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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

Metabolik Sendromlu Si¢anlarda Vitamin D Uygulamasinin Testis Dokusu
Uzerine Etkileri

Tugce OZBILENLER

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Tibbi Biyoloji, Tezli Yiiksek Lisans Program

Damisman : Do¢. Dr. Fatma KAYA DAGISTANLI \

Bu ¢alismada metabolik sendromun erkek infertilitesi {izerindeki etkilerini aragtirmak ayrica vitamin D
uygulamasiin yiiksek yag ve yiiksek fruktoz iceren diyetin sebep oldugu testis hasarina, hiicre
proliferasyonuna ve apoptoz iizerine etkisini agiklamak igin 15 hafta siiresince % 17 yag ve %17 fruktoz
igeren Ozel yem ve %20’lik fruktozlu sudan olusan diyet uygulamasiyla bir metabolik sendrom modeli
olusturuldu. Calismaya 24 adet erkek Sprague Dawley sican dahil edildi. Diyet i¢erikleri ve vitamin D
uygulamasina bagl olarak Saglikli kontrol (SK), Metabolik Sendrom (MS), Metabolik Sendrom +
Vitamin D uygulanan (MSD) ve Saglikli Kontrol + Vitamin D uygulanan Grup (SKD) olmak iizere 4
farkli grup olusturuldu. Vitamin D uygulanan gruplara 12 hafta boyunca Vitamin D takviyesi (170
IU/hafta, oral) yapildi. Deney hayvanlar1 15.haftanin sonunda sakrifiye edilerek testis dokular1 alindi
vefikse edildikten sonra parafine gomiildii. Mikrotom yardimiyla 5 pm’luk kesitler alindi. Deney
stiresince giinliik yem ve su tiiketimleri 6l¢iildii, ayrica agirlik ve aglik kan glukoz dlgiimleri yapildi.
Testis doku kesitlerinin morfolojik incelemesi i¢in Hematoksilen-Eozin (HE) ve PAS (Periyodik asit—
Schiff) boyama yontemleri uygulandi. Ayrica Aromataz, StAR, 8-OHdG, Vitamin D reseptorii (VDR),
PCNA ve Aktif Kkaspaz-3 proteinlerine karst olusturulmus primer antikorlar kullanilarak
immiinohistokimya yontemi uygulandi. Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢cin TUNEL ve serumda
testosteron seviyelerinin belirlenmesi amaciyla ise ELISA yontemleri uygulandi. Tiim sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi.

MS grubundaki hayvanlarin giinliik kalori aliminin, agirlik ve aglik kan glukozu degerlerinin diger
gruplara kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptanirken vitamin D’nin olast metabolik
diizenleyici etkisiyle MSD grubunda kan glukozunun MS grubuna kiyasla diistiigii goriildii. Yapilan
morfolojik incelemede MS grubunda seminifer tiibiillerin diizensiz oldugu ve tiibiil ¢aplarinin diger
gruplara kiyasla azaldigi, seminifer epitelin germ hiicre kaybindan kaynakli olarak inceldigi ve bazal
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membranda kalinlagmalar meydana geldigi goriildii. Ayrica seminifer tiibiillerdeki spermatid hiicre
sayisinda ve limende bulunan sperm sayisinda diger gruplara kiyasla belirgin azalmalar oldugu
saptandi. Vitamin D tedavisi uygulanan MS (MSD) grupta ise testis morfolojisinin MS grubuna kiyasla
diizeldigi goriildi. Aromataz, 8-OHdG, Aktif kaspaz-3 ekspresyonlarinin ve TUNEL pozitif apoptotik
hiicre sayilarinin MS grubunda diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak arttigi; StAR, VDR ve PCNA
ekspresyonlarinin ve serum testosteron seviyelerinin ise azaldigi saptandi. Vitamin D tedavisi
uygulanan grupta ise bu sonuglarin saglikli kontrol gruplarina yaklastigi goriildii. Ayrica MS grubundaki
hayvanlarin giinliik kalori aliminin ve aglik kan glukozu degerlerinin diger gruplara kiyasla istatistiksel
olarak daha yiiksek oldugu ancak vitamin D’nin olast metabolik diizenleyici etkisiyle MSD grubunda
kan glukozunun MS grubuna kiyasla diistiigii goriildii.

Bu calismada yiiksek yag ve fruktoz i¢eren diyet ile olusturulan metabolik sendromun testis yapisini
bozarak erkek infertilitesinin gelisimine katki sagladigi ve vitamin D uygulamasinin bu hasar diizelttigi

sonucuna varildi.

Temmuz 2023,

130. sayfa.

Anahtar kelimeler: Metabolik sendrom, infertilite, vitamin D, aromataz |
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

EFFECTS of VITAMIN D ADMINSTRATION on TESTIiCULAR TiSSUE in
METABOLIC SYNDROME RATS

Tugce OZBILENLER

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology

Medical Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Fatma KAYA DAGISTANLI

In this study, in order to investigate the effects of metabolic syndrome on male infertility and to explain
the effect of vitamin D administration on testicular damage, cell proliferation and apoptosis induced by
high fat and high fructose diet, we created a metabolic syndrome model with a special diet containing
17% fat and 17% fructose and a diet consisting of 20% fructose water for 15 weeks. Twenty-four male
Sprague-Dawley rats were included in the study. Depending on the dietary contents and vitamin D
administration, 4 different groups were formed as Healthy Control (SC), Metabolic Syndrome (MS),
Metabolic Syndrome + Vitamin D (MSD) and Healthy Control + Vitamin D (HCV) groups. Vitamin D
supplementation (170 1U/week, orally) was administered to the Vitamin D treated groups for 12 weeks.
The experimental animals were sacrificed at the end of the 15th week and testicular tissues were
removed. Testicular tissue samples obtained at the end of the study were fixed with 10% buffered neutral
formalin and embedded in paraffin. 5 um sections were taken with the help of a microtome. During the
experiment, daily feed and water consumption were measured, and weight and fasting blood glucose
were measured. Hematoxylin-Eosin (HE) and PAS (Periodic acid-Schiff) staining methods were used
for morphologic examination of testicular tissue sections. In addition, immiinohistochemistry was
performed using primary antibodies raised against aromatase, StAR, 8-OHdG, Vitamin D receptor
(VDR), PCNA and activated caspase-3 proteins. TUNEL and ELISA methods were used to determine
apoptotic cells and testosterone levels in serum, respectively. All results were evaluated statistically.It
was found that the daily caloric intake, weight and fasting blood glucose values of the animals in the
MS group were statistically higher compared to the other groups, while blood glucose decreased in the
MSD group compared to the MS group due to the possible metabolic regulatory effect of vitamin D.
Morphologic examination revealed that seminiferous tubules were irregular and tubule diameters were
decreased in the MS group compared to the other groups, seminiferous epithelium was thinned due to
germ cell loss and thickening of the basement membrane occurred. In addition, the number of spermatid
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cells in the seminiferous tubules and the number of spermatozoa in the lumen were significantly
decreased compared to the other groups. Testicular morphology improved in the vitamin D-treated MS
(MSD) group compared to the MS group. Aromatase, 8-OHdG, activated caspase-3 and TUNEL
expressions were statistically increased in the MS group, while StAR, VDR and PCNA expressions and
serum testosterone levels were statistically decreased. In this study, it was found that metabolic
syndrome induced by high fat and fructose diet contributed to the development of male infertility by
disrupting the testicular structure and vitamin D administration corrected this damage

July 2023, 130 pages.

Keywords: Metabolic syndrome, infertility, vitamin D, aromatase
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1. GIRIS

Metabolik Sendrom (MS), abdominal obezite, insiilin direnci, bozulmus aglik glukozu,
hipertansiyon ve dislipidemiyi igeren bir dizi metabolik bozuklugu kapsar. Insiilin direnci

baskin bir faktordiir, vaskiiler ve metabolik problemlerden sorumludur (Goel ve Popa, 2018).

MS, yaghh ve sekerli beslenme yani yliksek enerji alimi, hareketsiz yasam tarzi
sonucunda ortaya ¢ikan obezite ile tiim diinyada giderek artan bir halk sagligi sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Lanktree ve Hegele, 2013). Bati tarz1 diyet, enerji bakimindan yiiksek
gidalarin fazla miktarda tiiketimi ile karakterizedir. Doymus yaglarin ve fruktozun yiiksek
seviyeleri ile karakterize olan Bat1 tarz1 diyetin tiiketimi, metabolik hastaliklarin gelisimine
sebep olabilmektedir (Crescenzo ve dig., 2014). Doymus yaglar ve yiiksek fruktozlu misir
surubunu da iceren enerji bakimindan yiiksek olan gidalarin tiiketimi insiilin duyarsizligi,
dolasimdaki yiiksek trigliseritler ve artan viicut yagindan dolay1 kilo alimi ile karakterize edilen
MS gelismesine neden olmaktadir (Zaki ve dig., 2018). Yag bakimindan zengin diyetle uzun
siireli beslenmenin o6zellikle yetiskin ve hareketsiz insanlarda obezite, insiilin direnci,
karacigerde lipid birikimine ve mitokondriyal diizensizligin baglamasina neden oldugu

bilinmektedir (Crescenzo ve dig., 2014).

Infertilite, diinya ¢apinda ciftlerin yaklasik %15’ini etkileyen énemli bir sorundur.
Vakalarin %50’sinde erkek faktorii rol oynamaktadir. Sperm sayisindaki azalma, sperm DNA
hasaridaki artigin yani sira uzun siireli epigenetik degisikliklerin altinda yatan bir neden olarak

paternal obezite karsimiza ¢ikmaktadir (Pearce ve dig., 2019; Erdemir ve dig., 2012).

Tiim steroid hormonlar diyetle alinan veya asetil CoA'dan de novo sentezlenen oncii
kolesterolden sentezlenmektedir. Bu hormonlarinin iiretimi, cogunlugu sitokrom P450 (CYP)
sliper ailesine ait enzimler tarafindan diizenlenir. Steroid hormonlar, bagisiklik sistemi, protein
ve karbonhidrat metabolizmasi, lireme sistemi ve cinsel Ozelliklerin gelisimi gibi ¢esitli
fizyolojik yanitlarda gorev almaktadir (Lundqvist, 2014). Testosteron, esas olarak Leydig
hiicrelerinde iiretilir ve erkeklerdeki dolasimdaki ana androjen olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Erkeklerde dolasimdaki testosteronun yaklasik olarak %95'inden fazlasi testislerde iiretilirken,
cok az miktarda da olsa adrenal korteks ve periferik organlarda oncii steroidlerin

doniistiiriilmesiyle de tiretimi bulunmaktadir (Fliick ve Pandey, 2017).



Androjenler, erkek cinsiyet organlariin ve sekonder esey 6zelliklerinin gelisiminden
ve korunmasindan sorumludur. Ergenlik doneminde testosteron, beynin maskiilinizasyonunda,
erkek cinsel davranisinin gelisiminde, spermatogenezin baglatilmasinda, desteklenmesinde ve
kemik biiylimesi gibi olaylarda rol almaktadir. Erkeklerde 30'lu yaglardan itibaren testosteron
tiretiminin yilda %1 oraninda azaldig1 bilinmektedir. Obezite, diyabet ve kanser tedavilerinin
serum testosteron seviyelerindeki bu diisilisii siddetlendirerek ge¢ baslangicli hipogonadizmin

gelismesine yol actig1 da bilinmektedir (Martin ve dig., 2020).

Testosteronun  kolesterolden  biyosentezi, bir dizi enzimatik reaksiyon ile
gerceklesmektedir. Leydig hiicresi testosteron iiretimi i¢in 6zellesmistir ve LH tarafindan
uyarildiginda, Leydig hiicresi steroid iiretimini artirmaktadir. Ik adimda, kolesterol molekiilleri
steroidojenik akut diizenleyici protein (STAR) tarafindan i¢ mitokondriyal membrana taginir ve
ardindan bir dizi enzimatik reaksiyon gecirir. i¢ mitokondriyal membranda, CYP11A1
(P450scc) enzimi yardimi ile pregnenolona doniistlirir. Bir dizi sentez basamagi sonucu
testosteron sentezlenir ve sentezlendikten sonra Leydig hiicre membranindan pasif difiizyonla

interstisiyel alana geger (Fliick ve Pandey, 2017).

Erkek fertilitesinin yeterince yiiksek kalitede spermatozoa miktarina bagli oldugu
bilinmektedir. Insanlar da dahil olmak iizere memeliler iizerinde yapilan caligmalar asiri
kilonun ve fazla yaglanmanin sperm konsantrasyonunu, meni hacmini, akrozom reaksiyonunu
ve sperm motilitesini etkiledigini ve bu durumun gebelik basarisinin azalmasina yani
infertiliteye yol agtigin1 gostermektedir (Verderame ve dig., 2018). Obezite ve erkek infertilitesi
arasindaki iligkiyi agiklamak i¢in ¢esitli mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir. Bu mekanizmada
testosteronun aromatizasyonu dstrojen sentezindeki dnemli bir basamaktir ve aromataz enzim

sistemi tarafindan katalize edilmektedir (Erdemir ve dig., 2012).

Aromataz enzimi, sitokrom p450 enzim kompleksine ait (CYP19A1) 19 karbonlu
androjenlerin 18 karbonlu dstrojenlere doniisiimii sirasinda birbirini izleyen ii¢ hidroksilasyon
basamagini katalizleyen bir enzimdir (Lin ve dig., 2006). Steroidogenez, steroidogenik akut
diizenleyici protein aracilig ile sitozolik kolesteroliin mitokondriye girisiyle baglar. Sonrasinda
kolesteroliin aktif dstrojen olan dstradiole doniisiimiinde farkli enzimler rol oynar ve aromataz

bu doniisiimdeki son basamagi katalizler (Fliick ve Pandey, 2017).

Cohen’in  (1999) sunmus oldugu hipogonadal-obezite dongii hipotezine gore;

testosteron trigliseritleri serbest yag asitlerine parcalayan enzim olan adiposit lipoprotein lipaz



aktivitesini inhibe etmektedir. Diisiik testosteron seviyeleri ise merkezi obezite ve karin igi yag
birikiminin gelisimine neden olmaktadir. Bu hipotezde, yliksek aromataz enzimi aktivitesinden
kaynaklanan diisiik testosteronun adipositlerin yag birikimini artirdigi ve kademeli olarak
testosteron seviyelerini daha da distirdiigii gériilmiistiir (Goel ve Popa, 2018). Testosteronun
Ostradiole doniisiimiinii katalizleyen aromataz enzimi periferik yag dokusunda yiiksek oranda
eksprese edilmektedir. Obez erkeklerde Ostrojenlerdeki artisin, yag dokusundaki artmis
aromataz aktivitesiyle birlikte artan testosteron doniisiimiine bagli oldugu diistiniilmektedir. Bu
periferik doniisiim ise testosteron diizeylerinin azalmasina ve Ostradiol diizeylerinin artisina
sebep olmaktadir (Arslan ve Akdevelioglu, 2018). Artan Ostradiol diizeyleri ise HPG
(hipotalamik-hipofiz-gonadal eksen) eksenini inhibe ederek Hipogonadizme neden olmaktadir.
Gonadotropinlerin azalmasi ise testosteron iiretiminin uyarilmasinda azalmalara sebep olur ve
sonug olarak obezitede diisiik testosteron seviyeleri goriilmektedir. Obeziteyle birlikte artan
serbest yag asidi birikimi ise insiilin direncine sebep olmaktadir. Olusan hiperinsiilinemik
durum ise, leydig hiicrelerinden sentezlenen testosteron miktarinin daha fazla azalmasina sebep

olmaktadir (Goel ve Popa, 2018).

Vitamin D3, genel olarak kalsiyum ve fosfor homeostazininin korunmasi ve
diizenlemesinde gorevlidir. Mineral metabolizmasi tizerindeki etkilerinin yani sira vitamin D3,
erkek ve disi lireme siireglerinin diizenlenmesinde gorevli endokrin hormon olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Blomberg, 2012; Kinuta ve dig., 2000). Vitamin D, bazi1 biyolojik fonksiyonlarini
vitamin D reseptorii (VDR) araciligi ile gergeklestirmektedir (Prosser ve Jones, 2004). VDR
erkek iireme sistemini doseyen epitel hiicrelerinde, spermatozoada, leydig hiicrelerinde, germ

hiicrelerinde ve sertoli hiicrelerinde bulunmaktadir (Blomberg ve dig., 2010).

Aktif vitamin D lokal regililasyonunun spermatogenezis ve sperm fonksiyonlari igin
olduk¢a 6nemli olabilecegi ileri siirtilmiistiir. Spermde VDR 6zellikle motilitenin saglandigi
boyun bolgesinde yogun olarak bulunmaktadir ve bu durum ise sperm motilitesinde vitamin
D’nin 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir. Ayrica vitamin D akrozom reaksiyonlarinin
gerceklesmesinde de oldukga Snemlidir. Tiim bu veriler erkek iiremesinde vitamin D ve

VDR ’nin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (Goel ve Popa, 2018).

Yapilan ¢alismalarda vitamin D eksikligi ile androjen seviyesinin diisiikliigii arasinda
korelasyon goriilmiis ve vitamin D eksikliginde takviyesinin yapilmasindan sonra testosteron
seviyesinde diizelmeler oldugu gorilmistir (Yilmaz ve Seven, 2021). Yapilan tim bu

caligmalara gore vitamin D’nin spermatogenezde oldukca dnemli oldugu her ne kadar bilinse



de spermatogenezde testisdeki rolii tam olarak bilinmemektedir. Ayrica VDR’nin testisteki

dagilimi da heniiz net olarak bilinmemektedir (Zanatta ve dig., 2011).

la,25-dihydroxy vitamin D3 erkek liremesinde oldukg¢a 6nemli etkilere sahip olmasinin
yant sira aromatazin gen ekspresyonunu doku spesifik olarak degistirdigi bilinmektedir
(Lundgvist, 2014). Vitamin D, aromataz ekspresyonunun diizenleyicisidir fakat gesitli
dokularda farkli promotérlerin aktivitesi nedeniyle dokuya 6zgiidiir (Blomberg, 2012). Yapilan
caligmalarda 10,25-dihydroxy vitamin D3’{in plasental hiicrelerde, prostat hiicrelerinde ve
osteoblastlarda aromataz aktivitesini degistirdigi gosterilmistir. Ayrica meme kanseri hiicre
soylarinda vitamin D tedavisi aromataz gen ekspresyonunu azaltirken, ayni tedavinin
osteosarkoma hiicre soyunda aromataz gen ekspresyonunu artirdigi goriilmiistiir. 1a,25-
Dihidroksivitamin D3'in bu nedenle doku secici bir aromataz modiilatorii oldugu one

stirilmistiir (Fliick ve Pandey, 2017).

Obezite ile ilgili diger olas1 mekanizma ise oksidatif strestir. Yapilan bazi1 ¢caligmalarda
obezite olgularinda metabolik sendromun veya hiperlipidemi gibi bilesenlerinden birinin
oksidatif strese neden olabilecegi gosterilmistir. Oksidatif stres, yaygin olarak reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olarak bilinen oksijen ve oksijen tiirevli oksidanlarin neden oldugu artan hiicresel
hasar orani ile iliskilidir. ROS’un ana hedefi ise membran lipidleridir ve lipid peroksidasyonuna

sebep olmaktadir (Erdemir ve dig., 2011).

Erkek treme sagligiyla ilgili yapilan birgok calismada oksidatif stresin sperm
motilitesinde ve sperm-oosit etkilesimindeki bozulmayla birlikte sperm membran
peroksidasyonuna sebep oldugu ortaya konulmustur. Bunun sebebinin ise testis dokularinin ve
spermlerin ROS’a ve lipid peroksidasyonuna karsi cok duyarli oldugundan kaynaklandigi 6ne
striilmektedir. Testis dokularinin oksidasyona duyarliligi ise sperm membraninin oldukca
zengin ¢oklu doymamis yag asidi icerigine baglanmistir (Erdemir ve dig., 2011). Adiposit
inflamasyonu ve oksidatif stres obezite ile ilgili komplikasyonlarin gelisiminde oldukca 6nemli
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sperm DNA’s1 da yiiksek yagl diyetin neden oldugu oksidatif
strese karst oldukca hassastir ve bu durum ise DNA fragmantasyonunun artmasina ve

sonucunda da infertiliteye yol agmaktadir (Verderame ve dig., 2018).

8-Hidroksi-2-deoksi-guanozin(8-OHdG), DNA’daki oksidatif hasarin bir yan triini
olarak bilinmektedir. Deoksiguanozinin oksidasyonuyla iiretilen DNA baz modifikasyonunun

bir Uiriinii olan 8-OHdG, oksidatif DNA hasarmin en duyarli ve kullanigh belirteci olarak



karsimiza ¢ikmaktadir (Butkowski ve dig., 2016). DNA hasart ile 7,8-dihidro-8-oksoguanin(8-
0kso-Gua) olusur. DNA’daki 8-0kso-Gua mutajenik oldugu i¢in baz ekzisyon onarim
mekanizmasiyla elimine edilir ve bu siiregte 8-OHAG iiretilir. Bu nedenle 8-OHdG, c¢esitli
hastaliklarda oksidatif hasarin biyobelirteci olarak siklikla kullanilir, idrar veya kanda

kolaylikla dlgiilebilir (Butkowski ve dig., 2016; Korkmaz ve dig., 2018).

ROS'un olusumu ve birikmesi DNA'da oksidatif hasara yol acabilmektedir. Bu durum
ise DNA ve protein ile ilgili patolojileri beraberinde getirebilmektedir. Bu nedenle, 8-OHDG
seviyelerindeki degisikliklerin biyolojik 6nemi, ¢ok cesitli hastaliklarda incelenmistir. Yapilan
calismalarda inflamatuar bagirsak hastaligi ve Tip 2 diyabet i¢in inflamasyonda oksidatif
hasarin uyarici bir rolii oldugu gosterilmistir. Ayrica, oksidatif hasar yaslanmada aktif bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle, 8-OHdG yapilan bazi ¢aligmalarda yasa bagli hasar birikiminin
potansiyel bir belirteci olarak arastirilmistir (Korkmaz ve dig., 2018). Tiim bu veriler goz 6niine
alindiginda biz de bu ¢alismamizda, metabolik sendrom sonucu olusan oksidatif stres ile birlikte

ortaya ¢cikan DNA hasarini gostermek i¢in 8-OHdG ekspresyonunu gostermeyi amacladik.

Testisteki germ hiicrelerinin dinamikleri ise, hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki
dengeyle diizenlenmektedir. Yapilan calismalarda yasa bagli proliferasyon ve apoptoz
dengesizliginin erkek kisirligina yol agtifi gosterilmistir. Apoptoz, ilerleyen yasla birlikte
artmaktadir ve bu artis ise testis fonksiyonlarinin azalmasina neden olmaktadir. Vitamin D3
tedavisinin, yasli hayvanlarin testislerindeki apoptozu azaltirken, germ hiicre proliferasyonunu
arttig1 yapilan bazi ¢aligmalarda goriilmiistiir. Yaslanmayla birlikte D vitamini sentezinin
azalmast veya eksikliginin erkeklerde semen Kkalitesinin bozulmasina neden oldugu
bilinmektedir. Yapilan bir calismada D vitamini eksikliginin testikiiler germ hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek testis gelisimini ve spermatogenezi bozdugu gosterilmistir

(Jeremy ve dig., 2019).

Tiim bu verilerden yola ¢ikarak bizde yliksek yagl ve yiiksek fruktozlu diyet ile
metabolik sendrom modeli olusturulan sigcanlarda, vitamin D uygulamasinin testis dokusunun
morfolojisi ve steroidogenez iizerine olan etkilerini inceleyecegiz. Ayrica bu siganlara vitamin
D uygulamasinin testis dokusunda hiicre proliferasyonu ve apoptoz iizerine etkisine agiklik

getirmeyi de amaglamaktay1z.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. TESTIiS ANATOMISI

Erkek iireme sistemi testislerden, genital bosaltim kanallarindan, vezikiila seminalis, prostat ve
bulboiiretral bezlerin de dahil oldugu aksesuar cinsiyet bezlerinden ve penisten olusmaktadir
(Ross ve Pawlina, 2010; Kalthur ve Kalthur, 2016). Erkek iireme sisteminin temel olarak iki
ana islevi bulunmaktadir. Bunlar spermatozoa olarak bilinen erkek gamet hiicrelerinin iiretimi
ve erkek gamet hiicrelerinin disi iireme sistemine iletilmesidir (Kalthur ve Kalthur ,2016).
Yetigkin bir erkegin 4-5 cm uzunlugunda, 3 cm genisliginde ve 2.5 cm kalinliginda, her biri

yaklasik 10-15 gr agirliginda olan bir ¢ift testisi bulunmaktadir (Johnson, 2012).

Testislerin esas olarak iki ana islevi bulunmaktadir: Olgun spermatozoa (spermatogenez) ve
testosteron (steroidogenez) gibi erkek cinsiyet hormonlarinin iiretimidir (Steger ve Weidner,
2011). Testisler, spermatozoa ve androjenik hormonlar irettikleri i¢cin ekzokrin ve endokrin
sistemlerinin bir pargasi halindedir (Steger ve Weidner,2011). Ayrica her iki testis fonksiyonu

da hipotalamik-hipofiz ekseninin kontrolii altindadir (Clement ve Giuliano, 2015).

Her bir testis anterior abdominal duvarin tabakalariyla devamlilik gdsteren ve skrotumun
igerisine uzanan uzun bir muskulofasiyal kesenin ucunda asil1 halde bulunur (Ross ve Pawlina,
2010). Gelisimin ilk asamasinda testisler abdomenin posterior duvarinda gelisirler ve daha
sonra ise skrotum kesesinin i¢ine yerlesirler (Ross ve Pawlina, 2010; Steger ve Weidner, 2011).
Kadinlarda labia majora ile homolog olan skrotum, 36.7°C'nin {izerindeki sicakliklar sperm
sayisina zarar verdiginden, testisi yaklasik 34.4°C’de tutar (Steger ve Weidner, 2011). Bu diistik
sicaklik spermatogenezin gerceklesmesi i¢in gereklidir. Eger testisler daha yiiksek sicaklikta

tutulursa ya da skrotuma inemezlerse sperm iiretimi ger¢eklesmez (Ross ve Pawlina, 2010).



2.2. TESTIiS HISTOLOJiSI

Testis, li¢ tabakal1 bir kapsiil ile ¢cevrelenmektedir. Sirasiyla en dista mezotelyal hiicrelerden
olusan tunika vaginalis, orta kisimda kollajen ve diiz kas hiicreleri iceren kalin ve siki bag
dokusu yapisinda olan tunika albuginea ve i¢ kisim ise gevsek bir bag dokusuna gomiilii kan
damarlarin1 igeren tunika vaskiilozadan olusmaktadir (Creasy ve Chapin ,2013). Tunika
albugenia testisin posterior yiizeyi boyunca mediastinum testisi olusturmak iizere kalinlasir.
Kan damarlari, lenf damarlar1 ve genital bosaltim kanallar1 testise giris ve c¢ikista
mediastinumun i¢inden gegerler (Ross ve Pawlina, 2010; Kalthur ve Kalthur, 2016). Her bir
testis kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar tarafindan 250-300 Iobiile
boliinmiistiir. Her bir lobiil, sayis1 1-4 arasinda degisen yiiksek derecede kivrimli seminifer
tiibiilleri ve Leydig hiicrelerini icermektedir. Genel olarak, insan testisi yaklasik olarak 600
seminifer tiibiil icermektedir (Weinbauer ve dig. ,2010). Seminifer tiibiillerin ¢ap1 ise 180-200
mm arasinda degiskenlik gostermektedir (Steger ve Weidner, 2011).

Seminifer tiibiiller, tunika propria tarafindan ¢evrelenmis bir seminifer epitelden meydana
gelmektedirler. Seminifer epitel iki temel hiicre populasyonundan olusan kompleks, ¢ok katl
bir epiteldir. Destek hiicreleri olarak bilinen Sertoli hiicreleri ve olgun sperme farklilagacak olan
Spermatogenik hiicreler epiteli olusturan hiicrelerdir (Ross ve Pawlina, 2010). Tibiiller
arasinda ise spermatogenezi ve sperm {lretimini uyaran erkek cinsiyet hormonu olan

testosteronu tireten Leydig hiicreleri bulunmaktadir (Steger ve Weidner, 2011).

Spermatogenez (spermatozoa iiretimi) ve steroidogenez (testosteron iiretimi) morfolojik
ve fonksiyonel olarak birbirinden ayirt edilebilen iki bolmede gergeklesir. Spermatogenez
seminifer tiiblillerde (tiibiilar kompartman), steroidogenez ise seminifer tiibiiller arasindaki

interstisyel bolmede (interstisyal kompartman) gergeklesmektedir (Weinbauer ve dig., 2010).
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Sekil 2.1: Testis enine kesiti (Clement ve Giuliano, 2015).

Interstisyal Kompartman’in en 6nemli hiicreleri Leydig hiicreleridir. Bu hiicreler
testikiiler testosteronun ve insiilin benzeri faktor 3'iin (INSL3) kaynagidir. Interstisyel bolme
ayrica bagisiklik hiicreleri, kan ve lenf damarlari, sinirler, fibroblastlar ve gevsek bag dokusunu
icerir. Deney hayvanlarinda interstisyal bolme toplam testis hacminin yaklagik olarak %2,6' sin1
olustururken, insan testislerinde bu oran ise yaklasik olarak %12-15 arasinda degiskenlik

gostermektedir (Weinbauer ve dig., 2010).

