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Tez Danismanm
Dr. Ogr. Uyesi Nesibe YILMAZ
Agustos 2023, 59 sayfa

Infertilite, diinya genelinde yaklasik 70 milyon insani etkileyen énemli bir durumdur.
Erkek infertilitesinin bozulmus spermatogenez, diisiik sperm sayisi, anormal sperm
morfolojisi, beslenme ve endokrin bozukluklar, alkol ve sigara kullanimi gibi bir¢ok
sebebi bulunmaktadir. Infertiliteyi etkileyen tiim bu sebeplerin erkek iireme
fizyolojisinde dnemli bir role sahip olan hipotalamus—hipofiz—testikiiler (HHT) aksin
yapisint da bozdugu ve bunun sonucunda da gonadlarin fizyolojik seviyede
testosteron ve sperm iretememesine neden oldugu bilinmektedir. Spexin (SPX);
kemirgenlerin ve insanlarin merkezi sinir sisteminde, karacigerinde, gonadlarinda ve
bobrek gibi bircok periferik dokularinda yaygin olarak eksprese edilen bir peptid
hormondur. SPX’in insiilin saliniminda, yag metabolizmasinda, beslenme
davraniginda ve iireme fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkin bir néromodiilatér
olarak rol oynadigi yapilan bir¢ok caligmada gosterilmistir. Son yillarda ise esas
olarak SPX’in iiremenin diizenlemesindeki roliine odaklanilmistir. Bu c¢alismada

SPX’in intraserebroventrikiiler (icv) infiizyonunun hypothalamus’ta GhnRH mRNA



seviyesi, serum LH, FSH ve testosteron seviyesi ve testis dokularinda da
histopatolojik degisiklikler iizerine olan etkileri incelenmistir. Bu amacla 40 adet
Wistar albino sigan kontrol, sham, Spexin 30 nmol ve Spexin 100 nmol olmak tizere
dort gruba ayrildi. Spexin 30 nmol grubundaki siganlara 7 giin boyuncu icv olarak 30
nmol/1 pl/saat SPX verilirken spexin 100 nmol grubundaki siganlara ise 100 nmol/1
ul/saat SPX verildi. Sham grubundaki siganlara ise 7 giin boyunca spexin ¢oziiciisii
olarak yBOS verildi. 7. giliniin sonunda sicanlar dekapite edilerek kan ve doku
ornekleri alindi. Elde edilen kan ornekleri serumlara ayrildi ve LH, FSH ve
testosterone hormon seviyeleri ELISA yontemiyle belirlendi. Hypothalamus
dokusunda GnRH mRNA ifade seviyesi RT-PCR yontemiyle belirlenirken testis
dokularinda ise hematoksilen-eozin boyama yontemiyle seminifer tiibiill ¢ap1 ve

epital kalinlig1 degerlendirildi.

SPX uygulamasinin hypothalamus dokusunda GnRH mRNA ifade seviyesini dozdan
bagimsiz olarak arttirdigr goriildii (p<0.05). Bunun yani sira yine SPX uygulanan
gruplarda dozdan bagimsiz olarak serum LH, FSH ve testosteron hormon
seviyelerininin kontrol ve sham gruplarina gore istatistiksel olarak artis gosterdigi
belirlendi (p<0.05). Histolojik degerlendirmeler sonucunda SPX uygulamasinin
seminifer epitel kalinlig1 tizerinde gruplar arasinda herhangi bir degisiklige neden
olmadig1 goriiliirken tiibiil capinin SPX uygulanan gruplarda artis gosterdigi goriildii
(p<0.05).

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler, SPX’in hipotalamus-hipofiz-testis aks1
aracilifiyla iireme fonksiyonlarmin diizenlenmesinde 6nemli roller oynayabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler : Intraserebroventrikiiler, Spexin, FSH, LH, GnRH, histopatoloji
Bilim Kodu : 1005
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Infertility is an important condition affecting approximately 70 million people
worldwide. Male infertility has many causes such as impaired spermatogenesis, low
sperm count, abnormal sperm morphology, nutrition and endocrine disorders, alcohol
and smoking. It is known that all these factors affecting infertility also disrupt the
structure of the hypothalamus-pituitary-testicular (HHT) axis, which has an
important role in male reproductive physiology, and as a result, the gonads cannot
produce testosterone and sperm at physiological level. Spexin (SPX); It is a peptide
hormone widely expressed in the central nervous system, liver, gonads and many
peripheral tissues of rodents and humans. It has been shown in many studies that
Spexin plays a role as an effective neuromodulator in insulin secretion, fat
metabolism, nutritional behavior and regulation of reproductive functions. In recent
years, the focus has been mainly on the role of spexin in the regulation of
reproduction. In this study, the effects of intracerebroventricular (icv) infusion of

Vi



spexin on GnRH mRNA level in hypothalamus, serum LH, FSH and testosterone
levels and histopathological changes in testis tissues were investigated. For this
purpose, 40 Wistar albino rats were divided into four groups as control, sham, Spexin
30 nmol and Spexin 100 nmol. The rats in the spexin 30 nmol group were given 30
nmol/1 ul/hour SPX icv for 7 days, while the rats in the spexin 100 nmol group were
given 100 nmol/1 ul/hour SPX. The rats in the sham group were given yBOS as
spexin solvent for 7 days. At the end of the 7th day, the rats were decapitated, and
blood and tissue samples were taken. Obtained blood samples were separated into
sera and LH, FSH and testosterone hormone levels were determined by ELISA
method. While the level of GhnRH mRNA expression in hypothalamus tissue was
determined by RT-PCR method, seminiferous tubule diameter and epithelial

thickness were evaluated in testicular tissues by hematoxylin-eosin staining method.

It was observed that SPX application increased the level of GhRH mRNA expression
in the hypothalamus tissue independently of the dose (p<0.05). In addition, serum
LH, FSH and testosterone hormone levels were statistically increased in the SPX
applied groups compared to the control and sham groups, regardless of the dose
(p<0.05). As a result of histological evaluations, it was observed that SPX
application did not cause any change in seminiferous epithelial thickness between

groups, while tubule diameter increased in SPX applied groups (p<0.05).

The data obtained as a result of our study suggest that SPX may play important roles
in the regulation of reproductive functions through the hypothalamus-pituitary-testis
axis.

Key Words: Intracerebroventricular, Spexin, FSH, LH, GnRH, histopathology

Science Code: 1005
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BOLUM 1

GIRIS

Ureme, bir canlinin soyunu devam ettirme olayidir. Infertilite, kadin veya erkek
kaynakli problemler nedeniyle iireme olaymin olmamasidir. Diinya Saglik Orgiitii'ne
(WHO) gore infertilite, korunmasiz diizenli cinsel iliskiye ragmen 12 ay veya daha
uzun siire klinik gebeligin olmamasi olarak tanimlanmaktadir. Bircok toplumda
evliligin amaglarindan biri ¢ocuk sahibi olmak olarak algilandigindan iireme kiiltiirel,

sosyal ve psikolojik bir gerekliliktir (1).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan dnemli bir halk saglig1 sorunu olarak kabul edilen
infertilite, glinlimiizde ¢iftlerin %10-15'ini etkileyen bir sorundur (2, 3). Amerikan
Ulusal Saglik Istatistikleri Merkezi tarafindan 2017 yilinda elde edilen veriler, 15-44
yas arasi evli kadmlarinin %14,2'sinin infertil oldugunu goéstermektedir (4). 2013
yilinda yayilanan dogurganlik rehberi verilerine gore Ingiltere'de her 7 ¢iftten 1'inde
infertilite sorunu vardir (5). Tiirkiye Niifus ve Saglik Arastirmasi sonuglari, 30 yasin
altindaki evli kadinlarin %48'inin aile planlamas1 uygulamama nedeni olarak gebe
kalamama veya infertilite oldugunu goéstermistir (6). Cesitli ¢alismalar sonucunda
erkek infertilitesinin bircok nedeni oldugu gosterilmistir. Bunlar arasinda defektif
spermatogenez, diisiik sperm sayisi, anormal sperm morfolojisi, beslenme ve
endokrin bozukluklar, alkol ve sigara kullanimi1 sayilabilir. Bu nedenler infertiliteye
yol agar ve erkek iireme fizyolojisinde 6nemli bir role sahip olan hypothalamus-
hypophysis-testis (HHT) aksinin yapisini bozar (7). HHT aksinin bozulmasi,
gonadlarin fizyolojik diizeyde testosteron ve sperm iiretememesine neden olur (8).
HHT aksinin temel gorevi, erkek {ireme sisteminde yer alan hormonlarin
salgilanmasimi  kontrol etmek, saglikli sperm hiicrelerinin = olusumunu ve
olgunlagmasini saglamaktir (9). HHT aksi lizerinde yer alan hypothalamus, 6n
hipofiz bezini (adenohypophysis) uyaran gonadotropin salgilatict hormonu (GnRH)

salgilar (10). Portal sistem vasitasiyla uyardigi 6n hipofiz bezinden gonadotropik



hormonlar olan folikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH)
salgilanmasmi  gergeklestirir. On hipofiz bezinden salgilanan FSH ve LH,
testislerdeki hedef hiicrelerde siklik adenozin monofosfat (cAMP) ikinci haberci
sistemini aktive ederek hiicresel diizeyde etkisini gosterir. FSH hormonu, testislerde
bulunan sertoli hiicrelerini seks hormonu baglayict globiilin salgilamas1 ve
spermatogenez gerceklestirmesi i¢in uyarir. LH salgilanmasi ise leydig hiicrelerini
uyararak testosteron salintmini uyarir (11). Peptit hormonlari; kii¢iik, islenmis ve
salgilanan peptitler olup membran reseptorleri yoluyla sinyal verirler. Bu
hormonlarin normal ve patolojik fizyolojide kritik rolleri vardir (12). Spexin (SPX),
modern biyoinformatik arama stratejileri araciligiyla tanimlanan bir noéropeptittir.
SPX'in iglevi hakkinda sinirli bilgi vardir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, SPX'in
adrenokortikal hiicre proliferasyon oranin1 azalttiini  ve bazi si¢anlarin
adrenokortikal hiicre kiiltiirlerinde aldosteron ve glukokortikoid sekresyonunda bir
artisa neden olabilecegini, kardiyovaskiiler ve renal fonksiyonlari ile nosiseptifi
modiile edebilecegini gostermistir. Japon baliklarinin SPX ile tedavisinin, luteinize
edici hormonun salgilanmasini azalttigi ve istah1 bastirdigi da gosterilmistir. SPX’in
fizyolojik rolleri i¢in biriken kanitlara ragmen, diger iglevleri heniiz gosterilmemistir.
Insanlarda SPX eksprese eden doku veya hiicre tiplerinin tanimlanmasi, fizyolojik
islevinin agikliga kavusturulmasma katkida bulunacaktir (13). SPX, omurgalilarda
yeni kesfedilen bir néropeptittir. Biyolojik iglevlerini ortaya ¢ikarmak i¢in kapsamli

karsilastirmali caligmalar gereklidir (14).

Bu calismada, intraserebroventrikiiler (icv) SPX inflizyonunun, iireme sisteminde
onemli bir yeri olan HHT aksinda yer alan hypothalamus’ta GnRH mRNA seviyesi,
serum LH, FSH ve testosteron seviyeleri ve testis dokusunda histopatolojik

degisiklikler iizerine olan etkileri arastirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. TESTIS VE EPIiDIDYMIiS’iIN ANATOMISi

Testis’ler erkek iireme sistemine ait bir organdir. Baglangigta abdominal duvarin
arka-iist kisminda gelisen testis’ler dogumdan hemen 6nce, abdominal duvarin 6n
kismindaki canalis inguinalis’ten gecerek scrotum’a iner. Inis sirasinda testisler
damarlarini, lenfatiklerini, sinirlerini ve ana drenaj kanallar1 olan ductus deferens
(vas deferens)’leri de birlikte tasir. Testis’lerin lenf drenaj1 bu nedenle inguinal veya
pelvik lenf diiglimlerine degil, karin bolgesindeki lateral aortik veya lumbal
diigiimlere ve preaortik digiimlere yoneliktir. Elipsoid sekilli olan testis’ler,
funiculus spermaticus adi verilen bir bag ile scrotum igerisinde asil1 olarak bulunurlar

(15, 16).

