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OZET

Farkli Tedavi Uygulanan Diyabetik Erkek Sicanlarin Testislerinin Immiinohistokimyasal ve

Biyokimyasal Parametrelerinin incelenmesi

Amac¢: Amacimiz, deneysel diyabet olusturdugumuz sigan testislerinde olusan hasara karsi
atorvastatin (ATO) ve tarcin (Tar) tedavilerinin olast koruyucu etkilerini histolojik ve
biyokimyasal olarak degerlendirmekti.

Yontem: Hayvanlar; 4 kontrol (K), 1 diyabet (DM) ve 3 tedavi grubunda 8 alt gruba ayrildi.
Diyabetik deney modeli olusturmak i¢in eriskin erkek Wistar albino sicanlara Streptozotosin
(STZ) uygulandi. 10 hafta siireyle ATO-K, DM+ATO, DM+ATO+Tar gruplar1 ATO ile tedavi
edildi ve Tar-K, DM+Tar, DM+ATO+Tar gruplarina tar¢in 6zsuyu verildi. Hayvanlar, 70.
giinde sakrifiye edildi. Kan ve testis dokusunda biyokimyasal analizler ile testis kesitlerinde
151k mikroskobik yontemlerle histolojik incelemeler yapildi. Elde edilen veriler istatistiksel
olarak degerlendirildi (p<0.05).

Bulgular: Kontrol gruplari ile diger gruplar arasinda kan glikoz seviyeleri agisindan anlamli
bir farklilik vardi. DM + Tar grubunda kan sekeri diizeyinin en diisiik oldugu bulundu, ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi. En diisiik viicut agirliklart DM grubundaydi. DM grubunda
testis agirliklar1 diger gruplara gore diisiiktii, ancak fark anlamli degildi. En diisiik total
kolesterol seviyesi kontrol gruplarinda gozlendi. En yiiksek serum MDA diizeyleri, Tar-K ve
DM gruplarindaydi. Testis dokusu MDA diizeyi agisindan DM grubu ile diger deney gruplari
arasinda, ve ATO-K grubu ile diger kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulundu. En
yiiksek doku MDA diizeyleri DM ve ATO-K gruplarinda idi. Doku GSH diizeyleri agisindan
ATO-K grubu ile diger gruplar arasinda anlaml bir farklilik vard: (p<0.05). Isik mikrokobu
sonuglart olarak; H&E ile boyanmis testis kesitlerinde en diisiik capta seminifer tiibiiller DM
grubunda, en yiiksek c¢apta tiibiillere ise Tar-K grubunda rastlandi. Keza Johsen skorlamasina
gore en yiiksek skor Dogal-K, en diisiik skor ise DM grubunda gézlendi. TUNEL uygulanan
kesitlerde en yiiksek apoptotik indeks DM grubunda, en diisiik apoptotik indeks ise ATO-K
grubunda saptandi.

Sonu¢: Histolojik ve biyokimyasal parametreler acisindan DM grubu ile tedavi gruplar
karsilastirildigt zaman bu tedavilerin diyabetin komplikasyonlarina karsi iyilesmelere yol
acabilecegi sonucuna vardik.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Tarcin, Atorvastatin, Testis, Streptozotosin,

Testosteron, Kolesterol, Toplam Oksidan Seviyesi, Toplam Antioksidan Seviyesi, Apoptoz



INGILIiZCE OZET

Investigation of Immunohistochemical and Biochemical Parameters of Testes of Diabetic

Male Rats Treated with Different Therapies

Objective: Our purpose was to evaluate the possible protective effects of atorvastatin (ATO)

and cinnamon (Cin) treatments histologically and biochemically in rat testes against the

damages caused by experimental diabetes.

Method: Animals were divided into 8 subgroups as 4 control (C), 1 diabetes (DM) and 3

treatment groups. Streptozotocin (STZ) was applied to adult male Wistar albino rats to form a

diabetic rat model. ATO-C, DM+ATO, DM+ATO+Cin groups were treated with ATO

(20mg/kg), and Cin-C, DM+Cin, DM+ATO+Cin groups were given cinnamon extract for 10

weeks. Animals were sacrificed on the 70th day, biochemical analyzes were performed on

blood and testis tissues and histological examinations were performed in testis sections by light

microscopic methods. The data were evaluated statistically (p <0.05).

Results: There was a significant difference between the control groups and other groups in

terms of blood glucose levels (p <0.05). Lowest blood glucose level was found in DM+Cin

group however it was not statistically significant. The lowest body weights were in the DM

group. Testicular weights were lower in DM group compared to other groups but difference

was not significant. The lowest total cholesterol level was observed in the control group. The

highest serum MDA levels were in the Cin-C and DM groups. There were significant

differences in terms of testicular tissue MDA levels between DM group and the other

experimental groups, and ATO-C group and other control groups. Highest tissue MDA levels

were determined in DM and ATO-C groups. There was a significant difference between ATO-

C group and other groups in terms of tissue GSH levels (p <0.05). As the results of light

microscopy, in H&E stained testis sections the lowest diameter seminiferous tubules were

found in the DM group while the highest diameter tubules in the Cin-C group. Likewise,

according to Johnsen scoring, the highest score was in Naive-C and the lowest score in DM

group. The highest apoptotic index was found in the DM group and the lowest apoptotic index

in the ATO-C group in TUNEL stained testis sections.

Conclusions: When comparing the DM group and treatment groups in terms of histological

and biochemical parameters, we concluded that these therapies can lead to improvements in the

complications of diabetes

Keywords: Diabetes Mellitus, Cinnamon, Atorvastatin, Testis, Streptozotosin, Testosteron,

Total Cholesterol, Total Oxidant Status, Total Antioxidant Status, Apoptosis
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1. GIRIS

1.1. Giris

Diabetes Mellitus (DM), insiilinin yoklugu veya insiilin etkisindeki eksiklik
nedeniyle olusan hiperglisemi durumudur; kronik metabolik bir hastaliktir (Avci 2001).
Insiilinin tip I diyabet dolayisiyla gelistirecegi olas1 komplikasyonlar, organ ve organ islevi
kayiplarma yol acabilir, yasam kalitesini ve siiresini olumsuz etkileyebilir. Insiilinin
salmimi ve fonksiyonlarinin azalmasi veya bozulmasi sonucu yag, protein ve karbonhidrat
metabolizmasinda bozulmalar gozlemlenir. Bu bozukluklar ile gii¢siizliik, poliiiri, polidipsi
vs. akut rahatsizliklarda veya retinopati, nefropati, noropati vs. kronik rahatsizliklarda artis
izlenir (Rodrigues ve dig. 1999). Diyabetin incelendigi c¢alismalarda hipergliseminin
dogrudan veya dolayli olarak serbest radikal olusumunda artisa ve oksidatif strese neden
oldugu izlenmistir (Liptakova ve dig. 2002, Agardh ve dig. 2002). Oksidatif stresteki artis
ile antioksidan kapasitesi degisimleri kronik diyabetin patogenezinde dnemlidir (Baynes
ve dig. 1999, Armagan ve dig. 2006). Diyabette iiretimi artan NO (azot oksit veya nitrit
oksit) molekiilii, diger oksidanlarla beraber oksitlenmis ve nitratlanmig ara Triinler
olusturarak ve bazi enzimleri inhibe ederek inflamasyon ve doku hasarina yol acabilmekte,
toksik peroksinitrit radikallerinin olusumuna neden olarak hiicreleri apoptoz ve nekroza

yonlendirebilmektedir (Nilsson 1999, Eiserich 1998).

Caligmalar; diyabet hastalarinda spermatogenez isleyisinde bozukluklar, sperm sayzi,
hareket ve seminal sivi miktarinda azalmalar, testosteron seviyesi diisiisii gibi
degisikliklerin gelistigini gostermistir (Amaral ve dig. 2008). Ayrica diyabete bagli olarak
tunika albuginea, testisler, interstisyel bag doku, Leydig hiicreleri ve seminifer tiibiillerde
histolojik degisikliklerin gergeklestigi gosterilmistir (Altay 2003, Seethalakshmi 1987,
Cameron 1985). Diyabet icin yeni ilaglar, ila¢ uygulama yontemleri ve tedavi teknikleri
(6rnegin: adacik transplantasyonu) gelistirilmekte, diyabetten korunabilmek igin insiilin
kodlayan genler iizerinde ¢alismalar gerceklestirilmektedir (Bailey 2000, Corbett 2001).
Ancak diyabetin hastalar {iizerinde gelistirdigi komplikasyonlarin niteligi tam olarak
anlagilamamistir. Diyabetik erkek ve kadin bireylerde gozlenen impotensin isleyisi hala

tam olarak aydinlatilamamistir.

Diinya niifusunun ortalama %38’ 1 diyabetten etkilenmektedir. Giinliimiizde yaklagik

olarak 390 milyonluk bir niifusa sahip olan diyabet hastalarinin sayisinin 2035 yilinda 592



milyona yiikselecegi ongoriilmektedir. (Uluslarasi Diyabet Federasyonu (IDF), 2015).
Tiirkiye’ de diyabetik sayisinin 2035 yilinda 12 milyona ulasacagi Ongoriilmektedir.
(Turkiye Diyabet Vakfi, 2015). DM’ nin dolayli veya direkt komplikasyonlar1 nedeniyle
diinya c¢apinda Olimler meydana gelmektedir. Diyabetin insidanst her yil artig

gostermektedir.

1.2. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), pankreastan salgilanan ve kan sekerini diizenleyen insiilin
hormonunun iretim yetersizligi veya islev kaybi1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasindaki bozukluklara bagli olarak kronik hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri
ve bunlara benzer birgok biyokimyasal ve klinik bulgularla seyreden metabolik endokrin
bir hastaliktir. Diyabette insiilin yetersizligi sonucu hiicrelerin glikozu kullanamamasina
bagli olarak kandaki glikoz seviyesinin 300 mg’ nin istiinde degerlere ylikselmesi
durumuna verilen isim olan hiperglisemiye bagli olarak O&liime yol acan akut
komplikasyonlar ya da uzun donemde hayat kalitesinde diisiise neden olan kalici hasarlar
birakan kronik komplikasyonlar gozlemlenmektedir. Doku proteinlerinin azalmasi ve
bozulan yag metabolizmasina bagli olarak damar duvarlarinda biriken lipid etkisiyle
gelisen ateroskleroz durumu da diyabetin spesifik bulgularindandir. Hiperglisemiye bagl
olarak diyabet, uzun vadede kronik komplikasyonlar1 nedeniyle dolasim ve sinir
sistemlerinde, bobrek, kalp, damar ve g6z gibi organlarda kalici hasarlara yol agan
morbitide ve erken 6liim gibi riskleri olan bir hastaliktir (Ilokova 1997). Bu doku ve organ
hasarlari, diyabetle direkt olarak iligkili spesifik komplikasyonlardandir (American
Diabetes Association 2001, Maiti ve dig. 2004, Motris ve dig. 1994).

Diyabette en sik karsilagilan belirtiler; polidipsi(¢ok su i¢me), agiz kurulugu,
poliiiri(sik idrara ¢ikma), aclik hissi, istah artis1, noktiiri(gece idrar apma ihtiyaci ile bir ya
da daha fazla uyanma durumu (Tiirk Uroloji Dernegi)), halsizlik; daha az rastlanan
belirtiler ise; bulanik gorme ve goriis kaybi, kilo kaybi, yara ve kesiklerde iyilesme
problemi, pihtilasma problemleri, inat¢1 enfeksiyonlar, mantar enfeksiyonlari, kasint1 ve

deri dokiintiisiidiir (imamoglu ve dig. 1995).

1.2.1. Tani ve Smiflama
DM genel olarak Insiiline Bagli Diyabet (Insulin-Dependent Diabetes Mellitus/IDDM
veya Tip 1 Diyabet/T1IDM) ve Insiiline Bagli Olmayan Diyabet (Non-Insulin-Dependent
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Diabetes Mellitus/NIDDM veya Tip II Diyabet/T2DM)  olarak iki ana grupta
incelenmektedir. Bu terimler genelde birbirine karistirilmaktadir. Tip I ve Tip II diyabet
terimleri, DM’ nin en yaygin iki formudur. Bir diger diyabet grubu ise 6zel spesifik
durumlarla ve sendromlarla iligkili, daha az rastlanan tiplerini kapsamaktadir (Kahn ve dig.

2008, Poretsky 1997).

A) Tip I Diyabet

Tip I, tiim diyabetik vakalarm yaklasik %10’ unu olusturmaktadir. Insiilin
salgilanmasinda belirgin bir azalma dolayisiyla olusan diyabet tiiriidiir. T lenfositlerin
aktivasyonu ile B hiicrelerinin yikimi, insiilin salgi yoklugu ya da azhig, C-peptid
cevabinin yoksunlugu nedeniyle insiilin yetmezligi olusur. Hayatta kalabilmek i¢in insiilin
takviyesine ihtiya¢ vardir. “Jiivenil diyabet”, “genc tipi seker hastalifi” veya ‘“ketoza
elverisli diyabet” gibi isimlerle de bilinir. Genelde erken yaslarda (11-13) baglar. Insiilin
eksikliginin siddeti, hastaligin ortaya ¢ikis hizin1 ve siddetini belirler. Kanda artan glikoz

bobreklerden emilememeye baslayarak idrarla viicuttan atilir; bu sekilde idrar testlerinde

de diyabet tespiti yapilabilir (Blasiak ve dig. 2004, Bagriagik 1999).

Tip I diyabete sitolitik etkileri olan viral enfeksiyonlar da neden olabilmektedir. Bu
viriisler, pankreastaki B-hiicrelerine saldirir veya B-hiicrelerine karsi otoimmiin saldirty1

tetikleyerek Tip I diyabete sebebiyet verebilmektedirler(Scobie 2007).

B) Tip II Diyabet

Diyabetin en sik karsilagilan formudur. Erken dénemde insiilin takviyesine ihtiyag
duyulmadan kontrol edilebilir. Insiilin sekresyonu ya da etkinligindeki bozukluktan
kaynaklanir. Bu hastalarda goreceli olarak insiilin yetersizligindense insiilin fazlaligina ve
insiilin direncine rastlanmaktadir. Orta ve ileri yas grubunda ¢ikmasi daha olasidir. Tip II
diyabet kolaylikla tespit edilemeyebilir, klinik bulgu vermesi icin yillar gegmesi
gerekebilir. Diyabet ortaya c¢iktiginda hastalar genelde obezdirler. Yas, obezite, fiziksel
hareketsizlik gibi etmenlerle Tip II diyabet riski artis gosterir (Scobie 2007, Kahn ve dig.
2008).

Insiilin direncine sahip olan bu hastalarda insiilin seviyesi normal ya da yiiksek oranda
bulunurken kan glikoz seviyesi referans aralikta tutulamayabilmektedir. Tiim diyabet
vakalarmin yaklasik %80 ini tip II diyabet olusturmaktadir; toplumun ortalama %4’ tinde

diyabetin bu formuna rastlanmaktadir (Ozata ve dig. 2006).



C) Diyabetin Diger Tipleri

Diyabetin diger tipleri farkli 6zelliklerine ve altta yatan sebeplerine gore tanimlanirlar.
Diger tipler arasinda en sik karsilagilan diyabet, gebelik sirasinda tespit edilen degisik
seviyelerde hiperglisemiyle karakterize karbonhidrat intoleransina neden olan Gestasyonel
Diabetes Mellitus (GDM)’ dur. Tekrarlayan gebeliklerde bu diyabet tipinin gelisme
ihtimali artar (Poretsky 1997).

Farkli etyolojiye sahip olan sendromlar ve hastaliklarla beraber etkisi ortaya ¢ikan
diyabetin bagka formlar1 da mevcuttur. Genelde P hiicrelerindeki genetik bozukluklara
bagli olarak fonksiyon problemleri ile erken yaslarda ortaya g¢ikan hiperglisemi ve
dominant kalitim oOzellikleriyle spesifiktirler. Bu tip diyabete sahip hastalarin 3
hiicrelerinde Hepatik Niikleer Faktor (HNF)4 o, Glukokinaz, HNFI1, HNF3 ve Insulin
Promotor Co-Factor 1 (IPF-1) gibi genlerde genetik bozukluklar gézlemlenmistir. Insiilin
fonksiyonu normal ancak salgisinda bozukluk mevcuttur. Ayrica, B-hiicrelerinin niiklear
DNA’ sinda olabildigi gibi mitokondrial DNA’ larinda gerceklesebilen mutasyonlar da
buna benzer diyabet tipleri ortaya cikarabilmektedir. Bunun disinda; Down sendromu,
Hungtington Hastaligi, Kleinfelter, Turner sendromu gibi genetik sendromlar; Pankreatit,
Kistik Fibroz gibi ekzokrin pankreas hastaliklari; Feniton, Pentamidin, Glikokortikotiroid
gibi ila¢ ve kimyasal kaynakli durumlar; Cushing sendromu, Hipertiroidizm, Akromegali
gibi endokrin hastaliklar1 ile birlikte de bu tip diyabet beraber izlenebilir (Scobie 2007,
Kahn ve dig. 2008).

1.2.2. Diyabetin Genel Komplikasyonlar:

Tip I veya Tip II fark etmeksizin her tip diyabette kronik ve akut olmak iizere bazi
komplikasyonlar meydana gelmektedir. Diyabette en sik karsilagilan akut donem
komplikasyonlar1 hipoglisemi ve hiperglisemi ile bu ataklara bagli olarak gergeklesen
koma durumlarndir. Akut hipoglisemi ataginda otonomik sendromlar (terleme, carpinti,
aclik, titreme, el ve ayaklarda tlistime gibi) veya noroglikopenik sendromlar (konsantrasyon

ve koordinasyon zorlugu gibi) meydana gelmektedir (Scobie 1998).

1.2.2.1. Akut komplikasyonlar: Aniden gerceklesen, hayati tehlikesi bulunan, mental ve

fiziksel problemlere yol acabilen ve acil miidahale gerektiren durumlardir.



A) Hiperglisemik Atak/Hiperglisemi Komasi: Kandaki glikoz seviyesinin aniden
referans araligin ¢ok iizerine pik yapmasidir. Poliiiri, polidipsi ve polifaji beraber izlenir.
Bu atagin sebepleri arasinda, insiilin veya antidiyabetik ilaglarin aksatilmasi, dozunun
yanliglikla diisiik tutulmasi, glisemik indeksi yiiksek olan besinlerin fazla miktarda ve bir
anda tliketilmesi, diisiik fiziksel aktivite, bazi hastalik ve enfeksiyonlar, fiziksel veya

duygusal stres sayilabilir (Olgun 2002, Leong ve dig 2001)

B) Hiperglisemik Ketoasidoz: Insiilin ve insiilin karsiti hormonlarin arasindaki
dengenin insiilin zararina bozulmasi durumunda olusan; dehidratasyon semptom ve
bulgulariyla fark edilebilen, tam koma gibi ciddi sonuglara yol agabilen metabolik bir
komplikasyondur (Yilmaz ve dig. 2000, Ligtenberg ve dig. 1998).

C) Hipoglisemik Atak/Hipoglisemi Komasi: Insiilin tedavisi gdren diyabetik bir
hastanin yiiksek doz insiilin almasi, asir1 fiziksel aktivitede bulunmasi, 6giin geciktirmesi
gibi durumlarda kan sekeri seviyesinin normalin c¢ok altina diismesi ile gerceklesen
durumdur. Merkezi sinir sistemi semptomlari -bas agrisi, konusma zorlugu, zihin
bulaniklig1 gibi durumlar gozlenir. Miidahale edilmezse biling kayb1 ve koma durumuna

neden olabilir (Satman ve dig. 2009, Robins 1995, Karsidag ve dig. 2001).

1.2.2.3. Kronik komplikasyonlar:Diyabetin, ¢esitli sistem, doku ve organlarda olusturdugu
hasarlara DM’ nin kronik komplikasyonlar1 adi verilmektedir. Diyabet ilerledik¢e bu
etkiler ortaya ¢ikmakta, morbidite ve mortiliteye neden olabilmektedirler (Ozdemir 2012).
Diyabetik retinopati ve nefropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlar; ateroskleroz,
hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi, miyokard infarktiisi, iskemik fel¢ gibi

makrovaskiiler komplikasyonlar, diyabetik ndropati vb. ciddi hastaliklara rastlanmaktadir.

