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OZET

METABOLIK SENDROMUN RATLARDA TESTIS DOKUSUNUN
HIiSTOLOJIK YAPISI VE SPERMATOZOON MORFOLOJISI
UZERINE ETKIiSI

Alkandurur A. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji-
Embriyoloji Yiiksek Lisans Program (Veteriner) Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Bu c¢alismada, metabolik sendromun testislerde meydana getirdigi olas1 histolojik,
histokimyasal, histomorfometrik degisimler ile spermatozoon morfolojisi izerindeki etkisinin
arastirtlmas1 amaglanmistir. Bu amagla 24 adet 60 giinlik erkek Sprague Dawley rat
kullanildi. Kontrol grubundaki ratlar sadece ¢esme suyu ve rat yemi ile beslenirken, deney
grubundaki ratlar %20’lik D-fruktoz igeren ¢esme suyu ve rat yemi ile 16 hafta ad libitum
beslendi. Uygulama sonunda ratlarin testis ve epididimisleri ¢ikarildi. Testisleri gerekli
histolojik prosediir uygulanarak parafinde bloklandi. Hazirlanan bloklardan alinan seri
kesitlere genel histolojik inceleme ve histometrik degisikliklerin belirlenmesi igin
Crossman’mn t¢lii boyama metodu ve Periyodik Asit-Schiff (PAS) reaksiyonu, apoptotik
hiicrelerin belirlenebilmesi i¢in de TUNEL metodu uygulandi. Epididimislerden elde edilen
sperma Ornekleri ile hazirlanan frotilerden 6lii ve canli ile normal ve anormal spermatozoon
sayis1 belirlendi. Metabolik sendromun rat testisinde; subbazal vakuolizasyon, epiteliyal
vakuolizasyon, tubuler liimene germ hiicre dokiilmesi ve epiteliyal dokiilmeyi arttirdig:
goriildii. Deney grubundaki kesitlerde seminifer tubul c¢api artarken, tubullerin epitel
yiiksekliginin anlamli olarak diistiigli gézlendi. Tubullerin etrafini saran bazal membranimn ve
kapiller damar duvarinin metabolik sendromlu ratlarda kalinlasmis oldugu dikkati ¢ekti. Ayn1
zamanda apoptotik hiicrelerin de kontrol grubuna gore artigi tespit edildi. Anormal
spermatozoon orant ile 6lii spermatozoon oraninin da arttig1 gézlendi. Bu ¢alisma ile goriilme
siklig1 glinlimiizde gittikge artan metabolik sendromun testiste meydana getirdigi olumsuz
etkiler ortaya konulmustur. Erkek infertilitesi ile olan baglantisi nedeniyle bu konu ile ilgili
daha kapsamli c¢aligmalarin yapilmasmim bilimsel verilerin gelismesine katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler; Metabolik sendrom, histoloji, apoptotik hiicre, testis, rat.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF THE METABOLIC SYNDROME ON THE HISTOLOGIC
STRUCTURE OF THE TESTIS TISSUE AND THE SPERM MORPHOLOGY IN
THE RATS

Alkandurur A. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences
Histology-Embryology Master of Science Program (Veterinary) Master Thesis, Aydin,
20109.

In this study, we aimed to investigate the effect of metabolic syndrome on histological,
histochemical, histomorphometric changes and spermatozoon morphology in the testes.
Twenty-four male Spraque Dawley rats (60 day-old) were used for this purpose. The rats in
the control group were fed only with water and rat food while the rats in the experimental
group were fed with water containing 20% D-fructose and rat food for 16 weeks with ad
libitum. At the end of the experimental period, testes and epididymis of the rats were
removed. The testes were embeded in paraffin by performing the necessary histological
procedure. Crossman’s triple methods, PAS reaction and TUNEL method were applied to the
serial transversal sections. The number of dead and live, normal and abnormal spermatozoa
were determined from the slides prepared with the samples of epididymal semen. In the rat
testis with metabolic syndrome, subbasal vacuolization, epithelial vacuolization,
desquamation of germinal cells in the epithelium, the presence of germ cells across to tubular
lumen were increased. Seminiferous tubule diameter was increased but the epithelial height of
the tubules was decreased in the experimental group significantly. It was noted that the
basement membrane surrounding the tubules and the capillary wall was thickened in rats with
metabolic syndrome. In addition to these findings, apoptotic cells were increased according to
the control group. It was observed that the rate of abnormal and dead spermatozoa increased.
In this study, we determined the negative effects on the testes of the incidence is increasing
day by day metabolic syndrome. Due to its connection with male infertility, it is thought that

more comprehensive studies will contribute to the development of scientific data.

Keywords; Metabolic sydrome, histology, apoptopic cells, testis, rat.
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1. GIRIS

Metabolik sendrom (metS); giiniimiizde gittikge artan saglik problemlerinden biridir.
Beraberinde eslik eden insiilin direnci, obezite, dislipidemi, endotelyal disfonksiyon,
hiperkoagiilasyon ve hipertansiyon ile birlikte temelinde genetik ve c¢evresel faktorlerin
oldugu olduk¢a kompleks bir dizi inflamasyonu kapsamaktadir (Monteiro ve Azevedo, 2010).
MetS, insulin direnci sendromu, sendrom X olarak da adlandirilmaktadir (Mollaoglu ve ark,
2010). MetS, en 6nemli 6liim nedenlerinden biri olarak goriilen kardiyovaskiiler hastaliklarin
(KVH) goriilme riskini arttrmaktadir (Giilcii ve ark, 2006). Deney hayvanlarinda MetS,
genellikle genetik manipiilasyon veya diyet modelleri kullanilarak meydana getirilmektedir.
Diyet modelleri arasinda en yaygm kullanilan insana en yakin patolojik etkilerin gozlendigi
yiiksek fruktozlu besleme modelleridir. Bozulan glukoz toleransiyla ile beraber siikroz,
plazmada artmis instilin, glukoz, trigliserit, leptin ve yag asitleri ile MetS olusumuna neden
olmaktadir (Panchal ve ark, 2011). Diinya saglik orgiitiintin (WHO) 1998 yilinda yaptigi
tanimlamaya gore MetS tanisinin konulabilmesi i¢in; insiilin direnci mutlaka olmas1 gereken
bir kriterdir. Buna ¢k olarak, bes risk faktoriinden: hipertansiyon, abdominal obezite, yiiksek
trigliserit veya diisik HDL-kolesterol diizeyi ve mikroalbuminiiriden en az ikisinin
saglanmas1 gerekir (Alberti ve Zimmet, 1998). Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi
MetS Calisma Grubunun 2005 yilinda verdigi kriterlere gore ise; “Diyabetes mellitus veya
bozulmus glukoz toleransi veya insiilin direnci” bunlardan en az biri ve bunlara ek olarak
“hipertansiyon, dislipidemi ve abdominal obezite” bulgularindan en az ikisinin olmas1
gerekmektedir (Arslan ve ark, 2009).

Spermatozoon fonksiyonunu azaltan 6nemli nedenlerden biri MetS sonucu ortaya ¢ikan
oksidatif stresdir (Kasturi ve ark, 2008). Testikiiler hiicre membranlar1 ¢oklu doymamis yag
asitlerinden zengindir. Buna bagl olarak oksidatif stresten ¢abuk etkilenmekte (Kim ve ark,
2003), testikiiler dokuda hasar meydana gelmekte (Kasturi ve ark, 2008) ve sperm
fonksiyonlar1 bozularak infertilite olusmaktadir (Kim ve ark, 2003). Testiste meydana gelen
oksidatif hasar ve testikiiler disfonksiyon ile infertilite arasinda kuvvetli bir iliski oldugu
bildirilmektedir (Shrilatha, 2007). Saglikli bir kadin partner ile bir yil siiren korunmasiz cinsel
iliskiye ragmen gebelik sekillenmemesi veya ¢ocuk sahibi olunmamasi erkek infertilesini
gosterir (Dohle ve ark, 2009). Erkekte infertilitesi degisik etiyolojik nedenlere bagl olarak

ortaya c¢ikmaktadir. Degerlendirmede Oykii ve fizik muayeneden sonra semen analizi



yapilmalidir. Semen analizinin tanida son derece 6nemli oldugu bilinmektedir (Erdemir ve
ark, 2011).

Diyabetin testikiiler disfonksiyon, diisiik testosteron diizeyleri ve yetersiz
spermatogeneze sebep oldugu bildirilmektedir (Anderson ve Thliveris, 1987; Sanguinetti ve
ark, 1995; Steger ve Rabe, 1997). Yiiksek fruktozlu diyetle beslenen ratlarda, glukoz
toleransinin, insiilinin karaciger ve periferik dokulardaki iglevini bozdugu belirtilmektedir
(Thresher ve ark, 2000). Bu durumda insiilin direnci meydana gelmektedir. Insiilin direncinin
sebep oldugu hiperinsiilinemi ile birlikte yiiksek fruktoz diyeti uygulanan sicanlarda
hipertansiyon, hiperglisemi, hipertrigliseridemi de bas gostermektedir (Chen ve ark, 2001).
Bircan (2014) sekiz hafta siire ile uyguladigi %20’lik fruktoz diyetinin metabolik sendrom
kriterlerini sagladigin1  bildirmistir. Caligmasinda fruktozun karacigerde belirgin bir
oksidatif/nitrozatif strese neden olmadigin1 ancak kalp dokusunda 3-nitrotirozin diizeylerini
anlamli sekilde artirdigmmi belirtmistir. Ozan ve ark (2014) ise sekiz hafta boyunca %20
fruktoz igeren igme suyu verdikleri ratlarda testiste oksidatif stresin artigmi bildirmislerdir.
Sunulan projede, 16 hafta siireyle igme suyuna %20 fruktoz eklenerek metabolik sendrom
olusturulmus ratlarin viicut ve testis agirliklari ile testis dokusunda meydana gelen histolojik,
histokimyasal, histomorfometrik degisimler ve spermatozoon morfolojisi iizerindeki

etkilerinin arastirilarak bilimsel verilere katki saglanmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Genital Sistem

Erkekte genital sistem; i¢ ve dis genital organlar olmak iizere iki bdliimden olusur.
Ureme hiicrelerini olusturan genital bezlere ve bu hiicreleri ileten yollara i¢ genital organlar
denirken, lireme hiicrelerinin birlesmesini saglayan organlar da dis genital organlar admni alir
(Odar, 1986). Erkek iireme sistemi; spermatozoonlarm {iretimi, beslenmesi, tasinmasi, gegici
olarak depolanmas1 ve androjenlerin (erkek cinsiyet hormonlar1) sentezi ile sekresyonundan
sorumludur (Kierszenbaum, 2006). Erkek i¢ genital organlar1 (organa genitalia masculina
interna); testis ve spermatozoonlarin taginmasindan sorumlu olan dis kanallar sistemi;
epididimis, duktus deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek iiretrasindan meydana gelir (Junqueira
ve Carneiro, 2009). Salgilariyla semen sivisini olusturan ve spermatozoona besin saglayan
aksesuar bezler ise seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerden olusur
(Kierszenbaum, 2006). Dis genital organlar (organa genitalia masculina externa); penis ve

skrotum’dur (Sancak ve Cumhur, 2008).

2.1.1. Testisin Yapisi

Testis, deriyle kapli bir cep olan skrotal kese igerisinde ve viicut boslugu disinda
bulunur. Epididimis ve duktus deferensin baslangi¢ kismi olan mezotelyum ile doseli boslugu
icine alir (Kierszenbaum, 2006). Testisler tunika albuginea adi verilen siki fibroelastik bag
dokusundan meydana gelen kalin bir kapsiille ¢evrelenmistir. Visseral katman olan tunika
vajinalis kapsiilii distan sarar (Kierszenbaum, 2006). Testisin arka kismindan kapsiil kalin bir
katlanma ile iceriye dogru uzanti yapar, bu uzanti mediastinum testis olarak adlandirilir

(Junqueira ve Carneiro, 2009).
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Sekil 1. Testisin yapis1 (Marieb EN, 2001)

Mediastinum testisten ¢ikan ince bag dokusu bolmeleri olan septalar, testisi ortalama
250 tane kompartmana ayirir. Bu kompartmanlara testis lobiilleri denir. Her lobiilde 1-4 adet
seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiillerin etrafin1 saran gevsek bag dokusu bol miktarda
kan ve lenf damari, sinirler ve interstisyel hiicreler barmdirir. Seminifer tiibiiller
spermatozoonlar1 iiretirken, interstisyel hiicreler testikiiler androjenleri salgilar (Junqueira ve
Carneiro, 2009). Testis, spermatozoon yapilmasima en elverisli yapilardan olusmustur. Testis
parankimasi lobuli testisleri dolduran seminifer tiibiiller ve seminifer tiibiillerin arasindaki

boslugu dolduran interstisyel dokudan olusur (Junqueira ve Carneiro, 2009).

2.1.2. Tubulus Seminiferus Kontortus

Seminifer tiibiilleri olusturan epitelde; spermatogenik hiicreler ve somatik Sertoli
hiicreleri, interstisyel dokuda ise; bag dokusu hiicreleri ve Leydig hiicreleri bulunur. Testisler
olgun spermatozoonlar1 meydana getiren birlesik tiibiiler bezlerdir. Salgiladiklar1 madde

spermatozoonlar oldugu i¢in sitokrin tipte salgi yapan ekzokrin bez olarak kabul edilirler.
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Leydig hiicreleri tarafindan salgiladiklar1 testosteron hormonu nedeniyle endokrin bez gorevi

de yapmaktadirlar (Junqueira ve Carneiro, 2009).

2.1.3. Sertoli Hiicresi

Seminifer tiibiilde spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri bulunmaktadir ve bu
hiicreler germinal epitel tabakasini olusturmaktadir. Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiliin
bazalinden liimenine dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri; destek hiicreleri ya
da sustentakiiler hiicreler olarak da bilinirler ve bunun nedeni spermatogenik hiicrelerin
desteklenmesinde ve olgunlagsmasinda onemli rol oynamalaridir (Ross ve Pawlina, 2006).
Sertoli hiicreleri arasinda olusan siki baglant1 kompleksleri kan testis bariyerini olusturur.
Sertoli hiicrelerinin spermatogeneziste onemli gorevleri vardir. Bunlar; gelismekte olan
spermatogenik hiicreleri desteyip korumak ve beslemek, spermiyogenezin sonunda
spermatidler tarafindan atilan rezidiiel (artik) cisimcikleri fagosite etmek, inhibin ve aktivin
ad1 verilen peptidleri, glikoprotein yapisinda olan antimiillerian hormonu (Anti-Miillerian
Hormone/AMH) iiretmek ve salgilamaktir (Seftalioglu, 1998). Ayni zamanda androjen
baglayici proteinleri (Androgen Binding Protein/ABP) sentezler (Pop ve ark, 2011).