Testis’ler scrotum igerisinde distan-ice dogru ii¢ tabaka ile sarilidir; tunica vaginalis
testis, tunica albuginea ve tunica vasculosa. Tunica vaginalis testis, testis’lerin dis
yiizlinli 0rten serdz bir zardir. Ayrica bu serdz zar fascia spermatica interna’nin da i¢
yiizlinli sarar. Embriyonel donemde abdomen boslugunu 6rten peritoneum parietale,
scrotum’a dogru saccus vaginalis adi verilen bir ¢ikinti génderir. Testis’ler, fascia
spermatica interna’ya gevsek olarak baglanmis olan bu ¢ikinti i¢ine arka kisimdan
gomiilerek periton ile kaplanir. Saccus vaginalis’in testis’leri drten kismina lamina
visceralis ya da epiorchium adi verilmektedir. Fascia spermatica interna’ya yapisan
kismi ise lamina parietalis ya da periorchium adini alir. Yetiskin bireylerde saccus
vaginalis’in bu iki yapragina tunica vaginalis testis denilmektedir (Sekil 2.1) (15,

17).



Septula testis Lobuli testis

Fascia spermatica interna

Tunica vaginalis testis
(Lamina parietalis)

Tunica vaginalis testis
(Lamina visceralis)

N Tunica albuginea

Sekil 2.1. Testis’leri saran tabakalar (18)

Testis’leri saran tunica albuginea tabakasi, seminifer tiibiillerden, interstisyel
dokudan ve kalin bir bag dokusundan meydana gelen siki, fibroz bir tabakadir.
Mavimsi-beyaz renkli bu tabakada yer alan seminifer tiibiiller tarafindan sperm
hiicreleri tiretilmektedir. Testis’lerin arka kenarinda tunica albuginea tabakasinin iist
kismi tunica vaginalis testis ile sarilt degildir. Peritonun bulunmadigi bu alanda
epididymis bulunmaktadir. Ayrica testis’lerin damar ve sinir yapilart da bu kisimdan
girip c¢ikar. Tunica albuginea tabakasi, peritonun bulunmadigi arka kenardan
testis’lerin igerisine dikey yonlii ve bag dokusundan olusan yarim bir bdlme
gonderir. Mediastinum testis ad1 verilen bu bdlme, testis’lerin iist ucundan alt ucuna
dogru uzanir ve testis dokusu igerisine septula testis denilen bolmeler gonderir (Sekil
2.1). Bu bdolmeler testis dokusunu lobuli testis denilen bdlmelere ayirir. Her bir
lopcuk icerisinde tubuli seminiferi contorti ve recti adi verilen kivrimli bezler
bulunur. Testis dokusu igerisinde 400-600 adet tubuli seminiferi contorti
bulunmaktadir ve bunlar mediastinum testis’e dogru uzanirken 20-30 adet tubuli
seminiferi recti denilen diiz tlibiillere doniisiirler. Tubuli seminiferi recti’ler
mediastinum testis igerisinde birbirleriyle anastamoz yaparak rete testis (Haller ag1)
denilen ag1 meydana getirirler. Mediastinum testis igerisinde iist kisimlara dogru
uzanirlar ve burada ductuli efferentes testis denilen kanalciklara doniistirler. Testis
dokusu igerisinde seminifer tiibiillerde iiretilen sperm hiicreleri bu sekilde testis’lerin
arka-ist kismina kadar taginir. Ductuli efferentes testis’ler bu bolgede tunica

albuginae’yr delip disar1 ¢ikar ve epididymis’in bas kismindaki ductus epididymis



denilen kanallar aracigiliyla sperm hiicrelerini epididymis’e aktarir (Sekil 2.2) (15,
17).

Testis’leri en igten saran tabaka olan tunica vasculosa, testis’leri saran bir damar
agidir. Bu tabakadaki damarlar arasindaki bosluklart gevsek bir bag dokusu
doldurmaktadir. Testis dokusu igerisindeki tiim lopcuklar tunica vasculosa tabakasi

tarafindan sarilmistir (15).

Epididymis

Ductus deferens

Ductuli efferentis testis

Tunica albuginea

Rete testis

Sekil 2.2.Testis ve epididymis yapisi (18)

22. TESTIS VE EPIDIDIiMiS’IN DAMARLARI VE SINIiRSEL
INNERVASYONU

Aorta abdominalis’in bir dali olan a. testicularis’ler, testis’lerin beslenmesini
saglayan esas damardir (Sekil 2.3). Bunun yani sira a. ductus deferentis, a.
cremasterica ve aa. pudendae externae’lar da a. testicularis ile birleserek testis

dokusunun beslenmesine katki saglamaktadir (17, 19).

Testis’lerin vendz drenaji v. testicularis’ler tarafindan saglanmaktadir. Testis

dokusundan ¢ikan bir¢ok kiiciik ven, epididymis’ten gelen kiigiik venler ile birleserek
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plexus pampiniformis’i meydana getirmektedir. Anulus inguinalis profundus
seviyesinde bu plexus birleserek sagli sollu v. testicularis’leri olusturmaktadir.
Canalis inguinalis’ten gegerek karin bosuluguna gelen v. testicularis’lerden de

sagdaki v. cava inferior’a, soldaki ise v. renalis sinistra’ya drene olur (Sekil 2.3) (19).

A. cremasterica | V. testicularis

A. testicularis

A. ductus deferentis .

Plexus pampiniformis

V. testicularis sinistra
V. testicularis dextra

A. testicularis dextra

A. testicularis sinistra

Sekil 2.3. Testis’lerin damar yapisi (20)

Testis’lerin tunica vaginalis testis’in ylizeyelinden kaynaklanan ylizeyel venleri ile
epididymis ve testis dokusundan kaynaklanan derin venleri birlesir ve funiculus
spermaticus boyunca yiikselerek karin bosluguna gelir. Karin boslugu igerisinde
sagda ve solda v. testicularis’leri takip ederek aorta’nin 6n ve yan taraflarindaki lenf
diigiimlerine (lumbal ve para-aortik lenf diigiimleri) drene olurlar. Bu durum aslinda,
embriyolojik gelisim sirasinda testis’lerin abdominal duvarin arka-iist kisminda
gelismesinden ve scrotum igerisine inerken kan ve lenf damarlarini da birlikte

stiriklemesinden kaynaklanmaktadir (15, 19).

Testis’lerin sempatik lifleri medulla spinalis’in T10.-12. segmentlerinden gelir.
Presinaptik sempatik lifler ganglion aorticorenale ya da ganglion mesenterica
superior’daki postsinaptik ndronlarla sinaps yaparlar. Bu ganglionlardan ¢ikan
postsinaptik sempatik lifler ise damarlarin ertrafindaki pleksuslarla testis’lere ulasir
ve testislerdeki kan damarlarini, diiz kas hiicrelerini ve interstisyel hiicreleri innerve
eder (15). Parasempatik lifler testis’lere medulla spinalis’in S2-4. segmentlerinden n.
splanchnicus pelvici’ler araciligiyla gelmektedir. Plexus hypogastricus inferior ve

plexus testicularis ile testis dokusuna gelen parasempatik lifler diiz kas hiicrelerini ve
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kan damarlarin1 innerve eder. Testis’lerin  somatik innervasyonu ise n.
genitofemoralis (L1-L2) ve n. ilioinguinalis (L1) ile saglanir. Bu sinirler, testis’lerin
duyusal fonksiyonlarindan sorumludur ve agri, basing ve sicaklik gibi duyular

tasirlar (15, 17).

2.3. TESTIiS’LERIN HISTOLOJISi

Her bir testis yaklasik 250 adet lobuli testis’lerden olusmaktadir. Lobuli testis’ler,
testosteron salgisindan sorumlu Leydig hiicrelerinden (endokrin interstisyel
hiicreler), sperm iiretiminin meydana geldigi seminifer tiibiillerden (tubuli seminiferi
contorti)  ve interstiyel dokudan meydana gelmektedir (21). Bu yapilarin ve
hiicrelerin aralarindaki etkilesimler, testis’lerin lireme sistemi ig¢indeki islevlerinin

diizenlenmesine ve devamliligina katkida bulunurlar (22).

Interstisyel doku, testis’lerde seminifer tiibiiller arasindan bulunan ve testis’lerin
biiyiik bir kismini olusturan seyrek bag dokusudur. Bu doku kan ve lenf damarlarini,
sinirleri, fibroblastlar1 ve Leydig hiicrelerini igermektedir (23). Testis’lerdeki
hiicrelerin beslenmesi ve oksijen alimi i¢in gerekli olan kan akigini saglayan bu doku,
ayrica spermatogenez siireci ve Leydig hiicreleri tarafindan testosteron liretimi igin

uygun bir mikrogevre yaratmaya katkida bulunur (24).

Seminifer tiibiiller, testis’lerin ana fonksiyonel yapilar1 olup sperm iiretimi bu
hiicrelerde gergeklesmektedir. Testis’lerin toplam hacminin yaklagik %901
olustururlar (25). Her tiibiil, germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri igeren germinal epitel
ile kaplidir. Germ hiicreleri, spermatogenez stirecinde sperm hiicrelerine doniistirken,
Sertoli hiicreleri, spermatogenez ve spermiyogenez siire¢lerinin diizenlenmesinde

gorev alir (26).

Testis’lerin endokrin hiicreleri olarak gorev yapan Leydig hiicreleri, spermatogenez
siirecinin  diizenlenmesinde Onemli bir rol oynayan testosteron hormonunun
iiretiminden sorumludur. Interstiyel dokuda bulunan ve luteinize edici hormon (LH)
tarafindan uyarilan bu hiicreler, testis dokusunun %20’sini olusturmaktadir.

Testosteron sentezi, hypothalamus’un gonadotropin salgilayict hormonunu (GnRH)



tiretmeye bagladigi ergenlik doneminde baslar. Testosteron, testis’lerde ve diger
hedef dokularda androjen reseptorleriyle etkileserek spermatogenez ve sekonder
cinsiyet 6zelliklerinin diizenlenmesine katkida bulunur (27, 28).

Sertoli hiicreleri ise, spermatogenez ve spermiyogenez siireclerinin diizenlenmesinde
gorev alir ve germ hiicrelerine hiicresel destek, koruma ve beslenme saglar (29).
Sertoli hiicreleri, hiicre biiylimesi ve farklilasma i¢in gerekli olan plazma faktoérlerini
saglarken, spermatogenetik hiicreleri dolasan bagisiklik bilesenlerinden korur.
Testis’lerdeki bagisiklik bariyerini olusturarak ~ germ hiicrelerini  bagisiklik
sisteminden koruyan bu hiicrelerin fonksiyonlar1 folikiil uyarici hormon (FSH) ve

testosteron tarafindan diizenlenir (28, 30).

Sertoli hiicreleri, testis disindaki yeni spermleri tastyan suyu siirekli olarak seminifer
tiibiillere birakir. FSH tarafindan uyarilan besin maddelerinin iiretimi ve androjen
baglayic1 protein (ABP), spermiyogenez igin gerekli olan testosteron seviyesini
yogunlagtirir. Endokrin hiicreler olarak, 6n hipofiz bezini geri besleyerek FSH
sentezini ve salmimini baskilayan 39 kDa'lik glikoprotein inhibini salgilarlar.
Spermiyogenez sirasinda artik sitoplazma, geride kalan cisimler olarak atilir ve
Sertoli hiicrelerinin lizozomlar1 tarafindan fagosite edilerek sindirilir. Sperm
proteinlerinin higbiri normalde kan-testis bariyerinin geri tarafindan gegmez (29).

Leydig ve Sertoli hiicreleri arasindaki etkilesimler, testis’lerin diizgiin ¢aligsmas1 i¢in
onemlidir. Ozellikle, Leydig hiicrelerinin iirettigi testosteron, Sertoli hiicrelerinin
reseptorleri araciliiyla spermatogenezin diizenlenmesinde etkilidir (31). Sertoli
hiicreleri ayrica, inhibin ve aktivin gibi bazi peptid hormonlar salgilayarak,
hypothalamus ve gl. hypophysialis {izerinden geri besleme mekanizmalariyla

testosteron ve FSH tiretimini diizenler (32).