A) Diyabetik Nefropati: Diyabetik hastalarda siklikla rastlanilan bobrek
yetmezliginin temel sebebidir. Cogunlukla diyabet teshisi konulan hastalarda 10 yil
icerisinde ciddi oranda renal hasar gozlenir. Diyabetik hastalarin bilinglenmesi, glisemik

kontroliin gelistirilmesi ile son yillarda renal hasar insidansinda azalma saptanmistir (Ritz

ve dig. 1999)

B) Diyabetik Retinopati: Hiperglisemi veya insiilin yetersizligine bagli olarak
ortaya ¢ikan bir mikroanjiopati tablosudur. Gelismis iilkelerde, 20 ila 74 yas aras1 goriilen

korliiklerin en biiyiik sebebi diyabetik retinopatidir. Tip I diyabette goriilme ihtimali, Tip II



diyabette goriilme ihtimalinden daha ytiksektir. Diyabetik olarak gecirilen her yil diyabetik
retinopatinin olusma ihtimalini arttirir(Klein ve dig. 1992, Damc1 2000). Lipid diizeyi
yiiksek olan hastalar, yliksek risk grubundadir (Satman ve dig. 2009).

C) Diyabetik Néropati: Diyabette en sik rastlanilan komplikasyonlardan biri de
noropatidir. Diyabet tanist konulan hastalarin yaklasik %10’ unda noropati vardir. Diyabet
yasi arttikca, ndropati bulunma orani da artmaktadir. Genetik yatkinlik, cinsiyet, bolge, 1tk
ve yas gibi degiskenler, ndropatinin meydana ¢ikmasini ve ilerlemesini etkileyebilmektedir

(Bagriacik 1997).

Diyabetik noropatide, Schwann hiicrelerinin fonksiyonlarindaki degisime bagli olarak
sinir iletiminde yavaslama sonucu segmental demiyelinizasyon ve akson dejenerasyonu
gozlenir. Cok sik rastlanilan bir diyabet komplikasyonudur. Hastalar genelde idrar
retansiyonu, kabizlik veya ishal ile seksiiel impotans sikayetlerine sahiptirler (Myers 1998,

Robins 1995).

1.2.3. Diabetes Mellitus ve Erkek infertilitesi Iliskisi

Son yillarda yapilan ¢alismalara gore erkek infertilitesinde artis gozlenmektedir. Erkek
infertilitesi, bir ¢ok farkli sebebe dayanabilmektedir. Genelde, gegirilen enfeksiyonlar,
hormonal bozukluklar, bobrek yetmezligi, diyabet gibi metabolik problemler; inmemis
testis gibi patolojik durumla cevreden bagimsiz olarak erkek infertilitesine sebep
olmaktadir. Bunun disinda kullanilan ilaglar, alkol ve sigara tiiketimi, radyasyon, yiiksek
sicaklik, darbe gibi dis etmenlerin de erkeklerde fertilite azalmasina neden oldugu

bilinmektedir (Ramlau-Hansen ve dig. 2007, Kort ve dig. 2006).

Kanda yiikselen glikoz seviyesi ilireme yetenegini, kiiciik ve biiylik damarlara ve
sinirlere zarar vererek engeller. Bu hasar hangi organdaysa, o organin fonksiyonunda
problemlerin ortaya ¢ikmasi kaginilmaz olur. Diyabet, erkek infertilitesine dogrudan ya da
dolayli olarak etki eder. Kandaki yliksek glikoz seviyesi, testislerde liretilen spermlerin
dollenmeyi engelleyecek kusurlara sahip olmasina neden olur. Spermatogenezin normal
prosediirii, diyabet tarafindan sekteye ugratilabilir (Benitezm ve dig. 1985, Sanguinetti ve

dig. 1995).

Diyabet, insanlarda ve deney hayvanlarinda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere

sebebiyet vermektedir. Testislerde; seminifer tiibiil atrofisi, tiibiill duvarindaki germ



epitelinde diizensizlik ve hiicre kaybi, spermatogenezin ve spermiyogenezin sekteye
ugramasi, bazal membranin kalinlagmasi, interstisyel dokudaki Leydig hiicrelerinin yap1 ve
fonksiyon bakimindan bozukluklara sahip olmasi gibi degisimler gozlenir (Streger ve dig.

1997, Anderson ve dig. 1987).

Arastirmalarda, yliksek kan sekeri ile sperm kalitesi arasinda dogrudan bir iligki
oldugu kanitlanmigtir. Kan glikoz seviyesi yiiksek olan hastalardan alinan ejekiilat
orneklerinde bozuk, immobil ve O6lii sperm insidansinin, saglikli bireylere oranla daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica toplam sperm sayisinin da, saglikli bireylere oranla
diistik oldugu tespit edilmistir. Diyabetli kisilerin uygun tedavi yontemleri ile diyabetin
sebep oldugu bu bozukluklardan belli bir oranda kurtulabilecekleri ongdriilmektedir

(Langtry ve dig. 1998).

1.2.4. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi; erkek gametinin devamli iiretimi, beslenmesi ve gegici olarak
depo edilmesinden; erkek cinsel hormonlarinin iiretim ve salgilanmasindan sorumludur. Bu
sistemi; spermleri ireten ve androjen salgilayan testisler, disariya spermatozoa
tasinmasinda gorevli dis kanallar sistemini olusturan epididimis, duktus deferens,
ejekiilatuar kanal ve erkek iiretrasinin bir parcasi, salgilariyla semeni olusturan ve ejekiile
spermatozoanin beslenmesini saglayan seminal vezikiil, prostat bezi, biilboiiretral
bezlerden ve erektil dokudan olusan ¢iftlesme organi olan penis olusturur (Junqueria ve dig.
1998, Ross ve Romrell 2006) (Cizim 1.1). Testisler; embriyonik gelisim, seksiiel
olgunlagma ve iireme fonksiyonlarini etkileyen, puberteyle birlikte spermatozoon iiretimi
ve beslenmesi, en dnemli erkek cinsiyet hormonu olan testosteronun sentezinden sorumlu
endokrin ve ekzokrin 6zellikte bir ¢ift organdir.Testislerde her giin milyonlarca sperm
tretimi gergeklesir. Saglikli bir erkekte giinde ortalama 150 x 10° sperm iiretildigi
saptanmistir. Normal sartlarda, erigskin bir erkegin her testisi yaklasik 4 cm uzunlugunda, 3

cm genisliginde ve 3 cm kalinliginda, yanlardan basik, oval goriiniimde bulunur.
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Cizim 1. 1. Erkek Genital Sistemi (Junqueria ve Carneiro 2018)

Testisler, ii¢ tabakadan olusan kalin bir kapsiille sarilidir. Bu kapsiiliin katmanlari
distan ice dogru; tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza olarak
adlandirilir (Esrefoglu 2009). Tunika vaginalis; testislerin skrotuma gogii sirasinda
testislerin beraberlerinde tasidiklari abdominal periton tabakasidir. Bu tabakada distan
pariyetal ve igten visseral yapraklar mevcuttur. Bu tabaka, tunika albugineay1 oOrter
(Junqueria ve dig, 2018). Tunika albuginea, yogun bag dokusu yapili kalin bir kapsiildiir.
Bu tabaka, testisin posterior kisminda yogunlasip kalinlasarak mediastinum testisi
olusturur. Testise giren ve ¢ikan kan ile lenf damarlar1 ve kanallar bu tabaka i¢inde yer alir.
Bu kisimdan testisin i¢ine dogru uzanan fibréz uzantilar bezi testikiiler lobiiller denilen
yaklasik 250 pramidal kisma ayirir. Her bir lobiilde, 1 ila 4 adet seminifer tiibiil bulunur.
Seminifer tiibiiller, erkek lireme hiicreleri olan spermatozoonlarin iiretiminin gerceklestigi
yerdir. Seminifer tiibiil epitellerinde iiretilen spermatozoonlar sonrasinda dar ve kisa bir
kanal olan tiibiili rektiye girer ve buradan rete testise gegerler. Spermatozoonlar, duktuli

efferentes denilen yaklasik 15 adet kisa tiibiil yardimiyla rete testisten ayrilir. Seminifer
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tiibiiller arasindaki boslugu, kan damarlari, lenfatik kanallar, sinirler, makrofajlar ve
Leydig hiicre gruplarmi kusatan interstisyel doku doldurur. Leydig hiicreleri; testosteron
salgilayan, bir ya da iki sekli degiskenlik gosteren nukleolus, ¢ok sayida graniilsiiz
endoplazmik retikulum, tiibiiler mitokondriyum, bol miktarda lipid damlaciklari, glikojen
partikiilleri i¢eren hiicrelerdir. Orta yagin tistiindeki bireylerde veya infertilite durumlarinda
Leydig hiicreleri Reinke kristaloidlerine sahip olabilir. Bu hiicreler, testosteron salgisinin
yaninda ACTH-MSH, B-endorfin, inhibin, renin-anjiotensin, methionin-enkefalin,
oksitosin, aktivin, kortikotropin salgilatici faktor ve B-biiylime faktorii ile substans-P gibi
sekresyon {irlinlerinden de sorumludur (Kierszenbaum 2006). En alt tabaka ise tunika
vaskiiloza adi verilen, yogun kan damarlarina sahip gevsek bir bag dokusudur; testisin
vaskiiler kapsiiliinii olusturur (Gartner ve Hiatt 2009, Paker 1993, Ross ve Romrell 2006).
(Cizim 1.2).
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Cizim 1. 2 . Testisin Histolojik Yapist (Junqueria ve Carneiro, 2018)

1.2.4.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller, ortalama 200 mikro metre ¢apinda, =50cm uzunlugunda, c¢ok

kivrimli kanallardir. Her testiste yaklagik 1000+£200 adet seminifer tiibiil bulunur. Bu sikica



biikiilmiis i¢i bos tiip benzeri yapilarin icinde spermatogenez olay1 gerceklesir. Anastomoz
gosteren kivrimlar seklinde baslar, medaistinuma yaklastik¢a birbirlerine yaklasip diiz ve
kisa tlibiiller olan tiibiili rektiyi olustururlar. Seminifer tiibiiller, modifiye ¢ok katli epitel
ile ortiilidiir; bu epitel, seminifer epitel veya germinal epitel olarak adlandirilir. Seminifer
epiteli, distan bazal lamina ile kollajen lifler ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan
Ozellesmis, cok tabakali bag dokusu ile sarilidir. Bu yapiya peritiibiiler doku veya tunika
propia adi verilir. Bu dokuda bulunan miyoid hiicre diizeni canlilar arasinda farklilik
gosterebilir. Kemirgenlerde tek tabakaliyken insanlarda 3-4 tabaka halinde gézlemlenebilir.

Miyoid hiicre organizasyonu ile hareketsiz spermlerin rete testise dogru iletimi saglanir.

Seminifer tiibiillerde karsilasilan iki ana hiicre grubu vardir: Germ hiicreleri olan
spermatogenik seri ile beslenme ve destek saglayan Sertoli hiicreleridir (Ross ve Romrell,

2006, Junqueria ve Carneiro 2018).

1.2.4.2. Sertoli Hiicreleri

Destek hiicreleri olarak da bilinen Sertoli hiicreleri, bazal kisimdan liimene kadar
uzanan biiylik ve prizmatik sekilli hiicrelerdir. Bu hiicreler, sperm hiicreleri gelisirken
ihtiyaglart olan beslenme, korunma ve destek yardiminda bulunur. Béliinme yetenegine
sahip degillerdir. Tam farklilagamamuis, olgunlasamamis, hatali spermatogenik hiicrelerin
fagosite edilerek ortadan kaldirilmasinda da rol oynarlar. Puberteye kadar Sertoli hiicreleri
seminifer epitelde gozlemlenen hiicreler arasinda en baskin olarak bulunur. Puberteden
sonra sayilarinda diisiis gozlemlenir. Yagla beraber spermatogenik aktivitenin diisilisiine

bagli olarak yeniden seminifer epitelin ana elemani haline gelirler (Ross ve Romrell 2006).

Sertoli hiicreleri, genelde, yuvarlak veya tiggen sekillerde bulunur. Niikleuslar
Okromatik ve biiyliktlir, bazal sitoplazmada goézlenir ve 1-2 tane belirgin nukleolus
bulundurur. Niikleuslar1 bir ya da birden fazla derin invajinasyon gosterir. Sertoli
hiicrelerinin ~ sitoplazmalar1  lipid damlaciklar1  bakimindan  zengindir.  Ayrica
sitoplazmalarinda; gelismis graniilli ve graniilsiiz endoplazmik retikulum, bol miktarda
mitokondri, belirgin Golgi kompleksi, daginik halde ve ¢ok sayida ribozom, birincil ve

ikincil lizozom, glikojen graniilleri, mikrofilamentler ve mikrotiibiiller bulunur.

Sertoli hiicreleri, dihidrotestosteron ve testosterona yiiksek afiniteyle baglanma

0zelligine sahip androjen baglayici protein (Androgen Binding Protein / ABP) sentezlerler.
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ABP sayesinde, luminal bélgede, testosteron hormonu yiiksek derisimde tutulur, gelisim ve

farklilagsma evresindeki spermlerin olgunlasmasi saglanir. Bu hiicreler ayrica FSH hormon

salintmini

baskilayan inhibin, transferin ve plazminojen aktivator sentezlerler

(Kierszenbaum 2006).

Sertoli hiicrelerinin 6nemli fonksiyonlart:

Gelismekte olan spermatogenik hiicrelerin desteklenmesi, korunmasi ve

beslenmesi,

Spermiyogenezin sonunda atilan rezidiiel cisimcik veya gelisimi

tamamlanamamis spermatogenik hiicrelerin fagosite edilmesi,
Kan-testis bariyerine katilmasi,

Seminifer tiibiillerin liimenine sperm iletimini kolaylastiran protein iyonlari

bakimindan zengin siv1 salgilamak,

Plazminojen aktivator ve transferrin gibi molekiillerin sentezi ve FSH’ m

uyarimi ile ABP’ nin sentezlenmesi,

Anterior hipofiz bezinden FSH sentezinin ve salgisinin 6nlenmesini saglayan

inhibin ile salgiy1 uyaran aktivin adli peptidlerin salgilanmasi,

Miillerian-inhibe-edici (Anti-Miillerian) hormonunun {iretimi (Junqueria ve

dig. 2018, Cormack 2001).

1.2.4.3. Kan-Testis Bariyeri

Kan-testis bariyeri, germ hiicrelerinin kandan gelebilecek ilag, toksik maddeler ve

mutajen gibi zararli olabilecek ajanlara karst korunmasini ve seminifer tiibiillerdeki iyon,

karbonhidret, aminoasit ve protein igeriginin, lenf ve kandaki igerikten farkli olmasini

saglar. Bu bariyer, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglant1 yapilari sayesinde, interstisyel

dokudaki kan damarlar1 ve seminifer tiibiiller arasinda olusur (Junqueria ve dig. 2018).

Spermatogonyumlar farklilagirken, sperme 6zgii olan proteinler ortaya ¢ikmaya baglar.

Cinsel olgunlagma, immiinolojik olgunlasmadan ¢ok daha sonra meydana geldiginden,

spermler farklilagirken immiin sistem tarafindan yabanci olarak algilanabilir. Bu durum,

germ hiicrelerinin immiin sistem elemanlar1 tarafindan 6ldiiriilmesine yol agabilir. Kan-

testis bariyeri, immiinoglobulinlerin seminifer tiibiillere ge¢mesini Onleyerek, sekonder
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spermatosit, spermatit ve spermlerin immiin sistem tarafindan yok edilmesine neden olacak

bu reaksiyonu engeller (Ross ve Pawlina 2011, Cormack 2001).

1.2.4.4. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogonyumlar, primitif erkek germ hiicreleridir ve puberte ile birlikte boliiniip
farklilasmaya baglarlar. Bu islem sonucu spermler olusur. Bu olaya, spermatogenez adi
verilmektedir. Spermatogenik hiicreler diizenli olarak boéliinerek spermlere farklilasirken,
4-8 tabaka hiicre igerirler. Bu hiicre tipleri bazalden limene dogru: (Cizim 1.3 ve Cizim
1.4)

1. Spermatogonyumlar

2. Primer spermatositler

3. Sekonder spermatositler
4. Spermatidler

5. Spermatozoonlar

(Young ve Heat 2000, Kierszenbaum 2006).

Spermatosit Spermatld

o joy0 )& e e
4 ﬂ@ :@‘J

LY/AR P
a' E‘:l‘.j / mif%%;ﬂ%
Sertoli hiicresi = l T q\l';F’,,— _.—-’I%F aﬁ.”‘t

Spermatogonyu

Cizim 1. 3 . Seminifer Tiibiilde Spermatogenik Hiicre Katmanlar1 (Drake ve dig. 2014)
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Spermatozoa

Spermatid

ikincil
spermatosit

Basal compartment

Birincil
Spermatosit
=i > Spermatogonya
H“\ Basal lamina
e . e
Sertoli nucleus Interstitial space

Spermatogonyum B

Cizim 1. 4. Seminifer tiibiil kesitinde spermatogenik hiicreler.(Zini A ve Agarwal A 2011)

1.2.4.4.1. Spermatogonyumlar

Sertoli hiicreleri arasinda bulunan zonula okludens baglantilarmin altina lokalize
olmus, kan-testis bariyerinin en dis hattindaki, bazal laminaya direkt baglanti gdsteren
hiicreler, spermatogonyumlardir. Tip A Koyu, Tip A Acik ve Tip B spermatogonyumlar

olarak {i¢ ana morfolojik tipte bulunurlar.

Tip A Koyu Spermatogonyumlar, seminifer epitelin kok hiicreleridir. Yogun bazofilik
ve ince graniiler kromatinli oval ¢ekirdek bulundururlar. Puberteden itibaren mitotik

boliinmeler ile Tip A Koyu veya Tip A Acik spermatogonyumlari olustururlar.

Tip A Acik Spermatogonyumlar, agik renkli boyanan, ince graniiler kromatinli oval
niiklus bulundururlar. Mitotik boliinmeler gegirerek Tip B  spermatogonyumlari

olustururlar.
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Tip B Spermatogonyumlar, sentral yerlesimli cekirdek icerirler. Niikleuslarinda
kromatin, nukleolus ¢evresinde ve niikleus kilifi boyunca yogunlagsma gosterir (Ross ve

Romrell 2006, Young ve Heat 2000).

1.2.4.4.2. Spermatositler

Primer spermatositler, Tip B spermatogonyumlarin mitoz bdliinmeleriyle olusur. DNA
sentez islemi tamamlaninca mayoz bdliinmenin profaz asamasi baslar. Birinci mayoz
boliinmede alt evreler olarak; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez izlenir.
Zigoten-pakiten evrelerinde homolog kromozom eslesmesini kolaylagtiran sinaptonemal
kompleks formasyonu, homolog kromozom eslesmesi olan sinapsis, homolog
kromozomlarin kardes olmayan kromatitleri aras1 genetik materyal transferi olan crossing-
over ve eslesmis kromozom ayrilmasi gibi olaylar izlenir. Profaz yaklagik 22 giin
stirdiigiinden mikroskobik incelemede gozlemlenen hiicrelerin ¢cogu primer spermatosit
olarak goriiliir. Bu uzun profaz evresinin ardindan kardes kromatid ¢iftleri; metafaz, anafaz
ve telofaz asamalarina geger. Bu islemlerin sonucunda olusan yeni hiicrelere sekonder
spermatosit adi verilir. Ardindan ikinci mayoz evresi baslar. Bu evre birinci mayoz
evresine gore daha hizli ilerler. Profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden gecen

hiicreler en sonunda spermatidleri olusturur (Kierszenbaum 2006).

Testis kesitlerinde, sekonder spermatositlerin goriinmesi, interfaz asamasinin kisa olup
hizla ikinci mayoz evresine gecilmesinden dolayi, gorece olarak daha zordur (Young ve

Heat 2000).

1.2.4.4.3. Spermatidler

Sekonder spermatositlerin ikinci mayoz boliinmeleri sonucunda olusan haploid
kromozoma sahip hiicrelerdir. Seminifer tiibiil adluminal bdlgesinde bulunurlar. Boyutlar1
kiiclik, yogunlasmis kromatinli niikleuslari, seminifer tiibiillerde liimene yakin Sertoli
hiicrelerinin derin invaginasyonlar1 igine yerlesik bulunmalar1 ile karakterizedirler. Bu
hiicreler, spermiyogenez adli bir farklilasma siireci gecirerek metamorfoza ugrarlar. Bu
farklilasma siirecinde; akrozom olusumu, cekirdek kondensasyonu, kuyruk gelisimi ve

sitoplazma kayb1 gézlemlenir (Ross ve Pawlina 2011, Kierszenbaum 2006).
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Spermatidlerde merkezi bir niikleus, gelismis Golgi kompleksi ve bol miktarda
mitokondri bulunur. Spermatidlerde ayrica bir ¢ift sentriyol bulunur. Spermatid, olgun bir
sperme farklilagirken 4 evre gecirir. Bu fazlar, spermatidlerin Sertoli hiicre membranina

gelistirdikleri 6zel baglantilarla fiziksel olarak baglanmalari ile baslar.

