumlarda sinirli
kalmistir. Gruplar arasinda GDNF ekspresyon degerlendirmesinde bir fark
gozlenmistir. Bu durum hipotiroidi durumunda testis SKH'lerinin GDNF
ekspresyonunda bir etkisinin olmadigin1 goéstermektedir. Buna benzer sekilde
KoenzimQ10'in hipotiroidi durumunda GDNF immiino-reaktivitesini etkilemedigini

isaret etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hipotiroidi vakalarinda mevcut literatiirde testis dokusu tizerine ¢ok az sayida
¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada, deneysel hipotiridi olusturulmus eriskin Wistar
albino tirti ratlarda CoQIl10 takviyesinin testis dokusu tizerine etkileri,
immiinohistokimyasal, biyokimyasal, morfometrik yontemlerle arastirildi. Ayrica

deney stiresince her hafta tiim deney gruplarindaki ratlarin agirliklar: 6l¢iildi.

Hipotiroidi olusturulan grupta, Hipotiroidizme bagli seminifer tiibiil hasar1 ve
dejenerasyon gézlendi. Hipotiroidi sonrasi verilen Koenzim Q10'nin, testis dokusunda
spermatogenezi etkilemistir. Testis seminifer tiibiilerinde gozlenen degisikliklere
ragmen interstisyel aralikta bulunan Leyding hiicreleri dahil, diger hiicrelerde gruplar
arasinda histolojik agidan higbir farkliik gézlenmemistir. Immiinohistokimyasal
degerlendirmede, SKH belirteclerinden olan; PLZF, GDNF, THY1 ekspresyon
degerlendirmesinde tiim gruplar arasinda Onemli bir fark gozlenmedi. THY1
ekspresyon degerlendirmesinde literatiir ~ verilerden farkli olarak THY1
ekspresyonunun spermatositler (I ve II) ve erken evre spermatidlerde de devam ettigi
saptandi. SOX3 ekspresyon degerlendirmesinde hipotiroidi gruplarinda ekspresyonun
cok aza indigi gozlendi. CoQ10 takviyesi yapilan 30 giinliik hipotiroidi sonunda,
biyokimyasal ¢alismalarda serum TSH diizeylerini diistirdiigii, fT3 ve fT4 degerlerini

artirdig1 saptanmistir.

30 giinliik deneysel hipotiroidi sonunda biyokimyasal, morfolojik ve
immiinohistokimyasal degerlendirmelerde Hipotiroidi durumunda, muhtemelen kisa
siireli deney siiresine bagli olarak, CoQ10'in tiim SKH belirteclerinde immiino-
reaktivite degerlendirmesinde gruplar arasinda net bir farkliik ve iliski
gbézlenmemistir. CoQ10 takviyesi, serum TSH, fT3 ve fT4 degerlerini diizelterek

terapotik fayda ozelligi gostermistir.

56



7. KAYNAKLAR

Ades EW, Zwerner RK, Acton RT, Balch CM. Isolation and partial characterization of the human
homologue of Thy-1. J Exp Med. 1980; 151(2): 400-6.

Agarwal A, Parekh N, Panner Selvam MK, Henkel R, Shah R, et al. Male oxidative stress infertility
(MOSI): proposed terminology and clinical practice guidelines ffor managementof idiopathic male
infertility. World J Men’s Health. 2019; 37: 296-312.

Ahmadi S, Bashiri R, Ghadiri-Anari A, Nadjarzadeh A. Antioxidant supplements and semen
parameters: an evidence-based review. Int J Reprod Biomed. 2016; 14: 729-36.

Airaksinen M, Saarma M. The GDNF family: signaling, biological functions and therapeutic value. Nat
Rev Neurosci. 2002; 3(5): 383-94.

Aktiimsek A. Genel Endokrinoloji. Inc. 2020, 1. Baski, Ankara, Tiirkiye, p: 59-86.

Alahmar AT. The effects of oral antioxidants on the semen of men with idiopathic
oligoasthenoteratozoospermia. Clin Exp Reprod Med. 2018; 45(2): 57-66.

Alleva R, Scaramucci A, Mantero F, Bompadre S, Leoni L, et al. The protective role of ubiquinol-10
against the formation of lipid hydroperoxides in human seminal fluid. Molecaspectsmed. 1997; 18:
221-8.

Arafa M, Agarwal A, Majzoub A, Selvam MK, Baskaran S, et al. Efficacy of antioxidant
supplementation on conventional and advanced sperm functiontests in patients with idiopathic male
infertility. Antioxidants (Basel). 2020; 9: 219.