Seminifer tiibiillerin epitelinde bulunan spermatojenik hiicreler, diizenli bir sekilde
boliinerek olgun sperm hiicrelerine doniisen olgunlasma asamasindaki hiicrelerdir. 4-
8 katli bir tabaka seklinde olan bu hiicreler, bazal laminadan liimene dogru
yonelmistirler. Spermatojenik hiicreler kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar ve
seminifer tiibiillerin bazal laminalarindan limene dogru sirasiyla spermatogonyum,

spermatosit, spermatid ve spermium seklinde bulunmaktadirlar (33).



2.4. TESTISLER’IN FiZYOLOJiSi

Testis’ler, erkek iireme fizyolojisinde yer alan organlarin ilkidir. Erkek iireme
hiicresi olan spermlerin sentezlendigi ve depolandigi bir organ olan testisler,
spermatogenezden ve testosteron hormonunun salgilanmasindan sorumludur.
Testis’lerde iiretilen sperm hiicreleri bir ka¢ giin i¢inde epididymis’e taginir ve

burada depolanir (34).

Hypothalamus’tan salgilanan pulsatili GnRH, adenohypopyhsis’ten LH hormonun
salgilanmasinda rol oynamaktadir. Adenohypophysis’ten salgilanan LH ise,
seminifer tiibiilde yer alan leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasini uyarir
(35). Testosteron, insan yasaminin {ic asamasinda zirve yapar. 11k asama, testis’lerin
olustugu ve erkek genital bezlerinin gelistigi fetal ddnemdir. Ikinci asama, dogumdan
itibaren gegen ilk iki aydir ve fetal donemde gelisen gonadlar olgunlasir. Ergenlige
kadar, testosteron dinlenme agamasina girer. Son agsama ise ergenlik donemidir ve bu
donemden itibaren tekrar zirve yapan testosteron yasam boyu devam eder.
Testosteron, erkeklerde ikincil cinsiyet Ozelliklerinin olusumuna izin veren bir
androjen gorevi goriir (34). Testosteron’un etkisiyle erkeklerde meydana gelen
degisiklikler arasinda killanma, ses kalinlagmasi, kas kiitlesi ve kemik yogunlugunun
artmast ve metabolizma hizinin artmasi yer alir (34). Sabahlari daha yiiksek
konsantrasyonlarda ve 6gleden sonra daha diisiik konsantrasyonlarda olan giinliik bir
ritim, saglikli geng erkeklerde testosteron salgilanmasini karakterize eder (36).
Birgok ¢alisma, yasli erkeklerde testosteron’un giinliik ritminin azaldigini ortaya
koymustur (37). Testosteron konsantrasyonundaki yasa bagli azalma orani kronik
hastaliklar, obezite ve ilacglar gibi faktorlerden etkilenebilir. Epidemiyolojik
caligmalar, diisiik testosteron seviyelerinin ve viicut kompozisyonundaki, fiziksel
fonksiyondaki ve hareketlilikteki degisikliklerin; T2DM, metabolik sendrom,

koroner arter hastalig1 ve kirik gelisme riski olusturdugunu gostermektedir (38).

2.5. SPERMATOGENEZ

Spermatogenez, spermatogonyum adi verilen nispeten farklilagmamis bir diploid

hiicrenin, spermatozoon adi verilen olduk¢a 6zellesmis bir haploid hiicreye yavas



yavas evrimlestigi oldukg¢a karmasik bir zamansal olaydir (39). Ergenlik donemi ile
baslayan spermatogenez siireci, 6n hipofizden gonadotropik hormonlarin salgisinin
uyarilmasi sonucu baslar ve seminifer tiibiillerde meydana gelir. Testosteron varligi
ile gergeklesen spermatogenez, ergenligin baslangicindan yasamin sonuna kadar
devam eden karmasik bir olaydir (40). Sertoli hiicreleri spermatogenez siirecinde
kritik 6neme sahip olup testikiiler cinsiyetin erkek yoniinde gelisimini saglar. Bazal
laminadan seminifer tiibiillere kadar uzanan Sertoli hiicreleri, spermatogenezde germ
hiicreleri ile etkilesime girdikleri gibi, birbirleriyle de giiclii baglantilar olusturur.
Hiicreler arasindaki bu baglantilar kan-testis bariyerini olugmasini saglarlar. Sertoli
hiicreleri ayrica inhibin hormonunu sentezleyerek 6n hipofiz bezinden gonadotropin

salgilanmasini baskilar (41).

Ortalama bir kiside 74 giin siiren spermatogenez olayinin, baslamasi ve devam
ettirilmesi gl. hypophysialis’ten salgilanan FSH ve LH’nin kontrolii ile olmaktadir
(42). Siireg, spermatositogenez ve spermiyogenez seklinde iki temel asamada
gerceklesir. ilk asamada spermatogonyum adi verilen kok hiicreler, Sertoli
hiicrelerinden gegerek siki baglanti noktasini atlayarak seminifer tiibiil limenine
gecer. Spermatositogenez asamasinda olan spermatogonyumun bu ilerleyisinde
gerekli fiziksel destek ve beslenme destegi Sertoli hiicreleri tarafindan saglanir.
Spermatogonyumlar mitotik bdliinmeye ugrar ve dnemli bir degisim asamasina girer.
Mitoz boliinmesinden sonra olusan hiicreye birincil spermatosit denir. Her birincil
spermatosit, mayozun bir sonucu olarak iki ikincil spermatosit olusturur. Daha sonra
sekonder spermatositler de mayoz gegirir ve dort spermatid olusturur. Ikinci asamada
spermatidler olgunlasir ve sperm hiicresini olusturur. Spermatidler baslangigta
islevsel degildir. Spermatogenez birka¢ giin i¢inde kuyruk olusumu, akrozom ve

spermatidlerde ¢ekirdek gelisimi ile tamamlanir (Sekil 2.4) (42).
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Sekil 2.4. Spermatogenez siireci (43)

'}

Spermatogenez sonucu olusan olgun spermatid hiicrelerinde kuyruk olusumu
meydana gelir ancak bu hiicrelerin hareket yetenekleri sinirlidir. Olgun spermatidler
epididymis’te birkag¢ giin depolanir ve hareket etme yetenegi kazanir. Hareket etme
yetenegi kazanmis olan bu hiicrelere artik spermatozoon adi verilmektedir (34, 44).
Olgun bir sperm bas, boyun ve kuyruk bolgesi olmak tlizere 3 kisimdan olusur. Bag
bolgesinde sperm hiicresinin genetik bilgisini tasiyan bir ¢ekirdek bulunur. Sperm
hiicresinin boyun kismi, hiicrenin enerji deposu gorevi goriir. Kuyruk kismi ise
yapisindaki kirpikler sayesinde oosite dogru hareket saglar. Bu nedenle, sperm
kalitesinin en kritik gostergeleri sperm sayisi, yasayabilirligi ve ilerleyici
hareketliligidir. Spermin progresif hareketliligi, spermatozoanin oosite hareketi i¢in
gereklidir (45, 46).

2.6. HYPOTHALAMUS
Hypothalamus, ticiincii ventrikiiliin her iki yaninda ve thalamus’un hemen altinda yer

alan, beynin kiigiik bir pargasidir. Gl. hypopysialis’in hemen {izerinde bulunan bu
yapi, toplam beyin hacminin yaklasik %2’sini olusturmaktadir (Sekil 2.5). Cok
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kiiglik bir yap1 olmasina ragmen endokrin fonksiyonlarin ve homeostatik dengenin

¢ok onemli bir diizenleyicisidir (47).

Viicudun i¢ ortaminin kimyasal dengesini ve sicakligini koruyan karmasik otonom
mekanizmalariin ¢ogu hypothalamus’ta yer almaktadir. Bunun yani sira, duygusal
ve iggiidiisel davraniglart diizenlemek igin limbik sistemle birlikte ¢aligmaktadir (34).
"Otonomik sistemin bas ganglionu" olan hypothalamus; istahi, susuzlugu, duygusal
tepkiyi, cinsel istegi ve daha fazlasini diizenlemekten sorumludur. Ayn1 zamanda
otonom sinir sisteminin isleyisini de (nabiz, kan basinci, solunum ve uyarilma)
diizenlemektedir (34). Diencephalon’un o6n-alt kisminda yer alan hypothalamus,
merkezi sinir sistemi ile endokrin sistem arasinda baglanti saglayarak viicudun ig

dengesini ayarlamaktadir (34).

. . Ventriculus tertius
Comissura anterior

Corpus pineale
Hypothalamus

Hypopyhsis Corpus mamillare

Sekil 2.5. Hypothalamus’un konumu (43)

Hypothalamus ¢esitli niikleuslara ve niikleer bolgelere ayrilmistir (Sekil 2.6).
Niikleuslarr, medialden-laterale dogru ii¢ bolgede yer almaktadirlar. 3. ventrikiile
yakin olan bolge periventrikiiler bolgeyi, buranin dig kismindaki alan medial bolgeyi,
en dista kalan alan ise lateral bolgeyi olusturmaktadir (48). Hypothalamus’ta, ndronal
govdeler cekirdekler halinde diizenlenmistir. Bu karmasik ndronal baglant1 sistemi,
hipotalamik ndronlar ve diger beyin bdlgeleri arasinda siirekli iletisim saglar.
Hipotalamik c¢ekirdekler, anatomik konumlarina veya hiicreleri tarafindan iretilen
temel noropeptitlere gore simiflandirilabilir. Bununla birlikte, bazi hipotalamik

cekirdekler, birden fazla ndronal hiicre tipi icerebileceginden, birden fazla isleve
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sahip olabilir. Hypothalamus’ta bulunan nucleus paraventricularis (PVN), nucleus
arcuatus (ArkN) ve nucleus ventromedialis (VMN) gida aliminin diizenlenmesinde
rol oynayan esas niikleuslardir. Ostrojen ve androjene duyarli afferent néronlar
sayesinde hypothalamus’ta bulunan ArkN, nucleus preopticus (PON) ve nucleus
supraopticus (SON) hem kadinlarda hem de erkeklerde GnRH hormonunu
salgilayarak cinsel davranist kontrol eder (49, 50). GnRH disinda hypothalamus’tan
salgilanan diger hormonlar; tirotropin salgilatict hormon (TRH), kortikotropin
salgilatici hormon (CRH), biiylime hormone salgilatict hormon (GHRH), prolaktin
salgilatict hormon (PRF) ve melanosit stimiilan hormon salgilatici faktor
(MSHRH)’diir. Hypothalamus salgiladigt bu hormonlar araciligiyla gl

hypophysialis’i uyarmakta ve fizyolojik cevaplarin olusmasini saglamaktadir (48).

Nuc. dorsomedialis

Nuc. paraventricularis
— ey

Nuc. posterior

Nuc. supraoptieus B el Nuc. ventromedialis

Nuc. tuberalis

Sekil 2.6. Hypothalamus’un baslica niikleuslar1 (18)
2.6.1. Hypothalamus’tan GnRH Salgilanmasi

Endokrin bezlerinin sentezledigi ve kana verdigi kimyasal maddelere hormon adi
verilmektedir. Hypothalamus, noroendokrin kontroliinii salgiladigi hormonlar
araciligiyla gl. hypophysialis’in hormon salgilamasini saglayarak yapmaktadir.
Nucleus arcuatus’ta bulunan ver her hormon i¢in salgilanan salgilatict hormon (RH,
releasing hormon) ve baskilayict hormon (IH, inhibiting hormon) néronal bir yol ile

(tractus tuberohypophysialis) hipofizial portal sisteme tasinir. Adenohypophysis’i
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(6n hipofizi) etkileyen bu hormonlar, tropik hormonlarin salgisim1 diizenlemektedir

(47).

Hypothalamus’un preoptik alanindan salgilanan GnRH, hypothalamus’tan
adenohypophysis’e tasinarak ergenligin baslamasini sagladigi gibi her iki cinsiyette
de cinsel islevleri kontrol etmektedir (10). GnRH’nin biyokimyasal yapisi 10 amino
asitten (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) olusmaktadir. GnRH,
hypothalamus’un ArkN, PVN, MPN (medial preoptic niikleus) ve SON
¢ekirdeklerinden adenohypophysis’e ulasmak i¢in hipofizyal portal dolasima salinir
(34). Viicutta GnRH hormonu salgilanmasi pulsatil ve dalgalidir (1-2 saatte bir, 15-
25 dk salgilanir). Ilkbahar mevsiminde ve sabanim erken saatlerinde muhtemelen
melatonin ile iliskili olarak GnRH salgisinin en yiliksek seviyeye ¢iktig
bilinmektedir. Istisnai olarak disi iireme dongiisiiniin preovulatuar asamasinda GnRH

salinimu stireklidir (51).