I- Golgi fazi: Cekirdegin bir kutbunda yerlesim gosteren Golgi kompleksi, Periyodik
asit-Schiff (PAS) pozitif graniiller olan pro-akrozomal graniil birikimi gosterir. Bu
graniiller, ¢ekirdek kilifi yakininda bulunan akrozomal vezikiiller ile birlesir. Bu
asamada; sentriyoller, akrozomal vezikiiliin sekillendigi cekirdek bolgesinin zit
kutbuna gocer ve spermin kuyrugunun sekillenmesini baglatir.

II- Sapka fazi: Akrozomal vezikiiliin yerlesim gosterdigi ¢ekirdek yilizeyinde yariya

kadar, akrozomal sapka adli yayilma gozlemlenir. Bu sapkanin altinda bulunan
cekirdek kilifi, porlarini kaybeder ve kalinlasir. Cekirdegin igerigi yogunlasir.

III- Akrozomal faz: Cekirdek yogunlagmasi ve uzamasi gozlemlenir. Sitoplazmik

kisimi posterior tarafta kalir. Sitoplazmik mikrotiibiiller, manset seklinde diizenlenir.
Sentriyoller, spermin boyun bolgesinin sekillenmesini baslatir. Plazma membran1 arka
kisma dogru uzar, bu arada manset kaybolur. Mitokondriyonlar sitoplazmanin derin
kismindan boyun bdlgesine gelir. Orta parga sekillenmesi gozlenir.

IV- Olgunlasma fazi: Sitoplazmik artiklarin spermden atilmasi gerceklesir. Atilan bu

yapilar, Sertoli hiicrelerince fagosite edilerek ortadan kaldirilir. Spermatidlerin
birbirleriyle baglantilar1 bitmistir. Spermatidler, seminifer tiibiil liimenine salinirlar

(Paker 1993, Esrefoglu 2009, Ross 2016).

1.2.4.4.4. Spermiyumlar (Spermatozoon)

Erkeklerin  olgunlasmis  germ  hiicrelerine,  spermiyum  denir.  Insanda
spermatagonyumlarin spermiyuma doniisme siireci ortalama 64 giindiir, sicanlarda ise 48-
53 giinliik bir siire¢ olarak gozlemlenir, bu asamaya spermatogenez adi verilir. Bu olay
sirasinda; spermatogonyumlarin olgun hiicrelere doniisiimiiniin yani sira, apoptozis de
gbzlemlenir. Bu siireg, hormonlara bagimli kompleks bir hiicresel gelisim siirecidir. Ug
temel asamast mevcuttur; Cogalma evresi(Spermatositogenez), Biliylime evresi ve

Olgunlasma evresi (Spermiyogenez) (Maclean ve Wilkinson 2005).

Olgun insan spermi bas, boyun ve kuyruk boliimlerinden olusur. Spermin bas ve

kuyruk kisimlari, plazma membrani tarafindan sarilmistir (Junqueria ve Carneiro 2018).
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Bas bolimii, akrozomla sarili bir ¢ekirdektir. Cekirdek yassi sekillidir ve kromatidi
yogunlasmistir. Akrozomda, oositi ¢evreleyen korona radiata hiicrelerini birbirinden
ayirmaya ve zona pellusidayr sindirmeye yarayan akrozin denilen tripsin benzeri proteaz,
asit fosfataz, hyaluronidaz ve ndéroaminidaz gibi hidrolitik enzimler iceren 6zel bir tip
lizozom bulunur. Boyun ise, bas ve kuyruk kisimlarimin arasindaki baglantiy1 saglayan bir
cift sentiyoldiir(Young ve Heat 2000). Kuyruk ise, yapisal agidan silyumlara benzer. Orta
parga, esas par¢a ve son parca olarak 3 6zel bolgesi vardir. Orta parcadaki sarmal dizilimli
mitokondrial tabaka; 9+2 mikrotiibiiler aksonema ve sperm boynundaki baglanti
parcasindan baslayip kuyruk boyunca uzanan 9 adet uzunlamasina yerlesim gosteren
filamandan olugur. Esas parc¢a ise kuyrugun en uzun pargasidir. 7 adet dis yogun lifle sarilt
merkezi aksonema ve fibroz bir kiliftan olusur. Bu yapilar, spermin hareketi i¢cin gereklidir.
Son parga ise dis yogun liflerin ve fibroz kilifin erken bitisinden dolay1 ¢ok kisa bir parca

olarak bulunur (Cormack 2001).

birineil spermatosit

Mitotils
bolinmeler -

I—ii:-—--._._-—
—— D ———

E:E
: "—'—"":? g:, My
1. evre [pre-mayotilk)

SPEREMATOGENEZ

post-mayotik 3.evre
SPERMiYOGENEZ

Cizim 1. 5. Spermatogenezin agsamalar1 (Roosen-Runge ve dig. 1977)
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1.2.4.5. Intertisyel Doku

Testiste, seminifer tiibiillerin arasinda Leydig hiicreleri, sinirler, gevsek bag dokusu ile
kan ve lenf damarlar1 mevcuttur. Bu elemanlar, seminifer tiibiillerin arasini doldurur.
Testikiiler kapiller, kan proteinleri gibi makromolekiillerin rahat¢a gegebilmesi igin
pencerelidir. Interstiyum; Leydig hiicreleri, farklilasmamis bag doku hiicreleri,

fibroblastlar, makrofaj ve mast hiicrelerini icermektedir (Cormack 2001, Ross ve Romrell

2006).

1.2.4.6. Leydig Hiicreleri

Leydig, interstisyel hiicreler, interstisyel alanda kan ve lenf damarlarinda yakin
konumlanmis, poligonal veya yuvarlak sekilli, eozinofilik, biiyiik hiicrelerdir. Cekirdekleri
merkezi yerlesimli ve bir ya da iki adettir. Cekirdekgikleri belirgindir. Kromatin graniilleri
bulundururlar. Bu hiicreler, sekonder cinsiyet 6zelliklerinin gelisiminden sorumlu olan
erkeklik hormonu testosteronun {iretimini gerceklestirirler. Kan serumundaki total
testosteronun yaklasik %95’ i, Leydig hiicreleri tarafindan iiretilirken kalan %35’ lik

boliimii adrenal korteks tarafindan sentezlenir (Ross ve Romrell 2006, Paker 1993).

1.2.5. Testis Embriyolojisi

Insan gonadlari, mezonefroz boyunca uzanmakta olan mezodermden gelisir. Bu
bolgedeki kranial kismin hiicreleri yogunlasip “Adrenokortikal Primordia” y1; kaudal kisim
hiicreleri de, ortalama 5.haftada gorlinlir bir hale gelen “Genital Kabarikliklar™
olusturmaya programlidirlar. Erken evrede genital kabarikliklar, kélomik epitel kokenli
hiicreler ile mezonefrik kabarikliklardan koken alan hiicreler olarak iki hiicre grubunu
bulundurur. Gonadlarin kokeni olan doku ile hiicreler; posterior karin duvarindaki mezotel
(k6lom epiteli) ile bu katin altindaki mezenkim doku ve primordiyal germ hiicreleri (ilkel

esey hiicreleri)dir (Seftaliogu 1998, Carlson 2004).

1.2.5.1. Primordiyal Germ Hiicreleri (PGH)

Geligimin dordiincii haftasinda kaudal mezoderme giren vitellusun allantoise bakan
boliimiindeki endodermal hiicrelerin farklilagsmasi ile olusan hiicrelerdir. Biiylik ve
yuvarlaktirlar. Ortalama 20. gilinden itibaren allantoisin {izerinden ve son bagirsagin
arkasindan gecip, plika genitalise go¢ ederler. Bu gogte, dorsal mezenter dogrultusunu

takip eder ve ameboid hareketle ilerlerler (Petorak 1989, Kayali ve dig. 1989).
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1.2.5.2. Gonadlar

Embriyonun cinsiyeti, fertilizasyon asamasinda genetik bakimdan belirlenir; ancak,
gelisimin yaklagik 7. haftasina kadar embriyonun gonadlart disi veya erkek morfolojik
ozelliklerini bulundurmaz. Baslangicta gonadlar, uzunlamasina sekillenmis, kdlomik epitel
proliferasyonu ile altta bulunan mezensimin yogunlagmasi yoluyla olusmus gonadal ya da
genital bir ¢ift sirt halinde ortaya cikar. Ilkel cinsiyet hiicreleri olan PGH’ leri, gelisimin
erken asamalarinda yolk kesesinin allantoise bakan duvarinda bulunan endoderm
hiicrelerinin aralarinda ortaya ¢ikar. Bu hiicreler, 5. haftanin balinda ilkel gonadlarda
bulunurken 6. haftada genital sirtlara ulasir ve bu kisma yayilirlar. Eger, PGH’ ler genital
sirtlara ulasamazlarsa, gonad formasyonu goriilmez. Gonadlarin erkek ya da disi
morfolojisini gelistirip, bir cinsiyete ait karaktere sahip olmasi i¢in PGH’ lerin indiikleyici
etkisi elzemdir. PGH’ ler, ilkel gonadlara ulasmadan hemen Once ve ulastigi anlarda,
genital sirt epiteli proliferasyonu gozlenir ve prolifere olan hiicreler alttaki mezensime
gomiiliir. Bu asama ile ilkel cinsiyet kordonlar1 adi verilen diizensiz sekilli kordonlar
olusmaya baslar. Her iki cinsiyete ait embriyoda da bu kordon yapilar1 ylizey epiteline
bagli durumdadir bu nedenle bu donemde morfoloojik incelemelerle embriyonun
cinsiyetinin tayini miimkiin degildir. Bu evredeki gonada “farklanmamis gonad” adi verilir

(Seftalioglu 1998, Sadler 2005).

Insanda cinsiyet gelisimi, bir ¢ok genin -bazilar1 otozomal- rol oynadig karmasik bir
stirectir. Cinsiyet dimorfizminin anahtor rolii, Y kromozomunun kisa kolunda -Ypl1-
bulunan SRY (Sex Determining Region Y = Cinsiyet Belirleyici Bolge) geni oynar. Bu
genin iiriinii olan protein, cinsiyet organlarinin olusumunu sekillendirecek olan genlerin
aktivasyonunda etkin olacak bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY proteini, testis belirleyici

faktor (TBF)diir. SRY geni yoklugunda disi tipi gelisir (Sadler 2005).

Erkek embriyolarin farklilasma doneminde, SRY geni protein lriinleri ilk olarak
genital kabarikliklarda goriiliir. SRY, stromal hiicrelerden Sertoli hiicrelerinin olusumunu
tetikleyen Sox-9 geninin ekspresyonunu uyarir. Sox-9 ekspresyonu ile erkek cinsiyet
farklilasmasi kuvvetlenir. Genital kabarikliklar, 5. haftanin ortalarina dogru daha da
belirginlesir. Bu belirginlesmede kolomik epitelin mezonefroz medyalina gogli ve
proliferasyon etkilidir. PGH’ leri, bu kabarikliklara girer. 6. haftanin baslarinda ise Sox-
9TF (Sox-9 Transkripsiyon Faktorii) etkisi ile genital kabarikliklarda ilkel cinsiyet

kordonlar1 olusur ve PGH’ ler bu kordonlarin igine girer. 6. haftanin sonlarina dogru
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kordonlar farklilasma abaslar. Bu farklilagsmalarla tunika albuginea tarafindan germinal
epitel / yiizey epitelinden ayrilir. Testikiiler seks kordonlarinin i¢ kisimlar1 “rete testis”i
olustururken dis taraflar1 “seminifer tiibiiller”i olugturur (Carlson 2004, Schoenwolf ve dig.

2008).

Leydig hiicre onciileri, mezonefrozdan testisin i¢ine gocerler. Bu durum, 8. hafta boyu
sekil alir ve androjenik hormonlar olan testosteron ile androstenedion iiretimi baglar. Bu
hormonlar ile erkekte cinsel kanalla sistemi ile dis genital organ formasyonu saglanir. Bu
hormonlar, fotal testis tarafindan saglanir. 17 ila 18. hafta sonralarinda Leydig hiicrelerinin
hormon sekresyonu baskilanir ve spermatogenez siirecinin uyarilacagir puberte donemine

kadar baskilanmig olarak kalir (Moore ve Persaud 2002).

6-7. haftalarda embriyonik Sertoli hiicreleri MIS (Mullerian Inhibitér Madde) iiretir,
insterstisyel hiicreler de 8. haftada testosteron salgisina baslarlar. Testosteron liretimini,
hCGH (insan Koryonik Gonadotropik hormon) kontrol eder. Testosteron ile erkeklerde
erkek genital duktuslarin olusumu wuyarilir. Erkek genital duktuslari, mezonefrik
duktuslardan olusur. MIS ise paramezonefrik duktuslarin kaybina neden olur. Mezonefrik
duktuslardan duktuli efferentesler olusur. Bu kanallar, mezonefrik duktusa agilarak
acildiklar1 yeri duktus epididimise doniistiiriir. Epididimisin distalindeki mezonefrik
duktuslarda kalin bir diiz kas tabakasi belirir ve burada duktus deferens olusur. Mezonefrik
duktusun kaudal ucunda seminal vezikiiller sekillenir. Bu bezler, spermlerin beslenmesi
icin salgi yaparlar. Uretra ile seminal vezikiillerin duktusu arasindaki mezonefrik duktus

kismi, “ejekulatuar duktus” olarak sekillenir (Moore ve Persaud 2016, Sadler 2005).

1.2.6. Atorvastatin

Atorvastatin, ikincil kugak statin gubundan bir lipid diisiiriicii bir hipolipidemiktir. 3-
hidroksi-3-metilglutaril koenzim-A (HMG-CoA)’ y1 inhibe eder. HMG-CoA’ nin
inhibisyonu, kolesterol iiretimini inhibe eder. Bu inhibisyon geri doniistimlii bir
reaksiyondur. Dolayisiyla, plazmadaki kolesterol diizeyi azalir. Atorvastatin, LDL(diisiik
yogunluklu lipoprotein), VLDL(¢ok diisilk yogunluklu lipoprotein), trigliserit ve total
kolesterol seviyelerinde diisiis saglar. Ancak HDL(yiiksek yogunluklu lipoprotein)
seviyesinde bir degisiklige neden olmaz (Davidson ve dig. 1997, Dart ve dig. 1997, Bertoli
ve dig. 1997)
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Atorvastaninin trigliserit diizeyindeki azalmaya olan etkisinin diger statinlerden farkl
olarak iki olas1 mekanizmayla etki ettigi diistiniilmektedir:
1.  Kolesterol sentezinin inhibisyonu yoluyla VLDL sekresyonunun
azalmasiyla trigliseritlerin viicutta taginmasinin dnlenmesi
2. LDL reseptoriiniin ekspresyonundaki artis dolayisiyla LDL ile VLDL
baglanmasinin atis1 (Bakker ve dig. 1996, Lea ve dig. 1997).

Atorvastatin, ayni zamanda, eNOS(endotelyal nikrik oksit sentaz)’ u arttirma,
inflamasyonu engelleme, aterosklerotik plak stabilizasyonu, platellet aktivitesiyle
pthtilasma diizenleme, tiimor hiicrelerindeki biliylimeyi engelleme, hiicreler arasi
kalsiyumun dolasimi gibi etkilere sahiptir. Statin tedavisi goren hastalarda kemik fraktiir

riskinde diisiis gdzlemlenmistir (Bellosta ve dig. 2000, Meier ve dig. 2000).

Statin kullanimlarinda en sik karsilasilan yan etkiler; abdominal agri, konstipasyon,
dispepsi gibi gastrointestinal problemler ile karaciger transamilazi artis1 ve miyopati gibi
ciddi rahatsizliklardir.Statin kullanimina bagl olarak gelisen rabdomiyoliz ve myopati riski;
karaciger ve renal bozukluklar, diyabet, hipotiroidi, asirt alkol kullanimi, agir fiziksel
aktivite, varfarin, azol antifungallerin alinimi gibi durumlarda artmaktadir (Lea ve dig.

1997, Stancu ve dig. 2001).

OH OH O
OH

F

C53H35FN20s
Cizim 1. 6 . Atorvastatin’in kimyasal formiilii

(International Union Pure Applied Chemistry, [IUPAC’ tan alinmistir). (3R,5R)-7-[2-(4-
flurofenil)-3-fenil-4-(fenilkarbamoil)-5-propan-2-il-pirol-1-il]-3,5-dihidroksiheptanoik asit
(PubChem LCSS-Laboratory Chemical Safety Summary for CID 60823)
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1.2.7. Tar¢in

Tar¢in, Cinnamomum familyasina ait yaklasik 4000 yillik tarihi olan, yaprak
dokmeyen cok yillik bir agactan elde edilir. Bugiine kadar yaklasik 250 tiirii tanimlanmis
olsa da genel olarak Seylan tar¢ini (C. zeylanicum,; C. verum) ve Cin tar¢ini (C. cassia, C.
aromaticum) olmak tizere iki tliriine rastlanmaktadir. Tar¢in, baharat olarak kullanilir. Bu
baharat, agacin govde ve dalinin kabuklarinin dis kisminin siyrilip i¢ kisminin kurutulmasi
ile elde edilir. Bu i¢ kabuk kurutulduktan sonra dgiitiilerek “toz tar¢in” ya da ogiitiilmeden
“kabuk/gubuk tar¢in” olarak kullanilabilir. Tar¢in; Cin, Hindistan ve Vietnam gibi
ilkelerde kendiliginden yetisebilen, bilinen en eski bitkisel ilaglardan biridir (Leung ve dig.
1996).

Tar¢cin; antimikrobiyal aktivite, kanserli hiicre olusumunun engellenmesi ve
inhibisyonu, immdiin sistem giiclendirme, glikoz dengeleme gibi bir ¢ok etkiye sahiptir
(Anderson ve dig. 2000). Tarcinda bulunan fenolik bilesikler, tar¢ina dogal bir antioksidan
olma ozelligi kazandirmistir (Kiligle ve dig. 2012). Tar¢inin suda ¢oziinen bilesiklerinden
olan prosiyadin-A polimerlerinin diyabet ve glikoz intoleransinda yararli olabilecegi
diisiiniilmektedir (Anderson ve dig 2000). Tar¢inda ortalama 35 bilesik gézlemlenmistir;
bunlardan bazilar1: linalool, metilamilketon, furfural, benzaldehit, kiiminaldehit,
hidroksinamaldehit, p-simen, pinen ve karyofilendir. Tar¢inin ugucu yaglarindan, yaklagik
%80’ 1ini tar¢ina koyu kirmizi rengini veren sinnamaldehit, %10’ unu 6jenol ve %]1-5
oranin1 da kumarin olusturur (Keskin 1982, Agarwal ve dig. 2000). Daha agik renge ve
tatl aromaya sahip olan Seylan tar¢ininin kumarin orani, Cin tar¢inina gore daha diistiktiir

(=%0,01) (Abraham ve dig. 2010).

Tar¢in kabugunun sicak suyla etkilesiminin, oral yolla tiikketimde sinnamik asitten en

iyi diizeyde biyoyararlanim sagladig tespit edilmistir (European Medicines Agency 2010).

1.2.7.1. Tarcinmin Kullanimi

Tarcin, eskiden beri halk arasinda gastrointestinal rahatsizliklarda (karin agrisi, diyare
ve siskinlik gibi durumlarda), yorgunluk durumunda, antibakteriyel olarak, soguk alginligi
ve gribal enfeksiyon semptomlarinin giderilmesinde kullanilmaktadir (Gruenwald ve dig.
2000). Cin Tibb1’ nda diyare, cinsel giigsiizliik, romatizma, menstrual diizensizlik,
menopoz, diyabet, immiin sistem zayifliginda; Hint Tibb1’® nda sindirim sistemi
rahatsizliklar1 ve diyare gibi durumlarin giderilmesinde kullanilmistir (Barcelouuxv 2015,

Kim ve dig. 2006).
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Son yillarda yapilan galigsmalar, tar¢inin insiilin direnci, kolesterol, trigliserit, kan
sekeri seviyesi gibi durumlarda yararli oldugunu gostermistir (Allen ve dig. 2013). Bu
sebeple tarcin, insiilin direnci, Tip-1 ve Tip-2 diyabet, metabolik sendrom, artrit gibi
hastaliklarda tavsiye edilmektedir. Ancak kanit yetersizligi dolayisiyla tar¢inin ilag olarak

kullanilmas1 FDA tarafindan onaylanmamistir (Canakli 2016).

1.2.7.2. Tarcimin Biyolojik Aktiviteleri
Tar¢inin diyabete olan etkisinin yani sira bir ¢ok yararli aktivitesinin oldugu

saptanmigtir.