Leydig Hiicreleri ilk olarak 1850'de Franz Leydig (1821-1908) tarafindan
tanimlanmistir (Ge ve Hardy, 2007). Leydig hiicreleri biiyiik, poligonal, eozinifilik hiicrelerdir
ve tipik olarak lipid damlaciklari igerirler (Ross ve Pawlina, 2010). Leydig hiicreleri androjen
steroid tiretiminin ¢gogundan sorumludur (Kaler ve Neaves, 1978). Bu hiicreler erkek fetusun
erken farklilasmasinda aktiftir ve bu donemdeki testosteronun salgilanmasi embriyonik gelisim,
cinsel olgunlasma ve tireme fonksiyonu i¢in gereklidir. Leydig hiicreleri fetal hayatin yaklasik
5. aymndan baglayarak inaktif olduklar1 bir periyoda girerler. Puberte doneminde ise
gonadotropik stimiilasyonla birlikte yeniden androjen salgilayan hiicreler olurlar ve yasam
boyunca aktif kalirlar (Ross ve Pawlina, 2010). Bu hiicrelerinin fonksiyonu ise, hipofiz
hormonlari, seminifer tiibiillerdeki hiicreler tarafindan salgilanan parakrin faktorleri ve

otoregiilasyon faktorleri tarafindan diizenlenmektedir (Costabile, 2013).

Leydig hiicrelerinin yani sira, interstisyel bdlme ayrica makrofajlar ve lenfositler gibi
bagisiklik sistemine ait hiicreleri de icermektedir (Weinbauer ve dig., 2010). Makrofajlarin
Leydig hiicrelerinin islevini, 6zellikle proliferasyonlarini, farklilasmalarini ve steroid iiretimini,

sitokinlerin salgilanmasi yoluyla etkiledigi tahmin edilmektedir (Hales, 2007).



Tibillar Kompartman ise toplam testis hacminin yaklagik olarak %60-80'ini
olusturmaktadir. Spermatogenez, tiibiiler boliimde (seminifer tiibiillerde) gerceklesmektedir.
Bu kompartman germ hiicrelerini (spermatogonyumlar, primer spermatosit, sekonder

spermatosit ve spermatid), peritiibiiler hiicreleri ve Sertoli hiicrelerini i¢erir (Weinbauer ve dig.,

2010).

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde bulunan destek hiicreleridir (Griswold, 1998;
Kalthur ve Kalthur, 2016). Adimni, bu hiicreleri 1865'te ilk kez tanimlayan Italyan bilim adami
Enrico Sertoli'den (1842-1910) almistir (Weinbauer ve dig., 2010). Germinal epitel hacminin
yaklagik %35-40" Sertoli hiicrelerinden olusmaktadir (Weinbauer ve dig., 2010). Bu hiicreler
komsu spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve onlarin arasindaki bosluklar1 dolduran yaygin
apikal ve lateral uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir (Ross ve Pawlina, 2010). Bu hiicreler
germinal epitel i¢inde yer alan somatik hiicrelerdir ve yetiskinlikte bu hiicreler mitotik olarak

inaktif halde bulunur (Weinbauer ve dig., 2010).

Sertoli hiicresinin, germ hiicrelerinin olgunlagmasini kolaylastiran pek ¢ok farkli islevi
bulunmaktadir. ilk olarak, germ hiicrelerinin iizerinde gelistigi ve tiibiil liimenine dogru gog
ettigi fiziksel iskele gorevi goriirler (Costabile, 2013). Seminifer tiibiilii bazal ve adluminal
bolmeye ayiran kan-testis bariyerini olusturmak ic¢in bu hiicreler siki baglantilarla (tight
junction) birbirine baglanirlar (Griswold,1998; Costabile, 2013) ve germ hiicre olgunlagsmasi
icin gerekli olan mikro ortami yaratirlar (Costabile, 2013). Ayrica sertoli hiicreleri, testosterona
baglanan ve testosteronu konsantre eden testis sivisi ve androjen baglayici protein de iiretirler
(Griswold 1998; Kalthur ve Kalthur, 2016). Bu ayirt edici islevler ayni zamanda fagositoz, sivi
salgilanmas1 ve g¢esitli molekiillerin tiretimini de kapsamaktadir (Costabile, 2013). Bu
hiicrelerinin bir diger 6nemli islevi de eriskinde son testis hacminden ve sperm iiretiminden

sorumlu olmalaridir (Weinbauer ve dig. 2010).

Seminifer tiibiiller, bir bazal membran, kollajen tabakasi ve peritiibiiler hiicrelerden
olusan bir lamina propria ile kaplidir. Bu hiicreler tiibiiliin etrafinda katmanlasir ve kolajen
katmanlariyla ayrilan esmerkezli katmanlar1 olusturur (Weinbauer ve dig., 2010). Peritiibiiler
hiicreler, desmin, gelsolin, aktin ve miyozin gibi hiicresel kasilma ile ilgili ¢esitli faktorleri

tiretirler (Holstein ve dig., 1996; Weinbauer ve dig.,2010).
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Sekil 2.2: Testis histolojik gosterimi (di Fiore,1981).

Veniller

2.3. SPERMATOGENEZ

Spermatogenez, spermatogonyumdan sperm gelisim siirecidir. Puberteden kisa bir siire 6nce
pitiiiter gonadotropinlerin seviyelerinin artmasinin etkisi ile baglar ve yagsam boyunca devam
eder (Ross ve Pawlina,2010). Spermatogenez, seminifer epitel i¢inde meydana gelen, tamamen
farklilasmig haploid ve hareketli spermlerin gelisimi ile sonuglanan hiicre farklilagmasi

stirecidir (Clermont, 1972; Costabile, 2013, Steger ve Weidner, 2011).

Spermatogenez 3 faza ayrilmaktadir: Spermatogonyal fazda spermatogonyumlar mitoz ile
boliinerek kendi yerlerine gececek hiicreleri olustururken, primer spermatositlere farklilasacak
olan spermatogonyumlarida olustururlar (Ross ve Pawlina, 2010). Olgunlasmamig germ
hiicreleri olan spermatogonyumlar, seminifer tiibiiliin bazal membrani boyunca konumlanmistir
(Clermont, 1972; Costabile, 2013; Kalthur ve Kalthur, 2016; Rooij ve Russell, 2000). Niikleer
boyutlarina ve kromatin yapilarina gore koyu A tipi (Ad), soluk A tipi (Ap) ve B tipi hiicreler
olarak smiflandirilirlar (Kalthur ve Kalthur, 2016; Rooij ve Russell 2000; Costabile, 2013).
Androjenlerin kontrolii altindaki Ad hiicrelerinin mitotik olarak boliinmesiyle spermatogonial
hiicre popiilasyonu korunurken, Ap hiicrelerinin boliinmesiyle ise spermatogenik dongiiye

giren B tipi hiicrelerin onciilerini olusturdugu bilinmektedir (Kalthur ve Kalthur, 2016; Rooij
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ve Russell, 2000). Tip B spermatogonyumlarin mitotik boliinmesi ise primer spermatositleri

tiretir (Ross ve Pawlina, 2010).

Spermatosit fazinda (mayoz) primer spermatositler iki mayotik bdliinmeye ugrayarak
kromozom sayilarin1 ve DNA miktarlarini azaltirlar ve spermatid ad1 verilen haploid hiicreleri
olustururlar (Ross ve Pawlina, 2010). Birinci mayoz boliinme sirasinda, bir primer spermatosit,
iki sekonder spermatosit olugsmasina neden olurken, ikinci mayoz bolinmeyle birlikte iki
sekonder spermatositin her biri iki yuvarlak spermatid meydana getirir (Steger ve Weidner,
2011).

Spermiyogenez fazinda ise yuvarlak spermatidler artik boliinemez ve ¢ok sayida
morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik modifikasyona ugrayan olgun spermatozoalara
farklilasir (Steger ve Weidner, 2011). Spermatidler bu siirecte bir dizi sitoplazmik ve niikleer
degisiklige ugrarlar (Kalthur ve Kalthur, 2016; Rooij ve Russell, 2000). Niikleer kromatin
yogunlagmasi, akrozom gelisimi ve kamg¢1 olusumu haploid spermatidlerde ayni anda meydana
gelir (Steger ve Weidner, 2011). Spermatogenez, kok hiicrelerin béliinmesiyle baslar ve olgun

sperm olusumu ile sona ermektedir (Weinbauer ve dig., 2010).

Ikinci mayotik bdliinmenin sonucunda olusan her spermatid DNA igerigi olarak
haploiddir. Haploid spermatidler, olgun spermi olusturan bir farklilasma siirecine ugrarlar.
Olusan olgun sperm de haploid durumdadir ancak oositi fertilize ettigi zaman diploid durum
yeniden olusur (Ross ve Pawlina, 2010). Son olarak, islevsel olarak olgunlagsmis spermatozoa,
spermiasyon adi verilen bir siiregle seminifer tiibiil duvarindan liimene salinir (Kalthur ve

Kalthur, 2016; Rooij ve Russell, 2000).
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Sekil 2.3: Insan seminifer epitelinde bulunan germ hiicre tiplerinin sematik gdsterimi (Weinbauer ve
dig., 2010).

(A-koyu spermatogonyum, Ap: A-soluk spermatogonyum, PI: preleptoten spermatositler, L: leptoten
spermatositler, EP: erken pakiten spermatositleri, MP: orta pakiten spermatositleri, LP: ge¢ pakiten
spermatositleri, II: 2.mayotik boliinme, RB: residiiel cisim, Sal-Sd2: gelisimsel spermatid olgunlagsma asamalari)

2.4. STEROIDOGENEZ

Steroidogenez, kolesterolii steroid hormon iirlinlerine doniistiiren ¢ok adiml1 bir siiregtir.
Steroidogenez, lipit damlaciklarindan veya plazma membranindan kolesterol alimu,
kolesteroliin mitokondriye taginmasi, mitokondride pregnenolon olusumu ve pregnenolonun
diiz yiizlii endoplazmik retikulum tarafindan steroid {riinlerine doniistiiriilmesi adimlarindan
olusmaktadir (Aghazadeh ve dig., 2015).

Tiim steroid hormonlar, dort konjuge halkadan olusan siklopentanoperhidrofenantren
yapist icerirken, spesifik etkileri hidroksil, keto ve asil fonksiyonel gruplarinin kombinasyonu
ile belirlenmektedir. Steroid hormonlar, metabolizmamin siirdiiriilmesi, sicaklik ve su/tuz
homeostazi, inflamatuar yanit ve kas kasilmasi gibi bir¢ok fizyolojik siirecin diizenlenmesinde
yer almaktadir. Steroidogenez tropik hormonlar tarafindan tetiklenmektedir. Insanlarda steroid
tirevli hormonlar olan mineralokortikoidler  (deoksikortikosteron, aldosteron) ve
glukokortikoidler (kortikosteron, kortizol) adrenal kortekste sentezlenirken, seks hormonlari ise
erkeklerde testislerdeki Leydig hiicrelerinde, kadinlarda ise folikiil hiicrelerinde ve korpus

luteumda sentezlenmektedir (Tugaeva ve Sluchanko, 2019).



Steroidogenik dokularda yeterli seviyelerde steroid hormon sentezi saglamak igin,
substrat olarak kolesterol kaynagi gereklidir. Bu kolesteroliin kaynaklari, farkl: tiirler arasinda
ve hatta ayni tiir i¢indeki farkli steroidogenik dokular arasinda degiskenlik gosterebilmektedir.
Steroidogenik hiicreler, hiicre iginde de novo kolesterol biyosentezinden, lipoprotein tiirevli
kolesterol esterlerinden ve lipid damlaciklarinda depolanan kolesterol esterlerinin hidrolizinden
olmak iizere ii¢ farkli kaynaktan kolesterole erisebilmektedir (Stocco ve dig., 2006; Manna ve
dig., 2016).

Steroidogenik hiicreler, kolesterolii asetattan de novo sentezleyebilirler, ancak
kolesterol tedariklerinin ¢ogu diyetten tiiretilen diisiik yogunluklu lipoproteinlerden (LDL)
reseptor aracili endositoz yoluyla gelmektedir (Bremer ve Walter, 2014; Martin ve Touaibia,
2020; Miller ve Auchus, 2011). Steroidogenez i¢in kolesterol kaynagimin katkisi, hiicre tipine,
fizyolojik durumuna ve mevcudiyetine gére degismektedir. Normal fizyolojik kosullar altinda
Leydig hiicreleri esas olarak testosteron sentezi i¢in endojen kolesterol kullanmaktadir (Eacker
ve dig., 2008; Martin ve Touaibia, 2020)

Steroidogenez boyunca mitokondriyal zarda kolesterol tasinmasinda 6nemli rollere
sahip iki protein tanimlanmistir. Bu proteinler steroid iireten dokularin dig mitokondriyal
membranlarinda yiiksek seviyelerde bulunan ve yiiksek afiniteye sahip kolesterol baglayici
protein olan periferik tip benzodiazepin reseptorii (PBR) ile mitokondriyal sinyal dizisi tasiyan
ve kolesteroliin dis mitokondriyal membrandan i¢ mitokondriyal membrana transferinde
gorevli olan steroidogenik akut diizenleyici protein (StAR)’dir. PBR mitokondri dis zarinda
lokalizedir ve kolesteroliin mitokondriye girisi i¢in bir kap1 gorevi goriirken (Klaunig ve dig.,

2003), StAR ise kolesterol tasinmasini baslatict molekiiliidiir (Payne ve Hardy, 2007).

LDL reseptdr
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Du;/ﬁr?—\'\
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Sekil 2.4: : Hiicre igi kolesterol kullanimui (Walter ve Richard, 2011).

(LDL: diisiikk yogunluklu lipoprotein; SRB1: ¢opeii reseptor simif B tip 1; ACAT: asil-koenzim A: kolesterol asilstransferaz; HSL: hormona
duyarli lipaz; OMM: dis mitokondriyal membran; IMM: i¢ mitokondriyal membran; StAR: steroidogenik akut diizenleyici protein; StarD4:
StAR ile iliskili lipid transfer domain 4; P450scc: sitokrom P450 Yan Zincir Kirici Enzim.)
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Steroidogenezde bircok enzim dogrudan yer almaktadir ve bu gorevli enzimler
sitokrom P450 hem igeren proteinler ve hidroksisteroid dehidrogenazlar (HSD'ler) olmak iizere
iki sinifa ayrilmaktadir. Sitokrom P450 hem iceren proteinler; sitokrom P450 Yan Zincir Kirict
Enzim (P450scc; CYP11A1l), sitokrom P450 17a-hidroksilaz C17-C20 liyaz (P450c17;
CYP17) ve sitokrom P450 aromataz (P450arom; CYP19A1) enzimlerini i¢ermektedir.
Hidroksisteroid dehidrogenazlar ise 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz (33-HSD) ve 17p-
hidroksisteroid dehidrogenaz/ketosteroid rediiktaz (17B-HSD/KSR) enzimlerini igermektedir
(Payne ve Hardy, 2007; Bremer ve Miller, 2014).

2.4.1. Sitokrom P450 (CYP) Enzimleri

Steroidogenik enzimlerin birgogu, yaklasik 500 amino asit ve tek bir hem grubu igeren
bir grup oksidatif enzim i¢in genel bir terim olan sitokrom P450 enzim grubunun tiyeleridir. Bu
enzimler, indirgenmis hallerinde 15181 450 nm'de sogurduklari igin P450 olarak
adlandirilmaktadirlar (Bremer ve Miller, 2014; Miller ve Auchus, 2011)

Insan genomunda bu enzimleri kodlayan 57 adet Sitokrom P450 (CYP) geni
bulunmaktadir. Bu genlerden 7 tanesi mitokondriyi hedef alan ve "Tip 1" olarak adlandirilan
P450 enzimlerini kodlarken, diger 50’si ise endoplazmik retikulumu hedefleyen ve "Tip 2"
olarak adlandirilan P450 enzimlerini kodlar. Her bir P450 enzimi, genis bir oksidasyon dizisini
katalize ederek birden fazla substrati metabolize edebilmektedir (Chung ve dig., 1986; Miller
ve Auchus, 2011)

Bu iki tip P450 enzimi, hiicre i¢i konumlarinin yani sira NADPH’dan elektron alma
mekanizmalariyla da birbirinden biyokimyasal olarak ayirt edilebilmektedir. Tip 1 enzimler,
elektronlart NADPH'den ferredoksin rediiktaz ad1 verilen bir flavoprotein ve ferredoksin adi
verilen kiiciik bir demir-kiikiirt proteini yoluyla alirken, Tip 2 P450 enzimleri ise, P450
oksidorediiktaz (POR) olarak adlandirilan tek bir 2-flavin proteini araciligryla NADPH’den
elektronlari almaktadir (Chung, 1986; Miller ve Auchus, 2011).

Sitokrom P450 Yan Zincir Kiric1 Enzim (P450scc; CYP11A1), sitokrom P450 17a-
hidroksilaz C17-C20 liyaz (P450cl17; CYP17) ve sitokrom P450 aromataz (P450arom;
CYPI19A1) Sitokrom P450 hem igeren proteinler sinifina ait olan enzimlerdir (Kotula ve dig.,
2012).

Bu i¢ steroidogenik CYP'nin her biri, ¢ok adimli reaksiyonlar1 katalize etmektedir.

CYP11Al, ii¢ ardigik monooksijenasyon reaksiyonuyla, 22-hidroksilasyon, 20-hidroksilasyon
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ve C22-C20 bag kirilmasinda kolesteroliin pregnenolona doniisiimiinii katalize ederken,
(Pikuleva, 2006; Storbeck ve dig., 2007). CYP17A1 ise iki farkli androjen
dehidroepiandrosteron (DHEA) ve androstenedion iiretiminde iki farkli reaksiyonu katalize
eder (Miller, 2002; Nakajin ve dig., 1981). Dehidroepiandrosteron (DHEA) {iretimi sadece
CYP17ALl gerektirirken, androstenedion iiretimi ek olarak 3B-HSD enzim aktivitesini de
gerektirmektedir. CYP11A1 tarafindan iiretilen pregnenolon, CYP17A1 icin substrat gorevi
goriir ve hidroksilasyon reaksiyonuyla 170OH-pregnenolona doniistiiriiliir ve ardindan iki
asamali islem olan 17,20-liyaz reaksiyonu ile DHEA fdretilir. Diger androjen olan
androstenedion ise, CYP17Al tarafindan katalize edilen 17a-hidroksilasyon ve 17,20-liyaz
reaksiyonlariin ve 33-HSD tarafindan katalize edilen 33-dehidrojenasyon reaksiyonunun bir
kombinasyonu ile pregnenolondan veya progesterondan iiretilir. Aromataz (CYP19A1) enzimi
ise, omurgalilarda alt1 {iyeli bir halkayr aromatize edebilen tek enzim olmasi bakimindan
digerlerinden oldukca farklidir. CYP19A1, androstenedion, testosteron ve 16aOH-testosteron
androjen substratlarindan sirasiyla ti¢ farkli ostrojen olan Gstron, 17a-0stradiol ve 17,16a-

ostriol tiretiminde yer alir (Goldstone ve ark. 2016).

2.4.2. Hidroksisteroid Dehidrogenaz (HSD) Enzimleri

Molekiiler agirligi 35-45 kDa olan, hem grubu igermeyen ve kofaktor olarak Nikotin Adenin
Diniikleotid veya Nikotin Adenin Diniikleotid Fosfat (NADH/NAD veya NADPH/NADP)’a
ihtiyag duyan enzimlerdir (Miller ve Auchus, 2011). Hidroksisteroid dehidrogenazlar
(HSD'ler), steroid hormonlarinin biyosentezinde ve inaktivasyonunda onemli rollere sahip
enzimlerdir. Steroidogenik dokularda androjen, Gstrojen ve progesteron biyosentezindeki son
adimlarn katalize etmektedirler (Penning, 1997).

Bu enzimler yapilarina gore kisa zincirli dehidrogenaz/rediiktaz (SDR) ailesi ve aldo-
keto rediiktaz (AKR) ailesi olmak iizere iki gruba ayrilir (Miller ve Auchus, 2011; Auchus ve
Miller, 2016). SDR ailesi, 3B-HSD/ketosteroid izomeraz (33-HSD/KSI), 11B-HSD (11p-
Hidroksisteroid dehidrogenaz) ve 17B-HSD (17p-hidroksisteroid dehidrogenaz) enzimlerini
igerirken, 3a-HSD (3a-hidroksisteroid dehidrogenaz) ve 20a-HSD (20a-hidroksisteroid
dehidrogenaz) ise AKR ailesine ait enzimlerdir. 3B-HSD enzimi sirasiyla pregnenolon, 17a-
hidroksipregnenolon ve dehidroepiandrosteronun progesteron, 17a-hidroksiprogesteron ve
androstenediona donlistimiinii katalizler. 200-HSD'ler, progesteronun 200-

hidroksiprogesterona doniisiimiinii ve 178-HSD'ler ise 17B-hidroksil steroidler ile 17-
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ketoandrojenler ve Ostrojenler arasindaki karsilikli doniistimii katalize etmektedir (Ye ve dig.,
2014).

Steroidogenik Akut Diizenleyici Protein (StAR)

StAR, steroidogenik hiicrelerde bulunan, cAMP'ye yanit olarak 37kDa’lik
mitokondriyal sinyal dizisi igeren bir dncii proteinden sentezlenen ve ¢ok kisa yart dmre sahip
olan 30-kDa'lik bir fosfoproteindir (Payne ve Hardy, 2007)

Steroidogenezdeki ilk adim mitokondride ger¢eklesmektedir. StAR ise adrenal bezlerde
ve gonadlarda steroid sentezinin ilk asamasi i¢in gerekli olan kolesteroliin dis mitokondriyal
membrandan i¢ mitokondriyal membrana transferinde gorev almaktadir (Miller ve Auchus,
2011; Rajakumar ve Senthilkumaran, 2020).

Cesitli klasik (adrenal ve gonadal) ve klasik olmayan olmayan (glial ve deri) steroidogenik
dokularda StAR protein sentezi ve steroidlerin sentezi arasinda siki bir iliski oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir (Manna, 2009; Miller, 2011; Miller, 2013).

StAR, cogu metazoan organizmada bulunan StAR-iliskili lipid transfer (STAR-T)
domainine sahip protein ailesinin tanimlanan ilk iiyesidir. Insan genomu lipidleri baglamada ve
bunlarin hiicre i¢i transferine aracilik etmede rol oynadigi goriilen STAR-T domainine sahip
proteinlerin 15 adetini kodlamaktadir (Miller ve Auchus, 2011).

Yapilan c¢alismalarda, StAR ekspresyonunun transkripsiyonel veya translasyonel
inhibisyonu gerceklestiginde steroid sentezinde belirgin bir azalmanin oldugu ancak tamamen
ortadan kalkmadig1 goriilmiistiir. Bu durum, StAR'a ek olarak diger proteinlerin de kolesteroliin
mitokondriyal tasinmasinda etkili oldugunu gostermektedir (Manna ve dig., 2016).

Ancak StAR genindeki mutasyonlar sonucu, adrenal ve gonadal steroid sentezinin ciddi
sekilde bozulmasiyla karakterize, otozomal resesif bir hastalik olan lipoid konjenital adrenal
hiperplazi hastaligi gelismektedir (Andric ve dig., 2000; Payne ve Hardy, 2007). Bu hastalik
dogustan gelen steroid hormon biyosentezi hatasi ile karakterizedir. Bu durum ise yenidogan
bebegin  steroidleri neredeyse tamamen sentezleyememesine, glukokortikoid ve
mineralokortikoid eksikliklerinin bir sonucu olarak da dogumdan kisa bir siire sonra dliimiine

sebep olmaktadir (Manna ve dig., 2016).
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Sitokrom P450 Aromataz (P450arom; CYP19)

Aromataz (CYP19A1), tim omurgali tiirlerinde androjenlerden (C19 steroidler),
Ostrojenlerin (C18 steroidler) biyosentezinde 6nemli rol oynayan bir mikrozomal sitokrom
P450 enzimidir (Miller ve Auchus, 2011). Bu enzim, 15g21.1 kromozomu iizerinde bulunan
CYPI19A1 geninin triintidir (Bremer ve Miller, 2014; Miller ve Auchus, 2011) ve flavoprotein
NADPH-sitokrom P450 rediiktaz ile birlikte aromataz enzim kompleksini olusturur. (Stocco ve
Michael, 2006).

Sitokrom P450 gen ailesinin bir iiyesi olan aromataz yaklasik olarak 58 kDa
boyutundadir ve yiiksek oranda korunmus bir hem baglama bdlgesinin yani sira, bir substrat
baglama bolgesi de igermektedir (Stocco ve Michael, 2006). Diger steroidogenik enzimlerin
aksine, CYP19'u kodlayan sadece bir gen vardir (Terashima ve dig., 1991) ve bu Aromataz geni
9 coding ekzondan ve insan s6z konusu oldugunda ise dokuz ek noncoding ekzondan
olusmaktadir (Sebastian ve Bulun, 2001). Bu olduk¢a karmasik gen yapist dokuya 06zgii
promotorler ve farkli dokulardaki alternatif splicing mekanizmalar1 tarafindan
diizenlenmektedir (Means ve dig., 1989; Toda ve dig., 1990).

Aromataz enzim ekspresyonu, ovaryum ve testis gibi steroidogenik dokularda ve yag,
kemik, beyin gibi steroid sentezi yapmayan gesitli dokularda goriilmektedir (Miller ve Auchus,
2011). Testis, testosteronun yani sira ayni zamanda dstrojen kaynagidir. Bu steroid, aromatazin
etkisiyle testiste bulunan androjenlerden sentezlenebilmektedir (Stocco ve Michael, 2006).
Aromatazin testisteki ekspresyonu Leydig, Sertoli ve germ hiicreleri olmak {lizere c¢esitli
hiicrelerde meydana gelmektedir (Pierrepoint ve dig., 1966; Nitta ve dig., 1993). Bu
ekspresyonun ise c¢esitli hayvan tiirlerine ve bu tiirlerin yasina gore degistigi, ancak bir¢ok
eriskin memeli tiiriinde aromataz ekspresyonunun biiyiik kismimin Leydig hiicrelerinde
meydana geldigi bilinmektedir (Stocco ve Michael, 2006).

Aromatazin farkli gelisim asamalarinda énemli biyolojik etkileri vardir. Ornegin, fetal
kokenli plasentadaki aromataz ekspresyonu, anneyi gebelik sirasinda fetal adrenal
androjenlerin virilize edici etkilerinden korurken, ergenlik doneminde ise Ostrojene bagli meme
gelisiminde, uterus biiyiimesinde, kemik mineralizasyonunda ve lipid metabolizmasinin
diizenlenmesinde etkileri bulunmaktadir (Lin ve dig, 2007). Yapilan calismalarda aromataz
eksikligi olan erkeklerde uzun boy, gecikmis epifiz olgunlagmasi ve Ostrojen replasmani ile
hizla tersine gevrilen osteopeni goriilmiis, bu da epifiz olgunlasmasindan birincil olarak
testosteronun degil Gstrojenin sorumlu oldugunu gostermektedir (Miller ve Auchus 2011;
Bremer ve Miller, 2014).
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2.4.3. Testosteron Biyosentezi

Androjenler, erkek cinsiyet organlarinin ve ikincil cinsiyet Ozelliklerinin
gelistirilmesinden ve siirdiiriilmesinden sorumludur. Embriyonik doénemdeki testosteron,
epididimis, vas deferens ve seminal vezikiillerin olusumuna yol agan Wolff kanallarinin
gelisiminde yer alirken, ergenlikte ise erkek cinsel davranisin gelismesinde, spermatogenezin
baslatilmasi ve desteklenmesinde, kemik biiyiimesinde, dis genital organlarin olgunlagsmasinda
ve gonadotropinlerin salgilanmasinin diizenlenmesinde 6nemli rollere sahiptir (Wu, 1992;
Martin ve Touaibia, 2020).

Testikiilar steroid iiretiminin neredeyse tamami testisin interstisyel kompartimaninda
bulunan Leydig hiicrelerinde meydana gelirken, seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicreleri de az
miktarda da olsa pregnenolon sentezlemektedir (Ford ve dig, 1999; Stocco ve dig., 2006).
Leydig hiicrelerinde androstenedion ve dehidroepiandrosteron (DHEA) da iiretilmektedir,
ancak androjenisite seviyeleri testosteronunkinden ¢ok daha diisiiktiir (Martin ve Touaibia,
2020).

Eriskin testisinde Leydig hiicresinin testosteron iiretimi, periferik dolasima Luteinizan
hormonun hipofiz bezi tarafindan pulsatil sekresyonuna baglidir (Stocco ve dig., 2006, Wang
ve ark. 2017). Agirlikli olarak bir siklik adenozin monofosfat (cAMP) bagimli yolla hareket
eden Luteinizan hormonun (LH), Leydig hiicresi testosteron iiretimi tizerinde hem hizl1 (akut)
hem de uzun vadeli (trofik) etkileri bulunmaktadir (Kavlo ve dig., 2002; Catt ve dig., 1980).
On hipofiz gonadotroplarindan salman LH, kan dolasimi yoluyla testise ulasir ve Leydig
hiicrelerinin yiizeyindeki spesifik LH reseptorleri ile etkilesime girer (Stocco ve Michael,
2006). LH, Leydig hiicrelerinde bir plazma zari reseptoriine baglandiktan sonra, adenilat
siklazin aktivasyonu, artmis hiicre ici cAMP iiretimi ve proteinlerin, protein kinaz A aracilifiyla
cAMP'ye bagli fosforilasyonu meydana gelir. Ardindan steroidogenik akut diizenleyici protein
(StAR) ve periferik benzodiazepin reseptorii tarafindan kolesteroliin i¢ mitokondriyal
membrana translokasyonunu igeren bir sinyal kaskadi baslatilir (Payne ve Hardy, 2007; Amaral
ve dig., 2013).