Balercia G, Buldreghini E, Vignini A, Tiano L, Paggi F, et al. Coenzyme Q10 treatment in infertile men
with idiopathic asthenozoospermia: a placebo-controlled, double-blind randomizedtrial. Fertil
Steril. 2009a; 91(5): 1785-92.

Balercia G, Mancini A, Paggi F, Tiano L, Pontecorvi A, et al. Coenzyme Q10 and male infertility. J
Endocrinol Invest. 2009b; 32(7): 626-32.

Balercia G, Mancini A, Tirabassi G, Pontecorvi A. Coenzyme Q10 in male nfertility. In: antioxidants
in andrology. Springer. 2017: 43-57.

Barker SB, Klitgaard HM. Metabolism of tissuesexcised from thyroxine-injectedrats. Am J Physiol.
1952; 170(1): 81- 6.

Barna M, Hawe N, Niswander L. Pandolfi PP. Plzf regulateslimb and axial skeletal patterning. Nat.
Genet. 2000; 25:166-72.

Baum CM, Weissman IL, Tsukamoto AS, Buckle AM, Peault B. Isolation of a candidate human
hematopoietic stem-cell population. Proc. Natl. Acad. Sci. 1992; 89: 2804-8.

Brinster RL, Avarbock MR. Germ line transmission of donor haplotype following spermatogonial
transplantation. Proc Natl Acad Sci USA. 1994; 91: 11303-7.

Brinster RL, Zimmermann JW. Spermatogenesis following male germ-cell transplantation. Proc Natl
Acad. Sci USA. 1994; 91: 11298-302.

Buaas FW, Kirsh AL, Sharma M, McLean DJ, Morris JL, et al. Plzf is required in adult male germ cells
for stem cell self-renewal. Nat. Genet. 2004; 36: 647-52.

Buageaw A, Sukhwani M, Ben-Yehudah A, Ehmcke J, Rawe VY, et al. GDNF family receptor alphal
phenotype of spermatogonial stem cells in immature mouse testes. Biol. Reprod. 2005; 73: 1011-6.

Can A. Kok Hiicre Biyolojisi Tiirleri ve Tedavide Kullanimlari, Inc. 2014, 1. Baski, Ankara, Tiirkiye,
p: 577-86.

Chehab M, Madala A, Trussell JC. On-label and off-label drugs used in the treatment of male
infertility. Fertil Steril. 2015; 103: 595-604.

Cluis CP, Burja AM, Martin VJ. Current prospects for the production of coenzyme Q10 in
microbes. Trends Biotechnol. 2007; 25(11): 514-21.

57



Collignon J, Sockanathan S, Hacker A, Cohen-Tannoudji M, Norris D, et al. A comparison of
theproperties of Sox-3 with Sry and two related genes, Sox-1 and Sox-2. Development. 1996; 122:
509-20.

Combhaire FH, Christophe AB, Zalata AA, Dhooge WS, Mahmoud AMA, et al. The effects of combined
conventional treatment, oral antioxidants and essential fatty acids on sperm biology in subfertile
men. Prostaglandins Leukotrienes and Essential Fatty Acids. 2000: 159-65.

Comhaire Frank H, ElI Garem Y, Mahmoud A, Eertmans F, Schoonjans F. Combined
conventional/antioxidant. “Astaxanthin” treatment for male infertility: A double blind, randomized
trial. Asian Journal of Andrology. 2005: 257-62.

CookM, Gould A, Brand N, Davies J, Strutt P, et al. Expression of thezinc-finger gene PLZF at
rhombomere boundaries in the vertebra te hindbrain. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1995; 92:2249—
53.

Cordero MD, Cano-Garcia FJ, Alcocer-Gémez E, De Miguel M, Sanchez-Alcazar JA. Oxidative stress
correlates with headache symptoms in fibromyalgia: coenzyme Q,, effect on clinical
improvement. PLoSOne. 2012; 7(4): e35677.

Costoya JA, Hobbs RM, Barna M, Cattoretti G, Manova K, et al. Essential role of Plzf in maintenance
of spermatogonial stem cells. Nat. Genet. 2004; 36: 653-9.

Costoya JA, Pandolfi PP. The role of promyelocytic leukemia zinc finger and promyelocytic leukemia
in leukemogenesis and development. Curr. Opin. Hematol. 2001; 8: 212-7.

Crane FL. Biochemical functions of coenzyme Q10. J Am Coll Nutr. 2001; 20(6): 591-8.