I- Anti-inflamatuar, anti-mikrobiyal ve anti-viral etkisi:
In vitro verilere gore tar¢in kabugunun yaginin sulu veya etanolik ¢ozeltilerinin Gr(+),
Gr(-) bakteriler, HIV ve influenza viriisleri karsisinda giiglii antiviral ve antibakteriyel

ozellikte oldugu tespit edilmistir (Gruenwald ve dig. 2010).

Tar¢cinin COX-2 ve NO olusumunun inhibisyonunu saglayarak anti-inflamatuar etki
gosterdigi fark edilmistir (Hong ve dig. 2002). Tarcinin sulu ¢ozeltisinin TNF-o(Timor
Nekrozis Faktor-a) ve IL-6(Interlokin-6) seviyelerinde azalma sagladig1 ve bu sekilde anti-

inflamatuar etki gosterdigi rapor edilmistir (Hong ve dig. 2012).

Tar¢in kabugu yaginin, 6zellikle sinnamaldehit ve &jenol, B.cereus, C.jejuni, E.
faecalis, E.coli, L.monocytogenes, H.influenzae, S.choleraesuis, P.aeruginosa, S. aureus,
S.pneumoniae gibi Gr(+) ve Gr(-) birgok mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi saptanmistir (Friedman ve dig. 2002, Inouye ve dig. 2001, Lopez ve dig. 2005).

Tar¢cinin HIV ile enfekte olan MT-4 hiicrelerinde sitopatojenite inhibisyonu yolu ile

HIV-1 ve HIV-2 replikasyonuna kars1 etki ettigi bulunmustur (Premanhattan ve dig. 2000).

II- Anti-fungal etkisi:
Cinnamomum tiirlerinin esansiyel yaglarinin antikandidal ve antidermatofitik etki

gosterdigi in vitro olarak kanitlanmigtir (Mastura ve dig. 1999).

Seylan tar¢ininin esansiyel yaglarinin Aspergillus niger, A. versicolor, A. terreus,
Penicillium ochrochloron vb. 17 mantar tiiriine kars1 giiglii antifungal aktivite gosterdigi
kanitlanmis (Simic ve dig. 2004) ve tar¢in kabugunun yapsinda bulunan sinnamik aldehit,

giiclii bir fungitoksik olarak tanimlanmistir (Singh ve dig. 1995).
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I1I- Antioksidan etkisi:

Tar¢inda antioksidan 6zellige sahip gamma-terpinen, tanenler, salisilik asit, jenol ve
kamfen gibi fitokimyasallar, katesinler ile A- ve B- tip prosiyaninler bulunmaktadir.
Caligmalar, tar¢cin kabugu ekstrelerinin igerdigi yiiksek miktardaki antioksidan sayesinde
lipit peroksidasyonunu a-tokoferole oranla daha iyi inhibe ettigini gostermistir. Radikal
giderici 6zelliginin, propil gallat ile neredeyse esit oldugu rapor edilmistir (Nonaka ve dig.

1983, Tanaka ve dig. 2008, Lin ve dig. 2003, Murcia ve dig. 2004)

IV- Antitiimor etkisi:
Tar¢inin baz1 kanser tiplerinin gelisimine kars1 koruyucu etkilerinin oldugu

saptanmistir (Scholene ve dig. 2005).

1.2.7.3. Tarcimin Toksisitesi
Tar¢inin icerigindeki kumarin, safrol, sinnamaldehit ve stirenin potansiyel olarak

toksik etki olusturabilecegi kanaati mevcuttur.

Kumarin (benzo-a-piron), deney hayvanlarinda hepatotoksik etki géstermis ve akciger
hasarlarina sebebiyet vermistir. Uzun stireli tiiketiminde fare ve siganlarda kalic1 karaciger
ve akciger tiimdrlerinin indiiklendigi gorilmistiir (European Food Safety Association
2008). Gebeligin ilk trimesterinde kumarine maruz kalinmasinin malformasyonlara neden

olabilecegi diislinliilmektedir (Zipprich ve dig. 1987).

Sinnamaldehitin de teratojenik etkisinin olabilecegi ve gebelerde hematiiri, silindiiri,
albiiminiiri, methemoglobinemi ve abortus gibi durumlara sebebiyet verebildigi rapor

edilmistir (Keller ve dig. 1992).

Safrol ve stiren diger bilesiklere oranla ¢ok daha az miktarda bulunmaktadir. Bu
sebeple bu maddelerin toksik etki olusturma ihtimali diger bilesiklerinkine gore daha
diistiktiir. Safroliin siganlarda hepatokarsinojenik ve genotoksik etkileri belirlenmistir.
Kronik stiren maruziyetinde merkezi sinir sistemi rahatsizliklart olarak bas agrisi,

depresyon ve periferal ndropati gdzlemlenebilir (Rosemond ve dig. 2010)

Ancak, tar¢inin yiiksek dozlarmin uzun siireli kullaniminin insan sagligi lizerindeki

olumsuz etkileri hakkinda toksikolojik, karsinojenik ve mutajenik agilardan yeterince
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kapsamli veri bulunmamaktadir. Giinliikk doz 2-4 gr olarak tavsiye edilmektedir (Canakli

2016).

1.2.8. Streptozotosin(STZ)

Streptozotosin, insiilin salgilayan [-hiicrelerde toksik etkiye sahiptir. Bu etkisi
nedeniyle STZ, diyabet modelleri olusturmak amaci ile ¢aligmalarda siklikla kullanilan bir
ajandir. STZ ilk defa 1960 yilinda, Streptomyces achramogenes kiiltiiriinden elde edilmis,
dar spektrumlu bir antibiyotiktir. Antibiyotik olarak kullanimi sirasinda diyabetojenik
ozelliginin oldugu fark edilmistir (Cabadak 2008). Farkli dozlarda ve farkli uygulama
teknikleri ile degisik diyabet modelleri olusturulabilmektedir. Molekiiler agirligi 265.2 kDa,
formiili CgHisN3O7 olan STZ, Langerhans adaciklarindaki B-hiicrelerine 6zgilin bir

toksisiteye sahiptir (Coskun ve dig. 2005).

H O H

H

OH H
HO OH NO

H HNCOHCH3

Cizim 1. 7 . Streptozotosin’ in kimyasal yapis1 (Bolzan ve dig. 2002)

STZ, ac¢ik sar1 renkli, su ve alkolde ¢dziinen, nem ve 1518a karst duyarli bir maddedir.
Suda 4.5 pH degerinde coziiniip sabit kalirken baska pH derecelerinde hizla parcalanir.
Antitlimoral etkisinin oldugu ve kanserojen rol oynadigi bulunmustur. Gliniimiizde ise
diyabetojenik etkisinden yararlanilip deneysel diyabet calismalarinda kullanilmaktadir.
Kan glikoz seviyesini yiiksek sayilabilecek diizeye ulastiran doz genelde 60-65 mg/kg’ dir;
ancak yapilacak c¢aligmanin siiresinin uzunlugu ve alinmak istenen sonucun siddeti goz
onlinde bulundurularak bu doz tekrar ayarlanabilir. Ayrica STZ, 0°C’ de alkalin
soliisyonlarda diazometan ile yikilabilir (HSDB 2001).
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STZ uygulamasi sonrasi kan glikozunda trifazik bir cevap gozlenir. ilk 2 saat
icerisinde kan sekeri ylkselir. Gozlenen bu gecisi hiperglisemi durumu, karacigerde
glikojenin ani yikimi nedeniyle olur ve STZ uygulamas1 dncesi hayvanin 12-18 saat siire
ile a¢ birakilmasi onlemi ile azaltilabilir ya da Onlenebilir. Hiperglisemik bu donemde
plazma insiilin seviyesi diisiik seyreder. Yaklasik 6 saat sonra ikinci bir evre baslar. Bu
evrede siddetli bir hipoglisemi atagi izlenir. Genelde diyabetonejik ajan uygulamasinin ilk
24 saati icinde gerceklesen oOliimlerin kaynagi bu hipoglisemik atak evresidir. Bu
donemdeki Sliimlerin Oniline gegilebilmesi adina hayvana bol miktarda su verilmesi tavsiye
edilmektedir. Bu donemde plazmadaki insiilin seviyesi oldukca yiiksektir. STZ
enjeksiyonunu takip eden 10-12. saatlerde ise ili¢lincli evre baslar. Bu evreden itibaren
plazmada diisiik insiilin diizeyi ve hiperglisemi gozlenir. Bu donem aylarca devam eder
(Rajasekaran ve dig. 2005, Arulselvan ve Subramanian 2007).

STZ ile tetiklenmis diyabetlerde libido, fertilite, proliferasyon yetenegi, testikiiler
sperm hareketliligi ve sayisi ile testikiiler agirlikta belirgin bir diisiis gozlenir. Testisteki
germ hiicrelerinin sayisinda azalma, Sertoli ve Leydig hiicre vakoulizasyonu ve Leydig
hiicrelerinin say1 ve fonksiyonlarinda azalma gozlenir. Seminifer tiibiillerde insiilin ve
insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (ILGF-1), FSH reseptorlerinin yerlesim ve dagilimi da
STZ etkisi ile degisir. LH, FSH ve testosteron diizeylerinde belirgin bir diisiis gézlemlenir.
Insiiline duyarsiz hale gelen hiicrelerde gerceklesen FSH azamasi ile Leydig hiicre
fonksiyonu ve testosteron lretimi ve devaminda da LH diislisii ortaya ¢ikar. FSH
seviyesindeki bu degisime bagli olarak da sperm fertilitesi ile atiliminda da azalma

gozlenir (Altay ve dig. 2003, Ballester ve dig. 2004).

Ozet olarak, yapilan ¢alismalar gdsteriyor ki, deneysel diyabet olusturulan siganlarda
ve diyabetik hastalarda lipid peroksidayonu ile serbest oksijen radikallerinin artiyor ve
oksidatif stres, diyabet etiyolojisi ve ilerlemesinde etkilidir. Uzamis oksidatif stres ve
antioksidan kapasitesinde meydana gelen degisimlerin de diyabetigin ortaya ciakrttigi
kronik komplikasyonlarla yakindan iligkili olabilecegi arastirmacilar tarafindan

vurgunlanmaktadir (Altan ve dig. 2006, Rajasekaran ve dig. 2005, Coskun ve dig. 2005).

1.2.9. Apoptozis
Apoptozis, “programli hiicre Olimi” anlamina gelen bir terimdir. Hiicre
proliferasyonunun kontrolii veya DNA hasarlarina karsilik olarak kullanilan bir 6liim sekli

olan apoptozis; nekrozun aksine genetik agidan iyi kontrol edilen, organize, dokularin
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sahip oldugu hiicre sayisin1 kontrol altinda tutmaya yarayan ¢ok 6nemli ve 6zellesmis bir

olaydir (Ross ve Romrell 2016).

Bir organizmanin canlilifinin ve neslinin devami i¢in sahip oldugu genetik bilgilerin
kodlandigi DNA molekiiliinde gerceklesebilecek olan hasarlar genelde organizmada
gerceklesen yasamsal faaliyetleri bozabilmekte ve hatta durdurabilmektedir. DNA
hasarlarina dis etkenler (cevre kirliligi, kimyasal ajanlar, radyasyon vs) ya da i¢ etkenler
(metabolik tirlinler, serbest radikaller, DNA replikasyonu hatalar1 vs) neden olmaktadir.
Hiicre DNA’ sinda olusan hatalar tamir edilemiyorsa, hiicrenin geri doniisiimsiiz
bekletilmesi (replikatif 6liim) veya apoptozis ile ortamdan uzaklastirilmast meydana gelir.
Plazma membran1 hasarlar1 ise genelde nekrotik dliime sebebiyet vermektedir (Junqueria

ve Carneiro 201).

ic YOLAK DIS YOLAK

Apoptotik
(Toksin, radyasyon vs) n poptotik uyaran
’ Olim/Ligand reseptéri
— -

Mitokondride degisimler Adaptérler

Apoptozom olusumu disc olusumu

Kaspaz-9 olugumu * Kaspaz - 3 aktivasyonu * Kaspaz-8 aktivasyonu

Endoniikleaz aktivasyonu —* Kromozomal DNA degredasyonu --» Proteaz aktivasyonu --> Mikelar ve hicre
iskeleti proteinlerinin degredasyonu -—-= sitoiskeletin yeniden yapilanmasi

Nukleer fragmantasyon, sitomorfolojik degigimler vs.

\

Apoptotik cisimciklerin olusumu

Cizim 1. 8 . Apoptotik 6liim yollar1 (Morad 2010)

Hiicre proliferasyonu ile hiicre Oliimii arasinda homeostatik bir denge s6z
konusudur.Bu dengenin iyi diizenlenmesi, ¢ok hiicreli canlilarda embriyonik gelisim siireci,
doku devamlilig1 gibi yasamsal 6nem arz eden tiim konularda ¢ok elzemdir. Asir1 hiicre
artist, apoptoz ile kontrol edilir (Ortiz ve dig. 1996, Collins ve dig. 1997). Menstrual siklus
sirasinda endometriyumdaki hormona bagimli involusyon, sitokin azlig1 sonrasinda immiin
hiicrelerinin 6liimii, T-hiicrelerinin timusta negatif secilimi yolu ile ortadan kaldirilmasi

gibi bir ¢ok fizyolojik olayda apoptozis rol oynamaktadir. Yani; apoptozis ve mitoz canli
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dokularinda daimi olarak bir denge halindedir. Yapilan bir¢ok calisma gostermistir ki;

apoptozis, genler tarafindan kontrol edilen bir olaydir (Cohen 1993).

Apoptozis, testikiiler dokuda siklikla karsilasilan bir olaydir. Spermatogenez,
spermatogonyal kok hiicrelerden mayoz ve mitoz bolinmelerin sonucunda hiicre
farklilagmasi ile olgun spermlerin olusmasi olayidir. Normal bir spermatogenez prosediirii
icinde; hiicre gelisimi ve farklilagmasi haricinde germ hiicrelerinin oliimiine de rastlanilir.
Bu 6liim olaylari, sperm olusumunda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Sinha Hikim ve dig.

1998, Sharpe 1994).

Spermatogenez  olayinda  karsilasilan  apoptosiz  genelde  spermatosit  ve
spermatogonyumlarin 6liimiinde kendini gosterir. Germ hiicrelerinde karsilasilan bu 6liim,
spermlerin normal gelisimi i¢in kesinlikle gereklidir (Beumer ve dig. 2000). Yapilan
calismalar, testiste spontan apoptozisin devamli olarak gerceklestigini gostermistir (Kerr
1992). Testiste gerceklesen fonksiyonu, morfolojisi ve genetigi bozulmus olan spermlerin
yok edilmesine yonelik apoptoza erkek germ hiicrelerinin %75’ 1 maruz kalir (Hsueh ve
ark. 1996). Erken gelisimsel evrede baglayan apoptotik hiicre secilimi, olgunlagma
stirecindeki germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinin arasinda uygun bir sayisal oran
yakalamaya yonelik fizyolojik bir cevap olarak agiklanmistir (Ayashoglu 2001, Hikim ve
dig. 1995). Androjen azliginda, azospermik veya oligospermik bireylerde, deneysel
kriptorsidizm olusturulan deney hayvanlarinda ve sicaklik artis1i gibi durumlarda
testislerdeki apoptozis olaylarinda artis gézlemlenebilir ( Davis ve Firlit 1986). Seminifer
tiibiillerin epitel ylizeyinin sicakligi, radyasyon ya da diyabet gibi etkilere baglh olarak da
apoptozis artig gosterebilir (Blanco-Rodriguez ve Garcia-Martinez 1998). Sonug olarak,
testis fizyolojisini bozan dis uyaranlarin varliginda, fizyolojik diizey haricinde apoptoz
gerceklesebilir. Bu duruma bagli olarak da klinik agidan spermatogenez isleyisinde

bozulmalar ve hatta infertilite gézlemlenebilir (Kanter ve dig. 2012, Korsmeyer 1995).
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2. AMAC

DM diinyada yaygin bir saglik problemi olup ciddi bircok yapisal ve islevsel
komplikasyonlar ile iligkili metabolik bozukluktur. DM’ un gerek insanlarda ve gerekse
deney hayvanlarinda cinsel ve ilireme islevleri iizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu
bilinmektedir (Sainio-Pollanen ve dig. 1997, Sexton ve dig. 1997, Meyer ve dig. 2000).

DM, modern toplumlarda en biiyiikk halk sagligi tehditlerinden biridir. Diinyada

artan DM insidans1 kaginilmaz olarak, iireme ¢agindaki erkeklerde bu patolojinin daha
yiiksek prevalansina neden olacak ve DM ile iliskili kisirlik veya kisirligin 6niimiizdeki
yillarda carpict sekilde artmasi beklenmektedir (Alves ve dig. 2013).
Diyabet, erkek infertilitesine dogrudan ya da dolayli olarak etki eder. Kandaki yiiksek
glikoz seviyesi, testislerde iiretilen spermlerin dollenmeyi engelleyecek kusurlara sahip
olmasina neden olur. Spermatogenezin normal isleyisi diyabet tarafindan sekteye
ugratilabildigi bildirilmistir (Benitezm ve dig. 1985, Sanguinetti ve dig. 1995).

Aktas ve dig. (2011), deneysel diyabetin siganlarda testis proliferasyonlart ve
apoptozisi lizerine etkileri baslikli calismalarinda, diyabetin hiicre proliferasyonundaki
roliinii ve testiste apoptozu arastirmislardir. Diyabeti tek bir intraperitoneal STZ (50 mg/kg)
enjeksiyonu ile olusturmuslardir. Aragtimacilar, proliferatif hiicre niikleer antijeninin
(PCNA) immiinohistokimyasi, Hematoksilen ve Eozin boyama tekniklerini kullanilarak
testis hasarini incelemisler ve apoptozu, terminal deoksiniikleotidil-transferaz aracili dUTP
nick ucu etiketlemesi (TUNEL) ile belirlemislerdir. Seminifer tiibiillerde sperm
olusumuyla iligkili potansiyel bozukluklar Johnsen skoru kullanilarak degerlendirilmistir.
Ortalama seminifer tiibiil capt (MSTD) ve ortalama testis biyopsi skoru (MTBS) degerleri,
diyabetik grupta kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi belirlenmistir.
Aktas ve dig. (2011)’nin sonuglari, diyabetik grupta testis dokularinda PCNA'nin
ekspresyonunda belirgin bir azalma ve TUNEL'in aktivitesinde bir artis oldugunu
gostermektedir. Diyabetin spermatogenez lizerindeki etkileri, testis hiicre 6limii ve MTBS,
MSTD ve PCNA ekspresyonunda azalma agikga tespit edilmistir.

Alves ve dig. (2013), testiste hiicrelerin hormonal dalgalanmalara tepki veren ve
hiperglisemik ve hipoglisemik olaylar1 6nlemek i¢in cesitli mekanizmalara sahip kendi
glikoz algilama mekanizmalar1 oldugu, hiicreler arasindaki metabolik isbirliginin normal
spermatogenez i¢in ¢gok 6nemli oldugu bildirilmistir. Kan-testis bariyerinin ana bilesenleri
olan Sertoli hiicrelerinin sadece germ hiicrelerinin fiziksel desteginden degil, ayn1 zamanda

gelisen germ hiicreleri tarafindan metabolize edilen laktat iiretiminden de sorumlu oldugu;
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bu bagli metabolik isbirligindeki herhangi bir degisikligin erkek iireme potansiyelinde
anlamli sonuglar1 dogurabilecegi ifade edilmistir. Bu nedenle, erkek iireme sagligindaki
DMin klinik 6neme sahip oldugunu diisiinerek bu tezde STZ ile indiiklenen diyabetik
erkek sicanlarin testislerinde oksidatif stres kaynakli degisiklikler ve bunlarin Atorvastatin
ve Cinnamomum zeylanicum ile tedavilerinin karsilastirilmasi histolojik ve biyokimyasal
yontemlerle arastilmasi planlanda.

Statin grubu ilaglardan olan Atorvastatinin hiperlipidemi durumlarinda siklikla
kullaniliyor olmasindan, tar¢inin da Atorvastatinin de uygulamasinin ve ulasilabilirliginin
kolayligindan &tiirii bu calismamizda alternatif tedavi yaklasimi olarak Atorvastatin ve

tar¢ini segtik.
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3. YONTEM

3.1. Deneysel Calisma Asamasi

3.1.1. Deney Hayvanlan

Calisma, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onayinin ardindan bagladi. Calismada, 54 adet yaklasik 24 haftalik erigkin, 350-400 gr
agirliginda Wistar Albino cinsi erkek sigan kullanildi.Calismaya alinan siganlarin tamami
KOU Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi (DETAB)’ dan alindi. Deney siiresince
sicanlarm bakimi, KOU-DETAB biinyesinde bulunan sigan takip odalarinda yapildi.