Mitokondriye girdikten sonra kolesterol, sitokrom P450 yan zincir kirici enzimin
etkisiyle pregnenolona doniistiiriiliir (Amaral ve dig., 2013). Pregnenolon, mitokondriden diiz
yiizlii endoplazmik retikuluma hareket eder ve burada 33-hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi
etkisiyle progesterona doniistiiriiliir. Progesteron ise 17a-hidrosilaz ve C17-20 liyazi igeren iki

asamali bir islemle androstenediona doniistiiriilir. Daha sonra androstenedionun 17f-



19

hidroksisteroid dehidrogenaz tip III (17HSD3) enzimi etkisiyle testosterona doniisiimii
gerceklesir (Amaral ve dig., 2013; Payne ve Hardy, 2007).

LH
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Sekil 2.5: Leydig hiicre steroidogenezi (Amaral ve dig., 2013).

2.5. METABOLIK SENDROM (MS)

2.5.1. Tanim

Metabolik sendrom (MS), fazla enerji alimi, artan obezite ve hareketsiz yasam
aligkanliklarinin neden oldugu diinya ¢apinda giderek artan bir halk saglig1 sorunudur (Practice,
2019). MS, obezite, dislipidemi, insiilin direnci ve hipertansiyonu igeren bir dizi anormalligi

kapsar.

Metabolik sendromun kesfi, Kylin'in ilk kez hipertansiyon, hiperglisemi ve gut gibi
metabolik bozukluklarin bir kombinasyonunu tanimladig1 yirminci yiizyilin baslarina kadar
uzanmaktadir (Kylin, 1923). 1947 yilinda Vague yapmis oldugu bir ¢aligmada iist viicut
adipozitesi, hipertansiyon ve diyabet arasinda bir iliski oldugunu fark etmistir (Vague, 1947).
Vague’nin yapmis oldugu ¢alisma Haller ve Hanefeld 1975 yilinda MS terimini ortaya atmasina
ve onu diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi eszamanli risk faktorlerinin bir kombinasyonu

olarak tanimlamasina izin vermistir (Haller ve Hanefeld, 1975).

Metabolik sendrom, fiziksel hareketsizlik ve smirsiz miktarda yiiksek yagl gida
alimiyla karakterize edilen batililasmig yasam tarziyla baglantilidir (Bouchard, 1995; Han ve
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dig., 2014). Yapilan arastirmalara goére metabolik sendromun en sik agir1 besin alimi ve fiziksel
hareketsizlik ile karakterize edilen popiilasyonlarda ortaya ¢iktig1, ancak altta yatan metabolik

ve genetik etkenlerin de 6nemli oldugu bilinmektedir (Alberti ve dig., 2009; Grundy, 2016).

Diinya ¢apinda MS prevalansinin, bolgeye, kentsel veya kirsal ¢evreye, yas, cinsiyet ve
irk gibi ¢alisilan popiilasyonun bilesimine bagli olarak %10-84 arasinda degiskenlik gosterdigi
bilinmektedir (Desroches ve Lamarche, 2007; Kolovou ve dig., 2007). Uluslararas1 Diyabet
Federasyonu (IDF), diinyanin yetiskin niifusunun dortte birinin MS'ye sahip oldugunu tahmin
etmektedir (Practice., 2019).

Cameron ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismaya gore genetik altyapi, diyet, fiziksel
aktivite diizeyleri, sigara kullanim, ailede diyabet dykiisii ve egitim farkliliklar1 gibi faktorlerin
MS ve bilesenlerinin prevalansini etkiledigi sonucuna varilmistir. Ayrica MS prevalansinin
cinsiyete gore de degiskenlik gdsterdigi yapilan ¢alismalarda vurgulamistir. Diinyadaki MS
prevalansi erkeklerde %8-43 arasinda degiskenlik gdsterirken bu oranin kadinlarda ise %7-56

arasinda degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (Cameron ve dig. 2004).

2004 yilinda iilkemizde yapilan Tiirkiye Metabolik Sendrom Arastirmasi verilerine gore
20 yas ve lzeri erigkinlerdeki metabolik sendrom (MS) siklig1 %35 olarak bildirilmis ve bu
sikligin kadinlarda erkeklere oranla ¢cok daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu oran kadinlarda
% 41.1 olarak goriiliirken, erkeklerde ise % 28.8 oldugu saptanmaistir. 2010 yilinda yapilan 4057
bireyin dahil oldugu Metabolik Sendrom Dernegi Tiirkiye Saglik Calismas1 (PURE TURKIYE;
Prospective Urban Epidemiological Study) verilerine gore ise metabolik sendrom sikliginin
kadinlarda %43.5, erkeklerde ise %41.4 oldugu bildirilmistir. Ayrica yas artisinin, metabolik
sendrom sikliginin artisina sebep oldugunu da bildirmislerdir (Balkan, 2013). Kadinlarda MS
sikliginin daha yiiksek olmasinin sebebi ise abdominal obezitenin erkeklere kiyasla ¢ok daha
yiiksek olmasindan kaynaklidir. Tiirkiye'de yakin zamanda yapilan bir arastirmaya gore, Tiirk
kadinlarinin %29'unun obez ve %27'sinin ise fazla kilolu oldugu bilinmektedir (Kozan ve dig.,
2007.) Ayrica metabolik sendrom prevalansinin iilkeler ve etnik gruplar arasinda da onemli
Olciide degistigi bilinmektedir. Tiirk niifusu, Giiney Asyalilarla kiyaslandiginda bu prevalansin
¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Obezite ve fiziksel aktivite diizeyi, MS sikligina 6nemli
ol¢iide katkida bulunsa da genetik yatkinlik gibi diger faktorler de olduk¢a 6nemlidir (Kozan

ve dig., 2007).
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Sekil 2.6: Fazla enerji alimi/obezite ile metabolik sendromun risk faktorleri arasindaki iligki (Grundy,
2016).

2.5.2. Metabolik Sendrom Patogenezi

MS, genetik ve ¢evresel faktorler arasindaki karmasik etkilesimin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan kronik diisiik dereceli bir inflamasyon durumudur. Insiilin direnci, viseral
yaglanma, aterojenik dislipidemi, endotel disfonksiyonu, genetik yatkinlik, hipertansiyon ve
kronik stres metabolik sendromu olusturan gesitli faktorlerdir (Practice., 2019). MS gelisiminde
tetikleyici faktorler abdominal obezite ve insiilin direncidir (Reaven, 1988). MS, insiilin
direncinin sendromda oynadigi rol nedeniyle “insiilin direnci sendromu” olarak da

bilinmektedir (Kubena ve dig., 2018).

Asir1 beslenme ve fiziksel hareketsizligin neden oldugu viseral yag birikimi, serbest yag
asitlerinin salinmasina sebep olur. Bu durum ise lipotoksisite ve insiilin direncine nihayetinde
ise hiperinsiilinemi ve hiperglisemi gelismesine yol agar (Pollex ve dig., 2006). Insiilin,
hiperglisemiye yanit olarak pankreas tarafindan iretilir ve ¢esitli dokularda farkli glikoz
kullanimini uyarir. Iskelet kas1 ve yag dokusunda insiilin, GLUT4 glikoz tastyicisinin hiicre
yiizeyine yer degistirmesiyle glikoz alimini uyarir (Huang, 2009). Insiilin direnci, normal bir
insiilin konsantrasyonunun yag, kas ve karaciger gibi periferik hedef dokularda yeterince
insiilin yanit1 iretemedigi patofizyolojik bir durum olarak tanimlanir (Kubena ve dig., 2018).
Olusan direng ile birlikte, insiilin aracili glukoz alimi, glikoliz ve glikojen sentezi bozulmustur
(Huang, 2009). Bu durumda ise pankreasin beta hiicresi, insiiline direngli bireylerde
hipergliseminin {istesinden gelmek icin ¢ok daha fazla insiilin salgilar. Bu durum ise

hiperinsiilinemiye sebep olur (Gill ve dig., 2005). Insiilin direnci plazma glukozunu
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baskilayamayan yiiksek plazma insiilin konsantrasyonu ile karakterizedir (Han ve dig., 2014).
Pankreas beta hiicrelerinin zamanla kétiilesen insiilin direncini diizeltmek i¢in yeterli insiilin
iiretememesi hiperglisemiye ve Tip 2 Diabetes Mellitus gelisimine yol agar (Petersen ve

Shulman, 2006).

Insiiline direngli bireylerin klinik olarak obez olmalar1 gerekmese de genellikle baskin
bir list viicut yagi ile karakterize edilen anormal bir yag dagilimina sahip olduklar1 bilinmektedir
(Jensen ve dig., 1989). Insiilin direnci cesitli yollarla aterojenik dislipidemiye yol acar. ilk
olarak, insiilin normal sartlarda adipositlerdeki lipolizi baskilar, fakat bozulmus bir insiilin
sinyali lipolizi artirir ve karacigerde trigliseritler i¢in substrat gérevi goren serbest yag asiti

diizeylerinin artmasina neden olur (Ginsberg ve dig. 2005).

Yapilan calismalarda iist viicut obezitesi baskin olan bireylerin metabolik sendroma
yatkinliklarinin daha fazla oldugu ve fazla viseral yaglanmanin, metabolik sendromla giiglii bir
sekilde iligkili oldugu goriilmiistiir (Tchernof ve Després, 2013; Després, 2006). Obezitenin,
ozellikle kas ve karaciger olmak {izere ¢esitli organ veya dokulara asir1 yag artisini destekledigi
bilinmektedir (Shulman,2014; Grundy, 2016). Son ¢alismalar, yag dokusunun metabolik risk
faktorlerini etkileyebilecek adipokinlere katkida bulundugunu ortaya koymaktadir. (Lehr ve
dig. 2012; Grundy, 2016). Bunlar arasinda adiponektin, interlokin-6, timor nekroz faktorii alfa
(TNF-a) resistin, leptin, anjiyotensinojen ve plazminojen aktivator inhibitorii-1 bulunmaktadir

(Berg ve Scherer, 2005; Grundy, 2016).

Normalde, yag hiicreleri genisledikce, yeme davranisinin sona erdigini belirtmek icin
beyine daha fazla leptin salgilanir. Ancak obez bireylerde insiilin direncine benzer sekilde leptin
direnci gelisebilir. Bu bireylerde yiiksek leptin seviyeleri bile tokluk yaratmaya yetmez
(Kubena ve dig., 2018). Metabolik sendromlu hastalarda kilo kayb1 ayn1 anda birden fazla
ozellikte iyilesmeye yol acabilir, bu nedenle anormal patofizyolojiyi ortaya ¢ikarmak i¢in belirli
bir derecede yaglanma gerekli gibi goriinmektedir. Fakat obez olup metabolik sendromun diger
bilesenlerinden herhangi birini géstermeyen hastalar da vardir, bu nedenle metabolik sendrom
fenotipinin gézlenmesi i¢in hem insiilin direncine metabolik yatkinlik hem de obezite gerekli

gibi goriinmektedir (Huang, 2009).
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2.5.3. Metabolik Sendromun Deneysel Hayvan Modelleri

Metabolik sendrom kiiresel bir saglik sorunudur. Diinya ¢apinda, MS prevalanst %20-
30 arasinda degiskenlik gostermekte ve yasla birlikte cinsiyete 6zgii sekilde de artmaya devam
etmektedir (Pucci ve dig., 2017; Gunawan ve dig., 2021). Metabolik sendromun deneysel
modelleri, patogenezi, dnlenmesi ve tedavisinin aragtirilmasinda oldukca 6nemlidir (Gancheva

ve dig., 2015).

Metabolik sendromun hiicresel ve biyokimyasal mekanizmalari olduk¢a genis ve
karmasiktir ayrica mevcut tedaviler ise tam olarak etkili degildir. Bu nedenle, metabolik
sendromun metabolik ve biyokimyasal komplikasyonlarini taklit eden, tekrarlanabilir ve
erisilebilir hayvan modelleri tasarlanmistir (Rodriguez ve dig., 2020). Hayvan modellerinin
avantaji, diyet ve motor aktivitenin hassas kontrol imkanidir. Diger bir 6nemli avantaji ise
insanlarda yapilmasi zor olan MS’nin histolojik incelemelerinin yapilabilmesine olanak
saglamasidir (Angelova ve dig., 2013). Cok faktorlii dogasi nedeniyle, insanlarda MS’nin
patofizyolojisini en 1yi temsil eden uygun bir deneysel model se¢gmek olduk¢a zordur (Panchal
ve Brown, 2011; Wong ve dig., 2016). Metabolik sendromu indiiklemek i¢in ¢esitli modeller
gelistirilmistir. Diyetle olusturulan metabolik sendrom modelleri basitlikleri ve diisiik
maliyetleri nedeniyle metabolik sendromu incelemek i¢in en yaygin kullanilanlardir, ancak
farmakolojik indiiksiyon, spontan mutasyon, genetik manipiilasyon veya cerrahi
prosediirlerden olusan modeller de mevcuttur (Angelova ve dig., 2013; Rodriguez ve dig.,
2020).

2.5.3.1. Diyet Manipiilasyonu ile Olusturulan MS Hayvan Modelleri

Diyetle indiiklenen metabolik sendrom modellerinde, islenmis gidalar ve hazir
yiyeceklerin (fast-food) daha kolay bulunabilirligi nedeniyle artan yag ve karbonhidrat tiikketimi
ile birlikte yiikseliste olan sagliksiz beslenme aliskanliklar1 ve hareketsiz yasam tarzini taklit

etmeyi amaglanmaktadir (Chandrasekera ve dig., 2014; Yudkin, 1967).

Hayvanlarda Metabolik sendromu indiiklemek i¢in kullanilan diyetler genellikle yiiksek
yagl diyet veya esas olarak fruktoz ve sakkarozu iceren karbonhidratlardan olusur (Wong ve
dig.,2016; Wong ve dig.,2018). Panchal ve Brown yapmis olduklar1 ¢alismada yiiksek
karbonhidratli ve yiiksek yagl diyetle beslenen hayvanlarin, insan MS patogenezini en iyi

sekilde taklit ettigini 6ne slirmiistlir (Panchal SK ve dig., 2011).
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Yiiksek Karbonhidrath Diyet ile Olusturulan Modeller

Hareketsiz bir yasam tarzinin benimsenmesi, bireyi yiiksek enerji alimi ancak diisiik
fiziksel aktivite kosullarina sokar. Bu yasam tarziyla birlikte bireyin enerji depolama egilimi ve
asirt kilo alimi artar ardindan obezite gelisimine neden olur (Wong ve dig., 2016). Obezite ve
MS prevalansinin artmasi son yillarda artan karbonhidrat tiikketimi ile iliskili oldugu
distiniilmektedir. Yiiksek fruktozlu misir surubu ve sakkaroz gibi rafine karbonhidratlarin
tiikketimi viicut kiitlesinin artmasi, dolasimdaki trigliserit seviyesinin yiikselmesi ve insiilin
direncinin gelismesi ile iligkilidir (Angelova ve dig., 2013; Basciano ve dig, 2005; Daly ve dig.,
1997). Enerji gereksinimini asan karbonhidrat alimi, kan glukoz konsantrasyonlarini artirir ve
pankreastan insiilin salgilanmasini tetikleyerek hiicrelerin glukoz alimini tesvik eder (Bender
ve dig., 2018). Uzun siireli asir1 karbonhidrat tiiketimi, insiilin direncini etkileyen obeziteye

neden olmaktadir (Gunawan ve dig., 2021).

Deneysel kosullarda uygulanan temel diyet modelleri, i¢erdigi karbonhidrat tiirline bagl
olarak sakkaroz, fruktoz ve glikoz igerir. Ornegin artan fruktoz alimi, obezite ve metabolik
sendromun gelisiminde ana faktorlerden biri olarak kabul edilir (Angelova ve dig.,2013).
Karacigere biiylik miktarda fruktoz girisi, insiilin duyarliligimi azaltan ve insiilin direncine,
glukoz intoleransina yol agan lipogenezin uyarici etkileri nedeniyle trigliserit ve kolesterol
birikimine neden olur (Bender ve Mayes, 2018). Yapilan ¢aligmalar, yiiksek fruktozlu bir
diyetin MS semptomlarini indiikleyebilecegini ve yagh karaciger gelisiminde de énemli bir

faktor oldugunu gostermistir (Gunawan ve dig., 2021).
Yiiksek Yag Iceren Diyet ile Indiiklenen Modeller

Yaglar {i¢ ana makro besinden biridir ve kalorik olarak en yogun makro besin olarak
bilinmektedir (Brown ve dig., 2010). Yiiksek yagl diyetler, deney hayvanlarinda metabolik
sendromu ve daha spesifik olarak obeziteyi indiiklemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Halade ve dig., 2010; Xu ve dig, 2013). MS modellerini gelistirmek i¢cin domuz yagi, sigir
donyag gibi hayvansal kaynakli yaglar veya misir yagi, soya fasulyesi yagi ve hindistancevizi
yag1 gibi bitkisel yaglardan olusan diyetler kullanilir (Gunawan ve dig., 2021; Wong ve dig.,
2016). Yapilan arastirmalara gore %30-70 oraninda yag iceren diyet modellerinin viicut
agirhigini artirdigl, hiperglisemi, insiilin direnci ve dislipidemiye neden oldugu bilinmektedir

(Gunawan ve dig., 2021).
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Yiiksek Yag ve Yiiksek Karbonhidrat Iceren Diyet Modellerinin Kombinasyonu

Yiiksek yaglh ve yiiksek karbonhidrath diyetler, degisen yeme aliskanliklarina yonelik
mevcut egilime en ¢ok benzeyen bir diyet modelidir. Bu kombinasyon diyeti ¢esitli avantajlar
saglar. Trigliseritlerdeki artis esas olarak yiiksek fruktozlu diyetlerden kaynaklanirken, obezite
ise yliksek yagh diyetlerden kaynaklanmaktadir. Yiyecek veya icecek tatlandiricilart olarak
yaygin kullanilan fruktoz ve sakkaroz, diger seker tiirlerine gore daha az tokluk saglayarak asiri

alimi tesvik etmektedir (Fernandez ve dig., 2018; Gunawan ve dig., 2021).

Fruktoz

Fruktoz, glukoz ile ayn1 kimyasal formiile (C6H1206 ) sahip olan meyvelerde ve balda
bulunan basit bir sekerdir (Khitan ve Kim, 2013; Rizkalla, 2010). Fruktozun karbon zincirinin
2. Pozisyonunda bir keton grubuna, glukozun ise karbon zincirinin 1. Pozisyonunda bir aldehit
grubuna sahip olmast agisindan birbirinden farklidirlar (Rizkalla, 2010). Diinyadaki ana fruktoz
kaynagi, seker kamisi ve seker pancarindan elde edilen siikroz veya sofra sekeridir. Siikroz,
fruktoz ve glikozdan olusan bir disakkarittir ve ilk olarak Yeni Gine ve Hindistan
Yarimadasi’nda gelistirildikten sonra Orta Cag’da Venedik, Italya ve diger ticaret limanlari
araciligiyla Avrupa’ya getirilmistir (Khitan ve Kim, 2013). Fruktoz, siikrozdan daha tatli olarak
degerlendirilen meyvemsi bir tada sahiptir. Siikroz ve fruktoz, gidalarda tatlilik ve lezzet
saglamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sekerler ayrica iiriiniin goriiniimiine,
korunmasma ve enerji igerigine katkida bulunmaktadir. Dogal diyet fruktoz kaynaklar
meyveler, meyve sular1 ve bazi sebzelerken, bati diyetlerindeki birincil fruktoz kaynagi ise unlu
mamullere, sekerlemelere, alkolsiiz i¢eceklere ve yiiksek fruktozlu misir surubu (HFCS) ile
tatlandirilmis diger iceceklere eklenen sekerlerdir (Keim ve Havel, 2012). 1967 yilinda gida
endiistrisi, dekstrozun fruktoza enzimatik izomerlestirilmesiyle, %42 fruktoz, %50 glikoz ve
%8 diger sekerlerden (Keim ve Havel, 2012 ) olusan yiiksek fruktozlu misir surubu iiretmeye
baslamistir. Giiniimiizde modern gida islemede yaygin olarak kullanilmaktadir ve biiyiik 6l¢tide
alkolsiiz i¢ecekler, kahvaltilik tahillar, unlu mamuller, ¢esniler ve tatlilar gibi gida maddelerine
eklenmesiyle artan fruktoz tiiketimine yol agmistir (Lé ve Tappy, 2006). Diyete eklenen
sekerleri dogru bir sekilde 6l¢cmek zordur, ancak gida alim anketi verilerine gore, toplam fruktoz
tilketimi yetigkin enerji aliminin yaklasik %8-12’sini olusturdugu bilinmektedir (Keim ve

Havel, 2012). Yapilan insan ve hayvan ¢aligsmalarina gore fruktoz tiiketiminin, asir1 kilo alimi
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ve metabolik bozukluklarin baglangicina arasinda neden oldugu bilinmektedir (Lé ve Tappy,
2006).

Fruktoz Metabolizmasi

Fruktoz diyetle birlikte, basit bir monosakkarit olarak ya da siikroz disakkaritinin bir
pargasi olarak alinabilmektedir (Keim ve Havel, 2012). Diyetle alinan siikroz, bagirsakta siikraz
enzimi tarafindan hidroliz edilerek bir molekiil glukoz ve fruktoza pargalanir (Keim ve Havel,

2012; Khitan ve Kim, 2013).

Olusan glukoz, sodyum-bagli bir yardimci tasiyici araciligiyla hizla emilir ve portal
dolagim yoluyla karacigere ulasir. Fruktoz emilimi ise fruktoza 6zgii bir heksoz tasiyicisi olan
ve ATP hidrolizi gerektirmeyen bir islemle jejunumda bulunan GLUT-5 tarafindan saglanan
kolaylastirilmis difiizyonla gerceklesir (Keim ve Havel, 2012). Fruktoz, enterosit igerisine
girdikten sonra, enterositin bazolateral kutbunda GLUT2 nin aracilik ettigi bir tagima yoluyla
kan damarlarina difiize olurken, fruktozun bir kismi1 ise burada laktata doniistiiriiliir (L& ve

Tappy, 2006).

Absorbe edilen fruktoz daha sonra portal ven aracilifiyla karacigere taginir (Rizkalla,
2010). Fruktoz metabolizmasinin baskin bolgesi karacigerdir ve diyetle alinan fruktozun biiytik
bir kismi, fruktoz i¢in yiiksek afinite ve 6zgiilliige sahip enzim olan fruktokinaz araciligiyla
fruktoz 1-fosfata fosforile edilir. Olusan fruktoz 1-fosfat ise hepatik aldolaz (aldolaz B) enzimi
etkisiyle trioz fosfat olarak bilinen dihidroksiaseton fosfat (DHAP) ve gliseraldehite metabolize
edilir (Keim ve Havel, 2012; Rizkalla, 2010). Fruktozun hizli fosforilasyonu, serbest fosfatin
gecici olarak tiikenmesine ve bilylik miktarlarda fruktoz verilmesinden sonra karaciger
hiicrelerinde ATP/ADP oraninda azalmaya yol agar. Fruktozdan iiretilen trioz fosfatlar ise
piriivata ileri metabolize edilebilir ve trikarboksilik asit dongiisinde CO> ve H>O’ya
oksitlenebilir (Keim ve Havel, 2012; Rizkalla, 2010; Lé ve Tappy, 2006). Ayrica liretilen trioz-
fosfatlarin biiylik bir kismi1 glukoneogenez yoluyla glikoz ve glikojene doniistiiriiliirken,
fruktozun karbon atomlarinin bir kismi ise de novo lipogenez siireci yoluyla hepatositlerde yag

asitlerine doniistiirilebilmektedir (Rizkalla, 2010).
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Fruktozun Dislipidemi ve Insiilin Direnci Uzerine Etkisi

Son yirmi yilda obezite prevelansindaki artisin esas sebebinin fruktoz alimindaki artistan
Ozellikle sekerle tatlandirilmis iceceklerin tiiketiminden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
Yapilan calismalarda fazla miktarda mesrubat ve sekerli icecek tiiketiminin daha fazla kilo
alimina dolayisiyla artmis viicut kitle indeksine sebep oldugu goriilmiistiir (Keim ve Havel,
2012). Insanlardaki fruktoz almmi, referans diyet olarak nisasta veya glikoz ile
karsilastirildiginda, lipid homeostazi lizerinde olumsuz etkilere sebep oldugu goriilmiistiir (L&
ve Tappy, 2006). Fruktoz tiikketiminden kaynakli en erken goriilen metabolik bozulma ise
visseral yag birikimini artiran hipertrigliseridemidir (Khitan ve Kim, 2013: L&, Tappy, 2006).
Visseral adipozite, serbest yag asitlerinin karacigere portal dagilimini artirarak hepatik
trigliserit birikimine, protein kinaz C aktivasyonuna ve hepatik insiilin direncine sebep
olmaktadir (Khitan ve Kim, 2013). Yapilan ¢alismalarda yiiksek miktarda glukoz tiiketiminin
hiicresel insiilin baglanmasini veya insiilin duyarliligini bozmadigini, ancak glukozun aksi
olarak yiiksek miktarlardaki fruktoz tiiketiminin ise hem insiilin baglanmasini hem de insiilin
duyarliligini énemli 6lclide azalttigini gbézlemlemislerdir (Faeh ve dig., 2005; Lé ve Tappy,
2006). Glukozdan farkli olarak hepatik fruktoz metabolizmasi, anahtar enzimi olan fruktokinazi
asagi regiile (down regiile) edemez. Bu nedenle, yiiksek miktarlarda fruktoz tiiketildiginde,
fruktoz metabolitleri karacigerde birikir ve lipide doniistiiriilebilen fazla trioz fosfat birikimine
neden olur. Bu tiir lipid agisindan zengin bir ortam hepatik metabolizmanin bozulmasina neden

olarak insiilin direncinin gelisimine neden olabilir (L€ ve Tappy, 2006).

Diyete fruktoz veya siikrozla tatlandirilmis igecekler eklenerek yapilan deneysel
caligmalarda hayvanlar diger besinlerden gelen enerji alimmi azaltsa bile bu igeceklerin
sagladig1 ek enerjiyi kompanse edemezler ve sonug olarak artmis bir enerji alimi1 gergeklesir.
Fruktozla tatlandirilmis igecekleri tiikketen bu hayvanlarda intra-abdominal yagda 6nemli
artislar goriilmiis ve fruktoz alimindan sonra kan sekeri ve insiilin konsantrasyonlarinda diigiik
miktarlarda artiglar goriilmiistiir. Ayrica dolagimdaki leptin konsantrasyonlar1 daha diisiiktiir ve
oglin tiiketiminin ghrelin konsantrasyonlar1 tizerindeki normal baskilayici etkisi fruktozlu
icecekler ile zayiflatilmis durumdadir (Keim ve Havel, 2012). Glukoz, insiilin, leptin ve ghrelin,
merkezi sinir sistemi aracilifiyla gida aliminin uzun vadeli kontroliinde ve viicut agirliginin
diizenlenmesinde yer almaktadir. Ancak bu molekiillerin etkisi fruktoz tiiketimiyle azaldigindan

fruktoz acisindan yiiksek bir diyetin kronik tiiketimi, diyetteki yag ve hareketsizlik ile artan
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enerji alimina, kilo alimina ve obeziteye katkida bulunmaktadir (Keim ve Havel, 2012; Khitan
ve Kim, 2013).
2.5.3.2. Genetik Modifikasyon ile Olusturulan MS Hayvan Modelleri

Genetik olarak obez ve diyabetik deneysel modeller igin leptin veya leptin reseptorii
eksikligi olan deney hayvanlar1 kullanilir. Genetik modellerin kullanimi zamandan tasarruf
saglamaktadir ¢linkii MS’nin gelisme siiresi diyet ile olusturulan modellerden ¢ok daha kisadir
(Wong ve dig., 2016). Ayrica genetik modellerin kullanimi daha kolaydir. Fakat bu modellerde
yasam tarzi ile ilgili faktorler ortadan kalkar ayrica bu hayvanlari elde etmenin yiiksek maliyeti

nedeniyle ¢okta tercih edilmemesine sebep olur (Angelova ve dig., 2013).

Genetik modeller arasinda Obez Zucker siganlar1 (ZDF) genis capta arastirilmaktadir ve
MS ¢alismasi i¢in kullanilan en uygun modellerdendir. Bu hayvanlar leptin reseptor eksikligine
sahiptir ve heniiz 3-5 haftalikken obez olurlar. 14. haftada viicutlarinin yaklasik olarak %40
yagdan olusur. Erkek hayvanlarda diyabet gelisirken, disilerde ise diyabet gelistirmeden sadece
obezite goriiliir (Zucker ve Antoniades, 1972; Angelova ve dig., 2013).

Bagka bir genetik model ise arteriyel hipertansiyon calismalar1 ve ilgili ila¢ tedavileri
icin kullanilan obez spontan hipertansif siganlardir (SHR). Erigkin siganlar da obezite,
hipertrigliseridemi ve hipertansiyon gelisir (Angelova ve dig., 2013). Diislik aerobik kapasiteye
sahip LCR (Low-capacity runners) olarak bilinen genetik fare modeli de ise hipertansiyon,
endotel disfonksiyonu, insiilin direnci, hiperinsiilinemi, viseral obezite ve hipertrigliseridemi
semptomlar1 ortaya ¢ikar (Wisloff ve dig., 2005).
2.5.3.3. Farmakolojik Manipiilasyon ile Olusturulan MS Hayvan Modelleri

MS modelleri, glukokortikoidler, antipsikotikler ve streptozotosin (STZ) gibi ilaglar
veya kimyasal maddeler kullanilarakta gelistirilebilir. Bu yontem ilaca bagli MS calismalari
icin uygundur, ancak MS modellerinin kriterlerini karsilamak i¢in daha uzun bir indiiksiyon
siiresine ihtiya¢ duyulmaktadir (Gunawan ve dig., 2021). ilag modellerinin avantaji kolay
ulasilabilir ve giivenli olmasidir ancak en biiylik dezavantaji ise metabolik sendromun farkli
asamalarindaki degisiklikleri gozlemlemeye izin vermiyor olmalaridir (Angelova ve dig.,

2013).