Hipofizyal portal dolagim yoluyla gl. hypophysialis’e tasinan GnRH, bu bezdeki
spesifik bir hiicre tiirii olan gonadotroplar iizerindeki reseptorlerine baglanarak
gonadotropinlerin  (LH ve FSH) sentezini ve salgilanmasimi1  diizenler.
Gonadotropinler de sistemik dolasima salmir. Daha sonra, erkeklerde
gonadotropinler, spermatogenez ve androjen biyosentezini diizenlemek igin

testis’lere etki eder (52, 53).

2.7. Gl. HYPOPHYSIALIS (GL. PITUITARY, HiPOFiZ BEZI)

2.7.1. Gl. Hypophysialis’in Anatomisi

Hypothalamus’un alt kisminda bulunan gl. hypophysialis, sfenoid kemikte fossa
hypophysialis denilen ¢ukur alanda bulunmaktadir. Infundibulum denilen bir sap
aracilifiyla hypothalamus’a baglanmistir. Bezin iist yiizii dura mater uzantist olan ve
diaphragma sellae denilen bir ortii ile ortiilidiir. Yaklasik olarak 0,5-1 gr agirliginda
olan bu bez, hypothalamus ile birlikte endokrin bezlerin fonksiyonlarin

diizenlemektedir (Sekil 2.7) (48, 54).
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Gl. hypophysialis, anatomik konumu itibariyle 6nemli yapilarla da komsuluk
yapmaktadir. Bezin 6n-alt kisminda sinus sphenoidalis, 6n-list kisminda ise chiasma
opticum yer almaktadir. Yanlarda ise sinus cavernosus’lar ve icinden gecen bazi

kranial sinirler ve a. carotis interna ile komsuluk yapmaktadir (Sekil 2.7) (54).

Hypophysis

Chiasma opticum

N. oculomotorius
N. trochlearis
N. opthalmicus

N. macxillaris

N. abducens Sinus cavernosus

A. carotis interna

Sekil 2.7. Hypophysis’in konumu ve komsuluklari (18)

Gl. hypophysialis, neurohypophysis (lobus posterior) ve adenohypohysis (lobus
anterior) olmak tizere iki lobdan olusmustur (Sekil 2.8). Norol ektodermden gelisen
neurohypophysis kismindan hormon sentezi olmamaktadir. Eminentia mediana
araciligiyla hypothalamus’a baglanan bu boéliimde hypothalamus’tan salgilanan
vasopressin (antidiiiretik hormon) ve oksitosin hormonlart depo edilir ve salgilanir.
Oksitosin hormonu dogumun gerceklesmesini saglarken vasopressin bdbreklerden

suyun geri emilimini saglar (48).
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Sekil 2.8. Adenohypophysis ve Neurohypophysis (18)

Agiz boslugu ektoderminden gelisen adenohypophysis’ten ise hypothalamus’tan
salgilanan salgilatict hormonlarin etkisi ile birgok hormon salgilanmaktadir. Bu
hormonlar; biiylime hormonu (GH), tiroid uyarict hormon (TSH), gonadotropik
hormonlar (FSH, LH), dogumdan sonra siit iiretimini saglayan prolaktin (PRL) ve gl.
suprarenalis’lerde kortizol salinimini uyaran adrenokortikotropik hormon (ACTH)’

dur (Sekil 2.8) (34).
2.7.2. Gl. Hypophysialis’ten LH ve FSH Salgilanmasi

Hypothalamus’tan salgilanan GnRH, adenohypophysis’ten FSH ve LH
hormonlarinin salgilanmasini1 uyarmaktadir. Bu hormonlarin tireme sistemi tizerinde
onemli rolleri bulunmaktadir. Ovaryumlar ve testis’ler {izerinde etki gésteren FSH,
yumurta ve sperm hiicresinin olgunlagsmasinda rol oynarken ayni zamanda da seks
hormonlarinin tretimini de diizenlemektedir. FSH, testisler’deki seks hormonu
baglayic1 globulin salgilanmasin1 ve spermatogenezi diizenleyen Sertoli hiicrelerini

uyartir.

Adenohypophysis’ten salgilanan bir baska gonadotropik hormon olan LH,
testis’lerdeki Leydig hiicrelerini uyararak testosteron salgilanmasini uyarir. Bu
hormon kadinlarda ise ovulasyon siirecinde rol oynamakta ve ovaryumlarda dstrojen

ve progesteron hormonlarinin salgilanmasini saglamaktadir (49).
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Yasla birlikte azalan GnRH sekresyonunun aksine, LH ve FSH serum seviyeleri yash
erkeklerde geng erkeklere gore daha yiiksektir. LH ve FSH hormonlart cAMP yolunu
aktive ederek testis’lerdeki Leydig ve Sertoli hiicrelerini etkiler. cAMP sekonder
haberci sistemini kullanan bu hormonlar, testosteron salgilanmasimmi ve

spermatogenezi uyarir (34).

2.8. HIPOTALAMUS-HIPOFIiZ-TESTIS AKSI

Saglikli  erkeklerde ergenligin baslamasindan ve tireme fonksiyonlarinin
gelismesinden sorumlu olan hypothalamus, gl. hypophysialis ve testis’ler
birbirleriyle koordineli bir sekilde ¢alisirlar. Bu sistemin her bileseni, feedback
mekanizmalariyla dengelenir (55). Ureme fizyolojisinin temeli olan bu mekanizma,
erkeklerde hipotalamus-hipofiz-testis (HHT) aks1 olarak bilinmektedir (Sekil 2.9).
Bu nedenle HHT aksinda meydana gelebilecek herhangi bir bozulma, bazi
endokrinolojik  bozukluklara, jinekolojik sorunlara hatta infertiliteye neden
olabilmektedir (34, 55).

Ergenligin  baglamasindan sorumlu olan ve hypothalamus’tan salgilanan
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), adenohypophysis’ten FSH ve LH
hormonlarinin salgilanmasini uyarir. Adenohypophysis’ten salgilanan FSH hormonu,
sertoli hiicrelerini uyararak spermatogenezi baslatirken, LH hormonu testisler’deki
Leydig hiicrelerini etkileyerek testosteron salgisini artirir. Testosteron, negatif
feedback yoluyla GnRH salgilanmasint baskilayarak LH ve FSH salgisinin
diizenlenmesini saglar. Ayrica testislerde yer alan sertoli hiicrelerinden inhibin adi
verilen glikoprotein  salgilanmas1  gerceklesir.  Spermatogenezi  baskilamak
gerektiginde, salgilanan inhibin, 6n hipofiz bezi lizerinde gii¢lii bir inhibitor etki

gosterir (Sekil 2.9) (34).
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Sekil 2.9. Hipotalamus-Hipofiz-Testis Aksi (56)

Hipogonadizm, gl. hypopyhsialis’ten gonadotropin salgilanmasindaki bir bozukluk
nedeniyle ortaya cikan ve genetik nedeni tam olarak belirlenemeyen bir klinik
durumdur. LH ve FSH'nin yetersiz veya eksik salgilanmasi nedeniyle testis’lerin
Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasi durur veya azalar. Ayrica sertoli
hiicrelerinde de spermatogenez bozulur. Bu hastalikla diinyaya gelen bireyler
ergenlik ¢agina geldiklerinde saglikli bir sekilde ergenlige giremezler ve ikincil
cinsiyet dzellikleri gelismez. Infertilite bireylerde sik karsilasilan bir klinik sorundur.

Cinsel gelisim bozuklugunun yani sira kas-iskelet sistemi bozuklugu, osteoporoz,
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anormal viicut yag dagilimi, anemi, psikiyatrik bozukluklar gibi bir¢ok hastalikta

organ ve sistemleri etkileyen komplikasyonlar goriiliir (34).

2.9. SPEXIN

Spexin (SPX), 2007 yilinda Hidden Markov modeli araciligiyla kesfedilen endojen
bir noropeptittir. SPX, galanin/kisspeptin/Spexin peptit ailesinin en son kesfedilen
tiyesidir (33,34).

2.9.1. SPX’in Biyokimyasal Yapisi ve Lokalizasyon

Yeni bir néropeptit olan SPX, 14 amino asit kalintisindan olugsmaktadir ve noéropeptit
Q (NPQ) olarak da bilinmektedir (57). SPX peptidinin amino asit dizisi, tim
omurgalilarda ve omurgasizlarda evrimsel olarak korunmustur. Bu nedenle SPX'in
hayatta kalmak i¢in gerekli oldugu ve bir¢ok viicut fonksiyonunu yerine getirdigi i¢in
de c¢esitli doku/organlarda bulunabilecegi iddia edilmektedir. SPX noropeptidi
kardiyovaskiiler, iskelet, sindirim, iiriner, ireme, endokrin ve merkezi sinir sistemleri
dahil olmak iizere viicudun biiylik sistemlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica
SPX’in, dolasima salinarak organlarin ve dokularin fizyolojik fonksiyonlarini da

degistirebilecegi diisiiniilmektedir (58, 59).

Kromozom 12 iizerinde lokalize olan SPX geni (C120rf39 geni), 116 amino asit
kalintisindan olusan preproSpexin proteinini kodlamaktadir. PreproSpexin peptidi,
hem bir hidrofobik sinyal peptidi (SP), hem de iki dibazik prohormon
boliinme/amidasyon bolgesi (RR/KR & GRR) igermektedir (60, 61). PreproSpexin,
bir dizi protein sentezi siirecinden gegtikten sonra hiicresel fizyolojik stiregler icin

etkili olan "olgun SPX" formu olusur. (Sekil 2.10).
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RR/KR GRR
SP

Preprospexin

r"“'l l\“\l SPX, in:
NWT FQAM LYLKGAQ tetrapods
NWT PQAM LYLKGTQ bony fish

Sekil 2.10. Tetrapodlarda ve balik modellerinde SPX1 (SPX) kodlama dizisinin
organizasyonu (61)

(SP: sinyal peptidi; N: asparagin; W: triptofan; T: treonin; P: prolin; S: glutamin; A: alanin; M:
metiyonin; L: 16sin; Y: valin; K: lizin; G: glisin; SP: sinyal peptidi; RR/KR ve GRR: boliinme yerleri)

Dibazik boliinme bolgeleri arasindaki kiigiik bir amino asit bdlgesi, ndropeptit Q
(NPQ) olarak da adlandirilan SPX’in 14 amino asidini olusturur. SPX geni
(C120rf39), insanlarda 6 ekzon ve 5 introndan olusmaktadir. 1. ve 2. ekzonlar sinyal
peptidini kodlarken, 3. ve 4. ekzonlar aktif peptidi kodlamaktadir. SPX'in 14 amino
asitlik dizisi, insanlarda ve diger tiirlerde yalnmizeca kiigiik degisikliklerle yiiksek
oranda korunur. Ornegin kedilerde, kdpeklerde ve pandalarda, serin amino asit 6.

pozisyonda alanin ile degistirilir (Sekil 2.11) (61).

fnsan CRPRCRECHEEEE®
Fare CHPREREEPEEEEE
Spexin Ked CPPEERREEEEEE
Tavuk OO DOTEHOBDDOD)
Zombit  COOEOLEEEEEOE®
Akvaryum bal§i  (unGXim)Eo)Gn) et mte)be) o) Gn)

— e Nl g Ny B s o iy Nie g g M0 g e e

Sekil 2.11. Cesitli tiirlerde SPX'in amino asit dizisi (62)
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2.9.2. SPX’in Fizyolojik Fonksiyonlar1 Ve Reseptorleri

SPX'in bir¢ok canli tiirlinde merkezi/cevresel dokularda yaygin olarak dagilmasi,
bircok fizyolojik ve patolojik fonksiyonda ¢ok Onemli bir rol oynadigim
diisiindiirmektedir. Ornegin, SPX o6zellikle gida alim1 ve enerji metabolizmasinda
(glikoz/yag metabolizmasini) rol oynarken, ayrica gastrointestinal motiliteyi, agri
algisini, endokrin, tlreme ve Kkardiyovaskiiler fonksiyonlar1 da etkiledigi
bilinmektedir. Ek olarak, SPX'in temel rolleri obezite, anoreksiya nervoza, diyabet,

anksiyete ve depresyon gibi patolojik durumlarda ortaya ¢cikmistir (58, 63-65).

