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OZET

STZ iLE INDUKLENMIS TiP 1 DiYABET SICANLARDA
HIDROKSITIROZOL’UN TESTIKULER PRDX6 EKSPRESYONU UZERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Ayfer GUNGOR

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Hakan SOYLU

Temmuz 2023, 44 sayfa

Diabetes mellitus, yiiksek kan sekerine bagli olarak gelisen ve insiilin eksikligi ile
karakterize edilen metabolik bir hastaliktir. Diyabete bagli ortaya ¢ikan oksidatif
stres, tiim dogurganlik sorunlarinin baslangicidir ve spermatogenezde yer alan tiim sinyal
yollarim1 etkilemektedir. Diabetes mellitus, erektil disfonksiyon, ejakiilasyon, iireme
organlarinda ve semen kalitesinde degisikliklere neden olmaktadir. Hidroksitirozol,
diyabete bagli testislerde meydana gelen spermatogenik fonksiyon hasarini azaltir ve bu
hasara kars1 korur. Biz bu g¢aligmamizda testislerde meydana gelen spermatogenik
fonksiyon hasarini azalttig1 ve bu hasara kars1 koruyucu oldugu bilinen hidroksitirozoliin,
spermatozoanin canliligi, hareketliligi ve fertilizasyon yeteneginde énemli rol alan Prdx6
proteininin ekspresyonu {izerine etkisini arastirmay1 amagladik. Calismada 28 erkek rat
kullanild1. Ratlar kontrol (sadece salin), hidroksitirozol (30 glin boyunca intraperitoneal
olarak 10 mg/kg hidroksitirozol) , steptozotosin (tek doz intraperitoneal olarak 55 mg/kg
streptozotosin) , streptozotosin+hidroksitirozol (tek doz intraperitoneal olarak 55 mg/kg
streptozotosin ve 30 giin boyunca intraperitoneal olarak 10 mg/kg hidroksitirozol) olmak
lizere dort gruba ayrildi. immunohistokimya ve Western blot ydntemleriyle Prdx6
proteinin ekspresyonu belirlendi. Prdx6 ekspresyonu streptozotosin grubunda kontrol ve
hidroksitirozol gruplarina kiyasla anlamli sekilde artig gosterdi.
Streptozotosin+hidroksitirozol grubunda ise kontrol, hidroksitirozol ve streptozotosin
gruplaria gore Prdx6 ekspresyonu istatiksel olarak anlamli sekilde azaldi. Sonug olarak
streptozotosin uygulamasi Prdx6 ekspresyonunu artirmistir. Ancak streptozotosin sonrasi
hidroksitirozol uygulamasi1 Prdx6 ekspresyonunun diismesine neden olmustur. Bu
bulgular bize hidroksitirozoliin diyabetik testisteki koruyucu roliinii Prdx6’dan bagimsiz
bir sekilde yaptigini diisiindiirmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Diabetes Mellitus, Streptozotosin, Hidroksitirozol, Testis, Prdx6.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF HYDROXYTYROSOL ON TESTICULAR PRDX6
EXPRESSION IN STZ-INDUCED TYPE 1 DIABETES RATS

Ayfer GUNGOR

Diizce University
Graduate School of Education, Department of Histology and Embriyology
Master Thesis
Supervisor: Asst.Prof.Dr. Hakan SOYLU

July 2023, 44 pages

Diabetes mellitus is a metabolic disease that develops due to high blood sugar and is
characterized by insulin deficiency. Oxidative stress due to diabetes is the beginning of
all fertility problems and affects all signaling pathways in spermatogenesis. It causes
diabetes mellitus, erectile dysfunction, ejaculation, changes in reproductive organs and
semen quality. Hydroxytyrosol is a powerful natural antioxidant in olive oil. This
component reduces and protects against spermatogenic function damage in testicles due
to diabetes. In this study, we aimed to investigate the effect of hydroxytyrosol, which is
known to reduce and protect against spermatogenic function damage in the testicles, on
the expression of Prdx6 protein, which plays an important role in the viability, motility
and fertilization ability of spermatozoa. Twenty eight male rats were used in the study.
Rats were divided into four groups as control (saline only), hydroxytyrosol (10 mg/kg
hydroxytyrosol intraperitoneally for 30 days), steptozotocin (single dose 55 mg/kg
streptozotocin intraperitoneally), streptozotocin + hydroxytyrosol (single dose
intraperitoneally 55 mg/kg streptozotocin and 30 days intraperitoneally 10 mg/kg
hydroxytyrosol). Expression of Prdx6 protein was determined by immunohistochemistry
and Western blot methods. Prdx6 expression was significantly increased in the
streptozotocin group compared to the control and hydroxytyrosol groups. In the
streptozotocin+hydroxytyrosol group, Prdx6 expression was statistically significantly
decreased compared to the control, hydroxytyrosol and streptozotocin groups. As a result,
streptozotocin application increased Prdx6 expression. However, hydroxytyrosol
application after streptozotocin caused a decrease in Prdx6 expression. These findings
suggested that hydroxytyrosol exerts its protective role in diabetic testis independently of
Prdx6.

Keywords: Diabetes Mellitus, Streptozotocin, Hydroxytyrosol, Testis, Prdx6
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1. GIRIS

Anormal derecede yliksek kan sekeri seviyeleri ile teshis edilen endokrin sistem hastaligi
olan Diabetes Mellitus (DM), diinya ¢apinda en yaygin ve en hizli biiyiiyen hastaliklardan
biridir [1]. DM, insan hayatini ciddi tehlikeye atan, yetersiz insiilin sekresyonu, insiiline
direng veya her ikisinden kaynaklanan metabolik bir bozukluktur [2-4]. Tip 1 diyabet,
cogunlukla mutlak insiilin eksikligi ile, pankreas beta hiicrelerinin agirlikli olarak
immiinolojik aracili yikimina bagli olarak gelismektedir [5, 6]. Diyabet kisilerin yasam
kalitesini olumsuz etkilemekle birlikte ve erkek kisirhigi da dahil olmak {izere
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabetik bobrek hastaligi, diyabetik retinopati ve noropati
gibi bircok komplikasyonlari vardir [1, 7, 8]. Tip 1 DM (T1DM), hiperglisemi ve insiilin
eksikliginin etkileriyle erkek fertilitesini, gonadal ekseni, semen parametrelerini ve
spermatogenezi etkileyebilecegini diisliniilmektedir [9]. DM, spermatogenezde yer alan
birgok sinyal yolunu etkiler. Diyabette artan ROS ve buna bagli ortaya ¢ikan oksidatif
stres, tiim dogurganlik sorunlarinin baglangicidir ve spermatogenezde yer alan tiim sinyal
yollarim1 etkilemektedir [10]. Diyabetin neden oldugu metabolik bozukluk, erkek
dogurganlig1 ve lireme sagligini etkileyen oksidatif strese yol agmaktadir. DM, erektil
disfonksiyon, ejakiilasyon, lireme organlarinda ve semen kalitesinde degisikliklere neden
olmaktadir. Diyabetli erkek hastalarin yaklasik yarisinda semen kalitesinde azalma ve
iireme islevinde bozulma meydana geldigi gosterilmistir [3]. Bircok ¢alisma, sertoli
hiicrelerinde metabolizma bozuklugunun ve leydig hiicrelerinde artan apoptozun,
diyabetiklerde testikiiler yap1 degisikligine katkida bulundugunu gostermistir. Oksidatif
stres, diyabetik komplikasyonlarin gelismesine katkida bulunur. Eszamanli olarak,
oksidatif stres erkek kisirliginin 6nde gelen nedenlerinden biridir [11, 12]. Hidroksitirozol
(3,4-dihidroksifeniletanol, HT), zeytinyaginda bulunan, antioksidan anti-inflamatuar
ozelliklere sahip dogal bir antioksidandir ve insanlar tarafindan ytizyillardir herhangi bir
yan etkisi bildirilmeden tiiketilmistir [13]. HT, serbest radikalleri ortadan kaldirmak, lipid
peroksidasyonunu 6nlemek ve hipoklordz asit radikallerini bloke etmek gibi bazi
antioksidan 6zelliklere sahiptir. HT, oksidatif stresin neden oldugu inflamasyon, kanser,
diyabet ve norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde de rol oynar. Hidroksitirozoliin,

diyabete bagl testislerde meydana gelen spermatogenik fonksiyon hasarini azalttigi ve



bu hasara karst koruyucu oldugu yapilan c¢alismalar ile gosterilmistir [14].
Peroksiredoksin 6 (Prdx6), hiicre sitoplazmasinda indirgeyici ajan olarak glutatyonu
kullanan, peroksidaz ve fosfolipaz A2 aktivitelerine sahip bir enzimdir. Hiicreleri
oksidatif hasara karst korumaktir [15]. Prdx6 spermatozoanin canliliginda,
hareketliliginde ve dogurganlik yeterliliginde O6nemli rol istlenir. Prdx’ler testis ve
spermatozoada bol miktarda olmasina ragmen, spermatogenezin farkli asamalarinda ve

perinatal germ hiicrelerinde potansiyel rolleri tam olarak bilinmemektedir [16].

Diyabetik hastalarda infertilite siklig1 iyi bilinmesine ragmen, diyabetle iligkili infertilite
komplikasyonlarinda yer alan molekiiler sinyal yolaklarina dair net ¢caligmalar yoktur ve
Diabetes Mellitus'un (DM) erkek infertilitesine neden oldugu mekanizmalar net bir
sekilde agiklanmamistir. Molekiiler sinyal yolaklarindaki degisikliklerin belirlenmesi,
diyabetik kisirlik komplikasyonlarinin kontrolii ve tedavisi i¢in gelecekte uygulanabilir
bir terapotik hedef sunuyor gibi goriiniiyor. Yapilan bu calismada da streptozotosinle
indiiklenmis Tip-1 diyabet rat modelinde, diyabetin neden oldugu oksidatif strese bagl
testikiiler hasar1 azalttig1 bilinen hidroksitirozoliin, spermlerin canlilig1 ve hareketliligi
etkisinde 6nemli rolii olan antioksidatif Prdx6 proteinin ekspresyonu iizerine etkisini

arastirdik.



2. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligma, Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 2018/5/2 karar
numarasi ile onaylandi. Hayvan uygulamalari Diizce Universitesi Deney Hayvanlar

uygulama ve arastirma merkezinde yiiriitiildi.

2.1. Deney Hayvanlari

Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Merkezi’nden (DUHAM) calismada kullaniimak
tizere 28 adet 3-5 aylik yasta, 270 + 30 gr agirlikliginda erkek Wistar sican temini
saglandi. Hayvanlar standart kosullarda, 12 saat aydinlik/karanlik dongiistine uygun 25 +
3° C oda 1s1s1nda, %60 + 5 nemli bir ortamda ve 4’lii ve 5’11 gruplar halinde 6zel olarak
hazirlanmis kafeslerde her giin altlar1 temizlenerek barindirildi. Calisma siiresince ¢elik
yemlikler i¢inde yem ve paslanmaz ¢elik bilyeli cam biberonlarda su ad libitum olarak
verildi. Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun belirlemis

oldugu kurallara uyularak tiim deneysel ve cerrahi islemler gergeklestirildi.