Hayvan modellerinde MS gelistirmek icin endojen ve eksojen glukokortikoidler
kullanilmaktadir (Wong ve dig., 2016). Glukokortikoidler karaciger, iskelet kasi, yag dokusu
ve pankreasta glukoz metabolizmasina katki saglar (Gunawan ve dig.,2021). Endojen

glukokortikoidler, strese yanit olarak adrenal bezden salgilanan esansiyel steroid hormonlardir,
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inflamatuar bozukluklar1 ve otoimmiin hastaliklar1 tedavi etmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Gunawan ve dig., 2021; Wong ve dig., 2016). Eksojen glukokortikoidler
ise, otoimmiin hastalik ve kanser gibi ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek igin ilag olarak
kullanilirlar. Ayrica organ naklinde reddi 6nlemek icin de kullanilmaktadirlar (Wong ve dig.,

2016).

Glukokortikoidler, ¢esitli mekanizmalarla farkli doku ve organlara dogrudan etki ederek
MS gelismesine neden olurlar (Wong ve dig., 2016). Glukokortikoid tedavisi viicut agirliginda
artig, glukoz intoleransi, bozulmus kalsiyum homeostazi, osteoporoz, katarakt ve merkezi sinir
sistemi etkileri gibi istenmeyen yan etkileri de beraberinde getirmektedir (Ferris ve Kahn,
2012).

Diyabet modelinde beta hiicre hasar1 olusturmak igin en sik kullanilan ajan ise
Streptozotocin (STZ)'dir (Angelova ve dig.,2013). STZ, Streptomyces achromogenes'ten
tiretilen bir fungal antitimor antibiyotiktir (Gunawan ve dig, 2021). STZ’nin diyabet
modelinde tek bir uygulamada bile doza bagl olarak Insiiline Bagimli Diabetes Mellitus
durumu elde edildigi yapilan ¢alismada gosterilmistir (Angelova ve dig., 2013). STZ'nin
diyabeti olusumundaki en 6nemli mekanizmast DNA alkilasyonudur. Ayrica STZ’nin, beta
hiicre membranina zarar verdigi ve DNA zincirlerini kirarak hiicre 6liimiine de yol actigt

bilinmektedir (Gunawan ve dig., 2021).

Yapilan arastirmalara gore antipsikotik ilaglarin da metabolik sendrom modeli
olusumuna katki sagladigi bilinmektedir. Antipsikotik ilaclar, sizofreni, depresyon ve bipolar
bozukluk gibi noropsikiyatrik bozukluklar1 tedavi etmek icin kullanilan ilaglardir (Wofford ve
dig., 2006; Wong ve dig., 2016; Gunawan ve dig., 2021). Bu ila¢larin faydalarina ragmen bazi
calismalar, 6zellikle ikinci nesil antipsikotiklerin kilo alimi, lipid anormallikleri, artan viseral
yag, bozulmus glukoz toleransi ve insiilin direnci ile iliskili oldugunu ve boylece MS gelisimine

de katki sagladigini gostermistir (Gunawan ve dig., 2021; Wong ve dig., 2016).

Yapilan bu tez ¢aligmasinda ise diyet manipiilasyonu ile MS modeli olusturulmustur.
Metabolik hastaliklarin gelisimine sebep olan 6zellikle doymus yaglar1 ve yiiksek fruktozlu
misir surubunu iceren enerji bakimindan yiiksek gidalarin tiiketimi giinlimiizde ¢ok fazla artig
gosterdiginden bu hayvan modelimizde de insanlardakine benzer sekilde yliksek fruktoz ve

yiiksek yag igeren bir diyet modeli uygulanmistir. (Zhou X ve dig., 2014).
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2.5.4. Metabolik Sendrom ve Erkek Infertilitesi

Testosteron, seminifer tiibiiller arasindaki testis interstisyumunda bulunan Leydig
hiicreleri tarafindan salgilanan ve dort halkali C18 steroid yapisi ile karakterize edilen ana
androjenlerden biridir (Goel ve dig., 2018). Testosteron, erkek cinsiyet organlar1 ve ikincil
cinsel ozelliklerin gelisimi dahil olmak {izere erkek iireme sisteminin gelisimini uyarir
(Freeman ve dig., 2001). Testosteron salinimi ise hipotalamik hipofiz-testis ekseni tarafindan
diizenlenmektedir. Saglikli bir erkek tarafindan giinliilk ortalama testosteron {iretiminin,
sabahlar1 en yiiksek ve aksamlar1 en diisiik olmak iizere yaklasik 5-7 mg oldugu bilinmektedir.
Dolasimdaki toplam testosteronun sadece %21-2'si serbest dolagimdayken, geri kalani seks
hormonu baglayan globuline (SHBG) (9%60-80) ve alblimine (%20-40) bagli halde bulunur
(Feldman ve dig., 2002; Goel ve dig., 2018). Uretilen testosteron seviyeleri, yaslanma ile
birlikte her y1l %1 oraninda giderek azalmaktadir. Azalan oran, obezite, stres, ilaglar ve bazi
kronik hastaliklara bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Brand ve dig., 2010; Goel, ve dig.,
2018).

Testis disfonksiyonu, testislerin anormal fonksiyonunu belirtmek i¢in kullanilan genel
bir terimdir. Ozellikle testislerin ekzokrin yetersizligi, spermatogenez bozuklugu anlamma
gelirken, endokrin yetmezlik ise hipogonadizm olarak adlandirilmaktadir (Goulis ve Tarlatzis,
2008). Hipoandrojenizm ise ciddi sonuglari olan androjen eksikligi olarak tanimlanir. Klinik
prezentasyonu yasa bagli olarak libido kaybu, erektil disfonksiyon, depresyon, kas kaybu, viicut
yag kiitlesinde artig, kilo artis1 ve azalmis kemik yogunlugunu icermektedir. Diger iliskili
komorbiditeler arasinda obezite, hipertansiyon, dislipidemi ve hatta diyabet bulunmaktadir.
Testosteron eksikligi, Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) ve diger metabolik bozukluklar dahil
olmak tizere bir¢ok kronik saglik durumuyla iliskilidir (Feldman ve dig., 2002; Goel ve dig.,
2018).

Metabolik sendrom (MS) ve infertilite, genel popiilasyonda yiiksek prevalansa sahip iki
rahatsizliktir. MS, diinya ¢apinda artan kiiresel bir saglik sorunudur ve infertilite ise erkeklerin
yaklasik olarak %12'sini etkilemektedir. MS'nin erkek fertilitesi iizerindeki olas1 etkisi yaklasik
son on yildir arastirilmaktadir (Lotti ve dig., 2021). Erkek infertilitesi 2011'de %7 iken son
yillarda prevalansi, %12'ye ¢ikmistir (Lotti ve Maggi, 2018), MS'nin hem batida hem de
gelismekte olan iilkelerdeki ¢ocuklar, ergenler ve iireme ¢agindaki genc yetiskinler de dahil

olmak iizere geng niifusta yayginligi artmaktadir (Lotti ve dig., 2021).
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Diinya Saglik Orgiitii'ne gore infertilite (kisirlik), giftlerin yaklasik %8-15 "ini etkiler ve
olast nedenlerin %20-45'i erkek faktorleriyle ilgili oldugu bilinmektedir (Leisegang ve dig.,
2019). Erkek fertilitesini etkileyen temel faktorler arasinda oksidatif stres, yasam tarzi,
biyolojik maddelere yliksek diizeyde maruz kalma, tiitiin, genetik anormallikler, sistemik
hastaliklar ve enfeksiyonlar bulunur (Le ve dig., 2021). Erkek partnerin degerlendirilmesinde

standart yaklasim ise semen analizidir (Leisegang ve dig., 2019).

Asir1 beslenme ve egzersiz azligina bagl olarak asir1 yag birikiminin sonuglarindan biri
de erkek infertilitesidir (Rahali ve dig., 2020). Metabolik sendrom bilesenlerinin yetiskin
androjen eksikligi ve ge¢ baslangicli hipogonadizm (LOH) ile giiglii bir baglantist oldugu
bilinmektedir (Winter ve dig., 2014). Simdiye kadar yapilan ¢alismalar, viicut kitle indeksi ile
semen kalitesi arasinda yakin bir iliski oldugunu 6ne siirmektedir (Rahali ve ark., 2020).
Ozellikle yiiksek enerjili gida tiiketiminin testis lipid dinamiklerini etkileyerek sperm
kalitesinin diisiik olmasina sebep oldugu bilinmektedir (Criséstomo ve dig., 2020). Biriken
kanitlar ise obezitenin, spermatogeneze, erektil disfonksiyona veya semen kalitesine etki ederek

erkek fertilitesini bozdugunu gostermektedir (Rahali ve dig., 2020).

Asirt ve kalitesiz besin alimi, hareketsiz yasam tarzlari, ¢evresel toksinler, endokrin
bozucular ve farmakolojik ajanlar obezite, MS ve ilgili komplikasyonlarin artigina sebep
olmaktadir (Leisegang ve dig., 2019). Yapilan arastirmalara gore erkek infertilitesinin obezite
ve MS ile birlikte artmaya devam ettigi bilinmektedir. Artan prevalans ise obezite ve metabolik
sendromun erkek fertilitesi lizerindeki etkisinin daha fazla arastirilmasini gerektirmektedir

(Leisegang K. ve dig., 2019).
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Sekil 2.7: Metabolik sendrom ve testis disfonksiyonu arasindaki etkilesim modeli (Goulis ve
Tarlatzis, 2008).
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Obezite, asir1 yag dokusu birikiminden ve sonug¢ olarak enerji alimi-harcamasi
arasindaki dengesizlik nedeniyle kilo alimindan kaynaklanmaktadir. Obezitenin kaynagi ¢ok
faktorliidiir, cevre, genetik altyapt ve hormonlar arasindaki etkilesimi igerir. Obezite
patolojisinde bir¢ok hormon yer almaktadir, 6zellikle yag dokusu artik bir endokrin organ
olarak kabul edilmektedir ve fazlaligi komorbiditelere neden olmaktadir (Martins ve dig.,
2019). Enerji bakimindan yogun, yliksek yagh diyet tiikketimi ve diisiik fiziksel aktivitenin,
obezite salgininin iki ana itici giicli oldugu kabul edilmektedir. Gelismis iilkelerde, enerjisi
yogun gidalarin tiiketimi ¢ok daha geng¢ yaslarda gerceklesmektedir. Asir1 yaglanma ve
T2DM'nin sperm kalitesi ve fertilite sonuglarina olan etkisine iliskin endiseler ise glindemdedir
(Cris6stomo ve dig., 2020).

Obezitenin erkek infertilitesi lizerindeki etkisinin bircok mekanizma ile gergeklestigi
varsayllmaktadir. Memelilerde beyaz yag dokusu ve kahverengi yag dokusu olmak tizere iki tip
yag dokusu bulunmaktadir. Beyaz yag dokusu erkeklerde viicut agirliginin %20'sini olusturur
ayrica enflamasyon ve metabolizmanin da 6nemli bir aracisidir. Beyaz yag dokusu, bir dizi
adipoz tiirevi hormon salgilandigindan bir endokrin organ gorevi goriir (Kumar ve dig., 2015).
Beyaz yag dokusu tarafindan sentezlenen ana hormon, enerji alimini, harcamasini ve viicut

agirligini kontrol etmede 6nemli olan leptindir (El-Shehawi ve dig., 2020).

Obezite, yag dokusu kiitlesindeki artigla orantili olarak serumdaki leptin diizeylerinin
yiikselmesi ve bunun yani sira sekresyonunun sirkadiyen ritminin olmamasi ile karakterizedir.
Obezitede insiilin direnci durumu gézlemlenir ayrica obez erkeklerde goriilen yiiksek leptin
seviyeleri, testosteronun leydig hiicreleri tarafindan tiretimini inhibe eder (Goulis ve Tarlatzis,
2008). Obez bireylerde ylikselmis leptin diizeylerini azaltarak, asir1 leptinin hipotalamik-
hipofiz gonadal ekseni iizerindeki bazi potansiyel baskilayici etkilerini tersine ¢evirmek ve
normal spermatogenez ve sperm fonksiyonunu eski haline getirmek miimkiin olabilmektedir.
Leptin disinda anjiyotensinojen, resistin, adipsin ve adiponektin gibi hormonlarin da sentezi
yapilmaktadir. Asir1 yag birikimi ise bu proteinlerin diizensizligine neden olur (Kumar ve dig.,

2015).

Obezitenin erkek infertilitesi ve sperm fonksiyonlar1 iizerindeki etkileri, cesitli
mekanizmalarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Bu mekanizmalar ise; adipositlerdeki
asirl aromatizasyon nedeniyle testosteron ve estradiol oranlari arasinda bir dengesizlik
olusabilir. Obez erkeklerin yag dokusundaki yiiksek adipokin ve toksin diizeylerinden

kaynaklanan asir1 inflamasyon ve oksidatif stres olusumu, spermatogenezi bozan skrotal
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bolgede yag dokusu birikmesi nedeniyle gonadal sicakligin artmasi ve leptin gibi hipotalamus-
hipofiz-gonad (HPG) eksenini degistirebilen ¢esitli hormonlarin diizensizliginden kaynakli
olabilmektedir (Martins ve dig., 2019; Ali ve dig., 2014).

Hipotalamus
[ GnRH
Mide ( HlpOfIZ
P
| Adipoz Doku-
f ' »{T Oztradiol
: - ; , } i '[Lié-?}
Testis =)

= ‘q Testosteron s -1"/_:.'

bis]ipidemi: @

! TG, VLDL T —

Sekil 2.8: Metabolik sendromda hipotolamus-hipofiz-gonad ekseninin hormonal olarak
diizenlenmesi (Martins ve dig., 2019).

(FSH: Folikiil uyarici hormon, LH: Luteinizan hormon, TG: Trigliseritler, VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein)

Cohen 1999 yilinda obezitenin erkek infertilitesine olan etkisini aciklamak amaciyla
hipogonadal obezite dongiisii hipotezini sunmustur. Testosteron, trigliseritleri serbest yag
asitlerine pargalayan enzim olan adiposit lipoprotein lipaz aktivitesini inhibe etmektedir. Diisiik
testosteron seviyeleri ise merkezi obezite ve intra-abdominal yag birikimine yol agmaktadir
(Cohen, 1999). Bu hipotez gore yliksek aromataz aktivitesinden kaynaklanan diisiik testosteron
seviyelerinin, adipositleri ve yag birikimini artirdigini ve testosteron seviyelerini de kademeli
olarak daha da diislirdiiglinii 6ne slirmektedir (Jones, 2007; Goel ve dig., 2018). Obez
erkeklerde, adipositlerdeki aromataz enziminin aktivitesindeki artis sonucu testosteronun
estradiole periferik doniistimii gerceklesir ve diisiik testosteron seviyelerine yol acar (Martins
ve dig., 2019). Aromataz ise bir sitokrom P450 enzimidir ve testisteki Leydig hiicrelerinde ve
adipoz dokusu dahil olmak iizere bircok dokuda yiiksek oranda eksprese edilerek testosteronun

Ostrojene doniigiimiinii katalize eder (El-Shehawi ve dig., 2020).

Estradiol, adipositokinler ve diger faktorler hipotalamik-hipofiz-testis eksenini inhibe
ederek hipogonadotropik hipogonadizm durumuna yol acar (Jones, 2007). Gonadotropinlerin

azalmasi, testosteron liretiminin uyarilmasinin da azalmasina sebep olur. Artan serbest yag asidi



birikimi ise insiilin direncine yol a¢maktadir. Hiperinsiilinik durum, Leydig hiicreleri
tizerindeki insiilin reseptorlerinin mevcudiyetinin aracilik ettigi Leydig hiicreleri tarafindan
testosteron salgilanmasinda daha fazla azalmaya yol agar. Bu nedenle obezite sirasinda adiposit
ve hipofiz hormonlar1 diizeyinde meydana gelen tim degisiklikler metabolik sendromun
patogenezine ve testosteron salgisinin azalmasina katkida bulunur (Goel ve dig., 2018). Ayrica
yag dokusunun skrotal damarlar c¢evresinde birikmesi, obez erkeklerde kanin sogumasini
azalmasina ve testis sicaklifini artirarak spermatogenezin azalmasina sebep olabilir (Martins

ve dig., 2019; Shafik ve Olfat, 1981; Shafik ve Olfat, 1981).

Yapilan ¢alismalara gore erkek obezitesi, 6zellikle testikiilar germ hiicrelerinin ve olgun
spermlerin fiziksel ve molekiiler yapisini degistirerekmesine, sperm motilitesini ve testosteron
seviyelerinin azalmasi sonucunda sperm kalitesinde azalmaya sebep olur (El-Shehawi ve dig.,
2020). Benzer sekilde, obezitenin spermatid ve spermatozoa sayilarinda ve ortalama giinliik
sperm iretiminde de azalmalara sebep oldugu bildirilmistir (EI-Shehawi ve dig., 2020;
Fernandez ve dig., 2011; Fernandes ve dig., 2012).
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Sekil 2.9: Hipogonadal-obezite dongiisii (Cohen,1999).
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2.6. APOPTOZ

Cok hiicreli organizmalarin hiicre sayisi, yalnizca hiicre boliinme hizini kontrol ederek
degil, ayn1 zamanda hiicre 6liim oranini da kontrol ederek siki bir sekilde diizenlenir. Hiicrelere
artik ihtiyag¢ yoksa, hiicre i¢i bir 6liim programini etkinlestirerek intihar ederler. Bu nedenle bu
stirece programlanmigs hiicre 6liimii denir (Vitale ve dig., 2023). Programlanmug hiicre oliimii
terimi baglangigta gelisim sirasinda hiicre oliimiine yol agan koordineli olaylar dizisini
tanimlamak i¢in kullanilmistir (Lockshin ve Williams, 1964). Kerr ve arkadaslar1 1972 yilinda,
morfolojik olarak farkli bir hiicre 6liim tipi olan apoptozis terimini kullanmis ve ¢ok hiicreli
organizmalarin normal gelisimi ve homeostazi sirasinda énemli rollere sahip bir hiicre 6liim
tipi olarak tanimlamistir. Apoptoz gelisimsel olarak diizenlenmektedir, ayrica hiicre hasarina
veya strese yanit olarak da uyarilabilmektedir (Elmore, 2007; Hikim ve Swerdloff,1999).
Omegin radyasyon veya kanser kemoterapisinde kullanilan bazi ilaglar, hiicrelerde DNA
hasarina neden olarak hiicrede p53'e bagl bir apoptotik dliime yol agabilmektedir (Elmore,

2007).

Programlanmis hiicre Sliimii gelisim ve yaslanma sirasinda hiicresel homeostazin
stirdliriilmesinde (Robertson ve dig., 2009; Elmore, 2007) ve embriyonik gelisim sirasinda ise
konak¢inin  viral enfeksiyonlara karst savunmasinda, organlarin  ve dokularin
sekillendirilmesinde, hiicre sayisinin fizyolojik olarak diizenlenmesi gibi 6nemli hiicresel
stireglerin diizgiin igleyisinin merkezinde yer almaktadir (Robertson ve dig., 2009, Aitken ve
dig., 2011; Hikim ve Swerdloff, 1999). Ayrica kanser, noérodejeneratif bozukluklar,
ateroskleroz ve kardiyomiyopati gibi birgok ¢esitli hastaliginin patogenezinde yer almaktadir

(Hikim ve Swerdloff, 1999).

Apoptotik hiicre Oliimii apoptotik yolagin tetiklenmesi, proapoptotik proteinlerin
aktivasyonu, kaspaz aktivasyonuyla hedef proteinlerin par¢alanmasi, hiicre i¢i organellerin
bozulmasi ve yeniden diizenlenmesi, hiicrelerin apoptotik cisimlere par¢alanmasi, makrofajlar
veya komsu hiicreler tarafindan 6len hiicrelerin fagositoz ile ortadan kaldirilmasi adimlarindan

olusmaktadir (Savitskaya ve Onishchenko, 2015).

Apoptoz siirecinde hiicre hacminde azalma, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik
cisimlerin olusumunu igeren morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler meydana gelmektedir.
Bu siiregte gergeklesen en belirgin biyokimyasal olay ise endoniikleaz aktivitesiyle birlikte
hiicresel DNA'nin diizenli araliklarla yerlestirilmis niikleozomal birimlere (yaklasik 200 baz

cifti) parcalanmasidir. Bu tiir oligoniikleozomal DNA pargalari, agaroz jel elektroforezde ayirt
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edici merdiven deseni DNA goriintiisii olustururlar. Bu karakteristik DNA merdiveni ise
apoptozun ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilmektedir. Ayrica apoptotik hiicrelerin plazma
membranindaki fosfatidilserin asimetrisinde degisiklikler meydana gelmektedir (Kroemer ve
dig., 1995). Normal hiicrelerde, fosfatidilserin, plazma membraninin sitoplazmik tarafinda
bulunurken, apoptotik hiicrelerde ise plazma membraninin i¢ yiizeyinden dis ylizeyine dogru
yer degistirerek fagositlerce bu hiicrelerin taninmasina imkan saglamaktadir (Hikim ve
Swerdloff, 1999). Apoptozun bir baska onemli 6zelligi ise Ol hiicrelerin makrofajlar gibi
fagositler tarafindan etrafa sacilmadan hizli bir sekilde temizlenmesidir (Kroemer ve dig.,
1995).

Apoptozun ana efektor bilesenleri, proteinlerdeki aspartat kalintilarindan sonra peptid
bagini kiran bir sistein proteaz ailesi olan kaspazlardir (Savitskaya ve Onishchenko, 2015).
Kaspazlar, hiicrelerde aktif proteazlar tiretmek i¢in proteolitik olarak islenen inaktif zimojenler
olarak sentezlenmektedir (Robertson ve dig., 2009; Elmore, 2007). Apoptozun uyarilmasi ve
proapoptotik proteinlerin aktivasyonu, kaspaz aktivasyonuna neden olmaktadir. Kaspazlar
aktive edildiginde diger pro-kaspazlar1 da aktive ederek proteaz kaskadini baslatirlar. Bir
kaspazin diger kaspazlari aktive ettigi bu proteolitik basamak, apoptotik sinyal yolunu
giiclendirir ve hizli hiicre 6ltimiine yol acar. Kaspazlar apoptozun ana efektorleri olmalarina
ragmen kaspazlarin tlimii apoptoza katilmayarak megakaryositlerden trombosit olusumu, géziin
lens hiicrelerinin olusumu gibi normal hiicre farklilasmasi ve olgunlagmasi gibi diger hiicresel
olaylarda da gorev alirlar (Robertson ve dig., 2009).

Kaspazlar amino asit dizisine ve hiicresel islemlere katilimlaria gore temel olarak
inflamatuar ve apoptotik kaspazlar olarak iki gruba ayrilmistir. Apoptotik kaspazlar baslatici ve
efektor olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir. Her kaspaz tipinin degisken uzunlukta olan
proteolizde gorevli N-terminal prodomainleri bulunmaktadir. Efektor kaspazlar ~25 amino
asitlik kisa bir prodomaine sahipken, baglatici kaspazlar ise 100-200 amino asitlik prodomain
icerir. Baslatic1 kaspazlarin prodomaini bir CARD (Caspase Recruitment Domain) veya DED
(Death Effector Domain) dizisi icermektedir (Savitskaya ve Onishchenko, 2015).

I-Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5)
I1-Apoptotik kaspazlar
a) Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz 2,8,9,10)
b) Efektor kaspazlar (Kaspaz-3,6,7)
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Apoptotik mitokondriyal olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi ise Bcl-2 protein ailesinin
tiyeleri araciligiyla gergeklesmektedir (Cory ve Adams, 2002). Bcl-2 protein ailesi,
mitokondriyal membran gegirgenligini diizenler. Pro-apoptotik veya anti-apoptotik etkilerle
apoptozu diizenlemektedir. Bcl-2 protein ailesi, anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinleri
icermektedir. Bcl-2, Bel-x, Bel-XL, Bcl-XS, Bcel-w, BAG; anti-apoptotik proteinlerken, Puma,
Noxa, Bax, Bak, Bid ise pro-apoptotik proteinlerin bazilaridir. Bu proteinler, hiicrenin apoptoz
etkinligini belirleyebildiklerinden dolay1 olduk¢a 6nemlidir. Bcl-2 protein ailesinin ana etki
mekanizmasinin, mitokondriyal membran gecirgenligi degisikligi yoluyla mitokondriden
sitokrom c¢ saliniminin diizenlenmesi oldugu diistiniilmektedir. Tiimor baskilayici protein olan
p53’iin Bel-2 protein ailesinin diizenlenmesinde kritik bir role sahip oldugu bilinmektedir

(Schuler ve Green, 2001).

2.6.1. Apoptoz Mekanizmalari

Ekstrinsik (6liim reseptdrii yolu) ve intrinsik (mitokondriyal yol) olmak {izere iki ana
apoptotik yol vardir (Robertson ve dig., 2009; Elmore, 2007). Bu iki yol birbiriyle baglantilidir
ve bir yoldaki molekiiller digerini etkileyebilmektedir (Elmore, 2007). Ekstrinsik yolda,
proapoptotik sinyal molekiilleri yiizey reseptorleri ile etkilesime girerek sitozolik kaspaz
kaskadinin aktivasyonuna neden olurken, intrinsik yol da ise mitokondri, endoplazmik
retikulum ve golgi gibi ¢esitli organellerden salinan proapoptotik proteinlerin etkisiyle kaspaz
kaskad aktive olabilir veya Bax, Noxa, Puma gibi proapoptotik proteinleri kodlayan genlerin
uyarilmis ekspresyonu ile apoptotik programin aktivasyonuna neden olur (Savitskya ve
Onishchenko, 2015; Robertson ve dig., 2007).
2.6.1.1. Ekstrinsik Yol

Apoptozu baslatan ekstrinsik sinyal yollari, transmembran reseptor aracili etkilesimleri
icermektedir. Bunlar, tiimor nekroz faktor reseptdr (TNFR) geni {ist ailesinin tiyeleri olan 6liim
reseptOrlerini icermektedir (Locksley ve digerleri, 2001). TNF reseptor ailesinin {iyeleri benzer
sistein agisindan zengin olan ekstraselliiler domainlere ve "6liim alan1" olarak adlandirilan
yaklasik 80 amino asitlik bir sitoplazmik domaine sahiptirler (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Bu
6liim alani, 6liim sinyalinin hiicre ylizeyinden hiicre i¢i sinyal yollarina iletilmesinde etkilidir.
FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS5 bugiine kadar en iyi
karakterize edilen ligandlar ve karsilik gelen 6liim reseptorleridir (Chicheportiche ve digerleri,
1997; Ashkenazi ve Dixit, 1998). Oliim reseptorleri ligand ile baglandiktan sonra olusan

kompleks sitoplazmada bulunan adaptdr proteinlerle birlesir. Fas ligandi, Fas reseptoriine
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baglandiktan sonra adaptor protein olan FADD ile kompleks olustururlar. Daha sonrasinda
FADD prokaspaz-8 ile birlesir ve prokaspaz-8'in otokatalitik aktivasyonu ile sonuglanan &liime
neden olan bir sinyal kompleksi (DISC) olusur. Bu olay kaspaz-8'in aktivasyonuna ve ardindan

hiicre 6liimiiyle sonuglanan aktif kaspaz-3'iin olusumuna yol agar (Elmore, 2007).

2.6.1.2. Intrinsik Yol
Apoptozu baslatan intrinsik sinyal yollari, dogrudan hiicre i¢indeki hedeflere etki eden

ve reseptdr aracili olmayan ¢esitli uyaranlar1 igermektedir. Intrinsik sinyal uyaranlarinin
etkisiyle birlikte mitokondriyal permeabilite gecis (MPT) porlar1 agilir, mitokondriyal
transmembran potansiyelinin kaybi gerceklesir. Proapoptotik bir protein olan sitokrom C
mitokondri membranlar1 arast bosluktan sitozole salinarak i¢ mitokondriyal membranda
degisikliklere neden olur. Sitoplazmaya salinan bu proapoptotik protein ise kaspaz bagiml
mitokondriyal yolun aktive olmasina sebep olur. Sitokrom c sitoplazmaya salindiktan sonra
Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive eden faktor) molekiiliine baglanarak "apoptozom" adli yapiy1
olusturur (Chinnaiyan, 1999; Hill ve dig., 2004). Apoptozom, kaspaz-9'u aktiflestirmek iizere
keser ve ardindan kaspaz-3'iin aktivasyonunu da igeren kaspaz kaskadini baslatir ve hiicreyi
Olime gotiiriir. Sitokrom c'ye ek olarak, apoptoz indiikleyici faktdr (AIF), endoniikleaz G ve
Smac /DIABLO gibi diger faktorler de proapoptotik etkilerini gostermek i¢in membranlar arasi

bosluktan sitozole salinabilirler (Elmore, 2007).

Son zamanlarda Endoplazmik retikulum (ER), hiicresel strese yanit olarak intrinsik
apoptotik kaskad: baglatabilen baska bir organel olarak tanimlanmistir. ER, protein
katlanmasinda olduk¢a 6nemli islevlere sahiptir ve bu katlanma islevi bozuldugunda stres
olusumu meydana gelir. Bu nedenle ER, farkli uyaranlar tarafindan tetiklenen hiicresel
homeostazdaki bozulmalara karsi son derece hassastir ve bu durum ise katlanmamig protein
cevabi (UPR) olarak bilinen bir stres tepkisinin uyarilmasiyla sonu¢lanmaktadir. ER stresine
yanit olarak kaspaz-12 aktive edilir ve diger kaspazlar1 (kaspaz-3, kaspaz-9) da proteolitik bir
zincir halinde aktiflestirerek mitokondri kaynakli yola benzer bir 6liim meydana getirir

(Robertson ve dig., 2007).
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Sekil 2.10: Apoptotik sinyaller, kaskad olusturan kaspazlar {izerinde birlesir.