3.1.2. Laboratuvar Kosullar

Deney siiresince sicanlarin bulundugu odalarin sicakligi yaklasik 22°C, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olarak ayarlandi. Sicanlarin normal igme suyu olarak ¢esme suyu,
yemleri olarak da standart pellet ullanildi. Deney boyunca gruplara ayrilan sicanlar, Tip III

kafeslerde barindirildilar.

3.1.3. Deneysel Calisma Plam
Elli dort adet Wistar Albino cinsi erkek sican rastgele gruplara ayrildi(Cizelge 3.1)

I. Dogal-Kontrol grubu (n=7): Bu gruba herhangi bir ¢oziicii veya ilag verilmedi.
Higbir uygulama yapilmayan kontrol grubu.

II. Sitrat Tamponu grubu (n=7): Streptozotosinin ¢oziiciisii olan 10 ml Sitrat
Tamponu, i.p. olarak verilerek streptozotosine ek bir etki edip etmeyecegini
gbzlemlemek adina olusturulan kontrol grubu.

1. Tar¢cin-kontrol grubu (n=7): Saglikli siganlarda diizenli Targin tiiketiminin
etkisinin gdzlemi i¢in olusturulan kontrol grubu. 4 g/kg ¢ubuk tarcin kaynamis
sicak suda 24 saat bekletilerek igme sularina katildi.

IV. Atorvastatin-kontrol grubu (n=7): Saglikli sicanlarda diizenli atorvastatin
kullaniminin etkisinin gdzlemlenmesi i¢in olusturulan kontrol grubu. Siganlarin
icme suyuna diizenli olarak her giin 20g/kg eklendi.

V. Diabetes Mellitus (DM) grubu (n=9): Hic¢ bir tedavi yontemi uygulanmayan, 35
mg/kg streptozotosinin Sitrat Tamponuda ¢oziilerek i.p.enjeksiyonu ile diyabetik

hale getirilen deney grubu. (Srinivasan ve dig. 2005)
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VI. DM+Tar¢in grubu (n=9): STZ ugyulamasiyla DM olusturulan sicanlarda
diyabetin etkilerinin  giderilmesinde salt tar¢in kullaniminin  etkilerini
gozlemlemek i¢in olusturulmus deney grubu.

VII. DM+Atorvastatin grubu (n=9): STZ ugyulamasiyla DM olusturulan siganlarda
diyabetin etkilerinin giderilmesinde salt atorvastatin kullaniminin etkilerinin
gbzlemlenmesi adina olusturulan deney grubu.

VIII. DM+Atorvastatin+Tarc¢in grubu (n=9): STZ ugyulamasiyla DM olusturulan

siganlarda  diyabetinetkilerinin  giderilmesinde  atorvastatin  ve  tar¢in
kombinasyonunun kullanilmasinin etkilerini gozlemlemek i¢in olusturulmusg

deney grubu.

Cizelge 3. 1. Deney Oncesi sigan gruplarinin diizenlenmesi ve ortalama viicut agirliklar

(X£SS).
Gruplar Uygulama Denek Ortalama
sayisl Viicut  agirhgi
®

Dogal-Kontrol Hig bir miidahale yapilmadi. 7 346+12

Sitrat Tamponu- ip. yolla 10 ml Sitraf Buffer 7 334+24

Kontrol enjeksiyonu yapildi

Tar-Kontrol fcme sularma Targmli  su 7 31948
eklendi(4 g/kg)

ATO-Kontrol fcme sularina ATO 7 346+13
eklendi(20g/kg)

DM Tek doz i.p. 35mg/kg STZ 9 396+18

DM-+Tar Tek doz ip. 35mg/kg STZ + 9 395+9
4g/kg Tarcin

DM+ATO Tek doz i.p. 35mg/kg STZ +20 9 429+16
g/kg ATO

DM+ATO+Tar Tek doz i.p. 35mg/kg STZ +20 9 408+21
g/kg ATO + 4g/kg Targin

Calismanin deney asamasi ve dokularin almmasi sirasinda islemlerin tamami KOU

DETAB biinyesinde bulunan 6zel takip ve operasyon odalarinda yapildi. Uygulamalar iki
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giinde bir ve ayni saatlerde olacak sekilde tekrarlandi. Deney bitiminde sicanlar ketamin-

ksilazin anestezisi altinda kalp kan1 alinmasi suretiyle sakrifiye edildi.

3.1.4. Sicanlarin Viicut Agirhklarinin Olciilmesi
Deney baglamadan bir haftalik adaptasyon siirecinin basinda hayvanlarin viicut
agirliklar1 gruplara verilecek Sitrat Tamponu, STZ, Atorvastatin, ve tar¢in miktarlarini

belirlemek i¢in haftalik olarak ve deney sonunda tartilarak kaydedildi.

3.1.5. Glikoz Diizeylerinin Olciimii
Glikoz diizeyleri, STZ enjeksiyonu oncesi, STZ enjeksiyonundan 1 hafta sonrasi,
deney siiresince her hafta diizenli olarak ve sakrifiye etmeden Once Olgiildii. Kuyruk ucu

kesilerek Optimum Xceed marka gliikkoz Slgiiciiye kan damlatild1 ve kan glikoz seviyeleri

kaydedildi.

3.1.6. Dokularin Alinmasi

Tiim hayvanlar, 1 haftalik adaptasyon, (deney gruplarinda +1 haftalik diyabetiklesme
stireci) ve 10 haftalik tedavi doneminden olusan toplamda 12 haftalik ¢alisma sonucunda
derin anestezi (75mg/kg Ketamin + 15 mg/kg Ksilazin) altinda kalp kani alinmasi suretiyle
sakrifiye edildi. Karin bolgelerinden yapilan kesi ile testisleri ¢ikarildi. Tiim testisler
hassas terazide tartildi. Sag testisler, biyokimyasal inceleme icin ayrilirken sol testisler

histolojik inceleme i¢in Bouin fiksatifine alindi.

3.1.7. Testis Agirhiklarinin Ol¢iimii
Testis, etrafini saran dokulardan temizlendikten sonra her biri de Scaltec-SPB42 marka

hassas terazi ile tartildi. Her bir sicanin sag ve sol testis agirliklart kaydedildi.

3.1.8. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda kardiyak ponksiyon ile alinan kan ornekleri kirmizi kapakli tiiplere
almarak 10-15 dk oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 3500 rpm’de 15 dk santrifijj
edilerek serumu ependorflara alinarak analizler yapilincaya kadar -40°C’de muhafaza
edildi. Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda
serumda ve testis dokusunda MDA (Malondialdehit) ve testis dokusunda GSH (Glutatyon)
seviyeleri calisildi. Kanda total kolesterol, testosteron, TAS (Total Antioksidan Seviyesi),
TOS (Total Oksidan Seviyesi), OSI (Oksidatif Stres Indeksi) diizeylerine bakildi.

32



3.1.8.1. Kanda Total Kolesterol ve Testosteron Tayini

Kardiyak ponksiyon ile alinan kan Ornekleri pihtilagma amaciyla 10-20 dk oda
sicakliginda bekletildi. 2000-3000 RPM'de yaklagik 20 dk santrifiij edildi, siipernatantlar
topland1. Cikarilan ekstrakt, —20°C'de saklandi. Elde edilen serumda total kolesterol ve
testosteron seviyeleri rutin biyokimya otoanalizorii ile o6lgiildii. Trigliserid ile HDL
Kolesterol orani otomatik online kalkulator kullanarak 6l¢iildi. (Kitin markast “Relassay”).

(https://www.relassay.com/product-detail-total-oxidant-status-assay-kit.html)

3.1.8.2. Kan Analizleri (ELISA Test Protokolii)

ELISA(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) yonteminin prensibi, 6zgiil antijen-
antikor arasindaki reaksiyona dayanir.Bu teknikte isaretsiz antijen veya antikor tayin
edebiliriz. Isaretli konjugatin hazirlanmasinda isaretleyici olarak enzim kullanilir.
Reaksiyon tamamlanmasindan sonra ayirma islemi yapilir ve ortama bir substrat ilave

edilerek spektrofotometrik olarak enzim aktivitesi ol¢iiliir.

Test Calisma Prensibi
e Reaktif, 6rnek ve standart hazirlanir.

e Hazirlanan 6rnek ve standartlara biyotinli antijen eklenir ve 37°C altinda 60 dk

bekletilir.
e Plaka 5 kez yikanir ve avidin-HRP eklenip tekrar reaksiyona sokulur.
e Plaka 5 kes yikanir substrat A ve substrat B eklenip 37°C de 10 dk bekletilir.

e 10 dk sonunda stop soliisyonu eklenip OD(Optik Dansite) degeri olgiiliir ve

hesaplama yapilir.

Bilesenler

1. Standart 0.5ml x 6 tiip
2. Konsantre Biyotinli Antijen 18ul x 6 tiip
3. Konsantre Avidin-HRP 6ul x 1 sise
4. Biyotinli antijen seyreltici 6ml x 1 sise
5. Avidin-HRP seyreltici 6ml x 1 sise
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6. Substrat A 6ml x 1 sise
7. Substrat B 6ml x 1sise

8. Stop soliisyonu 6ml x 1 sise
9. Konsantre yikama soliisyonu (20mI*25 times) x 1 sise

Numune-Orneklerin Calisilmast

Hazirlanan orneklerden 50 pl alinarak plakalara eklenir.Hazirlanan ornek ve
standartlara tekrardan 50 pl biotinylated antijen eklenir ve 37°C altinda 60 dk boyunca
reaksiyona girer.60 dk sonunda plaka 5 kez yikanir ve avidin-HRP yi de ayn1 miktarda (50
ul) ekleyip tekrar 37°C de 60 dakika boyunca reaksiyonda birakilir.60 dk sonunda tekrar 5
kez yikama iglemi gerceklestirilir ve A ve B substratlar1 eklenerek bu kez reaksiyona
girmeden 37°C de sadece 10 dk bekletilir.10 dk sonunda renklenme goriiliir ve 10 dk
icinde stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durdurulur okuma ve hesaplama yapilir

(Kullanilan Kitin markas1 “Rel Assay”).
Toplam Oksidan Durum Test Kiti

Reaktif oksijen ve azot tiirleri, metabolik ve fizyolojik islemlerde {iiretilir ve onlari
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar yoluyla alan organizmalarda
zararli oksidatif reaksiyonlar olusabilir. Belirli kosullar altinda, oksidanlardaki artis ve

antioksidanlardaki azalma onlenemez.

Farkli oksidan tiirlerin serum (veya plazma) konsantrasyonlar1 laboratuarlarda ayri
ayrt Olciilebilir, ancak oOl¢iimler zaman alici, emek yogun ve masraflidir ve karmasik
teknikler gerektirir. Farkli oksidan molekiillerinin ayr1 ayr1 6l¢iimii pratik olmadigindan ve
oksidan etkileri katki maddesi oldugundan, bir numunenin toplam oksidan durumu (TOS)
Ol¢iiliir ve buna toplam peroksit (TP), serum oksidasyon aktivitesi (SOA), reaktif oksijen
metabolitleri (ROM) ad1 verilir. Testte, numunede bulunan oksidanlar, demir iyon-selator
kompleksini demir iyona okside eder. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol
miktarda bulunan arttirict molekiiller ile uzar. Ferrik iyon, asidik ortamda kromojen ile
renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak o6lgiilebilen renk yogunlugu,
numunede bulunan toplam oksidan molekiil miktar: ile ilgilidir. Deney, hidrojen peroksit
ile kalibre edilir ve sonuglar litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden

ifade edilir (umol H>O» Equiv./L).
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Toplam Antioksidan Durum Test Kiti

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) metabolik ve fizyolojik islemlerde tretilir ve bunlari
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar yoluyla alan organizmalarda
zararli oksidatif reaksiyonlar olusabilir. Belirli kosullar altinda, oksidanlardaki artis ve

antioksidanlardaki azalma Onlenemez.

Antioksidan molekiiller, bu zararli reaksiyonlar1 onler veya inhibe eder. Farkli
antioksidanlarin serum (veya plazma) konsantrasyonlar1 laboratuarlarda ayr1 ayri
Olgiilebilir, ancak Olcimler zaman alici, emek yogun, maliyetli ve karmasik teknikler
gerektirir. Farkli antioksidan molekiillerin 6l¢giim 6lgilimii ayr1 olarak pratik olmadigindan
ve antioksidan etkileri katki maddesi oldugundan, bir numunenin toplam antioksidan
kapasitesi dl¢iiliir ve buna toplam antioksidan kapasite (TAC), toplam antioksidan aktivite
(TAA), toplam antioksidan gii¢ denir (TAOP), toplam antioksidan durumu (TAS), toplam

antioksidan cevap veya diger es anlamlilar.

Testte, numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz
indirgenmis ABTS formuna indirger. 660 nm'de absorbans degisimi, numunenin toplam
antioksidan seviyesi ile ilgilidir. Test, geleneksel olarak E vitamini analogu olan Trolox

Esdegeri olarak adlandirilan stabil bir antioksidan standart ¢ozeltisi ile kalibre edilir.

3.1.8.3. Doku Analizleri:

Doku homojenizasyonu: Sigan testis dokularinda MDA, GSH ve protein tayini igin
dokular tartilarak iizerine 1/10 (agirlik/voliim) oraninda PBS (0,1 M / pH 7,4) eklenip doku
homojenizatorii ile homojenize edildi (Calkins ve dig.2001). Homojenatlar 15dk 3500
rpm’de santrifiij edilerek siipernatantlar1 ayrildi ve eppendorflara alinarak -40°C de analiz

edilecek zamana kadar sakland1 (Kim ve dig, 2016)

Doku protein tayini: Total protein tayini Lowry modifiye metoduyla yapildi(Hatree 1972).
Analiz edilecek parametrelerin doku sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak tayin

edildi.

Alkali ortamda bakir iyonu (Cu' ) proteinlerdeki peptid baglar1 ile bir kompleks

+1°

olusturur ve Cu™’ e indirgenir. Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan

Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden
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olur . Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 660 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Ornekler : 1/10 dilisyonla hazirlanmis homojenat santrifiijlenir ve 1/40 serum

fizyolojik(SF) ile bir kez daha diliie edilir.

Standart ¢ozelti: Img/ml olacak sekilde bovin serum albumin (BSA) ¢6zeltisi hazirlanir.

10mg BSA tartilarak iizerine 10ml SF eklenir.

Ayrrag A : %2 NaxCOs (0,1N NaOH i¢inde ¢oziilerek hazirlandi).
0,4g NaOH 100ml’lik balon joje igerisinde distile sui le hazirlandi. 2g Na,COs tartilarak
¢oziinmiis NaOH bulunan balon jojeye konuldu ve ¢ozilerek son hakim 100ml’ye

tamamlandi.

Ayira¢ B: % 2 Na-tartarat, B reaktifi ve %2 CuSO4.5H20 karigimidir.

0,2g Na-K tartarat 10ml’lik balon joje icerisinde distile su ile hazirlandi. 0,1g CuSOg4
10mI’lik balon joje igerisinde distile su ile hazirlandi. 1ml %2’lik Na-K tartarat, 1ml
%1°lik CuSO4ve 98ml ayira¢ A karistirilarak ayira¢ B hazirlandi.

Folin ayiwraci (2N): Hazir alinan folinden 2N hazirlandi.

Uygulama Basamaklar
1. 50puL doku homojenati 6rnek tiipline ve her bir standart tiipline seri dillisyon yapilacak
sekilde 50pL standart ¢ozelti eklendi. Uzerlerine 50uL SF eklendi. Kér tiipiine de 100puL
SF eklendi.
2. Tiim tiiplere 1mL B reaktifi eklendi.
3. Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.
4. Tim tiiplere 50 puL Folin reaktifi eklenir ve vortekslenir.
5. Tiim tiipler karanlikta oda sicakliginda 45 dakika bekletilir.
6. Absorbanslar 660 nm’de kore karsi okunur.
7. Protein miktarlar1 olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanarak ve diliisyon

katsayilar1 hesaba katilarak hesaplanir.

Malondialdehid (MDA) diizeylerinin tayini: MDA, oksidatif stres i¢in kullanilan
markerlardan biridir. Lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile

reaksiyona girerek 535 nm’de maksimum absorbans veren pembe renkli bir kompleks
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olusturur. Bu kompleksin renk siddeti spektrofotometrik olarak olgiilerek, 6rnek ig¢indeki
MDA konsantrasyonu tayin edilir. MDA, testis dokusunda ve serum Orneklerinde 6l¢iildii
(Buege ve Aust 1978). MDA diizeyleri Draper ve Hadley’in ¢ift 1sitma metodu ile 6l¢iildii

ve sonuglarda proteinin her grami nanomol olarak ifade edildi (Draper ve dig.1990).

Deneyin yapihisi:

I. Tetraetoksipropan standart ¢dozeltisi (20mmol/L): 0,494ml Tetraetoksipropan
(C11H2404) 100ml absolut etanolde eritilerek 20mmol/L’ lik stok standart ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 0,1ml alinarak tridistile su ile 100ml’ye tamamlandi ve
20pmol/L’lik ¢calisma standart ¢ozeltisi elde edildi.

I. 0.375% TBA, 15% TCA (Trikloroasetik asit) ve 0,25N HCI karigtirilarak TBARS
ayiract hazirlandu.

Numune tiiplerine 0,5 ml plazma ve doku homojenati, kontrol tiipiine ise 0,5 ml
distile su eklendi. Standart tiiplerine bir dizi diliisyonu yapilarak 0,5ml TEP ¢o6zeltisi
eklendi. Biitiin tiiplere TBARS ayiracindan 2ml eklendi. Tiipiin agizlar1 kapatilip +90Cdeki
su banyosunda 15 dk bekletildi. Sonra ¢ikartilarak biitiin tiipler soguk su altinda sogutuldu
ve 3000 devir/dk da 10 dk santrifiij edildi. Ustteki siipernatanlar spektrofotometrede 532
nmde kontrole(kor) karst numunenin absorbansi 6l¢iildii. 20pmol/L’ lik tetractoksipropan
calisma standart ¢ozeltisi ile 1, 2, 4, 5, 10umol/L’lik dilusyonlar hazirlanarak kalibrasyon
grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanilarak MDA degerleri pmol/L olarak verildi.

Glutathione (GSH) diizeylerinin tayini : GSH hiicrelerinin redoks dengesini koruyan
oksidatif hasar1 Onleyen bir antioksidandir ve oksidatif strese karsi hiicrenin en 6nemli
savunma mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir. Hidroperoksitlerin
ndtralizasyon ve proteinlerin fizyolojik siilfidril durumunun korunmasi da saglamaktadir.
Non-protein stilfidril gruplarinin tiimii rediikte glutatyon formundadir. 5,5’-ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) DTNB disiilfid bir kromojendir ve siilfidril grubu iceren bilesiklerle
kolayca rediikte olarak koyu sar1 renkli bir bilesik olusturur. Bu rediikte kromojenin 412
nm’de Olgililen absorbanst GSH konsantrasyonu ile direk orantilidir (Ellman 1959). Sag
testis dokulari, -40°C'de derin dondurucuda muhafaza edildikten sonra 6rneklerinin protein
icerigi Lowry method ile tayin edildi (Lowry ve dig.1951) ve doku GSH diizeyleri
belirlendi.

Testin Prensibi: GSH konsantrasyonu Beutler ve dig. (1963)’ nin klasik DTNB metodu

dogrultusunda 5'S'-ditionitrobenzoik asit ile olugsan renk Olgiiliir. Bu yontemde -SH
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tasimayan tiim proteinler ¢oktiiriilerek, elde edilen berrak sivida, - SH gruplarinin DTNB

ile olusturdugu sar1 renkli kompleks, 412 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak 6l¢iiliir.
Kullanilan Aywaglar:

Presipitasyon ¢ozeltisi: Bir beher i¢ine 1.67g Metafosforik asit, 0.2g EDTA, 30g NaCl

eklendikten sonra distile su ile 100ml’ ye tamamlandi.

Disodyum fosfat ¢ozeltisi: 0.3M Na2HPO4 hazirlandi. 42.59g Na,HPOs4 1000ML’LIK

balon joje igerisinde distile sui le hazirlandi.

ELLMAN renk aywract: 40mg DTNB, %1 Sodyum Sitrat ¢dzeltisi eklenerek 100 ml’lik

balon jojede hazirlandi.

GSH standard (0,1 mg/ml): 1mg glutatyon 10ml distile su ile ¢oziilerek hazirlandi. stabil

olmadig i¢in taze hazirlanir.

