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1 OZET
Corek Otu Yagi, Metformin ve Vitamin-E’ nin Deneysel Diyabetik Ratlarda Fertilite

Potansiyeli, Testikiiler ve Spermatolojik Karakter Uzerindeki Koruyucu Etkilerinin

Karsilastirilmasa.

Ogrencinin adi ve soyadi: Seval KAYA
Damisman: Prof. Dr. Yusuf NERGIZ
Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

1.1 TURKCE OZET

Amag: Bu calismada, STZ ile indiiklenen diyabetik ratlarin testislerinde olusan hasara
karsi, ¢orek otu yagi, metformin ve vitamin E’nin olasi etkilerini karsilagtirmay1
amagladik.

Gerec¢ ve yontem: Otuz erkek rat bes esit gruba ayrildi. Gruplar; kontrol, diyabet,
diyabet+c¢orek otu yagi, diyabet+metformin ve diyabet+vitamin E grubu olarak ayrildi. 4
grup, diyabet olusturmak icin tek doz streptozotosin (45 mg/kg, ip) ile indiiklendi.
Diyabet+¢orek otu yagi grubuna (2.5 ml/kg/giin) ¢orek otu yagi, diyabet+metformin
grubuna (100 mg/kg/giin) metformin, diyabet+vitamin E grubuna (100 mg/kg/giin)
vitamin E oral yolla verildi. Sekiz haftalik deney sonunda kan sekeri diizeyleri analiz
edildi. Histolojik incelemeler icin testisler disseke edilerek, rutin parafin doku takibine
alindi. Kesitlerde H-E, PAS ve Van Gieson’nin histopatolojik degerlendirmesi, PCNA ve
kaspaz-3’iin immiinohistokimyasal tespiti ve Apoptotik indeks icin TUNEL-Assay
uygulandi.

Bulgular: Diyabet Grubunda, tiim testis kesitlerinde seminifer tubiillerde diizensizlik,
dejenerasyon ve atrofik tubiiller izlendi. Corek otu yagi grubu testis kesitlerinde, testikiiler
hasar ¢ok hafif seyrediyordu. Metformin grubu testis kesitlerinde, lumene deskuame
olmus dejenere spermatogenik hiicreler, damarlarda konjesyon ve interstisyel ddem
izlendi. Immunohistokimyasal incelemede ise Diyabet grubunda bazi spermatogenetik

hiicreler PCNA ekspresyonunda azalma, Kaspas-3 aktivitesinde artis ve TUNEL Assay



analizinde artig oldugu tespit edildi. Corek otu yagi grubunda, Metformin ve vitamin E
grubuna gore spermatogenetik hiicrelerde apopitotik index daha azalma gdstermistir.
Sonugc: Diyabetin sigan testislerinde olusturdugu lezyonlarinin tedavisinde metformin ile
vitamin E’nin kismen yararli oldugu, buna kars1 ¢orek otu yaginin daha etkili oldugu
kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler Testis, metformin, vitamin E, ¢orek otu yagi, streptozotosin



Comparison of the Protective Effects of Black Seed Oil, Metformin and Vitamin-E
on Fertility Potential, Testicular and Spermatological Character in Experimental

Diabetic Rats.

Student’s Surname and Name: KAYA Seval
Adviser of Thesis: NERGIZ Yusuf Professor, PhD
Department: Histology ve Embriology

1.2 ABSTRACT

Aim: In this study, we aimed to compare the possible effects of black seed oil, metformin
and vitamin E against testicular damage of diabetic rats induced by STZ.

Material and methods:

Thirty male rats were divided into; control, diabetes, diabetes+black seed oil,
diabetes+metformin and diabetes+vitamin E groups. 4 groups were induced with a single
dose of streptozotocin (45mg/kg) to induce diabetes. Diabetes+black seed oil group
(2.5ml/kg/day) black seed oil, diabetes+metformin group (100mg/kg/day) metformin,
diabetes+vitamin E group (100mg/kg/day) vitamin E were given orally. At the end of the
eight-week experiment, blood glucose levels were analyzed. For histological examination,
testes were dissected and taken for routine paraffin tissue protocol. Histopathological
evaluation of H-E, PAS and Van Gieson, immunohistochemical determination of PCNA and
caspase-3 and TUNEL-Assay were applied in the sections.

Results: In the Diabetes Group, irregularity, degeneration and atrophic tubules were
observed in seminiferous tubules in all testicular sections. Testicular damage was very mild
in the testicular sections of the black seed oil group. In the metformin group testicular
sections, degenerated spermatogenic cells desquamated into the lumens, vascular congestion
and interstitial edema were observed. In the immunohistochemical examination, some
spermatogenetic cells in the Diabetes group were found to be decreased in PCNA expression,
increased in Caspase-3 activity and increased in TUNEL Assay analysis. In the black seed
oil group, the apoptotic index in spermatogenetic cells decreased more than Metformin and

vitamin E groups.



Conclusion: Metformin and vitamin E are partially beneficial for treatment of testes lesions
in diabetic rats, yet black seed oil is more effective than those two.

Key Words: Testis, metformin, vitamin-E, black seed oil, streptozotocin



2 GIRIS ve AMAC

Diyabetes mellitus (DM), kardiyovaskiiler sistem, bobrek, goz, sinir sistemi ve erkek
iireme sisteminde ciddi komplikasyonlara neden olan ciddi bir saglik sorunudur. Hem
diyabetli erkeklerde hem de hayvan modeli {izerinde yapilan ¢ok sayida ¢calismada, DM'nin
spermatogenez bozuklugu, testiste dejeneratif ve apoptotik degisiklikler, Sertoli / kan testis
bariyerinde glikoz metabolizmasina zarar verme, azalmisg testosteron sentezi ve
sekresyonu, ejakiilasyon disfonksiyonu ve diisiik libido gibi ¢esitli mekanizmalarla
erkeklerde kisirliga neden oldugu bildirilmistir (1). Viicuttaki kan sekerinin diizenlenmesi,
bir¢ok kimyasal ve hormonun karmasik etkilesiminin bir sonucu olarak saglanir. Diyabetin
diizenlenmesinde rol oynayan en 6nemli hormon pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan
insiilin hormonudur (2). Diyabetik sicanlarda insiilin tedavisi ile ilgili olarak, LH ve FSH

seviyelerini kismen veya tamamen iyilestirdigini belirten ¢esitli ifadeler vardir (1).

Diyabetes mellitus, sayisiz komplikasyon ile birlikte ciddi bir metabolik bozukluktur. Kan
sekeri seviyesinin artmasinin ¢esitli hedef doku ve organlarda yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere yol agtig1 iyi bilinmektedir (3). Erkek siganlarda deneysel olarak indiiklenen

diyabet, iireme sisteminin degisen fonksiyonlart ile iliskili bulunmustur (4).

Sicanlarda streptozotosin (STZ) indiiklenmesi, diyabetin ¢esitli organlar tizerindeki
etkilerini incelemek ve degerlendirmek i¢in bir model olarak kullanilir (5,6). Ayrica,
STZ’den kaynakli diyabetik siganlarin testislerinde gozlemlenen morfolojik degisikliklere
STZ’den ziyade diyabetin direkt etkisiyle olusurlar. Sonug olarak, diyabetin indiiklenmesi
icin bu yontem, hedef organlarin diyabetle ilgili degisikliklerinin arastirilmasi igin
uygulanabilir. Diyabetin testis fonksiyonu iizerindeki etkilerinin insiilin eksikligine ve
daha sonra bu hormonun hem Leydig hem de Sertoli hiicreleri iizerindeki diizenleyici
etkisinin azaldig1 bildirilmistir (7). Bu baglamda, gonadal disfonksiyonun ve testosteron
tiretim fonksiyonunda azalma oldugu iyi bilinmektedir (8—10) . Diyabetik kosullarda tireme
sistemi yapisinin degisimi cesitli ¢alismalarda bildirilmistir (3,11,12). Ayrica, diyabetin
viicut degisiklikleri ve testis agirligi tizerindeki etkisi baz1 arastirmalarda bildirilmistir.

Ancak diyabetik durumlarda testisin c¢apt veya uzunlugundaki degisiklikler ile ilgili



calismalar ¢ok smirhidir. Diyabetik siganlarda; testikiiler agirhigin, saglikli ve
streptozotosin direncli si¢anlara kiyasla yiizde 20 civarinda azaldigi bildirilmistir (13).
Diger aragtirmacilar, kisa silirede testikiiler agirlikta bir artis ve uzun siirede testikiiler
agirliginda bir azalma bildirmislerdir. Veriler, viicut agirliginin da azaldigini bildirilmistir
(3,13). Diyabetik hastalarda testosteron seviyesi diiser ve bu da gonadal agirlikta belirgin
azalmaya neden olur. Ayrica sperm sayisinda azalma ve testis bazal membraninda

bozulmalara da isaret edilmistir (14,15).

Degisik ¢alismalarda gosterildigi gibi antioksidanlar, kemirgenlerdeki testikiiler hasari
Onleyebildiginden, hipogliseminin oksidatif etkisini azaltmak i¢in kullanilmaktadir (16—
18). Vitamin E, diyabetin oksidatif stres etkisini tersine gevirmede ¢ok iyi bir etkiye sahip
antioksidan bir ilagtir (19). Ayrica vitamin E'nin antioksidan, antihipertansif karaciger ve
tireme koruyucu rolii disinda birgok etkisi vardir (20,21). Baz1 ¢alismalar vitamin E'nin
sigara dumanina maruz kalan si¢anlarin testislerinde lipid peroksidasyonunu azaltarak
testiste oksidatif stresi azaltabildigini gostermistir (17,22). Ayrica antidiyabetik ilacin
antioksidanlarla kombine uygulanmasi bobrek, pankreas gibi diger organlar {lizerinde

sinerjistik etki yapabilir ve bunu bildiren raporlar mevcuttur (17).

Metformin, diyabetin tedavisinde kullanilan hipoglisemik ilaglardan biridir. Diyabette
insiilin duyarliligin1 artirarak glikozun hiperglisemik durumda kolayca ge¢mesine izin
vererek bu isi yapar (23). Metformin ayrica yumurtaligin hacmi tizerindeki etkileri
nedeniyle polikistik over ve erkek fetiislerin gonadlarindaki bozukluklarda tibbi tedavi

amaciyle kullanildigina iligskin rapor mevcuttur (24,25).

Corek otu tohumlar1 baharat ve gida koruyucu olarak binlerce yildir kullanilmaktadir. Yag
ve tohum bilesenleri, 6zellikle timokinon, geleneksel tipta potansiyel tibbi 6zellikler
gostermistir. Corek otu tohumu, miishil, idrar soktiiriicli olarak, bulasici atesi tedavi etmek,
i¢cin cilt enfeksiyonlar1 ve yaralar icin de lokal tedavi olarak kullanilir. Nigella sativa
tohumu ayrica sag tedavisi, bas agrisi, kulak agrisi, dogum hastaliklari, dis agrisi, sindirim
sistemi bozukluklari, bez hastaliklari, karaciger, dalak ve goz hastaliklarinda da

kullanildigina iliskin pek ¢ok yayin mevcuttur (26,27).



Yapilan immunohistokimyasal analizlerde apoptozis zamaninda hem Kaspaz-3 hem de
aktiflesmis kaspaz deoksiribonukleaz (CAD) spermatositlerin ¢ekirdeklerinde lokalize

olduguna dair yayinlar mevcuttur (28).

Bu ¢alismada streptozotosin ile olusturulan diyabet sonucu rat testis dokusunda meydana
gelen hasara karsi ¢orek otu yagi, metformin ve vitamin E’nin koruyucu etkilerini

incelemeyi amacladik.



3 GENEL BIiLGILER

3.1 Testis

3.1.1 Testis anatomisi

Testis, viicut boslugunun disinda, deri ve fibromiiskiiler bir kese olan skrotum icinde asili
olarak bulunan oval sekilli bir ¢ift organdir. Skrotum, karin duvarinin asagiya dogru kese
seklinde ¢ikint1 yapmasi ile olusur ve igeride testislerin taginmasi amaciyla ikiye boliiniir.
Testisler fetal donem boyunca karin boslugunda bulunurlar; ancak gestasyonel donemin 7.
aymda skrotuma inerler. Spermlerin iiretim gorevini iistlenen testisler, bulundugu ortam
sicakliginin viicut 1sisindan 2-3C diisik olmasi gerekmektedir. Ortalama testis
boyutlarinin uzunlugu 4-5 cm, genisligi 2.5 cm, anteroposterior ¢ap1 3 cm'dir; agirliklari
10.5-14 g arasinda degismektedir. Sol testis genellikle sag testise gore biraz daha asagida
yer almaktadir (29).