Apoptotik tetikleyiciler intrinsik veya ekstrinsik olabilir ve farkli hiicresel tepkiler uyandirir.
Endoplazmik retikulum (ER) stresi ise ER’ye 6zgii bir yolun yani1 sira mitokondriye bagimli yolun
aktivasyonuna neden olmaktadir (Robertson ve dig., 2007).

2.6.2. Testis ve Apoptoz

Son zamanlarda insan spermatozoasinin yiiksek seviyelerde DNA fragmantasyonu
icermesiyle birlikte olgun spermatozoanin apoptoz gecirmesine olan ilgi son derece artmustir.
Bu DNA hasari, spermatozoanin islevselligini tanimlamada 6nemli bir faktordiir ve bozulmus
fertilizasyon, preimplantasyon ve artan diisiik insidans1 dahil olmak tizere ¢esitli olumsuz klinik

sonugclarla iligkilendirilmistir (Aitken ve dig., 2011).

Spermatogenez, sperm iiretiminin ergenligin baslangicinda basladig:1 ve 6liime kadar
devam ettigi koordineli bir gelisim programidir. Spermatogonyumlarin gelisimi ve
spermatositlere farklilasmasini, ardindan spermatidlerin olusumunu ve farklilasarak olgun
spermatozoa tiretimini igeren bir siirectir (Ruwanpura ve dig., 2010; Sofikitis ve dig., 2008).
Normal kosullarda apoptoz spermatogenezin ayrilmaz bir parcasidir (Ghosh ve Mukherjee,
2018). Germ hiicreleri arasindaki dejenerasyon ve oOliim spermatogenezin herhangi bir
asamasinda meydana gelebilmektedir (Aitken ve dig., 2011). Yasamin ilerleyen donemlerinde

apoptoz, ¢evresel toksik maddelere, kemoterapotik maddelere veya 1siya maruz kalmanin bir
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sonucu olarak hasar géren germ hiicrelerinin uzaklastirilmasinda yer almaktadir (Wang ve dig.,

2007).

Memelilerde meydana gelen testikiilar germ hiicre oliimii spermatogenez sirasinda
belirgindir ve germ hiicre gelisiminin ¢esitli asamalarinda gergeklesmektedir (Hikim ve
Swerdloff, 1999). Spermatogenezisin ilk asamalarinda her bir sertoli hiicresi, sperme doniisecek
yalnizca smirli sayida esey hiicresini destekleyebilecegi (Aitken ve dig., 2011; Print ve
Loveland, 2000) icin germ hiicreleri ve sertoli hiicreleri arasindaki dengeyi saglamak ig¢in
dogumdan sonraki 2 ile 4 hafta arasinda testislerde biiyiik bir apoptoz dalgasi meydana
gelmektedir (Ghosh ve Mukherjee, 2018; Wang ve digerleri, 2017). Bu siirecteki apoptozun
bozulmasi, germ hiicresi ve sertoli hiicre sayilarindaki dengesizlige bagli olarak bir erkek

infertilitesinin gelisimine sebep olmaktadir (Aitken ve dig., 2011; Bagi ve dig. 2020).

Yapilan ¢aligsmalarda, birgok tiiriin normal spermatogenez siirecinde germ hiicrelerinin
spontan Oliimiinlin gergeklestigi goriilmiistiir (Weinbauer ve dig., 2001; Shaha ve Mishra,
2010). Meydana gelen bu 6liimlerin potansiyel spermatozoa olusumunda ve semen kalitesinin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Schaller ve ark., 2008; Mahfouz ve ark.,
2009). Yapilan bir ¢aligmada siganlarda ve hamsterlarda, 6zellikle A tipi spermatogonium ve
spermatositlerin mayotik boliinmeleri sirasinda spontan apoptoz gozlenirken, farkli olarak
insan testislerinde spermatogonium, spermatositler ve spermatidler dahil olmak tizere ii¢ farkli
germ hiicre sinifinda da spontan germ hiicre apoptozunun meydana geldigi goriilmiistiir (Hikim

ve Swerdloff, 1999).

Obez erkeklerde gelisen infertiliteyle ilgili mekanizmalarin artan skrotal sicaklik,
oksidasyon, inflamasyon ve apoptoz ile ilgili oldugu bilinmektedir (Ghosh ve Mukherjee, 2018;
Hikim ve Swerdloff, 1999). Hiicresel homeostaz ve erkek germ hiicresi gelisimi i¢in apoptoz
gerekli olmasina ragmen, kisir erkeklerin spermatozoa hiicrelerinde meydana gelen apoptozda
bir artis goriilmektedir. Yiiksek yagh diyet (HFD) tiiketimiyle birlikte germ hiicre apoptozuyla
iligkili olarak germ hiicre kaybinda artis, epitel yiiksekliginde ve seminifer tiibiil capinda azalma
gibi testikiiler morfometride 6nemli degisiklikler meydana geldigi bilinmektedir (Bagi ve dig.,

2020).

Apoptotik hiicre 6liimii, spermatogenez sirasinda germ hiicre popiilasyonunun
genislemesini siirlamak i¢in oldukc¢a 6nemli olmasina ragmen yapilan bir ¢alismada obez

sicanlardan olusan grupta patolojik diizeyde apoptoz gézlemlenmis ve testikiiler germ hiicre
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poplilasyonunda 6nemli derecede azalmalar meydana gelmistir (Choubey ve dig., 2020). Ayrica
yiikksek yag ile beslenen bu sicanlarin testislerinde intrinsik apoptotik yolun aktivasyonunu
gosteren p53, Bax/Bcl2 orani, kaspaz-9 ve kaspaz-3'iin mRNA transkript seviyelerinde énemli
artislar meydana gelmistir (Bagi ve dig., 2020). HFD uygulanarak yapilan bir baska ¢alismada
ise yliksek yagli diyetle beslenen farelerde germinal epitelde bozulmalar, sperm sayisinda
azalma ve yiiksek apoptotik indeks goriilmiistiir. HFD ile uzun siire beslenmenin apoptotik
germ hiicrelerinin gozlemlenmesiyle birlikte bu beslenme tarzinin testis histomorfolojisini
bozdugu ve sperm defektlerine neden oldugu goriilmiistiir (Ghosh ve Mukherjee, 2017). T2DM
(Tip 2 Diabetes Mellitus) farelerle yapilan bir baska c¢alismada ise, T2DM’a sahip farelerin
testislerinde anormal histomorfolojinin eslik ettigi apoptotik hiicre sayisinda 6nemli artiglar
gozlemlenmistir. Ayrica bu hayvanlarin testis doku kesitlerinde yiiksek TUNEL-pozitif
hiicreler de gozlemlenmistir (Zheng ve dig., 2018).

Genel olarak germ hiicrelerinde meydana gelen apoptozun iireme siirecini olumsuz
etkiledigi bilinmektedir. Ayrica zigot olusumunda 6nemli bir adim olan zona pellusidanin
sperm tarafindan asilmasi i¢in gerekli olan akrozin ve hyaluronidaz enzimleri apoptoz kaynakl
olarak gelisen sperm basindaki hasarlardan ve diisiik semen yogunlugundan dolay1r bu
fonksiyonu etkili bir sekilde gergeklestiremeyerek fiizyonda basarisizlik yaratarak infertilite

gelisimine sebep olurlar (Zheng ve dig., 2018).

2.7. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, yaygin olarak Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) olarak bilinen oksijen ve
oksijen tiirevli oksidanlarin neden oldugu artan hiicresel hasar oraniyla iligkili bir durumdur
ROS iiretimi ile biyolojik sistemin reaktif ara {irlinleri detoksifiye etme yetenegi arasindaki
dengesizlik sonucu oksidatif stres olusmaktadir (Bansal ve Bilaspuri, 2011). Reaktif oksijen
tiirleri biyolojik sistemler tarafindan metabolik yan {irlinler olarak esas olarak mitokondri
tarafindan tretilmektedir (Bansal ve Bilaspuri, 2011; Pizzino ve dig., 2017). Yiiksek oranda
reaktif olmalarindan kaynakli olarak reaktif oksijen tiirleri diger molekiillerle kolayca
birlesebilir, dogrudan oksidasyona neden olabilir ve yapisal, fonksiyonel degisikliklere yol
acarak hiicresel hasara neden olurlar (Bansal ve Bilaspuri, 2011).

Stiperoksit radikalleri, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve singlet oksijen yaygin
olarak bilinen reaktif oksijen tiirleridir (Pizzino ve dig., 2017). ROS iiretimi temel olarak
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla gergeklesmektedir. Solunum zinciri,

prostaglandin sentezi, fagositoz ve sitokrom P450 sisteminde yer alan enzimatik reaksiyonlar
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ROS iiretebilir (Halliwell ve Gutteridge, 2007; Young ve Woodside, 2001). Ornegin siiperoksit
radikali, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve peroksidazlarin etkinligi ile tretilmektedir.
Uretildikten sonra, sirasiyla hidrojen peroksit, hidroksil radikali, peroksinitrit, hipoklordz asit
tireten ¢esitli reaksiyonlarda yer almaktadir (Pizzino ve dig., 2017). Oksijen organik bilesiklerle
reaksiyona girdiginde veya hiicreler iyonlastirici radyasyona maruz kaldiginda da yani
enzimatik olmayan reaksiyonlarla da serbest radikal iiretimi gerceklesmektedir. Enzimatik
olmayan ROS iiretimi mitokondriyal solunum sirasinda da meydana gelebilmektedir (Valko ve
dig., 2007; Droge, 2002).

Reaktif oksijen tiirleri hem endojen hem de eksojen kaynaklardan
iiretilebilmektedir. Immiin hiicre aktivasyonu, inflamasyon, iskemi, enfeksiyon, kanser ve
yaslanma endojen iiretiminden sorumluyken, ¢cevresel kirleticiler, agir metaller (Cd, Hg, Pb, Fe
ve As), bazi ilaglar (siklosporin, takrolimus, gentamisin), kimyasal ¢oziiciiler, sigara dumani,
alkol ve radyasyon maruziyetinin bir sonucu olarak da eksojen liretimi gergeklesmektedir
(Valko ve dig., 2007). Bu eksojen bilesikler viicuda girdiginde metabolize edilerek yan iiriinler
olarak ROS fiiretirler (Pizzino ve dig., 2017).

Diisiik ve kontrolli ROS iiretiminin protein fosforilasyonu, transkripsiyon faktor
aktivasyonu, apoptoz, immiin sistem (patojenlerle savasma) ve farklilagsma gibi siireclerde etkili
oldugu bilinmektedir. ROS iiretiminde bir artis s6z konusu oldugunda ise proteinler, lipidler ve
niikleik asitler gibi 6nemli hiicresel yapilar tizerinde zararh etkiler olusturmaktadir (Wu ve dig.,
2013). Cok sayida kanit, oksidatif stresin kanser, diyabet ve ateroskleroz gibi cesitli
hastaliklarin baglamasindan ve ilerlemesinden sorumlu olabilecegini gostermektedir (Taniyama

ve Griendling, 2003; Pizzino ve dig., 2017).

2.7.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Testis

Oksidatif stres, infertiliteye neden olan Onemli faktorlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Oksidatif stres, viicuttaki reaktif oksijen tiirleri ile antioksidanlar arasindaki
dengesizligin bir sonucudur ve sperm hasarina neden olarak erkek infertilitesinin gelisimine yol
acmaktadir (Bansal ve Bilaspuri, 2011). ROS'un diisiik ve kontrollii konsantrasyonlarinin
sperm-oosit etkilesimleri, implantasyon ve erken embriyo gelisimi (Lamirande ve dig., 1997,
Sakkas ve dig., 1998) gibi iireme siireclerini etkiledigi, spermin kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu ve fertilizasyon yeteneginin siirdiiriilmesi gibi fizyolojik siire¢lerde de rol oynadigi
bilinmektedir (Barretto ve dig., 2010; Desai ve dig., 2009). Seminal plazmanin antioksidan

kapasitesini agan kontrolsiiz ROS iiretimi ise spermatozoa i¢in zararli olan oksidatif strese yol
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acar (Desai ve dig., 2010) ve yetersiz aksonemal fosforilasyona, lipid peroksidasyonuna,
motilite ve canlilik kaybina yol agan sperm patolojisine neden olmaktadir (Bansal ve Bilaspuri,
2011).

ROS, sperm plazma membrani, DNA ve fizyolojik siirecler iizerinde olumsuz etkilere
neden olarak sperm kalitesini etkilemektedir (Bansal ve Bilaspuri, 2011). Oksidatif stres
ozellikle lipid peroksidasyonuna ve oksidatif DNA hasarinin indiiklenmesine neden olarak
memeli spermatozoasinin islevini simirlamaktadir. Mitokondriyal ROS olusumunun sonucu
olarak intrinsik apoptotik kaskad baslar ve bunun sonucunda ise spermatozoa hareketliligini,

canliligint ve DNA biitiinliigiinti kaybeder (Aitken ve dig., 2012).

Memeli spermatozoa membranlari, coklu doymamis yag asitleri agisindan zengindir ve
lipid peroksidasyonunun aracilik ettigi oksijen kaynakli hasara karsi oldukca hassastir (Rao ve
dig., 1989; Peltola ve dig., 1992). Bu ¢oklu doymamis yag asitleri spermin déllenme ile iligkili
membran fiizyon olaylarina girmesine yardimci olarak sperm membranina akiskanlik ve
esneklik saglamaktadir (Bansal ve Bilaspuri, 2011). Ancak bu molekiillerdeki ¢ift baglarin
varlig1, onlar1 serbest radikallerin ve lipid peroksitlerin saldirisina karsi savunmasiz hale
getirmektedir. Lipid peroksitler, sperm plazma membraninda kendiliginden dretilir ve
fosfolipaz A2'nin etkisiyle salinirlar. Bu peroksitler sperm membran biitlinliigiine zarar vererek
sperm motilitesinde, hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara ve apoptozu uyarilmasina neden

olarak infertiliteye neden olurlar (Bucak ve dig., 2010).

Azot oksit, peroksinitrit gibi reaktif nitrojen tiirleri ise serbest nitrojen radikalleridir ve
ROS'un bir alt sinifi olarak kabul edilir (Sikka ve dig., 2001; Wiseman ve dig., 1995). Nitrik
oksidin normal sperm fonksiyonlar1 iizerinde hem hareketliligi hem de zona pelicudiya
baglanmasi i¢in sperm yetkinligini engelleyen zararl etkileri oldugu bilinmektedir (Agarwal ve

dig., 2008).

Obezite, viicutta biriken yaglarda iiretilen biiyiik miktarlardaki serbest radikaller
nedeniyle oksidatif stres ile iligkili olan erkek iireme bozukluklarinin gelisimindeki ana
faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (Manna ve Jain, 2015; Rani ve dig., 2016). Yapilan
caligmalar, oksidatif stresin, obeziteyi ¢esitli hastaliklara baglayan nedensel faktorlerden biri
oldugunu gostermistir (Yang ve ark., 2006). Bunun nedeni, plazma serbest yag asitlerinde
(FFA) ve ektopik bolgelerde depolanan yag miktarinda meydana gelen yiikselislerdir. Bu
durum ise adenin niikleotitlerinin translokasyonunu engelleyerek mitokondriyal elektron tagima

zincirinde siiperoksit radikali (O2) olusumuna yol acar (Morais ve dig., 2017). FFA, viicut
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hiicrelerinde NADPH oksidazin Protein kinaz C (PKC) 'ye baglh aktivasyonu yoluyla reaktif
ara Uriinlerin iretimini uyarir. Sonug olarak oksidasyona, oksijen radikali olusumuna ve

oksidatif yan iirlinlerin birikmesine yol agar (Manna ve Jain, 2015).

Membran peroksidasyon iiriinii olan MDA (malondialdehit) ise hiicre isin zararli olan
artmis oksijen radikalleri tarafindan tiretilmektedir (Valavanidis, 2019). MDA, molekiil i¢i ve
molekiiller aras1 ¢apraz baglar olusturarak membran tasiyici proteinlerini immobilize ederek
(Halliwell ve Chirico, 1993) membran permeabilitesini arttirmaktadir. Yapilan bir caligmada
HFD (yiiksek yag igeren diyet) ile beslenen farelerde testis MDA miktarinda 6nemli bir artis ve
siiperoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde de azalmalar
gozlemlenmistir (Nematollahi ve dig., 2019). Yapilan baska bir calismada ise yiiksek
miktarlarda reaktif oksijen tiirlerine uzun siire maruz kalma sonucu azalan sperm kemotaktik
yanitinin, antioksidan tedavi ile 6nemli 6l¢iide diizeltilebilecegi yiiksek yagl diyet (HFD) ile

beslenen farelerde gozlemlenmistir (Sdnchez ve dig., 2010).

2.8. VITAMIN D

Vitamin D (VitD), steroid hormonlara benzer biyokimyasal yapiya sahip yagda ¢ozlinen
bir prohormondur (Angelis ve dig., 2017; Rodriguez ve dig., 2021). VitD’nin endokrin,
parakrin ve otokrin fonksiyonlari bulunmaktadir. Endokrin fonksiyonlar1 esas olarak kalsiyum
ve fosfat homeostazini etkileyerek mineral iyon metabolizmasinin diizenlenmesinde yer alir
(Razzaque, 2017; Prasad ve Kochhar, 2016). Parakrin ve otokrin etkileri ise hiicre
proliferasyonunu, farklilasmasin1 ve hayatta kalmasmi etkileyerek hiicresel homeostazi
diizenlemektedir. Bu vitaminin eksikligi, kanser ve yaslanma gibi patolojilerin olusumuna
sebep olabilmektedir (Sofi ve dig., 2017; Heaney, 2008).

VitD’nin ana kaynagi yaklasik %80 ile kolesterolin Onciisii oldugu 7-
dehidrokolesterolden ciltte giines 15181/UVB etkisi ile sentezlenen kolekalsiferol veya D3
vitaminidir. VitD’nin yaklasik olarak %20’si ise diyetle hayvansal (kolekalsiferol) ve bitkisel
(ergokalsiferol) gidalardan alinmaktadir (Rodriguez ve dig., 2021; D’ Amelio, 2021). Somon ve
uskumru gibi yagli baliklarin dahil oldugu ¢ok az gida dogal olarak VitD igerdiginden (Holick
ve Chen, 2008) besin kaynakli olarak eksikligini gidermek amaci ile VitD takviyeleri
(Razzaque, 2017) de alinabilmektedir. VitD diyetle alind1g1 i¢in bir besin maddesi olarak kabul

edilebilecegi gibi deri tarafindan da sentezlenebildigi, bobrek ve karacigerde ugradigr iki
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hidroksilasyon reaksiyonundan sonra kalsiyum ve fosfat metabolizmasini diizenleme yetenegi

kazandig1 i¢in bir hormon olarak kabul edilmektedir (D’ Amelio, 2021).

VitD’nin hedef organlari bagirsak, iskelet sistemi, bobrek ve paratiroid bezleri olmasina
ragmen son yillarda yag dokusu, tiroid, lireme organlari, pankreas, kardiyovaskiiler sistem ve
merkezi sinir sistemi dahil olmak {izere bu spektrum biiyiik 6l¢lide genislemistir (Angelis ve
dig., 2017). Viicudun aktif olarak VitD sentezleme yetenegine ragmen, ‘hipovitaminoz D’ yani
VitD eksikligi genel popiilasyonda biiyiik 6l¢iide yaygindir ve yasa gore arttigi da bilinmektedir
(D’Amelio, 2021).VitD eksikligi hiperparatiroidizm, rasitizm ve osteomalazi ile iliskilidir,
ancak obezite, tiroid disfonksiyonu, otoimmiin hastaliklar, Diabetes Mellitus, kardiyovaskiiler
hastaliklar, demans gibi bircok hastalikta da risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Angelis ve
dig., 2017).

2.8.1. Vitamin D Sentez ve Metabolizmasi

VitD’nin ana kaynagi, kolesteroliin onciisii oldugu 7-dehidrokolesterolden ciltte gilines
15181 ile sentezlenen kolekalsiferol veya vitamin D3’tiir (Rodriguez ve ark. 2021; Angelis ve
ark., 2017) VitD organizmada biyolojik olarak aktif hale gelmek i¢in birincisi karacigerde ve
ikincisi bobrekte olmak tizere iki hidroksilasyona ihtiya¢ duyar (Zanuy ve dig., 2007).

Biyolojik olarak aktif formuna doniistiiriilebilmek i¢in Vitamin D baglayici proteine
(DBP) baglanan kolekalsiferol (D3 vitamini) karacigere tagmir ve 25. karbonunda bir
mikrozomal enzim olan 25-hidroksilazin katalizledigi hidroksilasyon reaksiyonu meydana gelir
(Angelis ve dig., 2017). Gergeklesen birinci hidroksilasyon reaksiyonu sonunda vitamin D3’{in
dolagimdaki ana formu olup nispeten daha diisiik biyolojik aktiviteye sahip olan 25-
hidroksikolekalsiferol iiretilir. Karacigerden salinan 25-hidroksikolekalsiferol DBP'ye bagl
halde bdbrege tasimmir ve la-hidroksilaz enzimi tarafindan 1. karbonun hidroksilasyonu
gercekleserek biyolojik olarak VitD’nin en aktif formu olan 1,25-dihidroksikolekalsiferol
olusumuna yol agar (Prasad ve Kochhar, 2016). 24-hidroksilaz enzimi ise bobrekte ve diger
hedef organlarda eksprese edilerek vitamin D3’lin dolasimdaki formlarinin inaktivasyonunda

gorev alir (Henry, 2011; Veldurthy ve dig., 2016).
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Sekil 2.11: Vitamin D sentez yolaklar1 (Rodriguez ve dig., 2021).

VitD, fizyolojik etkilerini Vitamin D reseptdriiniin (VDR) baglanmasi ve aktivasyonu yoluyla
gostermektedir (Prasad ve Kochhar, 2016; Duprez ve dig., 1994). Klasik niikleer VDR ve klasik
olmayan membran VDR olmak {izere iki tip VDR bulunmaktadir. Niikleer VDR, VitD’nin
genomik etkilerine aracilik ederken, membranda bulunan VDR ise genomik olmayan etkilerine
aracilik etmektedir. Genomik etki, hedef gen ekspresyonunun dogrudan bir modifikasyonu ile
sonuclanirken, genomik olmayan etki ise birkag¢ hiicre fonksiyonunu modiile eden hiicre i¢i
sinyal iletim yollarinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Klasik VDR, niikleer reseptorlerin
stiper ailesine aittir ve DNA'ya baglanan bir transkripsiyon faktoriidiir (Haussler ve dig., 2011;
Angelis ve dig., 2017). Hedef hiicrelerde, VDR sitoplazmada lokalizedir ve ligandla
baglandiktan sonra retinoid X reseptorii (RXR) ile bir heterodimer olusturur ve bu kompleks
vitamin D' ye duyarli elementler (vitamin-D responsible elements) olarak adlandirilan spesifik
DNA bolgeleri ile etkilesime girdigi nukleusa yer degistirirerek gen transkripsiyonunu diizenler
(Prasad ve Kochhar, 2016; Angelis ve dig., 2017.). VDR-RXR kompleksi insan genomunun
yaklasik olarak yiizde %3'linii diizenlemektedir (Bouillon ve dig., 2008). VitD'nin genomik
olmayan etkileri, ilk olarak bagirsak hiicrelerinin hiicre zarinda kesfedilen, membranda bulunan
VDR'nin aktivasyonu ile gerceklesmektedir (Haussler ve dig., 2011, Zanatta ve dig., 2011;
Norman ve dig., 2002). Membran VDR, dogrudan gen ifadesinin diizenlenmesinde rol almasa
da kinazlar, fosfatazlar ve ikinci habercileri iceren hiicre i¢i sinyal yolaklarinda gorev

almaktadir (Zanatta ve dig., 2011).
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2.8.2. Vitamin D’in Erkek Ureme Sistemine Olan Etkisi

VitD'nin erkek tiremesiyle ilgili rolii, hayvanlarin ve insanlarin erkek lireme sisteminde
VDR ve VitD metabolize edici enzimlerin (25-hidroksilaz, 1a-hidroksilaz ve 24-hidroksilaz)
ekspresyonu ile desteklenmistir (Angelis ve dig., 2017; Ponce ve dig., 2016; Hofer ve dig.,
2014). VDR insan gonositlerinde, leydig hiicrelerinde ve olgunlasmamis sertoli hiicrelerinde
gestasyonun 16. haftasindan itibaren eksprese edilmektedir. Bu durum ise VitD’nin gelismekte
olan gonadda muhtemel bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Blomberg ve dig., 2012).

VDR 'nin ekspresyonu, hayvan erkek lireme sisteminde genis ¢apta aragtirilmistir, en ¢ok
calisilan hayvan modeli ise kemirgenlerdir (Angelis ve dig., 2017). VDR protein ekspresyonu,
prostat, seminal vezikiiller, epididimis ve spermatogonum, spermatositleri iceren bir grup germ
hiicresinde ve Sertoli hiicreleri olmak {izere testiste bulunmaktadir (Zanatta ve dig., 2011,
Zamoner ve dig., 2011; Zanatta ve dig., 2011). VitD metabolize edici enzimler ise baglica testis
olmak iizere neredeyse tiim lireme organlarinda bulunmaktadir. Testislerde 6zellikle somatik
veya germ hiicrelerinde bulunmasi VitD'nin lokal olarak sentezlenebilecegini ve
metabolizmasinin sistemik VitD'den bagimsiz olarak lokal olarak diizenlenebilecegini
gostermektedir. Ayrica, testisteki VDR ekspresyonu ise lokal olarak iiretilen VitD'nin otokrin
ve parakrin etki gostererek testis islevinin diizenlenmesinde rol oynayacagini dolayisiyla erkek
fertilitesini de etkileyebilecegini diistindiirmektedir (Angelis ve dig., 2017).

Steroidogenez sonunda salgilanan testosteron, yetiskin memeli testislerinde (Carreau ve
dig., 1999) leydig hiicrelerinde eksprese edildigi bilinen aromataz enzimi (CYP19A1) ile
Ostrojenlere veya Soa-rediiktaz aktivitesi ile daha aktif androjen olan dehidrotestosterona
doniistiiriilebilir. Ostrojenler, spermatogenezin potansiyel diizenleyicileri olduklari i¢in normal
erkek tiremesi i¢in olduk¢a dnemlidir (Carreau ve dig., 2010). VDR knockout edilen farelerle
yapilan bir ¢alismada gonadal yetmezlik, azalmis sperm sayist ve hareketliligi ile birlikte
testiste histolojik anormallikler gbzlemlenmistir. Ayrica testis ve epididimiste azalmis gonadal
aromataz aktivitesi de gortilmistiir. Bu azalmis aromataz aktivitesi, steroidogenez dahil olmak
lizere testis fonksiyonu i¢in dstrojenlerin 6nemini gostermektedir (Ponce ve dig., 2016). Ayrica
1,25-dihidroksikolekalsiferol’tin aromataz gen ekspresyonunu doku spesifik olarak degistirdigi
bilinmektedir (Krishnan ve dig., 2010). Meme kanseri hiicre hatlarinda, Vitamin D tedavisi
aromataz gen ekspresyonunda azalmaya neden olurken, ayni tedavi osteosarkom hiicre
hatlarinda aromataz gen ekspresyonunda artisa neden olmustur. 1,25-dihidroksikolekalsiferol
'in bu nedenle doku secici bir aromataz modiilatorii oldugu 6ne siiriilmektedir (Lundqvist,

2014).
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Hipotalamus ve hipofiz bezinde de VDR bulunmaktadir (Angelova ve dig., 2014). Bu
durum Vitamin D’nin hipofiz hiicrelerinin gen ekspresyonunda ve hormon salgilanmasinda
diizenleyici islevlere sahip olabilecegini gostermektedir (Hofer ve dig., 2014). Dolayisiyla
testosteron salgilanmasina da etki ederek gonadal fonksiyon iizerinde etkili olabilecegini
gostermektedir (Angelova ve dig., 2014). Blomberg Jensen ve meslektaslar1 (2011) yapmis
olduklar1 bir calismada ejakiile edilmis olgun spermde, aktive edilmis Vitamin D'nin, hiicre i¢i
IP3 (Inositol Trisfosfat) reseptorii araciligi ile kalsiyum salmimi uyarip hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu arttirdigini insan spermatozoasinin boyun kisminda in vitro olarak
gostermislerdir. Bu kalsiyum deposu ise sperm motilitesini artirmakta ve akrozom
reaksiyonunu da uyarmaktadir (Jensen ve dig., 2011). Bu nedenle optimal sperm fonksiyonu
VitD'nin dogrudan etkisine bagli olabilir veya kalsiyum homeostazindan dolayli olarak

etkilenebilmektedir (Ponce ve ark., 2016).

2.8.3. Metabolik Sendrom ve Vitamin D Iliskisi

Vitamin D, kalsiyum-fosfat metabolizmasinin diizenleyicisi olarak bilinen roliiniin yani
sira, kas kuvvetinin diizenlenmesi, bagisiklik sistemi modiilasyonunda (Sassi ve dig.,2016) ve
metabolizma gibi gesitli yollarin diizenlenmesinde yer almaktadir (D’ Amelio, 2021). VitD’nin
baslica kaynagi olan giinese maruziyetin farkli cografi bolgelerde degiskenlik gdstermesi,
VitD’nin serum konsantrasyonlarini etkilemektedir. Ekvatordan daha uzakta yasayan
popiilasyonlarda giinese maruziyet azaldigindan kaynakli olarak hipovitaminoz siklig1 ve
dolayisiyla potansiyel diyabet veya MS gelisme riski daha yiiksektir. Bunun yani sira giyim
aligkanliklar, ten rengi ve giines kremi kullanimindaki farkliliklar da 6nemli faktorlerdir

(Rodriguez ve dig., 2021).