Celik O. Yardimc1 Ureme Teknikleri Temel ve Klinik Embriyolojik Uygulamalar. Inc. 2011. 1. Bask.
Adana, Tirkiye, p:59-60.

Celik O. Yardimci Ureme Teknikleri Temel ve Klinik Embriyolojik Uygulamalar. Inc. 2011. 1. Baski.
Adana, Tirkiye, p:129.

Dahri M, Tarighat-Esfanjani A, Asghari-Jafarabadi M, Hashemilar M. Oral coenzyme Q10
supplementation in patients with migraine: Effects on clinical feature sandinflammatory
markers. Nutr Neurosci. 2019; 22(9): 607-15.

Davis PJ, Goglia F, Leonard JL. Nongenomicactions of thyroid hormone. Nat. Rev. Endocrinol. 2016;
12:111-21.

De la Balze FA, Arrillaga F, Mancini RE, Janches M, Davidson OW, et al. Male hypogonadism in
hypothyroidism: a studyof sixcases. J Clin Endocrinol Metab. 1962; 22: 212-22.

Du J, Wang T, Huang P, Cui S, Gao C, et al. Clinical correlates of decreased plasma coenzyme Q10
levels in patients with multiple system atrophy. Parkinsonism Relat Disord. 2018; 57: 58-62.

DuPlessis SS, Makker K, Desai NR, Agarwal A. Impact of oxidative stress on IVF. Expert Review of
Obstetrics and Gynecology. 2008; 539-44.

Festa R, Giacchi E, Raimondo S, Tiano L, Zuccarelli P, et al. Coenzyme Q10 supplementation in
infertile men with low grade varicocele: an open, uncontrolled pilot study. Andrologia. 2014; 46(7):
805-7.

Garrido-Maraver J, Cordero MD, Oropesa-Avila M, Fernandez Vega A, de la Mata M, et al. Coenzyme
g10 therapy. Mol Syndromol. 2014; 5(3-4): 187-97.

Gartner LP, Hiatt JL. Hiicre Biyolojisi ve Histolojisi, Inc. 2016, 1. Bask, Istanbul, Tiirkiye, p: 228-31.
Gartner LP, Hiatt JL. Hiicre biyolojisi ve Histolojisi, Inc. 2016, 1. Baski, Istanbul, Tiirkiye, p: 350-7.

Ghanbarzadeh S, Garjani A, Ziaee M, Khorrami A. CoQ10 and L-carnitineattenuate the effect of high
LDL and oxidized LDL on spermatogenesis in male rats. DrugRes (Stuttg). 2014; 64(10): 510-5.

Gill S, Patel N, Hotton G, O'Sullivan K, McCarter R, et al. Direct brain in fusion of glial cell line-
derived neurotrophic factor in Parkinson disease. Nat Med. 2003; 9(5): 589-95.

Golden J, Demaro J, Oshorne P, Milbrandt J, Johnson EJ. Expression of neurturin GDNF and GDNF
family-receptorm RNA in the developing and mature mouse. Exp Neurol. 1999; 158: 504-28.

58



Goldschneider I, Gordon LK, Morris RJ. Human Thy-1 antigen: cell surface expression on early T and
B lymphocytes. J Exp Med. 1978; 148(5): 1351-66.

Griboff SI. Semen analysis in myxedema. Fertil steril. 1962: 13; 436—43.

Gual-Frau J, Abad C, Amengual MJ, Hannaoui N, Checa MA, et al. Oral antioxidant treatment partly
improves integrity of human sperm DNA in infertile grade | varicocele patients. Hum Fertil (Camb).
2015; 18: 225-9.

Gvozdjakova A. Temel Mitokondriyal Tip: Mitokondriyal Metabolizma Hastaliklar Teghis ve Tedavi.
Inc. 2019 Kogyigit A, Bas M, editors. Mitokondirial “Spermatopati”. Celsus kitabevi. p:263-5.

Hazlerigg D, Simonneaux V. Seasonal Regulation of Reproduction in Mammals, in Knobiland
Neill’sPhysiology of Reproduction, ed. Plant TM, Zeleznik AJ. 4™ edition. Academic, San Diego.
2015; 1575-604.

He Z, Kokkinaki M, Jiang J, Dobrinski I, Dym M. Isolation characterization and culture of human
spermatogonia. Biol Reprod. 2010; 82: 363-72.

Hidaka T, Fujii K, Funahashi I, Fukutomi N, Hosoe K. Safety assessment of coenzyme Q10
(CoQ10). Biofactors. 2008; 32(1-4): 199-208.

