T.C.

CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJI

ANABILIM DALI

YETISKIN LEYDIG HUCRELERININ
FARKLANMALARI SIRASINDA OSTEOKALSIN’IN
TESTOSTERON VE INSL3 SENTEZINE ETKISININ

ARASTIRILMASI

HiSTOLOJi VE EMBRiIYOLOJIi ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

Giilfidan COSKUN

DOKTORA TEZi

DANISMANI
Prof. Dr. Sait POLAT

ADANA-2018



T.C.

CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJI

ANABILIM DALI

YETISKIN LEYDIG HUCRELERININ
FARKLANMALARI SIRASINDA OSTEOKALSIN’IN
TESTOSTERON VE INSL3 SENTEZINE ETKISININ

ARASTIRILMASI

HiSTOLOJi VE EMBRiIYOLOJIi ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

Giilfidan COSKUN

DOKTORA TEZi

DANISMANI
Prof. Dr. Sait POLAT

ADANA-2018



KABUL VE ONAY

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Doktora Programi Cergevesinde yiiriitiilmiis olan
“Yetigkin Leydig Hucrelerinin Farklanmalan Sirasinda Osteokalsin'in Testosteron ve INSL3 Sentezine Etkisinin
Arastirimasi”

adli cahigma, asagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tarihi: 16 /04 /2018

TEZ SINAV JURISI

Prof. Dr/Sait POLAT
Cukurova Universitesi

Baskan
Prof. B Ufuk'©.METE
Gukurova Universitesi Gukurova Universitesi
Uye Uye
,42—;%
Prof.Dr.Giler GELJK OZENCI Prof.Dr.Ebru BALL
Akdeniz Universitesi Mersin _Universitesi
Uye Uye
Yukaridaki Tez, Yénetim Kurulunun =/ / tarih ve sayili karart ile kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Behice DURGUN
Saghk Bilimleri Enstitli Miidiiri



T.C. CUKUROVA UNIVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS / DOKTORA TEZ CALISMASI
ETiK BEYANI

Cukurova Universitesi Bilimsel Aragtirma ve Yaymn Etigi Yonergesini okudugumu ve
anladigimi ve Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Tez Yazim Kurallarina uygun
olarak hazirladigim bu tez ¢aligmasinda;

e Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlari akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

e Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglan bilimsel etik kurallarina uygun olarak
sundugumu,

e Tez gahigmasinda yararlandifim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

o Kullanilan verilerde ve ortaya ¢ikan sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigim,

e Tez olarak sundugum bu galigmanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda bu konuda hakkimda yapilacak tiim yasal iglemleri ve aleyhime

dogabilecek tiim hak kayiplarim kabullendigimi beyan ederim. 16/04/2018

Kayitli olunan Program : Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tezin Konusu : Yetiskin Leydig Hiicrelerinin Farklanmalar1 Sirasinda
Osteokalsin’in Testosteron ve INSL3 Sentezine Etkisinin Aragtirilmast

Tezin Tiirit 2 Yiiksek Lisans : [_] Doktora: X

Damigmanin Adi-Soyadi : Prof.Dr. Sait POLAT

Damigmanin Iletisim Bilgileri

Telefon ;

E-Posta : spolat@cu.cdu.tr
Ogrencinin iletisim Bilgileri

Telefon 05339299503

E-Posta . geoskun(@cu.edu.tr

Adresi . C.U. Tup Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali



TESEKKUR

Tez calismam sirasinda her daim bilgi, birikim ve tecriibeleri ile bana yol
gosterici ve destek olan, beni cesaretl serli danisman hocam, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Baskani | Dr. Sait Polat’a sonsuz saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim. Yiksek lisans ve Doktora egitim-6gretimim boyunca guler
yliziinli ve samimiyetini benden esirgemeyen, beni hayata hazirlayan, kendime
giivenmemi saglayan onceki tez danismanim, Anabilim Dali Emekli Ogretim Uyesi
Sayin Yrd.Dog.Dr.Hiilya Ozgiir’e saygi ve minnetlerimi sunarim.

Tesekkiirlerin az kalacagi Anabilim Dalimizin diger Ogretim Uyeleri ile Tez
Izleme Komitesinde bulunan hocalarima, bana Yiiksek lisans ve Doktora egitimim
boyunca kazandirdiklar1 her sey i¢in siikranlarimi sunarim. Bana kattiklar1 bu satirlara
sigmast miimkiin olmayan, iyi giinde kotii glinde yanimda olan degerli mesai
arkadaslarimin hepsine teker teker tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siiregte biiylik 6zveriyle beni destekleyen sevgili esim Kemal Coskun’a ve
hayatimm her evresinde bana yardimci olan degerli kardesim Ipek Ziilfikaroglu ile
yasindan biiyiikk fedakarlik gosteren, hayattaki en biiyiik sansim biricik oglum Hiiseyin
Aslan Cogkun’a sevgilerimi sunarim. Bugiin bu noktada olmamin en biiyiik nedeni,
simdi bir melek olan sevgili annem Seda Ziilfikaroglu’na ve yine bu sirecte ani
kaybiyla derin iiziintii duydugum sevgili mesai arkadasim Doktora Ogrencisi Latife

Seyran Celik’e uzaklarda da olsalar sonsuz sevgi ve minnetlerimi sunarim.

Ars. Gor. Giilfidan COSKUN



ICINDEKILER

Sayfa No:

KABUL ONAY .o Hata! Yer isareti tammmlanmamis.
ETIK BEYANL........ccoiiiiiieeeeeeeee e, Hata! Yer isareti tammmlanmamus.
TESEKKUR ......cooiiitieeeeeecee ettt et n sttt n sttt n sttt sn e iv
ICINDEKILER ........ocooioiieeeeeee ettt v
CIZELGELER DIZINI ........ooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt viii
SEKILLER DIZINI ......cooieoeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeee et iX
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI .......ccccoooiiiiiic, Xi
L@ A N PP PR PP X1l
ABSTRACT .ottt sttt bR st e e bt e sttt e s resbe st nenne e XV
| I 0 21 £ 1
2. GENEL BILGILER........cocooiiiiiiiice sttt 4
2.1, LeYdIQg HUCIEIETT ottt 4
2.1.1. Fetal Leydig HUCIIEIT ..o 5

2.1.2. Yetiskin Leydig HUCTEIETT ....c.ooveuvvueieiiieieieeeeie e 7
2.1.2.1. Stem (KOK) Leydig HUCIEIEr ... 7

2.1.2.2. Progenitor (Onciil) Leydig HUCIEIET .......veeveeeeeeeeeeeeeeeeee e 8

2.1.2.3. Immatur (Olgun olmayan) Leydig HUcreleri..........cccoooeveevrrreneene. 9

2.1.2.4. Yetiskin Leydig HUCIEIEI ........cocoovvieiiieieeeeeeeeeeee e 10

2.1.3. Leydig Hiicre Fonksiyonlarinin Diizenlenmesi ..........cccooevereirieeneerieennen 11

2.2. Etan Dimetan SUIONAt (EDS) ........ocvvrrieeeeeeeeeeeeeeeee et 16
2.3. SEEIOIAOGENEZIS ...ttt ettt senes 18
2.3.1. TESTOSTEION ...ttt 22

2.4. Gonadotropin Releasing Hormon Antagonisti (GnRH antagonisti) ...................... 25
2.5. OSLEOKAISIN ...ttt 27
2.6, INSL3 ...ttt bbbt b 34
3. GEREC VE YONTEM ....ooiuiiiiiiicieiesee ettt 39
3.1. DENEY DUZENETI ... ..vvviieimiiirininisirss ettt 39
3.2. Kullanilan Kimyasallar ............ccccoovviiieeceeccceeeeceeeee e 41



3.3. Isik Mikroskopl YONTEMIEIT ......c.c.ouiiiiiiicicceec s 42

3.4. ImMUNONIStOKIMYA YONEMIETH .......o.voeeceeeecee e 42
3.4.1. Immunohistokimyasal Skorlama YoOntemi ...........cccc.cevevvevvererreniesresreensennenn. 44

3.5. Elektron Mikroskopi YONTEMIEI........coovviiriririiereeeeeee e 44
3.6. BiyoKIMYasal ANANIZ ..........c.coorreieee e 46
3.7 IStAtIKSEl ANANIZ......oooeoeceeeeeeee e 46
4. BULGULAR ...ttt sttt ne st ne it e 47
4.1. Isik Mikroskobik Bul@ular...........ccceivieinieineiieeeeeeeee e 47
4.1.1. Grup 1A: KONntrol grubu..........coeieiiiiessee e 47
4.1.2. Grup 1B: GnRH antagonisti uygulanan grup .........ccccceceeeeesesereneeenenenenen. 47
4.1.3. Grup 1C: GnRH antagonisti ve Osteokalsin uygulanan grup..................... 48
4.1.4. Grup 1D: Osteokalsin uygulanan grup..........ccccceeeeeereeceeesssseeseeseen, 48
4.1.5. EDS ile indiiklenmis Leydig hiicre hasart grubu...........cccceovviivnnnnee. 49
4.1.6. Grup 2A: Kontrol grubu..........cccoise e 49
4.1.7. Grup 2B: GnRH antagonisti uygulanan grup .........ccccceeeveeenenereenessesenen, 50
4.1.8. Grup 2C: GnRH antagonisti ve Osteokalsin uygulanan grup....................... 50
4.1.9. Grup 2D: Osteokalsin uygulanan grup..........ccceceeeeeeeeeeseisseseneseseseeen. 50
4.2. Immunohistokimya BUulUIATT ..............cocvuevveerveereeceeeeiesseessesessesseee s 51
4.2.1. Grup 1 3BHSD Immiinohistokimyasal Bulgular ............cccccevevvvrrerrenrennene. 53
4.2.2. Grup 1 INSL3 immiinohistokimyasal Bulgulart ............ccccevevvrrrerrerrrenene. 54
4.2.3. Grup 1 GPRC6A immiinohistokimyasal Bulgulart...........ccc..cccceevurerrernnne.. 55
4.2.4. EDS ile indiiklenmis Leydig hiicre hasart grubu...........cccoevvviicnnnnee 56
4.2.5. Grup 2 3BHSD Immiinohistokimyasal Bulgular ............ccccceoeuvvrrerrererenene. 57
4.2.6. Grup 2 INSL3 immiinohistokimyasal Bulgular..........c..ccccocvvverrrrerrernrenene. 58
4.2.7 Grup 2 GPRC6A Immiinohistokimyasal Bulgular..............ccc.ccocooevvuerrernnne.. 59
4.2.5. immiinohistokimyasal Degerlendirme ...............coocorveereerroereerreesreesrennenne, 60
4.3. Elektron Mikroskobik BUIQUIAT .............coovevririeiiieeeecccceeeeeesss s 63
4.3.1. Grup 1A: KOntrol grubu..........cceiiiiieiiecee e 63
4.3.2. Grup 1B: GnRH antagonisti uygulanan grup .........cccececeeeeernsencnenenenerenen. 64
4.3.3. Grup 1C: GnRH antagonisti ve Osteokalsin uygulanan grup...................... 67
4.3.4. Grup 1D: Osteokalsin uygulanan grup..........ccccceeeeeeeecesssssseeseeseen, 69
4.3.5. EDS ile indiiklenmis Leydig hiicre hasart grubu...........cccoevvvvccnnnenee 71

Vi



4.3.6. Grup 2A: Kontrol grubu..........ccoie e 71

4.3.7. Grup 2B: GnRH antagonisti uygulanan grup.........ccccceceeeeeeeseeneeeesesenen, 73

4.3.8. Grup 2C: GnRH antagonisti ve Osteokalsin uygulanan grup ...................... 75

4.3.9. Grup 2D: Osteokalsin uygulanan grup........ccccceceeeeeeeeeeseseeeseseseseeen, 77

4.4, Biyokimyasal BUIQUIAT ... 79
S. TARTISMA oot e e e e b e e e s asbr e e e s e nbr e e e e nnnees 81
B. SONUGCLAR .....ooooeerseteeeeeseeee s s nss s ss s 91
KAYNAKLAR Lt e et e e e st e e s s b e e e e sbraeeenans 93
(0) 7€) 5000\ | 1T 108

vii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge No: Sayfa No:
Cizelge 1. Prepubertal donem igin uygulama tabloSU. ...........cooiiiiiiiiiiiic e 40
Cizelge 2. Postpubertal donem igin uygulama tabloSU. ..o 41
Cizelge 3. Isik mikroskobik doku takip 1SIEIMI. ....c.eeviiieiiiiiciice e 42

Cizelge 4. Elektron mikroskobik doku takibinde dehidratasyon, seffaflandirma ve immersiyon islemi... 45

Cizelge 5. Gomme materyalinin RAZITIANISI. ..oc.eiveiiieieeeee et ra e e e e e sresrennens 45

viii



Sekil No:
Sekil 1.

Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.

Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.

Sekil 28.

SEKILLER DiZINi

Sayfa No:
Postnatal yetigkin Leydig hiicrelerinin geligim basamaklari. ..........ccoccovviriiiniiininnciiceene. 11
Insan ve farede SteroidOZENEZ SUIECH..........c.evivrriiiieiieiieieiese ettt 21
Dogal GnRH ve {i¢iincii nesil GnRH antagonisti (Cetrorelix ve Ganirelix) amino asit

SCKRANSIATT ...ttt ettt b e bt bt e bt nb e bt et e e beebeene s 27
Osteoblastlarda 0SteoKalSin SENTEZI ..........oveiirieriiriciree e 32
Osteokalsinin endoKrin fONKSIYOMIATT ...........erveiiirieiiirieiseese e 33
Testiste osteokalsin aracili testoSteron TrEtiMi. ......eviereieirerieirieiee e 33
Postnatal donemde siganlarin LH, Testosteron (T) ve INSL3 konsantrasyonlari. ..........c.......... 38
Grup 1 deneklerine ait testis doku kesitlerinin 11k mikroskobik gorinimii...........ccccceeveeruenee. 48

Tek doz EDS uygulamasindan 4 giin sonra sakrifiye edilen deneklere ait testis doku

kesitlerinin 151k mikroskobik gOriinlimil. ..........cccoveriiiiiiiiiiiicc s 49
Grup 2 deneklerine ait testis doku kesitlerinin 11k mikroskobik gorinimii...........cccceverreenee. 51
3BHSD IMMUNTEAKEIVITEST. +euvveiuviiiiieiiieiieesieesiee st sbee b et essbe e b e st e srbeesbbeesineesereessbeenineens 52
INSL3 immUNreakiiVIteSi..........cccooiiiiiiiiiieeeee s 52
GPRCBA iMMUNIEAKLIVITES. .....c.cuviiiiiiecic e 53
Grup 1 3BHSD immMUNTEAKLIVIIESL. toivveeivriiiiiieiiiesie ettt 54
Grup 1 INSL3 immUNIEaKEiVITESE. ....cccverveiiiiieiiiiieisi e 55
Grup 1 GPRCBA imMUNIEAKEIVITESI. .....eveuiiiiieiiciiieicse e 56
EDS enjeksiyonu sonrasinda 4. giin sakrifiye ettigimiz deneklere ait testis doku

kesitlerinde 3BHSD, INSL3, GPRCBA immUNreaktiViteSi........cccovvriviveieerieneienese e 57
Grup 2 3BHSD imMMUNIEaAKEIVITEST. 1.vveervrririiieriiesiieeitiessiee et sieeesiee s sbre e see b et e b nteesnee s 58
Grup 2 INSL3 imMUNTEAKEIVITESE. ..vveverieieisieiestise ettt 59
Grup 2 GPRCBA imMUNIEAKLIVITESI. ...vevveiveiiiiieieisecieie et 60

Grup 1 ve Grup 2 deneklerinin testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinin 3HSD
INSL3 ve GPRC6A immiinreaktivite skorlarinin istatistiksel degerlendirmesi..............ccccevune 62

Grup 1 ve Grup 2 deneklerinin testis doku kesitlerinde 3BHSD pozitif Leydig hiicre

sayisinin istatistiksel degerlendirmesi..........ocoiiiiiiiiiini 63
Grup 1A testis doku érneklerinin elektron mikroskobik gorinimu. ...........ccocevevviviiviciciesennenn, 64
Grup 1B testis doku érneklerinin elektron mikroskobik gorinimai..........cccccocvviviviivecicieicennn, 66
Grup 1C testis doku érneklerinin elektron mikroskobik gorinimii.........cccccooevvieviviivicvcieicnnn, 68
Grup 1D testis doku 6rneklerinin elektron mikroskobik gorintimu.. .........cccccevevvvviviireieieennnn, 70

Tek doz EDS uygulamasindan 4 giin sonra sakrifiye edilen deneklere ait testis doku

kesitlerinin elektron mikroskobik gorinUmUL.. ........cccoooeiieiniie e 71
Grup 2A testis doku 6rneklerinin elektron mikroskobik gorintimu.. ..........ccccooeiivienicieienenn 73



Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.

Sekil 33.

Grup 2B testis doku érneklerinin elektron mikroskobik gorinimii...........cocoocviiiiieniiiienn 74

Grup 2C testis doku érneklerinin elektron mikroskobik gorinimii.........cccocooevvievviivicvcieicnnn, 76
Grup 2D testis doku 6rneklerinin elektron mikroskobik gorintimu. .........ccccccvveevvviviveeieinenenn, 78
Tek doz EDS uygulamasindan 4 giin sonra sakrifiye edilen deneklerin serum

testosteron, LH ve ucOC degerlerinin istatistiksel degerlendirmesi. ...........cccocvervvriverieinnnnnnn 79
Grup 1 ve Grup 2 deneklerinin serum testosteron, LH ve ucOC seviyelerinin istatistiksel

AEEETIENAITINIESI. . ...evevi ettt bbbt b e b b e e b e b e ab e s bt e ebe e sb e e beenbeeabesbeeneeas 80



HPG

oC
INSL3
LH

FSH

AR

hCG
EDS
SRY

SF1
WT1
GATA-4
DHH
PDGFa
PDGFRo
Arx
COUPTFII
3pHSD
17pHSD
LHR
IGF-1
StAR
LiFR
SER
GER
VCAM-1
PTC1
FGF-9
TGFp-1

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Hipotalamo-Hipofizer-Gonadal Aks

: Osteokalsin

. Insiilin Benzeri Faktor-3

- Luteinizan Hormon

: Follikdl Stimilan Hormon

: Androjen Reseptori

: Insan Koryonik Gonadotropin

: Etan Dimetan Sulfonat

. Sex-determining Region Y

: Steroidojenik Faktor-1

: Wilms Tlmor-1

: GATA Binding Protein-4

: Desert Hedgehog

: Platelet Kdkenli Blylme Faktori-Alfa

: Platelet Kdkenli Blylme Faktorl Reseptori-Alfa
: X-Linked Aristaless-Related Homebox Gene
: Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription Factor Il
: 3-Beta Hidroksisteroid Dehidrogenaz

- 17-Beta Hidroksisteroid Dehidrogenaz

: Liteinizan Hormon Reseptor

: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1

: Steroidojenik Akut Regulat6r Protein

: Lokemi Inhibitdr Faktor Reseptorii

: Agranuler Endoplazmik Retikulim

: Granller Endoplazmik Retikulim

: Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekuli-1

: Patched-1

: Fibroblast Biiytime Faktori-9

: Transforme Edici Blylme Faktori Beta-1

Xi



AMH : Antimillerian Hormon

TNF-a : Timor Nekroz Faktor-Alfa

IL-1 . Interlokin-1

IL-6 . Interlkin-6

IL-1p : Interl6kin 1-Beta

GPRCG6A : G Protein-Coupled Receptor 6a

CREB : CAMP Response Element Binding Protein
NOS - Nitrik Oksit Sentaz

Mfn 2 : Mitofusin-2

ATP : Adenozin Trifosfat

PK-A : Protein Kinaz-A

TSPO : Translokator Protein

PBR - Periferal Tip Benzodiazepine Reseptor
DHEA : Dehidroepiandrostenedion

SHBG - Seks Hormonu Baglayic1 Globulin

OPG : Osteoprotegerin

GnRH : Gonadotropin Salgilatict Hormon

Gla : Gamma Karboksiglutamik Asit

BGLAP : Kemik Gla protein

VDRE : Vitamin D Response Element

cOC : Karboksile Osteokalsin

ucOC : Ankarboksile Osteokalsin

ER-a : Ostrojen Reseptori-Alfa

ER-B : Ostrojen Reseptori-Beta

RLN : Relaksin

RLF - Relaksin Benzeri Faktor

Ley-IL : Leydig Insiilin Benzeri Peptid

RXFP2 : Relaksin Ailesi Peptid Reseptori-2
GREAT : G-protein Coupled Receptor Affecting Testis Descent
MPW : Maskdlinizasyon Programlama Penceresi

xii



OZET

Yetiskin Leydig Hiicrelerinin Farklanmalar: Sirasinda Osteokalsinin Testosteron
ve INSL3 Sentezine Etkisinin Arastirilmasi

Testosteron, iireme sistemi basta olmak iizere cesitli organ ve dokularin
fonksiyonlarinda rol oynayan énemli bir steroid hormondur. Testosteronun insan
hayat1 boyunca iskelet gelisimi ve kemik saghg icin gerekli oldugu bilinmektedir.
Kemik metabolizmasinda kritik role sahip bir diger hormon olan insulin Benzeri
Faktor-3 (INSL3), testosteron gibi prenatal ve postnatal dénemde Leydig
hicrelerinde Uretilir. INSL3 ekspresyonunun, Leydig hiicrelerinin gelisim siirecini
ve fonksiyon kapasitelerini yansittigi bilinmektedir. Ancak literatlirde testisteki
sentezi ve regiilasyonuna iliskin henliz yeterli kamit bulunmamaktadir. Kemik
yapimindan sorumlu osteoblastlardan salinan Osteokalsin (OC) de pankreasta B
hiicre proliferasyonu ve insiilin sekresyonunu uyarmasi1 disinda, Hipotalamo-
Hipofiziyer-Gonad (HPG) aksindan bagimsiz olarak, testiste Leydig hicrelerinde
testosteron dretimini indiklemektedir. Fetal ve yetiskinlik doneminde 2 farkh
jenerasyondan gelisen Leydig hiicreleri, proliferasyon ve farklanmalarini
pubertede tamamlarlar. Cok sayida calismada postnatal normal gelisim siireci
disinda, Etan Dimetan Sulfonat (EDS) uygulamasi sonrasinda yetiskin Leydig
hicre popullasyonunun elimine edildigi ve tekrar prolifere olduklar1 rapor
edilmistir. Literatiirde kemik ve testis arasindaki iliskiyi destekleyen bir¢cok
calisma bulunmasina ragmen, OC’in Leydig hiicre gelisimine ve bu siirecte
testosteron ve/veya INSL3 sentezi iizerine olas1 etkileriyle ilgili herhangi bir
calismaya rastlamlmamistir. Bu c¢ahsmada yetiskin Leydig hiicrelerinin
farklanmalan sirasinda, testosteron ve INSL3 sentezinin OC aracili regiilasyonun
incelenmesi ve OC’in olas1 etkilerinin L0teinizan Hormon (LH) ile
karsilastirilmas1 amaclandi.

Otuz iki adet prepubertal sican ile EDS enjeksiyonu yapilan 40 adet
yetiskin sicandan olusan 2 ana grup olusturuldu. Her bir grup kendi icinde 4 alt
gruba ayrildi. Postnatal 35-63. giinler ile EDS uygulamasini takip eden 35.-63.
giinler arasinda, bu alt gruplara Gonadotropin Salgilaticc Hormon (GnRH)
antagonisti ve/veya OC uygulamalan yapildi. Yetiskin Leydig hiicrelerinin
gelisimini tamamladiklar1 63. giiniin sonunda, sakrifiye edilen deneklerden elde
edilen testis doku ornekleri, 151k ve elektron mikroskobik, immunohistokimyasal ve
biyokimyasal yontemlerle incelendi.

Yalmzeca GnRH antagonisti uygulanan gruplara ait testis doku kesitlerinde,
151k ve elektron mikroskobik diizeyde seminiferoz tiibiiller ve Leydig hiicrelerinde
belirgin dejenerasyon, 3pHSD, INSL3 ve GPRC6A ekspresyonlari ile Leydig hiicre
sayis1 ve serum LH, testosteron, ucOC (Ankarboksile Osteokalsin) seviyelerinde
belirgin bir azalma izlendi. GnRH antagonisti ile osteokalsin uygulanan gruplarin
testis doku kesitlerinde ise, 151k ve elektron mikroskobik diizeyde kismen bir
diizelmenin oldugu, 3HSD, INSL3 ve GPRC6A ekspresyonlarinda ve serum
testosteron seviyesinde kismi bir artisin gerceklestigi tespit edildi. Yalmzca
osteokalsin uygulanan gruplara ait testis doku Kkesitlerinin 151k ve elektron
mikroskobik bulgularmin kontrol gruplarina benzedigi goriildii. Leydig hucre
sayisinda anlamh  bir farkhlhk goriilmezken, INSL3 ve GPRCG6A
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ekspresyonlarinda ve serum testosteron, ucOC seviyelerinde anlamh bir artisin
varhg dikkati gekti.

Biitiin bulgular birlikte degerlendirildiginde; yetiskin Leydig hiicrelerinin
normal postnatal gelisim siireci ve EDS uygulamasi sonrasi rejenerasyonlari
sirasinda, yalnizca osteokalsin uygulamasinin, Leydig hicre sayisinda anlamlh bir
farkhihk olusturmadigi, ancak mevcut Leydig hicrelerinin fonksiyonunu artirici
yonde etki ederek, testosteron seviyesini yiikselttigi belirlendi. Osteokalsin-
testosteron ve osteokalsin-INSL3 arasindaki pozitif iliskinin, in vivo kosullarda
LH’dan tamamen bagimsiz olmadigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Leydig hicresi, EDS, Osteokalsin, Testosteron, INSL3
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ABSTRACT

Effects of Osteocalcin on Synthesis of Testosteron and INSL3 During Adult Leydig
Cell Differentation

Testosterone is an important steroid hormone that plays a role in the
functions of various organs and tissues, especially the reproductive system.
Testosterone is known to be essential for skeletal development and bone health
throughout human life. Insulin Like Factor-3 (INSL3) is an another hormone that
plays a critical role in bone metabolism, produced by prenatal and postnatal
Leydig cells such as testosterone. It is known that INSL3 expression reflects the
development process and functional capacities of Leydig cells. However, there is
not enough evidence in the literature about its synthesis and regulation in the
testis. Osteocalcin (OC) released from osteoblasts responsible for stimulating
pancreatic B cell proliferation and insulin secretion, induces testosterone
production in Leydig cells independent from HPG (Hypothalamo-Pituitary-
Gonad) except for bone formation. Leydig cells that develop from 2 different
generations during fetal and adulthood, complete their proliferation and
differentiation mainly in puberty. In many studies, it has been reported that the
adult Leydig cell population is eliminated and regenerated by Ethane Dimethane
Sulphonate (EDS) administration, except for the postnatal normal developmental
process. Although there are many studies supporting the relationship between
bone and testis in the literature, any studies have been encountered about the
possible effects of OC on testosterone and/or INSL3 synthesis during Leydig cell
development. In this study, it was aimed to investigate OC-mediated regulation of
testosterone and INSL3 synthesis and compare the possible effects of OC and LH
(Luteinizing Hormone) during differentiation of adult Leydig cells.

Rats were divided into 2 groups: 32 prepubertal rats and 40 adult EDS
injected rats. Each group was divided into 4 subgroups. Gonadotropin Releasing
Hormone (GnRH) antagonist and/or OC were applied to these subgroups between
prepubertal 35-63 days and between 35-63 days following EDS administration. At
the end of the 63th day when adult Leydig cells completed their development,
testicular tissue samples obtained from the sacrificed rats were examined by light
and electron microscopic, immunohistochemical and biochemical methods.

Significant degeneration in seminiferous tubules and Leydig cells in light
microscopic and electron microscopic levels, down-regulation in 3gHSD, INSL3
and GPRCG6A expressions, reduction in Leydig cell counts and serum LH,
testosterone, ucOC levels were observed in testicular tissue sections of GnRH
antagonist treated groups. Slight up-regulation in 3pHSD, INSL3 and GPRC6A
expressions, increase in serum testosterone levels with a partial improvement in
light and electron microscopic levels were observed in the testis tissue sections of
the groups treated with GnRH antagonist and osteocalcin. Light and electron
microscopic findings of testicular tissue sections in osteocalcin-treated groups were
similar to control groups. While there was no significant difference in the number
of Leydig cells, the presence of a significant increase in INSL3 and GPRC6A
expressions, serum testosterone and ucOC levels were remarked.

When all the findings are evaluated together; it was determined that the

XV



application of osteocalcin did not make a significant difference in the number of
Leydig cells, but increases the level of testosterone by improving the function of
existing adult Leydig cells during normal postnatal developmental process and
post-EDS regeneration. This positive association between osteocalcin-testosterone
and osteocalcin-INSL3 was concluded to be independent from LH in vivo
conditions.

Keywords: Leydig cell, EDS, Osteocalcin, Testosterone, INSL3
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1. GIRIS

Organizmada homeostazis; farkli organ ve dokular arasindaki karsilikli uyum ve
isbirligi ile duzenlenmektedir. Kemik kiitlesi, enerji metabolizmasi ve lireme
fonksiyonlar1 arasinda da homeostatik bir denge s6z konusudur. Genetik, fizyolojik ve
cevresel faktorlerin rol oynadigi bu dinamik yapida meydana gelen herhangi bir
aksaklik durumunda, infertilite basta olmak iizere, pek ¢ok sistemik bozuklugun ortaya
ciktig1 bilinmektedir.