2.2. Deney gruplan

Deneysel caligmalar, 28 adet sigan tartilip agirliklar1 kaydedilerek rastgele dort gruba
ayrildi; Grup 1: sadece salin uygulanan kontrol grubu (n=5), Grup 2: sadece tek doz
streptozotosin uygulanan diyabetik kontrol grubu (grubun kisaltma adi; STZ) (n=9), Grup
3: 30 giin siiresince hidroksitirozol uygulanan hidroksitirozol kontrol grubu (grubun
kisaltma adi; HT) (n=5), Grup 4: sadece tek doz streptozotocin ve 30 giin siiresince
hidroksitirozol uygulanan tedavi grubu (grubun kisaltma adi; STZ+HT) (n=9). Deneye
baslamadan 6nce sigcanlarin kan glukoz seviyeleri Accu-Chek Nano Performa hizli kan
Olclim cihazi ile belirlendi. Cikan sonuglara gore kan glukoz degerleri normal ¢ikan
denekler segilerek ¢alismaya baslandi.

Deneysel diyabet olugturmak amactyla streptozotosin (Sigma Aldrich, Cat# 18883-66-4)
kullanildi. Steril distile su ile ¢oziilen streptozotosin, Grup 2 ve 4’1 olusturan siganlara
tek doz 55 mg/kg intraperitoneal (ip) olarak enjekte edildi. Streptozotosin

enjeksiyonunundan 48 saat sonra hayvanlarin kan glukoz seviyeleri kuyruk veninden



lanset ile delinerek hizli kan dl¢lim cihaz ile 6l¢iildii. Kan glukoz degerleri >250 mg/dl
olan sigcanlar diyabetik olarak kabul edildi. Bu sart1 saglayan Grup 4 siganlara 30 giin
boyunca giinde bir defa 10 mg/kg hidroksitirozol (HT) intraperitoneal (ip) olarak
uygulandi. Tiim gruplardaki sicanlar 30 giin sonunda tartilarak aglik kan sekerleri 6l¢iildii.
Anestezi uygulamasi ketamin (90 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) ile ip olarak uygulandi.
Testikiiler dokular alindiktan sonra hayvanlar servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye
edilerek c¢alisma sonlandirildi. Cikarilan testisler hassas terazi ile tartilarak yarisi

immunohistokimya i¢in bouin soliisyonuna, diger yarist ise Western blot yontemi igin -

80 °C’ye kaldirild1.

Cizelge 2.1. Hayvanlara uygulanan ajanlar, dozlar1 ve uygulanma sekilleri ve siireleri.

Verilen Verilen Verilis | Hayvan
GHgRNo | g@Lup Ad Maddeler Miktar Sekli | Saysi
1 Kontrol Grubu Salin 1 ml/kg ip 5
2 : Streptozotosin :
Diyabet Kontrol (tek doz) 55 mg/kg ip 9
3 Hidroksitirozol )
HT Kontrol (30 giin) 10 mg/kg ip 5
Hidroksitirozol
(30 giin) 10 mg/kg
4 HT ve STZ + ve ip 9
Streptozotosin 55 mg/kg
(tek doz)

2.3. Diyabet Olusturma Modeli

Deneysel diyabet olusturmak amaciyla streptozotosin (Sigma Aldrich, #18883-66-4)
kullanildi. Streptozotosin (STZ), pankreatik adacik B-hiicre yikimina neden olan bir
antibiyotiktir ve laboratuvar hayvanlarinda deneysel olarak tip 1 diabetes mellitus
(TIDM) modeli olusturmak i¢in yaygim olarak kullanilir [17]. Siganlar uygulama
oncesinde hiperglisemiden korunmasi ig¢in 12 saat a¢ birakildilar. Streptozotosin
enjeksiyonundan once siganlar tartildi ve kuyruk ucundan lansetle alinan kanda aglik kan
glukoz degerleri 6l¢iildii. Sicanlarin viicut agirligina gore STZ ¢ozelti miktar1 hesaplandi.

STZ uygulamasi tek doz 55 mg/kg ip olarak yapildi. Diyabet tayini yapabilmek i¢in 48




saat sonra kuyruk ucundan kan alinarak glukoz degerleri 6lgiildii. Cikan sonuclara gore

>250 mg / dl ve tizeri kan glukoz degerleri olan sigcanlar diyabetik kabul edildi.

2.4. Kullanmilan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasi

2.4.1. Hidroksitirozol’un Hazirlanmasi

Diyabetik testislerde antioksidatif koruyucu roliinii ve Prdx6 iizerine etkisini 6grenmek
amactyla hidroksitirozol (Cayman, #70604) %99 saflikta satin alma yoluyla temin edildi.
5 ml steril distile suda 1 gram stok hidroksitirozol ¢oziildii. Stok hidroksitirozolden
giinliik 225 pl (45 mg) olacak sekilde falkon tiipe alind1 ve tizerine 8775 pl steril distile
su eklendi. Her giin saat 10:00 ile 12:00 arasinda deneklere 10 mg/kg olacak sekilde ip

enjeksiyon yapildi. Bu isleme 30 giin siiresince devam edildi.

2.4.2. Bouin Fiksatifinin Hazirlanisi

Testis dokularinin tespiti i¢cin bouin soliisyonu kullanildi. 1 It distile su i¢inde molekiil
agirligr kadar tartilan pikrik asitte (12.2 g) iyice ¢ozdiiriildii ve dipte tortu kalmamasina
dikkat edildi. 75 ml doymus pikrik asit ¢ozeltisi, 25 ml %37’lik formaldehitle
karistirilarak bouin soliisyonu hazirlandi. Bu karisima 1 ml glasiyal asetik asit yavasca

eklenerek tekrar karistirildi.

2.4.3. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)

PBS cozeltisi 2 litre distile su (dH20) i¢inde, 2.85 gr disodyum hidrojen fosfat (Carlo
Erba Reagent, #480141), 16 gr sodyum klortir (Isolab chemicals, #969.036.1000) ve 0.8
gr potasyum dihidrofosfat (Isolab chemicals, #960.066.1000) ¢oziilerek pH’s1 7.2 ile 7.4
arasinda olacak sekilde ayarlanarak hazirlandu.

2.4.4. Sitrat Tamponu

Sirat tamponu hazirlanirken 900 ml distile su (dH20) igerisine 2,10 gr sitrik asit (Isolab
chemicals, #910.046.1000) eklendi ve tamamen ¢dzlinmesi i¢in karistirildi. Daha sonra
pH’s1 6 olana kadar NaOH (Isolab chemicals, #969.112.1000) ekleme yapildi.

2.4.5. %30 Akrilamit -Bisakrilamid soliisyonu

40 ml disteli su igerisine 15,4 gr akrilamit bisakrilamit (Bio Basic, #A800011-0500)
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soliisyonu ilave edilerek ¢oziinmesi tamamlandi.

2.4.6. 4x Tris- HCI/SDS (Ph :8,8) Hazirlamis:

9 gr toz halindeki Tris (Serva, #37190.02) distile su icerisine atilarak ¢ozlinmesi saglandi.
Ph degeri 8,8 olacak sekilde hidroklorik asit (HCl) (Merck ,#100314) ile ayarlandi. 50 ml
olacak sekilde distile su ilavesi yapildiktan sonra 0,2 gr sodyum dodesil siilfat
(SDS)(Serva ,#20765.01) eklenerek soliisyon hazir hali getirildi.

2.4.7. 4x Tris -HCI/SDS ( Ph :6,8) Hazirlamis1

3,25 gr toz halindeki tris 20 ml distile su igerisine atilarak ¢éziinmesi saglandi. PH degeri
6.8 olacak sekilde ayarlandi. 50 ml olacak sekilde distile su ilavesi yapildiktan sonra 0.2
gr SDS eklenerek soliisyon hazir hali getirildi.

2.4.8. %10’luk APS

1 ml distile su icerisine 0.1 gr amonyum per siilfat (APS)(Serva, #13375.05) ilave edilerek
hazirlandi.

2.4.9. 10x Tris Tamponlu Tuz Soliisyonu (TBS) Stok Hazirlanisi

800 ml distile su igerisine 60.55 gr tris, 87.66 gr sodyum kloriir eklenerek ¢ozdiiriilerek
hazirlandi. PH degeri 7.4 olacak sekilde ayarlama yapildi.

2.4.10. TBS-Tween 20 Hazirlamis1 (TBS-T)

100 ml 10x TBS stok iizerine 900 ml distile su ilavesi yapildi. 1 ml tween 20 eklendi ve
karistirilarak homojenize dagilmasi saglandi.

2.4.11. %5’lik Yagsiz Siit Tozu Hazirlanisi

50 ml TBS-T igerisine 2.5 gr yagsiz siit tozu ilave edilerek ¢ozdiiriildii.

2.4.12. Blotlama Soliisyonu Hazirlanisi

750 ml distile su igerisine 14.3 gr Glisin (Serva, #23390) ve 3 gr Tris ilavesi ile
cozdiiriiliip, 200 ml metanol (CarloErba, #UN1230) ilavesiyle soliisyon 1000 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

2.4.13. 5x Stok Elektroforez Soliisyonu
600 ml distile su icerisine 9 gr Tris, 43.2 gr Glisin, 3 gr SDS ilave edilerek ¢ozdiiriildii.
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2.4.14. 1x Elekrtoforez Soliisyonu

180 ml 5x stok elektroforez soliisyonu iizerine 700 ml distile su ilave edilerek hazirlandi.

2.5. Isik mikroskobu incelemesi icin dokularin hazirlanmasi

1. Dokular 24 saat bouin soliisyonunda fikse edildi.

2. 15 dakika %70’lik etil alkolde bekletildi.

3. 15 dakika % 80’lik etil alkolde bekletildi.

4. 30 dakika % 90’lik etil alkolde bekletildi.

5. 30 dakika % 90’lik etil alkolde bekletildi.

6. 30 dakika % 96’lik etil alkolde bekletildi.

7. 30 dakika % 96’lik alkolde bekletildi.

8. 45 dakika % 96°lik etil alkolde bekletildi.

9. 45 dakika Asetonda bekletildi.

10. 10 dakika 1. Ksilen’de bekletildi.

11. 20 dakika 2. Ksilen’de bekletildi.

12. 10 dakika Parafin-1’de 75°C sicakliktaki etiivde bekletildi.
13. 20 dakika Parafin-2’de 75°C sicakliktaki etiivde bekletildi
14. 30 dakika Parafin-3’de 75°C sicakliktaki etiivde bekletildi

15. Takip edilen dokular metal gomme kaplarinda parafine gomiilerek etiketleme

yapildi.