2.1.4. intersitisyel Alan

Seminifer tiibiillerin arasindaki bos kisimlara interstisyel alan denmektedir. Interstisyel
alanda Leydig hiicreleri diger adiyla intersitisyel hiicreler, sinirler, pencereli kapillerler,
makrofajlar, mast hiicreleri ve lenf damarlar1 bulunur. Leydig hiicreleri testisin endokrin

kismin1 olustururken seminifer tiibiiller ekzokrin kismini olusturur (Ross ve Pawlina, 2006).

2.1.4.1. Leydig hiicreleri

Leydig hiicreleri testosteronun sentezlenmesi ve salinmasinda gorevlidir. Testosteron,
pubertal donemde sperm {iiretiminden, yetigkinlerde ise spermatogenezin, sekonder cinsiyet
karakterlerinin ve cinsel salgi bezlerinin fonksiyonlarinin devam ettirilmesinden sorumludur

(Seftalioglu, 1998).



Leydig hiicreleri puberte doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Leydig hiicreleri puberteden
sonra bir siklik adenozin monofosfat (cAMP) aracili mekanizma tarafindan liiteinlestirici
hormon (LH) ile wuyarildiktan sonra, 5o rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona
dontistiiriilebilen testosteronu iiretmektedir (Kierszenbaum, 2006). Bu hiicreler steroid yapida
olan testosteron hormonunu salgiladig1 i¢in endokrin fonksiyon gosterir (Tanyolag, 1999).
Testosteron, sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonudur ve
kolesterolden sentezlenir. Testosteron salgilanmasini liiteinizan hormon kontrol altinda
tutmaktadir. Plazmada testosteronun 1/3’1i albumine, 2/3’ii androjen baglayici protein olarak
adlandirilan bir beta globuline bagli olarak bulunmaktadir (Koh ve Kim, 2006). Basta adipoz
doku olmak iizere bircok dokuda Ostrojenlere aromatize edilebilmektedir. FSH uyariminin
ardindan Sertoli hiicrelerinde iiretilen ABP, gelisen spermatogenik hiicrelerin etrafinda

yiiksek bir testosteron yogunlugu saglamaktadir (Kierszenbaum, 2006).

Seminifer tiibiil
limeni

L. Spermatozoa

~ Erken Spermatid

Sekonder spermatosit

Primer
spermatosit
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- Spermatogonyum
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™ Fibroblast

Sekil 2. Tubulus seminiferus kontortus epiteli (Gartner ve Hiatt, 2007)



2.1.5. Bazal Membran

Seminifer tiibiil epitelinin altinda bazal membran bulunur ve bu alan Sertoli hiicreleri
tarafindan sentezlenen laminin, kollajen tip I, kollajen tip IV igerir. Peritiibiiler doku olarak da
bilinen tunika propria, interstisyel dokudan kdken almaktadir ve fibréz bag dokudan meydana
gelir (Maekawa ve ark, 1996). Infertil erkeklerin biiyiik bir kismmda peritubiiler dokunun
kalinlastigr bilinmektedir. Seminifer tiibiilin en i¢ katmanindaki myoid hiicreler, aktin
filamentleri ve miyozin, desmin, vimentin gibi hiicre iskeleti proteinleri i¢ermektedir

(Seftalioglu, 1998).

2.1.6. Spermatogenezis

Seminifer epitelde iki tip hiicre bulunur. Bunlar Sertoli hiicreleriyle spermatogenezdeki
seriyl olusturan hiicrelerdir. Spermatogenik seri hiicreleri 4-8 tabaka halinde diizenlenerek
spermatozoonlar1 liretme gorevi goriirler. Spermatozoon iiretimine spermatogenez adi verilir
ve spermatogenez siireci mitoz ve mayoz hiicre bollinmelerinden meydana gelir (Junqueira ve
Carneiro, 2009). Hiicrelerin spermatozoonlara farklilastigi asama spermiyogenez adini alir.
Seminifer tiibiiller i¢inde bulunan asil fonksiyonel hiicreler spermatogenik hiicrelerdir. Bunlar
spermatogonyum, spermatositler ve spermatidlerdir ve bu hiicreler ileride olgun

spermatozoon haline doniismektedir (Tanyolag, 1999).
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Sekil 3. Tubulus seminiferus kontortusta Sertoli hiicrelerinin yerlesimi, birbirleri ile

baglantilar1 ve spermatogenik hiicreler (Ross ve Pawlina, 2011)

Spermatogenezis; spermatogonyal kok hiicrelerinin seminifer tiibiil tabanindan
boliiniip,  tubulus  limeninin  ylizeyinde  spermatozoona  doniismesi  olayidir.
Spermatogonyumlar 12 pm capmdadir ve seminifer tiibiillerin sinirlayici membraninda
dizilidir (Junqueira ve Carneiro, 2009). Niikleuslar1 ovoid sekillidir, 6-7 pm g¢apindadir ve
niikleoluslar1 niikleus zarma yapisik haldedir. Koyu tip A (Ad), Soluk tip A (Ap) ve Tip B
spermatogonyum olmak iizere 3 tip spermatogonyum vardwr (Ross ve Reith, 1985). Bu
spermatogonyumlardan Tip A hiicrelerinin bazilari ileriki yaslarda kullanilmak {izere hiicre
olarak depo edilirken, bazilar1 da ara hiicrelere ve sonra da Tip B spermatogonyumlara
doniisiir. Tip B spermatogonyumlarin mitotik bdliinmesi sonucu primer spermatositler olusur
ve boylelikle spermatositogenezis tamamlanir. Hemen ardindan mayoz boliinme baglar.
Primer spermatositler mayoz bolinme basinda diploid sayida kromozom igerirler. Birinci
mayoz boliinmede haploid sayiya inerler. Olusan bu hiicrelere sekonder spermatositler adi
verilir (Tanyolag, 1999). Sekonder spermatositler primer spermatositlerin hemen hemen yaris1
kadar biiyiikliiktedir ve sekonder spermatositlerin niikleuslar1 yuvarlak ve kromatin yapilar1

soluk gorlinimdedir. Sekonder spermatositler ikinci mayoz boliinme sirasinda DNA’larini



replike etmezler. Boylelikle haploid sayida DNA igeren spermatidler olusmus olur ve
spermatogenez tamamlanmis olur.
Erken ve ileri donem olarak gruplandirilan spermatidler, spermatozoonlara olgunlasir

(Ovalle ve ark, 2009).

2.1.7. Spermatozoon Yapisi

Spermatozoonlar 6zellesmis ve yogunlagmis hiicrelerdir. Biiylimez veya boliinmezler.
Spermatozoonun niikleusu biiyliktiir ve sitoplazmasi azdir (Junqueira ve Carneiro, 2009).
Spermatozoonlar morfolojik olarak iki kisimda incelenir. Bunlar bas ve kuyruk kisimlaridir.
Bas kismi1 akrozomal ve postakrozomal olmak {izere iki béliimde incelenirken, kuyruk kismi
boyun, orta kisim, esas kisim ve son kisim olmak iizere dort bolimde incelenmektedir

(Junqueira ve Carneiro, 2009).

Orta par¢a

Boyun

Bag

Sekil 4. Spermatozoon yapisi (Gartner ve Hiatt, 2007)

2.1.7.1. Bas

Igerisinde paternal DNA nin oldugu yogun ve kompakt yapidaki ¢ekirdek bas kismmin
biiylik bir boliimiinii kaplamaktadir ve bu yapilar1 saran akrozom bulunmaktadir. Akrozomal

yapt spermatidin Golgi cisimciginden meydana gelir. Gorevi; fertilizasyon icin gerekli



hyaluronidaz ve proakrozin gibi hidrolitik enzimler icerdiginden ovumun fertilizasyonu
esnasinda akrozomal membranin oosit plazma membrani ile temas etmesi ile akrozom
reaksiyonu olusturmaktir (Erdemir ve ark, 2011). Niikleus sekillenmesi sirasinda kromatin
homojen, koyu boyanan bir yapiya doniisiir (Aksoy ve ark, 2009). Akrozomun arka kisminda
hiicre zar1 ile ¢ekirdek arasinda ince, yogun bir tabaka bulunur, bu tabakaya postakrozomal

dens lamina denir ve sperm basi oolemmayla ilk olarak bu bolgede kaynasir (Hassa, 2003).

2.1.7.2. Kuyruk

Kuyruk kismi spermatozoonun hareketini saglamaktadir. Spermatozoonun kuyruk
kismi1 orta pargadan ince ve tek parcadir. Sperm kuyrugunda hareketin meydana gelmesini
saglayan temel yapi mikrotiibiiler ikililerden olusan aksonemdir (Erdemir ve ark, 2011).
Aksonemden sonra kuyrugu devam ettiren 4 parca vardir. Bunlar tabandan uca dogru;
baglant1 pargasi (boyun), orta parca, esas parca ve son parcadir. Sperm baglant1 pargasi; bir
cift sentriyol igerir ve dar bir parcadir. Distal sentriyol, aksoneme kaynaklik yapar
(Kierszenbaum, 2006).

Orta kisim; aksonem ve yogun dis fibrilleri saran mitokondriden meydana gelmektedir.
Dis fibriller disiilfit baglarindan zengin oldugundan sperm kuyrugunun sertligini saglarlar. Bu
bolgedeki mitokondrilerin i¢erdigi enzimler sayesinde oksidatif metabolizma ve hiicre enerjisi
icin gerekli olan ATP iiretimi gerceklestirilmektedir. Aksonemin bulundurdugu enzimler ve
yapisal proteinler ise ATP’den elde edilen kimyasal enerjinin motiliteye yani mekanik
harekete doniisiimiinde gereklidir. Orta kisim distale dogru incelerek esas parcay: birlestiren
annulus ile sonlanir (Ozdiler ve Aydos, 2000).

Esas parca; aksonem ve fibroz kiliftan meydana gelmektedir. Annulus ile terminal yap1
arasinda kalan boliimdiir. Fibroz kilif, aksonem ve yogun dis lifleri “outer dense fiber” (ODF)
sarmaktadir. Periferde uzunlamasina sekillenmis iki kolon ve semisirkiiler yapilardan
meydana gelir. Fibroz kilif yapis1 disiilfid baglar1 igcermesi nedeniyle stabil olmasi1 sayesinde
sperm motilitesine yardimc1 olmaktadir. Aksonemal kompleksin sperm plazma membraniyla
baglantili olmasi da sperm hareketliligini artirir (Kadioglu, 2011).

Son parca; esas parcanin distal ucunu belirleyen fibroz kilifin sonlandig: bolgedir.
Buradan itibaren kuyruk kismi son parc¢a olarak adlandirilir. Sadece flagellum membraniyla

saril1 aksonemden meydana gelir. Bu sebeple silyuma benzemektedir (Hassa, 2003).
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Sekil 5. Elektron mikroskopta spermatozoon goriiniimii (De Jonge ve Barratt, 2006)

2.1.8. Spermatogenik Siklus Evreleri

Tubulus seminiferus kontortusun enine kesitinde birbirini takip eden farkli gelisim
asamasindaki erkek germ hiicrelerine rastlamak miimkiindiir. Spermatogenik siklus; seminifer
tiibiil icindeki bir evrenin tekrar goriilmesine kadar gecen zamandir (Yan, 2000). Ratlarda
spermatogenik siklus 14 evreye ayrilmaktadir (Franga ve ark, 1998) ve bir siklusun
baglangicindan bitimine kadar 12 giin siire gecer. Bir spermatogonyumdan spermatozoon
meydana gelmesi 48 giinii alir ve bu siiregte dort siklus tamamlanir (Ventela, 2003).

Spermatid cekirdeginin ¢api, akrozom morfolojisi ve hiicrenin mitotik figiirler icerip
icermemesine gore spermatogenik siklus evreleri ayirt edilebilir (Hess 1990; Ventela 2003).
Rat testisinde her bir tubulus kesiti, 14 spermatogenik siklus evresinden birini géstermektedir

(Hess 1990). Ratlarda spermiyogenesiz 19 adimda meydana gelmektedir (Franca ve ark,
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1998). Yedinci donemde 19. adim spermatidlerin yaninda, limen sinirinda biiyiik bazofilik
graniiller bulunmaktadir. 19. adim ge¢ spermatidin niikleusu egridir ve 7. adim spermatidin
akrozomu niikleusunun dortte birin kaplamaktadir. Sekizinci donemde spermatidin yaninda
yerlesmis olan bliylik bazofilik graniiller spermatidin bas bolgesine yonelir ve burada
birlesirler. Sekizinci adim spermatidin niikleusu ve akrozomik sistemi sitoplazma bazaline
hareket eder. Bu donemin en belirgin 6zelligi Sertoli hiicre niikleusunun bazalden limene
dogru yer degistirmesidir. Bu donemde 19. adim spermatidler serbest birakilir (Hess 1990).
Tubulus ¢ap1 en yiiksek yedi ve sekizinci donemde goriilmektedir (Wing ve Christensen,
1982). Histolojik kesitte spermatogenik siklusun en kolay teshis edilebildigi donem bu

donemlerdir.

2.1.9. Esey Hiicrelerini fleten Yollar

Erkek ilireme sisteminin en temel gorevi sperma iiretip, bu spermayi disi vajinasina
iletmeye aracilik etmektir. Bu gorevi yerine getirebilmesi icin gerekli dort yapiya sahip
olmalidir. Bu yapilar; testisler, yardimci kanallar, yardimci bezler ve penis’tir. Testisler,
spermatozoon ve primer erkek cinsiyet hormonu olan testosteronu iiretmekle gorevlidir.
Yardimci kanallar, testislerdeki ya da yardimci1 bezlerdeki salgilar1 depolayip penise tasimakla
gorevlidir (Sancak ve Cumhur, 2008). Yardimci bezler ise spermatozoonun penise tagimasi
icin uygun ortami olusturacak olan siviy1 liretmekle gorevlidir. Bu s1v1 ve spermler bir araya
gelerek semen admi almaktadir. Son olarak penis, semeni vajinaya tasimakla gorevlidir
(Williams ve ark, 1989).

Esey hiicrelerini ileten yollar; tubulus rektus, rete testis, epididimis ve duktus

deferenstir (Odar, 1986).

2.1.9.1. Tubulus rektus
Tubulus rektus; tubulus seminiferus kontortusun mediyastinum testise dogru dallandig1

diiz, kisa bir boru seklindedir. Tek katli prizmatik hiicreler bu borunun duvarmi meydana

getirmektedir (Odar, 1986).
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2.1.9.2. Rete testis

Mediyastinum testiste tubulus rektus kavern seklinde bosluga agilir. Birgogu bir arada
bulunan ve birbiriyle anastomozlagmis olan bu bosluklar toplulugu rete testisi meydana
getirmektedir. Tek kath kiibik ya da yass1 hiicreler rete testis duvarint meydana getirmektedir
(Odar, 1986).