MS' nin 6zellikleri dikkate alindiginda, diisiik Vitamin D seviyeleri obezite, bozulmus
glikoz metabolizmas1 ve yiiksek kan basinct ile iliskilendirilmistir (D’Amelio, 2021).
Kardiyovaskiiler risk faktorii olarak obezite, yetersiz VitD ile yakindan iligkilidir ve yapilan
calismalar obezitenin daha diisiik ViD seviyelerine yol agtigini gostermistir (Earthman ve dig.,
2012; Vimaleswaran ve dig., 2013). Obez bireylerin cildinin giines 1s181ina daha az maruz
kalmas1 sonucu VitD sentezinin azalmasi (Florez ve dig., 2007; Kull ve ark., 2009), daha az
VitD alimi (Kamycheva ve dig., 2009; Wortsman ve dig., 2000) ve bariatrik cerrahi
gecirenlerde VitD’nin bagirsak emiliminin azalmasindan kaynakli olarak (Aarts ve dig., 2011;
Shapses ve dig., 2012) obezite sirasinda diisiik VitD durumu gelismektedir (Prasad ve Kochhar,
2016). Bu hastalar, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in daha yiiksek risk altindadir ve visseral
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yaglanmada artig, daha yiiksek insiilin duyarlilig1 ve inflamasyon derecesi ancak daha diisiik
kardiyorespiratuar kapasite ile karakterizedir (Bliiher, 2020).

Yapilan bir ¢alismada VitD takviyesinin, lipid profili, insiilin direnci, hiperglisemi,
obezite ve hipertansiyon gibi MS ile iliskili hastaliklarin tedavisinde yararl bir etki gosterdigi
bildirilmistir (Ferreira ve dig., 2020). Lemieux ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢calismada 6 ay
boyunca giinliik 5000 IU Vitamin D takviyesinin insiilin duyarliligini ve pankreatik B hiicre
aktivitesini artirdigin1 géstermistir (Lemieux ve dig., 2019). Vitamin D takviyesinin viicut kitle
indeksinin ve bel ¢evresinin azalmasina katkida bulunabilecegi (Perna, 2019) ve 3 ay boyunca
2 haftada bir 50.000 IU VitD takviyesi uygulamasindan sonra trigliserit ve diisiik yogunluklu
lipoprotein kolesterol (LDL) seviyelerinde de 6nemli bir azalma oldugu goézlemlenmistir
(Ghaderi ve dig., 2017).

VitD’nin MS iizerinde gerceklestirdigi olasi etkilerinden kaynakli olarak biz de yapilmis
olan bu tez ¢aligmasinda metabolik sendromlu erkek sicanlara uygulanan VitD takviyesinin

ozellikle infertilite agisindan testis dokusuna nasil etki ettigini gormeyi amaglamaktayiz.
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3. YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan serum &rnekleri ve testis dokulari, Istanbul Saglik Bilimleri Universitesi,
Mehmet Akif Ersoy Gogiis Kalp ve Damar Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Deneysel
Arastirma, Gelistirme ve Egitim Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan izin
alinarak yapilan “Diyete Bagli Endotel Hasar1 Olusturulan Ratlarda RANKL/OPG Sinyal
Yolag Aktiviteleri” baslikli projeye ait arsiv materyalleridir. Bu tez ¢alismasi igin Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi'ndan (1UC-
HADYEK) 22.03.2022-342013 say1l1 karari ile Etik Kurul Onayina gerek olmadigina oy birligi

ile karar verilmistir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar
Hayvan deneyinde (Tablo 3.1) ve immiinohistokimya yonteminde kullanilan kimyasallar

(Tablo 3.2) ilgili tablolarda belirtilmistir.

Tablo 3.1 Hayvan deneyinde kullanilan kimyasallar

Hayvan deneyinde kullanilan kimyasallar Markasi
Vitamin D Devit-3 300.000 IU/ml .LM/ORAL Ampul, Deva Ilag
D-(-)-Fruktoz Merck
Ksilazin Basilazin %2, Bavet Ilag
Ketamin Ketax
Formaldehit EMBOY
%10 formol salin Manuel hazirlandi

izotonik NaCl ¢ozeltisi Polifarma
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Tablo 3.2 immiinohistokimyada kullanilan kimyasallar.

Immiinohistokimyada Kullamilan Kimyasallar Markasi
Fosfat Tamponu (PBS Tablet) MP Biomedicals
Antibody Diluent, 125ml Thermo Scientific
Large Volume AEC Substrate System, 125ml Thermo Scientific
Sitrat Tamponu (pH:6), 1L Sigma,
Hematoksilen (Mayer’s modified) Abcam
Toluen Gr For Analysis, 2,5 It Merck
Ethanol Absolute Gr For Analysis, 2,5 It Merck
Hydrogen peroxide (H20:) Merck

3.1.3. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler
Bu tez ¢aligmasi sirasinda kullanilan cihazlar (Tablo 3.3) ve sarf malzemeleri (Tablo 3.4) ile

ilgili tablolarda asagida belirtilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan cihazlar.

Kullanilan Cihazlar Markasi
Etiiv Elektro-Mag M420B
Sterilazator Elektro-Mag M420
Distile su cihaza Millipore Elix3
Isik Mikroskobu Leica (DM 2500)
Isik mikroskobu kamerasi Leica (DFC 280)
Mikropipetler MediSis, Ependorf
Mikrotom Reichert 390965
Su banyosu Kéttermann
Buzdolab: Indesit
Derin dondurucu (-20) Bosch
Mikrodalga firm Kenwood
Hassas terazi Ohaus Galaxy 4000

Vorteks Elektro-Mag M16
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Tablo 3.4: Kullanilan sarf malzemeler

Kullamlan Sarf Malzemeler
Pozitif Yiikli Lam (72’li Kutu)
Lamel (24x60 mm, 24x32 mm)

Santrifiyj tiipleri (1ml, 1.5ml, 2ml)
Pipet uglar1
Posteur pipet
Cam meziir, sale, beher
Hidrofobik kalem
Mikrotom Bigag1

Immiinohistokimya boyama kab1 (Chamber)

3.2. YONTEM

3.2.1. Deneysel Hayvan Modelinin Olusturulmasi

Metabolik Sendromun (MS) testis dokusu tizerine etkilerini inceleyebilmek i¢in %17 yag ve
%17 fruktoz iceren yem ve %20’lik fruktozlu su igeren diyet ile metabolik sendrom modeli
olusturuldu (Gancheva S ve ark. 2015). Calismaya 24 adet erkek Sprague Dawley sigan dahil
edildi ve sicakligi 21°C olan 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik zaman periyodu ayarlanmis
ortamda deneyler gerceklestirildi. Deney hayvanlar rastgele olarak Metabolik sendrom ve
saglikli kontrol gruplart olmak {izere iki gruba ayrildi. Ardindan Vitamin D uygulanan ve
Vitamin D uygulanmayan olmak iizere 4 farkli deney grubu olusturularak 15 hafta boyunca

hayvanlarin takibi yapildi. Deney 15. haftanin sonunda sonlandirildi.
Caligmaya katilan deney hayvanlarindan 4 grup olusturuldu:

Grup I: Saghkh Kontrol (SK) Grubu (n=5): Deney siiresince ¢cesme suyu ve standart yem

verildi.

Grup II: Metabolik Sendrom (MS) Grubu (n=7): 15 hafta boyunca her giin %20’lik

fruktozlu su ve %17 yag ve %17 fruktoz iceren yem ile beslendi.
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Grup III: Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup (MSD) (n=7): Deney
stiresince %20’lik fruktozlu su ve %17 yag ve %17 fruktoz iceren yem ile beslenerek MS
modeli olusturulan siganlara deneyin 3. haftanin sonundan itibaren 12 hafta boyunca haftada 1
kez oral olarak vitamin D uygulamasi (170 IU/hafta, oral) yapild1 (Elseweidy ve ark. 2017,
Anapali ve ark. 2022).

Grup IV: Saghkh Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup (SKD) (n=5): Deney siiresince
verilen ¢esme suyu ve standart yem disinda deneyin 3. haftasinin sonundan itibaren haftada 1

kez olmak kosuluyla 12 hafta oral vitamin D uygulamasi (170 IU/hafta, oral) yapildi.

Tiim gruplardaki deney hayvanlarinin deneyin baglangicinda, Vitamin D uygulamasi
yapilmadan 6nce deneyin 3. haftasinda ve deneyin sonlandirildig: 15. haftada aclik kan glukoz
Olgiimleri glukometer cihazi (IME-DC) ile yapildi. Ayrica diizenli olarak her hafta agirlik,
Olctimleri yapildi. Deney sonunda hayvanlara intraperitonel olarak ketamin-HCI (50 mg/kg) ve
ksilazin-HCI1 (10 mg/kg) uygulanarak sedasyonu saglandiktan sonra kalplerinden alinan kan
orneklerinin 1800xg’de 15 dakika santrifiijle serumlar1 ayrilarak -80°C’de biyokimyasal testler

yapilmak tizere saklandi.

3.2.2. Dokularin Morfolojik Incelenmesi

3.2.2.1. Doku Takibi
Deney sonunda alinan testis doku 6rnekleri %10'luk tamponlanmis nétral formalin ile

+4°C’de bir gece fikse edildi. Ardindan dokular yiikselen alkol serisinden (%70, %90, %96,
%100) gegirilerek parafine gomiildii. Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom (Reichert

390965, ABD) yardimiyla 5 um’luk parafin doku kesitleri pozitif sarjli lamlar iizerine alind1.

Testis doku kesitlerinin morfolojik incelemesi i¢in Hematoksilen-Eozin, ve PAS (Periyodik
Asit—Schiff) boyamasi yapildi. Hematoksilen-eozin boyamasi yapilmis olan doku kesitlerinin
Leica DM 2500 model 151k mikroskobu ve kamera sistemi kullanilarak x100 biiyiitmede
rastgele olarak secilmis 10 farkli seminifer tiibiiliin goriintiilemesi yapildiktan sonra Leica LAS
programi yardimiyla secilen seminifer tiibiillerin caplar1 ve epitel kalinligi, PAS boyamasi
yapilmis doku kesitlerde ise x200 biiyiitmede rastgele olarak 20 farkl: tiibiil secilerek bazal
membran kalinliklar1 6lgiildii. Ayrica doku kesitlerinde rastgele olarak secilmis 10 farkl

seminifer tiibiiliin Johnsen skorlamas1 da yapildi (Tablo 3.5) (Johnsen, 1970).
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0 3.5: Johnsen skorlamasi (Johnsen, 1970)

Skor 1 Seminifer tiibiillerde hiicre yok.

Skor 2 Germ hiicreleri yok sadece sertoli hiicreleri var.

Skor 3 Spermatogonyumlar mevcut olan tek esey hiicreleridir.

Skor 4 Spermatid yok, sadece birka¢ spermatosit mevcut.

Skor 5 Spermatid yok, birka¢ veya ¢ok sayida spermatosit var.

Skor 6 Sperm yok, birkac spermatid mevcut.

Skor 7 Sperm yok, ¢cok sayida spermatid mevcut.

Skor 8 Seminifer tiibiil limeninde 10’dan az sperm mevcut.

Skor 9 Cok sayida sperm var, ancak germinal epitel liimenin belirgin sekilde dokiilmesi veya
obliterasyonu ile diizgiin olmayan goriiniime sahip.

Skor 10 Germinal epitel liimeni agik, bol spermatozoa ve tam spermatogenez mevcut.

3.2.2

1.

.2. Hemotoksilen-Eozin (HE) Boyama Protokolii

Boyanacak doku kesitleri etiivde (56°C) 1 saat tutulduktan sonra toluolden gegirilerek
deparafinizasyon islemi gerceklestirildi.

Dokulara yeniden su verilmesi i¢in kesitler 3’er dakika sirasiyla azalan alkol serisinden
(%100-%96-%70) gegirildikten sonra distile suya indirildi.

Hiicrelerin nukleuslar1 Hematoksilen ile 30 dakika boyandi.

Doku kesitleri iizerindeki fazla boyanin giderilmesi i¢in kesitler ¢esme suyuyla
yikandiktan sonra kesitler diferansiyasyon i¢in %1’lik asit alkolde bekletildi.

Kesitler morartma islemi i¢in 15 dakika akan su altinda bekletildi.

Hiicrelerin sitoplazmasinin boyanmasi i¢in kesitlere 15 saniye Eozin boyamasi yapildi.
Doku kesitleri iizerindeki fazla boyanin giderilmesi icin kesitler distile suda
calkalandiktan sonra dehidratasyon islemi i¢in 3’er dakika yiikselen konsatrasyondaki
alkol serisinden (%70, %96 ve %100 etil alkol) gecirildi.

Kesitler toluole alind1 ve ardindan entellan ile kesitlerin kapatilma islemi yapilda.
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3.2.2.3. PAS (Periyodik asit-Schiff) Boyama Protokolii

1.

Doku kesitleri toluolde 45 dakika deparafinize edildikten sonra 3’er dakika sirasiyla
azalan konsantrasyondaki alkol serisinden (%100-%96-%70) gecirildi.

Kesitler distile sudan gecirildikten sonra 5 dakika Periyodik Asit Soliisyonu ile muamele
edildi.

Doku kesitleri 4 kez distile su (dH>O) ile yikandi.

Yikama isleminden sonra dokularin iizerine Schiff Soliisyonu eklenerek 20 dakika
boyunca bekletildi.

Doku kesitleri 10 dakika boyunca akan ¢esme suyu altinda bekletildi.

Kesitler iizerine Mayer's Hematoksilen konularak 5 dakika bekletildi.

Doku kesitleri tizerindeki fazla boyanin giderilmesi i¢in lamlar akan ¢esme suyu altinda
2-3 dakika bekletildi.

Kesitler hizl1 bir sekilde asit alkolden gegirildikten sonra akan ¢esme suyu altinda 10
dakika bekletildi.

Dokular 1’er dakika yiikselen konsatrasyondaki etil alkol serisinden (%70, %96 ve
%100 etil alkol) gegirilerek dehidratasyon islemi yapildi.

10. Kesitler toluolden gegirilerek Entellan ile kapatildi.

3224. Immunohistokimya Yontemi (IHK)
Immiinohistokimyasal boyama i¢in “UltraVision Detection System Large Volume Anti-

Polyvalent, HRP Kiti” (TP-125-HL, Thermo Scientific) kullanildi. Alinan testis doku
kesitlerinde poliklonal (pAb) tavsan Aromataz (1:200, A12684, Abclonal), pAb tavsan StAR
(1:100, A16432, Abclonal), monoklonal (mAb) fare 8-OHdG (1:50, sc-66036, Santa Cruz),
pAb tavsan Vitamin D reseptorii (1:100, DF6917, Affinity), mAb PCNA (1:100, MA1083,
Boster Biological Technology) ve mAb tavsan Aktif kaspaz-3 (1:500, Cell Signaling, 9664S)

(Tablo 3.6) proteinlerine karsi olusturulmus primer antikorlar kullanilarak kit i¢cinde tavsiye

edilen boyama islem sirast boyanan antikora modifiye edilerek uygulanda.

1) Deparafinizasyon islemi i¢in boyanacak doku kesitleri toluolde 45 dakika bekletildikten

sonra sonra, 3’er dakika sirasiyla azalan konsantrasyondaki alkol serisinden (%100-

%96-%70) gegirildi.

2) Doku kesitleri distile sudan indirildikten sonra antijen iyilestirme islemi i¢in kesitler

mikrodalga firinda sitrat tampon (pH:6) igerisinde 2 kez 3 dakika kaynatildi.
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3) Endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin methanol ile hazirlanmis %3’lik
hidrojen peroksit (H202) doku kesitlerinin iizerine damlatilarak 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

4) Kesitler fosftat tuz solusyonu (Phosphate Buffered Saline, PBS) ile 3 kez 3’er dakika
yikandi.

5) Zemin boyanmasinin ve istenmeyen baglanmalarin engellenmesi i¢in kesitlere Ultra V
Block soliisyonu uygulanarak 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

6) Aromataz, StAR, 8-OHdG, Vitamin D reseptorii, PCNA ve Aktif kaspaz-3 primer
antikorlar1 antibody diluent (TA-125-UD, Thermo Scientific) ile sulandirildiktan sonra
+4°C’de 1 gece inkiibe edildi.

7) Oda 1sisina alinan doku kesitleri 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.

8) Dokular sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent) ile 15 dakika inkiibe
edildi.

9) 3 kez 3’er dakika olacak sekilde doku kesitlerinin PBS ile yikama islemi yapildi.

10) Doku kesitlerinin {izerini kapatacak kadar Streptavidin-peroksidaz kompleksi
damlatilarak 15 dakika inkiibe edildi.

11) Doku kesitleri tekrardan 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.

12) Doku kesitlerine AEC Substrat-kromojen soliisyonu (TA-125-HA, Thermo Scientific)
damlatilarak mikroskop altinda renk reaksiyonu elde edildikten sonra reaksiyon distile
su ile durduruldu.

13) Z1it boyama islemi i¢in Hemotoksilen (ab220365, Abcam) ile 30 saniye nukleus
boyamasi yapildi.

14) Doku kesitleri, ¢cesme suyu icerisinde yikandiktan sonra PBS ile 10 dakika morartilma
islemi yapildi. Ardindan kesitler distile suya alind1.

15) Kesitlerin gliserin jel kapama ile kapatildi.

16) Kapanan kesitler, Leica DM 2500 model 151tk mikroskobu ve kamera sistemi

kullanilarak goriintiilendi ve Leica LAS programi ile degerlendirilmesi yapild.

Boyama éziilliigiiniin kontrolii icin negatif kontrol kullanildi. IHK y&ntemi diger kesitlere
uygulandig1 gibi negatif kontrol doku kesitine de bire bir uygulandi. Ancak bu kesitte diger

kesitlerden farkli olarak doku kesiti lizerine primer antikor yerine PBS konuldu.
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Immiinohistokimya sonuclarimin degerlendirilmesi:
Aromataz, StAR ve 8-OHdG antikorlarinin immiin boyamalarinin degerlendirilmesi i¢in
HScore analizi yapildi. Deney hayvanlarina ait doku kesitlerinde rastgele olarak 10 farkli alan
secilerek immiin pozitif hiicre sayisi ve boyanma yogunlugu dikkate alinarak semi-kantitatif
degerlendirme yapildi. Antikorlarin immiin boyanma yogunluguna gore; “0 (boyanma yok), 1+
(zayif ancak tespit edilebilir boyanma), 2+ (orta yogunlukta boyanma), 3+ (yogun boyanma)”
olmak iizere 4 farkli kategori olusturuldu. Her bir kesit i¢cin HScore degeri asagidaki formiille
hesaplanda.

HScore degeri = [1x (1+ hiicrenin yiizdesi)] + [2x (2+ hiirenin yiizdesi)] + [3x (3+
hiicrenin yiizdesi)]

PCNA, Aktif kaspaz-3 ve Vitamin D reseptor antikorlariyla boyanmis olan testis doku
kesitlerindeki immiin pozitif hiicreler 151k mikroskobu altinda rastgele 10 farkli seminifer
tiibiilde x100 biiyiitmede sayildi. ‘immiin pozitif hiicre yiizdesi = (immiin pozitif hiicre sayis1/
toplam hiicre sayisi1) x100° formiiliiyle immiin pozitif hiicre sayis1 hesaplandi (Anapali ve dig.

2022).

Tablo 3.6: Kullanilan antikorlar ve diliisyonlar

Antikor Marka / Katalog Numarasi Diliisyon
Aromataz Abclonal, A12684, USA 1:200
StAR (Steroidogenik
Akut Diizenleyici Abclonal, A16432, USA 1:100
Protein)
8-OHdG (8-hydroxy- Santa Cruz Biotechnolgy, sc-66036,
2'-deoxyguanosine) England 1:50

PCNA (Proliferating  Boster Biological Technology, MA1083,
cell nuclear antigen) USA 1:100

Vitamin D reseptorii Affinity, DF6917, USA 1:100

Cell Signaling, 9664S, The Netherlands
Aktif kaspaz-3 1:500
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3.2.2.5. TUNEL Yontemi
TUNEL boyama yontemi i¢in “ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit”

(MERCK, S7100, Germany) kullanilarak apoptoza giden hiicreler belirlendi.

1.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

Deparafinizasyon i¢in doku kesitleri 3 kez 5’er dakika olacak sekilde toluolden
gecirildikten sonra sirasiyla azalan konsantrasyondaki alkol serisinden (2 kez 5 dakika
%100 etanol, 3 dakika %95 etanol ve 3 dakika %70 etanol) ge¢irildi.

Dokular PBS ile 5 dakika yikandi.

Doku kesitleri PBS igerisinde hazirlanmis Proteinaz K (20 pl/ml) ile oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda doku kesitleri distile su (dH2O) ile 2 kez 2 dakika yikandh.
Olusabilecek endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in PBS ile hazirlanmig
%?3’liikk hidrojen peroksit ile doku kesitleri 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Doku kesitleri PBS ile 2 kez 5’er dakika yikanda.

Kesitler iyice kurutulduktan sonra 20 dakika oda sicakliginda Equilibration Buffer (75
ul) ile inkiibe edildi.

Dokularin tizerine 55 pl Working Strenght TdT enzimi eklendi ve 1 saat 37°C'de inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda dokulara Stop/Wash Buffer eklenerek oda sicakhiginda 10 dakika
bekletildi.

Dokular PBS ile 3 kez 1 dakika yikandi.

Yikama sonrasinda lamlar pegete/kurutma kagidi yardimiyla kurutularak dokular 30
dakika 65 pl Anti-Digoxigenin konjugat: ile oda sicakliginda inkiibe edildi.

Dokular tekrardan PBS ile 4 kez 2 dakika 4 yikanda.

Diaminobenzidine (DAB) substratt doku kesiti yiizeyini kaplayacak bicimde
damlatilarak 3-6 dakika arasi1 bekletilerek renk reaksiyonunun 11k mikroskobu altinda
goriintiilenmesi gergeklesti.

Olusan reaksiyonu durdurmak icin doku kesitlerinin distile su ile 3 kez 1’er dakika
olacak sekilde bir salede yikama islemi gerceklesti.

Dokularin Metil Yesili boyasi ile zit boyama islemi yapildiktan sonra dokular 2 kez
%100 alkolden gegirildi.

Dokular toluolden gecirildikten sonra entellan ile kapatilma islemi yapildi.
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TUNEL goriintiilerinin degerlendirilmesi:

TUNEL yontemiyle boyanmis kesitler i¢in isaretli apoptotik hiicreler 151k
mikroskobunda x100 biiylitmede rastgele 10 farkli seminifer tiibiilde sayildi. Apoptotik hiicre
yiizdesi asagidaki formiile ( Meydanli ve dig., 2017) gore hesaplandi:

[Apoptotik Indeks= (TUNEL-pozitif hiicre sayisi/ toplam hiicre sayisy) x100]

3.2.3. ELISA Yontemi

Calisma sonucunda alinan kan orneklerinin 1800xg’de 15 dakika santrifiijii yapilarak
serumlar1 ayrildi ve serumlar -80°C kaldirilarak saklandi. Serum o6rneklerindeki testosteron
seviyeleri “Rat Testosterone (T) ELISA kiti” (SL1061Ra, SUNLONG, Cin) igerisinde Onerilen
islem sirasi1 takip edilerek olgiildii. Calisma Oncesi serum Ornekleri oda sicakligina getirilerek

tekrardan 1800xg’de 10 dakika santrifiij islemi yapildu.
Kit i¢inde tavsiye edilen islem sirasi takip edildi.

1. Protokolde belirtildigi gibi standart soliisyonunun seyreltme islemi yapilarak 5 farkli
standart hazirlandi. Ik kuyucuk kor (blank) kontrolii olacak sekilde bos birakildi. Farkli
diliisyonlara sahip olan standartlarin her birinden mikroplak kuyusuna 50ul hacim
pipetlendi. Her standart ¢ift ¢alisildi.

2. Ardindan her bir kuyucuga dillisyon faktorii 5 olacak sekilde 40pl 6rnek diliisyon
tamponu ve 10ul 6rnek eklendi.

3. Serum Ornekleri her bir kuyucuga konulduktan sonra kapama membrani ile mikroplak
kapatild1 ve 37°C'de 30 dakika inkiibasyonu yapildi.

4. Konsantre haldeki yikama soliisyonu distile su ile 1:30 oraninda dilue edildi.

5. Inkiibasyon islemi bittikten sonra kuyucuklar i¢indeki drnekler aspire edildi ve her bir
kuyucuk yikama soliisyonuyla dolduruldu. Yikama soliisyonu 30 saniye bekledikten
sonra kuyucuklar aspire edilerek her yikama sonunda mikroplak kurutuldu. Bu islem 5
kez tekrarlanda.

6. Kor (blank) kontrol kuyucugu hari¢ her kuyucuga 50 pl HRP-Konjugat reaktifi
eklenerek kapama membram ile mikroplak kapatildiktan sonra 37°C'de 30 dakika
inkiibe edildi.

7. Inkiibasyon islemi bittikten sonra kuyucuklar i¢indeki HRP-Konjugat reaktifi aspire
edildi ve her bir kuyucuk yikama soliisyonuyla dolduruldu. Yikama soliisyonu 30 saniye
bekledikten sonra kuyucuklar aspire edilerek her yikama sonunda mikroplaka

kurutuldu. Bu islem 5 kez tekrarlanda.
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8. Renklenme asamasi i¢in her kuyucuga 50 pl Kromojen A Soliisyonu ve 50 pul Kromojen
B Soliisyonu eklendikten sonra 37°C'de 15 dakika inkiibasyon yapildi. Bu boyama
islemi karanlik bir ortamda yapildi.

9. Inkiibasyon sonunda reaksiyonu sonlandirmak i¢in her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu
eklendi ve eklendikten sonra kuyucuklardaki rengin maviden sariya degisimi
gerceklesti.

10. Stop soliisyonu eklendikten 15 dakika i¢inde mikroplak okuyucu (Multiskan EX,
Thermo Scientific) kullanarak 450nm'de absorbans okutulur. Okumadan &nce
standartlar sisteme eklendi ve blank (kor) kuyucugunun optik yogunluk (OD) degeri de

sifir olarak ayarlandi.

3.2.4. Istatistiksel Analiz Yontemi

Biyoistatistiksel analizler i¢in SPSS Statistics, v.26.0 programi kullanildi. Normal dagilima
sahip ikiden fazla grup ortalamasinin karsilastirilmasinda “Tek yonlii Varyans analizi” (One-
Way ANOVA), ANOVA ile anlaml fark bulunan degiskenlerde ise alt gruplar arasindaki
farklarin yorumlanmasi i¢in alt gruplarin ikili kiyaslamlarinda da post-hoc “Tukey HSD” testi
kullanilmistir. Bagimli 6rneklemlerde ise iki kesitli deney diizeni i¢in esli t testi ile ii¢ ve daha
cok kesit iceren deney kurgularinda “Tekrarli 6l¢iimlerde (repeated measures) ANOVA”
yontemi kullanilarak gozlenen farklarin anlamliligi denetlendi. Anlamli fark bulundugu
durumlarda kesitler arasindaki farklarin yorumlanmas: igin ikili kiyaslamalarda post-hoc
“Bonferroni” testi kullanildi. Degiskenler arasindaki bagintilar1 saptamak ve saptanan
bagitilar1 matematiksel iliskiler halinde ortaya koymak icin korelasyon (Pearson)
¢Ozlimlemeleri yapildi. Calismanin biyoistatistiksel ¢oziimlemesinde, ele alinan Jlgiitler
Ortalama, Standart Sapma, frekans ve yiizde degerleri ile tanimlanmistir. Ayrica

yorumlamalarda anlamlilik sinir1 p= 0.05 olarak alinmistir.



62

4. BULGULAR

4.1. Kalori Alim ve Viicut Agirhg:

Deney gruplarindaki her bir hayvanin giinliik tiikettigi yem ve fruktozlu su miktar1 dikkate
alinarak her hayvanin giinliik kalori alimi hesapland1 ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Bu
sonuca gore MS (Metabolik Sendrom Grubu) grubundaki hayvanlarin giinliik kalori aliminin
diger gruplara gore yiiksek oldugu goriildii. MS grubunun SK (Saglikli kontrol grubu) ve SKD
(Saglikli Kontrol+Vitamin D Uygulanan Grup) gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
cok ileri derece anlamli fark (p<0,001) oldugu goriiliirken, MSD (Metabolik Sendrom +
Vitamin D Uygulanan Grup) grubuyla ileri derecede anlamli farka (p<0,01) sahip oldugu
saptandi (Sekil 4.1).

Deneye dahil edilen tiim hayvanlarin deney baslangicinda ve deney sonlandirilmadan once
agirlik 6l¢iimleri yapildi. Deney baslangicinda MS (Metabolik Sendrom Grubu) grubuna dahil
olan hayvanlarin agirlik ortalamalarmin SK (Saglikli kontrol grubu) ve MSD (Metabolik
Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup) gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli
bir fark olmadigi (p>0.05) goriiliirken, SKD (Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup)
grubuyla kiyaslandiginda ise anlamli bir fark (p<0,05) oldugu tespit edildi

Deney sonunda yapilan 6l¢iimde ise MS (Metabolik Sendrom Grubu) grubuna dahil olan
hayvanlarin agirlik ortalamasmin diger gruplara gore arttigi goriildii. Istatistiksel agidan MS
grubunun SK ve MSD gruplartyla ileri derecede anlamli fark oldugu ancak SKD grubuyla
anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) saptand1 (Sekil 4.2). MS grubu, deney sonunda baslangig
agirligindan %83.55 daha fazla iken SK grubunda %44.69, SKD grubunda %36.46 ve MSD
grubunda %41.58 olarak saptandi.
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Giinliik Ortalama Kalori Alimi (kcal/kg)

90,00
a,b
80,00

iy

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

SK SKD Mms MSD

Sekil 4.1:Deney gruplarimin giinliik ortalama kalori alimi (kcal/kg).