SPX’in iireme fonksiyonlarindaki rolii bircok farkli balik tiiriinde yapilan
caligmalarla incelenmis ve bu tiirlerde tireme aksini inhibe ettigi gosterilmistir (65).
Liu ve arkadaglar1 (65), baliklarin iireme mevsimlerde SPX ifadesinin iireme
olmayan mevsimlere gore daha diisiik seviyelerde oldugunu belirtmislerdir.
Intraperitoneal olarak uygulanan SPX’in japon baliklarnda LH salmimim

baskiladigin1 da gostermislerdir.

SPX’in iireme fonksiyonlarindaki merkezi rolii, dncelikle teleostlarda incelenmistir
ve ortaya ¢ikan sonuglar SPX'in hipotalamik-hipofiz-testis aksinin hipotalamik ve
hipofiz seviyelerinde etki gosterebilecegini diigiiniilmiistiir. Hipotalamik seviyede,
turuncu benekli orfoz ve benekli sagilmada, SpxmRNA ifadesi yumurtalik gelisimi
boyunca degismis, ancak SPX'in in vivo ve in vitro uygulamasinin GnRH 1 iizerinde

higbir etkisi olmadig1 goriilmiistiir (59).

Buna karsilik, dil baligina yapilan, intraperitoneal SPX enjeksiyonu, gonadotropin
inhibe edici hormon ve GnRH3 mRNA ekspresyonunu arttirmistir (61, 66).
Intraperitoneal olarak uygulanan SPX’in hipotalamusta GnlH ve GnRH
ekspreyonunu artirirken, GH ve FSH ifadesini azalttigi belirlenmistir (67). Gl.
hypophysialis diizeyinde, SPX'in gonadotropinler iizerinde inhibitor etkisi oldugu
veya hi¢ etkisi olmadigi gosterilmistir. SPX'in tilapiada LH ve FSH plazma
diizeylerini baskiladig1 bildirilmistir (59, 66).
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Birgok farkli tiirde SPX’in iireme fonksiyonlarin iizerinde olan endokrin etkileri,
hypothalamus ve gl. hypophysialis seviyelerindeki etkileri gosterilmis olsa da hala
insanlarda ve memelilerde bu etkileri net olarak ortaya g¢ikarabilecek bir calisma

yapilmamustir.

Yapilan bircok ¢aligma SPX’in galanin (GAL) peptidine benzer bir yapiya sahip
oldugunu ortaya koymustur. SPX’in memeli ve memeli olmayan omurgalilarda
yaygin olarak eksprese edilen formu SPX1’dir. SPX1'in amino asit dizisindeki 2, 3,
9, 10 ve 12 (Trp2, Thr3, Tyr9, Leul0, GInl12) pozisyonlarindaki amino asitlere,
GAL'de karsilik gelen pozisyondakiler ile aynidir. GAL dizisindeki 2, 3 ve 9
pozisyonlarindaki amino asitler (Trp2, Thr3, Tyr9 amino asidine karsilik gelir) GAL
reseptorlerine baglanma ve GAL reseptorlerinin aktivasyonu igin ana kriter
oldugundan, SPX'in galanin reseptorlerini de baglayp aktive edebildigi One
strilmiistiir (68). Memelilerde ii¢ tip GAL reseptorii tanimlanmistir: GAL1 (la ve
1b), GAL2 (2a ve 2b) ve GAL3 reseptorleri. Yapilan ligand-reseptdr etkilesim
calismalari, SPX'in (SPX1 ve SPX2) GAL2 ve GAL3 reseptorlerini aktive
edebildigini ancak GALI1 reseptorlerini aktive edemedigini gostermistir (69, 70).
Tiim bu ¢aligmalar sonucunda SPX’in GAL2 ve GALS3 reseptorleri i¢in endojen bir
ligand oldugunun tespit edilmesiyle bu peptidin galanin/kispeptin gen ailesinin bir

tiyesi oldugu da dogrulanmustir (58).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Karabiik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
07.06.2023 tarihli ve 2023/3/6 nolu karar1 ile yapilmistir. Calismada yer alan tiim
uygulamalar etik kurulun belirttigi protokole uygun olarak, Karabiik Universitesi
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik AD. laboratuvari ve Inénii Universitesi Histoloji ve Embriyoloji AD.

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. DENEY HAYVANLARI VE DENEY GRUPLARININ
OLUSTURULMASI

Calismada ortalama 280-320 gr agirliginda, Wistar Albino cinsi toplam 40 adet erkek
sican kullanildi. Calisma Oncesi tiim sicanlar tartildi ve wviicut agirliklarinin
ortalamalar1 esit olacak sekilde dort gruba (n=10) ayrildi. Caligma boyunca tim
sicanlar 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiisiinde, 21+2 °C sicakligindaki

ortamda barindirildi, ad libitum olarak beslendi ve normal musluk suyu verildi.

Grup 1: Kontrol Grubu: Bu gruptaki siganlara 7 giin boyunca herhangi bir islem
uygulanmadi. 7. giiniin sonunda bu gruptaki siganlar dekapite edildi ve Kkan,

hypothalamus ve testis dokular1 alindu.

Grup 2: Sham Grubu: Bu gruptaki sicanlara 7 giin boyunca ozmotik mini pompa
ile intraserebroventrikiiler (icv) olarak yapay beyin omurilik sivist (yBOS) verildi
(10 pl/saat). 7. glinlin sonunda bu gruptaki siganlar dekapite edildi ve kan,

hypothalamus ve testis dokular1 alindu.
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Grup 3: Spexin 30 nmol Grubu: Bu gruptaki sigcanlara 7 giin boyunca ozmotik mini
pompa ile icv olarak 30 nmol SPX (NovoPro, Cin, Katalog no: 302592) verildi
(Iul/saat). 7. glniin sonunda bu gruptaki sicanlar dekapite edildi ve kan,

hypothalamus ve testis dokular1 alinda.

Grup 4: Spexin 100 nmol Grubu: Bu gruptaki si¢anlara 7 giin boyunca ozmotik
mini pompa ile icv olarak 100 nmol SPX verildi (1ul/saat). 7. giiniin sonunda bu

gruptaki sicanlar dekapite edildi ve kan, hypothalamus ve testis dokular1 alindi.

3.2. CERRAHI ISLEMLER ONCESI YAPILAN HAZIRLIKLAR

3.2.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisinin Hazirlanmasi

Yapay beyin omurilik sivist (yBOS) SPX peptidinin ¢6ziiciisii olarak kullanildi.
yBOS hazirlamak igin gereken kimyasallar ve miktarlari tablo 3.1’de gosterildi ve
500 ml steril distile su igerisinde karistirilarak iki farkli ¢ozelti hazirlandi. Elde

edilen ¢ozeltilerde 1:1 oraninda karigirildi ve yBOS elde edildi.

Tablo 3. 1. yBOS hazirlanmast i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlar

Cozelti 1 Cozelti 2
Kimyasal adx Miktan (gr) Kimyasal adi Miktar (gr)
NaCl 8.66 Na2HPO4 . 7TH20 0.214
KCI 0.224 NaH2PO4 . H20 0.027
CaCl2.2H20 0.206
MgCI2 . 6H20 0.163

3.2.2. Beyin Infiizyon Kitlerinin Ve Ozmotik Mini Pompalarin Hazirlanmasi

Calisma gruplarindaki sicanlara SPX ve yBOS infiizyonu yapabilmek i¢in 7 giin
boyunca saatte 1 pl madde pompalayabilen ozmotik mini pompalar kullanildi (Alzet,
Katalog no: 2001, ABD) (Sekil 3.1). Sham grubundaki si¢anlara takilacak pompalara

yBOS, spexin 30 nmol ve 100 nmol grubundaki siganlara takilacak pompalara ise
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sirastyla 30 nmol ve 100 nmol SPX dolduruldu. Pompalara dolum iglemi pompa

setine dahil olan kiint u¢lu igne ile yapild1 ve metal kaniillii kapak takildi.

Osmotik mini pompa Beyin infiizyon kiti

1
7 Kaniil
Toplayici ince boru

Q- jﬁ —— — -

Sekil 3.1. Osmotik mini pompa ve beyin infiizyon kiti (71)

Sicanlarin lateral ventrikiilleri i¢erisine madde infiizyonu yapabilmek i¢in pompalara
beyin infiizyon kitleri (Alzet, Katalog no: 8663, ABD) baglandi. ilk olarak beyin
inflizyon kit setine dahil olan 6zel kaniiller kitlere takildi. Takilan kaniiller igerisinde
hi¢ hava kabarcig1 kalmayacak sekilde infiize edilecek maddeler ile dolduruldu ve

ozmotik mini pompalara baglandi (Sekil 3.1).

3.2.3. Sicanlarin Stereotaksik Cihaza Yerlestirilmesi Ve Beyin infiizyon

Kitlerinin Takilmasi

Siganlar, intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG, Avusturya)
ve 8 mg/kg ksilazin (Alivira, Provet Veteriner Uriinleri, Tiirkiye) enjeksiyonu ile
anestezi altina alindi. Fizyolojik yanitlart ve parmak kistirma tepkileri
degerlendirilerek anesteziye girip girmedikleri belirlendi. Anesteziye girdikleri tespit
edilen sicanlarin kafa derileri tras edildi ve agiz ve kulaklarindan sabitlenerek
stereotaksik cihaza (RWD Life Sciences, Standard Stereotaxic for rat, ABD)
yerlestirildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.2. Kafa derisi tras edilen sicanlarin stereotaksik cihaza yerlestirilmesi
Stereotaksik cihaza yerlestirilen hayvanlarin kafa derisi %10’luk povidon iyodin ile

temizlendi ve vertikal kiint bir kesi yapilarak kafa iskeletine ulasildi. Kemik yiizeyi

lyice temizlenerek bregma noktas1 belirgin hale getirildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.3. Bregma noktasi

Lateral ventrikiile giris noktasini belirlemek igin bregma noktasi referans olarak
alindi. Paxinos&Watson sican beyin atlasina gore koordinatlar ayarlandi. Bu

koordinatlar dogrultusunda, referans noktasi olan bregmadan 0.8 mm posterior ve
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1.40 mm lateralde ventriculus lateralis’in giris yeri belirlenip isaretlendi. Isaretlenen
nokta, dura mater’e zarar vermeden bir matkap ile dikkatli bir sekilde delindi.
Stereotaksik cihaz iizerinde yer alan 6zel tutucuya beyin infiizyon kiti yerlestirildi ve
acilan delikten ventriculus lateralis igerisine indirildi. Beyin infiizyon kiti dis
yapistiricist ile kafa iskeletine sabitlendi. Beyin inflizyon kitine bagli olan ozmotik
mini pompalar sicanlarin sirt kisminda deri altina yerlestirildikten sonra kesi yeri 2/0

ipek siitur ile dikildi ve %10’luk povidon iyodin siiriildii (Sekil 3.3).