Ureter

Peritan
Mesane

Vezikiila Seminalis
Duktus deferens ampulla

Prostatik Gretra

Pubis
Ejakilatuar kanal Uretranin orta pargasi
Rektum )
Prostat Urogenital divagram

Bulboiiretral bez Korpus kavernozum

= Korpus spongiyozum

Anus 5
Penis bulb Hretra
Duktus (vas) deferens
Epididimis [ y Glans penis
Testis 0 A ' {55 3 e prepijs

Skrotum ——

Sekil- 1: Testis anatomisinin sematik goriiniimii (30).
Testis tunika vaginalis, tunika vaskiiloza ve tunika albuginea olmak {iizere ii¢ tabaka ile

sarilmistir. Tunika vaginalis testis yapisinin iki yapragi bulunur. Bunlar;



Lamina Visceralis (epiorchium), testisin 6n kenartyla iki yiiziinii 6rtmektedir. Arka
kenarin lateral ile medial taraflarinda ise kendi iistiine dogru kivrim yaparak lamina

parietalisle devam eder.

Lamina Parietalis (periorchium), testisin alt kismindan iist kismina dogru, funikulus
spermatikus’un &n ve i¢ tarafini da kaplayacak bigimde uzanir. iki lamina arasinda bir
bosluk olusur. Ayrica bu boslukta az miktar da ser6z sivi bulunur. Tunika vaginalis testisin
i¢ tarafinda da, testisleri saran iki tabaka daha vardir. Bunlar tunika vaginalis testisten ice

dogru tunika albuginea ve tunika vaskiilozadir.

Tunika Albuginea, testisleri distan sarar. Genisleyebilme o6zelligi ve elastik yapisi
bulunmayan kalin fibréz yapida bir tabakadir. Arka kenardan testis i¢ine dogru girerek
mediastinum testisi meydana getirir. Mediastinum testis, testisin extremitas
superiorundan extremitas inferiorun yakinma uzanir. Oniindeki ve yanmki uzantilara
septula testis denilmektedir. Testisin parankiminden gecerek tunika albugineanin ig
yiizeyine gelirler. Bu sayede testisi koni biciminde lobuluslara boler. Lobuli testislerde
yapilan spermiyumlar rete testisten duktuli efferentes kanallar1 araciliiyla epididimise

gelir.

Tunika Vaskiiloza, tunika albugineanin i¢ yiiziinii 6rten ve testisin damar agindan olusan

bir tabakasidir (31,32).

Tunika albuginea ve septula testisler arasindaki bosluklarda lobuli testis olarak adlandirilan
ve sayilart 200-300 arasinda parenkima bulunur. Lobuli testis piramit seklinde olup, alt
kisimlari perifere, list kisimlari ise mediastinum testise yonelmistir. Lopguklarin her biri, 1
ile 4 veya daha fazla sayida kiiciik tiipler seklindeki parenkimden olusmustur. Ayrica kor
ucla baglayan bu tiiplere, kivrintili seyretmesinden kaynakli tubuli seminiferi kontorti
denilmekte olup, tiipler arasinda da gevsek bag dokusu bulunur. Bu tiipler, yaklasik olarak
her bir testiste 250 lobiile, uzunluklari yaklasik 50 cm, caplar1 da 150-250 um kadardir. Ust
kisimlar1 mediastinum testise bakan lopguklarin bu bolgede, seyri gittikge diizlesir ve

birbirleriyle kaynasarak sayilar1 20 ile 30°a kadar inmektedir. Mediastinum testisin fibroz



dokusu icine tubuli seminiferi rectiler girerek arkaya ve yukariya dogru uzanirlar. Bu

kanallar seyri esnasinda birbirleriyle birleserek rete testis denilen ag1 olusturur.

Ardindan bu kanallar Duktuli efferentes testise doniisiir ve testisin arka kenarinin iist
kisminda, tunika albugineayi delerek disari ¢ikarlar. Baslangicta disar1 ¢ikan kanallar diiz
seyir eder. Ardindan kalinlasip kivrintili devam eder ve lopguklar1 olusturur. Lobuli koni
epididimidis denilen bu lopguklarin yiikseklikleri ortalama 1 cm dir. Bunlarin tist kisimlari
testis'e, alt kisimlar1 ise epididimis'e bakarlar. Her bir lopguk acildigi zaman boyu 15-20
cm’yi bulan tek bir kanaldan olustugu goriiliir (Bazen 1 ile 3 veya daha fazla kanaldan
olusabilir). Duktuli efferentes testis'ler duktus epididimis denilen kanala acilip baglangi¢
kismini olusturur. Duktus epididimis yaklastk 6 m uzunlugunda olup, testisin arka
kenarinda kiimeler olusturarak korpus epididimis ve kauda epididimisi olustururlar.
Epididimis kivrimli bir yapidadir ve bu kivrimlarini gevsek bag dokusu birbirine baglar.
Epididimis ic¢inde spermiyumlarin depo edilip olgunlagsmasinin son sathasi tamamlanir

(30,32).

3.1.2 Testis embriyolojisi

Testis, mezodermal epitel (colomik mezotelyum), altta uzanan mezensim ve primordiyal
germ hiicrelerinden gelismektedir. Embriyonal gelisimin besinci haftasinda mezonefrozun
medial tarafinda kalinlasmis bir mezotel alanin gelismesiyle gonadal gelisim baslar. Bu
epitelin ve altta uzanan mezensimin proliferasyonu, mezonefrozun medial tarafinda,
gonadal kabartiy1 meydana getirir. Parmak benzeri gonadal kordonlar1 (epitel kordonlar)
altta uzanan mezensim igine dogru kisa bir siire sonra biiylir. Farklanmamis gonadlar, bir
i¢ medulla ve bir dis korteksten olugsmaktadir. Emriyo XY kromozomuna sahip ise medulla
bir testise farklanirken artik katlantilar diginda korteks gerilemektedir. Dordiincti haftanin
basinda primordiyal germ hiicreleri, vitellus kesesinin duvarinda endodermal hiicreler
arasinda gozlenmektedir. Primordiyal germ hiicreleri bagirsagin dorsal mezenteri boyunca
go¢ ederler. Primordiyal germ hiicreleri altinci haftada altta uzanan mezensime girer ve

gonadal katlantilara i¢inde yer alirlar (33).
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Fertilizasyon sirasinda kromozomal seks belirlenir. Fakat morfolojik olarak yedinci
haftaya kadar benzer kalirlar. Testis gelisimi, Y kromozomunun kisa kolundaki SRY
genine baghidir. SRY geni tarafindan testis belirleyici faktér (TDF)’ii kodlanir. Testis
belirleyici faktoriin etkisi altinda primitif seks kordonlari, testis veya mediiller kordonlari
olusturmak i¢in medulla derinlerine dogru niifuz eder. Daha sonra kordonlar dallanma ve
anastomoz olusturarak rete testis tubiillerini olusturur. Gelisim devam ederken yogun
fibroz bag dokusu olan tunika albuginea testis kordonlar1 yiizey epitelinden uzaklasir.
Testis kordonlar1 dordiincii ayda at nali seklinde gériintim alirlar ve uzantilar rete testis ile
devamlilik gosterir. Testis kordonlar1 yilizey epitelinden olusan sertoli hiicreleri ve primitif
germ hiicrelerinden olugmaktadir. Gonad katlantidaki orijinal mezensimden interstisyel
Leydig hiicreleri olusur ve testis kordonlar1 arasinda yer alir. Gebeligin sekizinci haftasinda
Leydig hiicreleri, testesteron iiretmeye baslar. Ayn1 zamanda genital kanallarin ve dis
genital organlarin cinsel farklilagmasini uyarabilirler (34). Sertoli hiicrelerinden Anti
Miillerian Hormon (AMH) salgilanir. Biiyiik bir glikoprotein olan AMH, tuba uterinalar1
ve uterusu olusturan paramezonefrik kanallarin gelisimini inhibe eder (33,35). Aym
zamanda 5So-rediiktaz araciligiyla testesteronun doniisiim {iriinii olan dihidrotestesteronun
(DHT) etkisi ile dis genital organlarin gelisimi ve farklilasmasi saglanir (35). Testis
kordonlar1 puberteyle birlikte lumen olusturup seminifer tubiilleri meydana getirirler. Daha
sonra seminifer tubiiller, duktuli efferentese giren rete testise tutunurlar. Duktuli
efferentesler, mezonefrik duktusa agilirlar ve mezonefrik duktus bu boélgede duktus
epididimise doniisiir. Epididimis distalinde mezonefrik duktus, kalin diiz bir kas tabakas1
kazanir ve duktus deferens meydana gelir. Mezonefrik duktuslarin kaudal uglarmin
lateralinde digsa dogru seminal veziikiil gelisir. Ejakulatuar duktus ise seminal vezikiillerin
duktusu ile uretra arasinda kalan mezonefrik duktus boliimiinden gelismektedir (Sekil-2)

(34,30).
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Sekil- 2: Testisin gelisim evreleri sematik goriiniimii (35).

3.1.3 Testis fizyolojisi

Testisler hem ekzokrin hem de endokrin iglev goren bir ¢ift organdir. Endokrin salgisi
testosteron hormonu ekzokrin salgisi ise spermiumdur. Testisler bu islevleri yerine

getirirken hormonlarin etkisi altindadir.

Testosteron, interstisyel Leydig hiicrelerinde olusturulur. Leydig hiicreleri, seminifer
tubiillerin arasinda yer alip testis kitlesinin %20’sini olusturur. Testosteron, androjen
olarak tanimlanan steroid yapida bilesiklerdir. Androjenler, kolestrolden ya da direk olarak
asetil koenzim A’dan sentezlenirler. Genel olarak testosteron, belirgin erkek viicut
karakterlerin olusumdan ve eriskinde primer ve sekonder seks karakterlerinin
gelismesinden sorumludur. Fetal yasamda, plesantadan olusan koryonik gonadropinler ile
uyarilan testis, testosteron salgilarlar. Fetal gelisim siirecinde ve dogumdan sonra da kisa
bir siire testosteron hormonu viicutta bulunmaktadir. Fakat puberte donemine kadar
tiretilmez. Puberte doneminde 6n hipofiz gonadotropik hormonlarin uyarisiyla tekrar

iretilmeye baslar ve devam eder.
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Testislerden salgilanan testesteron, salgilandiktan sonra yaklasik %97’si zayif baglar ile
plazma alblimini veya daha siki bir sekilde seks hormonu baglayan globiilin olarak
isimlendirilen bir B globiilin ile baglanir. Dolasim sisteminde bu bagli hormon yarim saat
ya da bazen bir saat civar1 kalabilir. Bu siire sonunda, testosteron dokulara fikse olur veya
inaktif iirlinlere doniiserek viicuttan atilir. Testosteron, dokulara fikse oldugunda hiicre
icinde genellikle dihidrotestosterona doniisiir. Bu olayin gerceklestigi hedef organlar, erkek

fetusta eksternal genital organlar ve erigkinlerde 6zellikle prostat bezidir.

Prostat bezinde, testosteron hiicre icine salgilandiktan birka¢c dakika sonra girer.
Intraseliiler So-rediiktaz enziminin ektisi altinda dehidrotestosterona doniisiir ve
sitoplazmik reseptdr proteinine baglanir. Ardindan reseptor-hormon kompleksi niikleusa
girer ve niiklear bir protein ile baglanarak DNA-RNA kayit islemini uyarir. 30 dk igerisinde
RNA polimeraz aktiflesir ve prostat hiicrelerinde RNA konsantrasyonu artar ve protein
artist izlenir. Testosteron genel olarak viicudun her yerinde protein yapimini biiyiik oranda
artinir 6zellikle sekonder seks karkterlerinin gelismesinden sorumlu olan hedef organ ve

dokularda goriilmektedir (37,38).
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Sekil- 3: Erkek lireme fonksiyonunun hormonal diizenlenisinin sematik goriiniimii (35).

Erkek seksiiel fonksiyonlarin kontrolii hipotalamustan gonadotropin serbestlestirici
hormon (GnRH) sekresyonu ile baslar. GnRH, 6n hipofiz bezini uyarir ve gonadotropik
hormonlar olan luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimiilan hormonun (FSH)
salgilanmasini saglar. LH testislerden testosteron salgilanmasi i¢in uyaricit olurken FSH ise
oncelikle spermatogenezi stimiile etmektedir. Luteinizan hormon, Leydig hiicrelerindeki
reseptorlere tutunur ve sperm maturasyonu icin gerekli olan testosteron salinimini uyarir.
Folikiil stimiilan hormon, seminifer tubiillerde 6zgiil FSH reseptorleri ile Sertoli
hiicrelerine baglanir. Bu sekilde hiicre biiylimesi ve ¢esitli spermatogenik maddelerin

salgilanmas1 saglanir. Bir siire sonra testosteron, 6n hipofiz bezini uyarir ve LH ile FSH
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tiretimini baskilar. LH ve FSH miktarindaki azalma ile testislerde {iretilen testosteron
miktar1 da azalmistir. Spermatogenezin azaldigr durumda ise 6n hipofiz bezinden FSH

salgis1 artar ve tekrar spermatogenez artmaya baslar (Sekil-3) (37,38).