Modern diinyanin primer sorunlarindan biri olan infertilite, %50 oraninda erkek
kokenli problemlerden kaynaklanir (1,2,3). Erkek infertilite nedenlerinin %40-50’sinde,
herhangi bir spesifik etiyolojik faktor bulunamazken, geri kalan infertilite nedenleri
arasinda, HPG aksinda ve erkek genital organlarinda fonksiyon bozukluklar1 yer
almaktadir (2,3,4,5). Erkek fertilitesi icin normal bir spermatogenez surecine ek olarak,
basarili bir epididimal sperm maturasyonu, depolanmasi ve taginmasi disinda, aksesuar
bezlerin destegi ile saglikli isleyen bir HPG aksi gereklidir (2). Spermatogenezin ve
erkek Ureme sisteminin duzenlenmesinde rol oynayan esas faktor ise testosterondur.
Testiste Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenen testosteron, ¢esitli organ ve dokularin
fonksiyonlarinda rol oynayan 6nemli bir steroid hormondur. Testosteron eksikliginde;
kas hacminde ve kemik mineral yogunlugunda azalma, yag kiitlesinde artis,
hipertansiyon, insiilin direnci ve depresyon gozlenir. Tiim bu semptomlar arasinda en
belirgin gorileni ise seksuel fonksiyon bozukluklart olup, erkeklerin hayat kalitesini
etkilemektedir. Bu nedenle klinikte, yaslanma veya c¢esitli nedenlerle gelisen
hipogonadizme kars1t yaygin olarak testosteron replasman tedavisi uygulanmaktadir.
Ancak son 10 yilda yapilan ¢aligmalarda, artan ekzojen testosteron kullanimi1 sonucu,
bobrek fonksiyon bozukluklari ve kardiyovaskiler yan etkilerin ortaya ¢iktigi rapor
edilmistir (6, 7, 8, 9, 10, 11, 12).

Seks steroid hormonlarinin, yetiskin hayati boyunca iireme fonksiyonlart
disinda, iskelet gelisimi ve kemik sagligi igin gerekli oldugu, pek cok calismada
gosterilmistir (9, 12, 13). Bu durum, kemigin de steroid hormonlarin sentez ve
sekresyonlarini regiile ettigine iligkin hipotezlerin kurulmasina sebep olmustur. Kemik
yapimindan sorumlu osteoblastlar tarafindan iiretilen ve multifonksiyonel bir hormon

olan osteokalsinin, LH’dan bagimsiz olarak, testiste testosteron uretimini artirarak erkek



fertilitesini diizenledigi ve germ hiicre apopitozunu engelledigi, yapilan in vivo ve in
vitro caligmalarda ileri siiriilmiistiir (14, 15). Ayrica OC’in pankreasta B hiicre
proliferasyonu ve insilin sekresyonunu uyardigi, karaciger, kas ve beyaz yag
dokusunda insilin duyarlilig1 olusturdugu rapor edilmistir (16, 17, 18).

Kemik metabolizmasinda kritik role sahip bir baska hormon ise INSL3’tir.
INSL3; testosteron gibi prenatal ve postnatal donemde Leydig hiicreleri tarafindan
uretilmektedir. Yetiskinlik doneminde uzun siireli LH sekresyonlari ile regiile oldugu
bilinen INSL3’Un, Leydig hiicre gelisiminin ve fonksiyonlarmin bir belirteci olarak
gorev gordiigii de rapor edilmistir (19, 20, 21). Bununla birlikte INSL3’{in testisteki
sentezi ve diizenlenmesi gliniimiizde hala tam olarak aydinlatilamamustir.

Testosteron ve INSL3 sentezinden sorumlu Leydig hucreleri; fetal Leydig
hiicreleri ve yetiskin Leydig hiicreleri olmak {izere 2 farkli hiicre popiilasyonundan
gelismektedir. Fetal Leydig hiicreleri; fetal ve neonatal yasam boyunca gozlenirken,
yetiskin Leydig hiicreleri, postnatal 7. giinden baglayip puberteye kadar devam eden,
steroidojenik enzimleri ve mitotik aktiviteleri birbirinden farkli, 4 belirgin hicresel
asamada gelisimlerini tamamlar. Bu asamalar; stem Leydig hiicreleri, progenitor Leydig
hicreleri, immatir Leydig hiicreleri ve yetiskin Leydig hiicreleridir. Yapilan
calismalarda, postpubertal donemde EDS uygulamasi ile yetiskin Leydig hiicre
populasyonunun elimine edildigi ve ardindan stem Leydig hiicreden baglamak {izere, 7-
10 hafta i¢inde tekrar prolifere olduklar1 rapor edilmistir. Bu nedenle, yetiskin Leydig
hlcrelerinin gelisim siire¢lerinin incelenebilmesinde en uygun modelin, EDS uygulanan
hayvan modelleri oldugu belirtilmistir (22, 23, 24, 25).

Son yillarda kok hicre teknolojisi ve rejeneratif tip alanindaki ileri aragtirmalar
sonucunda, testikiiler hiicre tipleri ve bunlarin orijinleri belirlenmis ve testis fonksiyon
bozukluklarinin tedavisinde yeni terapotik stratejilerle infertil ve subfertil erkeklerde
fertilitenin gelismesi saglanmistir (1). Stem Leydig hucrelerinden yetiskin Leydig
hicrelerinin farklanmasini saglayan parakrin faktorlerin ve sinyal yolaklarinin ortaya
konulmasi, herhangi bir sebeple azalan Leydig hiicre sayisi ve bozulan Leydig hiicre
fonksiyonlarmin tedavisinde, farmakolojik ve/veya beslenme ile ilgili yeni
yaklasimlarin gelistirilmesini saglamistir (1). Yapilan deneysel ¢aligmalarda, Leydig
hiicre say1 ve fonksiyonlarini artirmaya yonelik OC aracili yeni sinyal yolaklarinin

ortaya ¢ikarilmasi ile OC’in erkek fertilitesini diizenlemede yeni bir terapotik ajan



olabilecegi diistiniilmiistiir (14,15). Literatiirde Leydig hiicrelerinin gelisim slirecinde
OC, testosteron ve INSL3 arasindaki iligkiyi ortaya koyan herhangi bir c¢alismaya
rastlanilmamustir.

Sunulan bu c¢alismada, normal gelisim siirecinde ve postpubertal EDS
uygulamasi sonrasinda OC’in, yetiskin Leydig hiicrelerinde testosteron ve INSL3
sentezine etkilerini 151k ve elektron mikroskobik, imminohistokimyasal ve
biyokimyasal yontemlerle incelenmesi ile OC’in bu olasi etkilerinin LH ile

karsilastirilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Leydig Hucreleri

Ik kez 1850 yilinda Franz von Leydig tarafindan seminiferdz tiibiiller arasindaki
hiicre kiimeleri seklinde tanimlanan Leydig hiicreleri; esas olarak 1854 yilinda Rudolph
Albert Kolliker tarafindan yuvarlak sekilleri ve sitoplazmalarindaki vakuoller, yag ve
pigment graniilleri ile karakterize edilmislerdir (1,10). 1903 yilinda ise Bouin ve Ancel
tarafindan spermatogenezde ve sekonder seks karakterlerinin olusumunda goérev
aldiklar1 ve testikiiler hormonlar1 sentezledikleri rapor edilmistir (10).

Belirgin bir cekirdek ve 1-2 c¢ekirdekgik igeren, biiyiik poligonal sekilli ve
yaklasik olarak 15 um capinda eozinofilik hiicreler olan Leydig hiicreleri; diizensiz
hiicre topluluklar1 seklinde, seminiferdz tiibiillerin etrafindaki interstisyal alanda
yerlesim gosterirler. Total testikiiler hacmin yaklasik %12-15%ini kaplayan interstisyal
alan; Leydig hiicreleri disinda, kan damarlari, lenfatikler, sinir lifleri, bag dokusu
elemanlar1 ve makrofajlart icerir (1, 27, 28). Yetiskin sican testisinde yaklasik
50X10° adet Leydig hiicresi bulunurken, yetigkin insan testisinde bu say, 200X106’ya
kadar ulasmakta ve interstisyal alanin yaklasik %10-20’sini olusturmaktadir (1, 29).
Steroid hormon sentezleyen bircok hiicre gibi Leydig hiicreleri de, sitoplazmalarinda
yaygin lipid damlaciklari, karakteristik tiibiiler kristalt mitokondriyonlar ve iyi gelismis
agrantler endoplazmik retikilimlere sahiptir. insan Leydig hiicre sitoplazmasinda
spesifik olarak ¢ubuk sekilli olan ve fonksiyonlari heniiz bilinmeyen, Reinke kristalleri
olarak adlandirilan inkliizyonlar da bulunur (1, 27, 28).

Yapilan fonksiyonel ve morfolojik caligmalarda, testiste testosteron ve diger
steroid hormonlarin iiretiminden sorumlu olan Leydig hiicrelerinin, fetal hayattan
yetiskinlige kadar, 2 ayr1 hiicre hatti olan fetal ve vyetiskin Leydig hiicre
popllasyonundan gelistigi gosterilmistir (30, 31, 32, 33). Bunun yaninda, insanlarda
neonatal dénemde infantil (neonatal) Leydig hiicreleri olarak adlandirilan, farkli bir
Leydig hticre popiilasyonunun daha bulundugu da rapor edilmistir (30, 34, 35, 36). Fetal
Leydig hucreleri, androjen Ureterek fetusun maskulinizasyonunda rol oynarken, yetiskin
Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenen androjen; spermatogenez, cinsel dirtiler ve
erkek sagligi i¢in olduk¢a 6nemlidir (30, 31, 32, 33).



Gunumuze kadar yapilan c¢alismalarda Leydig hicrelerinin kdkeni heniiz tam
olarak aydinlatilamamustir. Literatirde Fetal ve yetiskin Leydig hiicre popiilasyonlarinin
ortak 6ncil (prokursor) hiicrelerden gelistigine dair ¢ok sayida hipotez mevcuttur. Fetal
Leydig hiicrelerinin dogumdan sonra geriledigi ve onlarla ortak prokiirsor hiicrelerden
farklanan yetiskin Leydig hiicrelerinin ise puberteye kadar sessizligini korudugu
bilinmektedir. Buna paralel olarak androjen sentezinin dogum sonrasi azaldigi ve
cocukluk dénemindeki uzun steroidojenik sessizlikten sonra, pubertede yetiskin Leydig
hiicrelerinin farklanmasinin tamamlanmasi ile yetiskin hayatta gereken androjen
tiretiminin saglandig: bildirilmistir (30, 35, 37, 38, 39).

2.1.1. Fetal Leydig Hucreleri

Fetal Leydig hiicrelerinin gelisimleri; farklanma, maturasyon ve involusyon
olmak lizere 3 basamakta gergeklesir. Farklanma siiregleri, uzun yillardir tartisma
konusu olmakla birlikte, son arastirmalarda 4 farkli orijinden gelistikleri rapor edilmistir
(40). Bu galismalarda fetal Leydig hiicrelerinin, adrenogonadal primordiyum (41), noral
krest (42), mezonefrik hucreler (40, 43) veya kdlomik epitelden (43,44) koken aldiklari
bildirilmistir (45).

Mezonefroza komsu koélomik epitelin prolifere olmasi ile gelisen primordial
gonadlarin testis yoniinde farklanmalar;; Y kromozomunda bulunan SRY (Sex-
determining Region Y) geninin ekspresyonu ile baglar. Bu asamada primordial
gonadlar; primordial germ hiicreleri disinda somatik progenitor hicreleri de
icermektedir. Steroidojenik Faktor-1 (SF1), Wilms Tumor-1 (WT1) ve GATA Binding
Protein 4 (GATA-4) eksprese eden somatik progenitor hiicreler; Sertoli hicreleri ve
fetal Leydig htcrelerinin kokenini olusturur (37, 41, 46, 47, 48, 49). Tum steroidojenik
dokularin farklanmasi i¢in gerekli olan SF1; fetal Leydig hiicrelerinin gelisim ve
dagilimlan ile birlikte, hiicrelerdeki biyosentetik enzimlerin ekspresyonlarini da kontrol
etmektedir (41, 49).

Fetal Leydig hiicreleri, siganlarda E14,5. giinde ve insanlarda testikiiler
kordonlarin olusumunu takiben gebeligin 6-7. haftalarinda ortaya ¢ikarlar (30, 39, 50).
Meydana gelmeleri, Sertoli hucreleri tarafindan iiretilen Desert Hedgehog (DHH) ve
Platelet Kokenli Buyume Faktori-Alfa (PDGFa)’ya baglidir. DHH veya Platelet
Kokenli Blyume Faktori Reseptoru-Alfa (PDGFRa)-/- embriyolarla yapilan



caligmalarda, fetal Leydig hiicrelerinde azalma ve anormal testikiiler kord
organizasyonu rapor edilmistir (51, 52, 53). Fetal Leydig hiicrelerinin farklanmalarini
regiile eden bir diger sinyal molekllu olan (Arx (X-linked Aristaless-Related Homebox
Gene) eksikliginde de benzer sekilde, fetal Leydig hiicre sayisinda azalma
kaydedilmistir (54). COUPTFII (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription
Factor I1) ise fetal Leydig hiicrelerinde, SF1 bagimli steroidojenik gen ekspresyonlarini
baskilamaktadir. Etkisi ortadan kalktiginda, fetal Leydig hicrelerinin fonksiyonel
maturasyonunun gerceklestigi ve fetal maskulinizasyon i¢in gereken testosteronun
tiretildigi belirlenmistir (55, 56).

Testisler, adenohipofizden salinan bir gonadotropin olan LH’un kontrolii altinda
islev goriirler. Yetigkin Leydig hiicre popiilasyonunun normal fonksiyonlar1 i¢in LH
sarttir, ancak fetal Leydig hicreleri Liteinizan Hormon Reseptori (LHR) eksprese
etmelerine ragmen, gelisimleri ve steroidojenik aktiviteleri i¢in LH’a ihtiya¢ duymazlar
(33, 57). Yapilan ¢alismalarda prenatal donemde LHR-/- fareler ile normal fareler
arasinda, fetal Leydig hiicreleri tarafindan {iretilen testosteron ve testikiiler agirlik
arasinda bir fark bulunamamistir (58, 59). Ayrica LHR-/- fetal farelerde, intrauterin
seks farklanmasinin LH’dan bagimsiz gergeklestigi, postnatal siirecte ise bu farelerde
testis gelisimi, testis inisi, dis genitaller ile aksesuar bezlerin maturasyonunun bloke
oldugu ve testosteron seviyesinin azaldigi rapor edilmistir. Boylelikle fetal Leydig hticre
gelisimini etkilemeyen LH’un, postnatal donemde yetiskin Leydig hiicre hattinin
gelisiminde ve steroidogenez siirecinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (32, 58, 59).

Sicanlarda LH, ilk kez E17,5. giinde, fetal Leydig hiicrelerinin farklanmalarini
takip eden 3-4. ginde plazmada belirlenir ve E19,5. giine kadar oldukga diisiikk
seviyelerde kalir ve ardindan artisa geger (60). Testosteron dretimi ise, E15,5. glinde
baslar ve dogumdan hemen o6nce Insan Koryonik Gonadotropin (hCG) etkisinde
steroidojenik aktivite pik yapar (33, 55, 60, 61, 62). insanlarda ise fetal Leydig
hiicrelerinin farklanmalarina paralel olarak, ilk kez gebeligin 6-7. haftasinda
gerceklesen testosteron ve diger androjenlerin sentezi 12-14. haftalarda en yuksek
seviyesine ulasir. Gebeligin 12-20. haftalar1 arasinda erkek fetustaki testosteron
seviyesi, disi fetustakinin 3-8 katidir (30, 50, 55, 62). Fetal hayatta Uretilen testosteron
ve diger androjenler; ndroendokrin fonksiyonlara ek olarak, epididimis, vaz deferens ve

seminal vezikiil, penis ve skrotum gelisimini de uyarmaktadir (39, 63). Testosteron



tiretimi disinda, fetal Leydig hiicreleri, erkek i¢ ve dis genitallerinin gelisimi ve testisin
skrotuma inis igin gerekli olan INSL3’lin sentezini de gerceklestirir (33, 64, 65).
Testislerin inisi 2 fazda gergeklesir; INSL3, ilk faz olan transabdominal fazda rol
oynarken, androjenler ikinci faz olan inguinoskrotal faz icin gereklidir (64). Bu sirecte
meydana gelen anormalliklerin, psddohermafrodism ile sonuglandigi bildirilmistir (66).

Insanlarda gestasyonun 13-16. haftalarinda (siganlarda E19,5. giinde) fetal
Leydig hiicreleri maksimum sayilar1 olan 48X10%ya ulagirlar. Ancak 14-18. haftalarda
involusyona girerler ve dogumda yaklasik 18X10° adet kalirlar (1, 2, 32, 39). Fetal
Leydig hiicrelerinin gelisim kaderlerine iliskin ¢ok sayida teori bulunmaktadir. Yapilan
morfolojik, ultrastrikturel ve kantitatif analizler sonucunda, bazi kaynaklarda postnatal
hayatta yine fetal Leydig hiicreleri seklinde devam ettikleri, ancak testosteron iiretimine
belirgin bir katki saglamadiklar1 rapor edilirken (67, 68), diger kaynaklarda ise,
dogumdan 2-4 hafta sonra dejenere olduklar1 ve sayica gerileyerek yerlerini yetigkin
Leydig hiicre hattina biraktiklar1 rapor edilmistir (40, 45, 69, 70, 71).

2.1.2. Yetiskin Leydig Hiicreleri

Insanlarda dogumdan birkag ay sonra farklanma siirecine giren yetiskin Leydig
hicre hatti, kemirgenlerde dogumdan hemen sonra gelismeye baslar ve pubertede
farklanmasini tamamlar. Kemirgen hayvanlarda yetiskin Leydig hiicreleri, steroidojenik

enzim ve mitotik aktiviteleri birbirinden farkli, 4 belirgin hiicresel asamada

farklanmaktadir (32, 33, 39, 72, 73) (Sekil 1). Bunlar;

1. Stem (KOKk) Leydig hucreleri,
2. Progenitor (Onciil) Leydig huicreleri,
3. Immatur (Olgun olmayan) Leydig hiicreleri

4. Yetiskin Leydig hiicreleridir.

2.1.2.1. Stem (K06Kk) Leydig Hucreleri:

Leydig hucrelerinin postnatal gelisimi stem Leydig hiicreleri ile baslar. Postnatal
7-14. giinlerde peritiibiiler doku ve perivaskiiler bolgede yerlesim gosteren, fibroblast
benzeri, ig sekilli mezensimal hiicrelerdir (32, 33, 72, 74, 75). Bu hcreler, in vivo

ortamda, kendini yenileme ve farklanma &zellikleri disinda, transplante edildiklerinde



interstisyumda kolonize olabilmekte ve in vitro kosullarda da farklanabilmektedirler
(75, 76, 77). Bu hucrelerin kokenleri literatirde halen tartisma konusudur. Birgok
morfolojik ¢alismada, stem Leydig hicrelerinin, seminifer6z tibullerin perittbuler
dokularinin interstisyumla sinir olusturan dis hattinda yer alan mezensimal hiicrelerden
gelistikleri bildirilirken (39, 74, 75, 78), baz1 kaynaklarda testikiiler kan damarlarinin
vaskiiler diiz kaslar1 ve perisitlerden koken aldiklari rapor edilmistir (39, 75, 79). Leydig
hlcrelerine 6zgii markirlardan 3-Beta Hidroksi Steroid Dehidrogenaz (3HSD) ile LHR
eksprese etmeyen stem Leydig hucrelerinin, farklanmalarinin baslamasi i¢in LH
sinyalizasyonuna ihtiya¢ yoktur (36, 80, 81). Ancak tiroid hormonu, Insiilin Benzeri
Blylime Faktori-1 (IGF-1) ve LH igeren mediuma alindiklarinda bu htcrelerin
prolifere olarak, Steroidojenik Akut Regulator Protein (StAR) ve LHR pozitif hlcreler
haline geldikleri ve testosteron iirettikleri bildirilmistir (72). Ayrica stem Leydig
hiicreleri; PDGFRo, GATA-4, c-kit reseptor ve Lokemi Inhibitér Faktor Reseptorii
(LIFR) pozitiftirler (33, 72, 76, 77, 80). Bu interstisyal hiicrelerin kiiltiir ortaminda
fenotiplerini farklanmadan 6 ay boyunca koruduklar1 gosterilmistir (72). Yapilan
caligmalarda stem Leydig hiicrelerinin, Leydig hiicre hattina ait diger hiicrelere oranla,
kemik iligi stem hiicrelerine gen ekspresyonlari bakimindan daha fazla benzerlik
gosterdigi rapor edilmistir. Ancak kemik iligi stem hiicreleriyle kiyaslandiginda,
ekstraselltler matriks ve adhezyon molekdlleri, Notch sinyalizasyon ve steroidogenez
genlerinin ekspresyonlarinin, stem Leydig hiicrelerinde daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (77). Yetiskin Leydig hiicrelerinin gelisim siireci sirasinda, stem Leydig
hicreleri postnatal 21. gunde, morfolojik olarak benzerlik gosterdikleri, progenitor
Leydig hiicrelerine farklanirlar (33, 72, 75, 76) (Sekil 1).

2.1.2.2. Progenitor (Oncil) Leydig Hucreleri:

Yiiksek proliferasyon yetenegine sahip, oldukga kuguk, ig sekilli, fibroblast
benzeri hicrelerdir. Siganlarda, postnatal 21-28. giinlerde seminiferdz tiibiil dis hattinda
ve perivaskiler alanlarda gelisim gosterirler. Insanda bu hiicrelerin 3 yasindan 6nce
ortaya c¢iktiklart gosterilmistir (32, 33, 72, 74, 75). Enzim aktivite analizleri ve
imminohistokimyasal ~ metodlar  kullanilarak ~ stem  Leydig  hiicreleriyle
karsilastirildiginda, progenitdr Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda daha az miktarda

Agraniler Endoplazmik Retikulim (SER) icerdikleri ve birgok steroidojenik enzim ile



birlikte, LHR ve Androjen Reseptort (AR) eksprese ettikleri gosterilmistir (33, 75 80,
82). Progenitor Leydig hicrelerinde LHR ekspresyonundan 6nce, steroidojenik enzim
ekspresyonunun gelismesi, farklanma siirecinin basinda, Leydig hicrelerinde
steroidogenezin LH’dan bagimsiz gergeklestigini gostermektedir (36, 78, 81). PDGFRa,
LIFR ve c-kit ekspresyonu ise yiksek seviyelerde devam etmektedir (33, 72, 80).
Yapilan ¢alismalarda, hipofizektomi sonrasi yliksek dozda LH (83) veya LH analogu
olan hCG (84) uygulamasmin, prepubertal siganlarda stem Leydig hiicrelerden
progenitor Leydig hiicrelerinin proliferasyon ve farklanmasini uyardigi rapor edilmistir.
Progenitor Leydig hiicreleri, Sa-rediiktaz icermeleri nedeniyle, diger Leydig hiicrelerine
oranla, testosterondan daha fazla androsteron uretirler (82). Hucreler postnatal 35-56.
giinlerde genisleyip yuvarlaklasirlar ve proliferatif kapasitelerini azaltarak, immatdr
Leydig hiicrelerine farklanirlar (32, 33, 72, 74, 75) (Sekil 1).

2.1.2.3. immatur (Olgun olmayan) Leydig Hiicreleri:

Bu hiicreler sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlaciklar1 ve yaygin SER
sisternalar1 ile karakterize, blyik ve yuvarlak sekilli hucrelerdir (32, 33, 72, 74, 75).
Sicanlarda postnatal 35-56. giinlerde, insanlarda ise prepubertal 3-8 yaslarinda ortaya
cikarlar. Bu dénemde her bir testiste yaklasik 13-14 milyon immatir Leydig hucresi
bulunmaktadir. Proliferasyon kapasiteleri progenitér Leydig hiicrelerinden diistiktiir.
Progenitdr Leydig hicrelerine oranla, daha iyi gelismis SER icerirler. Androjen
metabolize edici enzim aktiviteleri (3aHSD, Sa-rediiktaz) yetiskin Leydig hiicrelerinden
daha fazladir (33, 71, 75, 76, 80, 85). Androjen metabolize edici enzimlerin varlig
nedeniyle, sentezlenen major steroid hormon testosteron degildir. Immatur Leydig
hiicrelerinin sentezledigi major steroidler; 5a-androstan-3a,17p-diol’dir (71, 75).
Yiksek metabolize edici enzim aktivitelerine paralel olarak, steroidogenez kapasiteleri
de yiksek olan immatir Leydig htcreleri, postnatal 56. glnde, peritubuler ve
perivaskuler alanlardan interstisyuma gecerler. Son bir boliinme ile sayilarini ikiye
katlamalarinin ardindan, yetiskin Leydig hiicrelerini olustururlar (32, 33, 71, 75, 76, 86)
(Sekil 1).



2.1.2.4. Yetiskin Leydig Hucreleri:

Yetigkin Leydig hiicreleri, pubertede immatiir Leydig hiicrelerinden gelisen ve
mitotik aktivite gostermeyen oldukca blylk hucrelerdir (32, 33, 72, 74, 75). Siganlarda
postnatal yaklasik 56. giinde, insanlarda ise 9-11. yaslarda farklanan yetiskin Leydig
hiicreleri, postpubertal donemde testiste baskin hale gecerler. Terminal farklanmasini
tamamlayan Leydig hiicreleri, daha fazla prolifere olmazlar. Yetiskinlik donemine
gelindiginde her bir testiste yaklasik 25 milyon yetiskin Leydig hiicresi bulunur ve bu
hiicreler, giinde yaklasik 10 mg testosteron Uretirler (33, 71, 73, 74, 85). Immatiir
Leydig hucreleri ile karsilastirildiginda, yetiskin Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda
SER orani artmis, ancak lipid damlaciklarinin sayilari azalmistir. Seksliel maturasyon
stirecinde butiin steroidojenik enzimleri ¢cok yiiksek seviyelerde eksprese ettiklerinden
dolay1, steroid hormon Uretiminde de belirgin bir artis gézlenmistir (33, 70, 76, 82)
(Sekil 1). Fetal Leydig hucreleri gibi farklanmasini tamamlayan yetiskin Leydig
hlcrelerinde de ana steroid Urin olan testosteronun yani sira, INSL3 sentezi de
gergeklesmektedir.

Testosteron, erkek iireme fonksiyonlarmin devamlilifi ve spermatogenez ig¢in
esastir (33, 75). Yapilan calismalarda 90 giinliik sicanlarin yetigskin Leydig hiicrelerinde
testosteron Uretiminin, 21 gunlik progenitor Leydig hiicrelerinde dretilenden 150 Kat,
35 giinliik siganlarin immatiir Leydig hucrelerinde Uretilen miktardan ise 5 kat daha
fazla oldugu rapor edilmistir (71, 86). Testosteron Ureterek, puberteyi diizenleyen ve
erkek fenotipinin devamliligini saglayan yetiskin Leydig hiicreleri; INSL3
sentezleyerek, germ hiicre canlilifinda ve kemik metabolizmasinda da rol almaktadir
(87). Bu nedenle yetiskin Leydig hiicrelerinin tanimlanmasinda klasik olarak 3BHSD ve
LHR disinda, INSL3 ekspresyonu da kullanilmaktadir (36).
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Leydig Progenitor immatur Yetigkin Yasgh
Hiicre Leydig Hiicre Leydig Hiicre Leydig Hiicre Leydig Hiicre
Mitotik g o i :
Akfivite Dusuk Yiksek Bir kere = =
Morfoloji I seklinde  ig seklinde Yuvarlak, Yuvarlak, Yuvarlar,
Biyuk lipid Kicik lipid Kick lipid
damlacikh damlacikl damlacikl
E‘gra"”'er Disak Disak Yiksek En yiksek Yiksek
Testosteron Dusiik Orta Yiksek Orta
Yas 7 giin 21 gln 35 giin 86 glin 20 ay
LHR - Dusik Orta Yiksek Orta
AR - Yiksek Yiksek Dusuk -

Sekil 1. Postnatal yetigskin Leydig hiicrelerinin gelisim basamaklari (33).