2.1.9.3. Epididimis

Testise eklenmis halde olan, kivrimli boru ve borucuklar epididimisi meydana
getirmektedir. Epididimiste spermatozoonlar olgunlasir ve depolanir. Spermatozoonlar bu
borucuklardan gecerken fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik degisimler gecirerek délleme
yetenegi kazanirlar. Duktulus eferentislerin tunika albugineay1 delerek ¢ikmasiyla meydana
gelen yap1 kaput epididimidis olarak adlandirilmaktadir. Cikan bu kanalciklarm duvarini
meydana getiren hiicrelerin ¢ogu yiiksek prizmatik ve kinosilyumludur. Damardan zengin bag
doku bu kanalciklar1 ¢cevrelemektedir (Songur ve ark, 2016).

Duktulus eferentislerin birlesmesi sonucu duktus epididimidis meydana gelir. Duktus
epididimidis olduk¢a genis bir borudur ve iki bélimden sekillenir. On boliim korpus
epididimidis olarak adlandirilirken arka boliim kauda epididimidis olarak adladirilir. Duktus
epididimidisin limenini g¢evreleyen epitel hiicreleri yalanci ¢ok kath hiicrelerdir. Liimene
bakan hiicrelerin apikal kisimlar1 stereosilyum ile kaphidir. Bu hiicrelerin sitoplazmalar1 ileri
dogru hareket proteinlerini iceren salgi ve pigment molekiilleri igermektedir. Bu proteinler
epididimal plazmaya verilir ve spermatozoonlarin hareketliligi saglanir. Duktus epididimidisi

birkac sira halinde olan diiz kas hiicreleri ¢evrelemektedir (Gokmen, 2003).

2.1.9.4. Duktus deferens

Duktus deferens kauda epididimidisin bittigi noktada doniis yaparak baslayan diiz
kanaldir. Duktus deferenste tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika adventisya olmak
lizere ii¢ ana katman ayrt edilir. Duktus deferenste fonksiyonel yonden onem tasiyan yapi
tunika muskularistir. Duktus deferensin tunika mukozasinin epitel katmaninda

steryosilyumlar bulunur fakat duktus epididimidisinkine gore daha ufaktirlar ve duktus
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deferensin ilerleyen bolimlerine dogru kaybolurlar (Gokmen, 2003). Lamina propriyasi
elastik ipliklerden zengindir. Lamina propriyasin1 dar bir submukoza izler. Tunika
muskulariste kaslar i¢ ve dista longitudinal ve ortada sirkiiler olmak ftizere ii¢ ayri yonde
uzanir. Duktus deferensi distan gevsek bag doku ile saran tunika adventisyadir. Duktus
deferensin iiretraya agilmadan dnce yaptigi genigsleme ile ampulla duktus deferentis meydana
gelir. Ampulla lamina propriyasinda bezler bulundurur. Ampullanmn alt kismmin ucu duktus
ejakulatoryus olarak devam eder (Junqueira ve Carneiro, 2009). Eklenik genital bezlerin salgi

kanallar1 duktus ejakulatoryusla baglanir ve bu kanal da iiretraya agilir (Tanyolag,1999).

2.1.10. Eklenik Genital Bezler

Eklenik genital bezler; vezikula seminalis, prostat ve glandula bulboiiretralis (Cowper
bezi) dir.

2.1.10.1. Vezikula seminalis

Vezikula seminalis etgillerde bulunmaz. Cok dallanma gdsteren tubulo-alveolar bez
yapisindadir. Bez epiteli tek katli prizmatik hiicrelerden meydana gelmistir. Fruktozdan

zengin ve alkali reaksiyon gosteren, renksiz, kokusuz, yapiskan bir salgi sentezler (Junqueira

ve Carneiro, 2009).

2.1.10.2. Prostat

Prostat; tubuloalveoler bez kompleksidir ve hayvan tiirlerine gore farkli gelisim
gosterir. Organ seklinde iiretranin diginda olan kismi1 korpus prostate, iiretranin propriyasinda
bulunan kismi pars disseminata olarak adrandirilir (Gokmen, 2003). Bez epitelleri tek katli
prizmatik hiicrelerden meydana gelir. Intersitisyum elastik iplikler ve diiz kas hiicrelerinden
zengindir. Salgist sukkus prostatikustur ve alkali 6zelliktedir. Spermatozoonlar kamgilartyla

aktif hareket yetenegini bu salgi igerisinde kazanirlar (Junqueira ve Carneiro, 2009).
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2.1.10.3. Glandula bulboiiretralis

Glandula bulboiiretralis kopeklerde bulunmaz. Uretranin pars pelvinasinm son
kisminda yer alan bir ¢ift bezdir (Gokmen, 2003). Bu bezler birbirleriyle agizlasmis ve bazi
bdlgelerinde genislemeler gostermis haldedir. Epitelleri tek katli yiiksek prizmatiktir ve hiicre
niikleuslar1 bazale yakmn konumlanmistir (Junqueira ve Carneiro, 2009). Intersitisyum iginde
enine ¢izgili kas telleri bulunmaktadir. Mukoz bezler ejakiilasyondan 6nce ortamin

notralizasyonunu saglayan alkali 6zellikte salgi salarlar (Junqueira ve Carneiro, 2009).

2.2. Erkek Infertilitesi

Erkekte infertilite, bir erkegin infertil olmayan bir kadmn partner ile bir yi1l boyunca
korunmasiz cinsel iligki yasamasina ragmen, gebelik meydana gelmemesi ya da ¢ocuk sahibi
olamamasi olarak ifade edilmektedir (Dohle ve ark, 2009). Evli ¢iftlerin yaklasik olarak %10-
15’inde infertilite gdriilmektedir. Infertilitede kadin faktdriiniin %350, izole erkek faktdriiniin
%30 ve hem erkek hem de kadin faktoriiniin %20 oraninda oldugu belirtilmektedir (Hill ve
ark, 1989). Bu sonuglardan yola ¢ikarak ciftlerin yaklasik %50’sinde erkek {ireme sisteminde
sorunlar yasandigi tespit edilmistir (Krausz ve ark, 1994). Degerlendirilmede oykii ve fizik
muayenenin ardindan semen analizinin yapilmasi ve bu analizin de tanida son derece dnem
tasidig1 bildirilmektedir. Giiniimiizde semen analizlerinde spermatozoonun sadece say1 ve
hareketi yoniinden degil ayn1 zamanda sekil ve boyutunu da kapsayacak sekilde daha ayrmntili

olarak incelenmektedir (Erdemir ve ark, 2011).

2.2.1. Sperm Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesinde 151k mikroskobu, elektron mikroskobu veya
farkli boyama teknikleri kullanilmaktadir. Bu boyama teknikleri Papanicolaou, Hematoksilen
boya, Toluidin blue-pironin, Giemza ve Nigrosin-eosin gibi tekniklerdir. Papanicolaou
boyanmasi, Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2010 yilindaki kitap¢iginda sperm morfolojisi
icin en uygun yontem olarak belirtilmektedir (Ford, 2010). Bu boyanma ile spermin

akrozomal ve postakrozomal alani, rezidiiel sitoplazmasi, orta parca ve kuyruk boliimleri
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ortaya cikarilmaktadir. Ancak daha kisa siirede yapilan ve sperm morfolojisi ile ilgili ayrmtilt

bilgiler veren Spermac ve Diff-Quik gibi metotlar da kullanilmaktadir (Aydos, 2007).

2.3. Obezite — Metabolik Sendrom ve Fruktoz Iliskisi

Son yillarda yaygin olarak go6zlemlenen obezite ve metabolik bozukluklarin
(hipertansiyon, insulin resiztansi ve dislipidemi) temel nedeni az hareket etme ve bati tarzi
beslenmedir. Bu beslenme tarz1 yiiksek yag ve yiiksek fruktoz igerikli yiyeceklerden meydana
gelmektedir (Yang ve ark, 2012). Yiiksek fruktozlu misir surubu (YFMS); alkolsiiz i¢ecekler,
receller, konserve yiyecekler ve hazir gidalarda siklikla kullanilan kalorili bir tatlandiricidir.
1970 yilinda ABD’de tiiketilen biitiin kalorili tatlandiricilarin % 1’1 YFMS iken bu oran
2000°1i yillarda % 42’ye ulasmustir (Bray ve ark, 2004). YEMS, %55-90 fruktoz
barindirmaktadir. Bu sebeple fruktoz diyette 6nemli bir kaynak olarak nitelendirilmektedir.
YFMS tiiketimindeki artis Amerika Birlesik Devletlerinde son yillarda obezite artiginin ileri
boyutlara ulagsmasina sebep olmustur (Schulze ve ark, 2004). Fruktoz tiiketimi kilo, lipid
dagilimi ve glikoz metabolizmasi tizerine olumsuz etkiler meydana getirmektedir. Fruktozdan
zengin diyetin obezite, metabolik sendrom ve diyabetes mellitusa sebep oldugu
belirtilmektedir (Lim ve ark, 2010). Ornek olarak sicanlarda uzun zamanli siikroz
(glikoz+fruktoz) tiiketiminin; kilo artigi, hiperglisemi, glikoz intoleransi ve insulin direncine
sebep oldugu gosterilmistir (Kawasaki ve ark, 2005). Yetiskinlerin %20-30’unu etkileyen
nonalkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH), obezitenin en yaygin olarak goriilen hepatik
bulgusudur. Fruktoz tiiketimi sonrasinda karacigerde histolojik olarak periportal alanda fokal
inflamasyon, makrovezikiiler yaglanma ve makro-mikro yaglanmalar gosterilmistir. Bir¢ok
epidemiyolojik calismada, fruktoz tiiketimi ile non-alkolik yaglh karaciger hastaligi
(NAYKH) nin pozitif iligkili oldugu one siiriilmiistiir (Stanhope ve Havel, 2009). Diyete
eklenen fruktoz ve glikoz, yag kiitlesinde onemli derecede artisa ve kilo alimina sebep
olmaktadir. Fakat diyete fruktoz eklenenlerde visseral yag doku yiizdesinde artis goriiliirken,
glikoz eklenenlerde cilt alt1 yag birikiminde artis gézlenmektedir. Visseral yag doku artigi
kardiyovaskiiler hastaliklar ve tip 2 diyabet (T2DM) gibi metabolik hastaliklarla iliskili
bulunmaktadir (Stanhope ve Havel, 2010). Hepatositlerde yag asidi girisi ya da sentezi, yag
asidi cikis1 ya da yikimmdan fazla oldugu zaman hiicre icerisinde birikmeye neden olur.
Fruktoz tiiketimi ile meydana gelen hepatik lipogenezis artisini, yag asidi beta

oksidasyonunun engellenmesi, ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinin (VLDL) atiliminin azalmasi
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ve hepatik yag asidi giriginin artis1 ile iliskilendirmek miimkiindiir (Nomura ve Yamanouchi,

2012).

2.3.1. Glikoz Mekanizmasi

Karbonhidratlar, insanda temel besin maddelerinden biridir ve giinliik enerji thtiyacinin
%50-60 kadarmi karsilamaktadirlar (Miller ve ark, 1990). Karbonhidratl besinler; nisasta
olmak tizere glikojen, siikroz ve oOzellikle ¢ocukluk déneminde laktozdur (Hackett ve ark,
1986). Sindirim sisteminde emilime ugrayan glikozun % 15 — 30’u portal ven araciligiyla
karacigere gider. GLUT-2 (Glucose Transporter-2) ile karaciger parankim hiicresi (hepatosit)
icerisine girer (Tappy, 2012). Hepatosit igerisine glikoz aliminda insiilinin direkt etkisi
yoktur (Cherrington, 1999). Glikoz, hepatosit icerisine giris yaptiktan sonra ya hizlica
hiicrelere enerji saglamak i¢in kullanilir veya glikojen olarak depo edilir (Radziuk ve Pye,
2001). Hepatosit igerisine giren glikoz yikilir ve en sonunda piruvata gevrilir. Piruvat ATP
sentezi yapmak tizere trikarboksilik asit siklusuna girer (Tappy, 2012). Enerji ihtiyacina gore
fazla olan ATP ve sitrat, fosfofruktokinazi negatif — feedback ile inhibe eder (Radziuk ve Pye,
2001). Besin yoluyla alian glikozun % 70’1 dolasima katilir ve iskelet kas1 olmak iizere diger
organlar tarafindan aliir. Glikozun iskelet kasina girebilmesi i¢in insiilin gereklidir. Bunun
yaninda glikojen olarak kas dokuda depolanmasinda gorev alan glikojen sentaz enziminin
aktif hale gelebilmesi i¢in de insiilin gereklidir (Triplitt, 2012). Artan plazma glikozu, insiilin
salgilanmasmin temel diizenleyicisidir. Plazma glikozu 4,5 ml’nin {izerine ¢iktiginda
pankreasin [ hiicreleri tarafindan insiilin salgilanmasi1 uyarilir ve salgilanmanin baglamasiyla
hormonun sentezi de baslar (Jiang ve Zhang, 2003). Insulin, glikolitik enzimleri ve
glikokinaz1 uyarir ve bdylece karaciger epitel hiicrelerinde glikoz katabolizmasi ayarlanir.
Diger hiicrelerde de hepatositlerde oldugu gibi enerji ihtiyag durumuna gore glikozun

yikilmasi ayarlanir (Tappy, 2012).

2.3.2. Fruktoz Mekanizmasi

Fruktoz, yiyecek ve icecekleri tatlandirmak amaciyla kullanilan bir monosakkarittir
(Kaplan ve Sefil, 2013). Bunun sukroza (cay sekeri) gore; daha ucuz ve daha tatli olmasi ve

tokluk hissi olusturmay1p ikinci acikma hissini 6ne ¢cekmesi ve dolayisiyla tiikketim miktarini
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artirmasi gibi avantajlarindan dolay1 son yillarda gidalarda kullanimi1 giderek artig gostermistir
(Huang ve ark, 2004). Fruktoz, sadece obezitede rol oynayan basit bir enerji kaynagi olarak
goriilmemelidir. Bu monosakkarit ayn1 zamanda fazla enerji aliminin disinda, insulin direnci
ve yaglanma gibi direkt metabolik etkilere sahip olan bir gida maddesidir (Tanoue ve ark,
2011). Bunlarin yaninda diyetle ilgili olan nonalkolik karaciger yaglanmasi, dislipidemi ve
diyabetes mellitus gibi ¢esitli metabolik hastaliklara sebebiyet vermektedir (Roncal-Jimenez
ve ark, 2011).