3.1.4 Testis histolojisi

Testis karin bosluguna inerken beraberinde siiriikledigi periton tabakasina tunika vajinalis
denir. Bu tabaka testisin en dig tabakasidir. En i¢ tabakasi da kan damarindan zengin gevsek
bag doku o6zelliginde olan tunika vaskiilozadir. Testisin arka yliziinde tunika albuginea
kalinlasarak igeriye dogru uzanir ve buna mediastinum testis denir. Lenf damarlari, genital
bosaltim kanallar1 ve kan damarlari mediastinum i¢inde uzanirlar. Kapsiilden her bir testis
icine uzanan septumlar, testisi yaklasik 250 adet lobiile ayirmaktadir. Testis igerisindeki
lobiilerde, 1-4 adet seminifer tubiil ad1 verilen yapilar ve bag dokusu yer almaktadir.
Seminifer tubiiller olduk¢a kivrimli olup sperm fiireten yapilardir. Bu tubiiller yaklasik 30-
50 cm uzunlugunda ve 150-250 um ¢apindadir. Tubiiller, lobiillerin apeksinde diiz seyreder
ve tubuli rekti olarak adlandirilir. Tubuli rekti, mediastinumda anastomozlasan kanallar

olan rete testis ile devam etmektedir (Resim-1) (39,40).

tunica albuginea

Resim- 1: Testis kesiti- H&E (41).
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Resim- 2: Testis histolojik yapis1 (42).

Seminifer tubiiller yasst miyoid hiicrelerden olusan tabaka ve bir bazal membran ile
kusatilmistir. Her bir tubiil sira disi, iki temel hiicre popiilasyonundan olusan karmasik, ¢ok
katli bir epitel ile ortiilidir. Epitelde spermatogenetik hiicre ve sertoli hiicreleri

bulunmaktadir (Resim-2) (35,39,43).
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Resim- 3: Testis seminifer tubiilleri. LC: Leydig hiicreleri, LP: lamina propria, Sc:
spermatositler, Sg: spermatogonia, Sn: Sertoli ¢ekirdekleri, Sp: spermatidler, oklar: erken
sekil degisikligi gosteren spermatid cekirdekleri (35).

Sertoli hiicreleri, sustentakiiler veya destek hiicreleri olarak da adlandirilmaktadir. Sertoli
hiicreleri puberte doneminden sonra ¢ogalmazlar. Sertoli hiicreleri puberte sonrasinda
seminifer tubiil epitelinin yaklasik %10 kadarmi olusturmaktadir (39). Tamamen
farklilastiginda, Sertoli hiicresi, seminifer epitelin tabanindan, taban zarindan tubiillerin
lumenine uzanan, biiylik boyutlu, siitun seklinde bir epitel hiicresidir (44,45). Sertoli
hiicrelerinin bazal kismi, seminifer tubiillerin yapisal biitiinliigiinii koruyan c¢esitli hiicre
dis1 matris proteinlerinden (laminin, kollajen ve heparan siilfat gibi) olusan lifli bir yap1
olan bazal membrana (veya bazal lamina) yapisir (46). Bu hiicreler prizmatik yapida olup
bazal membranda uzanirlar. Ayn1 zamanda spermatozoonlarin seminifer tubiil lumenine

salinincaya kadar spermatidlerin yerlestigi derin girintilere sahiptirler.
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Resim- 4: Spermiyogenez sirasinda bir spermatidin Sertoli hiicre sitoplazmasi i¢indeki
TEM goriintiisii, sperm ¢ekirdegi (N), Golgi tiirevi akrozomal kapak (A), Flagellum (F),
Manset (M) (x7500) (42).

Sertoli hiicreleri, diizgiin olmayan 6kromatik bir ¢ekirdege ve ¢ekirdek¢ige sahiptir. Ayrica
oldukca fazla ve degisik sekillere sahip mitokondriyon, diiz endoplazmik retikulum,
graniilli endoplazmik retikulum, iyi gelismis golgi aygiti, mikrotubiiller, lizozomlar,
filamentler, vezikiiller ve lipid damlaciklarina sahiptir. Ayn1 zamanda bazal sitoplazmada
inkliizyon cisimciklerine (Charcot-Béttcer) sahiptir. Inkliizyon cisimciklerinin, Sertoli
hiicrelerinin lipidleri kullaniminda ve lipid transportunda yer aldiklar1 distiniilmektedir.
Sertoli hiicreleri spermatogenetik hiicrelerin beslenmesi, korunmast ve salinimda gorev
almaktadir. Sertoli hiicreleri birbirlerine yan ve taban ylizeylerindeki siki baglanti
kompleksleri ile tutunur. Baglant1 kompleksleri epiteli bazal ve luminal kompartmanlara
ayirir. Bu sekilde Sertoli hiicreleri kan-testis bariyerini olusturur ve bu bariyer
spermatogonyumlar ile primer spermatositleri daha tepedeki sekonder spermatositler ve
spermatidlerden ayirir. Ayni1 zamanda tubiil i¢indeki yapilar dolasimdaki antijenlerden

yalitilir ve spermatositler ve spermatidleri otoimmiin bagisikliktan ve kanda bulunan
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maddelerden korumaktadir (39). Aym1 zamanda seminifer tubiil lumen sivisi sperm
taginmasini saglamanin diginda spermatogenezis i¢inde uygun bir mikro ortam
olusturmaktadir. Seminifer lumen sivis1 diger hiicre dis1 sivilardan daha yiiksek bir K+
konsantrasyonu, Na+ ve Cl acisindan zengindir. Sertoli hiicreleri kan-testis bariyerini
olusturmasiyla bu siv1 oldukga kararli bir haldedir. Hiicre i¢i tamponlarin ve yapisinda yer

alan iyon kanalari ile stvinin pH’1n1 ve ozmolaritesini diizenlemektedir (47).

Sertoli hiicrelerinin islevinin temel diizenleyici faktorleri hormonlardir. Folikiil uyarici
hormon, seks steroid hormonlari, tiroid hormonu ve insiilin 6nemli bir yere sahiptir.
Hipotalamus, gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) sentezler ve bu hipofizi uyararak
luteinize edici hormonu (LH) ve folikiil uyarici hormonu (FSH) tiretmesi saglar. LH,
Leydig hiicrelerine membran reseptorlerini baglar ve testosteron (T) iiretimini uyarir. FSH,
membran reseptorlerini Sertoli hiicrelerine baglayarak 17p-0stradiol, aktivin ve inhibin
B'nin iiretimini ve salgilanmasini uyarir. 17p-stradiol, testosteron iiretimini inhibe eden
Leydig hiicrelerine etki eder. Aktivin ve inhibin B, hipofiz {izerinde sirasiyla pozitif veya
negatif bir geri bildirim iiretir. Ayrica, Sertoli hiicreleri FSH etkisi ile adrojen baglayici
protein (ABP) salgilar. ABP testesterona baglanir ve spermatogeneziste rol almaktadir.
Ayrica inhibin hormonu salgilayarak FSH salinimini inhibe eder ve aktivin, plazminojen
aktivatorii ve miillerian inhibe edici faktor (MIF) gibi c¢ok sayida hormonu da
sentezlemektedir. Sertoli hiicreleri, farklilasmayr tamamlayamayan spermatogenik
hiicreleri ve spermatitlerin spermatozoaya doniisiirken fazla sitoplazmadan koken alan

rezidiiel hiicreleri de fagosite etmektedir (43,48).

Testiste seminifer tubiiller arasindaki gevsek bag dokuda kolestrolden testosteron salgisi
yapan Leydig hiicreleri yer almaktadir. Leydig hiicreleri kolestrole bagli lipid igermesinden
kaynakli soluk asidofilik boyanir. Leydig hiicreleri bir veya iki ¢ekirdekc¢ige sahip bir
cekirdegi bulunmaktadir. Ayni zamanda steroid salgilayan hiicrelere 6zgii bol miktarda diiz
endoplazmik retikulum bulunmaktadir. Ribozom, tubiilovezikiiler kristali mitokondiyon,
golgi kompleksi, lupofuksin pigmenti ve sitoplazmalarinda ¢ubuk sekilli foksiyonlar1 tam

olarak bilinmeyen Reinke kristaller yer almaktadir (39,48).
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Erken fetal yasamda Leydig hiicreleri farklilagarak testosteron salgisini yapar. Embriyoda,
pubertede ve yetiskinlerde testosteron salgilanmasi ¢cok dnemlidir. Testosteron embriyoda,
erkek fetusta gonadlarin gelisimi igin gerekmektedir. Pubertede sekonder cinsiyet
karakterlerinin gelisiminde, devaminda, sperm iiretiminin baslatilmasinda ve aksesuar
cinsiyet bezlerinin salgilarinda 6nemlidir. Yetiskinlerde ise aksesuar cinsiyet bezlerin,
spermatogenezin, sekonder cinsiyet karakterlerin ve genital bosaltim kanallarinin

kontroliinde ve devamliligi i¢in gerekmektedir (39,43).
Spermatogenezis

Spermatogenez, olgunlasmamis kok hiicrelerinin milyonlarca olgun sperm hiicresine yol
acmak i¢in mitotik boliinme, mayoz ve farklilasma gegirdigi bir endokrin ag1 ve diger

diizenleyici faktorler tarafindan kontrol edilen bir siirectir (49).

Diploid spermatogonyumlardan haploid sperm gelisim siiresine spermatogenez
denilmektedir (39). Bu siire¢ li¢ faza ayrilmaktadir; spermatogonyal faz, spermatosit faz ve

spermatid faz (Sekil-4), (50).
Spermatogonyal faz

Spermatogonyal fazda, diploid kok hiicreler seminifer tubiillerin bazal membranina komsu
yerlesmis olup, Sertoli hiicreleri arasindaki zonula okludenslerin altinda yer alirlar ve kan-
testis bariyerinin disindadir. Spermatogonyal kok hiicreler ¢cok sayida mitoz béliinmeler
gecirmektedir. Insan testisinde bu hiicreler H&E preparatlarinda 3 tip niiklear goriiniime

sahip hiicrelere doniismektedir (35,51) .
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Sekil- 4: Spermatogenezis sematik gosterimi (35).

Tip A koyu spermatogonyumlar; nukleuslari, olduk¢a yogun bazofilik ince graniillii
kromatinli oval hiicrelerdir. Bu hiicreler kok hiicreler olarak diisiiniilmekte olup, diizensiz

araliklar ile boliinerek, tip A koyu veya tip A agik spermatogonyumlart meydana

getirmektedir.

Tip A acik spermatogonyumlar; acik boyanan soluk, ince graniilli kromatinli oval

hiicrelerdir. Mitoz boliinmeler gegirerek tip A acik spermatogonyumlart meydana getirir

ve tip B spermatogonyumlara farklilagirlar.
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Tip B spermatogonyumlar; merkezi bir nukleolusa sahip olup, nukleolusun etrafinda genis
kiimeler olusturan yogun kromatinli yuvarlak niikleuslara sahiptir. Ayrica bu hiicreler
mitoz boliinme ile primer spermatositleri olusturarak spermatosit fazina gegis saglanmig

olmaktadir (51,52).

Geg Spermatit
Erken Spermatit

Pakiten Primer
Spermatosit

Siki Bagilant
Kompleksi

— Bazal Lamina

Sertoli Tip A Acik

Miyoid Hicreler
Tip A Koyu Hucresi  Spermatogonyum  Tip B Acik
Spermatogonyum Spermatogonyurm

Sekil- 5: Seminifer epitelin sematik diyagrami (35).

Spermatosit fazi

Primer spermatosit; germinal epitel bolgesinde yer almakta olup seminifer tubiillerin en
biiyiik germ hiicreleridir. Mayoz boliinme baslamadan 6nce DNA’lar1 replike olur. 4d
miktarinda DNA ve 2n sayida kromozom igermektedir. Primer spermatosit mayoz I’in
profaz evresine girer ve bu evre uzun siirmektedir (1-3 hafta). Ardindan her bir primer
spermatosit mayoz I’de DNA miktarin1 4d’den 2d’ye ve kromozom sayisini da 2n’den
In’ye (haploid) getirir ve mayoz I’'in sonunda primer spermatositlerden bir ¢ift halinde

haploid kromozom iceren sekonder spermatositler meydana gelmektedir. Sekonder
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spermatosit; birbirlerine sitoplazmik kopriilerle bagli olan haploid kromozom igeren
sekonder spermatositler hizlica mayoz II’ girer. Mayoz II’nin sonunda her bir sekonder
sparmatositten 1n kromozomlu (23 tek iplikli) ve 1d miktarinda DNA’ya sahip olan iki
haploid spermatid meydana gelmektedir (35,53).

Spermatid Fazi

Ayn1 zamanda bu faza spermiyogenez de denilmektedir. Spermatogenezisin son agamast
olan spermiyogenez, mitotik yonden aktif olmayan spermatidlerin hiicresel ve niikleer
hacminin % 80-90'min kayba ugrayarak morfolojik degisikliklere ugrayip olgun spermin

meydana geldigi fazdir (54).