Hazirlanan bloklardan mikrotom cihazi ile 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Daha sonra
su banyosunda diizlestirme yapilarak lam iizerine alindi. Bu kesitlerde Peroxiredoksin 6

(Prdx6) (Abcam, #ab59543) antikoru ile immiinohistokimyasal boyama yapildu.

2.6. Prdx6’nin immunohistokimyasal boyanmasi

1. Tim gruplar icin hazirlanan bloklardan pozitif yiliklii immiin lamlara 4 pm

kalinliginda kesitler alindi.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Kesitler 75 ° C’lik etiivde 40 dakika bekletildi.
Deparafinizasyon igin 1. ksilende 10 dakika, 2. ksilende 10 dakika bekletildi.

Daha sonra her birinde 5 dakika olmak iizere %100, %90, %80, %70’lik alkol

serilerinden gegirilerek rehidrate edildi.
Sonrasinda kesitler distile suda 5 dakika bekletildi.

Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat tamponuna
konularak mikrodalga firinda 750 Watt’ta 8 dakika kaynatildiktan sonra oda

1s1sinda 20 dakika boyunca sogumaya birakildi.
PBS (pH: 7.2 - 7.4) ile 3 kez 5 dakika yikandi.

Endojen peroksidaz aktivitesinin baskilanmasi1 amactyla kesitler %3’ liik hidrojen

peroksit ile 15 dakika inkiibe edildi.
PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi.
Pap-pen ¢izimi: Hidrofobik kalemle kesitlerin etrafi ¢izilerek sinirlandirildi.

UV bloklama: Kesitler, oda sicakliginda ve nemli ortamda &zgiil olmayan
immunoglobulin (IgG) baglanmalarini 6nlemek amaciyla bloklama serumu ile 7

dakika muamele edildi.

Serumun fazlas1 alinarak kesitlere Prdx6 primer antikoru (1:750 diliisyonda,

Abcam, # ab73350) damlatildi.

Kontrol kesitlerine primer antikor yerine uygun izotip kontrol uygulandi.
Kesitler nem kutusunda oda 1s1sinda 2 saat inkiibe edildi.

Siire sonunda kesitler PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi.

Daha sonra 60 dakika biotinlenmis sekonder antikor ile 1:500 diliisyonunda nem
kutusunda oda 1s1sinda 30 dakika inkiibe edildi ve akabinde PBS ile 3 kez 5 dakika
yikandi.

Yikama sonrasit horseradish enzimi konjuge edilmis streptavidin kompleksi
(Thermo Scientific, #TS125HR) ile 15 dakika oda 1s1sinda nemli ortamda inkiibe
edildi. Sonrasinda da PBS ile 3 kez 5’er dakika yikama yapildi.



18. Sinyalleri gelistirmek i¢in dokular 3 dakika 30 saniye Di Amino Benzidin (DAB)
kromojeni (ScyTek Laboratories,#ack500) ile muamele edilerek reaksiyon

gereceklestirilerek distile suda yikandi.
19. Kesitlere Mayer Hematoksilen ile 1 dakika zit boyama yapildi.

20. Akan suda yikanan kesitler her birinde 10 dip olmak kaydiyla %70, %80, %9011k

etil alkol serilerinden gegirildi.
21. %100’lik etil alkolde 4 dakika tutularak dehidrate edildi.
22. 1. ksilende 5 dakika, 2. ksilende 5 dakika olacak sekilde bekletildi.

23. Oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan kapatma soliisyonu ile kapatilda.

2.7. Semi Kantitatif Degerlendirmeler

Prdx6 ile immiinohistokimyasal boyanan hiicreler ve bunlarin boyama yogunluklari semi
kantitatif olarak degerlendirildi. Skorlama su sekilde yapildi: 0 = negatif; (+) = zayif

pozitif; + = pozitif; ++ = yogun pozitif; +++ = ¢cok yogun pozitif.

2.8. imageJ program ile immiinohistokimya sonuclarimin analizi

Olympus BX50 mikroskobu ile Zeiss Axiocam ICc5 kamera kullanildi. Kontrol, HT, STZ
ve STZ+HT gruplart kesitlerinin Prdx6 boyamalarinin fotograflar1  ¢ekildi.
Immiinohistokimyasal boyama yogunluklar1 Image] programinda degerlendirildi. Her
her hayvanin kesitinden ayri1 ayr1 10’ar adet fotograf alinarak degerlendirme yapildi.
Boyanan alanin tamami (hematoksilen + DAB) segildikten sonra yalnizca DAP-pozitif
alanlar secildi. Boyanma yogunlugu, DAB-pozitif alanin yogunlugunun, toplam boyanma
yogunluguna boliinmesi ve ¢ikan sonucun 100 ile carpimi yoluyla belirlendi, ortalama

yogunluk yiizde olarak 0-100 araliginda olacak sekilde ifade edildi.

2.9. Western Blot Protokolii

Dokular -80 C°’de saklanan ortamdan c¢ikartilarak erimesi beklendi. Gerekli sayidaki
epondof tiipler iizerine doku isimleri yazildi. Daha sonra cam {izerine alinan dokular
bisturi yardimi ile mekanik olarak pargalandi. Par¢alanan dokularin agirliklar tartilip not

edildikten sonra epondorf tiiplerinin i¢ine konuldu. 1ml lizis buffera 30 pl proteaz



inhibitdr kokteyli (PIK) (Roche, #1169749800) ilave edildikten sonra dokularin yer aldig
ependorflara 0.2 gram dokuya 600 pl lizis buffer ve proteaz inhibitér kokteyli karigimi
eklendi. 15 dk bir vortex yapilan dokular 1 saat inkiibe edildikten sonra sonikatdr ile
parcalandi. Ependorflarda ki hiicreler +4C° de 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten
sonra slipernatant alinarak ve icerdigindeki protein oran1 BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, #23225)kullanilarak tespit edildi. Ornekler elektroforezden once 95°C’deki
suda 5 dakika kaynatildi. Elektroforez jeli i¢in gerekli olan amonyum per siilfat (APS)
hazirlandi. Protein miktarlar1 esit olacak sekilde her kuyucuga 10 pl 6rnek yiiklendi ve
mini protean sistem tankinin igine yerlestirildi. Mini protean sistem tankina elektroforez
solusyonu eklendi ve tank gii¢ kaynagina baglandi. Gii¢ kaynagi araciligi ile 100 Volt, 50
miliamperde yaklasik 80 dakika boyunca proteinler elektroforez edildi. Jel iizerinde
proteinler yiiriitiildiikten sonra, polyvinylidene fluoride (PVDF) membrana aktarmak i¢in
iistte ve altta 3’er adet filtre kdgidi olacak sekilde sandvi¢ bi¢iminde hazirlandi.
Proteinleri iceren jel lizerine PVDF membran konularak hazirlanan sandvi¢ mini protean
sistemindeki tank blot icerisine alindi. Transfer soliisyonu mini protean tankina eklendi
ve +4°C’de 32 voltta gece boyu proteinlerin membrana transfer olmasi saglandi.
Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra elde edilen membran, TBS-T ile
hazirlanan %5’lik yagsiz siit tozu ile oda 1sisinda 1 saat ¢alkalayici lizerinde bloklandi.
Daha sonra membran, iireticinin tavsiyesi dikkate alinarak hazirlanmis ve bloklama
sollisyonu i¢inde sulandirilmis olan primer antikor Prdx6 (1/2000, Abcam, # ab73350) ve
internal kontrol olarak da B-aktin (1/2000, Cell Signaling, #13E5) kullanilarak +4°C’de
gece boyu karistirici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10
dakika yikama yapildi. Ertesi giin membran, bloklama soliisyonu hazirlanmis konjuge
sekonder antikor ile 2 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez
10 dakika yikama yapildi. Membran, chemiluminisansla (BioRad,#1705061) 5 dakika
inkiibe edilir sonrasinda karanlik oda igerisinde membranlardaki sinyaller X-ray filme
ekspoze edildi. Film, gelistirici ve tespitten gecirildikten sonra distile su ile yikanip
kurutuldu. Kurutulan filmler taranarak bilgisayara aktarildi ve Imagej programi
kullanilarak her bandin boyanma yogunluklar analiz edildi. Elde edilen Prdx6 verileri -
aktin’e oranlanarak normalize edildi. Normalize edilen veriler GraphPad Prism 9 ile

analiz edildi.
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2.10. istatiksel Analiz

Elde edilen verilerin analizi GraphPad Prism 9 ile yapilmistir. Tiim immiinohistokimya
ve Western blotting verileri one-way ANOVA takiben Holm -Sidak metodu kullanilarak
analiz edildi. Istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi.
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3. GENEL BIiLGILER

3.1. ERKEK GENITAL SiSTEMi

Erkek tireme sistemi skrotum i¢ine yerlesmis bir ¢ift testis, genital kanallar (epididimis,
duktus deferens), yardimci bezler (seminal vezikiiller, prostat bezi, bulboiiretal bezler) ve

penis olmak iizere dort ana boliimden olusur (Sekil 3.1) [18].

Testisler yapisinda bulunan bazi endokrin hiicreler sayesinde androjenleri salgilama ve
sperm iiretiminde gorevlidirler. Genital kanallar spermatozoalarin penil iiretradan disari
atilmasinda gorev alirlar. Yardimei bezler salgilariyla semen kitlesini olusturur ve ejakule
spermatozoonlara gerekli besinleri saglarlar. Penis erektil dokudan olusur ve ciftlesme

organi olarak gorev alir [18].

Ureterler

Duktus deferensin ampulasi
Seminal vezikil

Ejakilatér kanal

Prostat bezi

Bulbodretral bez

Anis

Sekil 3.1. Skrotumdan {iretraya kadar; testis, epididimis, bezler ve ductus deferens,

aralarindaki komsusal iligkiler sematik olarak gosteren sekil [18].

3.1.1. Testis Embriyolojisi

Cinsiyetin belirlenmesi genetik agidan fertilizasyonda belirlenmis olsa da 7.haftadan 6nce

benzerlikleri nedeniyle gonad gelisimi birbirinden ayirt edilememektedir. Bu yiizden bu
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donemdeki gonad ‘farklanmamis gonad’ olarak adlandirilir. Embriyo genetik olarak
erkek ise, primordial germ hiicreleri bir XY cinsiyet kromozomu kompleksi tasir. Testisin
gelisimi stirecinde Y kromozomu iizerindeki SRY (sex determining region on Y
chromosome) geninin kodladig: testis belirleyici faktoriin etkisi ile ilkel seks kordonlari
¢ogalmaya devam eder ve medullar kordlar1 olusturmak i¢in medullanin derinliklerine

niifuz eder (Sekil 3.2 A).