Hofmann MC, Braydich-Stolle L, Dym M. Isolation of male germ-line stem cells. influence of GDNF.
Dev. Biol. 2005; 279: 114-24.

Holsberger DR, Kiesewetter SE, Cooke PS. Regulation of neonatal Sertoli cell development by thyroid
hormone receptor alphal. Biol Reprod. 2005; 73(3): 396- 403.

Hosen MB, Islam MR, Begum F, Kabir Y, Howlader MZH. Oxidative stress induced sperm DNA
damage a possible reason for male infertility. Iranian Journal of Reproductive Medicine. 2015; 525—
32.

Hou J, Niu M, Liu L, Zhu Z, Wang X, et al. Establishment and characterization of human germline stem
cell line with unlimited proliferation potentials and no tumor formation. Sci Rep. 2015; 20(5):
16922.

https://www.britannica.com/science/spermatogenesis. 13.11.2022

Jafari M, Mousavi SM, Asgharzadeh A, Yazdani N. Coenzyme Q10 in the treatment of heart failure: A
systematic review of systematic reviews. Indian Heart J. 2018; 70(1): 111-7.

Jannini EA, Crescenzi A, Rucci N, Screponi E, Carosa E, et al. Ontogenetic pattern of thyroid hormone
receptor expression in the human testis. J Clin Endocrinol Metab. 2000; 85(9): 3453-7.

Jannini EA, Ulisse S, D'Armiento M. Thyroid hormone and male gonadal function. Endocr Rev. 1995;
16(4): 443-59.

Kamachi Y, Kondoh H. Soxproteins: regulators of cell fatespecification and differentiation.
Development. 2013; 140: 4129-44.

Kanatsu-Shinohara M, Toyokuni S, Shinohara T. CD90 is a surface marker on mouse and rat male
germline stemcells. Biol. Reprod. 2004; 70: 70-5.

Kedziora-Kornatowska K, Czuczejko J, Motyl J, Szewczyk-Golec K, Kozakiewicz M, et al. Effects of
coenzyme Q10 supplementation on activities of selected antioxidative enzymes and lipid
peroxidation in hypertensive patients treated with indapamide. A pilot study. Arch Med Sci. 2010;
30; 6(4): 513-8.

Kemshead JT, Ritter MA, Cotmore SF, Greaves MF. Human Thy-1: expression on the cell surface of
neuronal and glial cells. Brain Res. 1982; 236(2): 451-61.
Kierszenbaum AL. Endokrin Sistem. Histoloji ve Hiicre Biyolojisi, Inc. 2006, Ankara, Tiirkiye, p:499.

Knott A, Achterberg V, Smuda C, Mielke H, Sperling G, et al. Topical treatment with coenzyme Q10-
containing formulasimprovesskin's Q10 level and provides antioxidative effects. Bio factors. 2015;
41(6): 383-90.

Krassas GE, Papadopoulou F, Tziomalos K, Zeginiadou T, Pontikides N. Hypothyroidism has an
adverse effect on human spermatogenesis: a prospective, controlledstudy. Thyroid. 2008; 18: 1255—
9.

59


https://www.britannica.com/science/spermatogenesis.%2013.11.2022

Krassas GE, Poppe K, Glinoer D, Thyroid function and human reproductive health. Endocr. Rev. 2010;
31: 702-55.

Kubota H, Avarbock MR, Brinster RL. Growth factor sessential for self-renewal and expansion of
mouse spermatogonial stem cells. Proc Natl Acad Sci. 2004; 101: 16489-94.

Kubota H, Avarbock MR, Brinster RL. Spermatogonial stem cells sharesome but not all phenotypic and
functional characteristics with other stem cells. Proc Natl Acad Sci. 2003; 100(11): 6487-92.

Ladenson PW, Singer PA, Ain KB, Bagchi N, Bigos ST, et al. American Thyroid Association
guidelines for detection of thyroid dysfunction. Arch Intern Med. 2000; 12: 160 (11): 1573-5.

Lafuente R, Gonzalez-Comadran M, Sola I, Lépez G, Brassesco M, et al. Coenzyme Q10 and male
infertility: a meta analysis. J Assist Reprod Genet. 2013; 30(9): 1147-56.

Leaver RB. Male infertility: an overview of causes and treatment options. Br J Nurs. 2016; 25: 35-40.

Lenzi A, Culasso F, Gandini L, Lombardo F, Dondero F. Andrology: Placebo-controlled, double-blind,
cross-overtrial of glutathione therapy in male infertility. Human Reproduction.1993; 1657-62.