23 kromozama sahip spermatid hiicreleri, 22 otozom ve bir X veya bir Y kromozomu
tagimaktadir. Spermatid fazda spermatid hiicreleri Sertoli hiicrelerinin membranina gémiili

bir sekilde yer almaktadir. Ayrica bu faz kendi igerisinde dort faza ayrilmaktadir;

Golgi fazi; spermatid yapisinda yer alan ¢ok sayida golgi kompleksi i¢erisinde kiimelenmis
periyodik asit-Schiff (PAS) pozitif boyanan glikoproteinden zengin proakrozomal
graniillerin yer almasi ile karakterize bir fazdir. Hiyaliironidaz, proakrosin ve diger
hidrolitik enzimleri iceren proakrozomal vezikiiller, motor proteinleri (sirastyla kinesinler
ve miyozin Va) kullanilarak Golgiden akroplaksom icine taginir. Akroplaksom, niikleer
zarfa tutturulmus aktin sitokeratin igeren bir plakadir. Proakrozomal vezikiiller, nce
akrozom vezikiilii ve daha sonra akrozomal keseyi olusturmak i¢in akroplaksomu baglar
ve sabitler (55). Ayn1 zamanda gelismekte olan spermin 6n kutbunu belirler. Jukstaniiklear
bolgedeki sentriyoller de spermatidin arka kutbuna yerlesir. Sentriyol sperm kuyrugunun
aksonemin olusumunu baslatmak i¢in arka kutupta sentriyol plazma membranina dik aciyla
yerleserek, dokuz periferik mikrotubiil ciftinin ve iki merkezi mikrotubiil parcalarinin bir

araya gelmesini saglar.

Kep fazi; akrozomal vezikiil, niikleusun 6n yarisinin lizerinde yayilarak akrozomal kep
yapisinit meydana getirmektedir. Bu kisim bas kisminin iigte ikisini meydana getirmektedir.

Niiklear igerik yogunlasir ve niiklear zarf pargasi porlarini kaybederek kalinlagir.
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Akrozom fazi; Sertoli hiicresi i¢ine gomiilii olan spermatid akrozom fazinda bas kismini
sertoli hiicresi igine iyice gomerek bazal laminaya ilerler. Flagellum gelismeye devam
ederken seminifer tubiil lumenine uzanmaktadir. Spermatid nukleusu yassilasarak uzamaya
devam eder. Daha 6nce flagellumun gelisimi baslatan nukleusa tutunan sertriyollerden
dokuz kalin fibril geliserek kuyrugun icine dogru uzanirlar ve bdylece nukleus ile
flagellumu birlestirerek gelismekte olan spermin baglanti ya da boyun pargasi olarak
adlandirilan kismi1 meydana gelir. Gelismekte olan flagellumu sarmak ig¢in plazma
membran1 posteriyora dogru hareket ederken, mitokondiyonlar da boyun bolgesindeki
fibrillerin etrafinda ve posteriyor uzantisinda heliks seklinde siki bir kilif meydana
getirmek i¢in go¢ ederler ve bu bolgeye orta parca denilmektedir. Esas parcanin dokuz
longitudinal fiberini kusatan ve hemen hemen flagellumun ucuna kadar uzanan, orta
parcanin distalinde uzunlamasina iki siitun ve ¢ok sayida baglantilardan olusan yapiya
fibroz kilif denilmektedir. Ayni1 zamanda fibrdz kilifin distalinde kalan bu kisa segmentine

son parca denilmektedir.

Olgunlagsma fazi; flagellanin etrafinda yer alan fazla sitoplazma (rezidual cisimcik)
azaltilarak olgun spermatozoon olugmaktadir. Rezidual cisimcik sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilmektedir. Ayrica seminifer tubiil lumenine ulagsamayan spermler de
sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilmektedir. Rezidual cisimcikler ve uzamis
spermatidler inhibin, tubiiller sivi iiretimini, androjen baglayici protein ve 1 ve 6
interlokinlerin liretimini etkileyerek sertoli hiicrelerinin sekratuvar fonksiyonunu etkilerler.
Spermin seminifer tubiil lumenine salinmasina spermiasyon denilmektedir. Spermiasyon
siirecinde Sertoli hiicresi ve spermatid baglanti kompleksleri ortadan kalkar. Spermin sali
verilme hizi, ejakiilattaki sperm hiicrelerinin sayisini belirlemektedir. Bu stire¢ sicakliktan,

toksik ajanlardan ve hormonal modifikasyonlardan etkilenebilmektedir (34,36,53).
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Sekil- 6: spermin sematik goriinlimii (35) .
Matiir (Olgun) Spermin Yapisi; matiir insan spermi yaklasik olarak 60pum uzunlugundadir.
Yassi, sivri, 3 pm genisliginde, 1 um kalinliginda ve 4,5um sperm bagina sahiptir.
akrozomal kep kismi tripsin benzeri proteazlar olan, néraminidaz, hyaloronidaz ve akrozin
icermektedir. Sperm ve ovum temas ettiginde akrozomal aktivite baslayarak ovumun zona
pellusidasinin delinmesi, spermin penetre olmasi, baska sperm girisi engellenerek

fertilizasyon kolaylastirilir.

Sperm; boyun, orta parga, esas parca ve son par¢adan olusan bir kuyruga sahiptir. Boyun
kismi kisadir ve sentriyolleri ve kaba fibrillerin baslangi¢ kismi1 burda yer almaktadir. Orta

parca mitokondriyonlar1 icermekte ve yaklasik 7 um uzunlugundadir. Mitokondriyonlar
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kuyruk hareketi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Esas parca kalin fiberlerin ve
aksonemal kompleksinin disindaki fibroz kilifi igerir ve 40 pm uzunlugundadir. Son parga
ise olgun spermde flagellumun son 5 pm’lik kismini ve sadece aksonemla kompleksini

icermektedir (Sekil-6) (35).

Spermatozoa daha sonra tubiil lumenine salinir, boylece kadin iireme sisteminde tam
kapasite elde edilmeden o©nce rete testis, efferent kanallar ve epididim yoluyla
olgunlagmaya devam eder (56). Sperm, bu asamada hareketsizdir ve olgunlasma siirecini
tamamlamak icin Sertoli hiicrelerinde salinan siv1 ile birlikte seminifer tubiillerde lamina
propriyanin kontraktil hiicrelerinin kasilmasiyla birlikte tubiillerden salmnir. Oncelikle diiz
tubiillerden mediastinum testise ve burdan rete testise girer. Daha sonra bosaltim
kanallarinin baglangici olan duktuli efferentese burdan da duktuli epididimisin proksimal
kismina ge¢mis olur (57). Bu kanal oldukc¢a kivrimli ve 4-5 metre uzunlugunda olup
spermin duktuli epididimisten gecisi sirasinda sperm hareket kazanmaktadir. Ayni
zamanda sperm, duktuli epididimis kanalinda, nukleus DNA’sinin yogunlagmasi ve bas
boyutunun azalmasi, sitoplazmasinin azaltilip daha ince hale gelmesi, plazma membraninin
proteinlerinde, lipidlerinde degisimler ve glikozilasyon dis akrozomal membranda
degisiklikler ~(dekapasitasyon) gibi farkliliklar meydana gelmektedir. Insanda
spermatogenez siiresi yaklasik 74 gilin ve epididimisten gegis siireci de yaklasik 12 giin
siirmekte olup toplam sperm lretim siiresi yaklagik 86 giin siirmektedir. Ayrica insan

testisinde giinde yaklasik 300 milyon sperm hiicresi iiretilmektedir (35).

3.2 Erkek Infertilitesi

Tanim olarak infertilite, bir erkegin bir yil boyunca diizenli ve korumasiz cinsel iligki
stiresince dogurgan bir kadinda gebelige neden olamayan verimsizligi olarak
tanimlanmaktadir (58). Ksirlik, ciftlerin yaklasik %15’ini etkilemekte olup erkek faktor
kisirliginin ise ¢iftlerin yaklasik %50’sinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (59,60). Diinya
Saglik Orgiiti'ne (WHO) gére, 1 ile 4 hafta arasinda toplanan iki semen analizinin en az
bir drneginde sperm konsantrasyonu, motilitesi ve/veya morfolojisindeki degisikligin,

erkek faktori infertilitesinin patogenezine katkida bulundugu gosterilmistir (61).
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Erkek fertilite bozuklugu, onkolojik, kardiyovaskiiler, otoimmiin hastaliklar, diger kronik
hastaliklar ayrica sigara, alkol, belirli kimyasallar, agir metaller, bocek ilaglarin, 1s1 ve
elektromanyetik radyasyona maruz kalma gibi faktorlere baglanmaktadir. Bu faktorlerin

cogunun sonucu da oksidatif strestir (62—64).

Serbest radikaller, biyomolekiilleri oksidasyonla modifiye edebilen bir veya daha fazla
eslestirilmemis elektrona sahip molekiillerdir. Bu molekiiller olduk¢a reaktiftir ve
yakinlarindaki hemen hemen her madde ile reaksiyona girer (65). Serbest radikaller, bir
dis yoriingede tek eslenmemis elektrona sahip reaktif kimyasal tiirleridir. Bu kararsiz
konfigiirasyon, protein, lipit, karbonhidrat ve niikleik asitler gibi bitisik molekiiller ile
reaksiyonlar yoluyla enerji saglar. Biyolojik sistemlere zarar veren serbest radikallerin
cogu oksijensiz radikallerdir (66). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri
(RNS) normal hiicresel metabolizma sirasinda iiretilir. ROS ve RNS, yasayan sistemlerin
zararl veya faydali olabilecek rollere sahiptir (67). Saglikli erkeklerde, ireme sisteminde
RoS ve antioksidanlar arasinda hassas bir denge korunur (68). Oksidatif stres (OS),
antioksidan savunma sistemi ROS'a kars1 yetersiz hale geldiginde gelisir, bu da hiicrelere,

dokulara ve organlara zarar verir (69).

Semendeki baslica hiicresel ROS kaynaklar1 sperm hiicreleri ve 16kositlerdir. Erkek germ
hiicrelerinin gelisiminin ilk asamalarindan itibaren az miktarda ROS iiretebilirler. ROS
sperm kromatin yogunlagsmasinda rol oynar, apoptozun indiiksiyonu veya
spermatogonianin proliferasyonu ile germ hiicre sayisin1 ayarlar (70). Olgun spermlerde
ROS, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, mitokondriyal kilif stabilitesi ve sperm
motilitesinde 6nemli bir rol oynar. ROS ayrica sinyal molekiilleri (hiicre sinyallemesinin
ikinci habercileri) olarak da islev gorebilir. Uretimlerinin en az iki konumu ve mekanizmasi
vardir. Bozulmus morfolojisi olan, esas olarak olgunlagsmamisliklarini ve dogurganlik
potansiyellerini azaltan sitoplazmik kalintilar1 olan sperm hiicreleri, normal yapiya sahip
spermatozoalara gore daha yiiksek miktarda ROS iiretir (71). Farkli olgunlagma evresinde

spermatozoa tarafindan iiretilen ROS miktarlar1 arasinda da bir fark vardir (72).

Lokositler tarafindan ¢ok yiiksek miktarda ROS {iretimi mevcuttur. Bu durum

enfeksiyonlara ve inflamasyona karsi hiicresel savunma mekanizmasinda énemli bir rol
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oynar. Bu gibi durumlarda aktif l16kositler, etkilenen organa, enfeksiydz ajanlarin ortadan
kaldirilmasina yol agan biiyiik miktarlarda ROS salgilayarak sizar. Bununla birlikte,
oksidanlar ve antioksidanlarin bu dengesizligi hiicrelere zarar verebilir. Spermada 16kosit
sayisindaki artis ¢cevresel faktorlerin, uzun siireli cinsel yoksunlugun veya varikoselin bir

sonucu da olabilir (73).

Spermatidler ve olgun spermatozoalarin membranlar1 oksitlenebilen (lipit peroksidasyon)
doymamus lipitler bakimindan zengindir bu sebeple ROS’un yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasi olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Lipid peroksidasyon islemi, hiicresel
enzimlerin inaktivasyonuna, membran biitiinliigli kayb1 ve gecirgenliginde artisa, DNA
hasar1 ve hiicre apoptozuna yol agtig1 bilinmektedir. Bunun sonucu olarak da sperm say1
ve aktivitesinde azalma, motilitede azalma ve anormal morfoloji goriilmektedir (74).
Ayrica diyabetin erkek iireme fonksiyonu iizerinde olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir

(75).