% <0,001 SK ve SKD gruplarma kiyasla; °p<0,01 MSD grubuna kiyasla; °p<0,001 SK ve SKD

gruplarina kiyasla.
(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)

AGIRLIK (gr)

600,00
500,00

400,00

b,c
300,00 a {
200,00
100,00

Deney Baglangici 15.Hafta Sonu

B SK B SKD © MS O MsD

Sekil 4.2: Deney gruplarina ait viicut agirhiklar takibi (gr).

Deney baslangici: p <0,05 SKD grubuna kiyasla.

Deney sonu: °p <0,001 SK grubuna kiyasla, p <0,01 MSD grubuna kiyasla.
(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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4.2. Aclik Kan Glukoz Seviyesi

Deney baslangicinda, deneyin 3. haftasinda Vitamin D uygulamasina baslanmadan hemen 6nce
ve deney sonunda hayvanlarin aglik kan glukoz Sl¢iimleri yapildi. Deney baslangici ve 3.
haftasinda yapilan Ol¢limlerin sonuglar1 istatistiksel agidan degerlendirildiginde gruplar
arasinda anlamli bir fark olmadigi (p >0,05) saptandi. Deney sonunda yapilan kan sekeri
Olctimiinde ise MS grubuna ait hayvanlarin aglik kan glukozu ortalamasinin diger gruplarla
kiyaslandiginda yiiksek oldugu ve istatistiksel olarakta ¢ok ileri derecede anlamli fark oldugu
(p<0,001) bulundu. Deneyin 3. haftasindan itibaren Vitamin D uygulanan MSD grubunda ise
kan sekerinin 15.hafta sonunda MS grubuna kiyasla ¢ok yilikselmemekle birlikte SK ve SKD
gruplaria gore kan glukoz degerinin istatistiksel olarak ¢ok ileri derecede anlamli yiiksek

oldugu (p<0,001) saptandi (Sekil 4.3).

Kan Glukozu {mg/dI)
250,00 .

200,00 X
b

150,00 I

il il I

50,00
Deney Baslangici Tedavi dncesi Deney sonu

B SK B SKD B MS MsD

Sekil 4.3: Achik kan glukoz degerleri (mg/ dl).

Deney sonu ®p <0,001, SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla, °p<0,01 SK ve SKD gruplarina kiyasla.

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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4.3. Testosteron Seviyelerinin Ol¢iimii

Deney gruplarina ait serum Orneklerindeki testosteron seviyeleri ELISA yontemi ile olgiildii.
Testosteron seviyesinin MS grubunda diger gruplara kiyasla ¢ok ileri derecede anlamli olarak
diisiik oldugu (p< 0,001) saptand1 (Sekil 4.4). Ayrica vitamin D uygulanan metabolik sendrom
grubunun (MSD) serum testosteron seviyelerinin daha yiiksek olmakla birlikte SK ve SKD
gruplarina kiayasla anlamli olarak diisiik oldugu (p<0,001) bulundu.

Serum testosteron seviyesi (ng/ml)
4,50
4,00 - I
350 - b
3,00 I
2,50 a
2,00 s
1,50
1,00
0,50

SK SKD M5 MSD

Sekil 4.4: Deney gruplarmin serum testosteron seviyesi (ng/ml).

ip <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla, °p<0,001 SK ve SKD gruplarina kiyasla.

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)

4.4. Morfolojik Bulgular

Alnan testis doku kesitlerinin morfolojik incelemesi i¢cin Hematoksilen-Eozin (Sekil 4.8) ve
PAS (Periyodik asit—Schiff) boyama (Sekil 4.9) yontemleri uygulanmistir. Isik mikroskobunda
boyanan doku kesitlerinin genel morfolojisi, seminifer tiibiilleri ve bu kompartmanda
konumlanan hiicreler (spermatogonyumlar, primer spermatosit, sekonder spermatosit,

spermatid ve sertoli hiicreleri) ile bazal membranin yapisi incelendi.

SK (Saglikl1 kontrol grubu) ve SKD (Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup) gruplarina
ait doku kesitlerinde yapilan incelemede seminifer tiibiillerin diizglin goriiniime sahip oldugu,
seminifer tiibiil epitelinin ise ¢ok katli olup spermatogenik hiicre popiilasyonundan ve sertoli
hiicrelerinden olustugu goriildii. Ayrica interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinin diizenli olarak

konumlandig1 da goriildii.
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%20’1ik fruktozlu su, %17 yag ve %17 fruktoz igeren diyetle olusturulan Metabolik sendrom
(MS) grubunda yapilan incelemede seminifer tiibiillerin diizensiz oldugu ve tiibiil ¢aplarinin
SK (Saglikl1 kontrol Grubu), SKD (Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup) ve MSD
(Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup) gruplarina kiyasla azaldig1 ve bu gruplarla
arasinda istatistiksel olarak c¢ok ileri derece anlamli fark (p<<0,001) oldugu saptandi. Ayrica MS
grubunda bazal membrandan tiibiil limenine dogru spermatogenik hiicre popiilasyonunda
azalmalar ve vakuolizasyonlar goriildii. Seminifer tiibiil epitelinin 6zellikle germ hiicre
kaybindan kaynakli olarak inceldigi, SK ve SKD gruplan ile kiyaslandiginda aralarinda
istatistiksel olarak ¢ok ileri derece anlamli fark (p<0,001) bulundugu goriildii.MS grubu ile
MSD grubu arasinda ise ileri derecede anlamli fark (p<0,01) oldugu saptand: (Sekil 4.6). MS
grubunda seminifer tiibiillerin etrafin1 saran bazal membranin kalinlastig1 ve ondiilasyonlar
meydana geldigi goriildii. Bu bazal membran kalinlagsmasinin diger gruplarla kiyaslandiginda

cok ileri derece anlamli fark (p<0,001) tasidigi saptandi (Sekil 4.7).

MSD (Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup) grubunda yapilan incelemede ise
seminifer tilibiillerin diizensiz oldugu goriildii. MS grubunda goriildiigii gibi bu grupta da
spermatogenik hiicre popiilasyonunda yer yer azalmalar ve hiicreler arasinda vakuolizasyonlar
gorildii. Tubtl ¢aplart ortalamasiin ise MS grubuna kiyasla daha biiyiik ancak SK ve SKD
grubuna kiyasla daha kiigiik oldugu goriildii. MSD grubunun tiibiil ¢ap1 bakimindan diger
gruplarla ¢ok ileri derece anlamli fark (p<0,001) tasidig1 gozlemlendi (Sekil 4.5). Epitel
kalinliginin MS grubuna nazaran daha kalin oldugu ancak SK ve SKD gruplarina kiyasla
azaldign tespit edildi. Istatistiksel agidan MSD grubunun epitel kalinhigi SK grubuyla
kiyaslandiginda cok ileri derecede anlamli fark (p<0,001) goriiliirken, MS ve SKD gruplariyla
kiyaslandiginda ise ileri derecede anlamli fark (p<0,01) goriildii. Bu grupta da bazal membran
kalinliginin SK grubuna kiyasla arttig1 (p<0,001) ve MS grubuna kiyasla azaldig1 (p<0,001)
goriilmiistiir. MS grubunda oldugu gibi bu grupta da bazal membranda yer yer ondiilasyonlar

oldugu gozlenmistir.
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Seminifer tubiil ¢api (pm)
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Sekil 4.5: Seminifer tubiil ¢aplar: (um).

3p <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla, °p<0,001 SK ve SKD gruplarina kiyasla.

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)

Tubiil Epitel Kalinhigi {pm)
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Sekil 4.6: Tiibiil epitel kalinhig (um)

3p <0,001 SK ve SKD gruplarma kiyasla; ®p<0,01 MSD grubuna kiyasla, °p <0,001 SK grubuna kiyasla,

p <0,01 SKD grubuna kiyasla.
(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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Bazal membran kalinligi (um)
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Sekil 4.7: Bazal membran kalinhgi (um).

 <0,001 SK, SKD ve MSD gruplaria kiyasla, ’p<0,001 SK grubuna kiyasla.
(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglhikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)

Sekil 4.8: Testis dokusunun Hematoksilen-Eozin (HE) boyanmasi. A: SK grubu, B: MS grubu, C:
SKD grubu, D: MSD grubu. Biiyiitme: X100

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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S Y : D
Sekil 4.9: Testis dokusunun Periyodik asit-Schiff (PAS) boyanmasi. A: SK grubu, B: MS grubu,
C: SKD grubu, D: MSD grubu. Biiyiitme: X100

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)

Johnsen Skorlamasi

Morfolojik inceleme i¢in Hematoksilen- Eozin boyama yontemi uygulanan testis doku
kesitlerine Johnsen skorlamasi yapildiktan sonra istatistiksel olarak analizi yapilmistir. Bu
skorlama sonucuna gére Metabolik Sendromlu (MS) hayvanlarin seminifer tiibiillerindeki
spermatid hiicre sayisinda ve liimende bulunan sperm sayisinda diger gruplara kiyasla belirgin
azalmalar goriildii. Metabolik Sendrom (MS) grubunun Johnsen skorlamasi ortalamasinin SK
(Saglikli kontrol grubu), SKD (Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup) ve MSD
(Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup) gruplarina kiyasla diisiik oldugu ve bu
gruplarla arasinda istatistiksel olarak ¢ok ileri derece anlamli fark (p<0,001) oldugu saptandi.
Ayrica MSD grubunun da diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak ¢ok ileri derece anlamli
farka (p<0,001) sahip oldugu da saptanmustir (Sekil 4.10).
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JOHNSEN SKORLAMASI
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Sekil 4.10: Gruplarin Johnsen Skorlama Sonuglari

3p <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla; °p<0,001 SK ve SKD gruplarina kiyasla.
(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik
Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup)

4.5. Immiinohistokimya Bulgular

4.5.1. Aromataz

Aromataz antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yapilan testis doku kesitlerinde
sitoplazmalar1 boyanan interstisyel Leydig hiicreleri immiin pozitif hiicreler olarak kabul edildi.
Aromataz immiin pozitif hiicrelerin dagilimi ve boyanma siddeti dikkate alinarak HScore
analizi yapildi. HScore ortalama degerleri Saglikli kontrol grubunda (SK) (10,5+2,12); Saglikli
Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grupta (SKD) (2,984+0,6); Metabolik Sendrom (MS)
Grubunda (146,1+10,6) ve Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grupta (MSD) ise
(56,8+9,1) olarak bulundu. Aromataz pozitif hiicrelerin 6zellikle interstisyel alandaki Leydig
hiicreleri oldugu gozlemlendi (Sekil 4.12). MS grubunda immiin pozitif hiicre sayisinin diger
gruplara kiyasla fazla oldugu ve bu gruplarla arasinda istatistiksel olarak cok ileri derece
anlamli fark (p< 0,001) bulundugu saptand: (Sekil 4.11). MSD grubunda ise immiin pozitif
hiicre sayisinin MS grubuna kiyasla azaldig1 ancak yine de SK ve SKD gruplarina gore pozitif

hiicre sayisinin fazla (p< 0,001) oldugu saptanmustir.
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Aromataz Ekspresyonunun HScore Analizi
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Sekil 4.11: Aromataz ekspresyonunun HScore analizinin degisim grafigi (SK: Saglikli kontrol
grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD:
Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup)

Aromataz ekspresyonu: p <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla, °p<0,001 SK ve SKD
gruplarina kiyasla.

Sekil 4.12: Testis dokusunda immiin pozitif Aromataz ekspresyonunun gésterimi. A: SK grubu,
B: MS grubu, C: SKD grubu, D: MSD grubu. Immiin boyama: Streptavidin-biotin-peroksidaz. Zit
boya: Hematoksilen. Biiyiitme: X100

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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4.5.2. StAR (Steroidogenik Akut Diizenleyici Protein)

Testis doku kesitlerinde StAR antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal boyamada
sitoplazmalar1 boyanan interstisyel Leydig hiicreleri immiin pozitif hiicreler olarak kabul edildi.
Immiin pozitif hiicrelerin dagilimi1 ve boyanma siddeti dikkate alinarak HScore analizi yapildi.
HScore ortalama degerleri Saglikli kontrol grubunda (SK) (33,842,8); Saglikli Kontrol +
Vitamin D Uygulanan Grupta (SKD) (44,3+£2,07); Metabolik Sendrom (MS) Grubunda
(7,86x1,1) ve Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grupta (MSD) ise (14,8+1,78)
olarak bulundu. StAR pozitif hiicrelerin 6zellikle interstisyel alandaki Leydig hiicreleri oldugu
gdzlemlendi (Sekil 4.13). immiin pozitif hiicre sayisinin MS ve MSD gruplarinda SK ve SKD
gruplarina kiyasla azaldig1 ve bu gruplar kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak ¢ok ileri

derece anlamli fark (p< 0,001) bulundugu saptanmustir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13: Testis dokusunda immiin pozitif StAR ekspresyonunun gosterimi. A: SK grubu, B:
MS grubu, C: SKD grubu, D: MSD grubuna ait StAR immiin pozitif sitoplazmik hiicreler (7).
Immiin boyama: Streptavidin-biotin-peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiyiitme: X200

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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StAR Ekspresyonunun HScore Analizi
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Sekil 4.14: StAR ekspresyonunun HScore analizinin degisim grafigi.

ap <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla, °p<0,001 SK ve SKD gruplarina kiyasla.
(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik
Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup)

4.5.3. 8-OHdG (8-hydroxy-2'-deoxyguanosine)

8-OHdG antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal yontem ile boyanan testis doku
kesitlerinde sitoplazmalar1 ve nukleuslar1 boyanan hiicreler immiin pozitif hiicreler olarak kabul
edildi. Boyanan pozitif hiicrelerin dagilimi ve boyanma siddeti dikkate alinarak HScore analizi
yapildi. HScore ortalama degerleri Saglikli kontrol grubunda (SK) (14,6+1,7); Saglikli Kontrol
+ Vitamin D Uygulanan Grupta (SKD) (5,9+1,14); Metabolik Sendrom (MS) Grubunda
(147,6+33,5) ve Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grupta (MSD) ise (12+3,4) olarak
bulundu. 8-OHdG pozitif hiicrelerin 6zellikle seminifer tiibiillerdeki spermatogenik hiicreler
oldugu gdzlemlendi. Immiin pozitifligin ¢ogunlukla hiicre sitoplazmasinda oldugu ayrica MS
grubunda yer yer nuklear pozitif hiicrelerinde oldugu saptandi (Sekil 4.15). Pozitif hiicre
sayisinin ve boyanma siddetinin HScore analizine gére MS grubunda ¢ok daha yiiksek oldugu
ve diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak ¢ok ileri derece anlamli fark (p< 0,001) oldugu
saptand1 (Sekil 4.16). MSD grubunda ise immiin pozitifligin sitoplazmalarinda zay1f reaksiyon
veren az sayidaki hiicreler oldugu gézlemlendi. MSD grubu ile SK ve SK gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 4.15: Testis dokusunda immiin pozitif 8-OHdG ekspresyonunun gosterimi. A: SK grubu,
B: MS grubu, D: MSD grubuna ait 8-OHdG sitoplazmik immiin pozitif hiicreler (A ) goriilmekte, C:
SKD grubu. MS grubuna ait nuklear pozitif hiicreler (1) goriilmekte. immiin boyama: Streptavidin-
biotin-peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiyilitme: X100

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)

8-OHdG Ekspresyonunun HScore Analizi
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Sekil 4.16: 8-OHdAG ekspresyonunun HScore analizinin degisim grafigi.

p <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla.
(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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4.5.4. PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)

Testis doku kesitlerinde PCNA antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal boyama
sonucu nukleuslar1 boyanan hiicreler PCNA pozitif hiicreler olarak kabul edildi. Testis doku
kesitlerinin PCNA immiinpozitif hiicre sayilarinin ortalama yiizde degerleri hesaplandi. Bu
degerler Saglikli kontrol grubunda (SK) (29,1+ 1,6); Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan
Grupta (SKD) (32,4+3,70); Metabolik Sendrom (MS) Grubunda (24,2+1,90) ve Metabolik
Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grupta (MSD) ise (30,5+3,66) olarak bulundu. PCNA pozitif
hiicrelerin 6zellikle seminifer tiibiilerde konumlanan spermatogonyum hiicreleri oldugu
gdzlemlendi (Sekil 4.17). Immiin pozitif hiicre sayis1 bakimmdan MS grubu ile SKD grubu
arasinda istatistiksel agidan ¢ok ileri derecede anlamli farka (p<0,001) sahipken, SK grubuyla
ise anlamli bir farka (p<0,05) sahip oldugu saptandi (Sekil 4.18). MSD grubunun, kontrol
gruplartyla (SK ve SKD) aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farka sahip olmadigi
(p>0,05) ancak MS grubuyla ileri derecede anlamli (p< 0,01) bir farka sahip oldugu

saptanmistir.
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Sekil 4.17: Testis dokusunda immiin pozitif PCNA ekspresyonunun gosterimi. A: SK grubu, B:
MS grubu, C: SKD grubu, D: MSD grubuna ait nuklear immiin pozitif hiicreler (1). Immiin boyama:
Streptavidin-biotin-peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiyiitme: X100

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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PCNA (+) Hiicre Yiizdesi (Proliferasyon indeksi)
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Sekil 4.18: PCNA immiin pozitif (+) hiicre yiizdesinin degisim grafigi.

%p <0,05 SK grubuna kiyasla, °p<0,01 MSD grubuna, °p<0,001 SKD grubuna kiyasla.
(SK: Saglikl1 kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)

4.5.5. Vitamin D reseptorii (VDR)

Testis doku kesitlerinde Vitamin D reseptor (VDR) antikoru kullanilarak yapilan
immiinohistokimyasal boyama sonucu nukleuslar1 boyanan hiicreler VDR pozitif hiicreler
olarak kabul edildi. Testis doku kesitlerinin VDR immiinpozitif hiicre sayilarinin ortalama
yiizde degerleri hesaplandi. Bu degerler Saglikli kontrol grubunda (SK) (33,4+2,26); Saglikli
Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grupta (SKD) (53,8+4,85); Metabolik Sendrom (MS)
Grubunda (11,342,6) ve Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grupta (MSD) ise
(26,4+3,14) olarak bulundu. VDR pozitif hiicrelerin 6zellikle seminifer tiibiillerdeki
spermatogenik hiicreler oldugu ayrica yer yer sertoli ve miyoid hiicrelerde de pozitiflik oldugu
gozlemlendi (Sekil 4.20). VDR pozitif hiicre sayisinin ve boyanma siddetinin SKD grubunda
diger gruplara kiyasla ¢ok yiiksek oldugu, MS grubunda ise belirgin bir azalma oldugu tespit
edildi (Sekil 4.19). Ayrica immiin pozitif hiicre sayilar1 bakimindan MS grubu diger gruplarla
kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel agidan ¢ok ileri derecede anlamli fark (p<0,001) oldugu
saptandi. MSD ve SK gruplar1 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark (p< 0,05)
gozlemlenirken, MSD grubunun MS ve SKD gruplari ile ¢ok ileri derece anlamli fark (p<
0,001) oldugu saptandi.
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Sekil 4.19: VDR immiin pozitif (+) hiicre yiizdesinin degisim grafigi.

3p <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla, *p<0,001 SKD grubuna kiyasla, °p<0,05 SK grubuna

kiyasla.
(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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Sekil 4.20: Testis dokusunda immiin pozitif VDR ekspresyonunun gosterimi. A: SK grubu, B:
MS grubu, C: SKD grubu, D: MSD grubu. Spermatogonyumlardaki (17), miyoid hiicredeki (1) ve
sertoli hiicrelerindeki (A ) immiin pozitif hiicreler.

Immiin boyama: Streptavidin-biotin-peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiyiitme: X100

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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4.5.6. Aktif Kaspaz-3

Testis doku kesitlerinde aktif kaspaz-3 antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal
boyama sonucu sitoplazmalar1 boyanan hiicreler kaspaz-3 pozitif hiicreler olarak kabul edildi.
Testis doku kesitlerinin aktif kaspaz-3 immiin pozitif hiicre sayilarinin ortalama yiizde degerleri
hesaplandi. Bu degerler Saglikli kontrol grubunda (SK) (0,03+0,01); Saglikli Kontrol + Vitamin
D Uygulanan Grupta (SKD) (0,02+0,008); Metabolik Sendrom (MS) Grubunda (0,6+0,09) ve
Metabolik Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grupta (MSD) ise (0,05+0,01) olarak bulundu.
Sadece MS grubunda baz1 alanlarda zayif boyanan 2-3 immiin pozitif hiicreye rastlanildi (Sekil
4.21) ve bu grubun diger gruplarla istatistiksel agidan ¢ok ileri derece anlamli farka (p< 0,001)
sahip oldugu saptandi (Sekil 4.22) . MSD grubu ile SK ve SKD gruplari aralarinda anlamli bir

fark olmadig1 goriildii.
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Sekil 4.21: Testis dokusunda immiin pozitif Aktif kaspaz-3 ekspresyonunun gosterimi. A: SK
grubu, B,C: MS grubu, D: MSD grubu. MS grubuna ait immiin pozitif hiicreler (1) gortilmekte.
Immiin boyama: Streptavidin-biotin-peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiyiitme: X200

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup
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Sekil 4.22: Aktif kaspaz-3 immiin pozitif (+) hiicre yiizdesinin degisim grafigi.

p <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla.

(SK: Saglikl1 kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)

4.6. TUNEL Bulgular:

Testis doku kesitlerine TUNEL boyama yontemi uygulanarak apoptoza giden hiicreler
isaretlendi. Nukleuslar1 boyanan hiicreler TUNEL pozitif hiicreler olarak kabul edildi. Testis
doku kesitlerinin TUNEL pozitif hiicre sayilarinin ortalama yilizde degerleri hesaplandi. Bu
degerler Saglikli kontrol grubunda (SK) (0,7+0,2); Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan
Grupta (SKD) (0,4+0,11); Metabolik Sendrom (MS) Grubunda (6,6+0,25) ve Metabolik
Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grupta (MSD) ise (2,6+0,4) olarak bulundu. TUNEL pozitif
hiicrelerin 6zellikle seminifer tiibiillerdeki spermatogenik hiicreler oldugu (Sekil 4.24) ve bu
pozitifligin MS grubunda diger gruplara kiyasla yliksek oldugu goriildii (Sekil 4.23). Ayrica
immiin pozitif hiicre sayilar1 bakimindan MS grubu diger gruplarla kiyaslandiginda aralarinda

istatistiksel agidan ¢ok ileri derecede anlamli fark (p< 0,001) oldugu saptandi.
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Sekil 4.23: TUNEL pozitif (+) hiicre yiizdesinin degisim grafigi

Apoptotik Indeks: *p <0,001 SK, SKD ve MSD gruplarima kiyasla, ®p<0,001 SK ve SKD gruplarina

kiyasla.
(SK: Saglikl1 kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan grup, MS: Metabolik Sendrom grubu, MSD: Metabolik Sendrom
+ Vitamin D Uygulanan Grup)
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Sekil 4.24: Testis dokusunda TUNEL pozitif ekspresyonunun gosterimi. A, B: SK grubu, C, D:
MS grubu, E, F: MSD grubu, G, H: SKD grubuna ait immiin pozitif hiicreler goriilmekte. Biiyiitme:
X100

(SK: Saglikli kontrol grubu, SKD: Saglikli Kontrol + Vitamin D Uygulanan Grup, MS: Metabolik sendrom grubu, MSD: Metabolik
Sendrom + Vitamin D Uygulanan Grup)
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5. TARTISMA

Metabolik sendrom (MS), fazla enerji alimi, hareketsiz yasam aliskanliklar1 ve obezitenin
neden oldugu diinya c¢apinda halk sagligimi etkileyen bir sorundur (Practice., 2019). MS,
hipertansiyon, bozulmus glukoz toleransi, dislipidemi ve obezite gibi bir¢ok metabolik
bozuklugun bir araya gelmesi olarak tanimlanir ve obezite, sendromun etiyolojisinde 6nemli
bir faktordiir. MS'nin basta gelismis iilkeler olmak iizere diinyada yayginlasmasi, dnemli bir
saglik sorunu haline gelmekte ve bu patolojiye karst yeni tedaviler gelistirme ihtiyaci hizla

artmaktadir (Fernandez ve dig., 2018).

"Bat1 Diyeti" olarak adlandirilan yag veya seker agisindan zengin, yiliksek kalorili yiyecek ve
icecekler yani enerji bakimindan yiiksek gidalar artik modern toplumlarda yaygin olarak
tilkketilmektedir (Lozano ve dig., 2016; Fernandez ve dig., 2018). Genetik yatkinlik, fiziksel
hareketsizlik ve bu tiir diyetler insanlarda gelisen obezitenin baslica nedenleri olarak kabul
edilmektedir (Lozano ve dig., 2016). Bu beslenme tarziyla birlikte iireme ¢aginda olup asir
kilolu veya obez erkeklerin oran1 %50’yi asmis ve bu oran artmaya devam etmektedir.
Hipotalamik-hipofiz-gonadal eksende degisiklik, testikiiler steroidogenezin bozulmas, insiilin,
sitokinler ve adipokinler dahil olmak iizere ¢esitli metabolik diizensizlikler nedeniyle obeziteye
bagl infertilite olduk¢a Gnemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Obezitenin testis
hacminde azalmaya, semen kalitesinde diislise ve spermatogenezde bozulmaya yol acan
degisiklikler yapabilecegi bildirilmistir. Cesitli caligmalar bu sikintiyla ilgili farkli gortisler
ortaya koymaktadir ancak obezite ile erkek kisirligi arasindaki iliskinin daha fazla ortaya

cikarilmasi gerekmektedir (Chaudhuri ve dig., 2022; Leisegang ve dig., 2021).

Metabolik sendromun hiicresel ve biyokimyasal mekanizmalari olduk¢a genis ve karmasiktir
ayrica mevcut tedaviler ise tam olarak etkili degildir. Bu nedenle, metabolik sendromun
metabolik ve biyokimyasal komplikasyonlarini taklit eden, tekrarlanabilir ve erisilebilir hayvan
modelleri tasarlanmistir (Rodriguez ve dig., 2020). Diyetle olusturulan MS modelleri
gelistirilmis ve giiniimiiz bat1 diyetine en ¢ok benzeyen yiiksek yagl ve yiiksek karbonhidratl
diyet (Gancheva ve dig., 2015; Fernandez ve dig., 2018; Gunawan ve dig., 2021), degisen yeme
aligkanliklarina yonelik mevcut egilime en ¢ok benzeyen diyet modelidir. Bu kombinasyon

diyeti cesitli avantajlar saglar, trigliseritlerdeki artis esas olarak yliksek fruktozlu diyetlerden
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kaynaklanirken, obezite ise yiiksek yagli diyetlerden kaynaklanmaktadir (Fernandez ve dig.,
2018; Gunawan ve dig., 2021).

Gancheva ve arkadaslar1 (2015) si¢anlara yiiksek yagli ve yiiksek fruktozlu (%10 fruktozlu su
ve %17 yag ve %17 fruktoz) diyet uygulayarak yeni bir metabolik sendrom modeli
olusturmuslardir. Bu calismada Gancheva ve arkadaslarinin (2015) MS modeli  %10’luk
fruktoz yerine %20’lik fruktozlu su verilerek modifiye edildi ve 15 hafta siiresince siganlara
%17 yag ve %17 fruktoz igeren 6zel yem ile birlikte uygulanda.

Gancheva ve arkadaglar1 (2015) yaptiklar1 ¢caligmada deney gruplart arasinda viicut agirlik
degerleri bakimindan anlamli fark gérmemekle beraber yiiksek yagli ve yiiksek fruktoz diyeti
ile beslenen hayvanlarin visseral yaglanmasinda artis oldugunu saptamiglardir (Gancheva ve
dig., 2015). Yiksek yagli ve/veya yiiksek fruktozlu diyetle yapilan bir¢ok calismada insiilin
direncine yol acan hepatik karbonhidrat metabolizmasinin islevini bozdugu, hiperinsiilinemi,
glukoz intolerans1 gibi bir dizi fizyolojik anormallik gelistigi bildirilmistir (Gancheva ve dig.,
2015).

Yapilan bu ¢alismada deney gruplarindaki her bir hayvanin giinliik tiikettigi yem ve fruktozlu
su miktart dikkate alinarak her hayvanin giinliik kalori alim1 hesaplandi ve istatistiksel olarak
degerlendirildi. Ayrica deney baslangicinda ve sonunda her bir hayvanin agirliklari ve aglik kan
glukozlari 6lgiildii. MS grubundaki hayvanlarin giinliik kalori aliminin, deney sonundaki viicut
agirhginin ve aglik kan glukozu degerlerinin diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak daha
yiiksek oldugu saptandi. Tiim bu sonug¢lar modelimizin metabolik sendromla uyumlu oldugunu
desteklemektedir.