Lewin A, Lavon H. The effect of Coenzyme Q10 on sperm motility and function. Molec Aspect Med.
1997; 18: 213-19.

Littarru GP, Tiano L. Clinical aspects of coenzyme Q10: an update. Nutrition. 2010; 26(3): 250-4.

Lopez-Lluch G, Del Pozo-Cruz J, Sanchez-Cuesta A, Cortés-Rodriguez AB, Navas P. Bioavailability
of coenzyme Q10 supplements depends on carrier lipids and solubilization. Nutrition. 2019; 57:
133-40.

Maheshwari R, Balaraman R, Kumar Sen A, Shukla D, Seth A. Effect of concomitant of coenzyme Q10
with sitagliptin on experimentally induced diabetic nephropathy in rats. Renal failure. 2017; 39(1):
130-9.

Majzoub A, Agarwal A, Esteves SC. Antioxidantsforelevated sperm DNA fragmentation: a mini
review. Transl Androl Urol. 2017; 6: 649-53.

Mancini A, De Marinis L, Oradei A, Hallgass ME, Conte G, et al. Coenzyme Q10 concentrations in
normal and pathological human seminal fluid. J Androl. 1994; 15(6): 591-4.

Manna PR, Roy P, Clark BJ, Stocco DM, Huhtaniemi IT. Interaction of thyroid hormone and
steroidogenic acute regulatory (StAR) protein in the regulation of murine Leydig cell
steroidogenesis. J Steroid Biochem Mol Biol. 2001; 76(1-5): 167-77.

Maran RR, Aruldhas MM. Adverse effects of neonatal hypothyroidism on Wistar rat spermatogenesis.
Endocr Res. 2002; 28:141- 54.

Masson NM, Currie IS, Terrace JD, Garden OJ, Parks RW, et al. Hepatic progenitor cells in human
fetal liver expressthe oval cell marker Thy-1. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2006; 291(1):
45-54,

McKenzie JL, Fabre JW. Human thy-1: unusual localization and possible functional significance in
lymphoid tissues. J. Immunol. 1981; 126(3): 843-50.

Mendeluk GR, Rosales M. Thyroxin 1s useful to improve sperm motility. Int J Fertil Steril. 2016; 10(2):
208-14.

Meng X, Lindahl M, Hyvonen M, Parvinen M, De Rooij DG, et al. Regulation of cell fate decision of
un differentiated spermatogonia by GDNF. Science. 2000; 287: 1489-93.

Moulakakis KG, Poulakou MV, Dosios T, Dontas I, Sokolis DP, et al. Hypothyroidism and the aorta.
evidence of increased oxidative DNA damagetothe aorta of hypothyroidrats. In vivo. 2088; 22(5):
603-8.

Nadjarzadeh A, Sadeghi MR, Amirjannati N, Vafa MR, Motevalian SA, et al. Coenzyme Q10 improves
seminal oxidativedefense but does not affect on semen parameters in idiopathic
oligoasthenoteratozoospermia: a randomized double-blind, placebo controlled trial. J Endocrinol
Invest. 2011; 34(8): e224-8.

60


http://www.jimmunol.org/cgi/content/abstract/126/3/843
http://www.jimmunol.org/cgi/content/abstract/126/3/843

Nadjarzadeh A, Shidfar F, Amirjannati N, Vafa MR, Motevalian SA, et al. Effect of Coenzyme Q10
supplementation on antioxidant enzymes activity and oxidative stress of seminal plasma: a double-
blind randomised clinical trial. Andrologia. 2014; 46(2): 177- 83.

Nguyen-Powanda P, Robaire B. Oxidative stress and reproductive function in the aging male. Biology
(Basel). 2020; 9: 282.

Ombelet W, Cooke I, Dyer S, Serour G, Devroey P. Infertility and the provision of infertility medical
services in developing countries. Hum Reprod Update. 2008; 14: 605-21.

Overvad K, Diamant B, Holm L, Holmer G, Mortensen SA, et al. Coenzyme Q10 in health and disease.
Eur J ClinNutr. 1999; 53(10): 764-70.

Phillips BT, Gassei K, Orwig KE. Spermatogonial stem cell regulation and
spermatogenesis. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences. 2010;
365(1546): 1663-78.

Pont S. Thy-1: A lymphoid cells ubset marker capable of delivering an activation signal to mouse T
lymphocytes. Biochimie. 1987; 69(4): 315-20.