Diyabetes Mellitus'da (DM) oldukca gii¢lii serbest radikallerin {iretiminin artti§i ve bunu
takiben gelismis glikasyon son {iriinlerinin (AGE'ler) iiretimi ve AGE ig¢in reseptor
ekspresyonunda bir artig bildirilmistir (76). Diyabette hiperglisemiden kaynakli olarak
mitokondri tarafindan yiiksek miktarda O; iiretimi gliseraldehit-3 fosfat dehidrojenaz
aktivitesini 6nemli Ol¢iide inhibe eder ve bu durum yukar akis glikolitik metabolitlerini
yonlendirerek hiperglisemik hasarin artmis AGE iiretimini aktive etmesine neden olur (77).
AGE!'ler, hiperglisemik kosullar altinda seker ile proteinler, lipidler ve DNA'nin amino
gruplar1 arasindaki enzimatik olmayan reaksiyonun diirtinleridir (78). AGE'ler, ileri
glikolize son iirlinler (RAGE) i¢in reseptdrleri aktive ederek bagimsiz olarak veya dolayl
olarak ROS olusturarak makromolekiillerin normal isleyisini dogrudan degistirebilir.
Ayrica seminal antioksidan savunma yetenegini, artmis ROS tiretimi ile basa ¢ikamaz. Bu
durumdan kaynakli olarak sperm DNA hasarima ve mitokondriyal DNA
fragmantasyonuna, daha sonra degisen sperm parametrelerine ve ardindan erkek kisirligina
sebep olacak bir¢ok reaksiyon dizisine yol agmaktadir (79). Ayn1 zamanda bu durumdan
kaynakli olarak AGE’lerin lipid peroksidasyon seviyelerini tetikledigi diisiiniilmektedir
(80).
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Kisaca AGE ve OS’nin zararh etkilerinin erkeklerdeki infertilite iizerinde olumsuz etkisi

oldugu bilinmektedir.

3.3 Diyabet
3.3.1 Tarihgesi

Diabetes mellitus, eski ¢caglardan beri bilinen bir hastaliktir. Bilinen tarihiyle milattan 6nce
(MO) 1500’lerde Misir papiriislerinde ve yine M.O. Hint uygarliginda da bu hastaligin asiri
idrara ¢ikma ile iliskilendirilmis ve idrarlara asir1 bocek konmasindan kaynakli tatli oldugu
diistiniilmiistiir. Diabetes Mellitus adin1 Yunancadan almistur. Yunanca akip gitmek
anlamindan diabetes, bal gibi tath anlaninda da mellitus kelimelerinden koken alarak
Diabetes Mellitus tiiremistir (81-83). Idrarda glukozun kesfedilmesinden sonra 19.
yiizyilda Paul Langerhans’in pankreasta hiicre topluluklarini olan langerhans adaciklarini
kesfetmesiyle ilerleyen yillarda pankreas bezinin endokrin fonksiyonu ve Oneminin
kesfedilmistir. 20. ylizyilda pankreas ile diyabet hastaligi iligkisi iizerine arastirmalar
artmustir. 1921 yilinda Toronto Universitesinde bir grup arastirmaci insiilini izole etmeyi
basarmis ve deneysel olarak ¢aligsmalar baglamis olup tedavi yontemi olarak kullanilmaya

baslanmistir (82).

3.3.2 Tamm

Diabetes Mellitus (DM), kalitimsal ve ¢evresel etmenler ile ortaya ¢ikan hiperglisemi ile
iligkili ve kismi veya toplam insiilin yetersizliginin neden oldugu bir dizi metabolik
durumun meydana gelmesiyle karakterizedir (84). Ayn1 zamanda DM, endokrin sisteminin
kronik bir metabolik bozuklugudur ve diinya ¢apinda yayginlig1 hizla artmaktadir Diyabet
gelisiminde cesitli patojenik stirecler yer alir. Bunlar, pankreatik hiicrelerin, insiilin
eksikligine bagli otoimmiin yikimindan insiilin etkisine direngle sonuglanan anormalliklere
kadar degisir (75). Her gegcen giin bu hastaliktan muzdarip olan insanlarin sayisi
artmaktadir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF)’na gore; 2010°dan bu yana diinyada
300 milyon kisiye diyabet teshisi konulmus olup hasta sayisinin 2030 yilina kadar 500
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Ayrica DM’ nin karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasint olumsuz etkileyerek, doku ve organlarda istenmeyen biyokimyasal,

morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler meydana getirdigi bilinmektedir. DM, insan ve
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hayvanlarin her iki cinsiyetinde de retina, kalp, bobrek, sinir ve lireme sisteminin ¢esitli
organlarinda komplikasyonlara neden olmaktadir. Uzun dénemde bu organlarda meydana
gelen hasarin, disfonksiyon ve yetmezlik, morbidite ve mortalite artisina neden oldugu

bilinmektedir (77,85).

3.3.3 Smiflandirilmasi

Diyabetes Mellitus’un, smiflandirilmasi arastirmalarin 1s181inda degisimler gdstermistir.
Giliniimiizde DM’un bagslica dort tipi bildirilmistir, bunlar; Tip 1 diyabetes mellitus, Tip 2
diyabetes mellitus, Gestasyonel diyabetes mellitus ve Spesifik diyabetes mellitus olarak

siniflandirilmistir (86).
3.3.3.1 Tip 1 diyabetes mellitus

Daha once insiiline bagimli diyabet veya juvenile onset diyabet terimlerinin kapsadigi
diyabetli hastalarin sadece % 5-10'unu olusturan bu diyabet formu, pankreasin [-
hiicrelerinin hiicresel aracili otoimmiin yikimindan kaynaklanir. B-hiicresini bagisiklik
tahribatinin belirleyicileri arasinda adacik hiicresi otoantikorlari, insiiline otoantikorlar,
GAD'a (glutamik asit dekarboksilaz) otoantikorlar (GAD65) ve tirosin fosfataz IA-2 ve 1A-
2b'ye otoantikorlar bulunur. Acglik hiperglisemi baslangicta tespit edildiginde, bu
otoantikorlardan biri ve genellikle daha fazlasi bireylerin % 85-90'inda bulunur.
Hperglisemi ve ketoasidozu dnlemek ve hastanin hayatina devam etmesini saglamak icin

insiilin tedavisi gerekmektedir (84,87).
3.3.3.2 Tip 2 diyabetes mellitus

Tip 2 diyabet, “insiiline bagimli olmayan diyabet” veya “yetiskinlerde baglayan diyabet”
olarakta adlandirilmakta olup tiim diyabetlerin % 90-95'ini olusturmaktadir. B-hiicresi
disfonksiyonu ve degisen derecelerde insiilin direnci ile iligkili karmasik bir metabolik
bozukluktur. Bu bireylerin, baslangicta veya yasamlar1 boyunca insiilin tedavisine ihtiyact
olmayabilir. Tip 2 diyabetin bircok nedenin oldugu bilinmektedir. Spesifik etiyolojiler
bilinmemekte olup B hiicrelerinin otoimmiin yikimi gelismez. Ayrica hastalarda bilinen
diger diyabet nedenlerinden higbiri yoktur. Tip 2 diyabetli bireylerin cogunlugu fazla kilolu

ya obez oldugu belirtilmistir. Olmas1 gerekenden daha fazla kiloya sahip olmanin insiilin
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direncine sebep oldugu belinmektedir. Ayrica bilinen kilo 6l¢iitlerine gore asir1 kilo
problem olmayan hastalarin karin bolgelerinde agirlik artis1 oldugu ve viicut yag yiizdesi
artabilmektedir. Insiilin direnci ayrica hipertansiyon ve polikistik over sendromu gibi diger
metabolik durumlarda da bulunur ve bunlar tip 2 diyabetli bireylerde birlikte bulunabilir

(88,89).
3.3.3.3 Gestasyonel diyabetes mellitus

Gestasyonel diyabetes mellitus, muhtemelen gebelik Oncesi diyabeti olan kadinlar harig,
hamilelik sirasinda baglangic veya ilk tanima ile karbonhidrat intoleransi olarak tanimlanuir.
Gebeligin yaygin bir tibbi komplikasyonudur ve olumsuz sonuglarda bir artis ile iligkilidir.
Dogumdan sonra diizelebilmekte ya da etkilenen kadinlarda dogum sonras1 kalic1 diyabet

olusabilmektedir (90).
3.3.3.4 Spesifik diyabetes mellitus

Diyabetes mellitus’un spesifik diabetes mellitus formu B hiicreleri ve insiilinde genetik
hasar, ekzokrin pankreasta hasar olusumu, endokrinopati, ila¢ ve kimyasal aracili,
enfeksiyon aracili, bagisiklik aracili formun yaygin olmayan hali ve diyabetle
iliskilendirilen diger genetik sendromlardan kaynaklanan diyabetes mellitus olarak

siniflandirilmaktadir (75,91).

3.3.4 Streptozotosin ile deneysel diyabet modeli olusturma

Deneysel hayvan modelleri, ¢esitli hastaliklardan korunma, hastaliklarin patogenezinin
anlasilmasi ve tedavi olanaklarinin incelenebilmesi i¢in kullanimi yaygin bir modeldir.
Deneysel hayvan modelleri olusturmak ic¢in bircok yontem kullanilmaktadir.
Streptozotosin yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Streptomyces achramogenes elde
edilen, antibiyotik olarak kullanilan ve diyabetojenik 6zelligi olan streptozotosin (STZ)
deneysel diyabet olusturmada kullanilan kimyasallardan biridir. STZ (2-Deoksi-2-(3—
Metil-3-Nitrozoiiredio)-D-Glikopiranoz) kapali formiilii CsHisNsO-’dir (Sekil-7) (92).
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Sekil- 7: STZ yapis1 (93).

Streptozotosin, pankreas B-hiicrelerinde hasara yol acar ve hem insiiline bagimli hem de
insiilinden bagimsiz diyabete sebep olmaktadir (94). Streptozotosin, yapisinda glukoz
molekiilii ihtiva ederek pankreatik beta hiicre membraninda bulunan glukoz transport
proteini 2 (GLUT 2) aracilig ile beta hiicreleri i¢ine alinir (92). Streptozotosinin meydana
getirdigi ilk etkinin beta hiicrelerinin glukoza yanitin1 ortadan kaldirmak oldugu
belirtilmistir (95) ve bu olay1 kalic1 beta hiicre hasar1 ve kayb1 izlemektedir. ilag, hiicre
icine alindintan sonra reaktif nitrojen radikallerine sebep olur bu durumda DNA hasari ve
ilacin alkilleyici etkisi ile hiicrede meydana gelen kalic1 hasar ile olugsmaktadir (94,96).
STZ, B-hiicrelerinin kalic1 hasar1 ve kaybiyla kan glukoz seviyesindeki artis ve insulin
seviyesindeki azalmanin meydana getirdigi hiperglisemiyle insiilinin sekresyon ve
biyosentezine engel olmaktadir (97). STZ ile diyabet indiiksiyonunda; yapilan ilk STZ
ejeksiyonuyla ilk saatte insulin sekresyonu durur ve karacigerde glikojen yikimi meydana
gelir bununla birlikte gecici hiperglisemi goriiliir ve iki ile dort saat arasinda siirer.
Ardindan insiiliin salgilayan pankreatik B-hiicrelerinde nekroz goriiliir ve kandaki insulin
seviyesi yiikselir. STZ enjeksiyonundan yaklasik iki giin sonra kanda yiiksek diizeyde
insiilin seviyesinde ani diisiis olusur ve bdylecek kalict hiperglisemi meydana gelir. Kalici
hiperglisemi meydana geldikten sonraki giinlerde deneysel diyabetin sebep oldugu

semptom ve komplikasyonlar goriilmeye baslamaktadir (97,98).
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3.3.5 Diyabet ve erkek fertilite iliskisi

Diyabet ile ilgili yapilan caligmalarda, erkek genital sistem iizerinde komplikasyonlar
meydana getirerek fertiliteyi etkiledigi bilinmektedir. DM nin testis dokusunda yol agtig1
bilinen komplikasyonlari, seminal s1v1 ve lipoperoksidasyonda artan oksidatif stres ile artan
reaktif oksijen tiirii (ROS) iiretimi, sperm DNA fragmantasyonu, sperm mitokondriyal
biyoenerji degisimi ve enzimatik glikasyon son iiriinleridir (99,100). Bu komplikasyonlar
da sperm hasarina yol agmaktadir. DM, folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinizan hormon
(LH) salinimim etkileyerek, spermatogenik seri hiicrelerini ve sperm hiicrelerini negatif
yonde etkilemektedir (101). Ayrica diyabet, reaktif oksijen {iriin iiretimine ve serbest
radikallerin artmasina sebep olmaktadir. Bu durumda doku hasarina ve apoptozise yol

acarak sperm hasari ile sonuglanmaktadir (102).

|

apoptozis

lipid peroksidasyon DMA hasari

Sekil- 8: Testis lizerinde ROS etkisi sematik goriiniimii (103).

Ayn1 zamanda erkek aksesuar bezi inflamasyonuna yol agarak erektil ve ejakiilator
disfonksiyona sebep oldugu belirtilmistir (104,105). Tip 1 DM'li testislerin daha diisiik
sperm parametrelerine sahip oldugu semen konsantrasyonu, sperm motilitesi ve

morfolojisinin kotii oldugunu gosterilmistir (106,107). Diyabetik sigan testislerinde,
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testosteron, LH ve insiilin reseptorlerinin azalmasindan kaynakli Leydig hiicrelerinin
islevinde bozukluk oldugu ve bdylece iireme fonksiyonunu negatif etkiledigi belirtilmistir

(108).