2.1.3. Leydig Hicre Fonksiyonlarimin Diizenlenmesi

Yuksek adaptasyon ve farklanma kabiliyetine sahip yetiskin Leydig hiicrelerinin
gelisim stirecleri; endokrin ve parakrin faktorlerin kontrolii altinda olup, farkli
basamaklarda farkli morfolojik degisimler sergilerler. Fetal Leydig hiicrelerinden farkli
olarak, pubertal ve postpubertal donemde, yetiskin Leydig hiicrelerinin maturasyon ve
fonksiyonlarini diizenleyen en 6nemli anahtar diizenleyicilerden birisi LH’dur. Testiste
gametogenez diginda, steroidogenez siirecinde de rol oynayan LH; Leydig hicre
membranindaki LHR ne baglanarak steroidogenez i¢in gereken sinyal yolagini baslatir
(1, 88). LH bu asamada, steroid hormon {iiretim kapasitesini artirmak i¢in gereken SER,
mitokondriyon ve peroksizom gibi organellerin fonksiyon gérmesi igin sarttir (36, 81).
Leydig hiicre hattinda ilk LHR ekspresyonu, postnatal 21-28. giinlerde, progenitor
Leydig hiicrelerinin farklanmasiyla, steroidojenik enzim ekspresyonlarini takiben
gerceklesmektedir. (36, 78, 81). Aym1 donemde LH seviyesinin diisiik olmasi, Yyetigkin
Leydig hicrelerinin LH’dan bagimsiz olarak farklanmaya basladiklarini1 gostermektedir
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(36, 80, 81). Nitekim LHR mutasyonuna sahip transgenik farelerde de, neonatal
donemde testis gelisiminin, fetal Leydig hiicre sayisinin ve testosteron seviyesinin
normal olmasi, fetal Leydig hiicrelerinin tamamen gonadotropinlerden bagimsiz
gelistiginin bir gostergesidir. Aymi ¢alismada postnatal siirecte hipogonadizme baglh
olarak aksesuar genital organlarin gelisiminde ve spermatogenezde aksakligin meydana
geldigi rapor edilmistir (57, 59). LH ve Follikil Stimdlan Hormon (FSH)’un
baskilanmasi da, benzer sekilde, yetiskin erkeklerde testosteron seviyesinde azalmaya
ve spermatojenik gerilemeye neden olmustur (89). Ancak gonadotropin baskilanmasi
yapilan farelere ekzojen testosteron verilmesi sonucunda, normal spermatogenezin
gelistigi  gozlenmistir (90). Hipogonadal fareler (91) ve hipofizektomi yapilan
maymunlarda (92) da, ekzojen androjen uygulamasinin, hCG, LH ve FSH seviyelerini
artirdigi, Leydig hicrelerini stimile ederek testosteron sentezini uyardigi ve
spermatogenezi destekledigi gosterilmistir (93, 94).

Fetal Leydig hiicreleri ile yetiskin Leydig hiicrelerinin karsilagtirildigt
calismalarda; 3BHSD, 17-B-Hidroksi Steroid Dehidrogenaz (17pHSD), prostaglandin
sentetaz, ostrojen sulfotransferaz ve Vaskiler Hicre Adezyon Molekili-1 (VCAM-1)
ekspresyonlarinin yalnizca yetiskin Leydig hiicrelerinde gozlendigi, fetal Leydig hiicre
popllasyonunda eksprese olmadiklari gosterilmistir. Gonadotropin baskilanmasi yapilan
yetiskin sicanlarda bu markirlarin ekspresyonu, Leydig hiicrelerinin farklanmalarinin
baslangicinda LH’a ihtiyag duymadigmin bir diger gostergesi seklinde
degerlendirilmistir (81, 95).

Leydig hucrelerinin  farklanma basamaklarmin tiimiinde, Sertoli hucreleri
tarafindan uyarilan iki sinyalizasyon sistemi olan, DHH ve PDGFa devreye girmektedir.
Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen bu iki ligand, Leydig hiicrelerinde bulunan Patched-
1 (PTC1) ve PDGFRa olmak Uzere 2 spesifik reseptore baglanir. DHH-/- ve PDGFa-/-
farelerle yapilan ¢aligmalarda, prekiirsor proliferasyonu bozuldugu icin yetiskin Leydig
hiicre gelisiminin aksadigr ve dis genital organlarda feminizasyon ile karakterize
psodohermafroditizmin gelistigi rapor edilmistir (52, 53, 96, 97).

Biiylime faktorleri ve sitokinler de yetiskin Leydig hiicrelerinde steroid
sentezinde otokrin/parakrin etkilere sahiptir. IGF-1 ve Fibroblast Buyume Faktori-9
(FGF-9) steroidogenezi uyaran biytme faktorleriyken, Transforming Growth Factor
Beta-1 (TGFB-1), Antimillerian Hormon (AMH), Timdér Nekroz Faktor Alfa (TNF-a),
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Interldkin-1 (IL-1) ve Interlokin-6 (IL-6) steroid sentezini inhibe eden sitokinlerdir (98,
99).

Leydig hiicrelerinin  farklanmalarin1 ~ dlizenleyen 6nemli transkripsiyon
faktorlerinden biri de COUPTFII’dir. Farelerde erken embriyonik dénemde COUPTFII
eksikligi sonucu, anjiyogenez ve kardiyovaskiiler defektlere bagli Sliimler
gerceklesmistir. Geg embriyonik donemdeki COUPTFII eksikliginin progenitér Leydig
hicre gelisiminde gecikmeye neden oldugu, yetiskinlik donemindeki eksikliginin ise,
Leydig hiicre fonksiyonlarin1 etkilemedigi ve herhangi bir Greme sorununa da neden
olmadigi rapor edilmistir (56).

Bu sinyal molekiilleri disinda kemik tarafindan salinan OC de Leydig
hlcrelerindeki spesifik reseptéric GPRC6A (G Protein-Coupled Receptor 6A)’ya
baglanarak steroidogenezi stimile etmektedir. OC; CREB (CAMP Response Element
Binding Protein) transkripsiyon faktorl araciligiyla Leydig hiicrelerinde testosteron
biyosentezinde gorev alan bircok genin ekspresyonunda rol oynar (15). OC veya
GPRCG6A-/- farclerde artan LH seviyesine ragmen, steroidogenez inhibisyonunun ve
feminizasyonun gergeklestigi  bildirilmistir (14, 15). Ayrica insanlarla yapilan
calismalarda da, OC gen mutasyonlarinin, primer testikiiler bozukluklarla iligkili oldugu
rapor edilmistir (14).

HPG aksindan bagimsiz olarak, Leydig hicrelerinde testosteron sentezini
duzenleyen bir diger yol ise, beyindeki paraventrikiler cekirdekler ile testis arasindaki
multisinaptik néronal yolaktir. Yapilan deneysel ¢alismalarda, intraserebroventrikiiler
olarak IL-1B, TNF-a veya IL-6 proinflamatuvar sitokinlerinin enjeksiyonu yapilmis ve
hipotalamus ve testis arasindaki baglanti inhibe edilerek, LH salinimi durdurulmus ve
testosteron sentezinde hizli bir azalmanin meydana geldigi gosterilmistir (100, 101).

Androjenler, Leydig hiuicre fonksiyonu ve maturasyonunun diizenlenmesinde rol
almaktadir. Fetal Leydig hiicrelerinin farklanma ve fonksiyonlar1 i¢in AR’ne ihtiyag
duyulmazken, stem Leydig hiicreleri disinda, diger tiim yetigkin Leydig hiicre
hatlarinin gelisim basamaklarinda Leydig hiicre ¢ekirdeklerinde AR ekspresyonu
gozlenmektedir. Ancak immatir Leydig hicrelerinde yiiksek olan bu ekspresyon,
yetiskin Leydig hiicrelerinde disiiktiir (Sekil 1). Androjenler, immatir Leydig
hiicrelerinde androjen reseptdrlerini maksimum diizeyde uyarirken, yetiskin Leydig

hlcrelerinde ¢ok etkili degildirler. AR-/- farelerle yapilan galismalarda, fetal Leydig
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hiicre fonksiyonlarinin normal oldugu, ancak ilk 20 giin i¢inde yetiskin Leydig hiicre
hattina ait hiicrelerin %30, yetiskinlikte ise %60 oraninda azaldigi rapor edilmistir.
Ayrica anti-androjen tedavilerin de, yetiskin Leydig hiicrelerinde hipertrofi ile birlikte
testosteron ve steroidojenik enzim seviyelerinde azalmaya sebep oldugu bildirilmistir.
(102, 103, 104, 105).

Gunumuze kadar, seminiferdz tubtlleri saran peritiibller hicrelerin en 6nemli
fonksiyonlarin, spermlerin rete testise tasinmasi sirasinda, tubil kontraksiyonunu
saglamak oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda, peritiibiiler
hicrelerin de erkek fertilitesinde rol oynadigi rapor edilmistir (106). Peritubtler
dokunun i¢ tabakasi; miiskiiler karaktere sahip olup desmin eksprese eden miyoid
hiicrelerden olusurken, dis tabakasi; bag dokusu karakterindedir ve vimentin eksprese
etmektedir (107). Yapilan ¢alismalarda, normalde AR cksprese eden peritiibiiler
dokunun i¢ tabakasindaki bu miyoid hiicrelerin AR yoklugunda, yetiskin Leydig hiicre
sayisint etkilemedigi, ancak fonksiyonlarmi bozdugu gosterilmistir. Bu durum
peritibuler miyoid hiicrelerin, androjen sinyalizasyonu araciligiyla, yetiskin Leydig
hlcre fonksiyonlarinda rol oynadigini gostermektedir (108).

Erkek Ureme sisteminin fonksiyon ve gelisimi agisindan, androjenler ve
ostrojenler arasindaki denge oldukca Onemlidir. Ozellikle erkek maskiilinizasyon
programlama penceresi (Masculinisation Programming Window=MPW) déneminde, bu
dengenin bozulmasi erkek iireme sisteminin gelisimini negatif yonde etkiler. Memeli
testislerinde aromataz enzimi, androjenleri 0strojenlere doniistiirmektedir. Asir
aromataz ekspresyonu gosteren modifiye farelerde ve infertil erkeklerle yapilan
caligmalarda, asirt Ostrojen sinyalizasyonunun, makrofajlar1 Leydig hiicrelerini yok
etmeleri yoniinde uyardigi rapor edilmistir (109,110).

Leydig hiicre fonksiyonlarmi diizenleyen bir diger faktor ise kisspeptin’dir.
Kisspeptin; arkuat ve anteroventral periventrikiler nikleuslarda yer alan reseptori olan
Gpr54 araciligiyla GnRH salimimini uyararak, LH ve testosteron salinimini artirir ve
seksiiel davraniglar1 duzenler. Yapilan arastirmalarda, Gpr54 delesyonuna sahip mutant
farelerde, gonadotropin ve steroid hormon seviyesinde azalmanin hipogonadizme ve
dolayisiyla da infertiliteye neden oldugu gosterilmistir (111, 112). Bunlarin yaninda, L-
Arginin’in, Nitrik Oksit Sentaz (NOS) tarafindan okside olmasiyla olusan nitrik oksitin,

enflamasyon sirasinda, Leydig hiicreleri ve makrofajlar arasindaki parakrin
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sinyalizasyon sonucu, steroidogenezin inhibe olmasina ve testosteron iiretiminin
engellenmesine neden oldugu da rapor edilmistir (113).

Peptid yapisinda bir hormon olan INSL3, hem fetal, hem de yetiskin hayatta
Leydig hiicrelerinde sentezlenmektedir. Embriyonik gelisim siirecinde fetal Leydig
hiicreleri tarafindan salinan INSL3, testislerin inisini kontrol eder. Yetigkin Leydig
hiicrelerince sentezlenen INSL3’lin ise Leydig hiicreleri ile germ hiicreleri arasindaki
etkilesimde rol oynadigi diisiiniilmektedir (114, 115). Klinefelter sendromlu ve siddetli
hipospermatogenezis nedeniyle infertil olan erkeklerde, dolasimda INSL3
konsantrasyonunun azaldigi bildirilmistir (116). Benzer sekilde, 35-80 yas arasi
erkeklerde de, yasa bagl Leydig hiicre fonksiyon kaybina paralel olarak, periferal kanda
INSL3 seviyesinin azaldigi rapor edilmistir (117). Son yillarda yapilan ¢aligmalar
sonucunda, Leydig hiicre fonksiyon bozukluklari igin INSL3’iin bir markir niteligi
tasidigi belirlenmistir (87, 116, 117).

Tiroid hormonunun, Sertoli hicrelerinin proliferasyon ve farklanmasindaki roli
bircok ¢alismada gosterilmesine ragmen, Leydig hiicre gelisimine etkisiyle ile ilgili cok
az saylda caligma bulunmaktadir. Tiroid hormonu; mezensimal hiicre prekiirsorlerinin,
Leydig hilcre prekiirsorlerine farklanmasini tetiklemektedir. Neonatal donemde
gOzlenen hipotiroidizmin, Leydig hiicre farklanmasini durdurdugu ve interstisyumda
mezengimal hiicre prekiirsorlerinin birikimine neden oldugu, hipertirodizmin ise tam
tersi olarak, Leydig hiicre farklanmasini stimiile ettigi rapor edilmistir. (36, 118).

Ghrelin, insanda mide, hipotalamus ve testis dokularinda saptanan bir endojendz
biylme hormonudur. Ghrelin reseptorindn, testiste Ozellikle pakiten spermatositler
disinda, Sertoli ve Leydig hucrelerinde lokalize oldugu immiinohistokimyasal olarak
gosterilmistir. Ghrelin’in normal gelisim siirecinde, Leydig hiicre farklanma indikator(
oldugu ve Ghrelin ekspresyon kaybinda, Leydig hiicre tiimorii olusumunun uyarildigi
bildirilmistir (119).

Yapilan calismalarda Leydig hucrelerinde steroidogenezisin, mitokondriyal
flizyon ve fizyon basamaklar1 sirasinda, organel seviyesinde diizenlendigi rapor
edilmistir. Mitokondriyal flizyon sirasinda 2 adet dynamin benzeri GTPaz olan
Mitofusin 1 ve 2 gorev alir. Dis mitokondriyal membranda yer alan bu proteinler
mitokondriyon-mitokondriyon ve mitokondriyon-ER etkilesimini saglar. Mitokondriyal

flizyonu duzenleyen fuzyon proteini Mitofusin-2 (Mfn-2) eksikliginde, steroidrogenez
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stireci bozulmaktadir (120). Mitokondriyal fizyon icin dynamin iliskili protein-1 (Drp-
1) gerekmektedir. Mitokondriyonlarin esit sekilde boliinmesi olayr olan mitokondriyal
fizyon sirasinda mitokondriyonlarda yeniden lokalize olan StAR proteini,
steroidogenezisi dizenler. Bunlarin yaninda, endoplazmik retikilim ve mitokondriyon
arasindaki fiziksel temas bolgesi olan, mitokondriyon iligkili membran yapisi da,
endoplazmik retikilim ve mitokondriyon arasinda substrat gecisine izin verdigi igin
onemlidir (120,121).

2.2. Etan Dimetan Silfonat (EDS)

Bir alkilleyici stlfonik asit esteri olan EDS’nin; spesifik olarak yetiskin Leydig
hicrelerini yok ederek, androjen destegini kesme yoluyla spermatogenez sdrecini
bozdugu ve gegici infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (122, 123). EDS ile orijinal
Leydig hiicre popllasyonunun elimine edilmesinin ardindan, 7 hafta i¢inde yeni Leydig
hlicre populasyonu rejenere olmaktadir. Normal kosullarda, yetiskin Leydig hiicreleri
puberte sonunda terminal farklanmalarin1 tamamlarlar ve daha fazla prolifere olmazlar,
stabil olarak kalirlar. Bu nedenle, postpubertal donemde, stem Leydig hicrelerinin
gelisimini incelemek i¢in en uygun modelin, EDS uygulanan hayvan modelleri oldugu
diistiniilmektedir (22, 23, 24, 25).

Yapilan calismalarda yetiskin sicanlarda tek doz EDS uygulamasini takiben 3-4
giin icinde, yetiskin Leydig hiicrelerinin hizla yok oldugu, testosteron {iretiminin
durdugu, testis, epididimis, prostat bezi ve seminal vezikiil agirhginin azaldigi
gosterilmistir. Bununla birlikte Sertoli hiicrelerinde AR ekspresyonu, Leydig hiicre
markirt INSL3 ekspresyonu ve FSH-LH seviyelerinin indirgendigi rapor edilmistir.
Ardindan 7-10 hafta i¢inde stem Leydig hiicrelerden baslamak Uzere yeni Leydig hicre
populasyonunun tekrar normal gelisim basamaklarina gére olusmasiyla, yetiskin Leydig
hiicre sayisi, testosteron seviyesi ve diger parametreler enjeksiyon Oncesindeki
durumuna gelmektedir (22, 23, 24, 25, 123, 124). Leydig hucreleri elimine olduktan 1
hafta sonra, seminiferoz tiibiillerin duvarinda ve damarlarin ¢evresinde ig seklinde stem
Leydig hicreleri prolifere olmaya baslar. Stem Leydig hiicreleri, daha sonra 3HSD
eksprese eden progenitdr Leydig hiicrelerine farklanirlar. EDS uygulamasindan 4-5
hafta sonra ise perivaskuler ve peritibiler alanlarda, 5a-rediktaz enzim aktivitesi

yuksek olan immatir Leydig hiicre kiimeleri olusmaya baslar. Yaklasik 6-7 hafta sonra
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immatir Leydig hiicrelerinin, yetiskin Leydig hiicrelerine farklanmasiyla, EDS
nedeniyle elimine olan yetiskin Leydig hiicrelerinin yerini, yeni yetiskin Leydig
hiicreleri almis olur (125, 126, 127).

Yapilan ¢alismalarda EDS uygulamasi sonrast 3-5 gln icinde testosteron,
PDGFRa, IGF-1 ve steroidojenik enzimlerin en diisiik seviyelerine indigi ve 8. giinden
sonra, stem Leydig hiicrelerinin prolifere olmasiyla birlikte, tekrar testosteron ve
steroidojenik enzim seviyelerinin yiikselmeye basladigi rapor edilmistir. 20. glnde ise,
EDS oOncesi normal seviyelerinin %25’ine ulastiklar1 bildirilmistir (97). Normal
postnatal gelisim gosteren Leydig hiicreleri ile EDS uygulamasi sonrasi yeniden
rejenere olan Leydig hucreleri karsilastirildiginda, steroidojenik kapasitelerinin esit
oldugu bildirilmistir (128). Yash siganlarda da, EDS uygulamasi sonrasi, Leydig
hiicrelerinin ~ steroidojenik  fonksiyon kapasiteleri gen¢ sicanlarinkine benzer
bulunmustur (129). Bir diger calismada ise, EDS uygulamas1 sonrasinda intersitisyal
bolim ve seminiferdz tiibiiller ayr1 ayr1 LH igeren ve igermeyen mediumalara alinmistir.
LH icermeyen intersitisyal bolim ve tubul kaltarleri ile LH iceren interstisyal bolim
kalturinde, testosteron Gretiminin gergeklesmedigi rapor edilmistir. Buna karsin, LH
iceren tubul kalturinde, testosteron liretimi gergeklesmis ve tiibiil yiizeyinde 3HSD
pozitif hiicreler izlenmistir. Boylelikle tiibiil yiizeyindeki hiicrelerin, Leydig hiicre
prokiirsorleri oldugu ve proliferasyon i¢in LH’a ihtiyag duyduklari gosterilmistir (130).

EDS’nin spesifik olarak yetiskin Leydig hiicrelerinin 6liimiine nasil neden
oldugunun etki mekanizmasi halen tam olarak bilinmemektedir. EDS uygulamasi
sonrasinda Leydig hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda bazi dejeneratif
degisiklikler gergeklesir. SER vakuolizasyonu ve Golgi kompleksinde hipertrofi, EDS
uygulamasit sonrasi, yetiskin Leydig hiicrelerinde gozlenen baslica yapisal
degisikliklerdir (131). Yapilan ¢alismalarda, EDS uygulamasin takip eden ilk 24 saat
icinde, hiicrede glutatyon seviyesinin yukselmesi ile birlikte kromatin kondensasyonu
ve niklear fragmentasyon sonucunda Leydig hiicre apopitozunun gerceklestigi
gOsterilmistir. Bcl-2 ailesi ve kaspazlar, apopitotik strecin temel mediyatorleridir.
Bununla birlikte, EDS uygulamasi1 sonrasi1 Leydig hiicre apopitozunda ise Bcl-2 ailesi
gorev almaz. Bunun yerine Leydig hicrelerinde Fas Ligand-Fas Reseptor aktivasyonu
aracili apopitoz gergeklesmekte ve Leydig hiicre artiklart makrofajlar tarafindan yok
edilmektedir (132, 133).
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Leydig hucreleri haricinde, diger hiicrelerde sitotoksik etkisi minimal diizeyde
olan EDS’nin, timus ve adrenal bezlerde gecici involusyon olusturdugu ve bu
organlarda agirlik azalmasina neden oldugu bildirilmistir (122, 134). EDS uygulamasi
sonrasinda, Leydig hiicre kaybina bagli olarak gerceklesen testosteron eksikligi,
androjen bagimli spermatojenik hiicrelerde atrofiye sebep olmakta ve Sertoli hiicrelerini
de etkilemektedir (97, 135). EDS’nin etki dozu, hayvan tiirleri arasinda farklilik
gostermekle birlikte, genel olarak intraperitoneal tek doz 75-100 mg/kg veya
intratestiktler 2,5 mg/testis EDS enjeksiyonunun, yetiskin Leydig hilcrelerinin elimine
edilmesinde etkin oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, siganlarda 75-100 mg/kg
tek doz intraperitoneal EDS enjeksiyonu yetiskin Leydig hucrelerinin elimine
edilmesini saglarken, ayn1 doz araliginin hamsterlar igin yeterli olmadig: bildirilmistir
(136). Bu nedenle EDS’nin cinsiyet, tiir ve yasa bagimli toksik etkisiyle ilgili olarak

ileri ¢alismalara ihtiyag¢ bulunmaktadir.

2.3. Steroidogenezis

Hayat boyunca fizyolojik fonksiyonlar ve gelisim siireci i¢in kritik 6neme sahip
olan steroid hormonlar; basta adrenal bezler ve gonadlar olmak Uzere, beyin, deri,
plasenta ve beyaz yag dokusu gibi, cesitli doku ve organlarda iiretilmektedir (63, 137
138). Bltun steroid hormon sentezleyen endokrin organlarda, steroid hormonlarin
iretildigi biyosentetik yol benzer olmasina ragmen, kullanilan enzim sistemleri farklilik
gosterir.  Steroid  hormonlar, steroidojenik  hiicrelerin  sitoplazmasinda ve
mitokondriyonlarinda, “Steroidogenez” adi verilen siire¢ sonunda sentezlenmektedir.
Testosteron da, diger steroid hormonlar gibi, steroidojenik bir hiicre olan Leydig
hiicrelerinin sitoplazmasinda ve mitokondriyonlarinda sentezlenir ve depolanmadan
salmnir (63, 98, 137, 138).

Butiin steroid hormonlar icin kolesterol substrat 6zelligi tasir. Adrenal bezlerde
kolesterolden testosteron prokursorleri DHEA (Dehidroepiandrostenedion) ve
androstenedion sentezlenirken, Leydig hicrelerinde kolesterolden direkt olarak
testosteron sentezi ger¢eklesmektedir. Steroid hormon Greten tim hicrelerde bol
miktarda bulunan peroksizomlar, kolesteroliin biyosentezinde ve metabolizmasinda rol

oynarlar. Hiicrede kolesterol, hiicre membranindan elde edilebildigi gibi,
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sitoplazmadaki asetattan ya yeniden sentezlenir veya HDL-LDL seklinde dolasimdan
alinir (63, 138).

Adenohipofizden salinan LH’un, Leydig hucrelerindeki spesifik reseptori
LHR’ne baglamasi ile stimiile olan adenil siklaz, adenozin trifosfat (ATP)’tan CAMP
sentezleyerek, steroidogenezi baslatir. cAMP sentezi ile artan intraselliiler Ca®* girisi,
kolesteroliin, sitoplazmadan mitokondriyon dig zarina tasinmasini saglayan Protein
Kinaz A (PK-A)’y1 aktiflestirir (139). Aktive olan PK-A, ise GATA-4 ve CREB gibi
transkripsiyon faktorlerini fosforiller. Mitokondriyonun dis zari ile i¢ zar1 arasindaki
bosluk, suda ¢oziinen molekiillerin gegisine izin veren akudz bir siviyla dolu olup,
lipofilik kolesterol gecisini engeller. Kolesteroliin mitokondriyonun dis zarindan i¢
zarina taginmasi tasiyici proteinler olan; Steroidojenik akut regilator protein (StAR) ve
Translokator protein (TSPO, Periferal Tip Benzodiazepine Reseptor=PBR) araciligiyla
gerceklesir (11, 63, 140, 141).

StAR; tropik hormonlara cevap olarak sentezlenen, kisa émiirlii bir molekiildiir.
N ucu, mitokondriyonun dis zarina baglidir ve kolesteroliin mitokondriyon dis zarindan
i¢ zarina taginmasini saglar. SF1, testis gelisim siirecinde gorev almakla birlikte, StAR
aktivasyonu ve steroidojenik enzim ekspresyonlarinda rol oynayan Onemli bir
transkripsiyon faktordiir. Yapilan calismalarda, SF1 mutasyonuna sahip 46, XY
bireylerde, genital organlarda gelisme geriligi, testosteron biyosentezi ve
maskulinizasyonda bozukluklar gézlenmistir (63, 142, 143). Lipoid konjenital adrenal
hiperplazi hastalarinda da, StAR’1 kodlayan gende mutasyon nedeniyle adrenal ve
gonadal steroid sentezinin gergeklesmedigi bildirilmistir (144). PBR, steroidojenik
hiicrelerin mitokondriyonlarinin dis membraninda yer alan ve kolesterol transferinde rol
oynayan bir kanal proteinidir. PBR hasarinda Kkolesterol transferinin etkiledigi ve
steroidogenez surecin bozuldugu rapor edilmistir (145). Her iki tasiyici proteinin yash
Leydig hucrelerindeki azalan ekspresyonlari, testosteron seviyesindeki diisiisiin
sebepleri arasinda gosterilmektedir (146).

Kolesterolden testosteron sentezinin geceklesmesi i¢cin ¢ok sayida enzimin
aktivitesine ihtiya¢ duyulur. Bu enzimler 2 kategoride siniflandirilir: CYP11A ve
CYP17’nin i¢inde bulundugu, sitokrom P450 enzim grubu ile 3HSD ve 17BHSD’in
iginde bulundugu, HSD (Hidroksisteroid dehidrogenaz) enzim grubudur. (63, 138).

Mitokondriyon i¢ zar matriksinde bulunan CYP11A enziminin, kolesterol
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hidroksilasyonunu katalize etmesiyle, kolesteroliin yan zincirindeki 2 C atomu okside
olur ve pregnenolon olusur (63, 140, 147). Pregnenolon, daha sonra mitokondriyondan,
diger enzimatik reaksiyonlarin gerceklesecegi SER zarina tasinir. A4 ve A5 yolaklar
olmak Uzere, 2 farkli yol araciligiyla, pregnenolondan farkli metabolitlerin sentezi
gerceklestirilir. Insan ve yiiksek primatlarin Leydig hiicrelerinde yaygin olarak
kullanilan A5 yolaginda, CYP17 ile pregnenolondan 17-alfa-hidroksipregnenolon, daha
sonra da, DHEA sentezlenir. A4 ve A5 yolaklarinin her ikisinin de bulundugu siganlarda
ise insanlardan farkli olarak, A4 yolag: tercih edilir. A4 yolaginda, pregnenolondan
direkt olarak CYP17 aracili 17-alfa-hidroksiprogesteron sentezini takiben,
androstenedion olusur. Her iki yolakta da, steroidogenezin 17BHSD tarafindan
katalizlenen son basamaginda, androstenedion testosterona donistiiriiliir (49, 63, 140)
(Sekil 2).

Fetal donemde steroidogenez sireci sonunda sentezlenen testosteron; testislerin
inigini ve Wolffian kanallarin genital duktuslara farklanmasini uyarirken, 5a-rediiktaz
araciligiyla olusturulan dihidrotestosteron; iirogenital siniisleri uyarir ve dis genital
organlar ile prostatin gelismesini saglar. Puberte ve yetiskinlikte de testosteron;
sekonder seks karakterlerinin sekillenmesinden ve spermatogenezin devamliligindan
sorumludur (35, 148). Organizmada homeostazin diizenlenmesinde rol oynayan steroid
hormonlarda yetersizlik durumunda; hormon bagimli kanserler, otoimmiin ve
enflamatuvar hastaliklar gibi, ¢esitli patolojik siire¢lerin ortaya ¢iktigi rapor edilmistir
(98).
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2.3.1. Testosteron

Testosteron; beyin, karaciger, over, testis, kemik iligi, deri, kas ve kemik gibi
androjen reseptorii iceren ¢esitli organ ve dokularin fonksiyonlarinda rol oynayan,
onemli bir steroid hormondur (1, 6). Erkeklerde fiziksel aktivite ve genel saglik
durumunun devamliligt igin gereken testosteron; hipotalamus, hipofiz ve testis
arasindaki negatif geri besleme mekanizmalari ile diizenlenir. Hipotalamustan salinan
GnRH ile stimiile olan LH, Leydig hiicrelerindeki LHR’ne baglanarak testosteron
sentezini uyarir. Serum testosteron miktarinin yaklasik %95’inin testiste Leydig
hiicreleri tarafindan sentezlenmesi, intratestiskuler testosteron seviyesinin, serum
testosteron seviyesinden; kemirgenlerde 8-30 kat, insanlarda ise, 20-100 kat daha fazla
olmasimna neden olmustur. Normal kosullarda, yetiskin erkeklerde glnlik 4-7 mg
testosteron sentezlenir ve depolanmadan hizla, plazma araciligiyla hedef organlara
gonderilir. Sirkadiyen ritme bagli olarak, sabah saatlerinde daha yliksek olan testosteron
sentezi, aksam saatlerinde %25 oraninda azalir (1, 11, 89, 149).

Steroid hormonlar; hedef organ ve viicut sivilarinda, hepatositler tarafindan
sentezlenen Seks Hormonu Baglayici Globulin (SHBG) ve alblimin gibi baglayici
proteinlere bagli sekilde bulunmaktadir. Dolasimdaki testosteronun yaklasik %98’1i, bu
sekilde, bagh formda bulunurken, %2’si serbest formdadir ve karacigerde metabolize
olarak dihidrotestosterona doniistiiriiliir (1).