Sekil 3.4. Beyin inflizyon kitinin kafatasina sabitlenmesi ve ozmotik mini
pompalarin yerlestirilmesi

3.2.4. Sicanlarin Dekapite Edilmesi, Kan Ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Calismanin 7. giiniiniin sonunda siganlar anestezi altinda dekapite edildi. GnRH
seviyesinin sabahin erken saatlerinde en yliksek diizeyde oldugu bilindigi i¢in tiim
siganlarin dekapitasyonu ayni giin ve sabah saatlerinde (09:00-11:00) gergekletirildi.
Sicanlardan alinan kan Ornekleri 4500 rpm hizda 10 dakika santrifiij edildi ve
serumlar1 ayrildi. Elde edilen serum ornekleri FSH, LH ve testosteron hormon
analizlerinin yapilacagi giine kadar -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.
Alinan hypothalamus dokusu RNA koruyucu soliisyon igeren tiiplere koyuldu ve RT-
PCR analizleri yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Alinan testis dokular1 ise etraf
dokulardan temizlendikten sonra histopatolojik analizler i¢in %10’luk formaldehit

sollisyonu igerisine alindu.
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3.3. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

3.3.1. Serum FSH Seviyesinin Belirlenmesi

Serum oOrneklerinde FSH (SunRed, Katalog no: 201-11-0183) seviyesini belirlemek
amaciyla ticari olarak satin alinan rat spesifik ELISA kitleri kullanildi. Serum FSH
seviyesini belirlemek i¢in ilk olarak FSH kiti igerisinden c¢ikan 80 IU/L
konsantrasyonlu standart soliisyon sekil 3.5’te gosterildigi sekilde standart diliisyon
sollisyonu kullanilarak diliie edildi (Sekil 3.5). Standart soliisyonu hazirlandiktan
sonra serum Ornekleri ve kit igerisinden ¢ikan diger soliisyonlar da oda sicakligina
getirildi. Serum FSH seviyesini belirlemek amaciyla kitlerin uygun gordiigii prosediir

uygulandi ve basamaklar1 asagida 6zetlendi.

- 100 pl standart soliisyon, koér ve oOrnekler kuyucuklara eklendi. Kor
kuyucuguna sadece kromojen A, koromojen B ve stop soliisyonu eklenirken FSH-
antikoru ve Streptavidin HRP eklenmedi. Standard kuyucuklarina 50 pl standart
soliisyonu ve 50 pl Streptavidin HRP eklendi. Test kuyucuklarina 40 pl numune, 10
ul FSH-antikoru ve 50 ul Streptavidin HRP eklendi.

- Plakanin iizerine seffaf etiket ile kapatildi ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

- Inkiibasyondan sonra plaka iizerindeki seffaf etiket dikkatli bir sekilde

cikarildi. Plakadaki sivi dokiildii ve kalan s1vi tamamen uzaklastirildi.

- Her kuyucuga yikama soliisyonu eklendi ve plaka kagit havlu iizerine ters
cevrilerek kuyucuklarin bosaltilmas1 saglandi. Bu islem 3 kez olacak sekilde

tekrarlandi.

- Her kuyucuga once 50 pl kromojen A soliisyonu, hemen ardindan da 50 pl
kromojen B soliisyonu eklendi ve 37 °C’de karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibe
edildi.
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- Inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50 ul reaksiyonu durdurma soliisyonu
eklendi. Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika icerisinde 450 nm dalga

boyunda ELISA okuyucuda okuma yapildi ve degerler kaydedildi.

- Elde edilen OD degerlerinden sonra kitin belirttigi hesaplamaya gore serum

FSH seviyeleri hesaplandi.

120pl 120l 120 pl 120_ul

-
Stok =
Standart
e \/ J
LH (mIU/ml) 32 16 8 4 2
FSH (IU/L) 40 20 10 5 2.5

Sekil 3.5. FSH ve LH ELISA kitlerinin standart soliisyonlarinin diliisyonu

3.3.2. Serum LH Seviyesinin Belirlenmesi

Serum orneklerinde LH (SunRed, Katalog no: 201-11-0180) seviyesini belirlemek
amaciyla ticari olarak satin alman rat spesifik ELISA kitleri kullanildi. Serum LH
seviyesini belirlemek i¢in ilk olarak LH kiti igerisinden c¢ikan 64 mIU/ml
kontsantrasyonlu standart soliisyonu sekil 3.5’te gosterildigi sekilde standart diliisyon
sollisyonu kullanilarak diliie edildi (Sekil 3.5). Standart soliisyonlar1 hazirlandiktan
sonra serum Ornekleri ve kit igerisinden ¢ikan diger soliisyonlar da oda sicakligina
getirildi. Serum LH seviyelerini belirlemek amaciyla kitin uygun gordiigii prosediir

uygulandi ve basamaklar1 asagida 6zetlendi.

- 100 pl standart soliisyon, kor ve oOrnekler kuyucuklara eklendi. Kor

kuyucuguna sadece kromojen A, koromojen B ve stop soliisyonu eklenirken LH-
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antikoru ve Streptavidin HRP eklenmedi. Standard kuyucuklarina 50 pl standart
soliisyonu ve 50 pl Streptavidin HRP eklendi. Test kuyucuklarina 40 pl numune, 10
ul LH-antikoru ve 50 ul Streptavidin HRP eklendi.

- Plakanin iizerine seffaf etiket ile kapatildi ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

- Inkiibasyondan sonra plaka iizerindeki seffaf etiket dikkatli bir sekilde

cikarildi. Plakadaki sivi dokiildii ve kalan sivi tamamen uzaklastirildi.

- Her kuyucuga yikama soliisyonu eklendi ve plaka kagit havlu iizerine ters
cevrilerek kuyucuklarin bosaltilmas1 saglandi. Bu islem 3 kez olacak sekilde

tekrarlandi.

- Her kuyucuga once 50 pl kromojen A soliisyonu, hemen ardindan da 50 pl
kromojen B soliisyonu eklendi ve 37 °C’de karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibe
edildi.

- Inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50 ul reaksiyonu durdurma soliisyonu
eklendi. Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika icerisinde 450 nm dalga
boyunda ELISA okuyucuda okuma yapildi ve her kuyucugun optik yogunlugu (OD
degerleri) kaydedildi.

- Elde edilen OD degerlerinden sonra kitin belirttigi hesaplamaya gére serum

LH seviyeleri hesaplandi.

3.3.3. SerumTestosteron Seviyesinin Belirlenmesi

Serum testosteron (BT LAB, Katalog no: EA0023Ra) seviyesinin belirlenmesi igin
ilk olarak ELISA kiti icerisinden ¢ikan standart, 150 ulL konsantrasyonlu
standart/numune seyreltici ile sulandirildi ve 48 ng/ml’lik standard/stok soliisyonu
elde edildi. 24ng/mL, 12ng/mL, 6ng/mL, 3ng/mL ve 1,5ng/mL ¢ozeltiler iiretmek

icin standart stok soliisyonu 1:2 oraninda seyreltici ile seri olarak seyreltildi. Standart
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sollisyonu hazirlandiktan sonra kit igerisinden ¢ikan diger ¢ozeltiler ve numuneler de
oda sicakligina getirildi. Serum testosteron seviyesini belirlemek i¢in kitin dnerdigi

protokol izlendi ve asagida 6zetlendi.

- Tiim 6rnekler (10 ul 6rnek ve 40 ul 6rnek seyreltici), standart, negatif (50 ul)
ve pozitif kontrol (50 ul) kuyucuklara eklendi. Plakanin {izeri seffat etiket ile
kapatildi ve iyice karistirildi.

- Seffaf etiket ¢ikarildi ve kuucuklara 300 ul yikama soliisyonu eklenerek 30
saniye ila 1 dakika kadar kuyucuklarin yikanmasi saglandi. Bu islem 5 kez
tekrarlandi. Son yikamadan sonra plaka kagit havlu {izerine ¢evrildi ve kuyucuklarin

kurumas1 saglandi.

- Her kuyucuga (kor hari¢) 50 ul HRP eklendi, etiket ile kapatild1 ve 37 °C’de
30 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyondan sonra etiket acildi ve 2. basamakta anlatilan yikama islemi

tekrarlandi.

- Her kuyucuga oOnce 50 ul substrat soliisyonu A, ardindan da substrat

soliisyonu B eklendi ve iyice karistirildiktan sonra 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

- Daha sonra her kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklendi. Mavi renk

hemen sariya dondii.
- Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika igerisinde 450 nm dalga
boyunca ELISA okuyucuda okundu ve her kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri)

belirlendi.

- Elde edilen OD degerlerinden sonra kitin belirttigi hesaplamaya gore serum

testosterone seviyeleri hesaplandi.
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3.4. GENETIK ANALIZLER

3.4.1. Ger¢cek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi ile
Hypothalamus’taki GhRH mRNA Diizeyinin Belirlenmesi

Deney gruplarindaki siganlardan hypothalamus’taki GnRH mRNA diizeyinin
belirlenmesi i¢in aliman ve RNA-koruyucu soliisyon icerisinde muhafaza edilen
hypothalamus dokular1 steril kuru buz {izerinde bistiiri yardimiyla kii¢iik parcalara
ayrildi. Bu dokulardan toplam RNA izolasyonu innuPREP RNA mini Kit 2.0
(Analytik Jena, Katalog no: AJ 845-KS-2040050, Almanya) kullanilarak yapildi.

Kitin protokolii asagida 6zetlendi.

- 20 mg doku 6rnegi homojenizasyon i¢in uygun ependorf tiiplere konuldu.

- Dokularin tiizerine 450 pl lizis soliisyonu RL eklendi ve Ornegin

homojenlesmesi saglandi.

- Homojen hale gelen doku 6rnegi 1,5 ml’lik reaksiyon tiiplerine alindi ve

maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi.

- Alict tiiplere dondiirme filtresi D yerlestirildi ve santrifiij edilen siipernatan
bu filtrenin tizerine aktarildi. 11.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatanin

tamaminin filtreden gegmesi saglandi.

- Stipernatan filtreden tamamen gegtikten sonra filtre atildi ve siiziintiiniin
tizerine yaklasik 400 pl, %70’lik etanol eklendi. Birkac kez pipetaj yapilarak iyice

karigmasi saglandi.

- Yeni bir alict tiipe dondiirme filtresi R yerlestirildi. Etanol eklenen numune

dondiirme filtresi R tizerine aktarildi. 11.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

- Siizlintliyii i¢eren alici tlip atildi ve dondiirme filtresi R yeni bir alict tiipe

yerlestirildi.
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- Dondiirme filtresinin kapagi acildi ve tizerine 500 ul yikama soliisyonu HS

eklendi. Filtrenin kapagi kapatildiktan sonra 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Déndiirme filtresi yeni bir alic1 tiipe yerlestirildi. Uzerine 500 pl yikama

soliisyonu LS eklendi ve 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Dondiirme filtresi eliisyon tilipiine yerlestirildi ve filtrenin kapag1 acilarak
tizerine 30-80 pul RNaz icermeyen su eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edildikten sonra 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Dondiirme filtresi R ¢ikarilip atildi ve tiip igerisinde elde edilen RNA uygun

kosullarda muhafaza edildi.

3.4.2. Toplam RNA’larin Safligimin Ve Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Elde edilen toplam RNA’larin safliklar1 ve konsantrasyonlar1 duplike olarak
IMPLEN N60 nano volume spektrofotometrede 6l¢iildi. 260 nm ve 280 nm dalga
boylar1 arasinda alinan absorbans degerlerinin oran1 (A260/A280) RNA 6rneklerinin
saflik dereceleri hakkinda bilgi vermektedir. Bu oranin 1.8-2.0 araliginda olmasi
RNA’larin safliginin en uygun oldugu aralik olarak kabul edilir.

Safliklar1 ve konsantrasyonlari belirlenen RNA 6rnekleri, maksimum hassasiyet i¢in
cDNA sentez Kitinin izin verdigi maksimum konsantrasyon olan 1000 ng'da esitlendi
ve cDNA sentezine kadar -80 °C’de saklandh.

3.4.3 cDNA Sentezi
Toplam RNA 6rneklerinden cDNA sentezi Euroclone Wonder RT cDNA synthesis
kit (Katalog no: EMEO37050) kullanilarak yapildi. Kitin protokolii asagida

Ozetlenmistir.

- Kullanmadan once soliisyonlar vortekslendi ve kisa siire santrifiij edildi.
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- Reaksiyon karigimi buz iizerinde ve mikrosantrifiij tiipii icerinde Tablo 3.2°de

verilen miktarlar kullanilarak hazirlandi.

Tablo 3. 2. Reaksiyon karigimi

Bilesenler Miktar
Total RNA (1000 ng) X pl (Degisken-1000 ng olacak)
5x Reaction Buffer Mix 4 ul
Reverse Transcriptase Il
DNA/RNase Free Water X pl (Degisken-Son hacim 20 pl olacak)

- Reaksiyon karigsimi nazik bir sekilde pipetaj yapildi.