Morfolojik olarak diyabetik erkeklerde endokrin bozukluklari, diyabetik noropati ve
oksidatif stres etkisi ile bir¢ok degisiklik gozlenmektedir. Artmis interstisyel stroma,
seminifer tubiil ¢gap1 ve lumen boyutunda azalma, germinal epitelde ve spermatogenik
hiicrelerde diizensizlik, sperm sayisinda azalma ve yapisal degisiklikler, apoptozis ve

Leydig hiicrelerinde azalma gibi degisiklikler oldugu belirtilmistir (109-112).

3.4 Corek otu yag:

3.4.1 Corek otu yagr’min genel ozellikleri

Corek otu bitkisi, Ranunculaceae ailesine ait bir bitki olup Nigella sativa, siyah tohum ve
Habbat-uLL-Sauda olarak da isimlendirilmektedir (113). Eski Misir, Gliney Avrupa, Kuzey
Afrika ve Gilineybati Asya’ya 6zgii olan ve yillik cicekli bir bitkidir. Siyah tohumlara
sahiptir. Tohumlar1 bitkinin aktif bilesenlerini igermektedir (114). Corek otu bitkisi, zengin
bir tarihe ve kiiltiirel mirasa sahip mucizevi bir bitki olarak adlandirilmaktadir (115).
Kullanim1 eski Misir ve Yunan donemine kadar dayanmakadir. Cesitli hastaliklarin
tedavisinde ve sagligi korumak amacl kullanilmistir (114). Corek otu eski zamanlardan
beri, bas agrisi, dig agrisi, burun tikanikligi, astim, bronsit, enfeksiyonlar, egzama, parazit,
emziren siit liretimini arttirma, hipertansiyon, romatizmal hastaliklar, karaciger toksisitesi,
gastrointestinal problemler ve bagisiklik sistemini gliclendirmek gibi bircok durumda
kullanilan geleneksel bir bitkidir (116-118). Corek otu yagi, timokinon (Sekil-9),
ditimokinon, timohidrokinon ve timol gibi bir¢ok bilesik icermektedir. iceriginde en
yilksek oranda timokinon bilesigi (%30-%48) icermektedir. Ayrica flavonoidler,
alkoloidler, antosiyaninler, linoleik ve oleik asitler gibi esansiyel yag asitleri igermektedir

(119).
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Sekil- 9: Timokinon Yapis1 (120).

Insanligin evriminin ilk zamanlarindan beri bitkilerin ilag olarak kullanimi mevcuttur.
Giinlimiizde de c¢orek otu ile yapilan calismalarda antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuar, antikanser, antihipertansif ve antidiyabetik gibi bir¢ok etkiye sahip oldugu

belirtilmistir (121).

3.4.2 Corek otu yad: ve anti-diyabet iliskisi

Diyabetin antioksidan savunma sistemininin aktivitesini azaltig1 ve kronik hipergiliseminin
serbest radikal hasarinin artmasina yol agtig1 bilinmektedir (122). Aym1 zamanda ¢drek
otunun antidiyabetik ©zelliklere sahip proteinlerin hiicresel alimimi etkileyen AMPK
aktivasyonuyla indiiklendigi ve bu sekilde de insiilin duyarlastirict bir etkiye yol actigi
belirtilmistir (123,124). Ayrica ¢orek otunun antioksidan etkisiyle pankreasta -hiicrelerini
oksidatif strese kars1 korudugu belirtilmistir (125). Yapilan bir¢cok ¢alismada Corek otu
yaginin ve 0ziiniin kan sekerini diislirdiigii ve insiilin diizeylerini diizettigi gosterilmistir

(126,127).

Corek otunun diyabet iizerinde karaciger aktivitesini diizenleyerek glukogenezde yer alan
glikoz 6-fosfataz ve fruktoz 1.6 bisfosfataz aktivitesini inhibe ederek glukoneogenezi

azalttig1 belirtilmistir (120).
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3.4.3 Corek otu yag: ve erkek fertilite iliskisi

Corek otu tohumunun erkek iireme organlarinin agirligini, leydig ve sertoli hiicre sayisini,
sperm sayisi, motilitesi ve canliligini arttirdig1 belirtilmistir. Ayrica hipofiz bezini
etkileyerek erkek iireme hormonlarini pozitif yonde diizenledigi ve dogurganlik
potansiyelini arttirdigi  belirtilmigtir  (128). Corek otunun, oksidatif fosforilasyon
enzimlerini etkileyebilecegini ve sperm hareketliligini artirabilecegi goriilmiistiir (129).
Diyabet gibi bazi kronik hastaliklar lireme sistemi iizerinde yiikselen ROS seviyesi ve
hasarli hiicre artisina sebep olmaktadir (76). Corek otun diyabetik erkek sicanlarda
testosteron seviyelerini ve testis dokusunu, semen miktarin1 pozitif yonde gelistirdigi
ayrica kan sekeri ve stres parametreleri olan lipit peroksidasyon iiriinleri seviyesi katalaz,

glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutazi azaltig1 belirtilmistir (130).

Birgok caligmada en iyi sonuglar1 almak i¢in ¢orek otu yaginin infertilite modellerindeki
etkilerini degerlendirmistir. Corek otu yagmin terapdtik kullanim i¢in en iyi ¢orek otu

formu oldugu goriilmektedir (131).

3.5 Metformin

3.5.1 Metformin’nin genel ozellikleri

Metformin (1,1-dimetilbiguanid) molekiil formiili C4HIINS olup (Sekil-10) (132),
giiniimiizde diyabet tedavisinde kullanilan c¢ok yaygin anti-hiperglisemik bir ilagtir.
Metformin, Galga officinalis’den (Fransiz leylak) bir guanidin tiirevi olan galegine ile

iliskili biguanid antidiyabetik bilesik ailesine aittir (133—-135).

CH, NH NH

II Il i
>N— >~ NH—C—NH, Metformin
CH,

Sekil- 10: Metformin yapis1 (136).
Galla officinalis’in tarihi c¢ok eskilere dayanmaktadir. Onyedinci ylizyilda atese ve

epilepsiye faydali oldugu belirtilmistir. Onsekizinci ylizyillda da sik idrara ¢ikma ve
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susuzluk gibi durumlarin tedavisinde 1900’lere gelindiginde, Galga officinalis'te bulunan
aktif molekiillerin kimyasal bir c¢aligmasi, diyabetik hastalarda anti-hiperglisemik
ozellikleri oldugu belirtilmis olup giiniimiizde diyabetik hastalarda yogun olarak kullanilan
bir ila¢ olup (137), diyabetten kaynakli olusan komplikasyonlar {izerinde de metforminin
olumlu etkileri oldugu bilinmektedir (138). Ayrica metforminin hiperglisemi iligkili olan
endotel bagimli fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres ve DNA hasarini {izerinde azaltici
etkilerinin oldugunu belirtilmistir (132). Metformin, periferik glukoz aliminda ve doku
insiilin duyarliliginda iyilesme ile hepatik glukoneogenez ve bagirsak glukoz emiliminde
azalmay1 saglayarak glisemiyi azalttig1 bildirilmistir. Karaciger, kas, yag dokusu, pankreas,

hipofiz, hipotalamus ve gonadlar gibi ¢ok sayida dokuya ulagsmaktadir (139).

Hiicre membran1 boyunca glukoz tasinmasina, bir transmembran polipeptid grubuna ait
olan spesifik glikoz tasiyicilar1 (Dependent Upon Glucose Transporter-GLUT) aracilik
eder. Kas ve yag hiicrelerinde iki form tespit edilmistir: agirlikli olarak plazma zarinda
bulunan GLUT-I ve esas olarak hiicre ici zarlarda bulunan GLUT-4. Insiilinin, bu
tagtyicilarin hiicrenin plazma zarina go¢ etmesine neden oluyor gibi goriinmektedir ve

ayrica bunlarin igsel aktivitesini artirabildigi bilinmektedir (140).

Molekiiler diizeyde yapilan calismalarda, metforminin glukoz tasiyicilarda (GLUT)
degisiklik yaparak, mitokondriyal solunum zincirini inhibe ederek adenizin monofosfatla
aktif protein kinaz (AMPK) aktivitesini arttirmaktadir. AMPK, hiicresel enerji
homeostazin1 koruyan kritik bir hiicresel enerji sensorii olarak gorev yapmaktadir. Bu
inhibisyon, ATP {iiretiminde azalmaya yol agarak AMPK aktivasyonunda artis meydana
gelir. Boylece hiicre i¢i enerji dengesini saglar (139,141,142). Bu durumda AMPK, glikoz
ve lipit katabolizmasi gibi enerji lireten katabolik yollara baslatir. Ayn1 zamanda yag asidi,
kolestrol ve protein sentezi gibi islemlerin inhibisyonuna yol agarak enerji tiikketimi azaltir

(143).

Boylece metformin, diyabetten kaynakli AGE olusunu azaltarak (144) oksidatif stres
artisini azaltir ve lipid peroksidasyonunu da engellemis oldugu bilinmektedir (145). Ayni
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zamanda hipergilisemi kaynakli endotel bagimli fonksiyon bozuklugu ve DNA hasarinda
da azaltic1 etkiye sahip oldugu bilinmektedir (132).

3.5.2 Metformin ve erkek fertilite iliskisi

Diyabetin, erkek iireme sistemi iizerinde spermatogenez, steroidogenez, erektil
disfonksiyon veya retrograd ejakiilasyon, sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi
tizerinde olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir (146—148). Aktif sentez yapan hiicrelere
sahip olan erkek iireme sistemi dokular1 enerji mekanizmalarindan etkilenmektedir. Bazi
caligmalarda, metforminin, oksidatif metabolizmada bir azalmaya ve dolayisiyla anaerobik
solunum ve laktat sekresyonunda bir artisa yol acan mitokondriyal elektron tagima
zincirinin kompleks I'in bir inhibitorii olarak gorev yaptigini belirtilmistir (149,150). Testis
iskemisinin (stresle tetiklenen apoptoz) bir modelinde, metformin 6n tedavisi hem oksidatif
stresi hem de germ hiicrelerinin kaybini azaltarak sperm {iretimi iizerindeki hasari

sinirlandirarak metforminin sitoprotektif etkileri oldugunu diistindiirmektedir (151).

Metforminin testislerde spermatogenezi ve steroidogenezi kismen AMPK yolu ile
etkilemesi miimkiindiir. Sigan kiiltiirlenmis Sertoli hiicrelerinde metformin tarafindan
AMPK aktivasyonunun, LDH (laktat dehidrojenaz) aktivitesinde degisiklik olmaksizin
laktat {iretiminde bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, MCT4
(monokarboksilat tagiyic1 4), GLUT1, GLUT3 ekspresyonunda bir azalma ve alanin ve
asetat konsantrasyonlarinda bir artis da bildirilmistir (152), bu da mitokondriyal
biyoenerjetikte eszamanli bir artis olmaksizin glikoliz aktivasyonunu diisiindiirmektedir

(153).

Sertoli hiicresi, germ hiicreleri gelistirmek i¢in tercih edilen enerji substrati olan laktati
sentezlemektedir. Metforminin etkisi ile mitokondriyal solunum zincirinin inhibe
edilmesinden kaynakli laktat sekrasyonunda bir artis oldugu gézlenmistir. Bu durum anti-
apoptotik bir etkiye sahip olmakla birlikte spermatogenez ve erkek tireme fonksiyonu ic¢in
pozitif bir etkiye sahip olabilir (150,152,154). Ayrica erektil disfonksiyon gozlenen
diyabetik erkek bireylerde endotelyal nitrik oksit sentaz fosforilasyonu azaldigi fakat
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metformin kullaniminda endotelyal nitrik oksit sentaz fosforilasyonunun arttig1

bildirilmistir (155).

Metforminin diyabetik erkek iireme sistemi iizerinde sperm motilitesi, morfolojisi, erektil
disfonksiyon, spermatogenez ve testosteron seviyelerinde iyilesme gosterdigine dair

literatiirler mevcuttur (156).

3.6 Vitamin E

3.6.1 Vitamin E’nin genel ozellikleri

Vitamin E (a-tokoferol) esas olarak hiicre zarlarinda lokalize olan yag ve alkol gibi
¢oziiclilerde ¢oziinen organik bir kimyasal bilesiktir (157). Herbert M. Evans ve Katherine
S. Bishop adli arastirmacilar, si¢an iiremesi i¢in gerekli olan lipit ekstraktinda “faktor X
adl bir molekiil kesfettiler (158). 1924'te Barnet Sure (2) tarafindan “faktér X E vitamini
olarak adlandirildi (159). Ratlara bu bilesik verildiginde tireme performansini arttig1 igin,
Evans bu bilesige (tokos = dogurmak, phero = tagimak ve bilesigin bir alkol olmasi

nedeniyle ‘ol’) ‘tokoferol” adin1 vermistir (160).