Fruktoz pasif olarak, barsak limeninden fruktoz i¢in spesifik olan glukoz tasiyict 5
(GLUT 5) ile kana geger. Fruktozun biiyiik bir kismi1 portal ven yolu ile karacigere geger
(GLUT 5 ve GLUT 2 ile) ve fruktoz, glikozun tersine karacigerde kontrol basamaklari
olmadig1 i¢in kontrolsiiz bir bigimde gliserol 3 fosfat ve asetilcoA’ya doniislir. Meydana gelen
bu maddeler de lipogenezi tetikler (Nomura ve Yamanouchi, 2012). Fruktoz alimimin
ardindan temel lipojenik madde olan gliserol 3 fosfat; karaciger epitel hiicrelerinde
karbondioksit ve suya okside edilir. AsetilcoA, hepatosit mitokondrisinde yeteri kadar
metabolize edilemedigi zaman sitrat olarak sitozole ¢ikar ve lipogeneze yol agcar (Nomura ve
Yamanouchi, 2012; Kaplan ve Sefil, 2013). Fazla miktarda glikoz alindiginda; glikoz alimi1 ve
glikoliz inhibe olur, piruvat iiretimi smirlanir. Glikozun lipojenik etkisi fruktozun lipojenik
etkisi kadar yogun degildir. Bunun yaninda fruktoz tiiketimi PPARa (peroxisome proliferator-
activated receptor o) sistemini ve yag asidi oksidasyonunu zayiflatir. Bu sebeple yag
asitlerinin TG (trigliserid) olarak depolanmasina yardim etmektedir. Fakat bu etkiler glukoz
alimmda karsimiza ¢ikmamaktadir. Fruktozun PPARa sistemine etkisi, karacigerde leptin
direng indiiksiyonudur (Alegret ve Laguna, 2012).

Fruktozun sindirimi, metabolizmas: ve absorbsiyonu glikozunkinden farklidir (Elliott
ve ark, 2002). Fruktoz absorbsiyonu ince bagirsaklarda ve bobregin proksimal tiibiillerinde
gerceklesmektedir ve bu olaya baslica kolaylastirilmis tasiyicilar (Glucose Transporter)
aracilik etmektedir (Soleimani, 2011). Fruktozun emilimine destek olan baslica glikoz
tastyicilar GLUT 5 ve GLUT 2’dir. Bu tasiyicilar bobrekte proksimal tiibiillerde ve ince
bagirsaklarda yiiksek oranda ekspresse olurlar, enterositlerin apikal ve bazal mebraninda
bulunurlar (Havel, 2005). Fruktoz, GLUT 5 ile bagirsaklardan absorbe edilir ve sonrasinda
GLUT 2 aracilig: ile kan damarlarma difiize olarak portal sisteme gecer. Glukozun tersine,
bagirsaklardan fruktozun absorbsiyonu ATP hidrolizine ihtiyag duymaz ve sodyum
absorbsiyonundan bagimsizdir (Rizkalla, 2010). Karaciger fruktoz igin spesifik olan GLUT 5
tastyicisina sahiptir ve bagirsaklardan emilen ve kan damarlarina gecen fruktozun biiyiik bir

kism1 karaciger tarafindan yakalanir ve metabolize edilir (Akan, 2012). Fruktoz karaciger,
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bagirsak, kas ve yag dokusunda metabolize edilebilmektedir fakat baslica metabolizmasi
karacigerde gerceklesmektedir. Fruktozun metabolizmasi hizlidir ve bobrek esik degeri
diisiiktiir. Bunun yaninda transport ve metabolizmasi insiiline bagimli degildir. Portal dolasgim
yolu ile karacigere ulastirilan fruktozun karacigerdeki metabolizmasi farklidir (Akan, 2012).
Karacigerde, fruktoz fruktokinaz enzimi ile fruktoz-1-fosfata doniistiiriiliir. Bu molekiilden
gliseraldehit, dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat iiretilir ve bunlar daha sonra,
glukoneogenez ile glukoza ya da TG sentezine yonlendirilir (Mayes, 1993). Metabolik bazi
stirecler, glikozdan TG {retimini kontrol altinda tutmaktadir. Bu mekanizmalar, glukozdan
glikojen tiretimi, li¢ karbonlu glikoliz iirlinlerinden yag asiti yerine glukoneogenez ile yeniden
glukoz sentezlenmesi ve en Onemlisi bu metabolik yolun hiz kisitlayict enzim olan
fosfofruktokinaz enzimi ile kontrol altinda tutulmasidir. Fruktozdan fruktoz-1-fosfatin elde
etme adimi, hiz kisitlayict fosfofruktokinaz enziminden bagimsizdir ve fruktoz kaynakli ara
metabolitler direkt olarak bu enzimden sonra gelen glikoliz basamaklarina katilirlar. Bu
sebeple fruktoz kaynakli {i¢ karbonlu molekiiller sonunda gliserol ve yag asiti sentezi igin
kullanilir ve TG olusumuna katki saglarlar. Fruktoz metabolizmasinin hiz kisitlayici
fosfofruktokinaz adimini pas ge¢mesi, temel anabolik hormon olan insulin ile diizenlenen
glikojen ve yag depolanmasinin diizenini ve metabolizmay1 bozmaktadir (Rutledge ve Adeli,

2007).

2.3.3. Metabolik Sendrom

Son yillarda yapilan epidemiyolojik ve biyokimyasal c¢aligmalar yiliksek fruktoz
tilketiminin MetS olusumunda ¢ok 6nemli bir faktdr oldugunu kanitlamaktadir. Yapilan bu
calismalar da fruktoz metabolizmasmin obezite, insiilin direnci, karaciger yaglanmasi,
inflamasyon ve HT (hipertansiyon) gelisiminde etkisinin bulundugunu ve bu sebeple MetS
gelistirme riskini arttirdigini diisiindiirmektedir (Akan, 2012).

Karacigerde fruktoz metabolize edildigi zaman ii¢ karbonlu metabolitler gliserol ve yag
asidi sentez yollarina girer ve esterleserek TG olusturur. Karaciger bu TG’leri VLDL seklinde
paketler ve portal sisteme gonderir (Havel, 2005). VLDL’ler kan akimi ile dolastikca TG’ler
lipoprotein lipaz tarafindan hidroliz edilir. Boylece esterlesmemis yag asitleri ve monoagil
gliseroller meydana gelir. Adipoz doku yeniden TG sentezlemek iizere bu komponentleri
dolasimdan alir  (Rutledge ve Adeli, 2007). Fruktozdan fruktoz-1-fosfat olusurken
fosfofruktokinaz adimi1 by-pass edildigi ve kontrol edilemediginden dolay1 asir1 dozda fruktoz
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tiikketimi serbest yag asitlerinde artisa ve obeziteye 6zellikle de abdominal obeziteye yol agar.
Ayrica yiiksek miktarda fruktoz tiiketimi sonucu artan SYA (serbest yag asidi)’lar1 hepatik
yag oksidasyonu arttirarak bu yag asitlerinin karacigerde birikmesine sebep olur ve bu durum
hem oksidatif strese hem de pro-inflamataur sitokinlerin transkripsiyonlarmi arttirarak
inflamasyona neden olmaktadir (Roglans ve ark, 2007). Insiilin sekresyonunu uyaran olay,
pankreas adaciklarindaki [ hiicrelerinin membranlarindaki GLUT 2 tasiyict proteinler
tarafindan glukozun hiicre i¢ine alinmasidir. Glukozdan etkilenen P hiicreleri fruktozdan
etkilenmez. Fruktozun tasiyict GLUT 5 membran proteinine sahip olmamasi besinlerle alinan
fruktozun, insiilin sekresyonunu etkilememesine yol agmaktadir (Curry, 1989). insiilin leptin
sekresyonunu da artirmaktadir. Fakat insiilinin salinimi fruktoz tarafindan etkilenmedigi i¢in
leptin sekresyonu da baskilanir. Boylelikle Lep proteininin salinimimi inhibe ettigi ghrelin
hormonu sekresyonu baskilanmamis olur (Parker ve ark, 2010). Bunun sonucu olarak merkezi
sinir sistemi iizerindeki besin alimin1 durduran etki ortadan kalkar ve doygunluk hissi
olusmadig1 icin daha c¢ok tiikketme istegi artmis olur. Fruktoz, kisa zamanda insiilin
salgilanmasimi uyaran olmamasina ragmen, uzun zamanli fruktoz tiilketmenin neden oldugu
obezite, insiilin direnci ve kompansatuar (tamamlayici) hiperinsiilinemiyi indiikler (Hipkiss,
2007). Bunun yaninda zamanla esterlenmemis yag asidi artisinin § hiicrelerinin fonksiyonu
iizerinde olumsuz bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Schalkwijk ve ark, 2004). Fruktozun
metabolize edilmesi esnasinda; fruktoz fruktokinaz tarafindan fosforillenirken fosfat donorii
olarak adenozin trifosfat (ATP) kullanir, bu durum da intraselliiler ATP’nin azalmasina sebep
olmaktadir (Lim ve ark, 2010). Adenozin monofosfat (AMP) deaminaz 1, kalan adenozin
difosfatlardaki (ADP) fosfatlar1 da toplar ve adenin bazi atik iiriinii olarak {irik asit meydana
gelir. Fruktoz alimmin ardindan 30-60 dakika igerisinde tirik asit hem hiicre i¢erisinde hem de
dolagimda artar ve bu da hipertansiyona yol acar (Bulut ve Mir, 2011). Urik asit damarlardaki
diiz kaslarm artisina ve bunun yanmnda kemotaktik ve inflamatuvar maddelerin salmimina,
monosit kemotaksisine neden olur, endotelyal hiicre bdliinmesini ve gogiinii engeller, yag
hiicrelerinde oksitatif strese neden olarak adiponektin saliniminin zayiflamasina yol acar
(Johnson ve ark, 2007). Urik asit vaskiiler diiz kaslardaki endotelyal nitrik oksit sentaz1 inhibe
etmektedir. Bununla birlikte nitrik oksit (NO) iiretimini diisiirmektedir. Endotel
hiicrelerindeki nitrik oksitin azalmasi hipertansiyon ve insiilin direnci dahil metabolik

sendromun bir¢ok komponentine zemin hazirlanmis olur (Bulut ve Mir, 2011).
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2.3.4. Diyabet

Diyabet; insiilin salgilanmas1 ve insiilin etkisi veya her iki kusurun birden varliginda
meydana gelen hiperglisemi ile karakterize olmus metabolik hastalik grubudur (Gokce ve ark,
2013). Uzun siire devam eden hiperglisemi oOzellikle goz, sinir, bobrek, kalp ve kan
damarlarinda hasar ve organ yetmezligine neden olmaktadir (Yildirim, 2013). Uluslararasi
Diyabet federasyonu (IDF) 2012 verilerine bakildiginda diinya genelinde 20-79 yas
arasindaki insanlarin diyabet prevelanst % 8,3’tlir ve bu sayr son donemlerde artis
gostermektedir. IDF’nin Tiirkiye verilerine gore diyabet prevalanst % 7,91°dir. 1998°de
yapilan TURDEP-I (Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar
Prevalans Calismasi) verilerine gére, TURDEP-II verilerinde Tiirkiye’de 12 yilda diyabet
goriilme sikligmimn %90 arttig1 tespit edilmistir. Ayrica diyabet goriilme yasinin 5 yas daha
erken bagladigi tespit edilmistir (Satman ve ark, 2013). Diyabet hastalarmm % 90-95'ini Tip
2 diyabet formundaki hastalar olusturur ve bu hastalarin biiyiik bir kismi obezdir veya
obezitenin kendisi insiilin direnci olusumuna sebep olmaktadir. Obez olmayan hastalarda ise
karin bolgesinde viicut yag yiizdesi artis gostermistir (Yildirim, 2013). Diyet maddelerinin
de i¢inde oldugu bir¢ok etken, obezitenin diinya ¢apinda genis kitlelere ulasmasina neden
olmaktadir. Pahali olmayan, lezzetli ve yiiksek yag oranma sahip gidalar sebebiyle diyetle
alman yag miktar1 hizli bir sekilde artis gostermis ve artan yagh gida tiiketimi kalori alimini
arttirmistir. Obezitenin salgin haline gelmesinde, hazir gidalarda bolca kullanilan yiiksek
fruktozlu misir surubu tiiketimindeki artigin etkisi biiyiiktiir (Kaplan ve Sefil, 2013). Diyabet;
protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalarinda bozulmalar sonucu meydana gelen kronik
bir hastaliktir. Diinya niifusunun yaklasik %3’iinde diyabet goriilmektedir. Hiperglisemi bu
hastaligin en onemli bulgusudur. Organizmada glukoz diizeyinin yiikselmesi kan glukoz
diizeyinin artmasma neden olur. Bu durum; organizmadaki yiiksek diizeyli glukozun yine
organizmada bulunan proteinlerle birleserek kimyasal olarak geri dosiimii saglanabilen
glikolizasyon {irlinlerine doniismesi sonucu meydana gelmesi seklinde agiklanmaktadir.
Glukoz bazi durumlarda geri doniisiimii olmayan glikolizasyon {irlinlerine doniisebilir. Bu
durum glukozun intersitisyel dokularda ya da kan damarlarinin duvarlarinda kollagenlerle ve
ya diger uzun Omiirlii proteinlerle glikolizasyon olusturmasimin ardindan bir takim kimyasal
tepkimelere girmesi sonucu goriillir. Bu durum sonucu meydana gelen birikim
hipergliseminin devam etmesi durumunda artmaya devam eder. Glikolizasyon son iiriinlerinin

varlig1 baz1 ciddi komplikasyonlarin olusumunda 6nemli derecede etkilidir. Bunlar diyabette
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olusan noropati, mikroanjiyopati, nefropati ve retinopati gibi komplikasyonlardir (Cotran,
1999).

Diyabet gonadal fonksiyonlar1 da etkilemektedir (Steger ve Rabe, 1997). Insan ve
deney hayvanlarinda testikiiler disfonksiyon, diisiik testosteron diizeyleri ve yetersiz
spermatogenez olusturmaya neden oldugu bilinmektedir (Sanguinetti ve ark, 1995). Diyabetin
Leydig hiicrelerinde, intersitisyel bag doku igerisinde, tubulus seminiferus kontortuslarda ve
tunika albugineada histolojik degisikler meydana getirdigi gozlemlenmistir (Anderson ve
Thliveris, 1987).

Deney hayvanlar1 iizerinde genellikle insiiline bagimli diyabet yani Tip 1 diyabet,
streptozotosin (STZ), alloksan gibi kimyasal ilaglarla saglanir (Sanguinetti ve ark, 1995).
Insiiline bagimli olmayan diyabet diger bir adiyla Tip 2 diyabetin ise fizyopatolojisi taklit
edilebilmektedir. Siganlarda yiiksek fruktozlu diyetlerde glukoz toleransi ve insiilinin
karaciger ve periferik dokulardaki islevi bozulmaktadir (Thresher ve ark, 2000). Bu durumda
insiilin rezisdansi (direng) meydana gelmektedir. Insiilin rezistansinin sebep oldugu
hiperinsiilinemi ile birlikte yiiksek fruktoz diyeti uygulanan sicanlarda hipertansiyon,

hiperglisemi, hipertrigliseridemi de bas géstermektedir (Chen ve ark, 2001).