- Asagidaki program termal dongiileyicide (AnalytikJena qTower 3G,
Almanya) kuruldu.

o 25°C’de 20 dk (primer baglanmasi i¢in)

o 48°C’de 15 dk (RNA yapisinin highly-structed olma olasiligina karsin
protocol uyarinca cDNA sentez sicaklig1 48°C olarak tercih edildi)

o 85°C’de 5 dk (inaktivasyon)

- Elde edilen cDNA o6rnekleri qRT-PCR analizlerinin yapilacagi zamana kadar
-80 °C’de sakland.

3.4.4. RT-PCR Protokolii

Hypothalamus dokusunda GnRH geninin ekspresyon seviyesini ve B-aktin geninin
(kontrol gen, housekeeping) ekspresyon seviyesini analiz etmek igin KiCqStart®
SYBR® Green (Sigma, Katalog no: KSPQ12012) primerler ve Euroclone FluoCycle
™ SYBR® Master Mix kullanildi. Her bir gen icin katalogdan secilmis ve gen
ekspresyonlari i¢in optimize edilmis pre-design primer ciftleri (GnRH primer RefSeq

ID: NM_012767; B-aktin primer RefSeq ID: NM_031144) firmadan temin edildi.
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RT-PCR analizleri oncesinde primerler i¢in uygun baglanma sicakligmin tespit
edilmesi ve en iyi amplifikasyonu, en az mismatch ve primer dimerizasyonu ile veren
sicakligin belirlenmesi icin AnalytikJena qTower 3G cihazi kullanilarak gradient bir
PCR calismasi yapildi. Bunun sonucuna gore en uygun sicaklik 58°C olarak

belirlendi.

Tim reaktifler Tablo 3.3'te verilen oranlarda steril bir tiipe eklendi. Her bir 6rnek
i¢cin ¢alisma iki kez tekrarlandi. RT-PCR sartlar1 kitin 6nerdigi sekilde ayarlandi; 95
°C’de 5 dk 1 dongii, 95 °C’de 15 sn 35 dongii ve 58 °C’de 15 sn florasan toplama.
RT-PCR analizleri sonucunda GnRH ve B-aktin genlerinin mRNA ifadelerindeki

degisimler 2"**“" yontemi kullamlarak hesaplandu.

Tablo 3. 3. RT-PCR analizleri i¢in gereken reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Miktar
FluoCycle IITM SYBR® Master 10 pl
Forward primer (250 nM) 0.5 ul
Reverse primer (250 nM) 0.5 ul
DNA 4l
Steril su 5ul
Toplam Reaksiyon hacmi 20 ul

3.5. HISTOPATOLOJIK ANALIiZLER

Deney sonunda alinan testis dokulari %10’luk formaldehit icerisinde tespit edildi.
Tespit sonunda, dokular dehidrasyon ve parlatma islemlerinden gegirilerek parafine
gomiildii. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda alinan kesitler genel morfolojik
yapinin degerlendirilmesi i¢in hematoksilen-eozin (H&E) boyama metodu ile

boyandi.
Leica Q Win goriintii analiz sistemi kullanilarak, her preparattan 20x biiyiitmede,

VIII. asamada bulunan en az 25 adet seminifer tiibiiliin cap1 ve epitel kalinlig

sleiildii.
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3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizler, IBM SPSS istatistiksel yazilim programi (SPSS for Windows
version 26, SPSS Inc., Chicago, IL) ile yapildi. Verilerin normal dagilim gosterip
gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Histopatolojik ve biyokimyasal
analizlerde veriler normal dagilim gosterdigi icin degiskenlerin gruplar arasi
karsilastirilmalart  tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilirken c¢oklu
karsilastirilmalarinda ise varyanslarin homojen oldugu durumlarda Tukey testi
kullanildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak ifade edildi. Genetik analizlerde
veriler normal dagilim gostermedigi i¢in  degiskenlerin  gruplar arasi
karsilastirilmalart  Mann-Whitney U testi  ile  degerlendirilirken, ¢oklu
karsilastirilmalarinda Conover testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma

seklinde verildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. lcv SPX INFUZYONUNUN SERUM LH, FSH VE TESTOSTERON
SEVIYESI UZERINE ETKIiSi

Sicanlara 7 gilin boyunca uygulanan SPX inflizyonu sonrasinda serum LH, FSH ve

testosteron seviyeleri tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4. 1. Spexin Infiizyonun Gruplarin Serum LH, FSH ve Testosteron
Seviyelerine EtKisi

Kontrol Sham Spexin 30 nmol | Spexin 100 nmol
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
LH (mIU/L) 42,5+9,26 39,89+11,10° 59,18+10,92° 60,67+10,83°
FSH (1U/L) 24,24+8 32° 23,72+46,39° 33,86+8,92° 34,13+7,22°
Testosteron (ng/L) | 207,37+13,2% | 207,18+14,41* | 227,51+8,98" 231,93+8,56"

(Degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalar1 tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilirken ¢oklu
kargilagtirtlmalarinda ise Tukey testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

Istatistiksel olarak farklilik gosteren gruplar farkli harflerle gosterildi. 2P n<0.05)

Gruplar arasindan serum LH seviyeleri karsilastirildiginda kontrol ve sham gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken 30 nmol ve 100 nmol SPX
uygulanan gruplarda serum LH seviyesinin hem kontrol hem de sham grubuna gére
anlamli bir sekilde yiiksek oldugu goriildii (p<0.05). 30 nmol SPX uygulanan grupta
serum LH seviyesinin ise 100 nmol SPX uygulanan grup ile benzer oldugu goriildii
(Sekil 4.1).

37



80,00 b

70,00

60,00

50,00

40,00

Serum LH Seviyesi (mg/dl)

30,00

20,00

I I |
Kontrol Sham Spexin 30 nmol Spexin 100 nmol

Sekil 4.1. Spexin inflizyonun gruplarin serum LH seviyelerine etkisi

(Degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalari tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilirken ¢oklu
karsilastirilmalarinda ise Tukey testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

Istatistiksel olarak birbirinden farkli olan gruplar farkli harflerle gosterildi ab p<0.05)

Gruplar arasindan serum FSH seviyeleri karsilastirildiginda kontrol ve sham gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmezken 30 nmol ve 100 nmol SPX
uygulanan gruplarda serum FSH seviyesinin hem kontrol hem de sham grubuna gore
anlamli bir sekilde yiliksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05). 30 nmol SPX uygulanan
grupta serum FSH seviyesinin ise 100 nmol SPX uygulanan grup ile benzer oldugu
goriildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Spexin inflizyonun gruplarin serum FSH seviyelerine etkisi

(Degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalart tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilirken g¢oklu
karsilagtirilmalarinda ise Tukey testi kullanildi. Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.

Istatistiksel olarak birbirinden farkli olan gruplar farkli harflerle gosterildi ab p<0.05)

Serum testosteron seviyeleri agisindan kontrol ve sham gruplar: arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark goriilmedi. Buna karsin 30 nmol ve 100 nmol SPX uygulanan
gruplarda serum testosteron seviyesinin kontrol ve sham gruplarina gére anlamli bir
sekilde yiiksek oldugu goriildii (p<0.05). 30 nmol SPX uygulanan grup ile 100 nmol
SPX uygulanan grupta serum testosteron seviyelerinin benzer oldugu goriildii (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Spexin inflizyonun gruplarin serum testosteron seviyelerine etkisi

(Degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalart tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilirken ¢oklu
karsilagtirtlmalarinda ise Tukey testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

Istatistiksel olarak birbirinden farkli olan gruplar farkli harflerle gosterildi ab p<0.05)

4.2. lcv SPX INFUZYONUNUN HYPOTHALAMUS'TA GNRH MRNA
SEVIYESI UZERINE ETKIiSi

Icv olarak uygulanan SPX’in hypothalamus’taki GnRH mRNA seviyesi iizerine
yaptig1 degisiklikler Sekil 4.4’te gosterilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda kontrol ve sham gruplar1 arasinda GnRH mRNA seviyelerinde anlamli bir
farklillk olmadigi goriilmedi (p>0.05). Fakat SPX uygulanan gruplarda dozdan
bagimsiz olarak kontrol ve sham gruplarina gére GnRH mMRNA seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi goriildii (p<0.05).

Yapilan analizler sonucunda 30 nmol SPX verilen grupta GhRH mRNA seviyesinin
kontrol grubuna gore 1,56 kat arttig1 goriilirken 100 nmol SPX verilen grupta ise
GnRH mRNA seviyesinin ise kontrole gore 1,57 kat artttig1 belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Spexin inflizyonunun hipotalamustaki GnRH gen ifadesi diizeyi lizerine
etkisi

(Verilerin  degerlendirilmesinde gruplar arasi karsilagtirmalar Mann-Whitney U testi ile

degerlendirilirken, ¢oklu karsilagtirilmalarinda Conover testi kullanildi. Degerler ortalama+SS

seklinde verildi. Istatistiksel olarak birbirinden farkli olan gruplar farkli harfler ile gosterildi. ab

p<0.05)

4.3. Ilcv SPX INFUZYONUNUN SEMINIFER TUBUL KALINLIGI VE
TUBUL CAPI UZERINE ETKISI

Histolojik incelemeler sonucunda, tiim gruplarda seminifer tiibiillerin bazal
laminadan liimene dogru uzanan normal histolojik goriinimde bir epitele sahip
oldugu goriildii. Seminifer epitelde sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreler

belirgin olarak ayirt edilmekteydi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kontrol (A), sham (B), spexin 30 nmol (C) ve spexin 100 nmol (D)
gruplarinda seminifer tiibiillerin goriinimii. (H&E; 10x)

Ortalama seminifer tiibiil ¢cap1 ve epitel kalinlig1, sirasiyla, kontrol grubunda 357.9 +
38.9 um ve 74.4+ 10.5 pm; sham grubunda 345.4 + 33.4 um ve 75.2 £11.5 pm;
spexin 30 grubunda 376.3 £ 38.6 um ve 76.9 £ 11.0 um; spexin 100 grubunda 377.9
+37.5 um ve 75.8 £ 9.4 um olarak ol¢iildii (Tablo 4.2). Seminifer epitel kalinligi
yoniinden tiim gruplar istatistiksel olarak benzer bulundu. Diger yandan, seminifer
tibiil capmnin  Spexin 30 ve spexin 100 gruplarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda belirgin sekilde arttigi (p<0.0001); sham grubunda ise kontrol
grubuna gore anlamli sekilde azaldig1 tespit edildi (p=0.001). Sham grubunda 6l¢iilen
tiibiil ¢apinin spexin 30 ve spexin 100 gruplarma gore de belirgin sekilde diisiik
oldugu bulundu (p<0.0001).
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Tablo 4. 2. Gruplara ait ortalama seminifer epitel kalinlig1 ve tiibiil gap1

Gruplar Seminifer epitel kalinhg: Seminifer tiibiil ¢cap1
Kontrol 74.4+10.5 357.9+38.9
Sham 752+ 115 345.4+33.4"°
Spexin 30 nmol 76.9+11.0 376.3 +38.6"
Spexin 100 nmol 75.8+94 377.9+£37.5°

(Degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalari tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilirken ¢oklu
karsilagtirtlmalarinda ise Tukey testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
®Kontrol grubuna gore artis (p<0.0001), *Kontrol grubuna gore azalis (p=0.002), ®Sham ve spexin 100
gruplarina gore azalis (p<0.0001))
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BOLUM 5

TARTISMA

GnRH-gonadotropinler-steroid aksi olarak da adlandirilan hipotalamus-hipofiz-testis
aksi1, erkeklerde iireme fonksiyonlarmin diizenlenmesi i¢in kritik bir dneme sahiptir
(72). Erkeklerde spermatogenez siireci hypothalamus, gl. hypophysialis ve testis’leri
iceren negatif bir geri beslenme dongiisii araciligiyla hem gonadotropinlerin hem de
androjenlerin kontrolii altinda gergeklesmektedir. Hypothalamus’ta nuc. arcuatus
tarafindan sentezlenen GnRH hormonu, adenohypophysis’ten FSH ve LH salinimini
uyarir. Testis dokusunda Leydig hiicrelerinde seminifer tiibiiller {izerinde lokal bir
etkiye sahip olan LH, sperm iiretimini ve olgunlagsmasini saglayan testosteron
tiretimini uyarir. Bunun yaninda FSH ise etkisini dogrudan sertoli hiicreleri lizerine
uygulayarak spermatogenezi tesvik eder ve siirdiiriilmesini saglar. Testosteronun
salinmasi, adenohypophysis’ten LH salgilanmasini1 engelleyerek negatif bir geri
besleme dongiisii yaratir (73). Olduk¢a karmasik olan bu eksende meydana
gelebilecek bir bozulma erkeklerde dogrudan ya da dolayli olarak dogurganligi
etkilemektedir. Bu eksende yer alan hormonlarin konsantrasyonlarinda ya da

salgilanmalarinda meydana gelebilecek degisikliklerin kisirliga neden oldugu
bilinmektedir (74).