Dogal olarak olusan vitamin E formlari, a-, B-, y- ve o6-tokoferol (aT, BT, yT, oT) ve a-, B-
, v- ve d-tokotrienol (aTE, PTE, YyTE, 0TE) igeren sekiz lipofilik molekiildiir. Tiim E
vitamini formlarinda bir kromanol halkasi ve bir 16-karbon fitil yan zinciri vardir, bu
tokoferoller doymustur ve tokotrienollerin ii¢ c¢ift bagr vardir (161). Bu bilesikler
molekiiliin kromonal halkasindaki metil gruplarinin konumlarina ve saymna gore

adlandirilmaktadir (Sekil-11) (162,163).
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Sekil- 11: Vitamin E’nin yapisi. Tokoferollerin ve tokotrienollerin yapilari. Daireler
tokoferolde 2', 4', 8’ olmak tlizere kiral stereo merkezler (164).

Insanlarda bu yagda ¢dziinen vitaminin en aktif formu, ana diyet kaynaklar bitkisel yaglar,
findik ve yesil yaprakli sebzeler olan giiglii bir biyolojik antioksidan olan alfa-tokoferoldiir
(165). Ayrica vitamin E formlari igerisinde en yaygin olani a-tokoferoldiir (163). Selliiler
ve subselliiler membranlardaki fosfolipidlerin, alfa-tokoferole karsi afiniteleri yiiksektir.
Bu membranlarda vitamin E siiperoksit ve hidroksil radikalini, singlet oksijeni, lipid
peroksidlerini ve diger radikalleri daha az aktif formlara doniistiirerek, membranlar1 lipid
peroksidasyonuna kars1 antioksidan 6zelligi ile koruma mekanizmasina sahip oldugu ve
hiicre membran degisikliklerini 6nledigi bilinmektedir (166,167). Kolay oksitlenebilme
yetenegine sahip olan a-tokoferol, oksijeni baglayarak oksidasyona duyarli molekiillerin
oksidasyondan korunmasint ve oksidasyonun azaltilmasini1 saglayarak olusabilecek

hasarlarin engellenmesini saglamaktadir (168,169).

An1 zamanda vitamin E, bir fenolik hidrojen atomunu peroksit radikaline transfer edip lipid
peroksit radikalini yok ederek de lipid peroksidasyon reaksiyonlarini sona erdirmektedir.

Bu 6zelliginden dolay: zincir kirici antioksidan olarak da adlandiriimaktadir (170). Ince
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bagirsakta, tokoferoller ve tokotrienoller emilir ve triasilgliserol, fosfolipidler ve kolesterol
ile birlikte silomikronlarla taginir (171,172). Silomikrona bagli E vitamini formlari, lenfatik
sistem yoluyla lipoproteinler ile periferik dokulara tasinmaktadir (161,172). Giinlik E
vitamini ihtiyacinin saglikli bir birey i¢in 10-12 mg oldugu bilinmektedir. Vitamin E
eksikligine bagli olarak lipid peroksidasyonunun hiicresel hasarlara yol agtigi kabul

edilmektedir (173).

3.6.2 Vitamin E ve anti- diyabet iliskisi

Diyabetes mellitus, artan oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigi ¢ok yonlii bir metabolik
bozukluktur. Bir¢ok ¢alisma, diyabetes mellitus'un (tip 1 ve 2) serbest radikallerin artmasi
ve antioksidan potansiyelinin azalmasi ile iligkili oldugunu ve hiicre bilesenlerinin
oksidatif hasarina yol actigini gostermistir (174). Diyabette, hipergliseminin neden oldugu
oksidatif doku hasarinda yer alan Onemli molekiiler mekanizmay1r hizlandiran
mitokondriyal ve mitokondriyal olmayan kokenler de dahil olmak iizere bircok ROS
tiretimi kaynagi vardir (175). Hiperglisemi, serbest radikal iiretimini en az ii¢ farklh
mekanizma ile arttirir: enzimatik olmayan glikasyon, glikozun oto-oksidasyonu ve poliol
yolunun hiicre i¢i aktivasyonu mekanizmalaridir. Yapilan ¢calismalar, diyabetik deneklerde
endotelyal disfonksiyonun baslamasi ve ilerlemesi i¢in 6nemli bir mekanizma olarak
oksidanlarin ve diger reaktif ara maddelerin {iretiminde hipergliseminin neden oldugu bir

artisa isaret etmektedir (176).

Oksidatif stres ve glisemik diizenleme arasindaki iliski halen tartisilmaktadir. Vitamin E
oldukca etkili bir lipofilik antioksidandir. E vitamini, diasilgliserol kinazin etkisini uyarir
ve diyabetik hastalarda fosfatidat fosfohidrolazi inhibe eder; bunun net etkisi azaltilmig
diasilgliserol aktivitesi ve bunun sonucu da protein kinaz C (PKC) aktivasyonudur; bunun
PKC'ye bagimli mekanizmalar araciliiyla iskelet kas1 insiilin duyarlilifini azaltan serbest

yag asitlerinin olumsuz etkisini engellemesi beklenmektedir (177).

Prospektif kohort caligsmalarinin incelendigi bir meta-analiz ¢aligmasinda E vitamini
tilketiminin Tip 2 diyabet riskinde % 13 azalma ile iliskili oldugu bildirilmistir (178). Bir

diger ¢alismada ise Tip 2 diyabet hastalarinda E vitamini diizeylerinin referans araliklarin
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altinda oldugu bulunmustur. Ayrica yliksek doz vitamin E’nin, hem insiiline bagimli hem
de insiiline bagimli olmayan diyabet hastalarinda glikat hemoglobini azalttig1 bulunmustur

(179,180).

3.6.3 Vitamin E ve erkek fertilite iliskisi

Antioksidanlar, serbest radikal kaynakli infertiliteye karst en 6nemli savunmadir. Oksidatif
hasar spermatogenezi etkiler ve sperm fonksiyonunu bozabilmektedir. Ayrica infertil
erkeklerde hasarli sperm fonksiyonu, lipid oksidasyonu ve spermatozoadaki antioksidan

enzimlerin islev bozuklugu ile iliskili oludugu bilinmektedir (181).

Artan ROS, sperm zarlarin1 ve DNA'sim1 degistirerek erkek fertilitesini olumsuz etkiledigi
bilinmektedir. Bir spermin zarlar1 hasar gordiigiinde, hem hareketlilik hem de oosit zarini
parcalama yetenegi tehlikeye girmektedir. Spermatozoal DNA biitlinliigii dollenme ve
embriyo biliyiimesinde onemli bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (182,183). E
vitamininin uygulanmasi sperm motilitesi iizerinde gelismis bir etkiye sahip oldugu
gozlenmistir (184). Vitamin E dokulardaki antioksidan sistemlerde serbest radikalleri
temizleyen onemli bir maddedir (165). Bu 6zelliklerinden dolayr vitamin E eksikliginin
iireme sistemlerinde bozukluk olusturabilecegi bildirilmistir. Erkeklerde testikiiler ve
seminifer tubiillerin dejenerasyonu, testis atrofisi, spermatogenezis yetersizligi ve hiicre
apoptozu gibi hasarlara neden oldugu bilinmektedir. Ayrica yapilan bazi hayvan
caligmalarinda vitamin E’nin leydig hiicrelerini etkiledigi ve steroidjenik etkinligi arttirdig1

bildirilmistir (185,186) .

In vitro calismalar, vitamin E’nin spermin hareketliliginde degisiklik olusturdugu ve
hamster yumurta penetrasyon testinde dolleme yeteneklerini gelistirdigini gdsterilmistir

(187).

In vivo ¢alismalar, erkek infertilitesinde, vitamin E desteginin, oksidatif stresin neden
oldugu sperm hiicre sayisinin ve motilitesinin azaldigr durumlarda etkili oldugunu (184)
ve lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehitin (MDA) azaltilarak sperm

tiretimini ve sperm hareketliligini 6nemli dlctide arttirdigr bildirilmistir (188).
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Semen preparatinda bir antioksidan olan E vitamini kullaniminin ROS seviyelerini azalttig

ve sperm hareketliliginin azalmasini 6nledigi gosterilmistir (188).

Son zamanlarda yapilan bazi c¢alismalarda, vitamin E kullaniminin oksidatif stresli
erkeklerde infertilite tedavisinde etkili olabilecegi bildirmistir (189). Oral vitamin E’nin,
spermatozoal motiliteyi 6nemli Olciide arttirdigi ve hastanin esinde hamilelik olasiligini

artirabilecegi belirtilmistir (190).

3.7 Apoptozis

Apoptozis kelimesi yunanca kokenli olup ilk olarak 1972 tarihli bir makalede Kerr, Wyllie
ve Currie tarafindan morfolojik olarak farkli bir hiicre Sliimii tiiriinii tanimlamak icin
kullanilmistir (191). Apoptoz, bir hiicrenin biiylimesini ve bdliinmesini durdurdugu ve
bunun yerine, igerigini ¢evreleyen ortama dokiilmeden hiicrenin kontrollii 6liimiiyle
sonuglanan bir silirece girdigi siirectir. Programlanmis hiicre o6liimii olarak da

tanimlanmaktadir (192).

Apoptozis; genler tarafindan diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye
gereksinim duyan (ATP) bir olay olup hiicrelerin inflamasyon olmaksizin kendi kendini
ortadan kaldirdig: bir siiregtir. Ayrica organizmada homeostazi koruyan bir mekanizmadir.
Apoptozisin molekiiler mekanizmasit tam olarak bilinmemektedir. Fakat hiicrelerin
hafizalarinda genetik olarak var olan intihar programinin ¢esitli sinyaller ile patofizyolojik
kosullar ve oksidatif stres gibi durumlarda aktifleserek basladigi bilinmektedir (193,194).
Apoptozis; embriyogenez, gelisme, tamir ve yenilenme olaylarinda, homeostazis,
organlarin biiyiikliikklerinin korunmasinda ve patofizyolojisinde olduk¢a Onemlidir

(195,196).

Programlanmis hiicre 6limii; bliylime hormon eksikligi, hiicre yaslanmasi, antineoplastik
ilaclar, insan bagisiklik eksikligi virlisi (Human Immunodeficiency Virus — HIV),
radyasyon, tiimor hiicreleri, yliksek glukokortikoid diizeyi, 6liim reseptorii ailesine ait bir
membran proteini olan Fas ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) reseptor
aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler ve oksidatif stres gibi durumlardan kaynakli olarak

gerceklestigi bilinmektedir (192).
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Apoptozisin olmas1 gerektiginden fazla veya az olmasi ve olmamasi gerekirken olmasi gibi
durumlarda apoptozis organizma i¢in tehlike teskil etmektedir (197). Morfolojik olarak
apoptoziste, normal durumlarda bir hiicrede art arda 7 kirimla onarima gider fakat
apoptozisde cok daha fazla kirilma olusmasindan dolay1 hiicrede onarim gerceklesemez.
Boylece hiicre kiiciilmeye gider ve hiicre membrani intakttir fakat membranda blebler
olusumu goriilmektedir. Ayn1 zamanda kromatin niikleer membran ¢evresinde toplanir ve
yogunlasarak piknotik bir goriiniime sahip olur. Apoptotik hiicreler makrofajlar tarafindan
fagosite edilir. Morfolojik olarak apoptozisin sonunda hiicre organelleri membran ile kapl
kiiciik apoptotik cisimciklere doniismektedir. Bdylece 151tk mikroskobik incelemede
apoptotik hiicreler ¢evresinde agik ve parlak alanlar seklinde belirlenmektedir (192,194).
Apoptozis bir grup sistein proteazlar olan kaspazlarin aktivasyonu ve hiicrelerdeki
baslangi¢ uyaranlara bagli olarak kompleks ve diizenlenmis kaskat olaylarin1 kapsayan

enerjiye gereksinim duyan bir mekanizmaya sahiptir (198).

Apoptotik yolaklar metabolik ve hipoksik stres ile tetiklenen mitokondrial yolak ya da
intrinsik (i¢) yolak ve 6liim ligandlar1 olarak bilinen Fas-L ya da tiimor nekroz faktorii-o
gibi dis uyaranlar ile tetiklenen ekstrinsik (dis) yolaklardir. Bu yolaklarin birbirleri ile
baglantili oldugu ve bir yolaktaki molekiillerin diger yolaklar1 etkiledigi bilinmektedir
(199). Ayrica T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ve perforin-granzim bagimli hiicre 6liimiinii
iceren bir yolak daha bulunmaktadir (200,201). Bu yolak granzim-A yolagi olarak
adlandirilir ve kaspazin dogrudan aktivasyonu ile granzim-B yolagi ve DNA
fragmantasyonu ile baslamaktadir. Fakat intrinsik ve ekstrinsik yolaklar ana apoptotik

yolaklar olarak tanimlanmaktadir (201).

Apoptozisin baslayabilmesi i¢in Oncelikle 1ilgili genetik mekanizmanin harekete
gecebilmesi icin bir sinyale ihtiya¢ vardir. Bu sinyal hiicre i¢inden ya da disindan
gelebilmektedir (202). Ayrica apoptoz onceden hazirlanmis olan hiicrede (primer)
baglatilabilir ya da sekonder olarak da gelisebilmektedir. Ayn1 zamanda seramid, kalsiyum,
Bcl-2 ailesi, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi bazi proteinler ve mitokondriler apoptozun

diizenlenmesinde yer almaktadir (203). Kaspazlar fonksiyonlarina gore, baslatici kaspazlar
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(kaspaz  2,8,9,10), efektor kaspazlar (3,6,7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz
1,4,5,11,12,13,14) olarak ayrilmaktadir (204).