Testin Yapilisi: Analiz i¢in; kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Standart tiipe
500ul standart, numune tiipiine 500ul 6rnek konulduktan sonra her iki tiipe 1,5ml KCI ve
3ml presipitasyon soliisyonu eklendi. Kor tiipiine ise; 2ml KCl ve 3 ml presipitasyon
soliisyonu konuldu. Hazirlanan tiipler 3000 rpm’de 10dk santrifiij edildi. 500 pl
stipernatant alind1 ve iizerine 2ml fosfat ¢ozeltisi ve 0,5ml Ellman ayiract (DTNB (5-5’-

dithiobis (2-nitro benzoik asit) eklendikten sonra 412 nm’ de okundu.

Kullanilan Cihazlar

e IKA TI8 Digital ULTRA TURRAX homojenizator

e Alisei Quality System Seac Radim Company analyser (Italy/Rome)-ELISA READER
e UVmini-1240 UV-VIS Spectrophotometer- SHIMADZU

e (Cam deney tiipleri

e Vorteks

e Otomatik pipetler

e Su banyosu

3.1.9. Isik Mikroskobik Calismalar
Dokularin takip, kesit alma ve boyama islemleri KOU Tip Fakiiltesi Histoloji-

Embriyoloji Ana Bilim Dali laboratuvarda yapildi. Siganlardan alinan sol testisler doku
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takipleri yapilmak iizere hemen Bouin soliisyonuna alinarak 48 saat siireyle fiksasyon

uygulandi.

3.1.10. Bouin Fiksatifinin Hazirlanmis1 (University of Utah)
Testis dokularinin tespitinde kullanilacak olan Bouin fiksatifi, deneyin sonlandirilacagi
sabah taze olarak agagidaki formiile gore hazirlandi:
e Doymus pikrik asit ¢ozeltisi (225 ml)
e %40’ lik tamponlanmis Formaldehit (75 ml)
e Glasiyal Asetik Asit (15 ml)

3.1.11. Doku Takibi
Daha sonra derecesi ylikselen etil alkol serilerinden gegirelerek dehidratasyon saglandi

ve asagidaki islemler uygulanarak parafin impregnasyonundan sonra parafin bloklara

gomiildii:
L. %707 ik @lKOL ..o 12 saat(2 kez)
2. %807 lik alKOl .....oeiiiiiiiieee e 12 saat(2 kez)
3. %907 Ik AlKOL..c..eeiiiiiiiiieeeec e 12 saat
4. %96’ 11K alKOL......eoiiieiieiieieiceee e 12 saat
5. %1007 Tk alKOL (1).eeeeiiieiieiiieieeeee e 16 saat
6. %100’ 1k alKOL (2)..eeeiiieiieiiieiieeeee e 2 saat
T KSION. ettt 5 dakika (3 kez)
8. Ksilen-Parafin (1:1)....ccceoieiiieiieiieieeeeeeee e 30 dakika
0. ParafiN.....c.ooouiiiiiiie e 50 dakika

10. Dokular blokland1

3.1.12. Kesitlerin Alinmasi

Kesitler, KOU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda
Leica SM2000 R mikrotom yardimiyla, dokunun baslangicina kadar 20mMm’ lik kesitlerle
trimlendi; dokuya ulasildiginda 4-6mm’ lik seri kesitler alindi. Her bir testisten 10’ar kesit
atlanarak 5’er preparat hazirlandi (Yiincii ve dig. 2015). Kesitler, 45°C’ ye ayarlanmis
sicak su banyosunda parafin kesitlerin kirigikliklar1 acilincaya kadar bekletilerek
Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyamasi i¢in normal lam, TUNEL boyamas: i¢in de

polysine kapli 6zel lamlara alindu.
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3.1.13. Hematoksilen - Eozin (H&E) Boyama Yontemi

Kesit alma islemi tamamlanip normal lamlara alinan dokular, H&E boyamasi
yapilmak tiizere ¢elik lam boyama sepetlerine alindi. Parafinin erimesi i¢in 1 saat siireyle
58°C’ye ayarlanmis etiivde bekletildikten sonra sirasiyla boyama setinde salelerde yer alan

asagidaki islemlere tabi tutuldu:

Lo KSIION. et 5 dakika
2. KSIeN i 5 dakika
3. %1007 Tk @lKOL....oeiiiiieieeeee e 5 dakika
4. %967 IK AlKOL...c..eiiiiieiieieeee e 5 dakika
5. %707 K @lKOL. e 5 dakika
6. DIStIE SU..iiiiiiiiiiiiieie e 2-3 dakika
7. Hematoksilen.........cccoeiiiiiiiiiiiiiiieeeece e 35 saniye
8. MUSIUK SUYU...cuviiiiiiiiiiieiiieiece ettt 5 dakika
9. ASIEAKOL...oiiiiiiieiieceeeee e 1 kez batir-gikar
10, DIStIE SU..eoeiiiiiieiiieieee et 1 dakika
11, AmOonyaklt SU.....cc.ooiiiiiiiiiieiieeee e 10 saniye
12, DISHIE SU.iueieiiiiiiesiieieeiesee et 1 dakika
13, BOZIMiiiiiiiiieciieiieeieesee ettt ettt et ebe e ae e e saaeesaesnaeens 30 saniye
14, DIStIE SU..eeuiiiiieiiiiiiee e 1 dakika
15. %707 lik @lKOL....couiiiiiiiieie e 5 dakika
16. 9%96° ik @lKOl.....couiiiiiiiieiieeeee e 5 dakika
17. %100° Tk @lKOL....coiiiieiieiieieeeeee e 5 dakika
18, KSTON. .ttt 5 dakika
19, KON ettt 5 dakika
20. Entellan ile kapatildi

Hazirlanan preparatlarda seminifer tiibiillerin ¢api, Leica Marka Kamerali Isik
Mikroskobunda, LasX programi yardimiyla 6lgiildii. Olgiimlerin ortalamalari ve standart
sapmalart (SS) hesaplandi. Seminifer tiibiillerin spermatogenik hiicreleri, insterstisyel

alanlar incelendi, fotograflari ¢ekildi.

Testis biyopsileri farkli histopatolojik paternlere gore asagidaki sekilde siniflandirildi
(Nistal ve Paniagua, 1999):
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1. Normal Spermatogenez: Seminiferous tiibiiller ince bir bazal membran ile ¢evrilidir ve
germinal epitel spermatogonia'dan spermatositlere, spermatid ve spermazoonlar ile normal
geligim gosterirler.

2. Hipospermatogenez: Germinal epithel azalmis olarak germ hiicrelerinin biitiin evrelerini
gosterir.

3. Germ hiicre maturasyon arresti: Spermatogenezin belirli bir asamasinda kalmis birincil
ya da ikincil spermatositler gozlenir.

4. Sadece Sertolinin olmasi sendromu: Tiibiillerde yalnizca Sertoli hiicreleri gézlenirken
spermatogeneze ait herhangi bir hiicreye rastlanmiyor.

5. Seminifer tiibiil hiyalinizasyonu. Tubiiller kalinlanmis bir basal membrana sahip olarak
gozlenir. Germinal epitelyuma rastlanmaz.

6. Karisik desen: Ayni testis biyopsisinde farkli istopatolojilere rastlanilir.

7. Uyumsuz desen: Sag ve sol testislerde uyumsuz farkl histopatolojik desenler gozlenir.

Cesitli histopatolojik paternler i¢in olgu sayis1 ve yiizdeleri hesaplandi. Olgularin
histopatolojik desenlerine gore siniflandirilmasinin yani sira, Modifiye Johnson skorlama
sistemine gore de derecelendirildiler (Holstein ve ark. 2003). Bu skorlama sistemine gore,
testis biyopsileri daha fazla degerlendirildi ve 1 ile 10 arasinda bir puan verildi. Modifiye
Johnson skorlamasi asagidaki gibi uygulandi:

- Skor 10: Full spermatogenez gozlenir.

-Skor 9:Fazla sayida ge¢ evre spermatidler ve tamamlanamamis spermatogenezler gozlenir.
-Skor 8: Her tiibiilde 5’ ten daha az spermatozoolar ve az miktarda ge¢ evre spermatid
gozlenir.

-Skor 7: Bir ¢ok erken spermatid var ancak hi¢ spermatozoolar ya da ge¢ evre spermatid
yok.

-Skor 6: Az sayida erken evre spermatid gozlenirken ge¢ evre spermatid ya da spermatozoa
gbzlenmez

‘Skor 5: Fazla sayida spermatosit gozlenir ancak hi¢ spermatozoa ya da spermatide
rastlanmaz

- Skor 4: Az sayida spermatosite rastlanirken hi¢ spermatozoa ya da spermatid gzlenmez.

- Skor 3: Sadece spermatogonyalara rastlanir.

- Skor 2: Sadece Sertoli hiicreleri varken hi¢ germinal epitel hiicrelerine rastlanmaz.

- Skor 1: Hi¢ seminifer epiteline rastlanmaz.
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Her vakada bulgular labratuvar tez takip defterine kaydedildi ve istatistiksel olarak
degerlendirildi.

3.1.14. TUNEL Metodu (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP transferase-
mediated Nick End-Labeling)

Apoptotik hiicredeki fraksiyonlarin ortaya konulup sayilabilir hale getirilmesini
saglayan ilk yontem “Terminal deoksiniikleotidil transferaz (Tdt-) aracili dUTP-biotin
centikli ug-etiketleme” (TUNEL) metodudur (Gavrieli ve dig. 1992). Bu tepkimede sadece
apoptotik hiicre ¢ekirdekleri boyanir. Bu yontem, deoksiniikleotidil transferaz (Tdt) ‘nin
“polideoksiniikleotid” polimeri sentezi sonrasinda DNA’ nin 3’-OH uglarina 6zgilin
baglanmasi temeline dayalidir. Kesitlerde, niikleus DNA’ s1 ilk olarak proteolitik bir
isleme maruz birakilir ve terminal Tdt, DNA fragmantasyonlarinin oldugu yerlerde
biyotinli deoksitiridini birlestirmek tizere kullanilir (Gavrieli ve dig. 1992, Negoescu ve dig.
1999). Serbest haldeki niikleotidler, digoksinin konjugat eklemesi ile bir oligomer
olusturur. Ardindan, digoksin ile konjuge olan niikleotitler, anti-digoksin antikoru ile
baglanir. Boylelikle, peroksidaz antikoru, immiinohistokimyasal olarak hassas bir goriiniim
veren kromojenik substrat baglanmasi gergeklestirir. Sonugta, apoptotik cisimciklerde
fazlasiyla bulunan 3’-OH uglar1 oldukca hassas ve 6zgiin bir sekilde boyanarak goriintir

hale gelmis olur (Sgonc ve dig. 1994).

H&E kesitlerinin devami olan ardisik parafin kesitlere terminal dUTP nick end
labelling (TUNEL) yontemi asagidaki siraya gore ve TUNEL kiti (Millipore S7101)

protokoliine gore uygulandi.

L. Etvde S56°C’ de ..ouvieiieiiieiieeeeeee e 1 saat
2. TOIUCI it 3XS5 dk
3. %100 AIKOL ... 2X5 dk
4,996 ALKOL ... 3 dk
5.9090 ALKOL ... 3 dk
6. 9070 ALKOL ... 3 dk
7. PapPen ile isaretleme

B P B Sttt 5dk
9. ProteinazKi........coouiiiiieiiee e 15 dk
1O, AH2O ottt 2X2 dk



L2, PBS .ttt ne s 2X5 dk
13. Equilibration buffer...........ccooovieiiiiiiiiieiiecieeeece e 10 dk
14. TdT labelling buffer (37°C’ de nem kutusunda)...........c.ccveevrennennee. 1 saat
15, TAT StOp DUTCT ... 10 dk
16. Anti-digOKSIZENIN.....eoiuiiiiiiiiiiiiieeie e e 30 dk
L7 PBS ettt 4X2 dk

18. DAB (DAB dilution buffer 0,147 ml + DAB substrat 0,003 ml) mikroskop altinda
boyanmasi takip edildi

19, AH2O ottt nne 3X1 dk
20. Methyl Green ile fon boyama...........c.ccccueeviieriieniieniieiieeie e 10 dk
21. dHxO

1. 10 kez daldir ¢ikar

ii. 10 kez daldir ¢ikar

iii. 30 sn beklet

22. %100 N-Butanol

1. 10 kez daldir ¢ikar

ii. 10 kez daldir ¢ikar

iii. 30 sn beklet

23. Toluen’de saydamlagtirman.............ccceeeeureriieriieeniienieeiieereeieeere e saeeens 2X10 dk

24. Entellan ile lamel kapatildi.

3.1.15. Apoptotik indeksin (AI) Hesaplanmasi
Apoptotik index, 400x biiylitmede TUNEL (+) hiicrelerin, toplam hiicre sayisina
boliinmesi ile her bir kesitteki apoptotik indeks hesaplandi . Kontrol ve deney gruplarina

ait kesitlerde toplamda 200’ er hiicre sayilarak hesaplandi (Yulug ve dig. 2013).

3.1.16. Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizlerinde IBM SPSS version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) kullanildi. Normal dagilima uygun olup olmadigi Kolmogorov-Smirnov Testi ile
degerlendirildi. Hayvanlarin gruplar1 arasindaki farkliik normal dagilima sahip
oldugundan niimerik degiskenler icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve paired T-test
ile degerlendirildi. Her gruba ait sayisal veriler, Standart Sapma (SS) olarak hesaplandi; tek
yonlli varyans analizi ile karsilastirildi. Tiim karsilastirmalarda p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

STZ enjekte edilen diyabetik sicanlarda poliiiri, polidipsi ve diisiik viicut agirliklari ile
karakterize diyabet semptomlar1 gézlendi. Diyabet grubunda son haftalarda 4 hayvan kaybi
gozlendi. Siganlarin agirliklar: ve kan sekerleri deney basinda ve deney siiresince diizenli

araliklarla 6l¢iildii. Sicanlar sakrifiye edildikten sonra testisleri hassas terazilerde 6l¢iildii.

4.1. Viicut Agirhiklarinin Zamana Bagh Olarak Degisimi

Kontrol ve DM gruplar arasinda viicut agirliklar1 karsilagtirildiginda DM grubunda
goriilen diislis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Deney sonunda viicut
agirliklar1 Dogal- K grubunda 3834+27.50 g, Sitrat Tamponu- K grubunda 353+50.40 g,
Tar-K grubunda 354+£31.80 g, ATO-K grubunda 373#+30.30 g iken DM grubundaki
sicanlarin ortalama agirhiklart 310+44.60 g bulundu. Tedavi gruplarindan DM-+Tar
grubunda 373+50.40 g, DM+ATO grubunda 381.80+80 g, DM+ATO+Tar grubunda
416+47.36 g oldugu gozlendi. Yani Dogal-K grubunda 38 g, Sitrat Tamponu-K grubunda
20 g, Tar-K grubunda 36 g ve kombine tedavi grubunda 8 g agirlik artis1 vardi. Agirlik
kayb1 ise DM grubunda 85 g, DM+Tar grubunda 12 g, DM+ATO grubunda 46 g. olarak
saptand1 (Cizelge 4.1, Cizim 4.1).

44



Deney boyunca sakrifiye edilmeden once siganlarin viicut agirliklar ve

standart sapmalari, X+SS) goriilityor (Adaptasyon donemi hayvanlarin gruplara ayrildig

Cizelge 4. 1.

bir haftalik zamani; Miidahale doneminde 2.gruba Sitrat Tamponu, 5-8. gruba STZ

verildigi donemi, Tedavi 1-10 ise 10 haftalik Atorvastatin ve Tarcin tedavisini ifade ediyor.

. . (6
O¢" [FFITH 80t il 80F CT¥ 1187 81t G 8TFROF
=u).e [+QL V4N
08FI8¢ 98¢ 00 0% il GTH LT¥ 1'69FL7F | (6=WOLV+HAQ]
t0GFELS 08¢ 88¢ 06¢ 16€ €6¢ C6E CTEFCRE | (G=WmdIe L+ (]
9 FHFOLE 07¢ 8¢E e 75¢ L9€ 0LE L 6EFS6E (G=mNq
COEFELE 61 ¢ LSE 8¢¢ Che Ghe poe 6 0FFoFE (L=m)¥-0OLYV
8 TEFHSE 75¢ 13 LES 8¢ 67 43 L'61F8IE (L=m)-1e ],
. , (2 =u)y-uodme]
¥ 0GFESE GGE 0FE 1§23 8¢ 0 e ¥ IPFECE JeyIS
G'LTFERE 8¢ 7LE 89¢ 95 ¢ 79¢ LSS | 90EFSHE (£=u)y-re3oq
(umsay)OT .
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VUCUT AGIRLIKLARI
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Cizim 4. 1. Deney boyunca kontrol ve deney grubu sigcanlarin viicut agirliklarinda
gozlenen zamana bagli degisimin grafigi (g). p<0.05; *DM grubu ile kontrol gruplari
arasinda fark var.

4.2. Atorvastatin, Tarcin ve Kombine Tedavinin Glikoz Seviyeleri Uzerine Etkisi

Kontrol, diyabet ve tedavi gruplarinda deney Oncesi, STZ enjeksiyonunda 1 hafta
sonra, 3 hafta sonra ve 10 hafta sonra kan glikoz degerleri glikometre ile dl¢iildii (Cizelge
4.2). Diyabetli deneme gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda kan glikoz
degerlerinde anlamli bir artis saptandi (p<0.05). Diyabet olusturulan gruplarda STZ' nin
(35 mg/kg, 1.p.) tek doz enjeksiyonu ile bu hayvanlarmm % 91’ inde yiiksek kan glikoz
seviyeleri (>350mg/dL) ol¢iildi.  Dogal-K, Sitrat Tamponu-K, Tar-K ve ATO-K
gruplarinda kan glikoz seviyeleri ile diyabetik gruplar arasinda istatsitiksel olarak anlaml
bir farklilik vardi (Cizelge 4.2). STZ enjeksiyonu sonrast 1., 3., 10. haftalarda yapilan
Olciimlerde 6zellikle DM grubunda kan glikoz seviyelerinde siirekli yiikselme ve kontrol
gruplarina gore anlamli bir artis saptandi (p<0.05). 10. haftanin sonunda en fazla diisiis
tedavi gruplarimizdan DM+Tar grubunda gozlendi. Bununla beraber bu diisiis, istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (Cizelge 4.2, Cizim 4.2).
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Cizelge 4. 2. Kontrol ve deney grubu siganlarinin deney oncesi, STZ enjeksiyonundan 1

hafta, 3 hafta ve 10 hafta sonra kan glukoz diizeyi dl¢timleri (X£SS) (mg/dL).

STZ enj.dan sonra
Kan Glukoz diizeyleri |Baslangic

1. Hafta 3. Hafta (10. hafta
Dogal-K 86,6+12,8 (81,6+14,2 87,2+13,4 85,4+14,7
Sitraf Tampon-K 87,3+11,9 82,7+£9,5 85,1+£8,9 86,5+10,6
TAR-K 86,7+9,4 [79,6+9,6 88,6+7,2 85,4+8.7
ATO-K 89,3+8,4 (84,2+10,3 79,4+12.6 81,3+11,2
DM 85,4+6,9 1403,6+31,6 410,5+26,2 |420,6+21,6
DM+Tar 87,6+8,7 [352,8+28,7  [(342,8+24,6  (345,6+26,1
DM+ATO 84,1+10,2 372,6+£33,6  [370,9£29,8  [365,2+24,6
DM+ATO+Tar 82,8+11,2 352,2+26,6  |350,4+22,3  |348,7+26,3

Kan Glukoz Diizeyleri (mg,/dL)
450

350
300
250
200
150
100

Dogal-K  Sitrat Tar-K ATO-K
Tampon-K

DM+Tar DM+ATO DM+ATO+Tar

Cizim 4. 2. Kontrol ve deney grubu sicanlarinin deney siiresince yapilan kan sekeri
Ol¢limlerinin gruplar aras1 karsilagtirildigr grafik. p<0.05; * Kontrol gruplariyla diger
gruplar arasinda fark saptandi.

Tiim gruplara ait testis agirliklarinin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanda,
DM grubu kontrollere gore diisikk olmakla beraber anlamli bir farklilik saptanmadi
(p>0.05). En yiiksek testis agirliklar1 sirasiyla Dogal-k, Tar-k, DM+Tar, DM+ATO+Tar
gruplarindaydi. En diistik testis agirliginin DM grubunda oldugu gozlendi; DM ve Tar-K
gruplar arasinda fark saptandi (p<0.05) (Cizim 4.3).
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TESTIS AGIRLIKLARI (g)

Dogal-K SitratBuffer-K = Tar-K ATO-K DM+Tar DM=ATO DM+ATO+Tar

Cizim 4. 3. Deney sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin testis agirlik ortalamalarinin
gruplar arasi karsilastirmasi (X£SS) (mg). p<0.05; *DM ve Tar-K grubu arasinda fark var.