Reding SC, Stepnoski AL, Cloninger EW, Oatley JM. THY1 is a conserved marker of un differentiated
spermatogonia in thepre-pubertalbull testis. Reproduction. 2010; 139: 893-903.

Reif AE, Allen JM. The akrthymic antigen and 1ts distribution in leukemias and nervous tissues. J Exp
Med. 1964; 120(3): 413-33.

Rizzoti K, Brunelli S, Carmignac D, Thomas PQ, Robinson IC, et al. SOX3 is required during the
formation of the hypothalamo-pituitaryaxis. Nat Genet. 2004; 24: 247-55.

Ronquist GK, Larsson A, Ronquist G, Isaksson A, Hreinsson J, et al. Prostasomal DNA characterization
and transfer into human sperm. Mol Reprod Dev. 2011; 78: 467-76.

Sadler TW. Langman's Medikal Embriyoloji, Inc. 2011, 11. Baski, Ankara, Tiirkiye, p: 246-8.

Sadri-Ardekani H, Akhondi MA, Van der Veen F, Repping S, van Pelt AM. In vitro propagation of
human prepubertal spermatogonial stem cells. Jama. 2011: 15; 305(23): 2416-8.

Sadri-Ardekani H, Mizrak SC, Van Daalen SK, Korver CM, Roepers-Gajadien HL, et al. Propagation
of human spermatogonial stem cells in vitro. Jama. 2009; 18: 302(19): 2127-34.

Safarinejad MR, Safarinejad S, Shafiei N, Safarinejad S. Effects of thereduced form of coenzyme Q10
(ubiquinol) on semen parameters in men with idiopathic infertility: a double-blind, placebo
controlled, randomized study. J Urol. 2012; 188(2): 526-31.

Safarinejad MR. Efficacy of coenzyme Q10 on semen parameters, sperm function and reproductive
hormones in infertile men. J Urol. 2009; 182(1): 237-48.

Safarinejad MR. The effect of coenzyme Q10 supplementation on partner pregnancy rate in infertile
men with idiopathic oligoasthenoteratozoospermia: an open-label prospective study. Int Urol
Nephrol. 2012; 44(3): 689-700.

Sahoo DK, Roy A, Bhanja S, Chainy GB. Hypothyroidism impairs antioxidant defence system and
testicular physiology during development and maturation. Gen Comp Endocrinol. 2007; 156:63-70.

Salas-Huetos A, Rosique-Esteban N, BecerraTomas N, Vizmanos B, Bullo M, et al. The effect of
nutrients and dietary supplements on sperm quality parameters: a systematic review and meta
analysis of randomized clinical trials. Adv Nutr. 2018; 9(6): 833-48.

Schniertshauer D, Miiller S, Mayr T, Sonntag T, Gebhard D, Bergemann J. accelerated regeneration of
atp level after irradiation in human skin fibroblasts by coenzyme q10. Photochem Photobiol. 2016;
92(3): 488-94.

Schwarz C, Leichtle AB, Arampatzis S, Fiedler GM, Zimmermann H, et al. Thyroid function and serum
electrolytes: does an association really exist?. Swiss Med WKkly. 2012; 17: 142.

Shaknovich R, Yeyati PL, Ivins S, Melnick A, Lempert C, et al. The promyelocytic leukemia zinc finger
protein affects myeloid cell growth differentiation and apoptosis. Mol Cell Biol. 1998; 18:5533-45.

Shen JH, Ingraham HA. Regulation of the orphan nuclear receptor steroidogenic factor 1 by Sox
proteins. Mol. Endocrinol. 2002; 16: 529-40.

61



Showell MG, Brown J, Yazdani A, Stankiewicz MT, Hart RJ. Antioxidants for male subfertility.
In Cochrane Database of Systematic Reviews. 2001; 1.

Skoracka K, Eder P, Lykowska-Szuber L, Dobrowolska A, Krela-Kazmierczak I. Diet and nutritional
factors in male (in) fertility: under estimated factors. J ClinMed. 2020; 9: 1400.

Spangrude GJ, Weissman SHL. Purification and characterization of mouse hematopoietic stem cells.
Science. 1988; 241: 58-62.

Tirabassi G, Vignini A, Tiano L, Buldreghini E, Bruge F, et al. Protective effects of coenzyme Q10 and
aspartic acid on oxidative stress and DNA damage in subjects affected by idiopathic
asthenozoospermia. Endocrine. 2015; 49(2): 549-52.

Tiseo BC, Gaskins AJ, Hauser R, Chavarro JE, Tanrikut C. Earth study team. Coenzyme Q10 1n take
from food and semen parameters in a subfertile population. Urology. 2017; 102; 100-5.