2.3.5. Obezite

Viicut agirhgmin  %?20’sini  olusturan yag dokusu; preadipozitler, adipozitler,
makrofajlar ve lenfositler gibi inflamasyon ve metabolizma i¢in Onemli yapilari
barindirmaktadir (Wozniak ve ark, 2009). Latince ¢cok yemek yiyen anlamina gelen obezite,
“obere (obesusu)” kelimesinden tiiremistir ve yag dokusunun viicutta asir1 miktarda
bulunmasini tanimlamaktadir (Hammoud ve ark, 2008). Viicudun sahip oldugu yag kitlesinin
yagsiz olan kitleye oraninin artmasiyla birlikte boy uzunluguna bakilarak viicut agrrhiginin
istenilmeyen seviyenin iizerine ¢ikmasi olay1 obezite olarak tanimlanmaktadir. Obezite tespiti
genellikle kilogram cinsinden viicut agirligmin boy uzunlugunun karesine boliinmesi ile elde
edilir. Bu tanima bakarak degerlendirecek olursak viicut kitle indeksi (VKI) 18.5-24.9 kg/m?
arasinda olanlar normal bireyleri olustururken, 25-29.9 kg/m2 arasinda olanlar orta kilolu, 30-
39.9 kg/m? arasinda olanlar agir1 kilolu ve 40 kg/m’ ya da iizerinde olanlarda morbid obez
olarak kategorize edilebilir (Arslan ve Kadioglu, 2010). Obezite bilinenin aksine sadece
ABD’de sorun haline gelmemistir. Gelisen ve gelismeye devam eden tiim iilkeler de dahil

olmak iizere tiim diinyada epidemik bir problem olmaya baslamistir (Jones, 2011). Diinya
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iizerinde normal kilonun iizerine ¢ikanlarin hizindaki artig, normal kilonun altina diisenlerin
hizindaki artisin ¢ok daha iizerindedir (Olatunbosun ve ark, 2011). Yapilan c¢alisma ve
hesaplamalara bakilacak olursa bu ylizyilin ortalarina dogru biitiin ABD’li yetiskinlerin
VKI’leri normal degerlerin iizerine ¢ikacaktir (Wang ve ark, 2008). Tiirkiye’de erkeklerde ve
kadinlarda obezite prevalansinin sirasiyla %21.5 ve %21.1 oldugu goriilmektedir (Hatemi ve
ark, 2002).

Obezitenin tim diinyada halk saghigmi tehdit etmesinin sebepleri enerjiden zengin
gidalarin tiikketim oranindaki yiikselis, yag ve seker miktarmin arttirildigi gidalarm tiiketimi,
fiziksel aktivite diizeyinin diismesi, sedanter yasam, isyerlerindeki calisma ortamindan
kaynaklanan hareketsizlik, gelisen teknoloji ile birlikte tasima mekanizmalarinin fiziksel
aktiviteyi engelleyecek sekilde degisim gostermesi ve kentlesmenin artmasiyla yaygin hale
gelmesidir. Baz1 arastirmalarda obez bireylerdeki yasam kaybmin normal bireylere oranla
yaklasik iki kat daha fazla oldugu gosterilmistir (Arslan ve Ceviz, 2007). Kanser, insiiline
bagli olmayan diabetes mellitus, safra kesesi hastaliklari, yiiksek kolesterol, ateroskleroz, kalp
hastaligi, hipertansiyon, felg, depresyon, bobrek taslari, uyku apne sendromu ve bobrek
yetmezligi gibi pek ¢ok kronik hastalik obezite ile iligki olabilmektedir.

Obezitenin saglik {izerindeki olumsuz etkilerini ilk olarak Hipokrat, Galen ve
Avicenna gozler oniine sermistir (Gupta ve ark, 2010). Bu etkilerden birisi de spermatozoon
sayisindaki azalmadir. ABD’de sperm sayisi her yil % 1.5 oraninda diisiis gostermektedir.
Diger batil1 lilkelerde de bu durum dikkat ¢ekmektedir. Sperm sayisindaki bu azalma 6zellikle
obezitenin yiiksek oranda goriildiigii blgelerde saptanmistir (Swan ve ark, 2000). VKI (viicut
Kitle indeksi)’si daha yiiksek olan erkek bireylerde infertilite riskinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Sekhavat ve Moein, 2010). Obez bireylerin semen parametreleri incelendiginde
normal bireylerin sonuglaria gore sperm sayisi, motilite ve voliimii agisindan farkli sonuglara
ulasildig1 goriilmektedir (Hofny ve ark, 2010). Yapilan ¢alismalarda normal VKI’si olan
bireylerdeki oligoospermi orani % 21.7 iken bu oran VKI >25 kg/m? olanlarda %24.4 olarak
belirlenmistir (Martini ve ark, 2010).

Semen parametreleri arasinda bulunan sperm motilitesi de bir diger obezite iligkili
parametredir. Koloszar ve ark (2005) c¢alismalarinda sperm motilitesini fertil grupta
%57.500larak tespit ederken obez infertil grupta bu oran %13.25 olarak saptanmistir. Bu
calismadan yola ¢ikarak VKI ile sperm motilitesi arasindan ters oran oldugu sdylenebilir. VKI
ile total motilite ve ileri motilite arasinda negatif iliski oldugu saptanmistir (Martini ve ark,
2010). Arastirmacilarm ¢ogunlugu dzellikle VKI >30 kg/m’ oldugunda sperm motilitesinin

etkilendigini soylemektedir (Pauli ve ark, 2008). Bir¢ok calismada ise obezite ve sperm
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morfolojisi arasinda bir iliski olmadig1 belirtilmektedir (Jensen ve ark, 2004). Uzerinde smirl
sayida arastirma yapilan bir diger konu da semen voliimii ve obezite arasindaki iligkidir

(Magnusdottir ve ark, 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin
edilen, 24 adet 60 giinliik erkek Sprague Dawley rat kullanildi. Standart rat yemi (Bil Yem
Niikleon A.S/ANKARA) (Tablo 1) ve su ile ad libitum beslenen ratlar, 12 saat aydinlik/12
saat karanlik ve 23-25 °C sicakliktaki alanda tutuldu. Deneme siiresi 16 hafta olarak
belirlendi. Ratlar Kontrol grubu (n=10), deney grubu (n=14) olarak iki gruba ayrildi. Biitiin
prosediir etik kurallara uygun olarak gerceklestirildi (Etik Kurul Onay Karar No:
64583101/2016/016).

Kontrol grubu: Bu gruba hi¢ bir uygulama yapilmadi. Ratlar sadece ¢esme suyu ve rat yemi
ile 16 hafta ad libitum beslendi.

Deney grubu: Bu gruptaki ratlar %20°’lik D-fruktoz igeren ¢esme suyu (Merck D(-)-Fructose
for Biochemistry 1.04007.0250) ve rat yemi ile 16 hafta araliksiz olarak ad libitum beslendi.

Tablo 1. Kullanilan standart rat yemi bilesimi

Bilesimi Birimi  Miktari Bilesimi Birimi Miktari
Nem 12 Vitamin E 60
Protein 20 Vitamin K 1
Ham lif 7 Vitamin B; 3
Ham kiil 8 Vitamin B; 4
Yag 6 Vitamin Bg 1
Lizin 1 Vitamin By, 0.09
Metiyonin % 0.6 Pantotenik asit mokg 1.5
Metiyonin + 1 Niasin 10
Sistin

Sodyum kloriir 0.2 Biyotin 0.08
Kalsiyum 1 Kolin klorid 1000
Fosfor 0.9 Demir 300
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Sodyum 0.5 Bakir 20

Magnezyum ppm 200 Manganez 10
Enerji Kcallkg 2650 Cinko 4

Vitamin A 300 Iyodin 1.3
Vitamin D ' 1000 Selenyum 0.3

Deney siiresi bagladiktan itibaren hem kontrol hem de deney grubunun her hafta diizenli
olarak viicut agirliklar1 6lciildii ve kaydedildi. Uygulama sonunda eter aneztezisi altinda
servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulanan ratlarm testis ve epididimisleri ¢ikarildi. Sag ve sol
testis agirliklart Olciilerek kaydedildi. Hayvanlarin sag testisleri Bouin tespit soliisyonuna
alind1. Gerekli histolojik prosediir uygulanarak parafinde bloklandi. Epididimislerden elde
edilen sperma 6rnekleri sperma muayenesi yapilmak {izere iki gruba ayrildi.

Elde edilen sperma Orneginin bir boliimii eozin nigrozin boyamasi ile boyanarak,
spermatozoonlarin Olii-canli incelemesi ve sayimi Leica DMLB arastirma mikroskobu
kullanilarak yapildi.

Sperma Orneginin diger yarisi Hancock soliisyonu ile tespit edilip froti hazirlandi.
Olympus CX41 Fazkontrast mikroskobu ile spermatozoon anomalileri ve anomali bolgeleri

belirlendi. Sayim yapilarak veriler kaydedildi.
3.2. Yontem

Bu calisma sonunda elde edilen Orneklere histolojik,  histokimyasal,
immunohistokimyasal ve sitolojik yontemler uygulandi. Calisma sonunda elde edilen veriler
istatistiksel degerlendirmeye alind1.
3.2.1. Viicut Agirhklariin Olgiimii

Deney baslangicindan itibaren her hafta her hayvanin viicut agirhgi olgiildii. Deney

baslangi¢ giinli ve deney bitis giiniinde hayvanlarin viicut agirliklari, her hayvanin deney

stiresinde gosterdigi agirlik degisimini belirlemede kullanildi ve deney sonu elde edilen

26



veriler ile kontrol grubu ile deney grubu hayvanlar1 arasindaki ortalama viicut agirhig: farki

istatistiksel olarak hesaplandi.

3.2.2. Viicut Agirhk Degisim Yiizdesi Hesaplama

Viicut agirlik 6l¢imlerinden elde edilen veriler kullanilarak hem kontrol grubu hem de
deney grubundaki tiim hayvanlar i¢in ayr1 ayr1 viicut agirlik degisim ylizdeleri hesaplandu.
Hesaplama asagida verilen formiil kullanilarak yapildi ( Yilmaz, 2015).

Viicut agirlik degisim ytizdesi (%): (son agirlik — ilk agirlik) x 100 / son agirlik

3.2.3. Karm Cevresi Ol¢iimii

Deneye baslangi¢ ve deney bitis giliniinde hayvanlarin karm c¢evreleri her hayvanin
deney siiresinde gosterdigi agirlik degisimini belirlemek tizere 6lgiildii ve kaydedildi. Deney
sonu elde edilen veriler ile kontrol grubu ile deney grubu hayvanlar1 arasindaki ortalama karin

cevresi Ol¢iim farki istatistiksel olarak hesaplandi.

3.2.4. Testis Agirhiklar Olciimii

Hem kontrol hem de deney grubundaki her hayvanin deneyin son giinii testis agirliklar1
Olciildii ve kaydedildi. Kontrol grubunun ve deney grubunun ortalama testis agirliklari

hesaplandi1 ve gruplar arasi fark belirlendi.

3.2.5. Testis Agirhk indeksi Hesaplama (TAT)

Deney sonunda her hayvan i¢in ayr1 ayr1 viicut agirligi ve ayni hayvana ait sag ve sol
testis agirligi toplami Olgiildii. Hayvanlarin viicut agirhgr ile testis agirhgi asagida verilen
formiile gore hesaplandi. Her bir hayvan i¢in TAI degerleri belirlendi (Sahintiirk ve ark,

2007).
TAI: [(sag testis +sol testis agirhiklari toplami)/viicut agirhigi] x 100

27



3.3. Histolojik Yontemler

Hazirlanan parafin bloklardan 6 pm kalinliginda, 200 pm aralikli seri kesitler alind.
Her hayvandan seri olarak alman 6 kesite genel histolojik inceleme ve histometrik
degisikliklerin belirlenmesi i¢in Crossman’mn ii¢li boyama ve PAS reaksiyonu uygulandi
(Culling ve ark, 1985).

3.3.1. Uclii Boyama Metodu

Yukarida belirtilen amag¢ dogrultusunda asagidaki iglem sirasi izlendi.

1. Ksilol 1 ve 2’de sirastyla 5’er dakika bekletildikten sonra %100 Alkol 1, %100 Alkol
2, %96 Alkol, %80 Alkol ve %70 Alkolde sirasiyla 3’er dakika bekletilerek 2 kez distile suda
calkalandu.

2. Akarsuda 5 dakika yikandi.

3. Hematoksilen igerinde 8 dakika bekletildi.

4. Akarsuda 5 dakika yikandi.

5. Metil karbonat igerisinde 1 dakika boyunca calkalandi.

6. Akarsuda 5 dakika calkaland1 ve ardindan distile suda 3 dakika bekletildi.

7. Asit fuksin i¢ine 5 defa batirip ¢ikarildi, ardindan 3 defa distile suda ¢alkalanda.

8. Fosfotungustik asit igerisinde 5 dakikada bir calkalamak kosuluyla 10 dakika
bekletildi ve distile suda 5 dakika yikandi.

9. Anilin blue’da 1 dakika bekletildi ve ardindan distile suda 3 kez calkalanda.

10. %2’lik asetik asit ¢ozeltisi igerisinde 3 dakika bekletildi ve distile sudan hizlica
gecirildi.

11. %96 Alkolden hizlica gegirildikten sonra sirasiyla %96 Alkol, %100 Alkol 1 ve
%100 Alkol 2°de 3’er dakika tutuldu.

12. Ksilol 1 ve ksilol 2°de 5’er dakika bekletildi.

13. Entellan ile kapatildi.

3.3.2. Periyodik Asit- Schiff (PAS) Reaksiyonu

1. Kesitler 2 kez 5’er dakika ksilolde tutuldu.
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2. Kesitler orani giderek azalan alkol serisinde (%100 alkol-1, %2100 alkol-2, %96
alkol, %80 alkol, %70 alkol) 3’er dakika tutuldu.

3. %1’lik periyodik asit icinde 8 dakika, oda sicakliginda tutuldu.

4. On dakika akarsuda yikama yapild1

5. Kesitler karanlik ortamda 13 dakika shiff reagent i¢inde tutuldu.

6. Kesitler 6nce potasyum metabisiilfit-1’de 5 dakika, ardindan potasyum metabisiilfit-
2 icinde 5 dakika bekletildi.

7. 10 dakika akarsuda yikama yapildiktan sonra distile suda galkalama yapildu.

8. Kesitler hematoksilene batirilip ¢ikarildiktan sonra akarsuda 13 dakika yikandi ve
ardindan distile suda ¢alkalandi.

9. Hizh bir sekilde %96 alkol-1’den gegirildikten sonra 3’er dakika olacak sekilde
sirastyla %96 alkol-2, %100 alkol-1 ve %100 alkol-2’den gegirildi.

10. Kesitler ksilol-1 ve ardindan ksilol-2’de 5’er dakika bekletildikten sonra entellan ile

kapatildi.

3.4. Histometrik Degisimlerin Belirlenmesi

Gruplar icin 7. ve 8. donem tubulus % yogunlugu, tubuluslarin ¢ap1 ve epitelyum
yiiksekligi belirlendi. Bu amagla her hayvan i¢in 6 seri kesitten rastgele secilen yuvarlak
sekilli ya da yuvarlaga yakm sekilli olan tubuluslardan 10’ar adet 7. ve 8. donem tubulusun
cap1 ve seminifer epitelyum yiiksekligi dlciildii ve kaydedildi. Olgiimler Olympus BX43F
aragtirma mikroskopu ve Olympus cellSens Entry goriintii analiz programi yardimiyla

interaktif olarak yapildi.