Biyokimyasal analizler sonucunda, insanda testosteron seviyesinin, gestasyonun
14-18. haftalarindan sonra fetal Leydig hucrelerinin involusyonuna bagli olarak
azalmaya bagladigi, ancak dogumdan 2-3 ay sonra “minipuberte” olarak bilinen
donemde, infantil Leydig hiicrelerinin gelisimine bagl olarak, tekrar artisa gectigi rapor
edilmistir (1, 34, 39). Postnatal donemdeki bu artistan sonra, gonadotropin siipresyonu
nedeniyle, testosteron seviyesi tekrar azalir ve puberteye kadar da, diisiik seviyelerde
kalir. Uzun bir dinlenme evresinden sonra, puberte ile birlikte, HPG aks1 tekrar aktive
olur ve LH stimiilasyonuna bagli olarak artan testosteron sentezi, gonadal
fonksiyonlarin dlizenlenmesini ve ekstragonadal dokularin olgunlagsmasini saglar.
Yaglanmaya bagl olarak testosteron seviyesinde tekrar diisiis gergeklesir (1, 34, 39,
150).

Normal kosullarda testosteron seviyesi, erkeklerde 40 yasindan sonra her yil

yaklagik %1,5 oraninda azalmaktadir (6, 7). Klinik diizeyde androjen eksikligi, orta ve
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ileri yasa sahip erkeklerin yaklasik % 6-12’sinde gorilmektedir (7, 151). Yaslanmaya
bagli ortaya cikan testosteron eksikliginin nedenleri multifaktoriyeldir. Bu faktorler
arasinda; HPG aksinda bozukluk, Leydig hiicre kompozisyonunda ve steroidojenik
fonksiyonlarinda azalma ile indirekt olarak germ hiicre kayb1 sayilabilir (152, 153, 154).
Yapilan ¢alismalarda, yaslanma nedeniyle bozulan HPG aksinda dizensiz GnRH
salimiminin, hipofiz bezinde GnRH duyarsizligi olusturdugu ve bu nedenle de,
testosteron sentezinde azalmanin gergeklestigi rapor edilmistir (6, 7, 10, 155). Ayrica,
yaslanma disinda; varikosel, Klinefelter sendromu ve Kriptorsidizm gibi testikller veya
hipofiziyal bozukluklar, kronik hastaliklar ile alkol ve sigara kullaniminin da testosteron
seviyesinde Onemli oranda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (6, 8). Testosteron
eksikliginde, kas hacminde azalma, yag kiitlesinde artis, osteoporotik kiriklar, sa¢ ve
deride degisiklikler, entelektiiel davraniglarda bozulma, depresyon ve mortaliteye kadar
giden bir sure¢ izlenmektedir (6, 7, 8, 9, 10, 11). Bunlarin yani sira, testosteron
eksikliginin en 6nemli bulgusu; ereksiyon yetersizligi, libido azalmasi, semen hacminde
diisme ve diisiik serum testosteron seviyesi ile karakterize, seksiiel fonksiyon
bozukluklaridir. Buna baglh olarak meydana gelen hipogonadizm; infertilite ile birlikte,
obezite, insulin direnci, dislipidemi ve hipertansiyon gibi bircok metabolik sendromun
gelismesine de neden olmaktadir (6, 7, 8, 10). Klinikte hipogonadizm tedavisinde
yaygin olarak kullanilan testosteron replasman tedavisinin, uzun vadede; uyku apnesi,
kardiyovaskiiler hastalik, bobrek yetmezligi, testikiiler atrofi ve infertilite gibi yan
etkilere sebep olabilecegi rapor edilmistir (9, 11, 12).

Hipogonadizm; Leydig hicreleri ve/veya Sertoli hicrelerinde fonksiyon
bozukluklarina bagl olarak gerceklesen testosteron ve/veya sperm Uretiminde azalma
ile karakterize klinik bir tablodur. Testis kokenli olabildigi gibi, hipotalamus veya
hipofiz bezinde meydana gelen fonksiyon bozukluklarindan da kaynaklanabilmektedir.
Primer hipogonadizm, testis fonksiyon bozukluklarmma bagli olarak gerceklesirken,
sekonder (hipogonadotropik) hipogonadizmde LH/FSH eksikligi gozlenir. LH eksikligi
sonucu gozlenen hipogonadotropik hipogonadizm tedavisinde ya direkt olarak LH veya
hCG ile ya da indirekt olarak klomifen veya aromataz inhibitorleri kullanilarak, LH
veya LHR aktivasyonu sonucunda testosteron iiretimi gerceklestirilir (4, 11). Direkt
yontemde, enjeksiyon yoluyla dolagima verilen rekombinant LH veya hCG, Leydig

hiicrelerindeki spesifik reseptorlerine baglanarak, testosteron iiretimini uyarir. Ancak
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LH’un, dolasimdaki yarilanma émriiniin, hCG’den kisa olmasi nedeniyle, klinikte hCG
kullanimu tercih edilmektedir. Indirekt yontemde ise, klinikte hipogonadizm tedavisinde
de kullanilan klomifen; Ostrojenin hipotalamustaki spesifik reseptoriine baglanmasini
engelleyerek, HPG aksinin negatif geri besleme mekanizmasini inhibe eder. Boylelikle
GnRH stimiilasyonu, hipofizden LH salmimii artirir ve Leydig hiicreleri uyarilir.
Alternatif bir diger yol ise, aromatizasyonun inhibisyonudur. Bu y0Ontemde,
testosteronun ostrodiole doniistiiriilmesini saglayan aromataz enziminin bloke edilmesi
ile HPG aksinin negatif geri besleme mekanizmasi engellenir ve endojendz testosteron
tiretimi gergeklesir. Direkt ve indirekt yontemlerin her ikisi de, Leydig hucrelerinde
LHR’ni stimile etmektedir. Ancak, normal veya yiiksek LH seviyesine sahip hastalarda
stimilasyon artsa da, testosteron iretimi ger¢eklesmeyebilir. Ciinkii bu hastalarda,
hipogonadizmin esas nedeni Leydig hiicrelerinin LH’a duyarsiz olmalaridir (11).
Klinikte, LH stimiilasyonu ile testosteron iiretiminde karsilasilan bu kisitlamalar,
endojendz testosteron {retimini artiracak alternatif yollar aranmasint zorunlu
kilmaktadir.

Yaslanma, fizyolojik sorunlar veya g¢evresel toksinler nedeniyle olusan androjen
eksikligi, erkeklerde osteoporoz gelisimine de neden olabilmektedir (156, 157). Benzer
sekilde, kadinlarda da menapoz siirecindeki oOstrojen eksikliginin osteoporoz ile
sonuglandigi  bilinmektedir (158). Androjenler, kemik yikim hiicreleri olan
osteoklastlarin olusumunu azaltir ve osteoblastlarda Osteoprotegerin (OPG) Uretimini
de artirarak, kemik rezorbsiyonunu engellemektedir (159, 160). Yapilan ¢alismalarda,
hipogonadal erkeklerde gozlenen diisik kemik mineral densitesine karsi ekzojen
testosteron uygulamalarinin, kemik yapim markirlarinin ekspresyonunu artirdigr ve
kemik yikim markirlarinin ekspresyonunu azaltarak trabekiiler yapiyi iyilestirdigi rapor
edilmistir (9, 12, 13,). Androjenlerin, yetiskin hayat1 boyunca, iireme fonksiyonlari
haricinde, antiosteoporotik ve anabolik o6zelliklerinin varligi ilk kez Albright ve
Reifenstein tarafindan 1940’larda ortaya g¢ikarilmistir (161). Bugiine kadar yapilan
bircok ¢alismada, androjenlerin; iskelet gelisimi ve kemik sagliginin devamliligi igin
gerekli oldugunun gosterilmesi, kemigin de steroid hormonlarin sentez ve
sekresyonlarini diizenledigine iliskin hipotezlerinin kurulmasina sebep olmustur. Son
yillarda yapilan g¢alismalarda, OC’in Leydig hiicrelerinde LHR yerine, GPRC6A’ya
baglanarak CREB fosforilasyonuna neden oldugu ve StAR mRNA ekspresyonunu
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artirarak  testosteron sentezini  gerceklestirdigi  bildirilmistir. Boylece kemik
metabolizmasi ve testosteron iiretimi arasinda LH’dan bagimsiz, OC aracili bir iligkinin
var oldugu ortaya ¢ikarilmistir (14, 15, 16). Klinikte LH, hCG, klomifen, aromataz
inhibitorleri ve ekzojen testosteron uygulamalari nedeniyle karsilagilan kisitlamalara

kars1, OC uygulamasinin alternatif bir yol olabilecegi diistiniilmektedir (11).

2.4.Gonadotropin Releasing Hormon Antagonisti (GnRH antagonisti)

Yapisal olarak birbirine ¢cok benzeyen ancak farkli doku ve organlarda dagilim
gosterip, farkli gen ekspresyonlari sergileyen, baslica iki GnRH formu bulunmaktadir.
Memelilerde bulunan bu iki form; GnRH-1 ve GnRH-II’dir. GnRH-I, bilinen
GnRH’dur ve hipotalamusun arkuat nukleusunda sentezlenip, hipofizyal portal dolasima
verilerek reme sistemini dizenler. GnRH-II ise, hipofizde gonadotropin salinimini
stimiile etmesi disinda, periferal sinir sisteminde ndromodiilator olarak gorev yapar ve
seksiiel davraniglart uyarmaktadir (1, 150).

GnRH; mevsimsel (baharda artar), sirkadiyen (sabahlari artar) ve pulsatil (nabiz
seklinde, her 90-120 dakikada artar) olmak tizere 3 farkl sekilde tiretilir. On dakikadan
az yarilanma Omriine sahip GnRH’un pulsatil salinimlart sonucu, hipofiz bezinde
gonadotropin sentezi stimile olur. Sentez ve salmimi GnRH’un pozitif kontrolinde olan
gonadotropinler; ayn1 zamanda, pozitif ve negatif geri besleme mekanizmalari ile
gonadal steroid ve peptid yapida hormonlar tarafindan da dizenlenmektedirler (1, 4,
150). FSH ve plasentadan salinan hCG ile homolog olan LH, anterior hipofizden
saliman, glikoprotein yapida baslica iki gonadotropik hormondur. Bu aileye uye
hormonlar; 92 amino asit rezidlsune sahip, ortak bir alfa-alt tnit ile hormon spesifik bir
beta-alt Unit’in non-kovalent baglanmasiyla olusurlar (150). FSH ve LH; gestasyonun
10. haftasinda hipofiz bezinde, 12. haftasinda ise periferal kanda olcllebilir.
Gonadlardaki reseptorlerine baglanarak, seksiiel maturasyonu baslatirlar ve devamin
saglarlar. Pulsatil salinimlari, gonadal fonksiyonlarin normal sekilde gerceklesmesi igin
onemlidir. Sentezlendikten sonra 2-5 giin iginde de peptidazlar tarafindan enzimatik
yikima ugratilirlar. (162, 163).

Testiste FSH’un hedef hucresi Sertoli hicreleri iken, LH’un hedef hucresi
Leydig hucreleridir. FSH’un testikiler fonksiyonlar Gzerine etkisi hentz tam olarak

aydinlatilamasa da, immatir testiste Sertoli hiicre proliferasyonunda rol aldig:

25



bilinmektedir ve bu bakimindan indirekt olarak spermatogenezi etkiledigi
disiiniilmektedir. LH ise Leydig hicrelerinde androjen Uretimini stimule ederek,
androjenlerin endokrin (ekstra-testikiler) ve parakrin (spermatojenik) etkilerinin devam
etmesini saglar. Normal testikiiler fonksiyonlarin ger¢eklesmesi ve devam etmesi, her
iki gonadotropinin intratestikiiler aktivitelerine baghdir (32, 35, 91, 92, 94 150, 164).

GnRH’1n farkli pozisyonlardaki amino asitlerinin modifikasyonu ile elde edilen
GnRH agonistleri, normal GnRH yapisina oranla, GnRH reseptdriine 100-200 kat daha
fazla baglanma kapasitesine sahiptir. Baslangicta kisa bir gonadotropin stimiilasyonuna
neden olsalar da, uzun vadede, GnRH reseptoriinde ger¢eklesen desensitizasyon sonucu,
gonadotropin  salmmmim1  ve gonadal fonksiyonlar1  baskilarlar.  Uygulama
sonlandirildiktan 2 hafta sonra, GnRH seviyesi normale doner. Ginlik subkutandz
enjeksiyon yapilabildigi gibi, nasal sprey ya da depot formiil seklinde de aylik olarakta
uygulanabilir (162, 165, 168).

GnRH antagonistleri, dogal GnRH’mn 1, 2 veya 3 numarali pozisyonlarindaki
amino asitlerin modifiye edilmesiyle elde edilir. GnRH reseptoriine baglanarak, dogal
GnRH’un hipofiz bezindeki aktivitesini bloke ederler. GnRH agonistlerinden farkli
olarak, birka¢ saat iginde GnRH salinimi baskilanir. Kronik GnRH antagonisti
uygulamalar1 ile hayvanlarda “medikal hipofizektomi” olusturulmaktadir. Cerrahi
olarak hipofizektomi yapilan hayvanlardan farkli olarak, medikal hipofizektomi yapilan
hayvan modellerinde, yalnizca gonadotropin salinim1 inhibe olmaktadir (166, 167).

Klinik ¢alismalarda, birinci nesil GnRH antagonistlerinin histamin sentezini
uyarmalar1 sonucu alerjik reaksiyonlarin ortaya c¢iktig1 rapor edilmistir. Histamin ile
iligkili yan etkiler nedeniyle, GnRH antagonistlerinin 5 ve 6. pozisyonlarindaki amino
asitlerin modifikasyonlari ile ikinci nesil GnRH antagonistleri gelistirilmistir. Ancak,
ikinci nesil GnRH antagonistlerin uygulamalar1 sonucunda da; kizariklik, 6dem, sislik
gibi lokal yan etkilere rastlanilmigtir. Bu nedenle, dogal GnRH’un 1, 2, 3, 6 ve 10
numaralt pozisyonlarindaki amino asitlerin ileri modifikasyonlar1 ile; yuksek
potansiyelli, uzun sure etkili, cok az lokal yan etkiye sahip ve herhangi bir sistemik yan
etkisi bulunmayan, son nesil GnRH antagonistleri tiretilmistir. Cetrorelix ve Ganirelix
Klinikte yaygin olarak kullanilan, yeni nesil GnRH antagonistlerindendir (Sekil 3).
GnRH agonistleri ile karsilastirildiginda, herhangi bir baslangi¢ stimiilasyonuna neden
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olmadan, doz bagiml olarak, hizli bir sekilde gonadotropin salinimini bloke etmeleri,

tercih sebeplerindendir (162, 165, 168).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Native GnRH | pGlu His Trp | |Ser || Trp Gly| | Leu | | Arg Pro || Gly | NH2

Ganirelix  |N-Ac-D-Nal(2)| |D-pCI-Phe| D-Pal| | Ser | [Trp | D-hArg(Et2) |Leu | |D-hArg(Et2) @/ D-Ala| NH2

Pro|| D-Ala NH2

Cetrorelix N-Ac-D-NaI[Ei D-pCI-Phd |D-Pal | |Ser| | Trp D-Cit‘ Leu lmgl

Sekil 3. Dogal GnRH ve ii¢iincii nesil GnRH antagonisti (Cetrorelix ve Ganirelix) amino asit sekanslari
(162).

2.5. Osteokalsin

Mekanik fonksiyonlar1 disinda, kalsiyum ve fosfat homeostazisinde de gorev
alan kemik dokusu, ayni1 zamanda endokrin bir organ olarak da islev gorir (169).
Kemikte en ¢ok bulunan non-kollajen6z bir protein olan osteokalsin, kemik yapimindan
sorumlu osteoblastlar tarafindan iretilen, multifonksiyonel bir hormondur ve klinik
olarak kemik yapim markir1 olarak kullanilir. 1972 yilinda tanimlanan osteokalsin,
insanlarda  “kemik gamma-karboksiglutamik asit (Gla) protein” olarak da
isimlendirilmektedir. Gamma-karboksiglutamik asit rezidilerinin baglandig: alfa heliks
konformasyonel diizeninde olan osteokalsin, 5800 Da molekiil agirliginda, 46-50 amino
asitten olusur. Normal kosullarda serumdaki konsantrasyonu 2-12 ng/ml’dir ve bu
konsantrasyon 30-60 yil boyunca stabildir. Giin i¢inde en yiiksek konsantrasyona sabah
saatlerinde ulasan OC, 6gle vakti azalmaya baslar ve en diisiik seviyesi aksam
saatlerinde, uyku esnasinda olgiiliir (170, 171, 172, 173). OC; osteoblastlar disinda,
odontoblastlarda da bulunan kemik Gla protein (Bone Gla Protein-BGLAP) geni
tarafindan sentezlenmektedir. Cesitli biiylime faktorleri, hormonlar, sitokinler ve
vitaminlerin uyarisiyla sentezlenen osteokalsin, osteoblast farklanmasini ve osteosit
maturasyonunu stimule eder. D vitamini; BGLAP genindeki D vitamini spesifik bolgesi
(Vitamin D Response Element-VDRE) araciligiyla osteokalsin transkripsiyonunu direkt
olarak stimdile ederken, K vitamini osteokalsinin karboksilasyonunda rol oynar. BGLAP

geni, osteoblast proliferasyonu sirasinda inaktif durumda iken, osteoblast farklanma
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strecinde aktif hale gecmektedir (170, 171, 173). D vitamini stimulasyonu ile
gerceklesen preproosteokalsin - transkripsiyonunun ardindan, proteoliz siireci ile
proosteokalsin (75aa) ve prepeptid (23aa) olusur. Posttranslasyonel olarak K vitamini
varliginda, y-glutamil karboksilaz enzimi tarafindan glutamik asitin 17, 21 ve 24
reziduleri karboksillenir ve karboksillenme seviyesine gore iki pro-OC formu olusur.
Son bir proteolitik siirecin ardindan karboksile osteokalsin (cOC) ve ankarboksile
osteokalsin (ucOC) olmak Uzere, sirasiyla Gla OC ve Glu OC formlar1 meydana gelir
(Sekil 4). Her iki osteokalsin formunun osteoblastlardan salinimi kalsiyuma baglidir.
cOC formu, kalsiyum ve hidroksiapetite baglanarak kemik matriksinde osteokalsin
birikimini saglarken, ucOC formu hidroksiapetite afinitesi diisiik oldugu i¢in dolagima
gecmektedir (170, 171, 173) (Sekil 4). Kemik matriksinde bulunan cOC, biyolojik
olarak inaktifken, aktif form olan ucOC hormon karakterindedir. ucOC igin hedef organ
ve dokular; pankreas, gonadlar ve yag dokusu’dur (14, 15, 16, 17, 169). Yapilan
analizlerde normalde bireylerdeki OC’in %50’sinin ucOC formda oldugu, K vitamini
alimindaki dalgalanmalarla konsantrasyonunun degisebilecegi rapor edilmistir (171,
174). Karboksilasyon siireci; K vitamini bagimlidir, K vitamini karboksilasyon icin
gereken glutamat karboksilaz igin bir kofaktordiir. K vitamini eksikliginde, ucOC
seviyesi artar. Postmenapozal kadinlarda, K vitamini eksikligi, kalca kiriklar1 ve azalan
kemik Kdtlesi ile iliskilendirilmistir (173, 174, 175). Klinikte kalp hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan warfarin de bir K vitamini antagonistidir ve osteokalsinin
karboksile olmasini engelleyerek, cOC formunun azalmasina neden olur (174, 176).
OC’in ucOC formu, pankreasta B hiicre proliferasyonu, insulin sekresyonunu ve
insiilin duyarliligini uyararak, glukoz metabolizmasinda rol oynar (169, 171, 177) (Sekil
5). OC-/- transgenik farelerde, pankreatik B hiicre proliferasyonunun azaldigi, glukoz
intolerans1 ve insiilin direncinin gelistigi, yag kiitlesinin arttig1 rapor edilmistir (17).
Diger taraftan dogal fenotipte farelere diisiikk dozlarda ucOC enjeksiyonu yapildig
takdirde, B hiicre proliferasyonunun ve insiilin saliniminin arttig1, glukoz toleransinin
gelistigi ve yiiksek dozlarda ise yag kiitlesinin azaldig1 bildirilmistir (174, 178). Ayrica
intraperitoneal rekombinant ucOC enjeksiyonunun yiiksek yagli diet ile beslenen
farelerde, glukoz toleransi ve insiilin duyarliligini diizenleyerek, tip 2 diyabet gelisimine
engel oldugu rapor edilmistir (179). Sistemik dolasima salinan ucOC, insiilin duyarli

dokularda fonksiyon yaparken, instlin de osteokalsin biyoaktivitesinde gorev alarak,
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kemik modelizasyonu ve enerji metabolizmasi arasindaki baglantiyr diizenler.
Dolasimdaki insiilin ilk olarak, osteoblast membranindaki insiilin reseptoriine baglanir.
Insiilin sinyalizasyonu ile FoxO1 bagimli OPG (retimi indirgenir. OPG/RANKL
oranindaki azalma sonucu osteoklastlar aktive olur ve kemik rezorbsiyonu baslar.
Kemik rezorbsiyonu sirasinda, kemik ekstraselltler matriksinin asiditesi ylkselir ve
asidik pH nedeniyle dekarboksile olan osteokalsin, ucOC formunda sistemik dolasima
verilir. Bu yolla, osteoklastlar kemik dokunun endokrin fonksiyonuna katki saglamis
olur (15, 17, 18, 171) (Sekil 5). Yapilan ¢alismalarda, oral yolla alinan GlaOC’in mide
asiditesinde de dekarboksile olarak serum ucOC seviyesini artirdigi rapor edilmistir (18,
180).

Osteokalsin, osteoblastlardaki glukoz homeostazini etkileyen tek faktor degildir.
Bir tirozin fosfataz olan OST-PTP ve bunun insanlardaki homologu PTP1B (PTN1)’yi
kodlayan Esp geninin metabolik fonksiyonu, osteokalsinin tam tersidir.
Osteoblastlardaki instlin reseptériine OST-PTP veya PTP1B’nin baglanmasi ile inhibe
olan insulin sinyalizasyonu, osteoklast aktivitesini engeller ve osteokalsin
karboksilasyonu artar. Osteoblastlarda Esp yoklugunda, pankreatik B hicre
proliferasyonu ile insilin sentezi ve duyarliliginin arttigi, bu yolla diyabet ve obezitenin
engellendigi belirlenmistir. Ayrica Esp yoklugunda artan osteokalsin seviyesine paralel
olarak, testosteron seviyesi, testis hacmi ve sperm sayisinin da arttigi, OC-/- farelerde
ise testosteron seviyesinde ve sperm sayisinda azalma ile birlikte testis, epididimis ve
seminal vezikiil agirliklarinin azaldigi rapor edilmistir (15, 17, 18, 171).

Osteoblastlar ile insiilin arasindaki iliskinin bir benzeri de, osteoblastlar ile
adiponektin arasinda vardir. Adipoz dokudan salinan adiponektin; osteoblastlardaki
spesifik reseptoriine baglanarak osteoblast proliferasyonu ve farklanmasini uyarirken,
androjenler, adipositlerden her iki osteokalsin formunun da salinimini stimiile ederler
(181, 182) (Sekil 5). Obezite ve diyabet gibi metabolik sendroma sahip kisilerde, serum
osteokalsin ve adiponektin seviyeleri diisliktiir. Obez erkeklerde testosteron seviyesinin,
artan glukoz, insulin ve C-peptid konsantrasyonu ile negatif iliski i¢inde olmasi, bu
hastalarda diisiik androjen seviyesinin, diisiik osteokalsin seviyesinden kaynaklandigini
diistindiirmektedir. Serum adiponektin seviyesi, glisemik kontroliin saglandig1 diyabetik
hastalarda kemik yapiminin bir belirteci olarak degerlendirilmektedir (177, 182, 183,

184). Kemik ve enerji metabolizmasi arasinda kompleks iliskinin arastirildigi
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caligmalarda, adiposit kokenli bir diger hormon olan leptinin de, merkezi sinir sistemi
araciligryla apetit olusumunu inhibe ederek, tireme fonksiyonlarini stimiile ettigi rapor
edilmistir (185). Leptin-/- ve Leptin reseptori-/- farelerde de sirasiyla obezite ve
hipogonadizmin gézlendigi bildirilmistir (186).

Androjenlerin; geng yetiskinlerde kemik yapimindaki rolii ile yashilikta kemik
yikimina kars1 koruyucu etkisi, yapilan birgok ¢alismada rapor edilmistir (16, 156, 158,
160, 184, 187). Etkilerini direkt olarak osteoblastlarda bulunan androjen reseptoriine
baglanarak gosterdikleri gibi, indirekt olarak Ostrojene aromatize olduktan sonra
Ostrojen Reseptori-Alfa (ER-o) ve Ostrojen Reseptérii-Beta (ER-P)’ya baglanarak da
gosterebilirler (160). Yapilan ¢alismalarda gesitli nedenlerle hipogonadizm tanisi alan
hastalarda, androjen eksikligine bagli olarak osteopeni veya osteroporozun gelistigi
bildirilmistir (177, 188, 189).

Kas, yag dokusu, pankreas ve karaciger gibi ¢esitli doku ve organlarda etkisi
gosterilen osteokalsinin, son yillarda yapilan g¢alismalarda, erkek treme sisteminde de
onemli rollere sahip oldugu rapor edilmistir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla
OC’in, steroid hormonlarin sentez ve sekresyonlarin1 diizenledigi ortaya konulmustur
(14, 15, 16, 160, 190) (Sekil 5). Qury ve arkadaslarinin OC-/- ve LHR-/- farelerle
yaptiklar1 ¢alismalarda, OC-/- farelerde testis, epididimis ve seminal vezikil
agirliklarinin belirgin sekilde azaldigi, Leydig hiicre maturasyonunun bozuldugu, sperm
say1s1 ve testosteron seviyesinin diistiigii, ancak ilging olarak, LH seviyesinin yiksek
oldugu bildirilmistir. LHR-/- erkek farelerde ise OC seviyesinde artis kaydedilmistir. Bu
bulgular, LH ve OC’in birbirlerini duzenlemedikleri, OC’in, HPG aksindan bagimsiz
olarak Leydig hiicrelerinde testosteron sentezini uyardigi seklinde yorumlanmistir (14,
15). Ayrica OC-/- fareler ile Esp-/- fareler karsilastirildiginda, OC-/- erkek farelerde
sperm sayisinda %50 oraninda azalma, Esp-/- erkek farelerde ise %30 artis
kaydedilmistir. Bununla birlikte, OC-/- disi farelerde ise, over agirligi, uterus
morfolojisi, follikiil sayis1 ve seks steroid seviyelerinde herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. OC eksikliginin disilerde, erkeklerdeki gibi gonadal anormalliklere
neden olmadigi belirlenmistir (15). OC testiste, testosteron Uretimini artirmasi disinda,
erkek fertilitesini dizenlemekte ve germ hiicre apopitozunu engellemektedir. OC
testisteki bu etkilerini, ankarboksile formu olan ucOC araciligiyla gergeklestirir (14,15,
171).
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Yapilan ¢aligmalarda, testosteronla baglantili birgok hastaligin osteokalsinle de
iligkili olabilecegi ortaya cikarilmistir. Obezite veya diyabet gibi herhangi bir metabolik
sendroma sahip erkeklerde yapilan ¢alismalarda, diisiik olan total OC ve ucOC
seviyelerinin, LH’dan farkli olarak serbest testosteron ile pozitif iligki icinde oldugu
gosterilmistir (191, 192, 193). Yaslart 7-21 arasindaki erkeklerle yapilan bir baska
calismada ise; 11-14 yaglarindaki erkek ¢ocuklarda puberteye bagli testosteron artisi,
iskelet sistemindeki biyume nedeniyle, yukselen OC seviyesine paralellik
gostermektedir (194). Literatlirde, osteokalsin ve testosteron arasindaki pozitif iliskiyi
rapor eden bir¢ok ¢alisma bulunsa da, ucOC ve cOC seviyeleri ile testosteron arasinda
zayif bir iligkinin varligini bildiren ¢alismalar da yer almaktadir (195, 196, 197).