Trupp M, Ryden M, Jornvall H, Funakoshi H, Timmusk T, et al. Peripheral expression and biological
activities of GDNF a new neurotrophic factor foravian and mammalian peripheral neurons. J Cell
Biol. 1995; 130: 137-48.

Uchikawa M, Kamachi Y, Kondoh H. Two distinct subgroups of group b sox genes for transcription al
activators and repressors: their expression during embryonic organogenesis of the chicken. Mech
Dev. 1999; 84:103-120.

Valli H, Sukhwani M, Dovey SL, Peters KA, Donohue J, et al. Fluorescence and magnetic activated
cells ortingstrategies to isolate and enrich human spermatogonial stem cells. Fertil Steril. 2014;
102(2): 566- 80.

Viglietto G, Dolci S, Bruni P, Baldassarre G, Chiariotti L, et al. Glialcellline-derived neutro trophic
factor and neurturin can act as paracrine growth factors stimulating DNA synthesis of Ret-
expressing spermatogonia. Int J Oncol. 2000; 16: 689-94.

Wagner MS, Wajner SM, Maia AL, The role of thyroid hormone in testicular develpoment and
function. J. Endokrinol. 2008; 199: 351-65.

Wagner MS, Wajner SM, Maia AL. Is there a role for thyroid hormone on
spermatogenesis? Mikrosc. researc. Technique. 2009; 72: 796-808.

Weetman AP. loning out thyroid autoimmunity. Endocr Pract. 2009; 15(1): 53-5.

Weiss J, Meeks JJ, Hurley L, Raverot GO, Frassetto A, et al. Sox3 is required for gonadal function, but
not sex determination, in males and females. Mol Cell Biol. 2003; 23: 8084-91.

WHO (World Health Organisation). Manual for the standardised mvestigation and diagnosis of the
mfertile couple. Inc 2000.

Wortsman J, Rosner W, Dufau ML. Abnormal testicular function in men with primary hypothyroidism.
Am J Med. 1987; 82: 207-12.

Wortsman J, Rosner W, Dufau ML. Abnormal testicular function in men with primary hypothyroidism.
Am J Med. 1987; 82(2): 207-12.

Wu J, Song W, Zhu H, Niu Z, Mu H, et al. Enrichment and characterization of Thy1 positive male
germ line stem cells (mGSCs) from dairy goat (Caprahircus) testis using magnetic microbeads.
Theriogenology. 2013; 80(9): 1052-60.

Yoshida A, Miura K, Shirai M. Evaluation of seminiferous tubule scores obtained through testicular
biopsy examinations of nonobstructive azoospermic men. Fertil Steril 1997; 68(3): 514-8.

Zegers-Hochschild F, Adamson GD, Dyer S, Racowsky C, Mouzon J, et al. The international glossary
on mfertility and fertility care. Hum Reprod. 2017; 32: 1786-801.

Zheng Y, He Y, An J, Qin J, WangY, et al. THY1 is a surface marker of porcinegonocytes. Reprod
Fertil Dev. 2014; 26(4): 533-9.

Zik B, Akkoc CGO, Tiitiincii S. Sigan ovaryumunda diisiik doz capsaicinin NF-kB ve XIAP proteininin
sentezlenmesi {izerine etkisi. Ankara UniVet Fak Derg. 2010; 57: 223-8.

62



8. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Hatice Nur Soyadi Seflek
o . Dogum
Dogum Yeri Tarihi
E-mail Uyrugu T.C.
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l

Lisans Selguk Universitesi/Fen Fakiiltesi/Biyoloji 2012

E;;l;:]esk NEU/Tip Fakiiltesi/Histoloji ve Embriyoloji 2015

Doktora |NEU/Tip Fakiiltesi/Histoloji ve Embriyoloji 2022
is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

Gorevi Kurum (Y1)
Arastirma Gorevlisi KTO Karatay Universitesi Devam
? Tip Fakiiltesi ediyor.
UYTE Laboratuvar K_onya Ozel Selguklu 2015-2019
Sorumlusu Hastanesi
Yabanai Dil Ingilizce

Yaynlary/Tebligleri/Sertifikalari/Odiilleri
Ulusal/Uluslararasi hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:
o Seflek Hatice Nur, Erbayram Fatma Zehra, Menevse Esma. FErkek

infertilitesinde giincel semen biyobelirtegleri. Uludag Uni. Tip Fak. Derg.