Tunika albuginea

Dejeners almakta olan
mezonefrik tOb!

Rete testis
kordonlan

) '] At nali bigimindeki
» | testis kordonlarn

;’ Testis \ =
[ |1 kordonian g
; gl
I" Duktuli \ k
Paramezonefrik Tunika eferentes \
kanal Mezonefrik kana|  a@lbuginea ‘{4\__ Paramezonefrik kanal
\ - Mezonefrik kanal
A B 1 {duktus deferens)

Sekil 3.2. A. Sekizinci haftada testisin enine kesiti, tunica albuginea, testis kordonlari,
rete testis ve primordiyal germ hiicrelerini gosteriyor. B. Dordiincii ayda testis ve

genital kanal [19].

Olusan gonadin hilyumuna dogru kordonlar rete testisin tiibiillerini olusturmak i¢in kiigiik
hiicre seritlerinden olusan bir aga ayrilir (Sekil 3.2.A, B). Gelisimin daha ileri evrelerinde,
yogun bir fibréz bag dokusu tabakasi olan tunica albuginea, testis kordonlarini yiizey

epitelinden ayirir (Sekil 3.2) [19].

Dordiincii ayda testis kordonlar1 at nali seklini alir ve uglari rete testis ile devam eder
(Sekil 3.2.B). Testis kordonlar1 artik ilkel germ hiicrelerinden ve gonadal kabartinin

ylizey epitelinden tiiretilen Sertoli destek hiicrelerinden olugsmaktadir [19] .

Gonadal sirtin orijinal mezensiminden tiiretilen interstisyel Leydig hiicreleri, testis
kordonlar1 arasinda yer alir. Gelisimleri bu kordonlarin farklilasmaya baslamasindan kisa
bir siire sonra gelismeye baslar. Gebeligin sekizinci haftasinda, Leydig hiicreleri
testosteron lretmeye baglar ve testis, genital kanallarin ve dis genital organlarin

farklilagmasini etkiler hale gelmistir [19].
Testis kordonlar1 puberteye kadar solid kalir ve sonra pubertede bir liimen kazanir ve
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boylece seminifer tiibiilleri olusturur. Seminifer tiibiiller kanalize edildikten sonra,
sirastyla duktuli efferentes'e giren rete testis tiibiillerine baglanirlar. Bu efferent kanallar,
mezonefrik sistemin bosaltim tiibiillerinin kalan kisimlaridir. Duktus deferens olarak
bilinen bu kanallar rete testis ile mezonefrik veya wolflian kanallarini birbirine baglarlar

(Sekil 3.2.B) [20].

3.1.2. Testis Histolojisi

Testisler karin boslugunun disinda, skrotum adi verilen bir torba igerisine yerlesmis oval
bigimli cinsiyet bezleridir (Sekil 3.2) [21]. Testisler eni 3 cm , boyu 5 cm uzunlugunda
fasulye seklinde organdirlar [21].

Sperm kordonu

Kan damarlari
ve sinirler

NN

Epididim bagi
Epididim kanali
Seminifer tibil
Diiz tibdl

Duktuli efferentes

Mediastinum testis
(rete testisin
bulundugu yer)

Tunika vajinalisin
viseral tabakasi
Tunika vajinalisin
pariyetal tabakasi
Tunika albuginea

Epididimin govdesi —

Epididimin kuyrugu

Sekil 3.3. Testis anatomisi ve histolojisi, a, testisin kismi olarak sagittal kesitinin

sematik goriiniimii, b, seminifer tiibiiliin enine kesiti [18].

Testisler tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vaskiiloza olmak iizere distan ice
dogru ii¢ tabakadan olusan kapsiil ile kusatilmistir [22]. Testikiiler kapsiiliin en dis
tabakasi olan tunica vaginalis tek katlt mezotelyal hiicrelerden olustugundan genellikle
preparatlarda izlenmesi giigtiir. Yogun fibroelastik bag dokusu olan tunica albuginea

kapsiiliin en kalin ve belirgin tabakasidir (Sekil 3.2) [23]. Kan damarlar i¢eren gevsek
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bag dokusundan olusan tunica vaskiiloza kapsiiliin en i¢ tabakasini olusturmaktadir [24].
Testisin posterior yiizeyi boyunca kalinlasan tunica albuginea mediastinum testis adini
alir (Sekil 3.2) [18]. Kan, lenf damarlarinin ve sinirlerin testise girip ¢iktig1 yer bu
kisimdir [25]. Mediastinum testisten bezin igine uzanan fibréz septumlar bezi testis
lobiilleri denilen yaklasik olarak 250 adet pramidal bolmeye ayirir. Her lobiiliin igerisinde
interstisyel veya leydig hiicreleri denilen testosteron salgilayan hiicreler bulunur. Bu
hiicreler seminifer tiibiillerin arasin1 dolduran gevsek bag dokusu i¢indedirler ve tek tek
veya kiimeler halinde bulunurlar. Intertisyel dokuda fibroblastlar, lenf damarlar1 ve
pencereli kapiller de bulunmaktadir [26]. Testosteron iireten bu hiicreler, merkezi
cekirdekli, sitoplazmalari eozinofilik ve yag damlaciklari iceren genis yuvarlak ya da
poligonal yapidadir. Hipofiz bezinden salinan liiteinlestirici hormon (LH) testosteron
salimmmi i¢in intertisyel hiicreleri tetiklemektedir. Ergenlik doneminde testosteron
salimmmin1 baglatan temel olay hipotalamusun gonadotropin salgilatict hormonu
tiretmesidir. Testosteron hem spermatogenez hem de fetal ve embriyonik donemde cinsel
gelisim i¢in onemli bir hormondur [18]. Testis lobiillerinin her birinde asir1 kivriml
sayilar 1 ile 4 arasinda degisebilen seminifer tiibiiller bulunur [18]. Spermatogenez ve
spermiyogenez bu tiibiillerde gergeklesir [26] ve erkek iireme hiicreleri olan

spermatozoonlar tiretilir [27].
3.1.2.1. Seminifer Tiibiiller

Spermlerin olusturuldugu tiibiillerdir ve giinde 2x10® civarinda sperm iiretebilirler. Her
testiste yaklasik olarak 250-1000 civarinda seminifer tiibiil bulunur ve boylar1 30- 70 cm
uzunlugunda olup 150-250 um ¢apindadir. Toplam uzunluklar1 250 metreyi bulmaktadir.
Asir1 kivrimlari olan bu tiibiiller, kanallar seklinde uzanarak mediastinum testis i¢erisinde
gomiilii rete testise, oldukea kisa ve dar olan diiz tiibiiller ile baglanirlar [18]. Rete testis
mediastinum testis igerisinde yer alir ve toplanan spermleri tasima gorevi goriir [28]. Rete
testisin  kanallarinin  epididimise baglanmasini saglayan yapilar ise duktuli
efferenteslerdir [18]. Tiibiilllerin epiteli ¢ok katl kiibik epitel olup germinal epitel olarak
adlandirilirlar. Tunika propiya, elastik fibrillerce zengin olan bazal membranin hemen
disinda fibroz bag doku katmanidir. Bu tabakada, fibroblastlar ve kasilabilen miyoid
hiicreler bulunmaktadir. Seminifer tiibiillerin epitelinde, bazal lamina {izerine
spermatogenik hiicreler ve sertoli hiicreleri olmak {izere iki farkli hiicre grubu

bulunmaktadir [29].
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3.1.2.2. Spermatogenik hiicreler

Bazal lamina ile liimen arasinda 4-8 tabaka halinde bulunan hiicre gruplaridir.
Spermatogenik seri hiicrelerinin {iretimi (spermatogenez) ve spermatozoonlara
farklilagsmasina (spermiyogenez) kadar gegen tiim asamalar burada gerceklesir.
Spermatogenez, spermatogonyumlarin olusumu ile baslayan ve spermatozoonlarin
liretimini saglayan bir evredir. Spermatogonyumlar bazal membran iizerinde, kii¢iik ve
yuvarlak hiicrelerdir. 12 um ¢apindaki bu hiicreler kok hiicre olarak davranirlar ve sertoli

hiicreleri ile yakin iligki halindedirler [18].

Spermatogenez, haploid spermatozoanin germ hiicrelerinden gelistigi bir siiregtir. Primer
spermatositler, seminifer tiibiiliin dis kismindan daha merkezi bir konuma hareket eder
ve bazal membrandan seminifer tiibiil llimenine uzanan Sertoli hiicrelerinin etrafina
tutunur. Sertoli hiicreleri, gelismekte olan spermatositlere yapisal ve metabolik destek
saglamak, gelismekte olan gametlerin gelisimi ve olgunlasmasi icin gerekli ortami
saglamak ve kan-testis bariyerini (BTB) olusturarak spermatidleri immiin saldiridan

korumak gibi ¢esitli islevlere sahiptir [7].

Spermatogonyumlar cinsel olgunluk ¢aginda mitoz boliinmeler gecirerek A ve B tipi
spermatogonyum olmak {izere iki farkli tip hiicre olustururlar. A tipi spermatogonyumlar
oval ve koyu boyanan ¢ekirdekli hiicrelerdir. Bu hiicreler kok hiicre olarak boliintirler ve
A tipi oval soluk cekirdekli hiicreleri olustururlar. Bu hiicreler daha hizli boliinme
yetenegindedirler. A tipi spermatonyumlar birbirlerine sitoplazmik képriilerle bagli halde
kalirlar. A tipi spermatogonyumlar daha sonra yogun kromatin i¢eren yuvarlak ¢ekirdekli
B tipi spermatogonyumlara farklilanirlar. B tipi spermatogonyumlar son bir mitoz
boliinme daha gecirir ve biiyliyerek Okromatik c¢ekirdekli primer spermatositleri
olustururlar. Primer spermatositler tiibiiliin en biiyiik hiicreleridir. 46 kromozomlu bu
hiicreler mayoz boliinme gegirerek mayozun profazini yaklasik 3 haftada tamamlarlar.
Mayoz boliinme tamamlandiginda 23 kromozomlu sekonder spermatositler (23,2N)
olusur. Sekonder spermatositler hizli bir interfaz evresini igeren ikinci mayozu dakikalar
icinde tamamlayarak 23 kromozomlu N miktarda DNA igeren erken spermatid
hiicrelerini (23,1 N) olusturur. Bu gelisme asamalarinda sekonder spermatositler primer
spermatositlerin, spermatidlerde sekonder spermotositlerin yarist kadar goriiniimdedir.
Spermiyogenez, spermatidlerin spermatazoonlara farklanma agamasidir. Seminifer tiibiil