Leydig hiicrelerinin osteokalsin aracili endokrin fonksiyonu, testosteron iiretimi
disinda, INSL3 sentezi ve vitamin D aktivasyonuyla da iligkilidir. Testikuler fonksiyon
bozukluklarina bagl testosteron, INSL3 ve vitamin D seviyelerindeki azalmay1 takiben,
osteoporoz ve osteopeni riskinde artisin gerceklestigi rapor edilmistir (198, 199).
Bununla birlikte literatiirde osteokalsin ve INSL3 seviyesi arasindaki iligskiyi ortaya
koyan, halen yeterli sayida ¢aligma bulunmamaktadir.

ucOC’in, Leydig hucrelerindeki spesifik reseptorti, GPCR (G-Protein Coupled
Receptor) ailesinin bir tyesidir. 100’den fazla tiyeden olusan bu reseptor ailesindeki 22
reseptOr testiste yer alirken, 4 tanesi de Leydig hucrelerinde bulunur. Leydig
hlcrelerinde yer alan 4 tip GPCR’den en iyi bilineni ise GPRC6A (G-protein coupled
receptor-6A)’dir. GPRC6A; beyin, kalp, akciger, dalak, bobrek, iskelet kasi, yag
dokusu ve pankreatik B hiicrelerinde eksprese olurken, overlerde eksprese olmaz (190,
200, 201, 202). OC’in, LHR’nii baypas edip, GPRC6A’ya baglanmasinin ardindan,
cAMP iiretimi artar. Olusan cAMP, testosteron biyosentezinin diizenlenmesini saglayan
ve transkripsiyonel bir faktor olan CREB’i aktive eder. CREB aktivasyonu sonucu
steroidojenik enzim proteinlerinin (StAR, CYP11A1l, CYP17A1, 3BHSD) ekspresyonu
uyarilir ve testosteron sentezi baslar (15, 16, 190, 201) (Sekil 6). GPRC6A, insan
prostat kanser hiicrelerinde de yiiksek seviyelerde eksprese oldugundan, prostat kanseri
metastazinin tayini agisindan da 6nemli bir parametredir (203). Yapilan ¢alismalarda,
Leydig hicrelerinde GPRC6A inaktivasyonu sonucu, OC-/- farelerin (reme
fenotiplerine benzer sekilde, diisiik testosteron seviyesi ile iligkili olarak, kemik

mineralizasyon defektlerine, yag kiitlesi artisina, hiperfosfatemi, hiperkalsuri,
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hiperglisemi ile birlikte feminizasyona rastlanildigi bildirilmistir (15, 190, 204).
GPRCG6A aktivasyonu ise pankreatik B htcre proliferasyonu ve insilin duyarliliginini
stimile ederek, metabolik anormalliklere neden olan yuksek kolesterole engel
olmaktadir (205). 59 primer testikiler hasara sahip erkek ile normal karyotipli
erkeklerde GPRC6A mutasyonu arastirilmis ve 2 infertil hasta da bu mutasyona
rastlanilmistir. Bulgularin hayvan modelleri ile de desteklendigi bu ¢alismada, GPRC6A
genindeki delesyonun, testosteron seviyesini ve erkek fertilitesini diistirdiigi sonucuna
vartlmistir (14, 15). Bu nedenle, 6zellikle sebebi bilinmeyen testikiler fonksiyon
bozukluklarinda, OC veya GPRC6A mutasyonlarinin da arastirllmas: gerektigi
Onerilmektedir. Dolayisiyla, OC, GPRCG6A ve testosteron arasindaki iligkinin tam olarak

anlasilmasi igin ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 4. Osteoblastlarda osteokalsin sentezi (171).
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2.6. INSL3

Ilk kez 1990’larin ortalarmda tanimlanan INSL3; insiilin, IGF-1, IGF-2 ve
Relaksin (RLN)’in de dahil oldugu, peptid hormon ailesinin bir iyesidir. Relaksin
Benzeri Faktor (RLF) veya Leydig insiilin Benzeri Peptid (Ley-IL) olarak da
isimlendirilen INSL3, birbirlerine sistein kopriileri ile bagli, A-B heterodimerik zincir
konformasyonel diizeninde olup, 6 kDa agirligindadir (19, 20, 87, 206, 207). Otokrin
ve parakrin etkili sayisiz fonksiyona sahip olan INSL3’{in, si¢an, fare, hamster, maymun
ve insan testikller Leydig hicrelerinde yiksek seviyede eksprese oldugu ve Leydig
hicreleri icin fonksiyon ve farklanma markirt olarak kullanildigi rapor edilmistir (207,
208, 209, 210, 211). INSL3, Leydig hiicreleri disinda plasenta, over, tiroid, meme ve
prostat bezlerinde de eksprese olmaktadir (211, 212, 213). Overde, korpus luteum ve
teka hicrelerinde diisiik seviyede INSL3 ekspresyonu gozlenmektedir (214, 215).
Ancak Leydig hiicrelerinde hem fetal hem de yetiskinlik doneminde yiiksek seviyede
sentezlenen INSL3, overlerde sadece postnatal hayatta diisiik seviyede eksprese
olmaktadir (216, 217).

Memelilerde testislerin inisi fonksiyonel olarak iki asamada ger¢eklesmektedir.
Inis asamalari, iki mezenterik ligamentin rehberliginde gergeklesir, bu ligamentler;
kranial slspansor ligament ve kaudal stspansér ligament olarak bilinen
gubernakulumdur. Fetal Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenen INSL3, testislerin
skrotuma inisinin ilk fazi olan transabdominal fazda, gubernakulum gelisimini uyarir.
Testislerin skrotuma inisinin ikinci faz1 olan inguinoskrotal faz ise androjen bagimlidir.
Androjenler, testisin abdominal kaviteden inguinal bolgeye inisinde gorev alan, kranial
stispensor  ligamentin gerilemesinde gorev alir. Testislerin inguinal bdlgeye
transabdominal hareketi, farelerde E15,5-17,5. giinlerde baslar. Postnatal 2-3. haftalarda
gerceklesen inguinoskrotal fazda ise gubernakulumdaki kisalmaya bagli olarak testisler,
inguinal bolgeden skrotuma gegmektedir. Insanlarda transabdominal faz gestasyonun
10-23. haftalarinda gergeklesirken, inguinoskrotal faz gestasyonun 26. haftasi baslayip
doguma yakin 35. haftada sona erer. (21, 218, 219).

Kriptorsidizm; yenidoganda % 3,4 oraninda goriilen ve testikiiler malignansi
riski yiiksek infertilite nedenlerinden biridir. Hormonal ve mekanik faktorler disinda,
INSL3 mutasyonlarinin da kriptorsidizm etiyolojisinde rol aldigi diistiniilmektedir.

INSL3’iin seksiiel farklanma ve gametogenez siirecindeki rolii ile ilgili aragtirmalarda,
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INSL3 delesyonu yapilan farelerde, embriyonik donemde gubernakulumun gelismemesi
nedeniyle testislerin intra-abdominal konumda kaldigi, dolayisiyla bilateral
Kriptorsidizmin ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir. (216, 219, 220). Diger taraftan INSL3
geninde mutasyon nedeniyle disilerde de steroidojenik hiicrelerde ve germ
hlcrelerindeki apopitoza bagli infertilite problemleri bildirilmistir (221).

INSL3 ilk olarak, SF1 ekspresyonu ile testislerin farklanmasindan sonra,
transabdominal faz baglamadan hemen Once, fetusta ve amniyotik sivida tespit edilir. Bu
stre¢ farelerde, embriyonik dénemin 12. gunune, insanlarda ise gestasyonun 11-12.
haftalarina rastlamaktadir (19, 21). Kemirgenlerde, fetal donemde yuksek olan INSL3
seviyesi, dogumdan sonra fetal Leydig hiicrelerinin involusyonuna paralel olarak azalir
ve puberteye kadar diisiik seviyelerde kalir. Insanlarda ise “minipuberte” olarak bilinen,
dogumdan hemen sonraki 2-3 aylik donemde, gonadotropinlerin etkisi altinda INSL3
seviyesi kisa siireli bir artig gosterir ve ardindan puberteye kadar diisiik seviyelerde
seyreder. Maksimum seviyeye pubertede ulasan INSL3’lin, ayn1 zaman diliminde
periferal kanda da benzer konsantrasyonlarda ol¢ilmesi, INSL3’ln testiste
sentezlendikten hemen sonra salindigimi gostermektedir. Puberteye gegisle insterstisyal
sividaki en yiiksek konsantrasyonu olan 400 ng/ml’ye ulasan INSL3, kan-testis
bariyerini gecerek, seminifertz tiibll, rete testis ve epididimise ait luminal sivida, 10-20
ng/ml konsantrasyonunda ol¢ulur (19, 20, 21, 114, 222, 223, 224). Germ hucreleri
Uzerinde antiapopitotik etki gostererek erkek fenotipinin devamliligini saglayan
INSL3’iin, yetiskin erkeklerdeki konsantrasyonu, testosteron seviyesinin  %1’i
oranindadir. Disilerde ise postnatal 6. giinde overlerde baslayan INSL3 ekspresyonu,
oosit maturasyonu ve follikiil gelisiminde rol oynar. Ancak overlerde, testistekinin 5’te
1’1 oraninda INSL3 sentezlenmektedir (115, 211, 216, 217). Yetiskin hayat1 boyunca
Leydig hiicre fonksiyonlarinda bir degisiklik olmadig: siirece, INSL3 konsantrasyonu
sabittir (Sekil 7). Ancak yaslanmaya bagl olarak, Leydig hiicrelerinde sayi1 ve
fonksiyon kaybi gozlenir ve INSL3 seviyesi azalir. insanlarda 40-80 yas araliginda
INSL3 seviyesi 10 yilda bir, Leydig hiicre say1 ve fonksiyonunda azalmaya bagl olarak,
%12 azalirken, testosteron seviyesi LHun kompanse edici etkisi nedeniyle 10 yilda bir
%06 oraninda azalmaktadir (19, 20, 21, 114, 222, 223, 224).

Yetiskin Leydig hucrelerinde INSL3 sentezi ve sekresyonu, testosteron gibi,

hCG/LH kontrollinde olsa da, negatif geri besleme mekanizmalari ile HPG aksini regiile
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etmez. Fetal Leydig hucrelerinde gozlenen INSL3 ekspresyonu ise tamamen LH’dan
bagimsiz, hCG’nin stimiilator etkisi altindadir (20, 21, 211, 219, 225). Hipogonadal
fareler ve LHR-/- fetal farelerle yapilan g¢alismalarda, testis inisinin INSL3 duyarl
transabdominal fazinin LH’dan bagimsiz olarak normal sekilde gerceklestigi, ancak
testosteron eksikligi sonucu, LH duyarli inguinoskrotal fazin tamamlanamamasi
nedeniyle kriptorsidizmin goézlendigi bildirilmistir (I-26, 1-30). Deneklere ekzojen
testosteron uygulamasi sonrasinda, androjen bagimli inguinoskrotal fazin ger¢eklesmesi
ile testislerin skrotuma indigi rapor edilmistir (225).

Fetal ve yetigkinlik doneminde INSL3 ve testosteron seviyeleri, Leydig hicreleri
hakkinda farkli bilgiler verir. Testosteron; steroidojenik aktiviteleri yansitirken, INSL3
steroidogenez stimiilasyonu ile ilgili olmayip, Leydig hiicrelerinin farklanma markir
olarak gorev gormektedir. Yetiskin hayatta INSL3 ve testosteronun her ikisi de LH
bagimli olmasina ragmen, farkli sekilde diizenlenirler. Yapilan deneysel ¢alismalarda
INSL3 sekresyonunun, testosterondan farkli olarak, kisa siireli steroidojenik LH
stimilasyonu ile diizenlenmedigi, aksine uzun siireli LH etkisi altinda, Leydig
hiicrelerinin yap1 ve fonksiyonlarini etkiledigi gdsterilmistir (211, 223, 226). insanda
hipotalamik-hipogonadizm tanis1 konan erkeklerle yapilan ¢alismalarda, kisa siireli h(CG
uygulamasi ile steroidogenezisin indiiklendigi, ancak diisilk olan INSL3 seviyesinin
degismedigi ve dolayisiyla Leydig hiicre farklanmasiin etkilenmedigi belirlenmistir.
Leydig hiicrelerindeki fonksiyon bozukluklarina testosterondan daha duyarli olan
INSL3iin, uzun siireli hCG uygulamasi sonrasinda bile, testosteron gibi eski seviyesine
ulasamadigi dikkati ¢ekmistir (226, 227). Saglikli erkeklerde ise ekzojen testosteron ve
GnRH antagonisti uygulamalarindan sonra testiste INSL3 ekspresyonunun azaldigi,
ancak farkli dozlarda hCG uygulamasi ile INSL3 ve testosteron konsantrasyonunun doz
bagimli olarak arttigi belirlenmistir (228). GnRH antagonisti uygulanan deneklere
ekzojen INSL3 verilmesi durumunda ise germ hiicre apopitozunun azaldig
gosterilmistir (229). Ayrica, intratestikiiler INSL3 antagonisti enjeksiyonu sonrasinda,
germ hiicre apopitozuna bagl testis agirliginda azalmanin gergeklestigi rapor edilmistir
(230). Endokrin bozucularin, postnatal normal Leydig hiicre gelisimine etkisinin
incelendigi ¢alismada, gestasyon doéneminde dibdtilfitalat ve dietilstilbestrol’a maruz

birakilan disi sicanlardan elde edilen yavrularda; pubertede gecikme, diisiik INSL3
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konsantrasyonu ile Leydig hucrelerinin say1 ve fonksiyonlarinda azalma bildirilmistir
(21, 231).

INSL3; GPCR ailesi Uyesi, Relaksin Ailesi Peptid Reseptori-2 (RXFP2) veya
LGRS olarak bilinen ve son yillarda GREAT (G-Protein Coupled Receptor Affecting
Testis Descent) seklinde kisaltilan, spesifik reseptoriine baglanir. RXFP2; Leydig
hiicreleri diginda, testis ve ovaryumdaki mayotik-postmayotik germ hiicreleri, beyin,
bobrek, uterus, tiroid, kemik, kemik iligi, gubernakulum, epididimis, vaz deferens,
seminal vezikul, kas ve periferik kan hiicrelerinde de tanimlanmistir (87, 115). Bunlarin
yaninda, osteoblastlarda da testis ile aym seviyede RXFP2 eksprese olmaktadir.
Insanlarla yapilan bir calismada, RXFP2 mutasyonu bulunan 25 geng erkekten 16’sinda
kemik yogunlugunda belirgin bir azalma kaydedilmis olup, osteoporoz riskindeki bu
artis RXFP2 mutasyonu ile iligkilendirilmistir. Ayrica osteoblast primer hiicre
kiiltiirtinde INSL3’tin, doz ve zaman bagimli olarak, osteoblast proliferasyonunu
artirdi@i gézlenmistir (232). Osteoblast fonksiyonlarmin diizenlenmesinde gorev alan
INSL3 ve RXFP2’de meydana gelen herhangi bir fonksiyon kaybi, geng ve orta yash
erkeklerde gozlenen osteoporozun olasi nedenleri arasinda kabul edilmektedir (222,
232). Klinefelter sendromlu hastalarla yapilan bir ¢alismada da, diisikk olan INSL3
seviyesi kemik mineral yogunlugundaki azalma ile iligkilendirilerek, INSL3 ve
osteokalsin arasindaki pozitif iliski gosterilmistir. Arastirmacilar ayni caligmada
testosteron tedavisi uygulanan Klinefelter sendromlu erkeklerde INSL3 seviyesinin,
testosteron tedavisi uygulanmayan Klinefelter sendromlu erkeklerden daha diisiik
oldugunu rapor etmislerdir. Bunun nedeninin, ekzojen testosteron tedavisi nedeniyle
azalan LH seviyesi oldugu kabul edilmistir (233).

INSL3; puberte, yaslanma ve endokrin bozucularin da dahil oldugu, genetik ve
cevresel faktorler nedeniyle degisen, Leydig hicre farklanma ve proliferasyon
dinamiginin bir belirtecidir. Biitiin bu ¢alismalara ragmen, INSL3’lin testisteki

diizenlenmesi ile ilgili olarak ileri aragtirmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 7. Postnatal dénemde siganlarin LH, Testosteron (T) ve INSL3 konsantrasyonlari (19).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Diizenegi

Calismamizda, prepubertal ve postpubertal donemlerinde toplam 72 adet
Sprague Dawley tiirii erkek sigan, Grup 1 ve Grup 2 olmak {izere 2 ana gruba ayrildi.
Her grupta yer alan deneklerden de kendi icinde 4 alt grup olusturuldu. Deney
hayvanlari, Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde ortalama 22°C sicaklikta, paslanmaz tel kapakli plastik kafeslerde, 12 saat
151k, 12 saat karanlik olacak sekilde, normal laboratuvar kosullarinda yasatildi.
Deneklere ad libitum olarak hazir pellet yem ve ¢esme suyu verildi.

GRUP 1: Prepubertal donemde normal yetiskin Leydig hiicrelerinin
gelisimi: 50U hCG ve 30IU PMSG enjeksiyonu ile ovulasyon indiksiyonu (235)
yapilan 18 yetiskin disi sigan, her bir kafeste 3 disi 1 erkek sigan olacak sekilde 6 ayri
kafese ayrildi. 48 saat sonunda vitellin tikag olusumu gozlenen 15 disi sigan, 21 giinliik
gebelik siirelerinin tamamlanmasi i¢in ayr1 ayri kafeslere alindi. 21 giiniin sonunda
gerceklesen dogumun ardindan yavrular 35 giinliik olana kadar herhangi bir uygulama
yapilmaksizin anneleri ile ayni kafeslerde yasatildi. Postnatal 35. giinde toplamda dogan
67 yavrudan erkek olan 32 tanesi, uygulama siireci i¢in herbir kafeste 8 erkek sican
olacak sekilde 4 gruba ayrildi.

Grup 1A: Kontrol grubu (n=8).

Herhangi bir islem uygulanmadi (Tablo 1).

Grup 1B: GnRH antagonisti uygulanan grup (n=8).

Postnatal 35-63. giinler arasinda deneklere 450 pg/kg/gin subkutantz Cetrorelix
enjeksiyonu (234) yapildi (Tablo 1).

Grup 1C: GnRH antagonisti ve OC uygulanan grup (n=8).

Postnatal 35-63. giinler arasinda deneklere 450 pg/kg/gin subkutanéz Cetrorelix
enjeksiyonu (234) ile 10 pg/kg/giin OC gavaj (180) yontemiyle uygulandi (Tablol).
Grup 1D: OC uygulanan grup (n=8).

Postnatal 35-63. giinler arasinda deneklere gavaj yontemi ile yalnizca 10 ug/kg/giin OC
(180) verildi (Tablo 1).
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Cizelge 1. Prepubertal donem i¢in uygulama tablosu.

Grup 1C
Sakrifikasyon Grup 1A Grup 1B (GnRH Grup 1D
(GnRH L (OC)
zamani (Kontrol) I antagonisti +
antagonisti)
0CQC)
63. gun n=8 n=8 n=8 n=8

GRUP 2: EDS uygulanan hayvan modellerinde yetiskin Leydig hiicrelerinin
gelisimi: Postpubertal donemdeki 40 adet yetigkin erkek sigan 4 gruba ayrildi.
Grup 2A: EDS uygulanan grup (n=16).
Deneklere tek doz 75 mg/kg intraperitonel EDS enjeksiyonu yapildi. EDS
uygulamasindan 4 giin sonra bu grupta yer alan 8 adet sican sakrifiye edilerek, EDS’nin
Leydig hiicrelerini elimine edip etmedigi arastirildi. Geride kalan 8 adet sican ise tek
doz EDS disinda herhangi bir uygulama yapilamaksizin 63 giin yasatildi (Tablo 2).
Grup 2B: EDS ve GnRH antagonisti uygulanan grup (n=8).
Deneklere, tek doz 75 mg/kg EDS enjeksiyonundan sonra, 35.-63. giinler arasinda, 450
pg/kg/gun subkutantz Cetrorelix enjeksiyonu (234) yapilld: (Tablo 2).
Grup 2C: EDS, GnRH antagonisti ve OC uygulanan grup (n=8).
Deneklere, tek doz 75 mg/kg EDS enjeksiyonundan sonra, 35.-63. giinler arasinda, 450
mo/kg/gin subkutandz Cetrorelix enjeksiyonu (234) ile 10 pg/kg/gin OC gavaj
uygulamasi (180) yapildi (Tablo 2).
Grup 2D: EDS ve OC uygulanan grup (n=8).
Deneklere, tek doz 75 mg/kg EDS enjeksiyonundan sonra, 35-63. giinler arasinda, gavaj
yontemi ile 10 pug/kg/gin OC (180) verildi (Tablo 2).
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Cizelge 2. Postpubertal donem i¢in uygulama tablosu.

Grup 2B Grup 2C
Sakrifikasyon Grup 2A | (Tekdoz EDS + | (Tek doz EDS Grup 2D
Zamant (Tek doz GnRH + GnRH (Tek doz
EDS) antagonist) antagonist + EDS + OC)
0CQC)
63. gln n=16 n=8 n=8 n=8

Postnatal normal gelisim siirecinin ve postpubertal EDS uygulamasinin 63.
giiniinde, tim deneklerde yetiskin Leydig hiicrelerinin farklanmalar1 tamamlanmis
olacagindan, deneklerin sakrifikasyon zamani olarak 63. giin secildi (32, 33, 71,72, 75).

Sakrifiye edilen deney hayvanlarindan elde edilen testis doku ornekleri, 1s1k
mikroskobik inceleme igin Bouin soliisyonuna, elektron mikroskobik inceleme igin
%5’lik gluteraldehit solisyonuna ve imminohistokimyasal tetkikler igin %4’ luk
paraformaldehit igerisine alindi ve Anabilim Dalimiz Laboratuvarlarinda rutin takipleri
yapildi. Elde edilen doku bloklarindan 1s1k ve elektron mikroskobik kesitler alindi.
Hemotoksilen-Eozin disinda, 3HSD, INSL3 ve GPRCG6A icin immunohistokimyasal
boyamalar gerceklestirildi. LH, serum testosteron ve ucOC seviyeleri, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalr’'nda analiz edildi. Elde edilen

veriler uygun istatistiksel yontemlerle degerlendirildi.

3.2. Kullanilan kimyasallar

Calismamizda GnRH antagonisti olarak daha az yan etkilere sahip Cetrorelix
acetate (Sigma C5249, USA) tercih edilmistir. Deneklere oral yolla osteokalsin (Gla-
OC) proteini (Fitzgerald 30R-3286, USA) uygulanmistir. Postpubertal deneklerde
yetiskin Leydig hiicre eliminasyonunda kullanilan EDS, Jackson and Jackson’in (1984)
(236) belirttigi sekliyle Cukurova Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Bolimii’nde sentezletilmistir. EDS’nin 75 mg’t o6nce 0,5 ml Dimetilsilfoksit
(DMSO)’de ¢ozdiiriilmiis, ardindan 1,5 ml distile su eklenerek elde edilen 2 ml
hacmindeki EDS soliisyonu, kg basina 2 ml olacak seklinde sicanlara intraperitonel

olarak enjekte edilmistir.
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3.3. Isik Mikroskobi Yontemleri

Bouin sollisyonunda 8 saatlik tespitten sonra testis doku o6rnekleri, 6 saat
boyunca %50’lik alkolde bekletildikten sonra %70’lik alkole alindi. Daha sonra
dokularin Leica TP 1020 (Leica Biosystems, Germany) ototeknikon cihazi ile Tablo

3’de belirtilen rutin doku takipleri yapilda.

Cizelge 3. Isik mikroskobik doku takip islemi.

Oda sicakliginda Formalin 30 dakika

Oda sicakliginda %70’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %80’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %90’lik etil alkol 1 saat 30 dakika

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika

Oda sicakliginda Saf alkol+Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat
60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Doku takibi bittikten sonra parafin bloklar haline getirilen testis doku
orneklerinden 5 pum kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen-Eozin
(H&E) ile boyandiktan sonra Olympus BX53 (Tokyo, Japonya) 1sik mikroskobunda

incelenerek fotograflar ¢ekildi.

3.4. Immiinohistokimya Yontemleri

Yetiskin Leydig hiicrelerini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan en énemli
markir 3HSD’dir (36, 80, 81). INSL3 ise yetiskin Leydig hiicre aktivitesinin bir
gostergesidir (19, 20, 21). GPRCG6A, testiste osteokalsin reseptorii olarak fonksiyon
gormektedir (14,15). 63. giinde sakrifiye edilen siganlarda 3HSD, INSL3 ve GPRC6A
immununreaktivite incelemeleri icin testis doku ornekleri %4’lik paraformaldehit

icerisine alinarak, oda 1sisinda 24 saat siireyle tespit edildi. Leica TP 1020 ototeknikon
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cihazi ile rutin doku takipleri yapildiktan sonra parafine gomiilen doku 6rneklerinden,
polilizin kapli lamlara 4 pum kalinliginda parafin kesitler alindi. Kesitler ilk olarak fon
makinesi ile kurutularak 15 dakika buzdolabinda bekletildi. Buzdolabindan c¢ikarilan
kesitler tekrar fonle kurutuldu ve ardindan 60°C’de etiivde ksilol icerisinde 15 dakika
deparafinize edildi. Daha sonra oda 1sindaki ksilol igerisinde 3 dakika daha bekletilen
testis doku kesitleri, derecesi giderek azalan alkol serileri ile hidrate edildi. Distile
suyun ardindan sitrat soliisyonu (pH: 6) icerisine alman kesitler 95°C’lik su
banyosunda, 30 dakika bekletilerek antijenlerin agiga ¢ikmasi saglandi. Ardindan oda
isisinda 45 dk sogutulan kesitler, distile suda yikanarak endojen peroksitlerin
bloklanmas1 i¢in %3’liik hidrojen peroksit (H,0,) icerisine alindi ve 15 dakika kadar
bekletildikten sonra, distile su ve fosfat tamponundan (PBS, pH: 7,2-7,4) gecirildi. Her
bir kesitin etrafi dikkatlice kurulandiktan sonra {izerine nonspesifik baglanmay1
engellemek i¢in blocking soliisyonu (ab93705, abcam, USA) damlatildi ve oda 1sisinda
20 dakika bekletildi. Ardindan kesitler distile su ve fosfat tamponundan gegirildi ve
dokularin etrafi kurutma kagidi ile kurulandi. 1/2000 oraninda sulandirilan Anti-
HSD3B1 (ab150384, abcam), 1/2000 oraninda sulandirilan Anti-INSL3 (ab65981,
abcam) ve 1/1000 oraninda sulandirilan GPRC6A (NLS2576, Novus) primer antikorlari
damlatildi. Primer antikor damlatilan tiim kesitler +4°C’de, nemli ortamda 1 gece
bekletildi. Negatif kontrol i¢in alinan kesitlere primer antikorlar yerine, diliisyon
solusyonu damlatildi. Ertesi giin oda 1sisina alinan kesitler 1 saat daha primer antikor ile
muamele edildi. 1 saatin sonunda distile su ve PBS’den gecirilen kesitlerin etrafi
kuruland1. Uzerlerine Biotin (ab93705, abcam, USA) damlatilarak 15 dk bekletildi. 15
dk sonra distile su ve PBS ile yikanan kesitlerin etrafi kurulanip Avidin (ab93705,
abcam, USA) damlatilarak, 20 dakika oda 1sisinda bekletildi. Distile su ve PBS’den
gecirilen kesitlerin tzerine, aminoetilkarbozol (AEC, ab93705, abcam, USA) sollisyonu
damlatild1 ve 10 dakika bekletildi, gesme suyu ile yikand1 ve doku kesitleri zit boyama
icin hematoksilen soliisyonunda 30 saniye boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler,
cesme suyunda yikanarak kurumaya birakildi. Su bazli kapama maddesi damlatilarak
dokular lamel ile kapatildi. Olimpus BX53 151k mikroskobu (Japan) ile incelendi ve
fotograflar ¢ekildi.
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3.4.1. Iimmunohistokimyasal Skorlama Yéntemi

Testis doku orneklerinde 3BHSD, INSL3 ve GPRC6A ekspresyonlarinin
yayginlik ve siddetini semi-kantitatif olarak degerlendirmek amaciyla “Histoskor (H-
skor) Sistemi” kullanildi. Bu amagla her bir testiste x40’lik objektifte rastgele segilen 10
alanda immiinpozitif hiicre yiizdesiyle birlikte dort farkli boyanma yogunluklarinin

carpimlari toplanarak her grup i¢in bir H-skor elde edildi (237).

Boyanma derecesi = 0 (Boyanma yok)
=1 (Zay1f boyanma)
= 2 (Orta derecede boyanma)
= 3 (Siddetli boyanma) seklinde degerlendirildi.

H-skor degerini hesaplamak i¢in “XPi(I + 1)” formiilii kullanildi.
I: Intensity (Yogunluk)

PC: Percentage of stained cells for each intensity (Her derecede boyanan hiicre ytzdesi)

Gruplara ait her bir testiste x40’lik objektifte rastgele secilen 10 alanda boyanma
farkliligr gozetmeksizin Leydig hiicre markir1 3BHSD pozitif hiicre sayis1 hesaplandi
(238).

3.5. Elektron mikroskobi Yontemleri

Elektron mikroskobik doku analizi i¢in Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmas,
% 5’lik glutaraldehit soliisyonuna alinan testis doku oOrnekleri, 1 saatin sonunda 1
mm?®liik parcalara ayrildi. Ayrilan doku parcalart tekrar 9%5’lik glutaraldehit
soliisyonuna alinarak 3 saat siiresince tespit edildi. Boylece dokular toplam olarak 4 saat
stireyle tespit edilmis oldu. Birinci tespit isleminden sonra dokular Millionig fosfat
tamponunda 2 kez 10’ar dakika siireyle yikandi. Ardindan Millionig fosfat tamponu ile
hazirlanmis %1°lik osmium tetraoksit soliisyonu ile 2 saatlik ikinci defa tespit islemine
tabi tutuldu. Ikinci tespitten sonra dokular tekrar Millionig fosfat tamponu ile 2 kez
10’ar dakika siireyle yikandi. Daha sonra dokular, Tablo 4'de belirtilen siraya gore

derecesi giderek artan etil alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi.
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Cizelge 4. Elektron mikroskobik doku takibinde dehidratasyon, seffaflandirma ve immersiyon iglemi.

%50’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%70’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%86’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%96°lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100°1Uk etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100’1lK etil alkol Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit Oda sicakliginda 15 dakika

Propilen Oksit Oda sicakliginda 15 dakika

Propilen Oksit+ Gémme materyali Oda sicakliginda 30 dakika
Propilen Oksit+ Gomme materyali Oda sicakliginda 30 dakika

Bu islemlerden sonra doku pargalar1 Tablo 5’te belirtilen sekilde hazirlanan
rezin igerisine alindi ve 1 gece boyunca rotatorda dondiiriilerek karistirildi, boylece

rezinin doku pargalari igerisine daha iyi niifuz etmesi saglandi.