2022:(48)1;121-130.

e Seflek Hatice Nur, Kalkan Serpil, Ciice Gokhan, Kiling Ibrahim, Sozen

Mehmet Enes. Effects of Nigella sativa oil on ovarian volume, oxidant
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systems, XIAP and NF-kB expression in an experimental model of diabetes.
Biotechnic & Histochemistry. 2019;94(5); 325-333. (Yiiksek lisans tezi)

e (iice Gokhan, S6zen Mehmet Enes, Cetinkaya Seda, Canbaz Halime Tuba,
Seflek Hatice Nur, Kalkan Sabiha Serpil (2015). Effects of Nigella sativa L.
seedoil on intima—-mediathickness and Bax and Caspase 3 expression in
diabetic rat aorta. Anatol J Cardiol.2015.6326.

e C(Ciice Gokhan, Seflek Hatice Nur, Cetinkaya Seda, Aktan Tahsin Murad,
Duman Sel¢uk, Yilmaz Mehmet Tugrul, Biiyiikmumcu Mustafa (2014).
Effects of Insulin on KidneyTissue in ExperimentalDiabetes. ISIMS.
2015;1(1):8-12.

Ulusal/Uluslararasi kongrelerde yayimlanan bildiriler:

e Effect of Black Cumin seed oil on intima-media thickness and Bax and
Caspase 3 expression in diabetic rat aorta. Gokhan Ciice, Mehmet Enes Sozen,
Seda Cetinkaya Karabekir, Halime Tuba Canbaz, Hatice Nur Seflek, Sabiha
Serpil Kalkan (30.04.2016), Place of Publication: International Participation
XI11. National Histology and Embryology Congress. National full text paper.

e Effects of Insulin on Kidney Tissue in Experimental Diabetes. Gokhan Ciice,
Hatice Nur Seflek, Seda Cetinkaya Karabekir, Tahsin Murad Aktan, Selguk
Duman, Mehmet Tugrul Yilmaz, Mustafa Biiylikmumcu (27.05.2014),
PublicationPlace: XII. National Histology and Embryology Congress. National
Summary statement.

e Effect of Nigella sativa oil on ovarian volume, occidan systems, XIAP and NF-
KB expression in experimental diabetes model. Hatice Nur Seflek, Sabiha
Serpil Kalkan, Gokhan Ciice, Ibrahim Kiling, Mehmet Enes Sozen
(30.04.2016), Place of Publication: XIII. National Histology and Embryology

Congress. National Summary statement.
Aldig: Sertifikalar:

e 01.06.2016-01.12.2016 Vehbi Ko¢ Vakfi Ozel Amerikan Hastanesi UYTE
Egitim Merkezi Embriyoloji Laboratuvar Sorumlusu Sertifikas1

e 12.07.2014- 08.02.2015 Necmettin Erbakan Universitesi Ahmet Kelesoglu
Egitim Fakiiltesi Pedagojik Formasyon Egitimi Sertifikasi
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08.04.2013-17.04.2013 Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi

Kombassan Arastirma Merkezi Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikas1
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9. EKLER
Ek1 Deney hayvanlari yerel etik kurul karari

T.C.
NECMETTIN EREAKAN UNIVERSITESI
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi Midtirligii

Karar Sayisi: 2022 - 036 Karar Tarihi: 06.07.2022
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karan

Mecmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiltesi Histoloji wve Embriyolaji ABD'den
Prof. Dr. 5. Serpil KALKAM we Hatice Mur SEFLEK’ in sundudu “Deneysel Hipotircidi
Olusturulan Erkek Ratlarda Koenzim Q10" un Spermatojenik Kbk Hiicrelere Etkisinin
immiinohistokimya Teknilkleri ile Belirlenmesi” bashkli tez projesi 11 Gyenin katimi ile
dederlendirildi.

Projede 4 grupta toplam 28 adet sican kullamlacad) ve anestezi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifive edilecedi bildirilmigtir.

Mecrmettin Erbakan Dniversitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesindeki ilgili maddelerde belirtilen baswuru
sahibinin sorumluluklan ve hayvan deneylen ile ilgili etik ilkeler sakh kalmak kosulu ile
projenin hazilanmasinda yénerge ilkelerine uyuldugu ve gahgmanin deneysel kismim
gerceklestirecek aragtirmacilann deney hayvanlar kullamm sertifikasina sahip oldugu dikkate
alinarak projenin hayvan kullanm etigi agsindan "Uygun” olduguna oybirligi ile karar
verilmistir,

Prof. Dr. Mehmet Tugrul YILMAZ

Baskan