Steroid bir hormon olan Vitamin D, kalsiyum-fosfat metabolizmasi, bagisiklik sistemi ve
metabolizma gibi ¢esitli yollarin diizenlenmesinde yer almaktadir (Mustahsan ve dig.,2022).
Vitamin D’nin adipogenezi, lipolizi ve lipogenezi diizenleyerek lipid metabolizmasinin
diizenlenmesinde de rol oynadigi bilinmektedir. VitD’nin baglica kaynagi olan giinese
maruziyetin azaldig1 cografyalarda hipovitaminoz siklig1 ve dolayisiyla potansiyel diyabet veya
MS gelisme riski daha yiiksektir (Malsawmhriatzuala ve dig., 2019). MS' nin 6zellikleri dikkate
alindiginda, diisiik VitD seviyeleri obezite, bozulmus glikoz metabolizmasi ve yliksek kan
basinci ile iliskilendirilmistir (Mustahsan ve dig.,2022). Obezite, yetersiz VitD ile yakindan
iligkilidir ve yapilan calismalar obezitenin daha diisiik VitD seviyelerine yol actigini
gostermistir (Zanatta ve dig., 2011; Zanatta ve dig., 2011). Diizenli olarak VitD aliminin viicut
kitle indeksinin ve bel ¢evresinin azalmasina katkida bulunabilecegi gosterilmistir (Torino ve

dig., 2017).
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Bu ¢aligmada VitD uygulamasinin MS’de streoidogenez tizerine etkilerini incelemek amaciyla
3. haftadan itibaren SKD ve MSD gruplarina VitD uygulamalarina baglandi. Buradaki amag,
yiiksek fruktoz ve yag igceren diyet tiiketiminin sebep oldugu testis hasarinin VitD etkisi ile ne
kadar geri dondiiriilebilecegini incelenmesi amaglandi. CalismadaVitD uygulanan MS
grubunda kan glukozunun ve viicut agirhiginin MS grubuna gore anlamli olarak diistiigii
saptandi. Ayrica SK ve SKD gruplarina gore daha yiiksek kalori almalarina ragmen bu gruplara
kiyasla MSD grubunda viicut agirliginin anlamhi olarak distigii goriildi. MS grubu deney
sonunda baslangi¢ agirligindan %83.55 daha fazla iken SK, SKD ve MSD gruplarinda bu artis
sirasiyla %44.69, %36.46 ve %41.58 olarak saptandi. Vitamin D’nin olasi metabolik
diizenleyici etkisiyle kilo artisinda bir azalma oldugu sonucuna varildu.

Testis disfonksiyonu, testislerin anormal fonksiyonunu belirtmek ic¢in kullanilan genel bir
terimdir. Ozellikle testislerin ekzokrin yetersizligi, spermatogenez bozuklugu anlamina
gelirken, endokrin yetmezlik ise hipogonadizm olarak adlandirilmaktadir (Goulis ve Tarlatzis,
2008). Asir1 beslenme ve egzersiz azligina bagli olarak asir1 yag birikiminin sonuglarindan biri
de erkek infertilitesidir (Hammoud ve dig., 2008; Rahali ve dig., 2020). Metabolik sendrom
bilesenlerinin yetigkin androjen eksikligi ve ge¢ baslangi¢li hipogonadizm (LOH) ile giiclii bir
baglantist oldugu bilinmektedir (Corona ve dig., 2009; Winter ve dig., 2014).

Son yillarda yapilan c¢alismalar obezitenin hipotalamus-hipofiz-testis eksenini olumsuz
etkileyerek infertiliteye yol agtigi gostermistir (Monteiro ve Azevedo, 2010; Yang ve dig.,
2012.). Deneysel ¢alismalar, yiiksek yagh bir diyetin spermatogenezin normal ilerlemesine
miidahale ederek hormonal dengesizlige ve testis hasarina neden oldugunu gostermistir
(Verderame ve dig., 2018; Migliaccio ve dig., 2019). Yiiksek yagh diyetin 6zellikle sperm
kalitesinde, motilitesinde, serum testosteron seviyelerinde ve testikiiler androjen
reseptorlerinde bir azalmaya neden oldugu yapilan calismalarda goriilmiistiir (Kort ve dig.,
2006; Palmer ve dig.,2012). Yiiksek yagli diyetle beslenen hayvanlarda testis morfolojisinde
dejenerasyonlar oldugu, seminifer tiibiil ¢cap1 ve epitel kalinliginda saglikli hayvanlara goére
anlamli azalmalar oldugu gosterilmistir. Yiiksek fruktoz igeren diyet uygulanan bir bagka
caligmada ise yiikksek fruktozla beslenen siganlarin seminifer tiibiillerinde belirgin
deformasyonlar, bazal membraninda diizensizlikler ve tubiill c¢apinda azalmalar
gbzlemlenmistir. Bu hayvanlarin Johnsen skorlamasinin saglikli hayvanlara gore diisiik oldugu
saptanmistt (Meydanli ve dig., 2017). Bu ¢alismada ise MS grubunda yapilan incelemede
seminifer tilibiillerin diizensiz oldugu ve tiibiil ¢aplarimin diger gruplara kiyasla azaldigi

saptandi. Bazal membrandan tiibiil liimenine dogru spermatogenik hiicre popiilasyonunda
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azalmalar ve vakuolizasyonlar goriildii. Seminifer epitelin 6zellikle germ hiicre kaybindan
kaynakli olarak diger gruplara kiyasla inceldigi goriildii. Spermatogenezin semikantitataf
degerlendirmesinde kullanilan Johnsen skorlamasinin MS grubunda diger gruplara oranla
diisiik oldugu ve bu sonuca gore seminifer tiibiillerdeki spermatid hiicre sayisinda ve liimende
bulunan sperm sayisinda diger gruplara kiyasla belirgin azalmalar oldugu saptandi. Bu sonuglar

MS grubunda spermatogenez bozulmasini desteklemektedir.

Yapilan ¢alismalar erkeklerdeki hipogonadizm big¢imlerinin siklikla yetersiz VitD ve diisiik
testosteron seviyelerine sahip oldugunu gostermistir (Cohen, 2010; Zarotsky ve dig., 2014).
Vitamin D eksikliginin kemirgenlerde gonadal yetmezlige, testisin histolojik anormalligine ve
belirgin bir fonksiyonel sperm sayisinda azalmalara neden oldugu yapilan caligsmalarla
gosterilmistir (Kwiecinski ve dig., 1989; Kinuta ve dig., 2000). Vitamin D tedavisi uygulanan
MS grubunda testis morfolojisinin diizeldigi, seminifer tiibiil ¢apinin ve epitel kalinliginin
arttig1 ve MS grubunda artmis olan bazal membran kalinliginin incelmis oldugu saptandi. Bu
sonuclar metabolik sendromda vitamin D takviyesinin testis morfolojisini diizeltmekte etkili
oldugunu diisiindiirdii

Leydig hiicreleri testisin interstisyel bolimiinde, seminifer tiibiillerin diginda bulunur ve
testosteron tiretiminden sorumludur. Testosteron birincil erkek seks steroididir ve erkek tireme
dokusunun gelisiminde, ikincil cinsel 6zelliklerin tesvikinde, sperm iiretiminde ve kemik
sagliginda 6nemli bir rol oynar (Lorenzen ve dig., 2017). Aromataz, testosteronun Ostrojene
dontstiiriilmesinde yer alan bir enzimdir. Aromataz erigkin testis dokusunda (spermatogonyum,
spermatosit, spermatid, sperm, Leydig ve sertoli hiicrelerinde), ovaryum, meme, kemik, beyin
ve yag dokusunda eksprese edilir (Fliick ve Pandey, 2017). Obezitede adipoz dokudaki artis,
aromatazin ekspresyonunu da artirir ve testosteronun aromatizasyonundan elde edilen dstrojen
diizeylerinde artisa sebep olur (Vermeulen ve dig., 2002; Nordt ve Divasta, 2008). Azalmis
testosteron seviyesi kas kiitlesinin azalmasi, insiilin direncinin artmasi, dislipidemi ve buna
bagli olarak lipoprotein lipaz aktivitesinin artmasi ile abdominal bolgede yag birikimine sebep
olmaktadir (Alkandur ve Kum, 2021). Asir1 doymus yag iceren diyetin, dstrojen reseptorleri ve
aromatazin ekspresyonu lizerindeki etkisi nedeni ile spermatogenezin ciddi sekilde etkiledigi

ileri siirtilmiistiir (Verderame ve dig., 2018).

Bu calismada MS sonucu erkek infertilitesinin etkiledigini gostermek amaciyla interstisyel
leydig hiicrelerindeki Aromataz enzim ekspresyonu immiinohistokimya yontemiyle gosterildi.

MS grubunda immiin pozitif hiicre sayisinin diger gruplara kiyasla fazla oldugu ve HScore
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ortalamasinin (146,1+10,6) da SK, SKD ve MSD gruplarina kiyasla yiiksek oldugu
goriilmiistir. Bu durum abdominal yaglanmanin hipotalamus-hipofiz-testis eksenini
etkileyerek Leydig hiicrelerindeki testosteron sentezinde azalmalara ve sonug¢ olarak erkek
infertilitesinin gelismesine sebep oldugunu gdostermektedir. Bu hipotezi desteklemek amaciyla
serum orneklerinde testosteron seviyesi 6l¢iildii. MS grubunda diger gruplara gore testosteron
seviyesi daha diisiik bulundu. Yiiksek yagl diyetle beslenme sonucu adipoz dokuda meydana
gelen artisla beraber hipogonadal-obezite dongiisii ile testosteron miktarinda azalma meydana
gelir. Yiiksek yagl diyetle beslenen gruplarda sperm fonksiyonu ve dogurganliktaki bu
bozulmanin nedeni, Cohen (2010) tarafindan agiklanan erkeklerde obezite ile iligkili
durumlarda ortaya ¢ikan hipogonadal-obezite dongiisiine baglidir (Cohen, 2010). Bu dongiiye
gore adipoz doku artisi, Sitokrom P450 enzimi olan aromatazin ekspresyonunu artirarak
testosteronun azalmasina ve artan Gstrojen iiretimine yol agar (Merino ve dig., 2018). Bu
calismada da yiiksek yaglh ve yiiksek fruktozlu diyet sonucun artan kilo alimi ve abdominal
yaglanmaya bagl olarak aromataz ekspresyonunda artig oldugunu bu nedenle MS grubunda

testosteron seviyesinin diismiis oldugu diisiiniildii.

Vitamin D reseptoriiniin (VDR) ve vitamin D metabolize edici enzimler, Leydig hiicrelerinde
eksprese edilir, bu da vitamin D’nin steroidogenezin diizenlenmesinde dogrudan bir rol
oynadigin1 gosterir. Vitamin D’nin testosteron iiretimi iizerindeki etkisini arastiran ¢ok az
islevsel calisma vardir. Birkag insan ¢alismasi, serum 250HD ve testosteron arasinda pozitif
bir iliski oldugunu bildirmistir. Primer insan testis kiiltiiriiniin kullanildig1 in vitro ¢alismada,
VDR aktivasyonunun testosteron tiretimini arttirdigini gosterilmistir (Lorenzen ve dig., 2017,
Hofer ve dig., 2014). Ayrica vitamin D’nin hormonal olarak aktif formu olan kalsitrioliin
aromataz ekspresyonunu doku se¢ici bir sekilde diizenledigini gosterilmistir. Kalsitrioliin, insan
meme kanseri hiicrelerinde ve timor cevresindeki adipositlerde aromataz ekspresyonunu
onemli ol¢giide azalttig saptanmistir (Krishnan ve dig., 2010). Bu ¢alismada vitamin D tedavisi
uygulanan MS grubunda aromataz immiin pozitif hiicre sayisinin MS grubuna kiyasla diistik
ancak SK ve SKD gruplarina kiyasla istatistiksel olarak yiiksek oldugu saptandi. Ayrica vitamin
D tedavisi uygulanan MS grubunun serum testosteron seviyesinin MS grubuna kiyasla arttigi
goriildi. Bu durum Vitamin D’nin steroidogenezin diizenlenmesinde etkili oldugu ve

testosteron arasinda pozitif bir iliski oldugunu diistindiirmektedir.

Vitamin D (VitD) mineral metabolizmasi iizerindeki genel etkisinin yani sira hem erkek hem

de disi ireme siireglerini modiile etmede Onemli rol oynayan endokrin hormondur
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(Gurusubramanian ve Kumar, 2019). VitD, ¢oklu etkilerini VDR baglanmasi ve onun
aktivasyonu yoluyla gosterir (Gurusubramanian ve Kumar, 2019; Angelis ve dig., 2017). VDR

ekspresyonu, prostat, seminal vezikiiller, epididimis ve testiste 6zellikle spermatogonia ve
spermatositleri iceren bir grup germ hiicresinde ve olgunlasmis sertoli hiicrelerinde
bulunmaktadir (Angelis ve dig., 2017). Klasik bir transkripsiyonel faktor olarak VitD/VDR
kompleksi, insan, fare genomlarinda ¢ok cesitli gen ekspresyonunu diizenler. VDR, tercihen
retinoid X reseptorii (RXR) ile heterodimer olusturur ve dogrudan VDRE'lere baglanir. Hofer
ve ark. VitD/VDR'nin yetiskin insan testis hiicrelerinde steroidogenezde gorevli HSD3B2 ve
CYP11A1 enzimlerinin gen ekspresyonunu arttirdigini bulmustur (Hofer ve dig., 2014). Buna
gore VDR'nin Leydig hiicrelerinde Cypllal ve Hsd3bl ekspresyonunu dogrudan veya dolayl
olarak diizenleyebilecegini ileri siirmiistiir. Bu nedenle, VitD/VDR'nin lipit metabolizmasi ve
testosteron sentezi arasindaki genomik ve genomik olmayan etkisini daha sonraki ¢alismalarda
arastirmak onemlidir (Angelis ve dig., 2017). VDR ve VitD metabolize edici enzimlerin erkek

tireme sisteminde ve Ozellikle testislerde ve spermatozoada bulunmasi semen kalitesi lizerine
etkisi oldugunu gostermektedir (Gurusubramanian ve Kumar, 2019; Blomberg, 2013).
VDR'nin ekspresyonu, erkek iireme sisteminde genis capta arastirilmistir ve en ¢ok ¢alisilan
hayvan modeli ise kemirgenlerdir (Angelis ve dig., 2017). Klinik ¢aligmalar infertil erkeklerin

testislerindeki VDR ve VitD metabolik enzimlerinin aktivitelerinin normal erkeklere gore daha
diisiik oldugunu gostermistir, bu da VDR'nin erkek liremesinde de dnemli bir rol oynadigina
isaret etmektedir (Boisen ve dig., 2017). VitD/VDR, yag dokusunda lipid sentezini ve
metabolizmasini diizenler (Xu ve dig., 2019). Testosteron biyosentezi, testislerin etrafinda
bulunan gonadal adipoz dokudaki lipid metabolizmasi1 ile yakindan iligkilidir. VDR,
adipositlerdeki lipid metabolizmasin1 da diizenleyebilir. Bununla birlikte, VDR'nin testiste
testosteron biyosentezini etkilemek i¢in lipit metabolizmasini nasil diizenledigi hala

bilinmemektedir (Wang ve dig., 2022).

Caligmamizda vitamin D reseptoriiniiniin (VDR) ekspresyonunu gdstermek amaciyla yapilan
immiinohistokimya yontemi sonucuna gore yiiksek yag ve yiliksek fruktoz iceren diyetle
beslenen MS immiin pozitif hiicre sayisinin diger gruplara kiyasla diisiik oldugu ancak vitamin
D tedavisi uygulanan MS grubundaki immiin pozitif hiicre sayisinda MS grubuna kiyasla artis
oldugu ve neredeyse ortalamasmin SK grubuna yaklastigi saptandi. Vitamin D uygulanan

gruplarda aromataz ekspresyonunun azalmasi buna karsilik StAR ekspresyonunun ve serum
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testosteron seviyelerinin artmasinin VDR’nin steroidogenezin diizenlenmesinde rol oynadig:

sonucuna varildi.

Steroidogenezdeki ilk adim mitokondride ger¢eklesmektedir. StAR ise steroid sentezinin ilk
asamast icin gerekli olan kolesteroliin dis mitokondriyal membrandan i¢ mitokondriyal
membrana transferinde gorev almaktadir (Yewei ve ark.2014; Miller ve Auchus, 2011).
Mitokondriyal homeostaz, StAR'n ekspresyonunu ve aktivitesini stirdiirmesi agisindan olduk¢a
onemlidir. Leydig hiicreleri, oksidatif strese karsi olduk¢a duyarhdir (Xiaohui ve dig., 2018).
Yapilan arastirmalar mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasinin  StAR
degredasyonuna neden olabilecegini goOstermistir.  Mitokondriyal ATP seviyelerindeki
diisiislin, StAR translasyonunda azalmalara sebep oldugu bilinmektedir (Arakane ve dig., 1997;
Clark ve dig., 2001). Mitokondriyal membran gegirgenliginin ana diizenleyicisi olan siklofilin
D (CypD), mitokondriyal fonksiyonun siirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar. Wang ve
arkadaglar1 (2012), yiiksek yagh diyetin (HFD) CypD protein ekspresyon seviyelerini
artirabilecegini ve fare karacigerinde mitokondriyal disfonksiyonu indiikleyebilecegini
gostermistir; buna karsilik CypD azaltilmasinin, HFD'nin neden oldugu hepatik mitokondriyal
stresi iyilestirebildigini ileri stirmiislerdir. HFD'nin CypD ekspresyonunu artirmasi nedeni ile
mitokondriyal islev bozukluguna neden olabilecegini soylemislerdir (Wang ve dig., 2012). Su
ve ark. (2019) Leydig hiicrelerinde CypD'ye bagli mitokondriyal disfonksiyonun HFD'nin
neden oldugu StAR ekspresyonunun deregiilasyonunda rol oynadigini ileri stirmiisler (Su ve
dig., 2019).

Yiksek yagli diyet (HFD) ile 18 hafta beslenen hayvanlarda erken evre obezitenin endojen
leptin seviyesini arttirdigint gosterilmistir.  In vitro ve in vivo calismalar, artan leptin
diizeylerinin testis dokusunda reseptoriiniin (LepR) ekspresyonunu azaltabilecegini
gostermistir. Testikiiler leptin reseptOriiniin azalmasina bagli olarak LEP-JAK2-STAT3 sinyal
iletimini bozdugu ve testosteron biyosentezini engellendigi gdsterilmistir. Serum leptini kan-
testis bariyerini gecebilir ve testikiiler Leydig hiicreleri iizerindeki reseptorlere baglanarak
testosteron biyosentezini diizenleyebilir. Leptin sentezindeki artigin testikiiler testosteron
sentezinin anahtar faktorleri ve enzimleri olan steroidojenik faktor-1 (Sf-1), steroidojenik akut
diizenleyici protein (StAR) ve P-450 yan zincir pargalama enziminin mRNA ekspresyonlarinda
belirgin bir diisiise neden oldugu, bu durumunda testikiiler testosteron sentezini inhibe ettigi
sonucuna varilmistir (Xuejie, 2017).

Vitamin Dinin ayrica adipogenezi ve enerji metabolizmasini diizenledigine bilinmektedir.

Leptin yolaklarinin diizenlenmesinde ve adipogenezisin inhibisyonunda 6nemli rol oynadigi
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gosterilmistir (Nimitphong, 2020). Ayrica in vitro ¢alismalar, adiposit kiiltiiriine 1,25 (OH) D3
vitamini eklenmesinin leptin salgilanmasini engelledigi ve klinik bir ¢caligmada da serum 25
(OH) D vitamini ile leptin seviyeleri arasinda anlamli bir negatif iliski bulunmustur. Insiilin
direnci olan kisilerde dolasimdaki leptin seviyeleri daha yiliksek, 25 (OH) D vitamini
seviyelerinin daha diisiik oldugu gosterilmistir (Madhu ve dig., 2022; Chenzhao ve dig, 2016).
Bu calismada steroidogenezin ilk asamasinda gorevli olan StAR proteininin Leydig
hiicrelerindeki ekspresyonunu gostermek amaciyla immiinohistokimya yontemi yapildi.
Yiiksek yag ve fruktoz diyeti ile olusturulan MS ve MSD grubunda immiin pozitif hiicre
sayisinin SK ve SKD gruplarina gore azaldigi saptandi. Bunun nedeninin yiiksek yag ve yiiksek
fruktoz igeren diyet tiiketimine bagl olarak endojen leptin seviyesinin artmasi ve oksidatif
strese neden olan hiicre i¢i yolaklar aktiflestirmesinden kaynakli olabilecegi bu nedenle de
StAR ekspresyonunun diger gruplara kiyasla azaldig1 diistiniildii. Ayrica vitamin D uygulanan
MS grubunda StAR ekspresyonunun MS grubuna kiyasla artmis oldugu da tespit edildi.
Vitamin D’nin olas1 leptin nedenli StAR ekspresyonun azaltilmasini engellemis olabilecegi
sonucuna varildi.

Hiicresel oksidatif stres ve mitokondriyal degisiklikler testikiiler disfonksiyonun baslica
nedenleridir. Mitokondri, spermatogenez sirasinda hiicresel olgunlagma ve farklilasmanin yani
sira sperm hareketliligi, kapasitasyon ve ddlleme yetenegi i¢in enerji saglayarak ilireme
islevinde onemli bir rol oynar (Debora ve dig., 2022). Mitokondriyal disfonksiyon oksidatif
dengesizlige neden olur ve sperm fonksiyonunu etkiler (Koppers ve dig., 2008). Hiperlipidemik
diyetlerin serbest radikal iiretimini, oksidatif stresi ve DNA hasarin1 arttirdigt bilinmektedir
(Verderame ve dig., 2018). Yiksek yagl, yiiksek karbonhidrat iceren diyetlerin tiiketimi,
stiperoksit olusumu ve oksidatif fosforilasyon gibi biyokimyasal mekanizmalarla oksidatif
strese neden olan hiicre i¢i yolaklar1 uyarir. Oksidatif stres, testiste DNA hasarina, testikiiler
germ hiicre apoptozuna, azalmis sperm hareketliligine ve konsantrasyonuna yol acarak erkek
infertilitesinin gelismesine sebep olur (Hersek ve dig., 2022).

Sperm DNA's1, yliksek yagli diyetin neden oldugu oksidatif strese karsi oldukca hassastir. Bu
durum DNA fragmantasyon indeksinin artmasina ve sonug olarak erkek infertilitesine neden
olur (Mariailaria ve dig., 2018). Yapilan ¢aligmalarda asir1 yag birikiminin cinsiyet hormonlari
profilinde degisikliklere yol actig1 gdsterilmistir (Seftel, 2006; Liu ve dig., 2014). Yapilan bir
calismada obez erkeklerin testis dokularinda artmis DNA fragmantasyonu bildirilmistir
(Blokhina ve dig., 2003). Oksidatif strese bagli testis hasar modellerinde oksidatif DNA

hasarin1  belirlemek icin en sik kullanilan ydntemlerden biri olan 8-OHdG (8-
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Hidroksideoksiguanozin) (Mustahsan ve dig., 2022) diizeyinin ve apoptotik hiicre 6limiiniin
arttig1 bildirilmistir (Hersek ve dig., 2022). Vitaminin D’nin oksidatif stresi azalttigi, DNA ve
hiicre membranlarin1 oksidatif hasara kars1 korudugu ve sperm hareketliligini artirdigi ayrica
vitamin D seviyeleri ile semen Kkalitesi arasinda pozitif bir iliski oldugu bilinmektedir
(Maghsoumi ve dig., 2021). VitD eksikligi, obez ve diyabetik kisilerde, kronik hastalig1 olan
hastalarda ve yaglilarda artmis oksidatif stres ile iliskilendirilmistir ve bu kisilere VitD
takviyesinin, oksidatif stresi iyilestirebilecegini gostermistir (Makariou ve dig., 2018).

Bu calismada hem nuklear hem de mitokondriyal olas1 oksidatif DNA hasarin1 belirlemek
amaciyla 8-OHdG varligina bakildi. MS grubunda diger gruplara kiyasla 8-OHdG pozitifliginin
oldukea yiiksek oldugunu MSD grubunda ise kontrole benzer oldugu saptandi. Yiiksek yag ve
fruktoz diyetinin sebep oldugu oksidatif stresin VitD tedavisi ile regiile edilmis olabilecegi
diistinildii.

Testisteki germ hiicre dinamikleri, hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki denge ile
diizenlenmektedir (Fua ve dig., 2017; Angelis ve dig., 2017). Apoptoz, obezite dahil bircok
hastalikla iligkilidir. Spermatogenez sirasinda germ hiicre popiilasyonu apoptoz tarafindan
diizenlense de artan apoptotik aktivite erkek infertilitesine neden olabilir. Yapilan bir calismada
obez siganlardan olusan grupta patolojik diizeyde apoptoz gozlemlenmis ve testikiiler germ
hiicre popiilasyonunda 6nemli derecede azalmalar meydana gelmistir (Choubey ve ark.2020).
Yapilan baska bir calismada ise yliksek yaglidiyetin testislerde apoptotik hiicre artisina neden
oldugu bildirilmistir (Suleiman ve dig., 2003; Miao ve dig., 2018).

PCNA (Proliferating cell nuclear antigen), replikasyon ve DNA onarim mekanizmasinin
bileseni olarak niikleik asit metabolizmasinda oldukg¢a 6nemlidir. Yapilan bir ¢alismada obez
hayvanlarda kontrollere kiyasla PCNA mRNA seviyelerinin ve PCNA (+) olan hiicre
sayilarinin kontrol grubuna kiyasla azaldig1 goriilmiistiir (Masoumeh ve dig.,2021).

Cok sayida calisma, VitD’nin, VDR sinyalini aktive ederek hiicre proliferasyonunu ve
farklilasmasin1 diizenledigini bildirmistir (Gurusubramanian ve Kumar, 2019; Fua ve dig.,
2017). Yapilan bir ¢alismada VitD eksikligi olan hayvana VitD takviyesinin fare testislerinde
PCNA ekspresyonunu artirarak germ hiicre proliferasyonunu uyardigini gosterilmistir (Fu,
2017). Testis fonksiyonlarmin yasla birlikte azalmasini arastiran bagka bir c¢aligmada ise
proliferasyon ve apoptoz ile ilgili olarak VitD’nin rolii arastirilmistir. Bu calisma VitD
tedavisinin yasl testislerde PCNA ekspresyonunu arttigini agik¢a gostermistir. Bu sonuglar,
VitD’nin hiicre proliferasyonunu uyardigini ve yasla iliskili testikiiler germ hiicre kaybinin

VitD tedavisi ile telafi edilebilecegini gostermektedir (Gurusubramanian ve Kumar, 2019).
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Bu c¢alismada metabolik sendrom sonucu artan adipoz doku miktarmin germ hiicre
dinamiklerini bozdugunu ve dolayli olarak erkek infertilitesini etkiledigini gdstermek amaciyla
her grubun kaspaz-3 immiin pozitif hiicre sayis1 hesaplanarak ortalamasi alindiktan sonra
sadece Metabolik Sendromlu (MS) grupta 2-3 immiin pozitif hiicre goriilmiistiir. Apoptoza
giden hiicrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL pozitif hiicreler de belirlenerek bu sonug
desteklenmistir.

Ayrica DNA onarim mekanizmasinda ve hiicre proliferasyonunda yer alan PCNA’nin immiin
pozitifliginin MS grubunda diger gruplara oranla azaldigi da bulunmustur. SKD ve MSD
grubunda TUNEL pozitif hiicrelerin sirasiyla SK ve SKD gruplarina kiyasla azalmig oldugu ve
PCNA pozitif hiicrelerin ise SKD ve MSD gruplarinda diger iki gruba kiyasla artmis olmasi
Vitamin D’nin hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasini uyararak germ hiicre kaybini en aza
indirdigini kanitlamaktadir. Bu sonuglar Vitamin D uygulanan SKD ve MSD gruplarindaki 8-
OHAG immiin pozitifliginin sirasiyla SK ve MS gruplarina kiyasla diisiik olmasini da
desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gancheva ve arkadaglarinin (2015) yiiksek yagli ve yiiksek fruktozlu (%10 fruktozlu su ve %17
yag ve %17 fruktoz) diyet uygulayarak olusturduklart metabolik sendrom modeli ¢alismamizda
modifiye edilerek (%17 yag ve %17 fruktoz iceren 6zel yem ve %20’lik fruktozlu su) metabolik
sendromun neden oldugu testis hasar1 ve VitD uygulamasimin etkisi arastirildi. Olusturulan
modelde kan glukoz degerleri, bozulmus glukoz toleransi ve santral obezite gibi etkenlerin MS
ile uyumlu oldugunu gostermektedir.
Bu calismada, metabolik sendromdan kaynakli olarak meydana gelen adipoz doku artisinin
hipotalamus-hipofiz-testis eksenini olumsuz etkiledigi ve steroidogenezde gorevli olan
Aromataz ve StAR molekiillerinin ekspresyonlarmi degistirerek steroidogenezin normal
isleyisini bozdugu ve sonug olarak azalmis testosteron iiretimine sebep oldugu gosterilmistir.
Ayrica yiiksek yag ve yliksek fruktoz iceren diyetin testis morfolojisini de bozarak germ hiicre
kaybina ve azalmis spermatazoa iiretimine sebep oldugu da gosterilmistir. Yiiksek yag ve
yiiksek fruktoz igeren diyetin sebep oldugu oksidatif stresin testiste DNA hasarina ve testikiiler
germ hiicre apoptozuna yol agarak erkek infertilitesinin gelismesine sebep oldugu da
saptanmigtir. Steroidogenezin diizenlenmesinde, oksidatif stresin azaltilmasinda ve hiicre
proliferesyonunu artirmada etkisi oldugu diisliniilen Vitamin D uygulamasinin testiste olusan
hasarin diizeltilmesinde de etkili oldugu tespit edildi. Sonu¢ olarak bu ¢alisma metabolik
sendromda (%17 yag ve %17 fruktoz igeren 6zel yem ve %20’lik fruktozlu su) Vitamin D
uygulamasinin testis dokusunda StAR proteini lizerine etkilerini gosteren ve steroidogenez ile
ilgili bu kapsamdaki ilk ¢aligmadir.

Bu ¢alismanin devaminda Aromataz ve StAR molekiillerinin gen ekspresyonlarina
bakilmasi, elektron mikroskobu ile ultrastriiktiirel olarak mitokondri yapisinin incelenmesi ve

serum leptin diizeylerinin 6l¢limiiniin yapilmasi planlanmaktadir.
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