3.5. Histolojik Degisimlerin Belirlenmesi

Her bir hayvana ait alt1 kesitte normal histolojik goriinimden farkli olarak olusan
degisimleri belirlemek {izere Crossman’s ii¢lii boyama metodu ve PAS reaksiyonu uygulandi.
Bu uygulamalar sayesinde her kesitte bulunan tubulus seminiferus kontortuslarda tubulus
limenine germ hiicre dokiilmesi, subbazal vakualizasyon, epitelyal vakualizasyon, epiteliyal
dokiilme bakimindan incelendi. Bununla beraber her kesitten sayilan 100 tubulustan kagmin

atrofik oldugu belirlenerek kaydedildi ve boylece atrofik tiibiil yogunlugu belirlendi. Elde
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edilen degisimler semi-kantitatif olarak degerlendirildi ve goriintiilere gore subjektif

puanlama (0: Negatif, 1: Az, 2: Orta, 3: Cok) yapildi.

3.6. Histokimyasal Yontem

3.6.1. TUNEL metodu

Her bir hayvandan 200 um ara ile alinmig 6 pm kalimligindaki seri iki kesite apoptozisin
belirlenmesi amaciyla TUNEL metodu uygulandi (Ozawa ve ark, 2002; Marcon ve ark,
2008). Bu uygulamada hazir ticari kit (ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection
Kit, Chemicon International S7101) kullanildi.

Apoptozisin belirlenmesi amaciyla agsagidaki islem basamaklari sirasiyla uygulandi.

1. Kesitler 1 gece boyunca 37 C etiivde bekletildi.

2. Ertesi giin kesitler 3 kez 5’er dakika ksilolden gegirildi.

3. Smrasiyla %100 Alkol 1, %100 Alkol 2, %95 Alkol ve %70 Alkolde 3’er dakika
bekletildi.

4. Fosfat tampon soliisyonunda (phospate buffer saline, PBS, 50 mM sodyum fosfat,
pH: 7.4, 200 mM NaCl) 5 dakika bekletildi.

5. Kesitler 37 C etiivde, nemli ortamda proteinaz K (20 mikrogram/ml) ile 15 dakika
inkiibe edildi.

6. Kesitler 25 santigrad derce oda sicakliginda deiyonize suda 2 kez 2 dakika
bekletildi.

7. Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla %3’liik Hidrojen
Peroksit soliisyonunda oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

8. PBS’te 2 kez 5’er dakika bekletildi.

9. Dengeleme tamponu oda sicaklginda 10 dakika boyunca kesitlere uygulandi. Es
zamanli olarak ependorf tiip igerisine terminal deoksiniikleotid transferaz (terminal
deoxynucleotidyl transferase, TdT) enzim ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

10. TdT enzim calisma soliisyonu kesitler {izerine damlatild1 ve kesitler 1 saat boyunca
37 C etiivde, nemli ortamda tutuldu.

11. TdT enzim reaksionunu durdurma tamponu igerisinde 15 saniye calkalandi ve 10
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

12. PBS’te 3 kez 1’er dakika bekletildi.
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13. Antidigoksigenin konjugat Digoksigenin-niikleotid ile isaretli DNA fragmentlerine
tutunmak tizere kesitleri kapatacak sekilde damlatildi ve 30 dakika nemli ortamda oda
sicakliginda inkiibe edildi.

14. PBS icerisinde 4 kez 2’ser dakika bekletildi.

15. Hazirlanan peroksidaz substrati kesitlere uygulandi ve kesitlerde kahverengi renk
belirene kadar (ortalama 5 dakika) oda sicakliginda tutuldu.

16. Deiyonize su ile 6nce 3 kez 1’er dakika, sonra 1 kez 5 dakika boyunca yikandi.

17. Harris- hemotoksilen’de 30 saniye tutularak zit boyama yapildi ve ardindan
deiyonize suda 2 kez ¢alkalandi.

18. Deiyonize suda 15 dakika bekletildi.

19. %100’liik N-Butanol’e 6nce 10. batirmada sale degistirmek sartiyla 20 kez batirilip
¢ikarildi. Ardindan baska bir saledeki %100°liik N-Butanol’de 30 saniye bekletildi.

20. Ksilolde 3 kez 2’ser dakika bekletildi.

21. Kesitler entellan ile kapatildi.

3.6.1.1. Apoptozis yogunlugunun belirlenmesi

Her bir grup i¢in bir tubulusa denk gelen apoptotik hiicre sayist ve % TUNEL pozitif
oran1 belirlendi. X40’lik objektifte 151k mikroskobu (Leica DMLB) altinda incelenen
preperatlarda goriilen kahverengi presipitasyon reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi. Her
bir hayvana ait iki kesitin her birinden 100 tane tubulus olmak iizere toplam bir hayvan i¢in
200 tubulusta bulunan apoptotik hiicreler sayildi ve her bir tubulus basma diisen apoptotik
hiicre sayis1 hesaplandi. Bunun yaninda her hayvan i¢in sayilan 200 tubulus i¢inden en az bir
tane apoptotik hiicre iceren tubulus sayisi belirlendi ve % TUNEL pozitif tubulus orani

hesapland1 (Marcon ve ark, 2008).

3.7. Sitolojik Yontem

3.7.1. Eosin-Nigrozin Boyama

1. Distile su ile %3’liik sodyum sitrat soliisyonu hazirlandi.

2. Soliisyon 63 C’de 25 dakika inkiibe edildi.
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3. Soliisyon ikiye boliinerek ilk 50 ml’lik soliisyona 1 gr. Eosin, diger 50 ml.’lik
soliisyona 3 gr. Nigrozin eklendi.

4. Hazirlanan soliisyonlar 63 °C’de 30 dakika inkiibe edildi ve siire bitiminde
soliisyonlar birbirine karistirildi.

Her hayvanin kauda epididimisine bir adet denk gelecek sekilde 200 pl PBS hazirland1
ve kauda epididimisler 5-6 kez makasla kesilerek PBS damlalar1 i¢inde 30 dakika 35,5 °C’de
inkiibe edildi. Bu sayede spermanin PBS i¢ine diflizyonu sagland1 ve siire bitiminde kauda
epididimisin doku pargalar1 ortamdan ayrildi. Boylelikle sperma siispansiyonu elde edildi.

Elde edilen siispansiyonlarin her biri i¢in hem eosin-nigrozin hem de Hancock
soliisyonu kullanildi.

Soliisyon hazir hale geldiginde sperma ile eosin-nigrozin mikropipet ile ayni oranda
cekilerek lama damlatilip karistirildi ve ardindan froti ¢ekilip 151k mikroskobu altinda 100’ Lik

objektifte olii-canli spermatozoon sayimi yapildi.

3.7.1.1. Olii-canl spermatozoon belirlenmesi

Bu calismada 6lii-canli spermatozoon degerlendirmesi Somfai ve ark (2002) belirledigi
smirlar dahilinde 6L, canli ve yar1 boyali olarak gézlemlenmis olup, her sperma 6rneginden

en az 200 tane olacak sekilde spermatozoon sayimi yapilmstir.

3.7.2. Hancock Metodu (Siv1 Fikzasyon Yontemi)

62.5 ml. formalin (%37), 150 ml. saline soliisyonu, 150 ml. Buffer ¢6zeltisi ve 500 ml.
bidistile su ile hazirlanan Hancock soliisyonundan (Schafer ve Holzmann, 2000) 1ml alinip
icerisine 10 pl taze sperma eklendi ve mikropipet yardimiyla karigtirildi. Ardindan bu
karigimdan mikropipet ile 5 pl ¢ekilerek lam {izerine damlatildi ve ftzeri lamel ile
kapatildiktan sonra faz-kontrast mikroskobu altinda normal-anormal spermatozoon sayimi

yapild1.
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3.7.2.1. Spermatozoon anomalilerinin belirlenmesi

Her sperma Orneginden en az 200 adet spermatozoon incelenerek normal-anormal
yapilar1 belirlendi. Anormal spermatozoonlar bas, orta parga, ‘S’ sekilli ve kuyruk anomalisi

olarak ayirt edildi. Sayimlar1 yapild.

3.8. istatiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (Statistical Packag for Social
Sciences) for Windows 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi kullanilarak degerlendirildi. Normal
dagilim gostermeyen gruplar arasi farklilik Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Normal
dagilim gosteren gruplar arasi farklilik Student’s T ile yapildi. Yapilan istatistiksel
analizlerden elde edilen sonuglardan p<0.05 olan degerler 6nemli kabul edildi. Tiim veriler
ortalama ve =+ standart hata olarak verildi. Semi-kantitatif olarak belirlenen histolojik
degisimler (tubulus liimenine germ hiicre dokiilmesi, subbazal vakualizasyon ve epitelyal
vakualizasyon, intersitisyel alan) Kruskall-Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Farkin
hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢in post hoc 97 multiple comparison testi
(Conover,1980) yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhgi, Viicut Agirhgi Degisim Yiizdesi

Kontrol ve deneme gruplarina ait viicut agirligi ve viicut agirlik degisim ytizdesi Tablo
2’ de verildi.

Viicut agirligr incelendiginde deney grubu ratlarin canli agirlik ortalamasinin kontrol
grubu ratlarm canli agirlik ortalamasma gore arttigi fakat bu farklihigin istatistiksel olarak
anlamli olmadig goriildii. Hayvanlarin ilk ve son agirlik degisim yiizdeleri incelendiginde ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edildi (p<0,001).

Tablo 2. Kontrol ve deneme gruplarinda viicut agirhigi, viicut agirlik degisim yiizdesi

Grup n Viicut Agirhigi (gr) Viicut Agirligi Degisim Yiizdesi
(gn)

Kontrol 10 387,40+10,17 36,84+0,83

Deney 14 407,14+8,91 41,06+0,37

P AD 0,001

AD: Anlamli degil.

4.2. Karin Cevresi

Kontrol ve deney grubuna ait karin ¢evresi 6lglimleri Tablo 4.’de verildi. Kontrol
grubuna gore deney grubundaki ratlarin karin ¢evresi lgiimlerinin artmis oldugu goriildii. Iki

grubun karin cevresi Olglimlerinin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,001).
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Tablo 3. Kontrol ve deneme gruplarinin karin ¢evresi uzunlugu

N Karin ¢evresi uzunlugu(cm)
Kontrol 10 18,59+0,45
Deney 14 21,27+0,34
P 0,001

4.3. Testis Agirhg ve Testis Agirhik indeksi (TAT)

Kontrol ve deneme gruplarma ait sag ve sol testis agirligi ile testis agirlik indeksi Tablo
3’ de verildi. Deney grubunda kontrol grubuna oranla az miktarlarda sag testiste artis
gozlemlenirken, sol testiste azalma gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak iki grup arasinda
agirlik farki agisindan anlamh bir fark gozlenmedi. Elde edilen verilere gore testis agirlik
indeksi hesaplamasi sonucunda ise deney grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bir diistis oldugu belirlendi (p<0,001).

Tablo 4. Kontrol ve deneme gruplarinda testis agirliklar ve testis agirlik indeksi (TAI)

Grup n  Testis (sag)(gr) Testis (sol)(gr) TAI
Kontrol 10 1,95+0,02 1,96+0,03 1,0140,01
Deney 14 1,95+0,07 1,94+0,07 0,95+0,02
P AD AD 0,007

AD: Anlamli degil
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4.4. Histolojik Bulgular

Kontrol ve deney grubunda testislerin genel goriiniimiinii belirlemek i¢in, 6 pm
kalinliginda, 200 um aralikli seri olarak alinan 6 adet kesite Crossman’s {iglii boyamasi ve
PAS reaksiyonu uygulandi. Mikroskopik incelemede tubulus seminiferus kontortuslarin
genel gorliniimii, epitel katmani, bazal membranin yapisi, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri
ve kapilar damarlarin yapisi incelendi.

Kontrol grubu Kkesitlerde tubulus seminiferus kontortuslarin diizgiin oldugu,
spermatogenetik epitel katmaninin kalin bir katman olusturdugu goriildii. Bazal membranin
ve Sertoli hiicrelerinin, intersitisyel alanindaki Leydig hiicrelerinin ve kapilar damarlarin
diizenli olarak yer aldig1 tespit edildi. Herhangi bir anomaliye rastlanmadi. Testislerin normal
testikiiler goriiniime sahip oldugu goriildi (Sekil 6). Fruktoz verilerek metabolik sendrom
olusturulmus deney grubunda ise tubulus seminiferus kontortuslarm diizensiz oldugu izlendi
(Sekil 7). Deney grubuna ait hayvanlardan alinan testis dokusu incelendiginde tubulus ¢apinin
kontrol grubuna gore arttigi (tubuler dilatasyon) fakat seminifer tiibiil epitel katmaninin
inceldigi, germ hiicrelerinin yogunlugunun azaldigi goriildii (Sekil 8). Seminifer tiibiillerinin
aralarindaki bag doku alanlarinda 6demin varligina isaret eden bosluk ve acikliklar dikkat
cekti (Sekil 9). Konturlar1 diizensiz tiibiiller ve tubuler atrofi gézlendi (Sekil 10). Tubuluslarin
etrafin1 saran bazal membranin kontrol grubu ile karsilastirildiginda kalilasmis oldugu
dikkati ¢ekti (Sekil 11). Sertoli hiicreleri arasinda olusan agilmalar ve kisim kisim goriilen
bazalden limene dogru Sertoli hiicre yapis1 bozulmalari izlendi (Sekil 12). Yine deney grubu
kesitlerindeki seminifer tubuller icerisinde ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler ve mitotik figiirler
gozlendi (Sekil 13). Damarlarin duvar yapisinda kalinlagsma izlendi (Sekil 14). Tunika
albugineanin deney grubu kesitlerinde kontrol grubu kesitlerine gore kalinlasmis oldugu tespit

edildi (Sekil 15).
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Sekil 6. Kontrol grubu genel tubulus seminiferus kontortus goriintiileri (A,B). PAS boyama.
A- Bar 50 um. B- Bar 20 um.