Cizelge 5. Gomme materyalinin hazirlanigi.

Araldehit (CY 212) 20 ml
Sertlestirici (HY 964) 20 ml
Hizlandiric1 (DY 064) 0,6 ml

Plastiklestirici-Dibtil Fitalat 1ml

Ertesi gilin rotatordan alinan doku pargalari, taze hazirlanmig gdmme materyali
kullanilarak beem kapsiillere gomiildii ve 60°C etiivde 48 saat polimerize edildi. Daha
sonra bloklar etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Ultracut S
ultramikrotomu ile 1 um kalinliginda yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile
boyand: ve doku bloklarinda uygun alanlarin se¢imi yapildi. Belirlenen alanlardan
ultramikrotom ile 50 nm kalinliginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 gdzenekli

bakir gridler iizerinde toplanarak %70'lik etil alkolde hazirlanan doymus uranil asetat ile
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Reynolds'un kursun nitrat soliisyonlar: ile boyandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400

Transmisyon Elektron Mikroskobu (Japonya) ile incelendi ve mikrograflar elde edildi

3.6. Biyokimyasal Analiz

Tiim deney gruplarindan alinan intrakardiak kan ornekleri 3000 devirde 20
dakika santrifiij edilerek serum ve plazma kismi ayrildi. Serum kismi epandorf tiiplerde
-20°C’de bekletildi. Serum 6rneklerinin LH, testosteron, ve Glu-OC seviyeleri; LH
(CSB-E12654r, Cusabio), testosteron (CSB-E05100r, Cusabio) ve Glu-OC (E-EL-
R2477, Elabscience) ELISA kitleri kullanilarak, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali tarafindan manuel olarak 6lgiildii ve Epoch Elisa Reader

cihazi ile sonuglar okundu.

3.7. Istatiksel analiz

Immiinohistokimyasal skorlamalarin ve biyokimyasal verilerin
degerlendirmesinde GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc. USA) Programi
kullanildi. Verilerin normal dagilimli olup olmadiklar1 “D’Agostino&Pearson omnibiis
normality test” ile degerlendirildi. Immiinreaktivite skorlar ile Leydig hiicre sayis1 ve
biyokimyasal verilerin, kontrol gruplari ile arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek igin
“Mann Whitney U testi” kullanildi. EDS uygulamasi sonrasinda 4. giin sakrifiye edilen
deneklerin biyokimyasal verilerini kontrol grubu ile kiyaslamada ise Unpaired t-testi

uygulandi. 0,05ten kiiciik p degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Grup 1A: Kontrol grubu

Postnatal 63. giine kadar normal laboratuvar sartlarinda yasatilan kontrol grubu
deneklere ait testis doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, testis
parankimasinin, distan fibroelastik bag dokusu yapisindaki tunika albuginea ile sarili
oldugu ve ¢ok sayida seminiferdz tiibiiller ile interstisyumdan olustugu gorildii.
Membrana propria ile desteklenmis seminiferdz tiibiiller, spermatojenik hiicreler ve
Sertoli hiicreleriyle doseliydi. Seminiferdz tiibiil epiteli bazal lamina {izerine oturan
spermatogonyumlar, genis sitoplazmali oval c¢ekirdege sahip primer spermatositler ve
liimene yakin yerlesim gosteren kiigiik spermatidlerden olusmaktaydi. Uzun, ig sekilli
cekirdekleri ile Kkarakterize spermatozoonlar, seminiferdz tibdl Iumeninde yer
almaktaydi. Uggen ya da oval sekilli ¢ekirdege sahip Sertoli hiicreleri bazalden liimene
kadar uzanmaktaydi. Gevsek bag dokusu yapisinda olan interstisyum, kan ve lenf
damarlart1 disinda, gelisimini tamamlamis diizensiz poligonal sekilli, eozinofilik
sitoplazmali, kromatinden fakir biiyiik bir ¢ekirdege sahip yetiskin Leydig hiicrelerini
icermekteydi (Sekil 8A).

4.1.2. Grup 1B: GnRH antagonisti uygulanan grup

Postnatal 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti uygulanan deneklere ait
testis doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, ¢ok sayida seminiferdz tubtlde
spermatojenik arrest sonucu seminiferdz tiibiil epitelinin tamamen dokiildiigii ve bazi
tiibiillerin vakuolize goriinlim aldig1 goriildii. Ayrica seminiferdz tiibiil epitelinde
dokiilmeye bagli olarak, bir¢ok tiibiiliin liimeninde immatur spermatojenik hiicre
birikimine rastlanildi. Membrana propriada kalinlasma ve diizensizlik dikkati cekti.
Tiibiillerdeki biiziisme ve Leydig hiicre sayisinin, atrofi nedeniyle azalmasina bagl

olarak, insterstisyal alanda genisleme ve 6dem gozlendi (Sekil 8B).
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4.1.3. Grup 1C: GnRH antagonisti ve Osteokalsin uygulanan grup

Postnatal 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin
uygulanan deneklerin testis doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, nispeten
daha az sayida tiibiilde dokiilmeye bagli vakuolize gorinim izlendi. Ancak tibul
limenlerinde immatur spermatojenik hticre birikimi ile birlikte interstisyal alanda

Leydig hiicre sayisinda azalmanin ve 6demin devam ettigi dikkati ¢ekti (Sekil 8C).

4.1.4. Grup 1D: Osteokalsin uygulanan grup

Postnatal 35-63. giinler arasinda yalnizca osteokalsin uygulanan deneklerin testis
doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde seminiferdz tiibiillerin ve
insterstisyumun kontrol grubuna benzer gériiniimde oldugu gériildii. Interstisyal alanda
yer alan Leydig htcrelerinin yap1 ve dagilim yonlerinden normal oldugu izlendi (Sekil
8D).

012

Sekil 8. Grup 1 deneklerine ait testis doku kesitlerinin 151k mikroskobik goriiniimii. A) Grup 1A’da
normal gérinimli seminiferdz tiibuller (oklar) ve interstisyal alan (*) izlenmektedir. H&E. Bar:
100 pm. B) Grup 1B’de seminiferéz tiibiil epitelinde vakuolize goriiniim (ok baglari), tiibiil
limenlerinde immatur hiicre birikimi (+), i¢leri bosalmis seminiferdz tibdller (oklar) ve
insterstisyal 6dem (*) gorilmektedir. H&E. Bar: 100 um. C) Grup 1C’de seminifer6z
tibdllerde vakuolizasyon (oklar), tibul limenlerinde immatur hiicre birikimi (+) ve insterstisyal
6dem (*) devam etmektedir. H&E. Bar: 100 um. D) Grup 1D’de seminiferdz tiibuller (oklar) ve
insterstisyal alan (*) normal géruntimdedir. H&E. Bar: 100 pum.
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4.1.5. EDS ile indiiklenmis Leydig hiicre hasar1 grubu

Tek doz EDS uygulamasi sonrast 4. giin sakrifiye edilen deneklerin testis doku
kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, seminiferdz tiibiil yapilarinin biitiinliigiini
korudugu, insterstisyal alanda Leydig hiicrelerinin bulunmadigi, ancak diger bag dokusu

hicrelerinin yer aldiklar belirlendi (Sekil 9).

Sekil 9. Tek doz EDS uygulamasindan 4 giin sonra sakrifiye edilen deneklere ait testis doku kesitlerinin
151k mikroskobik goriiniimii. Normal goriiniimlii seminiferdz tiibiiller (oklar) ve yetiskin Leydig
hicrelerinden yoksun interstisyal alan (*) izlenmektedir. H&E. Bar: 50 pm.

4.1.6. Grup 2A: Kontrol grubu

Tek doz EDS uygulamasindan sonra, 63 giin boyunca normal laboratuvar
sartlarinda yasatilan deneklere ait testis doku kesitlerinin 151k mikroskobik
incelemesinde, seminiferdz tiibiiller ve interstisyumun distan tunika albuginea ile saril
olduklart goriildii. Spermatojenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri ile doseli seminifer6z
tiibiiller membrana propria ile cevrelenmisti. Spermatogonyumlarla birlikte bazal
lamina T{zerine oturan Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasi, bazalden liimene kadar
uzanmaktaydi. Primer spermatositler oval bir ¢ekirdege ve genis sitoplazmaya sahipti.
Koyu boyanan kiiclik bir cekirdege sahip spermatidler ise liimene yakin yerlesim

gostermekteydi. Uzun ig sekilli ¢ekirdekleri ile karakterize spermatozoonlar,
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seminiferéz tubil limeninde yer almaktaydi. interstisyumda gelisimini tamamlamus,
diizensiz poligonal sekilli, eozinofilik sitoplazmaya sahip yetiskin Leydig hucreleri,
kromatinden fakir buyuk bir ¢ekirdek ile karakterize idi. Gevsek bag dokusu yapisinda
olan interstisyum, ayrica bag dokusu hiicreleri ile kan ve lenf damarlarindan zengindi.

(Sekil 10A).

4.1.7. Grup 2B: GnRH antagonisti uygulanan grup

Tek doz EDS uygulamasindan sonra 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti
uygulanan deneklere ait testis doku kesitlerinin 1s1k mikroskobik incelemesinde, ¢ok
sayida seminiferdz tiiblilde ve interstisyumda 6nemli dejeneratif degisiklikler gozlendi.
Seminiferoz tiibiil epitelinde vakuolizasyon ile birlikte hyalinizasyon izlendi. Ayrica
bazi seminiferdz tiibiillerin epitelinde dokiilmeye bagli olarak epitel kalinliginda azalma
goruldi. Spermatojenik arrest nedeniyle bir¢cok seminiferoz tubul epitelinde cok
cekirdekli dev spermatojenik hiicrelere rastlanildi. Membrana proprianin kalin ve
diizensiz bir hal aldig1 goriildii. Ayrica tiibiillerde biiziismeye bagl olarak interstisyal
alanda genis bosluklarin varlig1 izlendi. Insterstisyal alanin esas hiicreleri olan Leydig

hiicrelerinin, atrofi nedeniyle sayica azaldiklar dikkati ¢ekti (Sekil 10B).

4.1.8. Grup 2C: GnRH antagonisti ve Osteokalsin uygulanan grup

Tek doz EDS uygulamasindan sonra 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti
ile birlikte osteokalsin uygulanan deneklere ait testis doku kestlerinin 151k mikroskobik
incelemesinde, bir¢ok seminiferdz tiibiiliin normal goriinlimde olmasina ragmen, bazi
tubullerde spermatojenik arrest nedeniyle immatur hicre birikimlerine rastlanildi.
Membrana propria nispeten normal goriiniimdeydi. Insterstisyal alanda ise 6demle
birlikte Leydig hiicre sayisinda azalma sonucu olusan genis bosluklar dikkati cekti
(Sekil 10C).

4.1.9. Grup 2D: Osteokalsin uygulanan grup

Tek doz EDS uygulamasindan sonra 35-63. giinler arasinda yalnizca osteokalsin
uygulanan deneklere ait testis doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde,
seminiferdz tubuller ve insterstisyumun normal gorunimde oldugu izlendi. Leydig

hiicrelerinin yap1 ve dagilimlarinin kontrol grubuna benzedigi gorildi (Sekil 10D).
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Sekil 10. Grup 2 deneklerine ait testis doku kesitlerinin 11tk mikroskobik goériniimii. A) Grup 2A’da
seminiferdz tubdller (oklar) ve interstisyal alan (*) normal gorinimdedir. H&E. Bar: 100 pm.
B) Grup 2B’de seminiferdz tubil epitelinde vakuolizasyon (oklar) ve cok cekirdekli dev
spermatojenik hiicreler (ok baglari) ile insterstisyal alanda 6dem (*) goriilmektedir. H&E. Bar:
100 pm. C) Grup 2C’de bazi seminiferz tiibiil liimenlerinde immatur hiicre birikiminin (+) ve
insterstisyal 6demin (*) devam ettigi dikkati ¢ekti. H&E. Bar: 100 pm. D) Grup 2D’de normal
gorinimlu seminiferdz tubdller (oklar) ve insterstisyal alan (*) izlenmektedir. H&E. Bar: 100

um.

4.2. immunohistokimya Bulgulari
Insan plasentasinda 3BHSD immiinreaktivitesinin gosterildigi pozitif kontrol
kesitleri ile primer antikor damlatilmayan negatif kontrol kesitleri gorilmektedir (Sekil

11).
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Sekil 11. 3BHSD immiinreaktivitesi. A) Negatif kontrol. Insan plasentasina ait doku kesitinde 3HSD

imminreaktivitesi gorilmemektedir. Bar: 50 um. B) Pozitif kontrol. insan plasentasinda
ozellikle sinsityotrofoblast tabakasinda 3HSD immiinreaktivitesi gorilmektedir. Bar: 50 pm.

Testis doku orneklerinde INSL3 imminreaktivitesinin gosterildigi pozitif

kontrol ve primer damlatilmayan negatif kontrol kesitleri gortilmektedir (Sekil 12).

gorilmemektedir. Bar: 100 um. B) Pozitif kontrol. Testis doku kesitinde Leydig hucrelerinde
INSL3 immiinreaktivitesi gérulmektedir. Bar: 100 um.

Beyin dokusunda GPRC6A immdlnreaktivitesinin gosterildigi pozitif kontrol

kesitleri ile primer antikor damlatilmayan negatif kontrol kesitleri goriilmektedir (Sekil

13).
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GPRC6A imminreaktivitesi. A) Negatif kontrol. Beyin dokusu kesitinde GPRC6A
imminreaktivitesi gorilmemektedir. Bar: 100 um. B) Pozitif kontrol. Beyin dokusu kesitinde
Ozellikle néronlarda GPRC6A immiinreaktivitesi gérilmektedir. Bar: 100 pum.

4.2.1. Grup 1 3pHSD immiinohistokimyasal Bulgular

Postnatal 63. giine kadar herhangi bir uygulama yapilmadan sakrifiye edilen
kontrol grubu deneklerine (Grup 1A) ait testis doku kesitlerinin insterstisyumunda yer
alan yetiskin Leydig hiicrelerinde, Leydig hiicre markir1 olan 3BHSD ekspresyonunun
yogun oldugu gozlendi (Sekil 14A). Ancak postnatal 35-63. giinler arasinda GnRH
antagonisti uygulanan (Grup 1B) deneklere ait testis doku kesitlerinde ise 3pHSD
ekspresyonunun belirgin olarak azaldigi dikkati ¢ekti (Sekil 14B). Postnatal 35-63.
giinler arasinda GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin uygulanan (Grup 1C)
deneklerin testis doku kesitlerinde, osteokalsinin 3HSD immiinreaktivitesini, Grup 1B
deneklerininkine kiyasla bir miktar arttirdign goriildii (Sekil 14C). Postnatal 35-63.
giinler arasinda yalnizca osteokalsin uygulamasi yapilan deneklere ait (Grup 1D) testis
doku kesitlerinin immiunohistokimyasal incelemesinde de interstisyumunda yer alan
yetiskin Leydig hiicrelerinde 3BHSD ekspresyonunun kontrol grubuna (Grup 1A)
benzer oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 14D).
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Sekil 14. Grup 1 3BHSD immiinreaktivitesi. A) Grup 1A testis doku kesitlerinde Leydig hucrelerinde
yiiksek 3BHSD ekspresyonu izlenmektedir. Bar: 50 pm. B) Grup 1B testis doku Kkesitlerinde
Leydig hiicrelerinde 3BHSD ekspresyonunun azaldig1 goriilmektedir. Bar: 50 um. C) Grup 1C
testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinde 3pHSD ekspresyonunda bir miktar artig
gorilmektedir. Bar: 50 um. D) Grup 1D testis doku Kesitlerine ait Leydig hiicrelerinde yogun
3BHSD ekspresyonu izlenmektedir. Bar: 50 pum.

4.2.2. Grup 1 INSL3 immiinohistokimyasal Bulgular

Postnatal 63. glin sakrifiye edilen kontrol grubu deneklerine ait (Grup 1A) testis
doku kesitlerinin immunohistokimyasal incelemesinde, yetiskin Leydig hiicreleri igin
fonksiyon belirteci olan INSL3 ekspresyonunun olduk¢a yogun oldugu goriildii (Sekil
15A). Postnatal 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti uygulanan (Grup 1B)
deneklerin testis doku kesitlerinde ise INSL3 ekspresyonunun azaldigi (Sekil 15B),
benzer sekilde, postnatal 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti ile birlikte
osteokalsin uygulanan (Grup 1C) deneklerde de, Leydig hiicre fonksiyon bozuklugunun
devam etmesi nedeniyle, INSL3 ekspresyonunda azalmanin siirdiigli dikkati ¢ekti (Sekil
15C). Postnatal 35-63. giinler arasinda yalnizca osteokalsin uygulanan deneklerde (Grup
1D) ise, osteokalsin etkisinde, INSL3 ekspresyonunun da arttigi gézlendi (Sekil 15D).
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Sekil 15. Grup 1 INSL3 imminreaktivitesi. A) Grup 1A testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinde
INSL3 ekspresyonunun yogun oldugu goriilmektedir. Bar: 50 um. B) Grup 1B testis doku
kesitlerinde Leydig hiicrelerinin INSL3 ekspresyonunda azalma izlenmektedir. Bar: 50 um. C)
Grup 1C testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinde INSL3 ekspresyonunda azalmanin devam
ettigi dikkati ¢ekmektedir. Bar: 50 pm. D) Grup 1D testis doku kesitlerinde Leydig
hicrelerinde yuksek INSL3 ekspresyonu izlenmektedir. Bar: 50 pm.

4.2.3. Grup 1 GPRC6A Immiinohistokimyasal Bulgulari

Postnatal 63. giinde hi¢bir bir uygulama yapilmadan sakrifiye edilen kontrol
grubu deneklerine ait (Grup 1A) testis doku Kesitlerinin imminohistokimyasal
incelemesinde, insterstisyumda yer alan yetiskin Leydig hiicrelerinde yogun osteokalsin
reseptoric GPRC6A ekspresyonu izlendi (Sekil 16A). Postnatal 35-63. gilinler arasinda
GnRH antagonisti uygulanan deneklerde (Grup 1B) ise, Leydig hiicre sayisinda
azalmaya bagli olarak, GPRC6A ckspresyonunun azaldigi gorildi (Sekil 16B).
Postnatal 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin uygulanan
deneklerin (Grup 1C) testis doku kesitlerinde GPRC6A ekspresyonunun, ¢ok az
miktarda artis gosterdigi izlendi (Sekil 16C). Buna karsin postnatal 35-63. glnler
arasinda yalnizca osteokalsin uygulanan deneklerde (Grup 1D) ise Grup 1A ile
karsilastirildiginda, GPRC6A ekspresyonunda belirgin artis dikkati ¢ekti (Sekil 16D).
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Sekil 16. Grup 1 GPRC6A imminreaktivitesi. A) Grup 1A testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinde

yuksek GPRC6A ekspresyonu gorilmektedir. Bar: 50 um. B) Grup 1B testis doku kesitlerinde
Leydig hiicrelerinin GPRC6A ekspresyonunun azaldigr dikkati ¢ekmektedir. Bar: 50 pm. C)
Grup 1C testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinde GPRC6A ekspresyonunda azalmanin
devam ettigi gorilmektedir. Bar: 50 pm. D) Grup 1D testis doku kesitlerinde Leydig
hiicrelerinde GPRC6A ekspresyonunun yogun oldugu goriilmektedir. Bar: 50 pm.

4.2.4. EDS ile indiiklenmis Leydig hiicre hasar grubu

Tek doz EDS uygulamasi ile yetiskin Leydig hiicrelerinin elimine edilip
edilmediginin gosterilebilmesi amaciyla EDS sonrasi 4. giin sakrifiye edilen deneklerin
testis doku kesitlerinde; 3BHSD, INSL3 ve GPRC6A ekspresyonu goriilmedi.
Interstisyumda herhangi bir ekspresyonun gézlenmemesi, EDS’nin etkin sekilde Leydig

hiicrelerini elimine ettigi seklinde yorumlandi (Sekil 17).
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Sekil 17. EDS enjeksiyonu sonrasinda 4. giin sakrifiye ettigimiz deneklere ait testis doku kesitlerinde A)
3BHSD B) INSL3 C) GPRC6A immiinreaktivitesi gdrilmemektedir. Bar: 50 pm.

4.2.5. Grup 2 3pHSD immiinohistokimyasal Bulgular

Tek doz EDS uygulamasi sonrast herhangi bir uygulama yapilmadan 63. giinde
sakrifiye edilen kontrol grubu deneklerin (Grup 2A), testis doku Kkesitlerinin
immunohistokimyasal incelemesinde, interstisyumda rejenerasyonunu tamamlayan,
yeni yetiskin Leydig hiicre popiilasyonunda Leydig hiicre markirt 3BHSD ekspresyonu
yogun olarak izlendi (Sekil 18A). Tek doz EDS enjeksiyonu sonrasinda 35-63. ginler
arasinda GnRH antagonisti uygulanan deneklere ait (Grup 2B) testis doku kesitlerinde
ise 3BHSD ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigi gozlendi (Sekil 18B). Tek doz
EDS enjeksiyonu sonrasinda 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti ile birlikte
osteokalsin uygulanan deneklerin (Grup 2C) testis doku kesitlerinde, yeni yetiskin
Leydig hiicre poplilasyonunda GnRH antagonisti nedeniyle azalan 3BHSD
ekspresyonunun, osteokalsine bagli olarak belirgin bir artis sergilemedigi dikkati ¢ekti
(Sekil 18C). Ancak tek doz EDS enjeksiyonu sonrasinda 35-63. giinler arasinda,
yalnizca osteokalsin uygulamasi yapilan deneklerin (Grup 2D) testis doku kesitlerinde

ise, 3BHSD ekspresyonunun Grup 2A’ya benzer oldugu gorildii (Sekil 18D).
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Sekil 18. Grup 2 3pHSD immiinreaktivitesi. A) Grup 2A testis doku kesitlerinde Leydig htcrelerinde
3BHSD ekspresyonunun yiiksek oldugu goriilmektedir. Bar: 50 pm. B) Grup 2B testis doku
kesitlerinde Leydig hiicrelerinde 3BHSD ekspresyonunda azalma izlenmektedir. Bar: 50 pm.
C) Grup 2C testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinde 3BHSD ekspresyonunda azalma
devam etmektedir. Bar: 50 um. D) Grup 2D testis doku kesitlerine ait Leydig hiicrelerinde
yogun 3BHSD ekspresyonu izlenmektedir. Bar: 50 pm.

4.2.6. Grup 2 INSL3 Immiinohistokimyasal Bulgular

Tek doz EDS uygulamasindan sonra, 63. giinde sakrifiye edilen kontrol grubu
deneklerin (Grup 2A), testis doku kesitlerinin immunohistokimyasal incelemesinde,
rejenere olan yetigskin Leydig hiicrelerinde yogun INSL3 ekspresyonu gozlendi (Sekil
19A). Tek doz EDS uygulamasi sonrasinda, 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti
uygulanan (Grup 2B) deneklere ait testis doku kesitlerinde ise, Leydig hiicrelerinin say1
ve fonksiyonlarinda azalmaya bagli olarak, INSL3 ekspresyonunun belirgin sekilde
azaldig1 gortldi (Sekil 19B). Tek doz EDS uygulamasindan sonra, 35-63. glnler
arasinda GnRH anatagonisti ile birlikte osteokalsin uygulanan deneklerde (Grup 2C),
osteokalsine ragmen, INSL3 ekspresyonunda belirgin bir artisin ger¢eklesmedigi dikkati
cekti (Sekil 19C). Tek doz EDS uygulamasindan sonra 35-63. giinler arasinda, yalnizca
osteokalsin  uygulanan deneklerin  (Grup 2D) testis doku kesitlerinin
immunohistokimyasal incelemesinde ise yetiskin Leydig hiicrelerinde INSL3
ekspresyonunun Grup 2A’ya oranla belirgin olarak arttigi gézlendi (Sekil 19D).
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yogun INSL3 ekspresyonu izlenmektedir. Bar: 50 um. B) Grup 2B testis doku kesitlerinde
Leydig hiicreleride INSL3 ekspresyonunun azaldigi goriilmektedir. Bar: 50 pum. C) Grup 2C
testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinde INSL3 ekspresyonunda azalma devam etmektedir.
Bar: 50 um. D) Grup 2D testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinde INSL3 ekspresyonunun
yiiksek oldugu izlenmektedir. Bar: 50 pm.

4.2.7. Grup 2 GPRC6A immiinohistokimyasal Bulgular

Tek doz EDS uygulamasi sonrasi herhangi bir uygulama yapilmaksizin 63.
gunde sakrifiye edilen kontrol grubu deneklerinin (Grup 2A), testis doku kesitlerinin
immiinohistokimyasal incelemesinde, terminal farklanmasini tamamlamis olan, yeni
yetiskin Leydig hiicre popiilasyonunda, yogun GPRC6A ekspresyonu gozlendi (Sekil
20A). Tek doz EDS enjeksiyonu sonrasi 35-63. glnler arasinda GnRH antagonisti
uygulanan deneklerin (Grup 2B) testis doku kesitlerinde, Leydig hiicre sayisinda
azalmaya bagli olarak, GPRC6A ekspresyonununda belirgin bir azalma izlendi (Sekil
20B). Tek doz EDS enjeksiyonundan sonra 35-63. giinler arasinda, GnRH antagonisti
ile birlikte osteokalsin uygulamasi yapilan deneklerin (Grup 2C) testis doku
kesitlerinde, rejenere olan yeni yetiskin Leydig hiicrelerinin GPRC6A ekspresyonunda
belirgin bir artisin olmadigr goraldi (Sekil 20C). Tek doz EDS enjeksiyonunu takiben

35-63. giinler arasinda yalnizca osteokalsin uygulanan deneklerin (Grup 2D) testis
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doku kesitlerinin incelenmesinde, Leydig hiicrelerinde yogun GPRC6A ekspresyonunun

varlig1 dikkati ¢ekti (Sekil 20D).

HoeeC

Sekil 20. Grup 2 GPRC6A immiinreaktivitesi. A) Grup 2A testis doku kesitlerinde Leydig hucrelerinde
GPRC6A ekspresyonu yogun olarak goriilmektedir. Bar: 50 pm. B) Grup 2B testis doku
kesitlerinde Leydig hucrelerinde GPRC6A ekspresyonunun azaldigi izlenmektedir. Bar: 50
pm. C) Grup 2C testis doku kesitlerinde Leydig hicrelerinde GPRC6A ekspresyonunda
azalma devam etmektedir. Bar: 50 um. D) Grup 2D testis doku Kkesitlerinde Leydig
hiicrelerinde GPRC6A ekspresyonunun yiiksek oldugu goriilmektedir. Bar: 50 pm.

o

4.2.8. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimyasal skorlama sonuglarma gére GnRH antagonisti ve GnRH
antagonisti ile birlikte osteokalsin verilen Grup 1B, Grup 1C, Grup 2B ve Grup 2C
deneklerinin testis doku kesitlerinde, 3BHSD, INSL3 ve GPRC6A immiinreaktiviteleri
kontrol gruplarindan (Grup 1A ve Grup 2A) anlamli olarak diisiik bulundu. Grup 1B ve
Grup 1C ile Grup 2B ve Grup 2C kendi i¢inde degerlendirildiginde, GnRH antagonisti
ile birlikte osteokalsin uygulanan deneklere (Grup 1C ve Grup 2C) ait testis doku
kesitlerinin 3HSD, INSL3 ve GPRC6A immiinohistokimyasal skorlama sonuglari,
yalnizca GnRH antagonisti verilen deneklerinkine (Grup 1B ve Grup 2B) gore, anlaml
olmasa da, bir miktar yiiksekti. Ancak yalnizca osteokalsin uygulamasi yapilan

denekler de (Grup 1D ve Grup 2D) 3BHSD immiinohistokimyasal skorlama sonuglari,
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kontrol gruplarina gére anlamli bir farklilik gostermezken, ayni gruplarin, INSL3 ve
GPRC6A immiinreaktivite skorlarinda, kontrol grubuna oranla, anlamli bir artisin
varhig1 dikkati ¢ekti (Sekil 21). 3HSD pozitif Leydig hiicre sayilar1 karsilastirildiginda,
yalnizca GnRH antagonisti verilen deneklerde (Grup 1B ve Grup 2B) Leydig hcre
sayisinin anlaml sekilde azaldigi, GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin uygulanan
deneklerde (Grup 1C ve Grup 2C) ise Leydig hiicre sayisinda hafif bir atisin
gergeklestigi goriildii. Yalnizca osteokalsin uygulanan deneklerin (Grup 1D ve Grup
2D) testis doku kesitlerinde 3HSD pozitif Leydig hiicre sayilarinin kontrol gruplarina
gore anlamli bir farklilik gostermedigi dikkati ¢ekti (Sekil 22).