4.3. Biyokimyasal parametreler

Hayvanlardan alinan kalp kanlari, biyokimyasal parametreler bakilmak tizere ilgili
laboratuvara gonderildi. Biyokimyasal parametre olarak kan serumlarinda testosteron, total
kolesterol, total antioksidan kapasite (TAS), total oksidatif stres (TOS) ve oksidatif stres
indeksi (OSI), serum MDA diizeylerine bakildi ayrica testis dokusunda MDA ve GSH

diizeyleri ¢alisildi. Elde edilen sonugclar ¢izelge ve ¢izim seklinde diizenlendi.

Kontrol ve deney grubu sicanlari, gruplar arasi testosteron diizeylerine bakildiginda en
diisiikten yiiksege dogru siralayacak olursak: ATO-K, Sitrat Tamponu-K, Tar-K, Dogal-K,
DM, DM+ATO+Tar, DM+ATO, DM+Tar seklindeydi. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Cizim 4.4).
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TESTOSTERON (nmol/L)

o0
g0
70
a0
20
40
30
20
10

0

Dogal-K  SitratBuffer-K ATO-K Tar-K DM+Tar DM+ATO DM+ATD+Tar

Cizim 4. 4. Kontrol ve deney grubu siganlarinin gruplar arasi testosteron diizeylerinin
karsilastirilmast (nmol/L).

Kontrol ve deney grubu siganlarin gruplar arasi total kolesterol diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p <0.05) bulundu (Cizim 4.5).

En disik kolesterol seviyesi Tar-K grubunda gozlendi. Bunu Dogal-K, Sitrat
Tamponu-K, ATO-K, DM+ATO, DM, DM+ATO+Tar ve DM+Tar gruplar takip ediyordu.

KOLESTEROL

30
25
20
15
10

5

0

Dogal-K  SitratBuffer-K ATO-K Tar-K DM+Tar DM+ATO DM+ATDs+Tar

Cizim 4. 5. Kontrol ve deney grubu si¢anlarin gruplar arasi total kolesterol diizeyleri

karsilagtirilmasi (nmol/L). p<0.05; *Tar-K ile DM-Tar gruplar: arasinda fark var.
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Kontrol ve deney grubu siganlarin gruplar arast TAS-TOS-OSI diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p>0.05)bulunmadi (Cizim 4.6, Cizim 4.7).

TAS/TOS

B TAS W TOS
™
™l
: I : i
]

DogalK  SifratBufferK ATO-K TarK DM  DM+Tar DM+ATO DM+#ATO+Tar

Biiss
B 154
Bis3
B1.58
W53
B 154

Cizim 4. 6. Kontrol ve deney grubu sicanlarin gruplar arast TAS, TOS diizeylerinin
karsilastirmast (TAS mmol/L, TOS pmol/L).

Osl

16
14

1.2
0.3
0.6
0.4
0.2

0
Dogal-K  SitratBuffer-K ATO-K Tar-K DM+Tar DM+ATO DM+ATO+Tar

[

5

Cizim 4. 7. Kontrol ve deney grubu siganlarin gruplar arasi OSI diizeylerinin
karsilastirilmast.

Kontrol ve deney grubu siganlari, gruplar arast serum MDA diizeylerine
bakildiginda Tar-K grubu ile DM-Tar grubu arasinda anlamli bir farklilik bulundu (p<0.05).
En diisiikten yiliksege dogru DM+Tar, DM+ATO, Dogal-K, ATO-K, Sitrat Tamponu-K,
DM+Tar+ATO gruplartydi. En yliksek serum MDA diizeyi Tar-K grubundaydi. Bunu DM
grubu izliyordu (Cizim 4.8).
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serum MDA (meol/L)

@Hi“iii

Degal-K  SitratBuffer-E ATO-K  TarK DM DM+Tar LCM+ATO DM+AT+Tar

Cizim 4. 8. Kontrol ve deney grubu siganlarin gruplar arast serum MDA diizeyleri
karsilastirilmast (mol/L). p<0.05; * DM-Tar ile Tar-K gruplar1 arasinda fark var.

Kontrol ve deney grubu si¢anlarin gruplar arasi doku MDA diizeylerine bakildiginda
ATO-K ile diger gruplar arainda, DM ile Tar-K arasinda ve Tar-K ile diger kontrol
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulundu (p<0.05). Diisiikten yiiksege dogru sirasi ile
Tar-K, DM+ATO, DM+Tar+ATO, Sitrat Tamponu-K, Dogal-K, DM ve ATO-K gruplari
olarak gozlemlendi (Cizim 4.9).

Doku MDA
12
10
8
D T ")
chalfi SitratBuffer-K ATO-K Tar-K DM-Tarr DM+ATO DM+ATO+Tar

Cizim 4. 9. Kontrol ve deney grubu siganlarin testis dokusu MDA diizeylerinin gruplar
arasi karsilastirilmasi (mol/g). p<0.05; *ATO-K ile diger gruplar arasinda, **DM ile Tar-K
arsinda, ***DM ile diger deney gruplari arasinda, Tar-K ile diger kontrol gruplar1 arasinda
fark var.

Kontrol ve deney grubu siganlari, gruplar aras1 doku GSH diizeylerine bakildiginda
ATO-K grubu ile diger gruplar arasinda, Tar-K ile DM arasinda, Tar-K ile diger kontrol
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulundu (p<0.05). Diisiikten yiiksege dogru Tar-K,
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DM+Tar+ATO, DM+ATO, DM+Tar, DM, Dogal-K ve Sitrat Tamponu-K gruplar tespit
edildi. Doku GSH diizeyi en yiiksek olan grup ise ATO-K grubu olarak saptandi (Cizim
4.10).

Doku GSH  (mm)
0.01z
0.01
0.008
0.008

0.004

~galeii..

Dogal-E  SitratBuffer K ATOK TarK D DM-Tar DM+ATO DMATD+Ta-

Cizim 4. 10. Kontrol ve deney grubu siganlarin druplararasi testis dokusu GSH diizeyleri
karsilastirilmast (mM). p<0.05; * ATO-K ile diger gruplar arasinda, **Tar-K ile DM
arasinda, ***Tar-K ile diger kontrol gruplar1 arasinda fark var.

4.4. Isik Mikroskobik Bulgular:

4.4.1. Hematoksilen-Eosin (H&E) Boyamasi Bulgular:

Kontrol ve deney gruplarina ait sicanlarin testislerinde seminifer tiibiiller ve
interstisyel doku morfolojik agidan degerlendirildi. Kontrol gruplarinda seminifer
tiibiillerde spermatogenezisin ¢esitli evreleri gozlendi. Bu gruba ait testis kesitlerinde
normal seminifer epitel, tiibiil liimenlerinde spermler ve interstisyel alan go6zlendi.
Seminifer tiibiil duvari kalin ve hiicreler diizgiin bir dizilimde goriildii. Kontrol grubunun
seminifer tiibiillerinde farkli jenerasyondaki hiicrelerin normal diizenlenmesi gozlemlendi.
(Cizim 4.11, Cizim 4.12). DM grubuna ait testis kesitlerinde seminifer tiibiil duvarinda

incelme ve atrofik tiibiiller dikkati ¢ekiyordu (Cizim 4.13.A, Cizim 4.14.A).
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Cizim 4. 11. Kontrol gruplari(A: Dogal-K, B: Sitrat Tamponu-K, C: Tar-K, D: ATO-K)’
na ait testis kesitlerinin 151k fotomikrograflari. H&E, 200X

Cizim 4. 12. Kontrol gruplar1 (A: Dogal-k, B: Sitrat Tamponu-K, C: Tar-K, D: ATO-K)’
na ait testis kesitlerinin 151k fotomikrograflari. H&E, 400X.
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Cizim 4. 13. Deney gruplari(A: DM, B: DM+Tar, C: DM+ATO, D: DM+ATO+Tar)’ na
ait testis kesitlerinin 151k fotomikrograflari. DM grubunda germ hiicre tabakasinda incelme,
germ hiicre diizeninde bozulma ve atrofik tiibiiller dikkati ¢ekiyor.DM+Tar, DM+ATO ve
DM+ATO+Tar gruplarinda germ hiicre diizeninin DM'ye gore daha iyi oldugu goriiliiyor.
H&E, 200X.
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Cizim 4. 14. Deney gruplari(A: DM, B: DM+Tar, C: DM+ATO, D: DM+ATO+Tar)’ na
ait testis kesitlerinin 151k fotomikrograflari. DM grubunda germ hiicre tabakasinda incelme,
germ hiicre diizeninde bozulma ve atrofik tiibiiller dikkati ¢ekiyor.DM+Tar, DM+ATO ve
DM+ATO+Tar gruplarinda germ hiicre diizeninin DM' ye gore daha iyi oldugu goriiliiyor.
H&E, 400X.

Nistal ve Paniagua (1999)’ un yapmis oldugu skorlamaya goére kontrol grubu
kesitleri incelendiginde histopatolojik olarak normal spermatogenezler gozlenirken deney
gruplarinda normal spermatogenez ve hipospermatogenez durumlari goézlendi. Full-
spermatogenez sirasiyla Dogal-K, Tar-K, ATO-K ve Sitrat Tamponu-K gruplarinda
gbzlendi. Hipospermatogenez ise en fazla DM grubunda olmak iizere sirasiyla
DM+ATO+Tar, DM+ATO ve DM+Tar gruplarindan daha yogun miktarda gdzlendi
(Cizelge 4.3).

Tedavi grubuna ait kesitlerin degerlendirilmesinde daha somut veriler olusturmak
tizere seminifer tiibiillerin ¢ap 6l¢iimii ve Johsen skorlalamasi dikkate alindi. Tiim gruplara
ait kesitlerde seminifer tiibiillerin ortalama caplari istatistiksel olarak degerlendirildi. DM

grubu seminifer tiibiil ¢aplari ile tiim kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamali
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bir farklilik bulundu (Cizim 4.15). Kontrol ve deney grubu si¢anlarda seminifer tiibiil cap
Olciimlerine bakildiginda Tar+K grubu ile DM grubu arasinda anlamli bir farklilik (P <0.05)
belirlendi. En biiyiikten kiiciige dogru Tar+K, Dogal-K, Sitrat Tamponu-K, Ato+K,
DM+Tar+ATO, DM+ATO, DM+Tar seklindeydi. Ozetle seminifer tiibiil ¢aplar1 kontrol
gruplarinda daha biiyiiktii, DM ve tedavi gruplarinda daha kiiclik ¢apta olmakla beraber
kombine tedavi grubunda hafif¢e yiikselme vardi (Cizim 4.15).

Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimii(pum)
*

§“i Taal

Doga-K  SitratBuffer-K ATOE Tar-K DM+Tar DCM+ATD DM-ATD-Tar

Cizim 4. 15 . Kontrol ve deney grubu sicanlarin seminifer tiibiil caplariin gruplar arasi
Olgtimlerinin karsilastirmasi (um). p<0.05; * Tar-K ile diger gruplar arasinda, **DM ile
diger gruplar arasinda fark var.

Histopatolojik paternlere gore tiim kontrol gruplarinda normal spermatogenezis
gozlenirken, DM grubunda ve diyabetik tedavi gruplarinda bazi kesitlerde
hipospermatogenezis yani germ hiicrelerinin biitlin evreleri azalmis olarak gozlendi (Cizim

4.13,4.14, Cizelge 4.3).

Cizelge 4. 3 . Kontrol ve deney gruplarina ait seminifer tiibiillerin Johnsen skorlamasi.
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Kontrol gruplarinda skor 10, yani full-spermatogenezisin baskinlig1 dikkat ¢ekerken,
deney gruplarinda bu oranin diismiis oldugu kaydedildi. DM gruplarinda tamamlanamamig

spermatogenezler daha yogun olarak gozlendi.

4.4.2. TUNEL Teknigi ile Apoptotik Hiicrelerin Incelenmesi:

Isik mikroskobik olarak incelendiginde bir kesitin ilizerindeki biitin TUNEL (+)
boyanmis kahverengi apoptotik hiicreler sayildi ve gruplara gore degerlendirildi (Cizelge
4.4). Kontrol gruplarinda TUNEL (+) hiicrelere nadiren rastland1 (Cizim 4.16 A). En fazla
apoptotik hiicreye DM grubunda rastland1 (Cizim 4.17 A, B). DM grubunda Al, %38.5
olarak hesaplandi, tiim kontrol gruplariyla arasinda anlamli farklilik bulundu (Cizelge 4.4).
Tedavi gruplarinda en azdan en yiiksege dogru Al yiizdelerini siralayacak olursak

DM+Tar+ATO, DM+ATO, DM+Tar seklindeydi.

Cizelge 4. 4. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde normal ve apoptotik hiicre sayilar
ile Apoptotik Indeks(Al)'leri goriilmektedir.

Apoptotik
Normal Hiicreler Apoptotik Indeks
Hiicreler
Dogal 189 11 5,5%
Sitrat
192 8 4,0%
Tamponu-K
Tar-K 187 13 6,5%
ATO-K 195 5 2,5%
DM 123 77 38,5%
DM+Tar 138 62 31,0%
DM+ATO 148 52 26,0%
DM+Tar+ATO 157 43 21,5%
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Cizim 4. 16. Kontrol gruplari(A: Dogal-k, B:Sitrat Tamponu k, C:Tar-K, D:ATO-K)’ na
ait testis kesitlerinin 151k fotomikrograflart. TUNEL, 400X.
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Cizim 4. 17. Deney gruplari(A: DM; B:DM-Tar; C:DM-ATO; D: DM-ATO-TAR)’ na ait
testis kesitlerinin 151k fotomikrograflart. DM grubunda daha yogun olarak bulunan
apoptotik hiicreler dikkati ¢ekiyor. TUNEL, 400X.
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5. TARTISMA

Diyabetin diinya ¢apinda ve iilkemizde insan saglig1 {izerinde gittikce artan bir tehdit
olusturmasi nedeniyle deneysel ¢alismalarda diyabet modelleri iizerinde ¢esitli aragtirmalar
yapilmaktadir. Diyabetik sican  modellerinde  genellikle  Streptozotosin  (STZ)
kullanilmatadir ve STZ enjeksiyonuyla diyabetik hayvan deneylerinde farkli dozlarin
kullanildig1 yayinlara rastlanmigtir. Rodrigues ve dig. (1999) STZ ile diaybetik hayvan
modeli elde edilmesiyle ilgili siganlarin farkli soylarinda yapilan ¢alismalar1 “Diyabetin
Deneysel Modelleri” adli kitabin ilk boliimiinde vermislerdir. Srinivasan ve dig. (2005)
normal pelet diyeti (NPD) ile beslenen (yag olarak% 12 kalori) Sprague-Dawley sicanlara
intra-peritoneal olarak diisiik dozda STZ (35 mg/kg) enjekte etmislerdir. Arastirmacilar
yiksek yagli diyetle beslenen ve diisik dozlu STZ ile tedavi edilen sigan
kombinasyonunun, tip 2 diyabet tedavisi ve anti-diyabetik ajanlarin test edilmesi i¢in de
uygun olan insan sendromunu taklit eden tip 2 diyabete alternatif bir hayvan modeli olarak
hizmet ettigini bildirmislerdir. Yiiksek dozda STZ’nin hayvan kayiplarina yol agmasi
nedeniyle biz de bu ¢aligmamizda 35 mg/kg STZ dozunu kullandik. STZ’nin bir¢ok
kemirgen susunda kullanilabilecek ¢ok uygun maliyetli ve hizli bir teknik sundugunu,
bununla beraber kiigiik hayvan modellerinde doz uygulmasi, DM'nin baslamasi ve
ciddiyeti ile bunun sonucunda ortaya ¢ikan herhangi bir hastalik ve 6liim ile ilgili verilerin
genellikle smirli ve tutarsiz oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle, deneyimsiz
aragtirmacilarin  STZ’nin toksik bir kimyasal olmast nedeniyle yeni c¢aligmalar
tasarlamasinin zorlugu ifade edilmistir. Daha iyi bir se¢enek bulunana kadar, mevcut STZ
kaynakli DM modellerinde eksiklikleri gidermek i¢in girisimlerde bulunulmasina ihtiyag

oldugu yayimlanmistir (Deeds ve dig. 2011).

Ote yandan yine beslenme ve yasam tarziyla ilgili olarak hiperlipidemi de dolagim
sistemi ve organlar iizerinde hasarlanmaya neden olmaktadir. Dislipideminin DM ile
iligkili oldugu bildirilmistir (Wu 2014). Statinler dislipidemiyi tedavi etmek i¢in en yaygin
kullanilan ilaglardir. Atorvastatin kardiyovaskiiler komplikasyon riskini azaltan, lipit
diistiriicii ilaglardandir (Chehade ve dig. 2013). Ayrica, statinler , NAD (P) H oksidazin
inhibisyonu ve serbest radikal temizleme aktivitesinin inhibisyonu dahil olmak {izere

antioksidan aktivite (Chru’sciel ve dig. 2016, Sahebkar ve dig. 2015, Sahebkar ve dig.
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2015, Sahebkar ve dig. 2016, Serban ve dig. 2015) ile bir¢ok pleiotropik etkiye (Inoguchi
ve dig. 2003, Wassmann ve dig.2001, Parizadeh ve dig. 2011) sahiptir.

Paseban ve dig. (2019), diyabetik sican modeli i¢in 10 haftalik Wistar albino
sicanlara tek doz STZ(60 mg / kg)’yi damitik su i¢inde eriterek intraperitoneal (ip)
enjeksiyon ile vermislerdir. STZ enjeksiyonundan ii¢ giin sonra, diyabetin olusup
olusmadigini anlamak icin bir glukometre kullanarak kuyruk damarindan alinan kan
orneklerinde aclik glikoz seviyelerini degerlendirmislerdir. Arastirmacilar kan glukoz
diizeyi >250 mg / dL olan sicanlar1 diyabetik olarak siniflandirmislardir (Abbasnezhad ve
dig. 2016).

Park ve dig. (2017), 8 haftalik erkek Sprague-Dawley cinsi sicanlar {izerinde
calismislardir. Sitrat fosfat tamponu (50 mM sodyum sitrat, pH 4.5) i¢inde 60 mg / kg tek
doz STZ intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon ile diaybetik hale getirmislerdir. Kontrol grubuna
ayni hacimde sitrat tamponu uygulamislardir. Biz de Park ve dig. (2017) gibi STZ’ nin
sitrat tamponu icinde daha 1iyi ¢oziilecegini diisiinerek uyguladik ve Sitrat Tamponu-K

grubumuza ayni hacimde Sitrat Tamponu enjeksiyonu uyguladik.

Park ve dig. (2017), diyabetiklesme olayin1 STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra>
300 mg / dL kan glikoz seviyeleri ile dogrulamislardir. Arastirmacilar bes sican hari¢ diger
sicanlarda tek bir STZ enjeksiyonundan sonra diyabetiklesme go6zlemislerdir, kalan
hiperglisemik olmayan sicanlar ise ikinci bir 60 mg / kg STZ enjeksiyonu aldiktan sonra ii¢
giin i¢inde diyabetik hale getirilmistir. Bizim ¢alisgmamizda kan sekeri diizeyleri 1.haftada
403, 3.haftada 410, ve 10.haftada 420 mg/dl diizeylerine yiikseldi (Cizelge 4.2). Park ve
dig. (2017), DM grubuda ilk STZ enjeksiyonuyla hiperglisemik olamayan siganlar1 ikinci
bir 35 mg/kg STZ enjeksiyonu verdikten sonra bir hafta i¢inde diyabetik hale getirmislerdir.
Bu aragtirmacilar, tedavi grubunda DM olusturulmasindan 10 hafta sonra, dort hafta
boyunca oral gavaj yoluyla Atorvastatin (10 mg / kg/giin) uygulamiglardir. Kontrol
grubunda hayvan kaybi gozlemlemislerdir, DM grubunda dort sigan ve Statin grubundaki
bes sicanin 6ldiigiinii, yani toplamda 6liim oraninin % 20 odugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise DM grubunda 4 hayvan kaybi goézlemlendi, Atorvastatin grubunda
hayvan kaybi gozlemlenmedi. Burada tedavi gruplarimizdaki kan glukoz diizeylerine
dikkati ¢ekmek gerekiyor: 1.haftada DM-Tar ve kombine grupta 352, DM-ATO grubunda
372 idi. 3.haftada DM-Tar grubunda 342, kombine grupta 350, DM-ATO grubunda 370 idi.
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10.haftada ise DM-Tar grubunda 345, kombine grupta 348, DM-ATO grubunda 365 idi.
Yani tedavi gruplarimizda basta DM-Tar olamak {izere kan glukoz diizeylerinde azalma
dikkati ¢ekiyordu. Tar¢inin diyabetik hayvanlarda kan sekerini azaltici etkisi istatistiksel

olmasa da gozlendigimizi sOyleyebiliriz.