Sekil 7. Deneme grubu genel tubulus seminiferus kontortus gortintiisii. PAS boyama metodu.
Bar 100 pm.
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Sekil 8. Deneme grubuna ait tubulus seminiferus kontortus capi (diiz ¢izgi) ve epitel

yiiksekligi (uglar1 yuvarlak ¢izgi). PAS metodu. Bar 100 um.
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Sekil 9. Deneme grubunda tubulus seminiferus kontortuslarin aralarindaki agikliklar (oklar).
PAS metodu. Bar 100 pm.
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y

Sekil 10. Deneme grubunda konturlar1 diizensiz (ok isareti) ve atrofik tubulus seminiferus

kontortuslar (yildizlar). PAS metodu. Bar 50 um.
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Sekil 11. Kontrol ve deneme grubuna ait bazal membran goriintiileri (A,B). A- Kontrol

grubuna ait bazal membran goriintiisii (ok). B- Deneme grubuna ait bazal membran goriintiisii

(ok). PAS metodu. Bar 10 um.
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Sekil 12. Deneme grubuna ait bozulmus sertoli hiicre yapis1 (oklar). PAS metodu. Bar 50 pm.
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Sekil 13. Deneme grubuna ait ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler (yildizlar) ve mitotik figiirler
(oklar). PAS metodu. Bar 20 pm.
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Sekil 14. Kontrol ve deneme grubuna ait damar duvari kalinligi (A,B). A- Kontrol grubuna ait
damar goriintiisii (ok). B-Deneme grubuna ait damar goriintiisii (ok). PAS metodu. Bar 20pum.

Sekil 15. Kontrol ve deneme grubuna ait tunika albuginea kalinligi (A,B). A- Kontrol grubuna
ait tunika albuginea kalinlig1 (0k). B- Deneme grubuna ait tunika albuginea kalmhgi (0k).

Uglii boyama metodu. Bar 100 pm.
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4.4.1. Histolojik Degisimler

Kontrol ve deneme grubu kesitleri tubulus seminiferus kontortuslarda subbazal
vakuolizasyon, epiteliyal vakuolizasyon, epiteliyal dokiilme ve tubulus limenine germ hiicre

dokiilmesi bakimindan incelendi. Elde edilen veriler tablo 5°de, atrofik tiibul yogunlugu tablo

6°da verildi.

Tablo 5. Histolojik degisimler

Tubulus
Grup " Subbazal Epiteliyal Epiteliyal Liimenine
Vakuolizasyon Vakuolizasyon Dokiilme Dokiilen Germ
Hiicreleri
Kontrol 10 0,03+0,03 0,03+0,09 0,23+0,08 0,26+0,09
Deney 14 1,71+0,11 2,09+0,14 2,38+0,12 1,0240,16
P 0,001 0,001 0,001 0,002

Subbazal vakuolizasyon, epiteliyal vakuolizasyon, epiteliyal dokiilme ve tubulus
limenine dokiilen germ hiicreleri i¢in yapilan degerlendirmede kontrol ve deneme grubu
karsilastirildiginda fruktoz verilen deney grubundaki artislarin (Sekil 16) istatiksel yonden
anlamli oldugu gorildi (P<0.001). Epiteliyal vakuolizasyona bakildiginda deney grubunda
yine istatiksel anlam tasiyan bir artig vardi (Sekil 17) (P<0.001). Kontrol ve deneme grubunda
epiteliyal dokiilme incelendiginde deney grubunda epiteliyal dokiilmenin ¢ok yogun oldugu
(Sekil 18) ve istatiksel bakimdan anlamli oldugu tespit edildi (P<0.001). Tubulus limenine
dokiilen germ hiicreleri yoniinden incelendiginde yine deney grubunda liimene dokiilen germ

hiicreleri (Sekil 19) istatiksel anlam tagimaktaydi (P<0.002).

Tablo 6. Atrofik tiibiil yogunlugu

Normal tiibiil Atrofik tibil
Kontrol 99,90+0,06 0,10+0,06
Deney 95,03+0,63 4,96+0,63
P 0,001 0,001
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Atrofik tiiblill yogunlugunu tespit etmek iizere yapilan degerlendirmede kontrol ve
deneme grubu karsilastirildiginda fruktoz verilen deney grubundaki artisin (Sekil 10)
istatiksel yonden anlamli oldugu goriildii (P<0.001).

Sekil 16. Deneme grubuna ait subbazal vakuolizasyon (oklar). Uglii boyama metodu. Bar 20
pm.
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Sekil 17. Deneme grubuna ait epiteliyal vakuolizasyon (yildizlar). Uclii boyama metodu. Bar

50 pm.
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Sekil 18. Deneme grubuna ait epiteliyal dokiilme (oklar). PAS metodu. Bar 20 um.
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Sekil 19. Deneme grubuna ait tubulus liimenine germ hiicre dokiilmesi. A- Uglii boyama

metodu. Bar 50 pm. B- Uglii boyama metodu. Bar 20 pum.

4.4.2. Histometrik Degisimler

Kontrol ve deneme grubuna ait 7 ve 8. donem seminifer tubul ¢ap1 ve seminifer tubul
epitel yiiksekligi Tablo 7°de verildi.

Deney grubu seminifer tubulus ¢apinin kontrol grubu tubulus ¢apima oranla arttigi
dikkati ¢ekti ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. Seminifer tubul epitel
yiiksekliginin kontrol grubu seminifer tubul epitel yiiksekligine gore azaldig tespit edildi ve
bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).

Tablo 7. Tubulus seminiferus kontortus ¢ap1 ve epitel yiiksekligi

Seminifer Tubulus  Seminifer Tubulus Epitel

Grup n
Cap1 (um) Yiiksekligi (um)
Kontrol 10 287,45+2.20 85,52+1,63
Deney 14 299,57+0,20 55,59+0,25
P 0,001 0,001
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4.5. Histokimyasal Bulgular

Apoptozis yogunlugunun gdsterilmesi icin TUNEL yontemi uygulandi.

4.5.1. Apoptozis Yogunlugunun Degerlendirilmesi

Kontrol ve deneme grubunda TUNEL pozitif reaksiyon veren apoptotik hiicreler
gozlenerek tubul basina diisen apoptotik hiicre sayis1 kaydedildi. En az bir adet apoptotik
hiicre igeren tubuluslar belirlenerek hesaplanan % TUNEL pozitif tubulus degerleri Tablo
8’de verildi.

Kontrol ve deney grubu incelendiginde fruktoz verilerek metabolik sendrom
olusturulmus hayvanlarin seminifer tubulus basina diisen apoptotik hiicre sayismin kontrol

grubuna gore artis gosterdigi gorildi (Sekil 20 a.b.).

A B

20 pm 20 pm

Sekil 20. Kontrol ve deneme grubuna ait apoptotik hiicreler (A,B). A- Kontrol grubuna ait
apoptotik hiicre (ok). B- Deneme grubuna ait apoptotik hiicreler (oklar). TUNEL metodu. Bar
20 pm.
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Tablo 8. Kontrol ve deneme grubunda seminifer tubul basma diisen apoptotik hiicre sayis1 ve

en az bir adet apoptotik hiicre iceren tubulus sayis1

G N Seminifer Tubul Bagina Diisen En Az Bir Adet Apoptotik Hiicre igeren
rup
Apoptotik Hiicre Sayisi Tubulus Sayis1
Kontrol 10 4,90+0,48 4,00+0,34
Deney 14 17,42+0,98 12,89+0,79
P 0,001 0,001

4.6. Sitolojik Bulgular

Kontrol ve deneme grubunda epididimisden hazirlanan 6rneklerin bir boliimii Hancock
soliisyonunda tespit edilip normal anormal spermatozoon ayrimi yapildi. Diger bolimii ise

e0zin-nigrosin boyama teknigi ile boyanarak 6lii-canli spermatozoon sayimi yapildi.

4.6.1. Spermatozoon Morfolojisi

Kontrol grubu ve deney grubuna ait normal-anormal spermatozoon sayim sonuglari
Tablo 9’da verildi. Deney grubu sperma Orneginde kuyruk anomalisi basta olmak iizere
belirgin anomaliler izlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anormal spermatozoon
oraninin deney grubunda sayica artmis oldugu ancak bu artisin istatiksel olarak Snemli

olmadig1 goriildii.

Tablo 9. Normal- anormal spermatozoon sayim sonuglari

n Normal Spermatozoon  Anormal Spermatozoon

Kontrol 10 166,60+5,32 53,30+4,50
Deney 14 171,14+10,01 73,28+8,85
P AD AD

AD, Anlaml1 degil.
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4.6.2. Olii-Canh Spermatozoon
Kontrol ve deney grubuna ait o6lii-canli spermatozoon sayist Tablo 10°da verildi.

Kontrol grubuna gore deney grubunda bulunan 6lii spermatozoon miktarmnin istatiksel olarak

anlaml artis gosterdigi kaydedildi.

Tablo 10. Olii- canli spermatozoon sayim sonuglar1

n Olii Spermatozoon Sayis1i  Canh Spermatozoon Sayisi

Kontrol 10 4,90+1,39 186,80+4,13
Deney 14 16,57+1,84 182,92+7,25
P 0,001 AD

AD, Anlaml1 degil.

52



5. TARTISMA

5.1. Viicut Agirhgi, Testis Agirhgi ve Karin Cevresi Olgiimleri

Metabolik sendromun; insiilin direnci, obezite, dislipidemi, endotelyal disfonksiyon,
hiperkoagiilasyon ve hipertansiyonun eslik ettigi, temelinde genetik ve ¢evresel faktorlerin rol
oynadig1 kompleks bir dizi inflamasyonu kapsadigi ve gittik¢e artan siklikta goriilen saglik
problemlerinden biri oldugu bilinmektedir (Monteiro ve Azevedo, 2010).

Son zamanlarda diyetle aliman fruktozun, obezite ve MetS komponentlerine neden olan
cevresel faktorlerden biri oldugu distiniilmektedir (Elliott ve ark, 2002). Yiiksek fruktoz
tiketimi ile MetS modeli olusturulabilmektedir. Bu model, farelerde hipertansiyon,
hipertrigliseridemi, hiperinsiilinemi ve insulin direnci meydana getirebilmektedir (Hwang ve
ark, 1987).

Streptozotosin  (STZ) ile diyabet olusturulan si¢anlarda viicut agirliklari
karsilastirildiginda, kontrol ve deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
goriilmiistiir (Ozcan, 2017).

Sekiz hafta boyunca igme suyuna %20 oraninda eklenen fruktoz cozeltisisi ile
metabolik sendrom olusturulmus deney grubu siganlarin viicut agirliklarinin kontrole gore 13
gram artig1 ama bu artisin istatiksel olarak anlamli olmadigi belirtilmistir (Bircan, 2014).

Sunulan ¢alismada deney hayvanlarmma 16 hafta %20 D-fruktoz iceren ¢esme suyu
verilerek metabolik sendrom olusturuldu. Deney boyunca her hafta hayvanlarin viicut
agirliklar1 olciildi. Elde edilen veriler karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore deney grubu
ratlarin viicut agirliklarinda artis oldugu tespit edildi. Ancak aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildii. Bu sonu¢ Bircan’in (2014) calismasiyla uyum gostermektedir.
Gruplarin ilk ve son agrhk Olgiimleri temel alinarak hesaplanan viicut agwrhk degisim
ylizdelerine bakildiginda ise fark istatistiksel olarak anlamli bulundu.

STZ uygulanarak diyabet olusturan bir calismada, deney ve kontrol gruplarinin TAI
(testis agirlik indeksi) sonuglarmma bakildiginda kontrol-diyabet gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gdriilmiistiir (Ozcan, 2017).

Sunulan caligmada deney sonunda her iki grubun da sag ve sol testis agirliklarini
karsilastirmak iizere Olclildii. Sonug¢ olarak deney grubunda kontrol grubuna oranla az
miktarlarda sag testiste artis gozlendi. Sol testis agirliginda azalma goriilmesine ragmen
istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi. Her hayvan i¢in viicut

53



agirhgl ve sag ve sol testis agirhig1 toplami kullanarak hesaplanan TAI’ den elde edilen
verilere gore deney grubu testis agirlik indeksinde kontrol grubu testis agirlik indeksine gore
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu saptandu.

Saglikli bireylerle karsilastirildiginda MetS’lu  erkeklerde serum testosteron
seviyelerinin anlamli Ol¢lide azaldigi bildirilmistir (Kasturi ve ark, 2008). Bir baska
arastirmada diisiik testosteron seviyesinin tip II diyabet ve MetS i¢in 6nemli bir belirteg
oldugu ortaya konulmustur (Menendez ve ark, 2011). Bununla birlikte testosteron
seviyesindeki disiikliik, dongiide bozukluga yol acarak artan yag birikimine neden
olmaktadir. Kas kiitlesinin azalmasi, insiilin direncinde artig, dislipidemi ve buna baglh
oksidatif stres sonucu yag hiicrelerinde trigliserid alimini1 diizenleyen temel enzim olan
lipoprotein lipaz aktivitesinde artis ile birlikte abdominal bolgede yag birikimine neden
olmaktadir. Bu durum da MetS’e zemin hazirlamaktadir (Laaksonen ve ark, 2004). Sunulan
calismada deney grubu hayvanlarin abdominal bolgesindeki yaglanmaya bagl olarak karin
cevresi Olglimiinde artis tespit edildi. Deney ve kontrol grubu karmn cevresi dlgiimlerinin

arasmdaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu.

5.2. Histolojik Degisimler

Yilmaz (2015) ¢alismasinda tiitiin dumani ve tiitiin duman1 + melatonin uygulamasimin
seminifer tiibiil epitelinde dejenerasyon, vaskiiler konjesyon, atrofik tiibiiller, liimene dokiilen
immatiir hiicreler, seminifer tiibiil bazalinde ayrilmalar ve intersitisyel alanda olusmus
O0demler meydana getirdigini belirtmistir (Yilmaz, 2015). Radyasyon uygulanan ratlarda
seminifer tiibiil epitel hiicrelerinin aralarinda yer yer 6demler izlenmis ve seminifer tiibiiliin
diizenli yapisinin bozuldugu gosterilmistir (Altindag ve ark, 2017). Streptozin ile deneysel
diyabet olusturulan ratlarda seminifer tiibiillerin diizensiz sekilli oldugu, seminifer tiibiil
epitelinde germ hiicrelerinin azaldig1 goriilmiistiir. Bununla beraber intersitisyel alanda 6dem
ve rezidiiel cisimcikler olustugu gdzlenmistir (Ozcan, 2017). Yapilan calismada deney
grubunda kontrol grubundan farkli olarak testikiiler atrofi goriildii. Tubulus seminiferus
kontortuslarin diizensiz oldugu, tiibiiller arasinda acgikliklar ve tubiillerin bir kisminda
spermatogenik seri hiicrelerin dnemli bir kismmnin dejenere oldugu gozlendi. Sertoli hiicreleri
arasinda olusan ag¢ilmalar, yer yer goriilen bazalden liimene dogru olan Sertoli hiicre yapist

bozulmalar1 ve hem germ hiicreleri arasinda hem de intersitisyel alanda meydana gelen

54



vakuoller dikkat ¢ekti. Deney grubu kesitlerinin tunika albugineasinda kalinlagsma tespit
edildi.