liimenine yakin haploid kromozomlu erken spermatidler oldukea kiigiiktiir (7 -8 pm) [18].
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Spermiyogenez birbirini takip eden evrelerden olusur. Golgi fazi evresinde golgi
kompleksinden kiiclik salg1 graniilleri olusur. Bu graniiller birleserek membranla ¢evrili
daha biiyiik olan akrozomal vezikiilii olustururlar. Bu vezikiil ¢ekirdegin 6n yiizeyinde
geliserek bu alani kaplar ve Akrozomal kep adini alir. Akrozomal baglik ¢ekirdegin
yarisint kaplar. Igerisinde eritici enzimlerin bulundugu bu kisim sayesinde spermiyum
yumurtanin zarlarimi (korona radiyata ve zona pellusida) delerek yumurta igerisine
girebilir. Bu da dollenmenin ilk basamaklarindan biridir. Cekirdegin 6n kisminda
akrozom olusurken arka kismina sentriyollerin go¢ etmesiyle flagella aksonemi olugmaya
baglar. Kuyruk etrafi fibroz bir kilif tarafindan sarilarak uzamasma devam eder.
Sitoplazmanin bir kismi1 kuyruk ucuna dogru kayar. Geri kalan kisim ise bogumlanir ve
sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek artik cismi olusturur. Mitokondriyumlar bir
kilif seklinde kuyrugun ilk boliimiinii kusatirlar. Orta parga olarak adlandirilan bu bolge
kuyrugun hareketi i¢in gerekli olan ATP’yi {iretir. Sertoli hiicreleri icerisinde gomiilii
olan spermin niikleusu yogunlasip uzar ve spermin bagini yapar. Morfolojik olarak
gelisimi tamamlanmis olan spermiyumlar fonksiyonel degildir. Olgun ama hareketli

olmayan spermatozoonlar tiibiil liimenine birakilirlar [29].
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Sekil 3.4. Spermatogenez ve sperm yapist [29]

3.1.3. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri, spermatogenezin diizenleyicisi olarak gorev yapan somatik hiicrelerdir

[30]. Sertoli hiicreleri bazal laminaya tutunmus spermatogenik serideki hiicreleri saran

uzun prizmatik epitel hiicreleridir. Apikal uglar1 seminifer tiibiil liimenine kadar uzanir.
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Sitoplazmik sinirlar1 belli olmayan hiicrelerdir. Siirlarinin net olarak belli olmamasinin
temel nedeni spermatogenik seri hiicreler igerisine dogru ¢ok sayida uzant1 yapmasidir.
Belirgin niikleoluslar1 olan bu hiicreler ¢ok gelismis golgi cisimcigi ve diiz ER
(Endoplazmik Retikulum), az gelismis graniillii ER, ¢ok sayida mitokonri ve lizozom
icerirler. Cekirdeklerinin oval veya tiggen seklinde olmasi ve ¢ekirdekgiklerinin oldukca
belirgin olmas1 bu hiicrelerin ayirt edilmesini saglar [18]. Iki sertoli hiicresinin arasinda
yaptig1 sik1 baglantilar seminifer tiibiil epitelinde kan testis bariyerini olusturmaktadir.
Kan testis bariyeri, mayoz bdliinme ile olusan yeni genetigi farkli hiicrelere karsi
antijenlerin ve antikorlarin gegisini engelleyerek viicudun otoimmiin saldirilarina karst
koruma saglamaktadir. Bu kan testis bariyeri tiibiil liimenini bazal ve adliiminal olmak
tizere iki kompartmana ayirmaktadir. Spermatogenez asamasinda primer spermatositler
kan testis bariyerini baglanti noktalarindan ayirarak tiibiiliin bazal kompartmanindan
adliiminal kompartmanina ulagir. Kan testis bariyerinin tizerinde bulunan sertoli hiicreleri
sitoplazmik katlantilar1 igerisinde pakiten primer spermatositler, sekonder spermatositler
ve spermatidler goriilmektedir. Sertoli hiicreleri arasinda bulunan gap junction adi verilen
oluklu baglantilar iyonik ve kimyasal madde alisverisine imkan saglamaktadir.
Spermatogenik hiicreler bu baglantilar sayesinde hiicrelerdeki etkinliklerini diizenli bir
sekilde yiirlitebilmektedir. Sertoli hiicrelerinin liimene uzanan apikal sitoplazmasinda

spermatidlerin kamg¢i1 gelisimi tamamlanir ve piiskiillii uzantilar seklinde goriiliirler [18].
Sertoli hiicrelerinin genel gorevleri sunlardir;

1.Destek gorevi: Gelismekte olan spermatozoonlart destekler, korur ve beslenmelerini

diizenler.

2. Fagositoz: Spermatid olusumu sirasinda sitoplazma kalintilar1 olan artik cisimleri
fagositozla yok eder. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulunan lizozomlar sayesinde

gercgeklestirilir.

3.Salgilama: Sertoli hiicreleri hem endokrin hem ekzokrin salgilar1 vardir. Seminifer
tiibiil liimenine siirekli salinan salgilar spermin digar1 taginmasini saglar. Ayrica sertoli

hiicrelerinden salinan farkli maddelerde ¢esitli gérevler iistlenir. Bunlar;

e FSH (Folikiil Stimiile Edici Hormon) etkisiyle salinan androjen baglayici protein

spermatogenez i¢in gerekli olan testosteron yogunlugunu ayarlar.

e Inhibin glikoproteini salgisi ile FSH iiretimini baskilar.
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e Glikoprotein yapidaki anti-miillerian hormonu (AMH) ile embriyonik dénemde

erkek fetiiste miiller kanalinin gerilemesini saglar [18].

3.1.4. Intertisyel Doku

Seminifer tiibiiller arasin1 dolduran gevsek bag dokusudur. Doku igerisinde fibroblast,
makrofaj, mast hiicreleri, Leydig hiicreleri, lenf damar1 ve pencereli kapiller bulunur.
Ergenlik doneminde intertisyel hiicreler veya Leydig hiicresi olarak adlandirilan islevsel

hiicrelerde belirginlesir [18].
Leyding Hiicreleri

Yuvarlak veya poligonal sekilli, merkezi ¢ekirdekli ve kiiciik yag damlaciklarinca zengin
olan bu hiicreler kan damarlarinin etrafinda tek tek veya gruplar halinde bulunurlar. Bu
hiicreler erkek cinsiyeti O6zelliklerini tasiyan testosteron hormonu iiretirler. Tiibiiler
kristali mitokondri ve diiz endoplazmik retikulum enzimleri testosteron iiretimini
gerceklestirirler. Leydig hiicreleri testosteron salinimina f6tal gelisimin 3. ve 4. aylarinda
baslar. Bu olay fetiisiin erkek birey olarak gelisimi i¢in onemli bir olaydir [29].
Hamilelikle birlikte plasentadan salinan testis gonadotropini intertisyel hiicreleri uyarir
ve erkek genital sistemin kanal ve bezlerinin gelismesi i¢in gerekli testosteron iiretimini
saglar. Hamileligin 4. ayindan sonra hiicreler geriler fibroblast benzeri morfoloji kazanir
ve puberte donemine kadar bekler. Ergenlikle birlikte tekrar hipofizden salinan LH

uyarimiyla testosteron salinimi diizenlenir [18].

3.2. DIABETES MELLITUS (DM)

Diabetes Mellitus, anormal diizeyde yiiksek kan glukoz seviyeleri ile dikkat ¢eken bir
endokrin sistem hastaligidir [31]. Insiilin salgisinin yetersizligi ya da etkisini kaybetmesi
hiicrelerin glukoz yoksunlugu c¢ekmesine neden olur. Bu durum kandaki glukoz
seviyesinin yiikselmesi yani hiperglisemi olarak adlandirilir [18]. Hiicrelerin ve dokularin
yeterli diizeyde glukoz alamamasi karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmalarinda da

bozulmalara yol agmaktadir [32].

Diyabet kelimesi ilk olarak Memphis'li Apollonius tarafindan MO 250 ila 300 yillarinda
kullanilmaya baglamistir. Eski Yunan, Hint ve Misir uygarliklart idrarin bu durumdaki
tatliligin1 kesfederek bal anlamina gelen ‘mellitus’ kelimesinin yayilmasiyla ortaya

cikmigtir. 1922 yilinda Banting, Best ve Collip tarafindan Toronto iiniversitesinde
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ineklerin pankeasindan izole etikleri insiilin ile bir¢ok agir diyabet hastalarini dliime
mahkum olmaktan kurtarmistir [31, 32]. Insiilin, glukozun kan dolasimindan
viicudumuzdaki hiicrelere girmesine yardimci olan bir hormondur. Hiicreler glukozu,
fonksiyonlarmi yerine getirmek i¢in gerekli olan enerji olarak kullanirlar. Glukoz

hiicrelere giremediginde kanda birikir ve kan plazmasindaki yogunlugu artar [33].

Diabetes mellitus giderek yayginlasan bir hastalik olup, insiiline bagimli olan Tip 1
(TIDM) ve insiiline bagimli olmayan Tip 2 (T2DM) diyabet olarak iki ana tipi vardir.
T2DM tiim vakalarin %90’n1 olusturmaktadir. Diabetes mellitus tiim viicut sistemlerini
etkileyen komplikasyonlar gosterir. Tedavi siirecinde gec¢ kalinirsa 6liimciil sonuclarla

karsilagilma olasiligr yiiksektir [34].
3.2.1. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmas:

Diinya saglik organizasyonu (WHO) ve Amerika Diyabet Dernegi (ADD) gore

giiniimiizde diyabet siniflandirmas;

e Tip I diabetes mellitus (T1 DM); Insiliine bagimli diabetes mellitus olarakta
adlandirildig1 gibi ‘Geng diyabeti’ olarak da bilinir. Insiilin salgisini iireten
pankreas beta hiicrelerinin harabiyeti sonucu ortaya ¢ikar.

e Tip II diabetes mellitus (T2 DM); Insiilin bagimli olmayan diyabet olarak
adlandirlir. Insiilin duyarlihgindaki azalma sonucunda gelisir. Insiilin direncinin
gelismesine obezite ve diisiik tempolu yasam neden olmaktadir.

e Gestasyonel diabetes mellitus (GDM); Gebelik doneminde ortaya ¢ikan glukoz
intolerans1 olarak tamimlanir. Gebeligin iiclincii ayinda belirir ve gebelik
sonlandiginda ortadan kalktigi gibi bazi kadinlarda ise ileriki yaslarda T2DM
gelistirme riski yiiksektir.

o Diger sipesifikler; Olgunlukta baglayan geng¢ diyabeti, neonatal diyabet, streoid
kullanimina bagli nedenlerle ortaya cikabilen gesitli kategorilerde diyabetlerde
vardir [31].