Park ve dig. (2017) 14 hafta sonra, deney sonuglarin1 degerlendirmislerdir: Kontrol
grubu sicanlarda sabit agirlik artis1 varken, DM ve Statin gruplarinda deney siiresince kilo
kayb1 gbzlemlemislerdir; yani viicut agirliklar1 gruplar arasinda anlamli derecede farkli
bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda deney sonunda, yani 10 hafta sonra en diisiik viicut
agirligt DM grubunda (310+44.60 g), en yiiksek viicut agirligi ise Dogal-kontrol
(383.80+27.5 g) ve DM+ATO+Tar kombine tedavi grubunda (416+47.36 g) oldugu
gbzlendi. Bu konuda litaratiir taramasi yaptigimizda Pournaghi ve dig. (2012) tarafindan
kontrol ve DM gruplar1 arasinda belirgin bir agirlik farkliligi goézlendigi bildirilmistir.
Pareek ve dig. (2009), Atorvastatin tedavisi alan gruplarla, ve Shokri ve dig. (2015) tar¢in
tedavisi alan gruplarla tedavi gormeyen diyabetik gruplar arasinda belirgin bir agirlik fark:
oldugunu rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda tedavi sonrasinda Dogal-K grubunda 38
g, Sitrat Tamponu-K grubunda 20 g, Tar-K grubunda 36 g, ATO-K grubunda 27 g ve
kombine tedavi grubunda 8 g agirlik artis1 vardi. En fazla agirlik kaybi ise DM grubunda
85 g olup, DM+Tar grubunda 12 g, DM+ATO grubunda 46 g. agirlik kayb1 gozlendi.

Kombine tedavide agirlik kaybinin 6nlendigi belirlendi.

Park ve dig. (2017), c¢alismalarinda DM ve Statin gruplarindaki kan glukoz
diizeylerinin Olciilebilir en yiiksek seviyeye yakinken, Kontrol grubunda normal sinirlarda

oldugunu, ancak DM ve Statin gruplar1 arasinda istatistiksel fark olmadigini bildirmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda tiim gruplarda deney oncesi, STZ enjeksiyonundan 1 hafta
sonra, 3 hafta sonra ve 10 hafta sonra kan glukoz degerlerini inceledigimizde DM ve
DM-+Tedavi gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda kan glukoz degerlerinde anlaml
bir artis vardi (p<0.05). Diyabet olusturdugumuz gruplarda 35 mg/kg, i.p. STZ tek dozu
hayvanlarm % 91 inde yiiksek kan glikoz seviyeleri (>350mg/dL)’ne neden oldu. Kontrol
gruplarimiz ile diyabetik gruplarimiz arasinda kan glikoz seviyeleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik vardi. STZ enjeksiyonu sonrast 1., 5., 10. haftalarda 6zellikle
DM grubunda kan glikoz seviyelerinde siirekli yiikselme gozlendi ve kontrol gruplarina
gore anlamli bir artig saptandi (p<0.05). 10. haftanin sonunda en fazla diisiis DM+Tar

grubunda gdzlenmekle beraber bu diisiis, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu konuda
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literatlir taradigimizda Pournaghi ve dig. (2012) diyabetik gruplarla kotrol gruplarim
karsilastirdiklarinda; Pareek ve dig. (2009), Atorvastatin tedavisi goren diyabetik si¢anlarla
yaptiklar1 ¢aligmalarda; Shokri ve dig. (2015), tar¢cin tedavileri uyguladiklar1 diyabetik

sigcanlarla yaptiklar ¢aligmalarda benzer sonuglar rapor etmislerdir.

Tiim gruplara ait testis agirliklarini dikkate aldigimizda DM grubunda kontrollere
gore diisiik olmakla beraber anlamli bir farklilik saptanmadi (p<0.05). En yiiksek testis
agirliklan sirasiyla Dogal-kontrol, Tar-kontrol, DM+Tar, DM+ATO+Tar gruplarindaydi.
Testis agirliklar: acisindan literatiir taradigimizda Long ve dig. (2018) yaptiklar1 calismada

diyabetik sican testisleri ile kontrol gruplar1 arasinda belirgin agirlik fark: tespit etmislerdir.

Bustan ve Jawad (2017), 12-16 haftalik farelere 10.6 mg / kg dozda Atorvastatini 21
giin boyunca giinde bir kez uygulamiglardir. Testislerin agirligl, serum testosteron
diizeyleri ve histopatolojik olarak yapisini incelemislerdir. Kontrol grubuna kiyasla tedavi
grubunda serum testosteron diizeyinde (% 39.6 azalma) ve testis agirliklarinda (% 13.3
azalma) istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte saptanmistir. Histopatolojik
inceleme sonuglarina gore Atorvastatin, testis dokusunda hafif ve orta derecede anormal
degisikliklere neden olmustur. Tedavi edilen ve kontrol gruplari arasinda total kolesterol
diizyeleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bizim ¢alismamizda en diisiik
testosteron diizeyleri sirastyla ATO-K, Sitrat Tamponu-K, Tar-K gruplarinda gozlenmekle
beraber gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Bustan ve
Jawad (2017)’in serum testosteron diizeylerindeki azalma, bizim g¢alismamizda ATO-

kontrol grubunda olmasi itibariyle benzerlik gosteriyordu.

Baska bir calismada, Grossmann (2011) tarafindan diyabet ile diisiik testosteron
seviyesi arasinda iligki saptanmistir. Schooling ve dig. (2013), statinlerin kullaniminin
testosteron seviyesinde diisiislere neden oldugunu bildirmislerdir. Fathiazad ve dig. (2013),
8 haftalik Wistar albino sicanlara gavage yontemiyle 4 hafta siireyle giinde 75mg / kg
Targ¢in verilmesinin serum testosteron seviyesinde belirgin bir artisa neden oldugunu rapor

etmislerdir.

Calismamizda total kolesterol diizeyleri agisindan en diisiik kolesterol seviyeleri Tar-
K, Dogal-K, Sitrat Tamponu-K, ATO-K, DM+ATO seklindeydi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardi (p <0.05). Schooling ve dig. (2013) insanlar
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tizerinde yaptiklart meta-analiz ¢aligmalarinda statinlerin kismen testosteronu azalttigini

gostermistir.

Oksidatif stresin diyabetle iliskili komplikasyonlarin gelisimine sebep olabilen bir
mekanizma olduguna dair kanitlar artmaktadir. Diyabetteki aktive olmus polimorfoniikleer
hiicrelerin yani1 sira glikozun otoksidasyonunun, hidroksil ve siiperoksit radikallerinin

tiretilmesi yoluyla oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir (Lipinski 2001).

Usta ve dig. (2018) yaptiklar1 ¢alismada diyabetik ratlarda TAS degerinde diisiis ve
OSI degerinde artis saptamislardir. Uzar ve dig.(2012) ise bunlara ek olarak TOS
degerinde de diyabetle beraber artis oldugunu bildirmislerdir. Fathiazad ve dig. (2013),
Tar¢in’in  sicanlarda ardistk otuz giin boyunca uygulanmasint kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, TAS seviyesini anlamli sekilde arttirdigini (P <0.05) saptamislardir.
Bizim calismamizda gruplar arast TAS-TOS-OSI diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi. OS] diizeyinde Tar-K grubumuzda hafifce azalma ve DM-
Tar grubunda hafifce artis gézlendi, kombine grupta ise Dogal-K grubuna daha yakindi.

Park ve dig. (2017), c¢alismalarinda plazma MDA diizeylerinde DM ve Statin
gruplar1 arasinda anlamli farklilik olmadigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da DM
ve Atorvastatin alan gruplar arasinda serum MDA diizeyleri agisindan anlamli bir fark
yoktu; Tar-K grubu ile DM-Tar grubu arasinda anlamli bir farklilik bulundu (p<0.05). En
diisiik serum MDA diizeyleri DM+Tar, DM+ATO, Dogal-K, ATO-K gruplarindaydi ve en
yiiksek serum MDA diizeyi Tar-K ve DM gruplarindaydi. Testis doku MDA diizeylerini
dikkate aldigimizda DM grubu ile diger deney gruplari arasinda, ATO-K grubu ile de diger
gruplar, DM ile Tar-K arasinda, Tar-K ile diger kontrol gruplari arasinda anlamli bir
farklilik bulundu (p<0.05). En diisik doku MDA diizeyleri Tar-K, DM+ATO,
DM+Tar+ATO idi ve en yiiksek doku MDA diizeyleri DM ve ATO-K gruplarindaydi.
MDA verilerimizi karsilastirma yapabilecegimiz literatiir taramasinda Halifeoglu ve dig.
(2005) te diyabetleberaber MDA degerlerinde artis oldugunu ve bu artisin diyabetin
siddetiyle dogru orantili olarak arttigin1 raporlamistir. Sathyapalan ve dig. (2012) ve Save
ve dig. (2006)’ ve Hadi ve dig. (2010)’ da Atorvastatin kullaniminin; Roussel AM ve dig.
(2009)’ da tar¢in tiiketiminin MDA seviyesini diisiirdiiglinii bildirmislerdir. Bizim MDA
doku parametrelrimiz de deney gruplarinda Atorvastatin ve tar¢inin doku MDA diizeylerini

diisiirdiigiinii gosterdi.
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Calismamizda GSH diizeylerini dikkate aldigimizda ATO-K grubu ile diger gruplar
arasinda, DM ile Tar-K arasinda, Tar-K ile diger kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir
farklilik vardi (p<0.05). En diisik GSH diizeyleri sirasiyla Tar-K, DM+Tar+ATO,
DM+ATO gruplarindayd: ve en yiiksek GSH diizeyleri Dogal-K ve Sitrat Tamponu-K
gruplarindaydi. Doku GSH diizeyi en yiiksek olan grup ise ATO-K grubundaydi. GSH
verilerimizi karsilastirma yapabilecegimiz literatiir taramasinda Lutchmansingh FK ve dig.
(2018) diyabetik bireylerde GSH seviyesinin kontrol gruplarina gore daha diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Atorvastatin tedavisi uygulanan diyabetik siganlarla yaptiklari ¢aligmalarda
Hadi ve dig.(2010), atorvastatin tedavisinin uygulandig1 gruplarda GSH seviyesinin tedavi
gérmeyen diyabetik gruplara gore daha diisiik oldugu raporlanmistir. Bu sonuglar bizim
sonuclarimizla uyumludur. Mishra ve dig. (2010), diyabetik gruplarda diisen GSH
seviyesinin tarcin tedavisi ile yiikseltildigini ancak saglikli kontrol gruplarina oranla GSH

seviyelerinin diisiik kaldigini raporlamistir.

Caldeira ve dig. (2010), viicut ve testikiiler biyometrik parametrelerin {ireme
modellerinin olusturulmasi ve dolayisiyla farkli tiirlerde yardimci iireme protokollerinin
gelistirilmesi i¢in ¢ok Onemli oldugu bildirilmistir. Testis agirligi ve sperm popiilasyonu
arasinda dogrudan bir korelasyon incelenen diger tiirlerde gozlenmistir. Ciinkii testis
biliylikliigli esas olarak ana bileseni olan seminifer tiibiillerin toplam hacmini
yansitmaktadir. Bu parametrelerin degerleri bir anlamda sperm verimliligine isaret
etmektedir. Bu nedenle biz de calismamizda testislerde degerlendirme OoOlgiitlerimize
seminifer tiibiil ¢aplarini dahil ettik. Calismamizda tiim gruplarina ait sican testislerinde
seminifer tlibiiller ve interstisyel doku 1sik mikroskobik olarak incelendigimizde DM
grubunda seminifer tiibiil duvarinda incelme ve atrofik tiibiiller dikkati ¢ekiyordu. DM
grubunda germ hiicre tabakasinda incelme, germ hiicre diizeninde bozulma ve atrofik
tiibtiller izlenmesine karsin tedavi gruplarimizda germ hiicre diizeninin DM grubundakilere
gore daha iyi oldugu gozlendi. Tedavinin degerlendirilmesinde daha somut veriler

olusturmak i¢in seminifer tiibiillerin ¢ap 6lgiimii ve Johsen skorlalamasi dikkate alindi.

DM grubu seminifer tiiblil ¢aplar1 ile tim kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlmali bir bulundu. Seminifer tiibiil ¢ap 6l¢iimlerine bakildiginda Tar+K grubu ile
DM grubu arasinda anlamli bir farklilik (P <0.05) bulundu. En biiyiikten kii¢iige dogru ¢ap
Olglimii Tar+K, Dogal-K, Sitrat Tamponu-K, Ato+K gruplarindayd: ve sirasiyla en
kiiglikten biiytige dogru ¢ap Olgimii DM+Tar, DM+ATO ve DM+Tar+ATO
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gruplarindaydi. Kisaca en yiiksek seminifer tiibiil cap Olctimleri kontrol gruplarindaydi;
DM ve tedavi gruplarinda daha kiiclik capta olmakla beraber kombine tedavi grubunda
hafif¢e artis dikkatimiz ¢ekti.

Sisman ve dig. (2014), diyabetik siganlarda, seminifer tiibiil ¢capinin azaldigini ve
seminfer tiibiillerde dejenere germ hiicreleri ile TUNEL pozitif hiicrelerin artiginin
apoptozis ve testis hasarmin artmasi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda da en kiigiik capli seminifer tiibiiller, DM grubunda olup en sik TUNEL (+)

hiicrelere DM grubunda rastlandi.

Calismamizda kontrol gruplarinda Johnsen skoru 10 olup full-tam spermatogenezis
varken deney gruplarinda bu oranin diismiis oldugu gozlendi. Nistal ve Paniagua (1999)’
un yapmis oldugu skorlamaya gore kontrol grubu kesitleri incelendiginde histopatolojik
olarak normal spermatogenezis gozlenirken deney gruplarinda normal spermatogenez ve
hipospermatogenez durumlar1 gézlendi. DM grubunda hipospermatogenez gdzlendi.
Johnsen skorlama verilerimizi karsilagtirma yapabilecegimiz literatiir taramasinda Sisman
ve dig. (2014)’ te yaptiklar1 c¢aligmalarda deneysel diyabet olusturulmus si¢anlarin
testislerinde spermatogenez oraninin diistiigiinii, ortalama seminifer tiibiil caplarmin
azaldigimi ve bazal membran kalinliklarinin arttigini, Johnsen skorunun diistiigiinii
raporlamislardir. Naeimi ve dig. (2017) yaptiklar1 ¢aligmalarda atorvastatin kullaniminin
testikiiler hasarlar1 6nlemede ve gidermede etkili oldugunu bildirmislerdir. Heeba GH ve
Hamza (2015) diyabetik erkek siganlar {izerinde yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda statin

kullaniminin spermatogenezi arttirdigini bildirmislerdir.

Calismamizda kontrol gruplarinda TUNEL (+) hiicrelere tek tiik rastlanirken en
fazla apoptotik hiicreye DM grubunda gézledik (DM grubu Al, %38.5) ve tiim kontrol
gruplariyla arasinda anlaml farklilik vardi. Tedavi gruplarinda en diisiik Al; DM+ATO,
DM-+Tar gruplarindaydi.

Apoptozis olay1 bircok dokuda duzenleyici isleve sahip fizyolojik bir olaydir.
Normal spermatogenez siirecinde de belli bir oranda gereklidir. Spermatogenez insanda 8
evrede, siganlarda 14 evrede gerceklesmektedir (Aitken ve dig. 2001). Bu evrelerin
bazilarinda apoptozis cesitli oranlarda gerceklesir, boyelce germinal hucrelerinin sayisi ve
kalitesi kontrol altinda tutulur. Spermatogenez siirecinde germ hucrelerinin ¢ogu (yaklasik

%75°1) olgunlagsmadan apoptozis ile ortadan kaldirilir (Huckins 1978). Apoptozun kontrol
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isleminde Sertoli hucreleri 6nemli rol oynamaktadir (Schmidt ve dig. 1995). TUNEL
yonteminde preapoptotik hiicrelerin bile boyanmast bu yontemin duyarliligini
arttirmaktadir. Bu sebeple TUNEL teknigi apoptozis degerlendirilmesinde en ¢ok tercih
edilen standart bir metottur (Kockx ve dig. 1998). Statinlerin sitokrom P-450 hepatik
enzim sistemi ile metabolize edilen diger bazi ilaclarla birlikte alinmasi miyopati riskini
arttirdigindan, bu enzim sistemi ile statin etkilesiminin miyopati ile iligkili olabilecegi

diistiniilmektedir (Heinrich ve dig.1991).
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada, tar¢in veatorvastatinin diyabetin kronik ve akut
komplikasyonlarina kars1 koruyu etkilerine bakildi. Kontrol ve deney gruplarini
karsilastirdigimizda;

I. Diyabete bagh kilo kaybina kars1 dncelikle Atorvastatin’den baska tar¢inin koruyucu
etkisi oldugu saptandi.

II. Diyabete bagl yasanan testosteron seviyesindeki diismeye karsi tar¢inin etkili oldugu
fark edildi. Ancak kontrol gruplarindan elde edilen bilgiler 1s181inda, saglikli bireylerde
atorvastatin kullaniminin testosteron seviyesinde diislise neden olabilecegi diistintildii.

III. Yiiksek kolesterole karsi koruyucu etkisi oldugu bilinen atorvastatinin bu etkisiyle
paralel sonuglar elde edildi.

IV. Tar¢in-K grubunda kolesterol seviyesinde azalma, DM-Tar grubunda ise bu etkisinin
olmadig1 saptandi. DM-Tar grubunda kolesterol ve testosteron seviyeleri birbirine
parelel olarak nisbeten yiiksek oldugu goriildii.

V. Antioksidan ve oksidan seviyelerinde yasanan diyabete bagli bozulmalar {izerinde
tarcin ve atorvastatinin iyilestirici etkileri oldugu gozlemlendi.

VI. Diyabete bagli yasanan seminifer tiibiil caplarindaki diislisiin siddetinin  basta
atorvastatin ardindan da tar¢in tedavisi ile azaltilabilecegi diistliniildii.

VIL Testis dokusunda diyabete bagli artis gosteren apoptotik hiicre oraninin alternatif
tedavi yontemleri ile diisiiriilebilecegi gdzlemlendi.

VIII. Diyabete bagli olarak azalma gosteren spermatogenezin atrovastatin ve ardindan
tar¢in tedavisi ile arttirilabilecegi tespit edildi.

IX. Tar¢inin antioksidan etkisinin DM etkisi ile azalabilecegi diistintildii.

X. Doku ve serum MDA degerlerinde goriilen farklilik nedeniyle, kullanilan yontemlerin
lokal ve sistemik etkinliklerinde fakrliliklar oalbilecegi goriildii.

XI. Tar¢inin, karbonhidrat alin istegini azalmak yoluyla saglikli bireylerde kilo kaybina

yol acabilecegi gdzlemlendi.
Calismamizdan cikarilan bir 6nemli sonug¢ olarak diyabete bagli olarak gelisen

komplikasyonlarin siddetinin atorvastatin ve tar¢in kullanimi ile yumusatilabilecegi

olmustur.
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Diabetes Mellitus tedavisinde kullanilabilecek alternatif tedavi yontemleri {izerine
yapilan c¢alismalara agirlik verilmelidir. Mevcut tedavi yontemlerinin maliyeti ve
uygulamalarindaki zorluk sebebiyle gelistirilebilecek dogal ve alternatif destek tedaviler

hastalarin yasamini kolaylastiracak, hayat kalitelerini arttiracaktir.

Diyabetik hastalar i¢in tedavi gelistirmek kadar saglikli bireylerde gelisebilecek diyabet
hastaliklarina karsi 6nlem amacli dogal kaynakli takviyeler arastirilmali ve bu konudaki

calismalar arttirilmalidir.
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Tez Denetleme Listesi

|| Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BiLiM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde

edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamaldir).

|| Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) adi yazild.

| | Tez kapagi sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniine dikkat!) ad,
program,yil yazildi.

|| Onay sayfasi uygun cizimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BiLiM UZMANLIGI ya

da DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstiti Midird’nin imzasi da gereklidir, imzalarin
ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

__| Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

|| On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlari konuldu.

|| Sayfa numaralari kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.

|| Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

'] Ana metin yazi boyutu 12 olacak bicimde basildi.

__| Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basild.

|| Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.

__| Kaynaklar abecesel siralamaya gére yazildi.

|| Kaynak gdsterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

__| Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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