Kaya (1986) calismasinda spermatogenik seri hiicre dejenerasyonunu Sertoli
hiicrelerinin 6liimiine baglamistir. Seminifer tubiiller i¢ine yerlesmis olan Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik seri hiicrelerinin beslenmesi interstisyel bag doku i¢cindeki kan damarlarindan
diffiizyonla olmaktadir. Bu kan damarlar1 sadece Leydig hiicrelerinin beslenmesi i¢in degil,
tubiiliin beslenmesi agisindan da &nemlidir. Interstisyel kan damarlarindaki kalinlasmalarn,
tubiil beslenmesini azaltarak tubiiler atrofiye neden olabilecegi bildirilmektedir (Cameron ve
ark, 1985). Kan damar duvarlarindaki kalinlasma ile zaten bozulmus olan tubiil
beslenmesinin, tubiil bazal membran kalinlasmasi ile daha da bozularak spermatogenezi
olumsuz yonde etkileyecegi belirtilmektedir (Cameron ve ark, 1985). Cameron ve arkadaslar1
(1985) insanlarda diyabete bagli seminifer tubiil bazal membraninda kalinlasma tespit
etmislerdir. Altindag ve ark (2017) ¢aligmasinda deney grubunda bazal membran kalnliginin
artigini bildirmistir. Sunulan ¢alismada da fruktoz verilerek metabolik sendrom olusturulmus
ratlarm testis kesitleri incelendiginde tubiillerin bazal membraninda ve intersitisyel alandaki
kapillar damar duvarinda kalinlasma gozlendi. Deneysel diyabet ¢aligmalarinda interstisyel
damar duvarlarindaki kalinlagmanm seminifer tubiillerde kronik iskemiye neden olmasi
olasidir (Kaya, 1986). Tubiil beslenmesindeki olumsuzlugun spermatogenezisi de olumsuz
etkiledigi goriilmektedir. Sertoli hiicrelerinin akut arteriyel beslenme bozukluguna,
spermatogenik  seri hiicrelerinin  testosteron eksikligine daha duyarli olabilecegi
diisiiniilmektedir (Oztiirk ve ark, 2002). Diyabette gdzlenen testis atrofisinde, testosteron
eksikliginin ve arteriyel beslenme bozuklugunun 6nemli etkisi oldugu séylenebilir.

Sunulan ¢alismada subbazal vakuolizasyon, epiteliyal vakuolizasyon, epiteliyal
dokiilme ve tubulus liimenine dokiilen germ hiicreleri degerlendirildiginde deney grubundaki
degerlerin kontrol grubuna gore istatiksel yonden anlamli artig gosterdigi goriildii (P<0.001).

Oztiirk ve arkadaslar1 (2002) calismalarinda bazi seminifer tubiillerde ¢ok cekirdekli
dev hiicreler izlediklerini belirtmislerdir. Cok ¢ekirdekli dev hiicreler, tubiiler atrofiye neden
olan sistemik, toksik, enfeksiyoz ajanlarla, iskemiyle ve kriptorsitizmde gosterilmistir
(Sasagawa ve ark, 1995). Nasil olustuklar1 tam olarak bilinmemekle birlikte, spermatidlerin
birbirleriyle birlesmeleri sonucu ¢ok ¢ekirdekli dev (giant) hiicrelerin olustuklarina
inanilmaktadir (Kaya, 1986). Bu dev hiicrelerin ¢ekirdek kromatinlerini, ¢ekirdek
membranmin i¢ yiliziinde hilal goriiniimii verecek sekilde yerlesmis olarak izlemek

miimkiindiir. Bu gériiniim apoptotik hiicrelerde izlenen kromatin yapisina uymaktadir (Wyllie
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ve Duvall, 1992). Sunulan ¢alismada da deney grubunda liimene dokiilmiis ¢ok ¢ekirdekli dev

hiicreler izlendi.

5.2.1. Tubulus Cap1 ve Epitel Yiiksekligi

Diyabetli ratlarda seminifer tiibiil capinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
azaldig1 saptanmustir (Ozcan, 2017). Fitodstrojen olan daidzein uygulanan ratlarda hem
seminifer tiibiil ¢apmin hem de seminifer epitel yiiksekliginin kontrol grubuna oranla azaldig:
dikkat ¢ekmistir (Cetinkaya, 2011). PCB uygulanan ratlarda 7. ve 14. donem tubulus ¢aplarini
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilirken, seminifer tiibiill epitel
yiiksekliklerinin gruplar arasinda anlamli bir farka sahip olmadig: saptamustir (Giiles, 2013).
Radyasyon vererek deney grubunu olusturan Altindag ve ark (2017) ¢alismasinda deney
grubu seminifer tiibiil capinda istatistiksel olarak anlamli bir artig saptarken, seminifer tiibiil
epitel yiiksekliginin azaldigimi gostermistir (Altindag ve ark, 2017).

Calismada tubuler dilatasyon meydana geldigi tespit edildi; fruktoz verilen deney
grubunda seminifer tiibiil ¢apinda kontrol grubu seminifer tiibiil ¢apina gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis gézlendi. Bunun yaninda deney grubu seminifer tubiil epitelinin
kalmhginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis saptadi. Tubiil epitelindeki kalinligin

azalmasi spermatogenezisdeki hiicrelerin dejenere olmasina bagli olabilir.

5.2.2. Apoptozis Yogunlugu

Infertilitenin diyabetli bireylerde esas olarak apoptotik hiicre dliimiiyle, spermatogenik
hiicrelerin kaybina bagli yaygin bir komplikasyon oldugu belirtilmektedir (Zhao ve ark,
2018). Diyabet olusturulan erkek ratlarda on iki hafta sonunda kontrol grubuna gore apoptotik
spermatogenik hiicrelerin artmis oldugu tespit edilmistir. Caliymada spermatojenik
bozuklugun apoptotik hiicrelerin artisiyla ilgili olabilecegi bildirilmektedir (Zhao ve ark,
2005). Zhao ve ark (2018) tip I diyabet olusturduklar1 farelerde resveratrolun testis tizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Testikiiler apoptozis ve oksidatif stres diizeyleri diyabetli farelerde
kontrollere gore anlamli derecede yliksek bulunmustur. Resveratrol uygulamasinin ise
apoptotik hiicre sayisin azaltti31 gosterilmistir. Shi ve ark (2017) streptozinle indiiklenmis tip

I diyabetli farelerde testiste apoptotik hiicrelerin arttigmi tespit ederken Cin’de geleneksel
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tibbi uygulamalarda fertilite artiric1 6zelliklere sahip oldugu kabul edilen Lityum barbarum
polisakkaritinin (LBP) diyabetli farelerde sperm parametrelerini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini,
antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigini, apoptotik hiicre Olimiini azalttigini
gostermislerdir. LBP’nin erkek spermatogenik disfonksiyon iizerinde koruyucu etkisinin
antioksidan enzim aktivitesinin artmasi ve hiicre Olimiiniin Onlenmesine baglh oldugunu
belirtmiglerdir. Ding ve ark (2016) diyabetli ratlarda D vitamini takviyesinin enflamasyon
faktorlerini baskilayarak ve apoptotik hiicre 6liimiinii azaltarak ayni zamanda lireme ve
testosteron senteziyle iligkili genlerin ekspresyonunu diizenleyerek spermatogenik hiicreleri
koruyabildigini bildirmislerdir. Diyabetli ratlarda yapilan farkl calismalarda (Sonmez ve ark,
2016; Piryaei ve ark, 2015) Pentoksifilinin (PTX) testiste apoptotik hiicre sayisinda dnemli
diisiis ve kan damar yogunlugunda azalmaya sebep oldugu belirtilmistir. Orman ve ark (2015)
diyabetik rat testikiiler hasarinda oksidatif stresin, artmis nitrik oksit diizeyinin ve apoptotik
hiicre 6liimiiniin 6nemli rol oynadigini, diyabetli ratlarin aminoguadinin (AQG) ile tedavisinin
ise spermatogenik hiicreleri oksidatif strese ve apoptotik hiicre dliimiine karsi1 korudugunu
bildirmislerdir. Diyabetle artan apoptotik hiicre sayisina karsi ar1 siitli kullaniminin koruyucu
etkisi oldugu belirtilmektedir (Karaca ve ark, 2015; Yavas, 2018). Rashid ve Sil (2105)
kurkuminin diyabetik durumdaki testikiiler hiicrelerin, mitokondriyal ve endoplazmik
retikulum bagimli apoptotik 6liimiine kars1 koruma sagladigmi ve bu molekiiliin diyabetik
testikiiler disfonksiyonun tedavisinde potansiyel bir tedavi edici olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Roy ve ark (2014) diyabetle meydana gelen testisteki apoptotik hiicre artisma
kars1 ferulik asidin apoptozis sayisini diisiiriirerek ve oksidatif stresi azaltarak testikiiler hasar1
onledigini saptamislardir. Yine Li ve ark (2013) NADPH oksidaz inhibitorii apocyninin
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve apoptotik hiicrelerin iiretimini énemli 6lciide azalttigimni ve
total testosteron diizeyini arttirdigini tespit etmislerdir. Zhao ve ark (2011) diyabet gibi ¢inko
eksikliginin de mitokondriye bagli apoptotik hiicre 6liimiinii artirdigini ve testikiiler oksidatif
stres ve hasara neden oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle diyabetik hastalarda ¢inko
eksikliginin 6nlenmesinin 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

Giiles (2013) PCB kullanarak yaptig1 ¢aligmasinda tubulus bagina diisen apoptotik
hiicre sayisimi degerlendirdiginde PCB uyguladig1 deney grubunda kontrol, sham kontrol,
ALA ve PCB-ALA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugunu goéstermistir.
Bunun yaninda % TUNEL pozitif tubulus degerlerini karsilastirdiginda yine PCB grubunda
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit etmistir (Giiles, 2013).

Metabolik sendrom ve testikiiler disfonksiyon arasinda baglant1 oldugu bildirilmektedir.

Metabolik sendromun Ozellikle spermatogenezis {iizerinde olumsuz etki yaparak testis
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fonksiyonunu etkiledigi tespit edilmistir (Goulis ve Tarlatzis, 2008; Marchiani ve ark, 2015;
Yildirim ve ark, 2018). Yapilan taramada metabolik sendromun testisteki apoptotik hiicrelere
olan etkisi hakkinda bir bilgiye rastlanilmadi. Sunulan ¢alismada fruktoz verilmis deney
grubunda tubulus basina diisen apoptotik hiicre sayisi ve en az bir adet apoptotik hiicre igeren

tubulus sayisinin kontrol grubuna goére 6nemli 6l¢iide artig1 tespit edildi (P<0.001).

5.3. Spermatozon Morfolojisi

Tiitlin dumani verilen ratlarda spermatozoon anomalisinin kontrol grubu spermatozoon
anomalisine oranla istatistiksel olarak anlamli artig gosterdigi saptanmistir (Yilmaz, 2015).
Diyabetli  hayvanlarda spermatozoon anomalisinin  kontrol grubu spermatozoon
anomalisinden fazla oldugu ve bu anomalinin genel olarak kuyruk béliimiinde ondiilasyonun
eslik ettigi yapisal bozukluk olarak meydana geldigi gosterilmistir (Ozcan, 2017).

Sunulan ¢alismada da elde edilen verilere gore deney grubu sperma 6rneginde kuyruk
anomalisi basta olmak iizere belirgin bir anomali izlendi. Kontrol grubu spermasinda anomali
normal seyrederken deney grubu spermasinda anormal spermatozoon morfolojisi 6rneklerinin

sayisinin arttigi goriildii. Sonug olarak istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmedi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan ¢alismada igcme suyuna %20 oraninda fruktoz eklenerek metabolik sendrom
olusturulmus ratlarin viicut agirliklarinin kontrollere gdre artigi ancak bu artigin istatiksel
olarak Onemli olmadig: tespit edildi. Hayvanlarin ilk ve son agirlik degisim yiizdeleri
incelendiginde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edildi. Deney sonunda 6lgiilen
testis agirhiklarinda istatiksel anlamlilik bulunmamasina ragmen testis agwhk indeksi
hesaplandiginda deney grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir diisiis
oldugu belirlendi. Karn ¢evresi dl¢iimlerinde kontrol grubuna gore deney grubundaki ratlarin
karin gevresi Ol¢timlerinin artmis oldugu goriildii.

Histolojik incelemede kontrol grubunun normal histolojik yapiya sahip oldugu, deney
grubunda ise tubulus seminiferus kontortuslarin diizensiz oldugu, tubiil capinm kontrol
grubuna gore arttig1 fakat seminifer tiibiil epitel katmanmin inceldigi ve germ hiicrelerinin
yogunlugunun azaldigi goriildii. Seminifer tiibiillerinin aralarindaki bosluk ve agikliklar,
dikkat ¢ekti. Tubuluslarm etrafini saran bazal membranin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
kalmlasmis oldugu dikkati ¢ekti. Sertoli hiicreleri arasinda olusan agilmalar ve kisim kisim
goriilen bazalden liimene dogru Sertoli hiicre yapisi bozulmalari izlendi. Yine deney grubu
kesitlerindeki intersitisyel alanda yer yer bulunan vakuoller dikkat ¢ekti. Damarlarin duvar
yapisinda kalinlagma izlendi.

Kontrol ve deneme grubu Kesitleri tubulus seminiferus kontortuslarda subbazal
vakuolizasyon, epiteliyal vakuolizasyon, epiteliyal dokiilme ve tubulus liimenine germ hiicre
bakimindan incelendiginde tiim degerlerin fruktoz verilen grupta kontrole gore istatiksel
olarak anlamli artis gosterdigi tespit edildi. Deney grubunda tubuler atrofi artisi ve ¢ok
cekirdekli dev hiicreler dikkati ¢ekti.

Seminifer tubulus ¢apinin deney grubunda kontrol grubu tubulus ¢apima oranla arttigi
dikkati ¢cekti ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. Seminifer tubul epitel
yiiksekliginin kontrol grubu seminifer tubul epitel yiliksekligine gore azaldig: tespit edildi ve
bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Apoptotik hiicre sayisina bakildiginda deney grubunda istatiksel anlamlilik tasiyan bir
artig gozlendi.

Anormal spermatozoon oranmin kontrol grubu ile karsilastirildiginda deney grubunda
artmis oldugu ancak istatiksel olarak anlam tagimadig: goriiliirken 6lii spermatozoon oraninin

deney grubunda anlamli olarak artt1g1 gozlendi.
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Sonug¢ olarak; bu calisma ile 16 hafta boyunca igme suyuna %20 oraninda eklenen
fruktozun hayvanlarin viicut agirliklarinda, testis agirliklarinda ve karm cevresi dlgiimlerinde
degisimler meydana getirdigi, histolojik incelemede testis yapisinda bozulmalar
sekillendirdigi ve sperma muayenesinde ise anormal ve Oli spermatozoon sayisinda artis
olusturdugu goriildii. Metabolik sendrom sikliginin diinyada giderek artmasi, gliniimiizde kisi
basina diisen fruktoz tiiketiminin 85-100 gr’a yiikselmesi, meydana getirdigi ciddi saglik
sorunlart yaninda testikiiler disfonksiyona sebep olmasi bakimindan biliyilk Onem
tagimaktadir. Diyabet gibi metabolik sendromunda infertileye neden olabilecegi gz oniinde

bulundurularak yeni ¢calismalar yapilmalidir.
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