3.2.1.1. Tip I Diabetes Mellitus (T1DM)

T1DM c¢ocukluk veya ergenlik doneminde goriildiigii gibi her yasta rastlanabilen insiilin
sekresyonunda azalmaya bagli ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterizedir. Bu hastalar

diizenli insiilin enjeksiyonu ile tedavi edilmektedir [31, 35]. TIDM, ¢ocuklar da en ¢ok
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goriilen kronik hastaliklardan biri olsa da her yasta goriilebilir. Genellikle diyabetli
kisilerin yaklasik %S5 ile %10'unu temsil eder [36]. TI1DM, pankreas beta (B) hiicrelerinin
yikimi veya insiilin sentezini bozan bazi hastaliklar sonucu ortaya ¢ikabilmektedir [36].
TIDM olan bireylerde B hiicrelerdeki yikimlar viral kaynakli veya otoimmiin
bozukluklara bagli olabildigi gibi bazi durumlarda da kalitimsal olarak da ortaya
cikmaktadir [34, 37]. Aylar veya yillar igerisinde olusan bu yikimlar insiilin eksikligine
sebep olmaktadir [38].

Hastalarda en sik polidipsi (asir1 su tiikketimi), poliiiri (sik idrara ¢ikma), polifaji (anormal
derecede giiglii bir aglik hissi), bulanik gorme ve hiperglisemi semptomlari
gbzlenir. Ayrica hastalarda hizli kilo kaybi goriilmektedir. Kan glukozundaki artis,
karacigerde yag kullanimmin artmasit ve viicut proteinlerindeki azalma hastaligin
teshisinde onemli bulgularindandir [32]. insiilin olmadan diyabetik ketoasidoz gelisir ve
hayat1 tehdit eder [36]. Kas ve yagin pargalanmasiyla artan lipoliz ve keton iiretimi
yorgunluk ve halsizlik ile sonuglanir. Diinya ¢apinda cografi farkliliklar gosterse de
Amerika Birlesik Devletlerinde 1.24 milyon insan Tip 1 diyabetliyken bu insidansin en

diisiik oldugu tilkeler Cin ve Venezuela’dir [36].
3.2.1.2. Tip Il diabetes mellitus (T2DM)

T2DM, insiilin direnci olan, olumsuz yasam tarzi ve obeziteye bagli olarak gelisen
hiperglisemi ile seyreden bir diyabet tipidir [31, 35]. T2DM'de insiiline yanit azalir ve bu
insiilin direnci olarak tanimlanir. Buna bagli olarak insiilin salgilama kapasitesi zamanla
giderek kotiilesir. T2DM, pankreasin kisinin insiilin ihtiyacini karsilayamamasi iizerine
eklenen, artmis insiilin direncinden kaynaklanir [39]. T2DM, tiim diyabet vakalarinin
yaklagik %90'm1 olusturmaktadir. Daha ¢ok 45 yas {istii kisilerde goriilse de artan obezite
seviyeleri, fiziksel hareketsizlik ve enerji yogun diyetler nedeniyle cocuklarda, ergenlerde

ve geng eriskinlerde giderek daha fazla goriilmektedir [36].

3.3. Diabetes mellitusun testisle iliskisi

Diabetes mellitus (DM), yiiksek kan sekeri seviyeleri (hiperglisemi) ile karakterize edilen
metabolik bozukluklardan biridir [40]. Son bilgiler, DM 'un evrensel olarak 415
milyondan fazla yetigkini etkiledigini gostermektedir [40, 41]. Artan prevalans, 2040
yilina kadar 640 milyondan fazla yetiskinin diyabet hastas1 olacagini dngérmektedir [41].
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Diyabete bagli ortaya ¢ikan hiperglisemi, kardiyovaskiiler hastaliklar, néropati, nefropati,
retinopati ve erkek infertilitesi gibi bir¢ok hastaligin kaynagidir [42, 43]. Giiniimiizde
bazi diyabetik erkek bireylerde infertilite komplikasyonlar1 oldugu gosterilmistir [44].
Diyabet hastalarinin biiyiik ¢ogunlugunu erkekler olusturmaktadir [45]. Ayrica diyabetik
erkeklerde infertilite goriilme sikligr kadinlara gore daha fazladir [46]. Calismalardan
elde edilen bulgular, diyabet gibi kronik hastaligi ve obezitesi olan erkeklerde gec
baslangicli hipogonadizmin yaygin oldugunu ortaya koymaktadir [47]. Farkh
calismalarda, diyabetik erkekler ve diyabetik hayvan modellerinde, degismis
spermatogenez, testislerde dejeneratif ve apoptotik degisiklikler, Sertoli/kan testis
bariyerinde degisen glukoz metabolizmasi, azalmis testosteron sentezi ve sekresyonu,

ejakiilatuvar disfonksiyon ve azalmig libido gozlenmistir [48].

Erkek tireme islev bozuklugu baglaminda, calismalarin cogunda testis morfolojisindeki
degisiklikler arastirilmistir [40, 41]. Cesitli caligmalardan elde edilen veriler, diyabetik
olgularda testisin kaput, korpus ve kaudal bolgelerinin kiitlesinin azaldigin1 ve testis
tiibiillerinde spermatozoa sayisinin azaldigim1 gostermistir [41]. Ayrica diyabet
hastalarinda yiiksek kan glukoz miktar1 ile epididim kanalinda germ hiicre
populasyonunda azalma ve histolojik yapisinda stereosilyada azalma, inflamasyon ile
epitel hiicrelerinin kiimelenmesi ve lipid vakuolizasyonu durumu goriilebilir [49, 50].
Ayrica diyabet hastalarinda testis stromasinda hipertrofi, inflamasyonlu hiicreler,
prostatik intraepitelyal neoplazi ve genislemis salgi organelleri gibi testis dokusunda
baska histolojik degisiklikler de goriiliir [51]. Ayrica diyabetik kemirgenlerde,
hiperglisemi seminal vezikiillerin agirligin1 azaltabilmektedir [52]. Diyabetik sican
modellerinde, testis agirliginin, Leydig hiicrelerinin sayisinin, seminifer tiibiillerin
capinin ve germinal epitelin yiiksekliginin azaldig: bildirilmistir [53]. Ayrica diyabetik
sican testisinde Leydig hiicrelerindeki yag damlaciklarinin ve vakuollerin sayisi artar ve

interstisyel matrisin hacmi artar [53] .

Literatiir sperm kalitesi ile dogurganlik arasinda dogrudan bir iligki oldugunu
onaylamistir. Tip 1 diyabetli hastalarda, sperm DNA onariminda, mitokondriyal DNA
delesyonlarinda ve sperm motilitesinde azalma gdzlenebilecegi bildirilmistir [54]. Ayrica
serum insiilin seviyesinin spermin akrozomunu ve plazma zarmni etkiledigi bildirilmistir
[55]. Diyabetik hastalarinda sperm hareketliligi azalir ve anormal sperm morfolojisi artar

[49]. Spermatogenez siirecinde gdzlenen, spermatogonia'nin ¢ogalmasi ve farklilagmasi,
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spermatosit agamasindaki boliinmeler ve spermiyogenez hiperglisemiden etkilenir [50].
Farkli calismalar, diyabetin 6nemli bir komplikasyonununda, sperm sayisi, hareketliligi,
semen hacmi ve olagandist sperm morfolojisi ile dikkat ¢ceken ilireme islev bozukluklari

oldugunu bildirmistir [41, 56].
3.3.1. Hidroksitirozol (HT)

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bitki bazli diyetlerin yararli etkileri oldugunu ortaya
cikarmigtir. Bu sekilde, bitkiye dayali en yaygin beslenme modellerinden biri de Akdeniz
diyetidir. Bu tiir bir diyetin, bir¢ok kronik hastaliklarin goriilme sikliginin azalmasini
sagladigi ve saglikli uzun 6miire katkis1 gibi bir¢ok olumlu etkisinin varligi yaygin olarak
kabul edilmektedir [57]. Akdeniz diyetinin, farkli kronik dejeneratif hastaliklari, dnemli
kardiyovaskiiler olaylari, diyabet, obezite ve bazi kanser tiirlerinin insidansinda azalma,
genel morbidite ve mortaliteye karsi koruma, oksidatif stres belirteglerinde azalma, lipid
profilinde iyilesme, insiilin duyarliligi, inflamatuar ve endotelyal fonksiyonun yani sira
antitrombotik 6zellikleri insanlarda yapilan bircok deneme ve epidemiyolojik ¢alisma ile
dogrulanmigtir [58]. Bu geleneksel diyetin temelini zeytinyagi olusturmaktadir. Sizma
zeytinyagi, olduk¢a bol miktarda doymamis yag asitleri ve yagda ¢oziinen vitaminler,
klorofiller, fitosteroller ve polifenoller gibi kiiciik bilesenler acisindan degerli bir kaynak
sunar [59]. Bununla birlikte, sagligi uzun yasamay1 destekleyici 6zelliklere gelince,
zeytinyagi polifenolleri arastirma ilgisinin merkezinde goériinmektedir [60]. Zeytinyagi
polifenollerinin, antioksidan, antienflamatuar, kardiyoprotektif, noroprotektif,
antikanser, antidiyabetik, antiobezite, antisteatotik, antimikrobiyal ve diger bir¢ok etkiye
sahip oldugu gosterilmistir [61, 62]. Cok sayida aragtirmaya gore, bu etkiler cogunlukla
oleuropein, oleocanthal ve oleacein gibi ana secoiridoid tilirevlerine ve basit fenoller
hidroksitirozol (HT) ve tirosole atfedilebilir [59, 63]. HT, ana zeytin polifenolleri
arasinda en gliglii antioksidan aktiviteye sahiptir (Sekil 3.3). Antioksidan etkisini
antioksidan enzimlerin aktivitesini ve sentezini uyararak gostermektedir [64].
Hidroksitirosol (3,4-dihidroksifeniletanol, HT) tiim sofralik zeytin tiirlerinde bulunur
[65]. HT, serbest radikal toplayici ve metal selatdr olarak islev gormektedir. Baslangicta
cok ¢esitli HT biyolojik aktiviteleri, giiclii antioksidan aktivitesi ile iligskilendirilse de
HT'nin farkli hiicresel sinyal yollarin1 aktive ederek oksidatif strese karsi endojen
savunma sistemlerini arttirdig1 ve buna bagli olarak antioksidan koruma saglayabilecegi

one stirtilmiistiir [63]. HT giiclii serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan 6zelliklerinden
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dolay1 potansiyel anti-diyabetik etkiler gosterebilir. HT, diyabetik vaskiilopatiye yol acan
baslica biyokimyasal siirecleri etkileyerek cesitli diyabetik hayvan modellerinde
hipoglisemik aktivite gosterir [66]. Diyabet modelinde, HT'nin diyabetik ndropatiyi etkili
bir sekilde Onleyebilecegi gosterilmistir [67]. HT'nin hiicrelerde insiilin duyarliligini

iyilestirdigi ve uygun insiilin sinyalini geri kazandirdig1 gosterilmistir [68].