61



3BHSD 3BHSD

250- 300-
200
e
200
150 - s 55
100 oo
e 100- "
el -
50~ :
Fa ] :
e :
0- ERAA r 0- T
Q (] Q O Q
Iox Iox o g &
INSL3 INSL3
250+ * 300+
o D -
2004 - .
2004
150- o
e on ==
100-
100
50
0- ; 0- :
o Q )
N o g &
GPRC6A GPRC6A
250+ ¥ 300-
——— *
200+ £
*kk
200
150_ dedede — .
e *kk
100
100
P
50 S
0_ "y l- e’ = 0 - ‘ T T
Q@ o Q v O '
oy o o & & & ¥

Sekil 21. Grup 1 ve Grup 2 deneklerinin testis doku kesitlerinde Leydig hiicrelerinin 3HSD INSL3 ve
GPRC6A immiinreaktivite skorlariin istatistiksel degerlendirmesi. ***p< 0,0001, **p<0,001,
*
p<0,01.
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Sekil 22. Grup 1 ve Grup 2 deneklerinin testis doku kesitlerinde 3BHSD pozitif Leydig hiicre sayisinin
istatistiksel degerlendirmesi. ***p< 0,0001, **p<0,001, *p<0,01.

4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Grup 1A: Kontrol grubu

Postnatal 63. giine kadar normal laboratuvar sartlarinda yasatilan kontrol grubu
deneklerine ait testis doku 6rneklerinin membrana propria ile desteklenen seminiferdz
tbdlleri ve interstisyumu, ince yapi diizeyinde degerlendirildi. Bazal lamina, miyoid
hiicreler ve kollajen liflerden olusan membrana proprianin diizenli bir yapi1 sergiledigi
gorildi. Normal elektron densiteye sahip miyoid hiicrelerin ¢ekirdekleri yass1 sekilli
olup periferal kromatin icermekteydi. Sitoplazmalarinda ise az sayida mitokondriyon ve
mikropinositotik vezikiiller bulunmaktaydi. Sferikal ve merkezi yerlesimli olan bir
cekirdege sahip spermatogonyumlarin, bazal lamina iizerine oturdugu gézlendi. Primer
spermatositler, oval bir ¢ekirdege ve genis sitoplazmaya sahip olmalartyla ayirt edildi.
Sekonder spermatositlerin  {lizerinde, limene yakin konumda, spermatidler
bulunmaktaydi. Uzun ig sekilli g¢ekirdekleri ile karakterize edilen spermatozoonlar
seminifer6z tiibiil limeninde izlendi. Spermatojenik hiicreler arasinda sitoplazmik
kopriiler goriildii. Uggen ya da oval sekilli, indentasyonlu ¢ekirdege ve bir ¢ekirdekcige
sahip olan Sertoli hiicreleri, bazalden liimene kadar uzanmaktaydi. Sertoli hiicrelerin
sitoplazmasinda ¢ok iyi gelismis SER, belirgin Golgi kompleksi ve az gelismis graniler
endoplazmik retikiiliim (GER) ve lizozozomlar gézlendi. Lipid damlaciklar1 yoniinden
zengin olan bu hiicreler, ayrica tlbuler tip mitokondriyonlara da sahipti. Komsu Sertoli
hiicreleri arasinda siki baglant1 kompleksleri yer almaktaydi. Interstisyumda, diizensiz,

poligonal sekilli Leydig hiicreleri, biiyiikk eksantrik ve kromatinden fakir g¢ekirdek

63



icermekteydi. Sitoplazmada gelismis SER sisternalari, tiibiiler krista iceren
mitokondriyonlar, lizozomlar ve lipid damlaciklar1 belirgin olarak izlenmekteydi
Gevsek bag dokusu yapisinda olan interstisyum, kan ve lenf damarlarindan zengindi.

(Sekil 23).

Sekil 23. Grup 1A testis doku orneklerinin elektron mikroskobik gorinimid. Normal gdérinimli
membrana propria (MP), Sertoli hiicresi (S), spermatosit (Spt), spermatid (Spd), ¢ekirdek (C),
goriilmektedir. Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar (ok bast) ve spermatojenik hiicreler
arasindaki sitoplazmik kopriiler (oklar) normal yapida izlenmektedir. Leydig hiicreleri (LH)
sitoplazmalarinda tiibiiler tip mitokondriyon (M) ve bol lipid damlaciklar1 (L) ile normal
yapidadir. Agraniiler endoplazmik retikiiliim (SER). Bar: 2 pm.

4.3.2. Grup 1B: GnRH antagonisti uygulanan grup

Postnatal 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti uygulanan deneklere ait
testis doku Orneklerinin elektron mikroskopik incelenmesinde, membrana propria total
kalimliginin arttigi, diizensiz ve kivrintili bir hal aldigr goriildii. Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilarin bozulmasi nedeniyle, ¢ok sayida seminiferdz tiibiilde
spermatojenik hiicrelere rastlanilmadi. Ayrica Sertoli hiicre sitoplazmasinda asir1 SER
vakuolizasyonu dikkati c¢ekti. Bazi Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde elektron
densitede artis izlendi (Sekil 24A). Interstisyumda yer alan Leydig hiicrelerinin
cekirdeklerinin piknotik hale geldigi ve ¢ekirdek periferinde elektron dens

heterokromatin birikimlerinin arttigt goriildii. Bazi1 Leydig hiicrelerinde elektron
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densitede artis ile birlikte sitoplazmik hacimde azalma go6zlendi. Bazilarinda ise
sitoplazmalarinin diisiik elektron densitede oldugu ve yogun SER vakuolizasyonu
icerdigi dikkati ¢ekti. Genel olarak tiim Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda
mitokondriyonlarin biitiinliiklerini korudugu ve lipid damlaciklar1 yoniinden belirgin bir

azalmanin gergeklestigi tespit edildi (Sekil 24B).
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Sekil 24. Grup 1B testis doku 6rneklerinin elektron mikroskobik gérinimi. A) Kalin, kivrintili bir
membrana propria (MP) ile asir1 ve anormal vakuolizasyon (V) iceren Sertoli hucreleri (S)
izlendi. Miyoid hicre (My), Cekirdek (C). Bar: 2 um. B) Bazi Leydig hiicrelerinin (LH)
sitoplazmik hacimlerinde kugulme ile birlikte cekirdek (C) periferlerindeki heterokromatin
yamalarinda artig goriildii. Diisiik elektron densitede sitoplazmaya sahip bazi Leydig
hiicrelerinde (LH) ise yogun agranuler endoplazmik retikilim (SER) vakuolizasyonu dikkati
cekti. Intakt mitokondriyonlar (M) izlendi. Bar: 0,5 pm.
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4.3.3. Grup 1C: GnRH antagonisti ve Osteokalsin uygulanan grup

Postnatal 35-63. gilinler arasinda GnRH antagonisti ve osteokalsin uygulanan
deneklere ait testis doku drneklerinin elektron mikroskopik incelemesinde, Grup 1B ile
karsilastirildiginda, membrana propriadaki kivrintilanma ve kalinlagmanin nispeten
azaldig1 dikkati ¢ekti. Grup 1B’den farkli olarak, spermatojenik hiicre icermeyen
seminiferoz  tlbullere  rastlanilmadi.  Diger taraftan, Sertoli  hiicrelerinin
sitoplazmasindaki dev vakuollerin varligini korudugu gériildii (Sekil 25A). Interstisyal
alanda yer alan elektron dens Leydig hucrelerine ait cekirdeklerde indentasyon
miktarinin arttif1 ancak Grup 1B’ye oranla heterokromatin igeriklerinde ise azalmanin
gerceklestigi belirlendi. Leydig hiicre sitoplazmasindaki mitokondriyonlarin normal
yapida oldugu, ancak SER sisternalarinin vakuolize bir goriiniim aldig1 dikkati cekti.
Ayrica birgok Leydig hiicresinin sitoplazmik hacimlerinin azaldigi ve az sayida lipid

damlacigi icerdigi belirlendi (Sekil 25B).
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Sekil 25.

Grup 1C testis doku orneklerinin elektron mikroskobik goriinimi. A) Membrana propriada
(MP) nispeten azalan kivrint1 ve kalinlagma, Sertoli hiicreleri (S) arasinda dev vakuoller (V) ve
nispeten normal goriinimde spermatositler (Spt) goriildii. Cekirdek (C), Lipid damlacigi (L).

Bar: 0,5 pm. B) Sitoplazmik hacmi azalmis elektron dens Leydig hiicrelerinin (LH)
¢ekirdeklerinde (C) indentasyon miktarinda artis ve heterokromatin igeriginde azalma izlendi.
Sitoplazmalarinda agraniiler endoplazmik retikiilimun (SER) vakuolize bir goriiniim aldigi,
ancak mitokondriyonlarin (M) intakt halde kaldig: dikkati ¢ekti. Bar: 0,5 um.
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4.3.4. Grup 1D: Osteokalsin uygulanan grup

Postnatal 35-63. giinler arasinda yalnizca osteokalsin uygulanan deneklere ait
testis doku oOrnekleri ince yapi diizeyinde degerlendirildiginde; normal gOrinimde
membrana propria ile sarili seminiferéz tiibiiller ile interstisyumun kontrol grubuna
benzer yapida oldugu goriildii. Seminiferdz tiibiil epitelini olusturan Sertoli hiicreleri ve
spermatojenik hiicreler normal yapidaydi. Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar
butiinliigiinii korumaktayd1 (Sekil 26A). Insterstisyaumda Grup 1B ve Grup 1C’den
farkli olarak, Leydig hiicre ¢ekirdeklerinin daha az heterokromatin ve indentasyon
gosterdigi, sitoplazmik hacimlerinin normal boyutta olup ¢ok sayida lipid damlacigina
sahip oldugu goriildi. Leydig hiicreleri ¢ekirdek ve sitoplazmik organelleri yoniinden

normal yapilarin1 korumaktaydi (Sekil 26B).
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Sekil 26. Grup 1D testis doku orneklerinin elektron mikroskobik gortinumi. A) Normal goérinimde
membrana propria (MP) ile cevrelenen seminiferéz tibdllerde Sertoli hicrelerinin (S) ve
spermatositlerinin (Spt) de normal yapida oldugu goriildii. Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilar (ok basi) normal yapidaydi. Cekirdek (C), Lizozom (Lz). Bar: 1 pum. B)
Cekirdeklerinde (C) heterokromatin igerigi ve indentasyon miktar1 azalan Leydig hiicrelerinin
sitoplazmalarinda (LH) lipid damlacigi (L) miktarinda artig izlendi. Mitokondriyon (M),
Lizozom (Lz), Kapiller (Kap). Bar: 1 pm.
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4.3.5. EDS ile indiiklenmis Leydig hiicre hasar1 grubu

Tek doz EDS uygulamasi sonrast 4. giin sakrifiye edilen Grup 2A deneklerinin
testis doku o6rneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde, membrana propria ile
cevrelenen seminiferdz tubdl epitelinde, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar
bitunliiklerini korumaktaydi. Insterstisyumda ise normal yapida kan damarlar1 ve diger
bag dokusu hiicreleri yer alirken, Leydig hiicrelerinin bulunmadig: tespit edildi (Sekil
27).

Sekil 27. Tek doz EDS uygulamasindan 4 giin sonra sakrifiye edilen deneklere ait testis doku kesitlerinin
elektron mikroskobik gérinimi. Normal gériinime membrana propria (MP), Sertoli hiicresi
(S), spermatogonyum (Spg) ve spermatosit (Spt) izlendi. Sertoli hicreleri arasindaki siki
baglantilar (ok bas1), Cekirdek (C), Kapiller (Kap), Endotel hiicreleri (En), Lipid damlacigi (L).
Bar: 1 pum.

4.3.6. Grup 2A: Kontrol grubu

Tek doz EDS uygulamasindan sonra, 63 giin boyunca normal laboratuvar
sartlarinda yasatilan dencklerden elde edilen testis doku &rneklerinin elektron
mikroskobik incelemesinde; Sertoli hiicreleri ve spermatojenik hiicrelerden olusan
seminiferdz tiiblil epitelinin distan membrana propria ile c¢evrelendigi gorildii.

Membrana propria; bazal lamina, miyoid hticreler ve kollajen liflerden olusmaktaydi.
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Seminiferdz tiibiil epiteli, bazal laminadan tiibiil limenine dogru sferikal ve merkezi
yerlesimli ¢ekirdege sahip spermatogonyumlar, oval ¢ekirdekli ve genis sitoplazmali
primer spermatositler, sekonder spermatositler ve limen en yakin konumda
spermatidlerden olusmaktaydi. Uzun 1§ sekilli ¢ekirdekleri ile karakterize
spermatozoonlarin ise seminiferdz ttbil limeninde yer aldigi gozlendi. Spermatojenik
hiicreler arasinda sitoplazmik kopriiler bulunmaktaydi. Seminiferdz tiibiil epitelinin bir
diger hiicresi olan Sertoli hiicrelerinin, iiggen veya oval sekilli indentasyonlu bir
cekirdege ve hiicrenin bazalden tiibiil liimenine kadar uzandigi goriildii. Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasi ¢ok iyi gelismis SER, belirgin Golgi kompleksi, tibiiler tip
mitokondriyonlar ile ¢cok sayida lipid damlacigi icermekteydi. Komsu Sertoli hiicreleri
arasinda siki baglanti kompleksleri yer almaktaydi. Gevsek bag dokusu yapisindaki
interstisyumun, kan ve lenf damarlari disinda, diizensiz poligonal sekilli Leydig
hiicrelerini i¢erdigi goriildi. Biiyiik eksantrik ve kromatinden fakir ¢ekirdege sahip olan
Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda, gelismis SER sisternalari, tiibiiler krista iceren
mitokondriyonlar, ¢ok sayida lipid damlaciklar1 ve lizozomlar belirgin olarak izlendi
(Sekil 28).
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Sekil 28. Grup 2A testis doku oérneklerinin elektron mikroskobik gérinimi. Membrana propria (MP),
Sertoli hiicresi (S), spermatosit (Spt) ve spermatid (Spd) normal yapidadir. Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilar (ok basi) normal yapida goriilmektedir. Leydig hiicrelerinin (LH)

sitoplazmalarinda tiibiiler tip mitokondriyon (M) ve bol lipid damlacigi (L) izlenmektedir.
Cekirdek (C). Bar: 2 pm.

4.3.7. Grup 2B: GnRH antagonisti uygulanan grup

Tek doz EDS uygulamasindan sonra 35-63. giinler arasinda yalnizca GnRH
antagonisti uygulanan deneklere ait testis doku orneklerinin elektron mikroskopik
incelenmesinde, membrana propria total kalinliginda artis ile seminiferoz tiibiil epitel
hicrelerinin arasinda dev vakuoller dikkati ¢ekti. Bir¢ok tiibiilde Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilarin bozuldugu ve spermatojenik hiicrelerin dokiildigi
belirlendi. Elektron densitesi artmis Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda ¢ok sayida
lizozomal yapilar tespit edildi (Sekil 29A). interstisyumda Leydig hiicre ¢ekirdeklerinin
piknotik hale geldigi ve ¢ekirdeklerinde heterokromatin yamalarin arttigi goriildii. Bazi
Leydig hiicrelerinde elektron densitede artis ile birlikte sitoplazmik hacimde kii¢iilme
gozlenirken, bazilarinin sitoplazmalarinda diisiik elektron densite ve yogun SER
vakuolizasyonu izlendi. Genel olarak biitiin Leydig hiicrelerinde, organellerin yapisal

batinluklerini koruduklart gézlendi (Sekil 29B).
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Sekil 29. Grup 2B testis doku érneklerinin elektron mikroskobik gériinimi. A) Membrana propria (MP)
total kalinliginda artis ile birlikte Sertoli hiicreleri (S) ve spermatositler (Spt) arasinda dev
vakuoller (V) izlendi. Cekirdek (C), Lizozom (Lz), Lipid damlaciklari (L). Bar: 2 pm. B) Bazi
Leydig hucrelerinin (LH) sitoplazmik hacimlerinde kuculme, cekirdek (C) periferlerinde
heterokromatin yamalarinda artis goriildii. Disiik elektron densiteye sahip bazi Leydig

hicrelerinde (LH) ise agranuler endoplazmik retikilim (SER) vakuolizasyonu gdzlendi.
Mitokondriyonlar (M) normal yapidaydi. Bar: 0,5 pm.
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4.3.8. Grup 2C: GnRH antagonisti ve Osteokalsin uygulanan grup

Tek doz EDS uygulamasindan sonra 35-63. giinler arasinda GnRH antagonisti
ile birlikte osteokalsin uygulanan deneklere ait testis doku 6rnekleri ince yap1 diizeyinde
degerlendirildiginde; membrana propria total kalinliginda artisin ve diizensizligin bu
grupta da varlig: tespit edildi. Grup 2B ile karsilagtirildiginda, seminiferdz tiibiil epitel
hiicreleri aralarinda olusan vakuollerin boyutlarinda nispeten bir azalma izlendi. Grup
2B’den farkli olarak, Sertoli hiicrelerinin elektron densitelerinin normal oldugu ve
birbirleri arasindaki siki baglantilarin biitiinliigiinii korudugu dikkat ¢ekti (Sekil 30A).
Interstisyal alanda yer alan yiiksek elektron densitedeki Leydig hcrelerinin,
cekirdeklerinde indentasyon miktarinin ve heterokromatin igeriginin azaldigi goriildii.
Ancak bir¢cok Leydig hiicresinde sitoplazmik hacimde kiigiilme ile lipid damlacklarinin
sayillarinda azalma devam etmekteydi. Bununla beraber, Leydig hicre
sitoplazmalarinda, SER ve mitokondriyonlarin normal goriiniimlerini koruduklari

gozlendi (Sekil 30B).
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Sekil 30. Grup 2C testis doku 6rneklerinin elektron mikroskobik goériinimi. A) Membrana propriada
(MP) devam eden kalinlasma ve diizensizlik, Sertoli hiicreleri (S) ve spermatositler (Spt)
arasindaki vakuollerin boyutunda (V) nispeten azalma izlendi. Cekirdek (C), Lizozom (Lz).
Bar: 2 um. B) Leydig hiicrelerinin (LH) sitoplazmik hacimlerinde kiiciilme, ¢ekirdeklerinde
(Q) indentasyon miktarinda ve heterokromatin igeriginde azalma dikkati ¢ekti. Mitokondriyon
(M). Bar: 0,5 pm.
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4.3.9. Grup 2D: Osteokalsin uygulanan grup

Tek doz EDS uygulamasindan sonra 35-63. giinler arasinda yalnizca osteokalsin
uygulanan deneklere ait testis doku orneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde;
membrana propria, Sertoli hiicreleri ve spermatojenik hiicrelerin yapilarinin kontrol
grubuna benzerlik gosterdigi dikkati ¢ekti. Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar,
biitiinliigiinii korumaktaydi (Sekil 31A). Insterstisyumda bag doku hiicreleri ile birarada
yer alan Leydig hiicrelerine ait ¢ekirdeklerin indentasyon miktar1 ve heterokromatin
igcerigi kontrol grubuna benzemekteydi. Leydig hiicrelerinin sitoplazmik hacimlerinin
normal oldugu ve sitoplazmada ¢ok sayida lipid damlacigina sahip olduklar1 goriildii.
Leydig hiicre sitoplazmasindaki mitokondriyon ve lizozomlarin da normal yapilarin

koruduklar1 gézlendi (Sekil 31B).
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Sekil 31. Grup 2D testis doku 6rneklerinin elektron mikroskobik goériinimi. A) Normal gériinimde
membrana propria (MP) ile cevrelenen Sertoli hicreleri (S), spermatogonyum (Spg) ve
spermatositler (Spt) izlendi. Cekirdek (C). Bar: 1 um. B) Normal yapida ¢ekirdek (C) igeren
Leydig hiicrelerinin (LH) sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlacigi (L) goézlendi.
Mitokondriyon (M), Lizozom (Lz), Fibroblast (F). Bar: 0,5 pm.
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

Tek doz EDS verilmesi ile yetiskin Leydig hiicrelerinin elimine olup
olmadiginin tespiti amaciyla, EDS uygulamasi sonrasi 4. giin sakrifiye edilen deneklerin
serum Orneklerinin, herhangi bir uygulama yapilmayan yetiskin deneklere ait serum
ornekleriyle karsilagtirilmast sonucunda; EDS verilen grupta, serum testosteron ve LH
seviyelerinin anlamli sekilde azaldig1 bulunmustur. Ancak EDS sonras1 4. giin sakrifiye
edilen bu deneklerin ucOC seviyesinde, kontrol grubuna gore, anlamli bir farklilik
Ol¢tilmemistir (Sekil 32).

Biyokimyasal verilere gére GnRH antagonisti uygulanan (Grup 1B ve Grup 2B)
deneklerin testosteron, LH ve ucOC seviyeleri anlamli sekilde, hem kontrol gruplar
(Grup 1A ve Grup 2A), hem de yalnizca osteokalsin uygulamasi yapilan (Grup 1D ve
Grup 2D) deneklerden, anlamli olarak diisiikk bulunmustur. GnRH antagonisti ile birlikte
osteokalsin uygulamasi yapilan (Grup 1C ve Grup 2C) deneklerde de, testosteron ve LH
seviyeleri, benzer sekilde, kontrol gruplar1 ve osteokalsin uygulanan gruplardan anlaml
sekilde diisiik olmasma ragmen, yalnizca GnRH antagonisti uygulanan gruplarla
karsilastirildiginda, testosteron seviyesinde hafif bir artis gézlenmistir. Bununla birlikte,
LH seviyeleri, Grup 1B ve Grup 2B’ye gore anlamli bir farklilik gdstermemektedir.
Grup 1C deneklerinin ucOC seviyesi ile Grup 1A ucOC seviyesi arasinda anlamli bir
farklilik ~ gbzlenmezken, Grup 2C deneklerinin ucOC seviyesi, Grup 2A
deneklerininkinden anlamli  sekilde diisiik bulunmustur. Yalnizca osteokalsin
uygulamasi yapilan deneklerde LH seviyelerinin, kontrol gruplarindan anlamli bir
farklilik gostermedigi, ancak bu gruplara ait testosteron ve ucOC seviyelerinin, anlamli

olarak kontrol gruplarindan daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 33).

Testosteron e LH ucOC
0.84
_ 0.6
E
=] £
T B 041
wkk <
_:_'_ 0.2
eyl 0.04
Kontrol EDS 4. Giin Kontrol EDS 4. Giin Kontrol EDS 4. Giin

Sekil 32. Tek doz EDS uygulamasindan 4 giin sonra sakrifiye edilen deneklerin serum testosteron, LH ve
ucOC degerlerinin istatistiksel degerlendirmesi. ***p< 0,0001, **p<0,001, *p<0,01.
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Sekil 33. Grup 1 ve Grup 2 deneklerinin serum testosteron, LH ve ucOC seviyelerinin istatistiksel
degerlendirmesi. ***p< 0,0001, **p<0,001, *p<0,01.
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5. TARTISMA

Postnatal yetiskin Leydig hiicrelerinin normal gelisim siireci ile postpubertal
EDS uygulamas1 sonrasi rejenere olan yeni yetiskin Leydig hiicrelerinde osteokalsinin,
testosteron ve INSL3 sentezine etkisinin mikroskobik, immunohistokimyasal ve
biyokimyasal yontemlerle incelendigi bu c¢alismada; GnRH antagonisti uygulanan
deneklerde LH, testosteron ve ucOC seviyelerinin belirgin sekilde azaldigi, testis doku
orneklerinde ise hem seminiferdz tiibiiller hem de insterstisyumda 1s1k ve elektron
mikroskobik diizeylerde belirgin dejeneratif degisikliklerin olustugu, ayrica bu
gruplarda, Leydig hiicrelerinin 3BHSD, INSL3 ve GPRC6A immiinreaktivitelerinde de
belirgin bir azalmanin gergeklestigi tespit edildi. GnRH antagonisti ile birlikte
osteokalsin uygulanan deneklerde de LH ve testosteron seviyelerinde azalma ile
hicresel dizeyde dejeneratif degisikliklerin varligi goézlendi. Postpubertal ucOC
seviyesinin ise kontrol grubundan belirgin olarak diisiikk oldugu, ancak prepubertal
ucOC seviyesinin kontrol grubu ile anlamli bir fark gostermedigi belirlendi. Ayrica
GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin uygulanan hem prepubertal hem de
postpubertal deneklerin Leydig hiicrelerinde; 3BHSD, INSL3 ve GPRC6A
immiinreaktivitelerinde de kontrol gruplarina gore anlamli bir artisin olmadigi gorildii.
Bununla birlikte, GnRH antagonisti uygulanan gruplarla karsilastirildiginda, 3HSD,
INSL3 ve GPRC6A immiinreaktivitelerinde hafif bir artis kaydedildi. Yalnizca
osteokalsin uygulanan deneklerde ise; testosteron ve ucOC seviyelerinin kontrol
gruplarindan anlamli sekilde yiiksek oldugu, ancak LH seviyelerinin kontrol
gruplarindan anlamli bir farklilik gostermedigi belirlendi. Bunlara ilaveten, yalnizca
osteokalsin uygulanan deneklerde hiicresel yapinin normal oldugu ve Leydig
hiicrelerinde 6zellikle INSL3 ve GPRC6A immiinreaktivitelerinin kontrol gruplarindan
anlaml olarak yiiksek oldugu, ancak 3BHSD immiinreaktivitelerinin, kontrol gruplarina
gore anlamli bir fark gostermedigi bulundu.

Yetiskin Leydig hiicreleri, postnatal 7. giinden baslayarak puberteye kadar
devam eden, steroidojenik enzimleri ve mitotik aktiviteleri birbirinden farkli olan 4
belirgin hiicresel asamada gelismektedir (32, 33, 72, 73, 75, 78). Postpubertal donemde
yetiskin Leydig hiicrelerinin gelisim siirecini incelemek i¢in kullanilan en etkin yontem

ise EDS enjeksiyonu yapilan hayvan modelleridir. Bu yontemde tek doz EDS
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enjeksiyonu sonrasinda elimine olan yetiskin Leydig hiicrelerinin yerlerini, stem Leydig
hiicreden tekrar prolifere olarak gelisen, yeni yetiskin Leydig hicre jenerasyonu
almaktadir. Literatiirde Leydig hiicrelerinin farklanma siirecini arastiran birgcok
calismada, yetiskin siganlarda tek doz EDS uygulamasi takiben 3-4 gln icerisinde,
yetiskin Leydig hiicrelerinin elimine oldugu, testosteron iiretiminin durdugu, testis,
epididimis, prostat bezi ve seminal vezikiil agirliklarinin azaldigi gosterilmistir. EDS
uygulamasi sonrasinda, testosteronun yami sira, FSH-LH seviyeleri ile Leydig
hiicrelerinde INSL3 ekspresyonunun da indirgendigi rapor edilmistir (22). EDS
uygulamasini takiben, 7-10 hafta icerisinde yeni Leydig hiicre popilasyonun yeniden
olugsmasiyla, yetiskin Leydig hiicre sayisi, testosteron seviyesi ve diger parametrelerin
enjeksiyon dncesindeki durumuna geri dondiigi bildirilmistir (22, 23, 24, 25, 123, 124).

Sunulan ¢alismada da, yetiskin Leydig hiicre gelisimini incelemek Uzere, tek doz
75 mg/kg EDS enjeksiyonundan 4 glin sonra postpubertal deneklerden elde edilen testis
doku orneklerinde, interstisyumda Leydig hiicrelerinin bulunmadigi, dolayisiyla Leydig
hiicre markir1 olan 3BHSD ekspresyonunun olmadigi gosterildi. Ayni1 deneklerin serum
LH ve testosteron degerlerinin de azaldigi belirlendi.

Hipotalamustan nabiz seklinde salinan GnRH, hipofizyal portal sistem
araciligiyla hipofiz bezinin anterior lobundan LH salimimini diizenler. LH; lokal
parakrin faktorler araciligiyla germ hiicrelerinde mayotik siireci dizenlemesinin
yaninda, esas etkisini gonadlardaki somatik hiicrelerde gosterir. Akut LH sekresyonlari
ile steroidogenez slirecinin, uzun siireli LH sekresyonlarinin da yetiskin Leydig hiicre
gelisiminin diizenlendigi bilinmektedir (1, 4, 39, 139).

Literatiirde GnRH agonist ve antagonistlerinin akut ve kronik uygulamalarinin
hipofiziyal ve testikiler fonksiyonlara etkileri ile ilgili ¢ok sayida arastirma
bulunmaktadir (162, 163, 165, 166, 167, 239). Bu c¢alismalarda kronik GnRH
antagonisti uygulamalar1 ile medikal hipofizektomi modeli olusturulan hayvanlarda,
spesifik olarak yalnizca gonadotropin saliniminin inhibe edildigi rapor edilmistir (166,
167, 239, 240). Misro ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismalarda, kronik GnRH antagonisti
uygulamalar1 sonrasinda; LH, testosteron ve FSH seviyeleri ile testis, seminal vezikiil
ve prostat bezi agirliklarinda belirgin bir azalmanin meydana geldigini, spermatogenez
stirecinde bozulmaya bagli olarak, spermatojenik hiicre c¢ekirdeklerinin piknotik hale

geldigini ve seminifer6z tiibiil epitelinin vakuolize bir goriiniim aldigimi bildirmislerdir
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(166). Arastirmacilar ayrica kronik GnRH antagonisti uygulamalarindan sonra Leydig
hlcre sayilarinin ve hiicre hacimlerinin de azaldigini belirtmislerdir (166, 167).

Calismamizda da yiiksek dozda GnRH antagonisti verilerek LH siipresyonu
olusturulan deneklerde, serum LH ve testosteron seviyeleri ile Leydig hiicre sayilarinin
normale gore belirgin sekilde azaldigi gosterildi. Bunun yaninda, HPG aksinin
bozulmasina bagl olarak seminiferdz tiibiillerde ve insterstisyumda belirgin dejeneratif
degisikliklerin varlig: tespit edildi.