Son yillarda yapilan ¢alismalar Kisspeptin sisteminin GnRH salgilayan noéronlarin
aktivitesini diizenledikleri bildirmektedir. Kisspeptin sisteminin onciisii olan Kissl
ve reseptorii olan KisslIr genlerinde meydana gelen mutasyonlarin hipogonadotropik
hipogonadizm ve erken puberteye neden oldugu gosterilmistir (75). GAL-Kisspeptin
ailesinin bir tiyesi oldugu bilinen SPX, ilk olarak sicanlarin mide ve 6zefaguslarinda
submukozal tabakada kesfedilmistir. Merkezi olarak plexus coroideus’un epandimal
hiicrelerinde, superior servikal noronlarda, ganglion trigeminale’de, retinal
fotoreseptorlerde, serebellar purkinje hiicrelerinde, hypothalamus’ta nuc.

supraopticus ve nuc. paraventricularis’te SPX varligi immiinohistokimaysal
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calismalarla gosterilmistir. Bunun yani sira periferik olarak da sigan epidermisinde,
gastrointestinal sistemde, adrenal korteks, medulla, yumurta ve testis gibi endokrin
dokularda da SPX varligindan s6z edilmektedir (58).

SPX’in bir¢ok canli tiirlinde hem merkezi hem de periferik dokularda yaygin olarak
bulunmasi fizyolojik olarak da bir¢ok olayda onemli rol oynayabilecegini akla
getirmektedir. SPX’in fizyolojik etkileri aragtirildiginda 6zellikle gida alim1 ve enerji
metabolizmasi basta olmak ilizere iireme sisteminde, endokrin ve kardiyovaskiiler

sistemlerde 6nemli roller oynadig1 goriilmistiir (58).

Gu ve arkadaglar1 (76) SPX’in insulin direnci ve hepatik glukoz mekanizmasi
tizerindeki etkileri inceledikleri ¢alismalarinda, 8 haftalik intraperitoneal SPX
uygulamasinin yiiksek yagli diyetle indiiklenmis si¢anlarda ve insiiline direngli
hiicrelerde insiilin  direncini iyilestirdigini  belirtmislerdir.  Ayrica SPX’in
glukoneogenezi diizenleyerek hepatik steatozu da azalttig1 gosterilmistir. Bu verilere
dayanarak SPX’in metabolik hastaliklarda insiilin direncini diizenlemede potansiyel

bir terapdtik fayda sagladigini 6ne stirmiislerdir.

Adipokin iiretme yetenekleri goz oOniinii alindiginda yag dokunun Onemli bir
endokrin organ oldugu kabul edilmektedir. Yag dokuda bulunan SPX seviyesinin
dolasimdaki SPX seviyesi ile de korelasyon gostermesi glukoz ve lipit
metabolizmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Egzersizin, obezitenin
neden oldugu insiilin direncini iyilestirmede olduk¢a etkili oldugu bilinmektedir.
Yapilan caligmalarda obezite ve T2DM’da goniillii olarak yapilan egzersizin SPX‘in

ifade seviyesini de onemli dlgiide arttigi gosterilmistir (77).

Icv olarak uygulanan SPX’in farelerde karanlik fazin ilk doneminde gida alimim

belirgin sekilde azalttigi ortaya konulmustur (78).

SPX’in endokrin fonksiyonlari, beslenme kontrolii ve enerji dengesi iizerindeki
etkileri ile lipit ve glikoz homeostazindaki potansiyel rolii ile iliskili olabilirken,
merkezi etkilerinin de hipotalamus-hipofiz aks1 araciligiyla istah kontroli ve lireme

fonksiyonlart i¢in ilgili beyin bolgeleri iizerindeki diizenleyici etkisi ile iliskili
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olabilecegi diistiniilmektedir (61). Literatiirde SPX’in iireme fonksiyonlari iizerine

etkilerinin incelendigi ¢ok az sayida ¢alisma yer almaktadir.

SPX’in iireme sistemi iizerindeki etkileri ilk olarak teleostlarda yapilmistir.
Calismalar sonucunda oldukga karisik sonuglar elde edilse de SPX’in HHT aksinin
hypothalamus ve gl. hypophysialis seviyelerinde etki gosterebilecegi diisiiniilmiistiir.
Turuncu orfoz ve benekli sagaklida yumurtalik gelisimi boyunca hipotalamik
seviyede SPX mRNA seviyesinin degiskenlik gosterdigi goriilmiis fakat in vivo
kosullarda SPX uygulamasinin bir etkisinin olmadigi gériilmistiir (79). Bunu aksine
yart diiz dil tabaninda intraperitoneal SPX enjeksiyonun GnRH mRNA ifade
seviyesini arttirdigi da gosterilmistir (80, 81). GI. hypophysialis diizeyinde
bakildiginda SPX’in etkileri yine olduk¢a celiskilidir. SPX’in gl. hypophysialis
diizeyinde gonadotropinler {izerinde ya inhibitor bir etki gosterdigi ya da hicbir etki
gostermedigi ifade edilmistir. Tilapiada’larda SPX’in plazma LH ve FSH
seviyelerini baskiladigi bildirilmistir (66). Ayni sekilde japon baliklarinda da
dolagimdaki LH’y1 azalttig1 gosterilmistir (81). Bu bulgularin aksine turuncu benekli
orfozlarda, zebra baliklarinda SPX’in iireme fonksiyonlar1 iizerine higbir etkisi
olmadigr gosterilmistir (81). Teleostlar, memeli muadillerine gore {ireme
fonksiyonlart i¢in tek bir ndropeptit sistemine bagli olmayan daha karmasik bir
noroendokrin sisteme sahiptirler. Teleostlarin bu 6zellikleri nedeniyle elde edilen
bulgular SPX’in memelilerde {ireme sistemi iizerine olan roliinii tahmin etmeyi de
giiclestirmektedir. Bu nedenle de son zamanlarda memeli canlilar lizerinde SPX’in

fizyolojik rollerini aydinlatilmasi1 6nem kazanmustir.

Ureme sisteminde en sik karsilagilan endokrin bozukluklardan biri polikistik over
sendromudur (PKOS). Letrozolle indiiklenmis PKOS'lu siganlarda, hypothalamus ve
overlerde SPX ve SPX reseptorlerinin (GALR2/3) mRNA ifade seviyeleri incelenmis
ve hypothalamus’ta SPX mRNA ifade seviyesinin kontrole gére PKOS'lu si¢anlarda
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Buna karsin SPX reseptorlerinin ifade seviyesinin
ise azaldigr belitilmistir. Over dokusunda ise SPX ve SPX reseptorlerinin mRNA
seviyeleri PKOS'lu siganlarda daha diisiik olarak belirlenmistir. Aragtirmacilar serum
SPX seviyelerinde PKOS’11 si¢anlar ile kontrol grubu arasinda bir farklilik olmadig:
gormiislerdir (82).
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Beyazit ve arkadaslari (83) obez ve obez olmayan PKOS’Iu kadinlar ile saglikli
kadinlarin serum SPX seviyelerini karsilagtirdiklarinda gruplar arasinda serum SPX
seviyesi acisindan bir fark gérememisler ve SPX’in PKOS’ta 6nemli bir roli

olmadigini belirtmislerdir.

Sharagard ve Hosseini (84) bes gilinliikk intraperitoneal SPX uygulamasinin disi
siganlarda serum LH seviyesini azaltirken FSH seviyesini arttirdigini belirtmislerdir.
Artan FSH seviyesinin ovaryumun ¢ok katli ve antral folikiillerini artirirken azalan
LH seviyesine bagli olarak serum progesteron seviyesini diisiirdiigiinii ifade

etmislerdir.

Bu c¢aligmada, SPX’in sicanlarda iireme fonksiyonlar1 iizerine etkileri detayli bir
sekilde incelenmeye calisilmistir. Literatiirdeki az sayida caligmanin aksine, bu
calismada merkezi olarak uygulanan SPX’in erkek siganlarda tireme sistemi {izerine
etkileri incelenmistir. Farkli dozlarda (30 nmol ve 100 nmol) uygulanan SPX’in
hypothalamus’ta GnRH mMRNA seviyesini dozdan bagimsiz olarak artirdigi
goriilmiistiir. 7 glin boyunca 6zel gelistirilmis pompalar araciligiyla ventriculus
lateralis’e infiize edilen SPX’in, hypothalamus’ta GnRH geninin {izerindeki aktive
edici etkisi ortaya konulmustur. Bunun yani sira SPX infiizyonun, GnRH {izerindeki
aktive edici etkisine bagli olarak gl. hypophysialis’ten salgilan LH ve FSH
hormonlar1 ile testis dokusundan salgilanan testosteron hormon seviyesini de
arttirdi@r  goriilmiistiir. Artan GnRH ifadesi adenohypophysis’i uyararak buradan

salgilan LH ve FSH hormonlarinin salgilanmasinda da artis meydana getirmektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda SPX’in testis dokusunda seminifer tiibiil ¢ap1 ve
epitel kalinligina etkileri ilizerinde durulmadigi goriilmistiir. Bu calisma merkezi
olarak uygulanan SPX’in seminifer tiibiil capt ve epitel kalinligi {izerine olan
etkilerini inceleyen ilk calisma olmasi agisindan da 6nemlidir. Seminifer tiibiil cap1
ve epitel kalinliginda meydana gelebilecek olas1 degisikliklerin artan LH, FSH ve
testosteron seviyesine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamiz sonucunda
artan LH, FSH ve testoseron seviyelerinin seminifer epitel kalinliginda bir
degisiklige neden olmadig1 belirlenirken SPX uygulanan gruplarda tiibiil ¢apinin

belirgin derecede artis gosterdigi belirlenmistir. Seminifer tiibil capr1 ve epitel
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kalinliginda meydana gelebilecek degisiklikler hormonal faktorlerden etkilenebildigi

gibi ¢evresel faktorlerden de etkilenebilmektedir.

Elde edilen tiim bu verilere dayanarak ¢alismamizin SPX’in HHT aksini etkileyerek
tireme fonksiyonlarini diizenlemedeki roliinii en detayli sekilde inceleyen calisma
oldugu goriilmektedir ve SPX’in memelilerde de iireme fonksiyonlari iizerinde
onemli roller oynayabilecegini akla getirmektedir. Fakat SPX’in memelilerde tireme
fonksiyonlarin1 net bir sekilde ortaya koyabilmek icin ¢ok daha fazla sayida
calismaya gerek duyulmaktadir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Calismamizda merkezi olarak uygulanan SPX’in GnRH ifade seviyesini, serum FSH,
LH ve testosteron seviyelerini arttirmis olmasi SPX’in {ireme fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir. Literatiirde,
SPX’in iireme fonksiyonlar {izerine etkilerini inceleyen en kapsamli calisma olmasi
agisindan sonuglarimiz 6nem arz etmektedir. Fakat tireme davranislari iizerine
SPX’in fonksiyonlarinin daha detayli bir sekilde arastirilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Her ne kadar SPX infiizyonunun testis dokusunda seminifer tiibiil
capt ve epitel kalinliginda meydana getirdigi morfolojik degisiklikler ortaya
konulmus olsa da infertilite i¢in asil dnemli olan sperm sayisi, spermlerin morfolojik
Ozellikleri ve sperm hareketliligi tizerindeki etkilerinin de ortaya konulmasi
gerekmektedir. Testis dokusunda immiinohistokimyasal analizler ile sertoli ve leydig
hiicre sayilarinin belirlenmesi de SPX’in {ireme fonksiyonlarindaki roliiniin
belirlenmesinde etkili olacaktir. Tim bu sonuglar ele alindiginda, SPX’in hem
disilerde hem de erkeklerde iireme davraniglar1 {izerine olan etkilerini

aydinlatabilmek i¢in daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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