HO Hydrolysis
OH p

Hydroxytyrosol Oleuropein

Sekil 3.3. Zeytinyaginda bulunan oleuropeinin hidrolizinin bir tiirevi olan
hidroksitirosoliin kimyasal yapis1 [69].

3.3.2. Prdx6

Peroksiredoksin 6 (Prdx6), peroksitleri ve peroksitlenmis makromolekiilleri hidrolize
ederek hiicreleri oksidatif stresten kurtaran peroksiredoksinler ad1 verilen bir antioksidan
enzim ailesinin iiyesidir. Prdx’ler hidrojen peroksit (H20:), organik hidroperoksitler ve
peroksinitrit (ONOO™) dahil olmak iizere peroksitleri uzaklagtirmak i¢in peroksidaz
aktivitesine sahiptir [70, 71]. Peroksiredoksin (Prdx) ailesinin ndrodejenerasyon, diyabet,
akut ve kronik akciger hasari, kanser gibi c¢esitli patolojik durumlarda yer aldiklar
bildirilmistir [1]. Prdx ailesi, memelilerde alt1 izoformu vardir. Memeli Prdx’leri katalitik
aktivitelerinde rol oynayan Cysteine (Cys) sayisina gore Prdx1, Prdx2, Prdx3, Prdx4,
Prdx5 ve Prdx6 olarak siniflandirilirlar [72]. Bu alt1 Prdx tiyesi (Prdx1-Prdx6) hiicrelerde

yaygin olarak dagilarak cesitli biyolojik islevleri yerine getirirler. Peroksiredoksin 6
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(Prdx6), peroksidaz ailesinin 1-Cys Prx alt birimi iceren tek memeli {iyesidir. Yapisal ve

fonksiyonel 6zellikleri bakimindan diger alt ailelerle benzerlikler tasimaktadir [73].

Prdx6 proteini 26 kDa ve 224 amino asitten olusur. Prdx6 iki islevli bir enzim olarak
calisir. [lk islevi antioksidan &zelligi saglayan peroksidaz aktivitesidir ve katalitik
dongiiyli tamamlar. Prdx6'min diger enzimatik islevi ise kalsiyumdan bagimsiz bir
fosfolipaz A2 (PLA2) aktivitesidir ve fosfolipitlerin asil grubu hidrolizini katalize eder.
Dolayisiyla Prdx6, hem glutatyon peroksidaz (GPx) hem de kalsiyumdan bagimsiz
fosfolipaz PLA: aktivitelerine sahip olmas1 bakimindan benzersizdir. Prdx6, peroksidaz
aktivitesi aracilifiyla kisa zincirli hidroperoksitleri azaltarak oksidatif stresi sinirlayarak
antioksidan etki gosterir. Diger taraftan, Prdx6'ya 0zgli fosfolipaz A: aktivitesi
oksidanlarin olusumuna yol acar. Bu nedenle, peroksidaz aktivitesi oksidatif strese karsi
korumada ¢ok onemliyken, fosfolipaz A: aktivitesi ise reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Prdx6'nin bu iki paradoksal yetenegi, bu enzimin
oksidatif streste diizenleyici bir roliine isaret etmektedir. Prdx6,vaskiiler homeostazi
stirdiirmek ve en uygun ROS seviyelerini miimkiin kilmak tizere iki aktivite yoluyla ROS

seviyelerinin ince ayarini yapan bir regiilator veya yeniden ayarlama gorevi yapmaktadir

[74].

Prdx6 ekspresyonu dogal yaslanma veya dogrudan patolojik bir siire¢ yoluyla
azaldiginda, asir1 ROS hiicresel anormalliklere neden olmaktadir. Farkli ¢aligmalarda
Prdx6’nin sayisiz uyaran tarafindan iiretilen oksidatif stresi hafifletti§i gosterilmistir
[75]. Diinya capinda infertilite ile miicadele eden ¢iftlerin oran1 1980'lerde %8 civarinda
iken son yillarda bu oranin neredeyse %17'lere ¢ikmasiyla birlikte infertilitenin ciddi
oranda ylikselme egiliminde oldugu anlagilmaktadir [76, 77]. Bu hastalarin fertil bireylere
kiyasla seminal plazma ve spermatozoadaki Prdx miktarlarinin azaldig1 gézlemlenmistir
[76, 78]. Prdx'lerin totalindeki miktarinin diismesi ve oksidasyon durumu nedeniyle,
hiicrelerdeki antioksidan koruma %?20'den daha az bir seviyeye gelmistir. Bu Prdx’lerin
total miktarindaki azalma hastalarda gozlemlenen sperm fonksiyonundaki bozulmay1 ve
kotii DNA kalitesini agiklamaktadir [78]. Prdx6’nin kalsiyumdan bagimsiz fosfolipaz A2
(iPLA2) ve peroksidaz aktiviteleri, sperm canliligit ve motilitenin siirdiiriilmesi ve
karmasik kapasitasyon silirecinde spermatozoanin dolleme yetenegi kazanabilmesi igin
ROS’un diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar [79]. Prdx1 ve Prdx6'nin ekspresyonun

azalmasi, erkek infertilitesiyle yakindan iligkili olan artmig sperm lipid
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peroksidasyonuna, DNA hasarina ve sperm motilitesinin bozulmasina sebep olmaktadir
[70]. Prdx67/ farelerden alinan spermatozoa drnekleri, in vitro ve in vivo olarak oksidatif
strese olduk¢ca duyarhidir. Prdx6/ farelerde daha yliksek seviyelerde lipid
peroksidasyonu, S-glutatiyonize ve oksitlenmis (islevsiz) protein igerigi, anormal sperm
kromatin yapist ve kisir erkeklere benzer (anormal iireme sonuglari, diisilk sperm
hareketliligi ve proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasar) sperm fenotipi gosterdi [80].
Varikosel veya idiyopatik infertilitesi olan erkeklerden alinan spermatozoalarda Prdx6
miktarinin azaldigi saptanmistir [78]. Ayrica Prdx6’nin insan spermatozoasinin tiim
hiicresel boliimlerinde genis bir dagilimi oldugu ve buda Prdx6’nin spermatozoanin
korunmasindaki ana roliinli vurgulamaktadir [81]. Prdx6 proteini insan testisinde sertoli
ve leydig hiicrelerinde ¢ok yogun pozitif, erken spermatidler de ise pozitif bir ekspresyon
gosterir. Prdx6 proteini ayrica oksidatif strese bagli azalan sperm hareketliligini de

onemli Olgtide artirir [82].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. immiinohistokimyasal bulgular

Olympus Cx41 mikroskopta AxioCam Zeiss dijital kamera ile immiinohistokimyasal
olarak boyanan dokularin fotograflar ¢ekildi. Iimmiinohistokimyasal boyanma yiizdeleri
Imagel] programi kullanarak hesaplandi. GraphPad Prism 8 InStat analiz programinda
elde edilen veriler degerlendirildi ve tiim verilerde gruplar arasindaki farkliliklar one-way
ANOVA’y1 takiben Holm-Sidak metodu kullanilarak incelendi. Istatiksel anlamlilik
diizeyi p<0.05 kabul edilerek Prdx6 antikoru i¢in analiz yapildi. Testisde Prdx6
ekspresyonu hem sitoplazmik hem de niikleerdi (Sekil 4.1). Prdx6’nin hiicresel
immunohistokimya boyanma yogunluklar1 dagilim1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Kontrol
ve HT grubu Prdx6 ekspresyonu benzerdi, ancak STZ grubunda kontrol ve HT gruplarina
kiyasla artt1 (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Prdx6 ekspresyonu STZ+HT grubunda ise kontrol,
HT ve STZ gruplarina gore azalmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Kontrol, HT (hidroksitirozol), STZ (streptozotosin) and STZ+HT
gruplarinda Prdx6’nin semi-kantitatif dagilimi. 0: negatif; (+): zayif pozitif; +: pozitif;
++: yogun pozitif; +++: ¢ok yogun pozitif

Prdxé6

Hiicreler Kontrol HT STZ STZ+HT
Sertoli hiicresi ++ ++ +++ (+)
Spermatogonyum - - - -
Primer spermatosit - - - -
Erken spermatid - - - -
Geg¢ spermatid ++ ++ +++ +
Leydig hiicresi ++ ++ -+ +
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Negatif Kontrol

- b

n =

Kontrol

STZ + HT

Sekil 4.1. Prdx6’nin immunohistokimyasal boyamasinin gruplardaki temsili
mikrograflari. HT; hidroksitirozol, STZ; streptozotosin. Yesil ok; spermatogonyum
hiicresi, kirmiz1 ok; Sertoli hiicresi, Siyah ok; primer spermatosit, mavi ok; ge¢
spermatid, Sar1 ok; Leydig hiicresi, Pembe; spermatidi gostermektedir. Goriintii
biiylitmesi 400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.

29



© 20—

£

o

= a

8 154

23 _

%g’ 10=- a,b

Z 5 -

S

® 2

5 s

j

-

£

=

- 0- T T
Control HT STZ STZ+HT

Sekil 4.2. Testis dokusunda Prdx6 proteinin immiinohistokimyasal boyanma
yogunlugunun analiz grafigi. HT; hidroksitirozol, STZ; streptozotosin. a, Kontrol ve
HT’ye gore anlamlilig1 ,b ise STZ’ye gore anlamlilig1 gosterir.

Kontrol ve HT gruplar1 Prdx6 ekspresyonu benzerdi ve istatiksel olarak anlamli bir fark
yoktu (p=0.001) (Sekil 4.1.a-d ve Sekil 4.2). Kontrol ve HT gruplari Prdx6
ekspresyonunun hiicresel dagilimi Sertoli hiicreleri, ge¢ spermatidler ve Leydig
hiicrelerinde yogun pozitif, spermatogonyum, primer spermatositler ve erken

spermatidlerde negatifti (Cizelge 4.1, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu Prdx6 ekspresyonu. Goriintii biiylitmesi 400x’dir ve skala bar
20 pm’dir.

L

Sekil 4.4 HT (hidroksitirozol) grubu Prdx6 ekspresyonu. Goriintii bilytitmesi 400x’dir
ve skala bar 20 um’dir.
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STZ grubunda Prdx6 ekspresyonu kontrol ve HT gruplarina gore istatistiksel olarak
anlaml sekilde artt1 (p<<0.05) (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). STZ grubu Prdx6 ekspresyonunun
hiicresel dagilim1 Sertoli hiicreleri, ge¢ spermatidler ve Leydig hiicrelerinde ¢cok yogun
pozitif, spermatogonyum, primer spermatositler ve erken spermatidlerde negatifti

(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.5).

Sekil 4.5. STZ (streptozotosin) grubu Prdx6 ekspresyonu. Goriintii biiyiitmesi 400x’dir
ve skala bar 20 um’dir.