LH kontroliinde salgilanan seks steroid hormonlarinin seksiiel maturasyon ve
tireme fonksiyonlart diginda, 6zellikle kemik metabolizmasinda da rol oynadig
giiniimiize kadar yapilan bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir. (158, 159, 160, 187, 241).
Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan arastirmada, 42 ay boyunca testosteron
uygulamasi yapilan hipogonadal erkeklerde kemik yapimi markirlarindan iskelet alkalin
fosfataz, serum osteokalsin, serum prokollojen miktarlarinin arttig1 rapor edilmistir (12).
Bu sekilde kantitatif olgtimler disinda, kalitatif olarak da hipogonadal erkeklerde
ekzojen testosteron uygulamasinin, kemik rezorbsiyonunu yavaslattigi ve testosteron
eksikligi nedeniyle bozulan trabekiiler yapiyir restore ettigi belirlenmistir (9, 242).
Benzer sekilde kadinlarda da menapoz ve yaslanmaya bagl olarak gdzlenen androjen
eksikliginin de, osteoporoz gelisimine neden oldugu bilinmektedir (16, 159). Prostat
kanseri tanis1 konan hastalarda da GnRH antagonisti ve GnRH agonisti araciligiyla
olusturulan kombine androjen blokaji sonrasinda, testosteron seviyesinin belirgin
sekilde azaldig1 ve kemik kaybinin gergeklestigi bildirilmistir (243).

Calismamizda da GnRH antagonisti uygulamasi sonrasinda deneklerin ucOC
seviyelerinin diisiik olmasi, osteokalsinin LH slpresyonu nedeniyle azalan testosteron
seviyesinden olumsuz yonde etkilendigini, dolayisiyla osteokalsin ve testosteron
arasinda anlamli bir iligskinin var oldugunu, ancak bu anlamli iliskinin LH’dan tamamen
bagimsiz olmadigini gostermektedir.

Son 10 yilda yapilan klinik arastirma ve gozlemler sonucunda, kemik dokunun
da endokrin bir organ gibi steroid hormonlarin sentez ve sekresyonlarini diizenledigi
ortaya ¢ikarilmistir (14, 15, 16, 160, 190). Qury ve arkadaslari, osteoblastlarla kokiiltiir
olusturan Leydig hiicreleri ve testis eksplantlarinin bulundugu mediumda, testosteron
seviyesinin yiikseldigini, osteoblastlar ile fibroblastlar, miyoblastlar veya adipositlerin

bir arada bulundugu kokiiltiir ortaminda ise testosteron seviyesinde herhangi artisin
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meydana gelmedigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde, osteoblastlarla kokiiltiire alinan
over eksplantlarinin bulundugu medium ortaminda da testosteron seviyesinde artig
gerceklesmemistir.  OC-/- osteoblastlarla kokiiltiir olusturuldugunda ise Leydig
hiicrelerinde sentezlenen testosteron miktarinin azaldigi belirlenmistir. Ayrica, in vitro
olarak, OC-/- farelerden alinan testis doku kesitlerinde, Leydig hiicrelerinde StAR,
Cypl7, Cyplla ve 3BHSD steroidojenik enzim ekspresyonlarinin belirgin sekilde
azaldigi, osteokalsin enjeksiyonu yapilan normal farelerde ise steroidojenik enzim
ekspresyonlarinda gdzlenen belirgin artigin, testosteron seviyesini yiikselttigi
bildirilmistir (15). Ayn1 arastirmacilar; OC-/- ve LHR-/- farelerle yaptiklar1 bir diger
caligmada, OC-/- farelerde testis, epididimis ve seminal vezikiil agirliklarinin belirgin
sekilde azaldigi, Leydig hiicre maturasyonunun bozuldugu, sperm sayisi ve testosteron
seviyesinin diistiigii, LH seviyesinin ise yiikseldigini rapor etmislerdir. LHR-/- erkek
farelerde ise OC seviyesi yiiksek bulunmustur. LHR-/- ve OC-/- farelere ucOC
enjeksiyonu yapildiginda, testosteron seviyesinin yiikseldigi ancak spermatogenez
tizerinde belirgin bir onarici etkinin olusmadigi, Leydig hiicre sayisinda belirgin bir
artisin  saglanamamasi nedeniyle de sterilitenin Onlenemedigi tespit edilmistir. Bu
bulgular, LH ve OC’in birbirini diizenlemedikleri ve OC’in, HPG aksindan bagimsiz
olarak, kemik ve testis arasindaki ikinci bir endokrin aks araciligiyla Leydig
hlcrelerinde testosteron sentezini uyardigi seklinde yorumlanmistir (14). Osteokalsinin,
Leydig hiicrelerindeki spesifik reseptéri olan GPRC6A’ya baglanmasi ile steroidogenez
sireci aktive olmaktadir. Qury ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
Leydig hiicrelerinde GPRC6A yoklugunda steroidojenik enzim ekspresyonlarinin
azaldig1, dolayisiyla testosteron seviyesinin belirgin sekilde diistiigii ve germ hiicre
apopitozunun indiiklendigi rapor edilmistir (15). Bir baska ¢alismada da GPRC6A-/-
farelerde steroidogenezde aksaklik disinda, glukoz intoleransinin gelistigi ve kemik
mineralizasyon defektlerinin gozlendigi bildirilmistir (204).

Sunulan ¢alismada GnRH antagonisti ile birlikte ekzojen osteokalsin uygulanan
deneklerin serum LH ve testosteron seviyeleri kontrol gruplar1 ve yalnizca osteokalsin
uygulanan gruplara gore anlamli olarak diisiiktl. Ancak yalmizca GnRH antagonisti
uygulanan gruplarla karsilastirildiginda, LH seviyeleri arasinda herhangi bir fark
bulunmazken, serum testosteron ve ucOC seviyelerinde bir miktar artis kaydedildi.

GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin uygulanan deneklerin testosteron
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seviyelerinde gozlenen anlamli olmayan bu artig, osteokalsinin GnRH antagonistine
bagli LH siipresyonu nedeniyle azalan testosteron seviyesini tam olarak tolere
edemedigini gostermektedir. Yalnizca osteokalsin uygulanan deneklerin serum LH
duzeyleri de kontrol gruplarina benzer bulunurken, testosteron ve ucOC seviyeleri
anlamli olarak ytksekti. Testis doku kesitleri kontrol gruplar ile karsilastirildiginda,
3BHSD ekspresyonu yoniinden anlamli bir farklilik gézlenmezken, INSL3 ve GPRC6A
ekspresyonlarinin ekzojen osteokalsin uygulamasi nedeniyle anlamli bir artis sergiledigi
gorildi. immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak elde edilen bu bulgular, yalnizca
osteokalsin uygulanan gruplarda osteokalsinin Leydig hiicre sayisinda anlamli bir
degisiklik olusturmasa da mevcut Leydig hiicrelerinin fonksiyonunu artirict yonde etki
ettigini diistindlirmektedir. Ayrica testis doku 6rneklerinin, 151k ve elektron mikroskobik
incelemelerinde de biyokimyasal ve immiinohistokimyasal bulgularla uyumlu olarak,
seminiferoz tiibiiller ve insterstisyum yapisinin da normal oldugu goriilmektedir.

Pubertede gergeklesen LH sekresyonlarina paralel olarak testosteron seviyesinin,
iskelet gelisimine bagli olarakta osteokalsin seviyesinin yikseldigi bilinmektedir (163,
194, 198, 232, 244). Kirmani ve arkadaslarinin, OC-testosteron iliskisini arastirdiklari
calismalarinda, kemik gelisim siireci olan pubertede (11-14 yas) artan osteokalsin
seviyesinin, testosteron seviyesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (194). Gercekten
de ¢alismamizda tiim alt gruplarda prepubertal donem deneklere ait ucOC seviyelerinin,
postpubertal EDS uygulanan deneklerden yiiksek oldugu goriildii.

Testosteron dretiminin primer stimulatori olan LH; kemik metabolizmasini 3
farkl1 yoldan modile etmektedir. Ilkinde; testosteron sentezini stimiile ederek kemik
kiitle artisin1 saglarken, ikinci yolda INSL3 sentezini reglle ederek hem yetiskinlik
doneminde Leydig hucrelerinin proliferasyon ve farklanmasinda, hem de kemik
metabolizmasinda rol almaktadir. Herhangi bir sebeple LH-INSL3 arasindaki
sinyalizasyon bozuklugunun, kemik kiitlesinde azalmaya neden oldugu bilinmektedir.
Uclincii yolda ise LH; 25-hidroksi Vitamin D ekpresyonunu regiile ederek, yine kemik
mineralizasyonu ve Kkalsiyum homeostasisinde goérev alir (244). Hannan ve
arkadaslarinin 2016 da yaptiklar1 bir ¢alismada, endojenéz ve ekzojenéz kronik LH
stimiilasyonu ile serum INSL3 konsantrasyonunun arttigt gosterilmistir (239).
Yetiskinlik doneminde LH kontroliinde Leydig hiicrelerinden salinan INSL3, sistemik

etkilerinin yan1 sira, otokrin ve parakrin etki gostererek germ hicrelerinin ve Leydig
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hiicrelerinin fonksiyonlarmi1 da duzenlemektedir (19, 211, 229). LH ve INSL3
arasindaki pozitif iliski son 15 yilda literatlrde birgok galigmada gosterilmesine ragmen,
farkli goriiste caligmalara da rastlamilmistir. Bay ve arkadaslari 135 saglikli yetiskin
erkegin kullanildig1 calismalarinda, LH ve INSL3 arasinda herhangi bir iliskinin
olmadigini ileri stirmiislerdir (226). Ancak ayni arastirmacilarin 2007 yilinda erken
postnatal ve gec prepubertal donemdeki erkeklerle ilgili ¢alismalarinda ise bir dnceki
calismalarindan farkli olarak, kord kami ve serumdaki LH/INSL3 oraninin, prenatal
kriptorsidizm tanis1 koymada ve Leydig hiicre fonksiyon bozukluklarinin
belirlenmesinde, LH/testosteron oranina gore daha hassas bir belirte¢ oldugu,
dolayisiyla LH ve INSL3 arasinda pozitif bir iligkinin bulundugu bildirilmistir (227).
Uniorsid erkeklerle yapilan bir ¢alismada ise, INSL3 ve LH arasinda negatif iligkinin
varligi vurgulanirken, ayn1 calisma kapsaminda normal saglikli erkeklerde INSL3 ve
LH arasinda pozitif bir iliskinin varlig1 dikkati ¢cekmistir (224). Haftalar ya da aylari
kapsayan gonadotropin tedavilerinde de INSL3 sentezinin arttigi, Leydig hucrelerinin
farklanma ve fonksiyon kapasitelerinin indiiklendigi bildirilmistir (211, 226).
Kawamura ve arkadaslar1 da GnRH antagonisti uygulayarak gonadotropin siipresyonu
yaptiklar1 siganlarda, INSL3 tedavisinin, germ hicre apopitozuna karsi koruyucu
etkisini gostermislerdir (229). Endokrin bozucularin; postnatal yetiskin Leydig
hiicrelerinin gelisim siirecine veya EDS ile yapilan Leydig hiicre eliminasyonunun
ardindan gergeklesen Leydig hiicre rejenerasyonuna etkileriyle ilgili ¢alismalarda,
Leydig hiicre say1 ve fonksiyonlarinin indirgendigi, dolayisiyla INSL3 sentezinde
azalmanin gerceklestigi rapor edilmistir. Bu durum, endokrin bozucularin gestasyon
doneminde veya pubertal donemde Leydig hiicre say1 ve fonksiyonlarina olan olumsuz
etkilerinin en erken INSL3 6l¢iimii ile monitérize edilebilecegi seklinde yorumlanmistir
(21, 22). Ayrica Klinefelter sendromlu hastalarla yapilan bir bagka calismada
testosteron seviyesi gibi INSL3 seviyesinin de diisilk olmasi, Leydig hicrelerinde
siddetli fonksiyon bozuklugunun bir belirtisi olarak kabul edilmistir. Siddetli
hipospermatogenez nedeniyle infertil olan erkeklerde ise normal testosteron ve LH
seviyesi gozlenmesine ragmen, diisiik INSL3 seviyesinin izlenmesi; INSL3’{in, Leydig
hiicre hasarmin tayin edilmesinde testosterondan daha duyarli bir belirte¢ oldugu ve
klinik olarak androjen siipresyonunu belirlemede kullanilabilir oldugu belirtilmistir

(211). Literaturde hipotalamik-hipogonadizm tanist konan erkeklerde, Leydig hiicre
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sayisinda ve fonksiyonlarinda azalmaya bagli olarak, INSL3 konsantrasyonunun diigiik
olduguna dair ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Bu hastaliga sahip erkeklere birkag
giinlik hCG/LH uygulamasi yapilmasi durumunda, periferal testosteron seviyesinde
akut artisin gerceklestigi, ancak INSL3 seviyesinin diisiik kaldigi gorilmiistiir (226,
245). Tim bu caligmalar dikkate alindiginda, INSL3 konsantrasyonunun, Leydig
hiicrelerinin gelisim siireci veya sonrasi i¢in hiicrede “hasar hafizas1” olusturarak,
Leydig hiicrelerinin terminal fonksiyon kapasitelerini etkiledigi diisiiniilmektedir (19).

INSL3 ve LH arasindaki pozitif iligkiyi gosteren c¢ok sayida calisma
bulunmasina ragmen, INSL3’0n osteokalsin ile iligkisini arastiran literatirde yalnizca
bir ¢alismaya rastlanilmistir. Overvad ve arkadaslar1 tarafindan 2014 yilinda yayinlanan
bu calismada arastirmacilar, Klinefelter sendromlu hastalarda diisiik INSL3 seviyesi ile
kemik mineral yogunlugundaki azalmayi iliskilendirerek, INSL3 ve osteokalsin
arasindaki pozitif iligkiyi gostermiglerdir. Ayni ¢alismada testosteron tedavisi uygulanan
Klinefelter sendromlu erkeklerde INSL3 seviyesinin, testosteron tedavisi uygulanmayan
Klinefelter sendromlu erkeklerden daha diisiik oldugu rapor edilmistir. Bunun nedeni
olarak; ekzojen testosteron tedavisi goren bu hastalarda, ilerleyen asamada LH
siipresyonu sonucu Leydig hiicrelerinde INSL3 iiretim kapasitesinin baskilanmasi
gosterilmistir (233). Del Borgo ve arkadaglari ise intrastestikiiler INSL3 antagonisti
enjeksiyonu yapilan sicanlarda, germ hiicre kaybinin gerceklestigini ve bu nedenle de
INSL3 antagonisti uygulamalarinin, dogum kontrol yontemi olarak da
kullanilabilecegini ileri stiirmiislerdir (230).

Sunulan ¢alismada elde edilen bulgular, LH, osteokalsin ve INSL3 arasindaki
pozitif iliskiyi desteklemekte olup, GnRH antagonisti uygulanan deneklerde, LH
stipresyonu nedeniyle testosteron seviyesinde azalmaya paralel olarak, ucOC seviyesi
ile INSL3 ve GPRC6A ekspresyonlarinda belirgin bir diisiis tespit edilmistir. Ayrica
GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin tedavisi uygulanan deneklerde de ucOC
seviyesi ile INSL3 ve GPRC6A ekspresyonlari, kontrol gruplari ve yalnizca osteokalsin
uygulanan gruplardan belirgin sekilde diisiiktl. LH siipresyonuna bagli olarak azalan
testosteron seviyesinin, bu gruplarda ucOC seviyesini de diisiirdiigi ve bunun bir
sonucu olarak, osteokalsin ile pozitif iliski icinde olan INSL3 ile osteokalsin reseptori
olan GPRCG6A ekspresyonlarinda azalmanin gerceklestigi sdylenebilir. Diger taraftan

LH sipresyonu nedeniyle Leydig hiicrelerinde gdzlenen ciddi fonksiyon kaybina karsi
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osteokalsin uygulamasinin, Leydig hiicreleri i¢in bir fonksiyon markir1 olarak kullanilan
INSL3’Un ekspresyonunda anlamli bir artisa neden olmadigini da diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte, INSL3 ekspresyonundaki azalmanin LH siipresyonundan mi yoksa
indirekt olarak osteokalsin seviyesindeki diislisten mi kaynaklandigina iliskin sorularin
cevabi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak yalnizca GnRH antagonisti
uygulanan deneklerin ucOC seviyeleri, GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin
uygulanan deneklerininkiyle karsilastirildiginda ise anlamli olmasa da bir miktar artis
kaydedilmistir. Bu bulgu, normalde LH kontrollinde ekspresyon gdsteren INSL3’(n,
LH salinim1 baskilandiginda, testosteron gibi, osteokalsin tarafindan zayifta olsa stimile
edildigini gostermektedir. Yalnizca osteokalsin uygulanan deneklerin testis doku
kesitlerinde osteokalsinin, Leydig hilicre fonksiyonunu artirict yonde etki gostererek,
INSL3 ve GPRC6A ekspresyonlarinda anlamli bir artig sagladigi dikkati ¢ekti. Yalnizca
osteokalsin uygulanan gruplarda GPRC6A aktivitesindeki bu artig; ayni gruplarda
osteokalsin tarafindan GPRC6A araciligiyla gerceklesen testosteron sentezindeki
anlamli artis1 agiklamaktadir. Ekzojen osteokalsin alimina bagli olarak GPRC6A’da
gorulen imminreaktivite artisi; bir ligand olarak osteokalsinin, kendi reseptort olan G-
protein bagl aile Uyesi GPRC6A ekpresyon yogunlugunu yiikseltmesinden veya
reseptOr sayisini farkli sinyal yolaklarimi kullanarak artirabilmesinden kaynaklanabilir.
Diger yandan ayni gruplardaki oOzellikle testosteron seviyesindeki bu artisin
osteokalsinin, GPRC6A sayis1 veya aktivitesini artirici yondeki etkisinden mi yoksa
INSL3 ekspresyonundaki artistan m1 kaynaklandigi ise tartisma konusudur.

Literatirde INSL3/RXFP2 sinyalizasyonu ile kemik metabolizmas1 arasindaki
iliski, ilk kez 2008 yilinda Ferlin ve arkadaslar1 tarafindan ortaya konulmustur.
Calismada RXFP2 mutasyonu veya INSL3 aktivitesinde azalma nedeniyle 25 erkegin
16’sinda, hipogonadizmin belirtilerinden biri olan kemik mineral yogunlugunda
azalmaya bagli osteoporoz veya osteopeninin gozlendigi rapor edilmistir. Bu nedenle
INSL3 sinyalizasyon bozuklugunun, osteoporoz tanist koymada yeni bir terapotik yol
olabilecegi ileri stiriilmiistiir (232).

Calismamizda yetiskin Leydig hiicrelerinin normal postnatal gelisim siiregleri ile
EDS uygulamasi sonrasinda model hayvanlarda yeni yetiskin Leydig hiicre
jenerasyonunun olusum asamasinda yalnizca osteokalsin uygulamasinin, Leydig hiicre

fonksiyonlarimi anlamli oranda artiric1 etki gosterdigi belirlendi. Ayn1 zamanda hem
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normal kosullarda hem de model hayvanlarda yetiskin Leydig hiicrelerinin farklanma
sirecine ait biyokimyasal, mikroskobik ve immunohistokimyasal verilerin genel olarak
birbirine benzerlik gosterdigi dikkati ¢ekti. Biitiin bulgular birlikte degerlendirildiginde,
yetigkin Leydig hiicrelerinin normal postnatal gelisim siirecinde ve EDS uygulamasi
sonrasindaki yetiskin Leydig hiicrelerinin farklanma asamasinda osteokalsin-
testosteron, osteokalsin-INSL3 ve testosteron-INSL3 arasinda pozitif iliskinin
bulundugu, ancak bu iliskinin in vivo kosullarda LH’dan tamamen bagimsiz olmadigi
ve indirekt olarak LH siipresyonundan etkilendigi bulundu.

Literatiirde in vitro kosullarda veya LHR-/- farelerle yapilan birgok ¢alismada,
OC’in LH’dan bagimsiz olarak testosteron sentezini stimiile ettigi gosterilmesine
ragmen, in vivo kosullarda LH siipresyonu yapilan deneklerde OC-testosteron iligkisini
arastiran herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Bu calismada GnRH antagonisti
aracilifiyla LH siipresyonu yapilan deneklerde OC wuygulamasi yapilarak, LH
duyarsizlig1 bulunan veya LH eksikligine bagli hipogonadizm tanis1 konan hastalarda
LH yerine OC’in testosteron sentezini stimiile edip edemeyeceginin arastirmasi
yapilmistir. Elde edilen bulgulara gére, OC’in bir miktar testosteron sentezini uyardigi
belirlenmekle birlikte, esas etkisini LH siipresyonu yapilmayan yalnizca osteokalsin
uygulanan deneklerde gosterdigi tespit edilmistir. 3HSD immiinreaktivite skorlarina ve
Leydig hiicre sayisi1 analizlerine gore osteokalsinin, Leydig hiicre sayisini
degistirmeden, mevcut Leydig hiicre fonksiyonunu artirarak testosteron seviyesini
yiikselttigi diisiiniildii. Calismamiz yetiskin Leydig hiicrelerinin gelisim siirecinde,
osteokalsin ve testosteron iligkisini Leydig hiicre say1 ve fonksiyonlari gercevesinde
degerlendiren ilk ¢aligmadir.

INSL3; testosteron gibi fetal ve yetiskinlik doneminde Leydig hicreleri
tarafindan sentezlenen bir hormondur. Fetal hayatta LH’dan bagimsiz olarak
sentezlendigi bilinen INSL3, yetiskin hayatta LH kontroliindedir. Bizim ¢alismamizda
da LH siipresyonu yapilan deneklere OC uygulamasi yapilarak INSL3’{in yetiskin
Leydig hiicrelerinin gelisim siirecinde, testosteron gibi LH’dan bagimmsiz OC
araciligiyla sentezlenip sentezlenmedigi arastirilmistir. Calismamizda tipki testosteron
gibi INSL3’iin de, LH’dan bagimsiz olarak OC araciligiyla bir miktar ekpresyonunun
arttig1 belirlenirken, LH siipresyonu yapilmayan yalnizca OC uygulanan deneklerde ise

OC’in, Leydig hiicre fonksiyonunu artirarak, normal sinirlarin istiinde INSL3
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ekspresyonuna neden oldugu dikkati g¢ekti. Bu bakimdan sunulan ¢aligma yetiskin
Leydig htcrelerinin gelisim siirecinde osteokalsin ve INSL3 iliskisini arastiran ilk
calisma olma 6zelligini de tasimaktadir.

Osteokalsin ile Leydig hiicre fonksiyonlar1 arasindaki bu karsilikli fonksiyonel
iligkinin en 6nemli avantaji; indirekt olarak kemik saglifinin da korunuyor olmasidir.
Ancak bu kosullarda dezanvantaj olarak diger sistemlerde beklenmeyen yan etkilerin
olusmasi da s6z konusudur. Bu nedenle beslenme, iskelet saglig1 ve lireme gibi, ¢cok
sayida doku ve organ arasindaki fizyolojik biitlinsel iliskinin ortaya ¢ikarilmasi igin ileri
caligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Son yillarda ¢evresel ve genetik faktorler disinda, yaslanma veya testikiler
hasara bagli olarak hipogonadizm tanis1 konulan erkeklerde artan ekzojen testosteron
kullaniminin, uzun vadede LH salinimini indirgedigi ve endojendz testosteron iiretimini
de durdugu dikkati ¢cekmektedir. Bu durum kemik mineral yogunlugunda azalmaya
bagli osteoporoz diginda, kas giliclinde ve seksiiel fonksiyonlarda kayiplara,
kardiyovaskiiler hastaliklar ile bobrek yetmezligi ve prostat kanseri gibi c¢esitli yan
etkilere de neden olmaktadir (9, 11, 12). Tim bu yan etkileri elimine etmek adina,
testosteron replasman tedavileri yerine Ozellikle primer hipogonadizme karsi veya
mevcut fertilite kosullarini iyilestirmek igin ekzojen osteokalsin uygulamalarinin yeni
bir terapdtik yol olabilecegi kanaatine varildi.

Biitiin bulgular birlikte degerlendirildiginde; yetiskin Leydig hiicrelerinin normal
postnatal gelisim siireci ve EDS uygulamasi sonrasi rejenerasyonlart sirasinda,
osteokalsin uygulamasinin, Leydig hiicre sayisinda anlamli bir farklilik olugturmadigi,
ancak mevcut Leydig hiicrelerinin fonksiyonunu artic1 yonde etki ederek, testosteron
seviyesini artirdig1 belirlendi. Osteokalsin-testosteron ve osteokalsin-INSL3 arasindaki
pozitif iliskinin in vivo kosullarda LH’dan tamamen bagimsiz olmadigi sonucuna

varildi.
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6. SONUCLAR

Yetiskin Leydig hiicrelerinin normal postnatal gelisim siirecinde ve EDS
uygulamasi sonrasinda yetiskin Leydig hiicrelerinin rejenerasyonu sirasinda OC’in,
yetiskin Leydig hiicrelerinde testosteron ve INSL3 sentezine etkilerini 1sik-elektron
mikroskobik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelendigi bu

calisma sonucunda;

1. Herhangi bir uygulama yapilmaksizin, normal laboratuvar kosullarinda yasatilan
kontrol gruplarina ait deneklerin testis doku oOrneklerinin 151k ve elektron
mikroskobik incelemesinde; seminiferdz tubdllerin ve insterstisyumun normal
yapida oldugu goriildii. Immiinohistokimyasal degerlendirmelerinde Leydig
hiicrelerinde yogun 3BHSD, INSL3 ve GPRC6A ekspresyonu ile serum
orneklerinin biyokimyasal analizlerinde normal sinirlarda LH, testosteron ve
ucOC seviyelerinin varlig: tespit edildi.

2. GnRH antagonisti uygulanan deneklerin testis doku kesitlerinde seminiferéz
tiibiiller ve insterstisyumda 151k ve elektron mikroskobik diizeylerde belirgin
dejeneratif degisiklikler izlendi. Leydig hiicrelerinin 3BHSD, INSL3 ve
GPRC6A imminreaktivitesinde de belirgin bir azalma gozlendi. Serum LH,
testosteron ve ucOC seviyelerinin de belirgin sekilde diisiik oldugu goriildii.

3. GnRH antagonisti ile birlikte osteokalsin uygulanan deneklerin testis doku
kesitlerinde 151k ve elektron mikroskobik diizeyde dejeneratif degisikliklerin
kismen de olsa devam ettigi, yalnizca GnRH antagonisti uygulanan deneklerle
karsilagtirildiginda Leydig hiicrelerinde 3BHSD, INSL3 ve GPRC6A
immiinreaktivite skorlarinda anlamli olmasa da bir artisin gerceklestigi dikkati
cekti. LH ve testosteron seviyelerinde ise azalmanin kismen devam ettigi,
Ozellikle puberte doneminde olmalari nedeniyle ekzojen osteokalsin
uygulamasia bagli olarak Grup 1C deneklerinin ucOC seviyesinin kontrol
grubuna benzer oldugu, ancak Grup 2C ucOC seviyesinin kontrol grubundan
diisiik oldugu gozlendi.

4. Yalnizca osteokalsin uygulanan deneklerde ise testis doku kesitlerinde belirgin

herhangi bir dejeneratif degisiklige rastlanilmadi. Leydig hiucrelerinde 6zellikle
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INSL3 ve GPRC6A immiinreaktivite skorlar1 anlamli olarak kontrol
gruplarindan yiiksek bulundu. 3HSD immiinreaktivite skorlarmin ise kontrol
gruplarina gore anlaml bir farklilik olusturmadig: tespit edildi. Testosteron ve
ucOC seviyeleri kontrol gruplarindan anlamli sekilde yiiksek iken, LH
seviyelerinin kontrol gruplarindan anlamli bir farklilik olusturmadig: goriildii.

5. Yetiskin Leydig hiicrelerinin normal postnatal gelisim siiregleri ile EDS
uygulamasit sonrasinda model hayvanlarda yeni yetiskin Leydig hiicre
jenerasyonunun olusumu sirasinda elde edilen biyokimyasal, mikroskobik ve

immiinohistokimyasal verilerin genel olarak birbirine benzerlik gosterdigi

dikkati gekti.

Kemik saglig1 ve iireme sistemi arasindaki osteokalsin aracili fizyolojik iligkinin
ortaya cikarilmasi ile testosteron replasman tedavilerine bagli yan etkileri elimine etmek
icin pubertede ve yetiskinlik doneminde Ozellikle primer hipogonadizm tedavisinde
veya mevcut fertilite kosullarini iyilestirmek adina ekzojen osteokalsin kullaniminin,
yeni bir terapotik yol olabilecegi sonucuna varildi. Bununla birlikte INSL3 ve GPRC6A
arasindaki fonksiyonel iliskinin gen dlzeyinde de ortaya ¢ikarilmast igin ileri
calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, yetiskin Leydig hiicrelerinin normal
postnatal gelisim siirecinde ve EDS uygulamasi sonrasindaki yetiskin Leydig
hiicrelerinin farklanma asamasinda osteokalsin-testosteron-INSL3 arasindaki pozitif
iligkinin, in vivo kosullarda LH’dan tamamen bagimsiz olmadig:1 ve indirekt olarak LH
siipresyonundan etkilendigi ortaya c¢ikarildi. Yetigkin Leydig hiicrelerinin gelisim
siirecinde LH varliginda osteokalsin alimimin, Leydig hiicre sayisin1 degistimemekle
birlikte, mevcut Leydig hiicrelerinin fonksiyon Kkapasitlerini artirici yonde etki

gosterdigi sonucuna varildi.
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