STZ+HT grubunun Prdx6 ekspersyonu, kontrol, HT ve STZ grublarina gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldi (p<0.05) (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). STZ+HT grubu Prdx6
ekspresyonunun hiicresel dagilimi, Sertoli hiicrelerinde zayif pozitif, ge¢ spermatidler ve
Leydig hiicrelerinde pozitif, spermatogonyum, primer spermatositler ve erken

spermatidlerde ise negatifti (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. STZ+HT (streptozotosin+hidroksitirozol) grubu Prdx6 ekspresyonu. Goriintii
bliyiitmesi 400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.

4.1.2. Western Blot Bulgular

Western blot sonucu elde edilen Prdx6 bandlar ImageJ programi kullanarak analiz edildi.
Elde edilen veriler beta aktine oranlanarak normalize edildikten sonra GraphPad Prism 8
InStat programi ile gruplar arasindaki farkliliklar one-way ANOVA’y1 takiben Holm-
Sidak metodu kullanilarak analiz edildi. Istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi.
Prdx6 proteinin western blot bulgulari, immunohistokimya bulgular ile uyumluydu.
Prdx6 protein seviyesi kontrol ve HT gruplarinda benzerdi (p>0.05) (Sekil 4.7). STZ
grubu Prdx6 protein seviyesi kontrol ve HT gruplarina kiyasla artt1 ve bu artis istatistiksel
olarak anlamliyd1 (p<0.05) (Sekil 4.7). STZ+HT grubunda Prdx6 protein seviyesi kontrol,
HT ve STZ gruplarina kiyasla diisiiktii ve bu diisiis istatistiksel olarak da anlamliydi
(p<0.05)(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Prdx6 protein seviyesinin Western blot analizi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterilmistir. a, Kontrol ve HT ye gore anlamlilig1 gosterir. HT; hidroksitirosol, STZ;
streptozotosin.

4.2. Tartisma

Diyabetus mellitus (DM), anormal derecede yiiksek kan sekeri seviyesi ile teshis edilen
bir endokrin sistem hastaligidir. DM diinya ¢apinda en yaygin ve hizla yayilmaya devam
eden hastaliklardan biridir. Diyabet, beta hiicre disfonksiyonu, insiilin direnci veya her
ikisinde de ortaya c¢ikan insiilin yetersizliginden kaynaklanan yiiksek kan glukoz
seviyeleri ile karakterize edilen kronik bir metabolik hastaliktir [1, 83]. Diabetes mellitus
(DM), karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmalarindaki degisikliklerin az ya da ¢ok
Olciide eslik ettigi kronik hiperglisemi varligi ile karakterize edilmektedir [84, 85]. Kronik
hiperglisemi, insiilinin sekresyonunda veya etkisinde bozukluklara yol acarak, cesitli
doku ve organlarin (gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar1) uzun vadeli hasari
ve islev bozukluguna neden olur [86]. Ayrica diyabetin bu komplikasyonlarina ek olarak
erkek iireme sisteminde de islev bozukluguna sebep olmaktadir. Diyabet erkek

fertilitesini ve lireme sagligini etkileyen oksidatif strese yol agmaktadir [3]. DM, erkek
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fertilitesini, erektil disfonksiyon, ejakiilasyon ve iireme organlarinda yapisal degisiklikler
ve semen kalitesindeki degisiklikler ile etkilemektedir [3]. DM'nin ereksiyon ve
ejakiilasyon islevi ilizerinde olumsuz bir etkisinin yani sira semen hacminde, sperm
sayisinda, sperm hareketliliginde ve anormal sperm morfolojisinde bir bozulmaya neden
olmaktadir [87]. Hidroksitirozol (HT), in vitro antioksidan 6zelliklere sahip fenolik bir
fitokimyasaldir. Zeytin yapragi ve yaginda bulunabilen dogal bir bilesiktir ve ana kaynagi
sizma zeytinyagidir. HT antioksidatif ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir [88]. HT,
oksidatif stresin neden oldugu inflamasyon, kanser, diyabet ve norodejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynar [15]. HT ile tedavi edilen diyabetik ratlarin
testisinde oksidatif enzimatik aktivite, lipid peroksidasyon profilleri, sperm sayisi,
morfoloji ve hareketliliginde diizelme gozlenmistir [ 14]. Calismamizda streptozotosin ile
indiiklenmis tip 1 diyabet modelinde antioksidatif, antidiyabetik ve anti-iflamatuar
etkinligi bilinen hidroksitirozoliin, erkek fertilitesinde 6nemli rolleri olan ve testis
hiicrelerini oksidatif strese karsi koruyan Prdx6 proteinin ekspresyonu iizerine etkisini
arastirdik. Calisma sonunda STZ grubu Prdx6 ekspresyonunun kontrol ve HT grubuna
kiyasla dnemli derecede arttigini, ancak hidroksitirozol verilen STZ+HT grubunda tiim
gruplara gore anlamli derecede azaldigini belirledik. Hidroksitirozoliin STZ+HT testis

hiicrelerinde Prdx6 ekspresyonunu STZ grubuna gore azalttigini belirledik.

Bu calismada kontrol ve HT gruplar1 Prdx6 ekspresyonu benzerdi. Ancak diyabet
olusturmak i¢in streptozotosin uygulanan STZ grubu Prdx6 ekspresyonu kontrol ve HT
grubuna kiyasla belirgin sekilde artmistir. Oksidatif stres diyabet olusumu ve
komplikasyonlarinin ilerlemesinde ciddi bir temel role sahiptir [89]. Hiperglisemi, serbest
radikal {iretimini artiran ve antioksidan savunma mekanizmalarini azaltan oksidatif
dengesizligi destekleyebilir. Bu dengesizlik lipitler, amino asitler, niikleik asitler ve
proteinler gibi hiicresel yapilarda ciddi hasara neden olur [90]. Erkek infertilitesinde
oksidatif stres onemli bir faktordiir [91]. Oksidatif stres testis hasarina neden olan 6nemli
bir faktordiir [92]. Metabolizma hiz1 yiiksek olan testis gibi dokularda oksidatif stres
yikict olabilmektedir [93]. Diyabetin neden oldugu testis hasarinin ana nedenlerinin
inflamatuar yanit ve oksidatif stres olduguna dair artan kanitlar vardir [94, 95]. Prdx6’nin
kalsiyumdan bagimsiz fosfolipaz Az (iPLA2) ve peroksidaz aktiviteleri, sperm canlilig
ve motilitenin siirdiiriilmesi ve karmasik kapasitasyon siirecinde spermatozoanin délleme
yetenegi kazanabilmesi i¢in ROS’un diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar [79]. Ayrica

Prdx6’nin insan spermatozoasinin tiim hiicresel bdliimlerinde genis bir dagilima sahip
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oldugu ve bu da Prdx6’nin spermatozoanin korunmasindaki ana roliinii vurgulamaktadir
[81]. Daha once yapilmis olan bu calismalar dikkate alindiginda, STZ grubunda,
streptozotosin ile indiiklenmis diyabete bagli olusan hipergliseminin sebep oldugu
oksidatif stresin tekrar dengelenmesi yani redoks homeostazisinin saglanabilmesi icin

Prdx6 ekspresyonu artmig olabilir.

Bu calismada streptozotosin ile diyabet olusturulduktan sonra hidroksitirozol uygulanan
STZ+HT grubunda, Prdx6 ekspresyonu kontrol, HT ve STZ gruplarina kiyasla dnemli
Olclide azalmistir. Farkli calismalarda, diyabetik erkekler ve diyabetik hayvan
modellerinde, degismis spermatogenez, testislerde dejeneratif ve apoptotik degisiklikler,
Sertoli/kan testis bariyerinde degisen glukoz metabolizmasi, azalmis testosteron sentezi
ve sekresyonu, ejakiilatuvar disfonksiyon ve azalmis libido gézlenmistir [48]. Diyabetin
neden oldugu testis hasarinin ana nedenleri inflamasyon ve oksidatif strestir [94, 95]. HT,
testikiiler doku mimarisini restore eder ve oksidatif DNA hasar1 ve apoptozun bir
gostergesini 6nemli Ol¢lide azaltir. HT ile tedavi edilen diyabetik hayvanlarda oksidatif
enzimatik aktivite, lipid oksidasyon seviyeleri ve sperm sayis1 ve morfolojisi eski haline
doner [14]. Hidroksitirozol testikiiler hasardaki biyokimyasal ve histolojik degisiklikleri
rahatlatir [96]. Hidroksitirozol ve zeytinyagi, hiperlipideminin neden oldugu seks
hormonlarinin seviyesinde azalma ve testislerde bir¢ok histolojik bozuklukla iliskili olan
oksidatif stresin ortaya c¢ikmasini baskilar [97]. Literatiirde hidroksitirozoliin, testis
lizerine antioksidatif ve antiapoptotik etkileri, testis lizerine olumsuz durumlarda seks
hormonu seviyelerini, sperm sayist ve morfolojisini korumada 6nemli oldugu agikca
gozlenmektedir. Bu calismada da sadece streptozotosin verilmesiyle STZ grubunda
onemli Ol¢iide artan Prdx6, streptozotosine ek olarak hidroksitirozol verilmesiyle
STZ+HT grubunda ciddi derecede azalmistir. Bunun sebebi hidroksitirozoliin, testis
tizerinde gozlenen antioksidatif, antiapoptotik ve sitoprotektatif etkilerini Prdx6 yolagi
lizerinden yapmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Dolayisiyla Prdx6 yolag: ile
etkilesime girmeyen hidroksitirozol testis {lizerindeki koruyucu roliinii bagka yolaklar
tizerinden gergeklestiriyor olabilir. Hidroksitirozoliin aktive ettigi diger yolaklar testisteki
oksidatif hasar1 diizenlediginden, antioksidatif enzim olarak Prdx6 proteinine ihtiyag
kalmamasindan dolayr Prdx6’nin hiicre i¢inde translasyonu baskilanmis olabilir. Bu

durum bize Prdx6 proteinin seviyesinin diigmesini a¢iklamaktadir.
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5. SONUC

Sonug olarak, bu calisma ile streptozotosin indiiklii diyabetin neden oldugu oksidatif
stresin, spermatozoanin canlilifi, hareketliligi ve fertilizasyon yeteneginde 6nemli rol
oynayan Prdx6 proteininin ekspresyonunu rat testislerinde artirdigini gosterdik. Ayrica
zeytinyaginda bolca bulunan ve Akdeniz diyetinde yaygin olarak kullanilan, testislerde
diyabete bagli meydana gelen spermatogenik fonksiyon hasarini azaltan ve bu hasara
kars1 koruyucu fonksiyon goren hidroksitirozoliin testisteki rahatlatic1 etkisini Prdx6
yolagindan bagimsiz yaptigimi belirledik. Hidroksitirozoliin testis {izerinde koruyucu

etkilerini tam anlamiyla tanimlayabilmek i¢in daha kapsamli ¢aligsmalara ihtiyag vardir.
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