Intrinsik apoptoz, endoplazmik retikulum stresi, mitokondriyal hasar, iyonlastirici
radyasyonun sebep oldugu genetik hasar, sitokin yoksunlugu ve DNA hasar1 gibi ¢esitli
durumlarda aktive olmaktadir (205). Proapoptotik ve antiapoptotik fonksiyonlara sahip
olan BCL-2 proteinleri intrinsik apoptozda diizenleyici olan ve apoptozun belirlenmesinde
onemli bir protein ailesidir (206). BCL-2 protein ailesi apoptozisi indiikleyen (BID, BAD,
BAK, BAX) ve inhibe eden (BCL-2, E1B-19K, CED-9, BCL-X1) proteinlerden
olusmaktadir. Ayrica BCL-2 protein ailesi iiyeleri kendi aralarinda homo ve heterodimerler
olusturmaktadir (207). Hiicreden gelen uyarilar ile apoptotik uyarmmin alinir ve
proapoptotik ailesinde BID, antiapoptotik protein BCL-2 inaktive edilir. Ayn1 zamanda
BAX ve BAK aktifleserek eksprese olarak Apaf-1’e baglanarak Apaf-1’i serbestlestirir. Bu
sekilde de MOMP artar ve hasar goren mitokondriden sitokrom-c salinimi olur. Sitokrom-
c, kaspaz-9’u iskelet proteini olan Apaf-1 {lizerinde harekete gecirir ve bunlara baglanan
ATP ile birlikte apoptozom admi alirlar. Bu baslatict kaspazlar, ¢ok kritik hiicresel
proteinleri parcalayarak, hiicre yikimina aracilik eden efektor kaspazlari (kaspaz-3, kaspaz-
6 ve kaspaz-7) parcalayabilir veya aktive edebilir. Boylece kaspaz kaskadi baslatilir. Bu

durum da mitokondriyal membran gecirgenligini bozmaktadir (208-210).

Ekstrinsik apoptotik sinyal yolag: hiicre zarinda olan tiimor nekroz faktor (TNF) ve Fas
ailesinin 6liim reseptorlerinin, 6liim sinyalleri olan FasL ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-
a) ile baglanmasiyla baslar ve prokaspaz-8 etkilesimi ile 61iim indiikleyici sinyal kompleksi
(DISC) yapisi olusur. Inaktif haldeki prokaspaz-8, aktif kaspaz-8’i aktive eder (211).
Ardindan kaspaz-8 efektor kaspaz-3’ii ya direk aktive eder ya da BID’i pargalayarak
sitokrom-c salinimi olur ve bu kaspaz-9 aktive ederek kaspaz-3 de aktive etmektedir.
Boylece intrinsik yolak aktive olmus olur. Direk kaspaz-3’ii aktive etmesiyle hiicre
Oliimiine sebep olan protein ve hiicre iskeleti yapisinda bozulmalar baslar (Sekil-12)

(212,213).
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Sekil- 12: Apoptozis mekanizmasi (214).

Testikiiler dokuda apoptozis sik olarak meydana gelen bir olaydir. Spermatogenez
sirasinda hiicre gelisim ve farklilagsmasi1 gerceklesir ve bazi durumlarda fonksiyonu,
morfolojisi veya genetigi bozulmus spermler olusur ve bunlarin ortadan kaldirilmasi i¢in
erkek germ hiicrelerinde apoptoz gergeklesir (215). Ayrica testikiiler doku sicaklik,
radyasyon ya da diyabet gibi etkilere bagli olarak da apoptozis artis gosterebilmektedir
(216). Diyabetten kaynakli olarak artan oksidatif stres sonucunda apoptozun arttigi

bilinmektedir. Bundan kaynakli olarak testikiiler dokuda hasar, spermatogenez isleyisinde
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bozulma, sperm hiicre kayb1 ve DNA hasar1 gibi durumlara sebep olup infertiliteye sebep

olabilecegi belirtilmistir (217,218).

3.8 PCNA (Proliferasyon Hiicre Niikleer Antijeni)

Proliferasyon hiicre niikleer antijeni (PCNA) nin kesfi 1978 yilinda Miyachi ve arkadaslari
tarafindan lupus eritematozuslu hastalarda prolifere olan hiicrelerde ger¢eklesmistir (219).
Tiim hiicreler genomun sadik bir sekilde aktarimini saglamak ister bu yiizden hatasiz bir
replikasyon ve olusan DNA hasarinin onarimini gergeklestirir. PCNA, DNA replikasyonu,
DNA hasar onarimi, kromatin montaji, kohezyon olusumu ve hiicre siklusunun

diizenlenmesinde énemli bir rolii olan niikleer nonhiston proteindir (220).

DNA replikasyonunda PCNA'nin roliinlin kesin kaniti, yapilan in vitro maymun viriisii
40'n replikasyonu i¢cin PCNA'nin gerekli oldugunun kesfiyle gerceklesmistir (221).
Ardindan PCNA'nin DNA polimeraz delta (pol d) i¢in, onu daha isleyici hale getirerek
aktivitesini artiran yardimet bir protein oldugu anlagilmigtir (222). Daha sonra PCNA'nin
DNA polimeraz epsilon (pol €) (223,224) i¢in yardimci bir faktér oldugu gosterilmistir.
1990'larin baslarinda, PCNA'nin rolii, okaryotik replikatif polimerazlarin islem faktorii
olarak goriilmeye baglanmistir. PCNA'nin X-151m1 kristal yapist belirlendiginde, PCNA'nin
DNA polimerazlarina nasil yiiksek iglenebilirlik kazandirdiginin anlagilmasi saglanmistir
(224). Ayrica PCNA’nin hiicre siklusunda ge¢ G1 fazinda baglayarak orta ge¢ S fazina
kadar yogun olarak sentezlendigi bilinmektedir (225,226). DNA hasari durumunda PCNA
ekspresyonu artarak hasarin onarilmasini saglamaya calismaktadir. Eger hasar tamiri
gerceklesemiyor PCNA diizeyi azalmaya baslar ve hiicre apoptoza gitmektedir (227,228).
Ayni zamanda tiimor hiicrelerinde de PCNA ekspresyonu normalin iizerinde bir artis

gosterdigi bilinmektedir (229,230).
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4 GEREC VE YONTEM

4.1 Deney Hayvanlarimin Temini

Deney calismamiz, Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin Payzin Saglhk Bilimleri
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan
28.03.2019 tarih ve 2019/04 nolu izin gergevesinde gerceklestirilmistir. Dicle Universitesi
Sabahattin Payzin Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden (DUSAM) 10-
12 haftalik agirliklar1 240-350 gr araliginda degisen 30 adet Wistar Albino cinsi erkek rat
temin edilmistir. Hayvanlarin standart kosullar altinda (oda sicakligi 24-26 °C, %55-60
nem orani, 12 saat gece 12 saat giindiiz 151k dongiisli olan odada) uygun kafesler i¢inde
barinmalar1 saglanmistir. Deney hayvanlarin beslenmeleri i¢in standart pelet yem ve suya

ad libitum erigimleri saglanmistir.

4.2 Deneyin Tasarlanmasi

DUSAM’dan temin edilen 30 rat; her bir grupta 6 rat olmak iizere gruplarin viicut agirlik
ortalamalar1 birbirlerine yakin olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Kontrol, Diyabet, Diyabet+
Corek Otu Yagi, Diyabet + Metformin, Diyabet + Vitamin E grubu seklinde
diizenlenmistir. Her bir grup ayn kafeslerde olacak sekilde barindirildi. Deney
baslangicinda tiim ratlarin viicut agirliklar1 ve kan glukoz degerleri dlgiiliip kaydedilmistir.
Ardindan Streptozosin (STZ) ile diyabet gruplar1 olusturulup 1 hafta sonra deneye baslandi.

Deney diizeneginde;

Kontrol grubu: Grupta yer alan ratlara hicbir igslem uygulanmamistir. Deney siiresi

boyunca her bir ratin haftalik viicut agirligi ve kan glukoz degerlerinin 6l¢timii yapilmatir.

Diyabet grubu: Bu grupta baslangicta diyabet olusturulmustur. Deney siiresi boyunca her

bir ratin haftalik viicut agirlig1 ve kan glukoz degerlerinin 6l¢iimii gergeklestirilmistir.

Diyabet+ Corek Otu Yagi grubu: Grupta deney baslangicinda diyabet olusturulmus olup
giinliik 2.5 ml / kg dozda Corek Otu Yag1 gavaj yardimi ile oral yolla verilmistir. Deney
siiresi boyunca her bir ratin haftalik viicut agirligi ve kan glukoz degerlerinin 6l¢iimii

yapilmustir.
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Diyabet + Metformin grubu: Grupta deney baslangicinda diyabet olusturulmus olup
giinlik 100 mg / kg dozda Metformin salin soliisyonu igerisinde cozdiiriilerek gavaj
yardimi ile oral yolla verilmistir. Deney siiresi boyunca her bir ratin haftalik viicut agirhigi

ve kan glukoz degerlerinin 6l¢limii yapilmustir.

Diyabet + Vitamin E grubu: Grupta deney baslangicinda diyabet olusturulmus olup
giinliik 100 mg / kg dozda vitamin E zeytinyagi i¢inde ¢ozdiiriilerek gavaj yardimiyla oral
yolla verilmistir. Deney siiresi boyunca her bir ratin haftalik viicut agirligi ve kan glukoz

degerlerinin 6l¢iimii yapilmistir.

8 hafta boyunca tiim ratlardan elde edilen viicut agirliklar1 ve glukoz kan degerleri dl¢lim
sonuglar1 istatistiksel analiz i¢in kaydedilmistir. Deney 56 giiniin bitiminde
sonlandirilmistir. Sonlandirilama isleminin hemen 6ncesinde tiim deney gruplarimin son
Olctimler yapilmistir. Daha sonra ratlar 75 mg/kg ketamin + 10 mg/kg ksilazin doz
uygulamasi ile anestezi altina alinmig olup kalpten kan almak suretiyle sakrifiye edilmistir.
Sakrifiye edilen ratlardan sol testis, epididimis, prostat ve seminal vezikiiller alind1 ve
hassas terazi yardimiyla agirliklar1 ol¢iiliip kaydedildi. Epididimisler sperm analizine
alindi. Testisler de Bouin soliisyonunda fikse edildi. Olusan atiklar, imha edilmek iizere

toplama posetlerine alinarak gorevli personele teslim edilmistir.
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Resim- 5: Laparatomi ve testis rezeksiyonu.

4.3 Diyabetin Olusturulmasi

Diyabet olusturulacak gruplardaki ratlar uygulama oncesi 12 saat ag¢ birakildi.
Uygulamadan hemen 6nce tekrar kan glukoz diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Ardindan ratlar i¢in
tek doz 45 mg/kg Streptozosin (STZ) (Sigma, USA), sodyum sitrat soliisyonu (pH: 4.5, 0.1
M) icerisinde ¢ozdiiriilerek intraperitonal olarak ratlara verildi (231). STZ uygulamasindan
72 saat sonra 12 saatlik a¢ligin ardindan hayvanlarin kuyruk veninden kan alinarak kan
glukometre araciligi ile (VivaChek Eco) kan glukoz diizeyleri 6lgiiliip kaydedildi ve kan
glukoz diizeyi 250 mg/dl iizerinde olan ratlar diyabetik kabul edilip deneye alinmistir
(232).
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4.4 T1la¢ Dozlarinin Uygulanmasi

Corek otu yagi, yerel bir aktardan temin edilmis olup diyabet olusturulduktan 1 hafta sonra
2.5 ml / kg dozunda orogastrik yolla 56 giin siireyle verilmistir (233). Metformin (Cat#
sc202000B Santa Cruz Biotecnology, Inc), diyabet olusturulduktan 1 hafta sonra 100 mg /
kg dozunda salin soliisyonu icerisinde c¢ozdiiriilerek orogastrik yolla 56 giin siireyle
verilmigtir (234). Vitamin E (Cat#T325-25G, Sigma, St. Louis, Missouri, ABD), diyabetin
olusturulmasindan 1 hafta sonra 100 mg / kg viicut agirligi dozunda zeytinyagi igerisinde

cozdiiriilerek orogastrik yolla 56 giin siireyle her giin verildi (235).

4.5 Histolojik Doku Takibi

Deney sonunda sakrifiye edilen ratlardan alinan sol testis dokular1 Bouin soliisyonunda 6
saat On fiksasyona alindi. Daha sonra dokular Kkiiciiltiilerek 18 saat boyunca Bouin
soliisyonunda fiksasyona devam edildi. doku ornekleri %70lik alkolde yeterli diizeyde
yikandi. Alinan doku 6rnekleri 12’ser saat arayla %80, %90, %96 ve absolu alkolden
gecirildi. Ardindan dokular xylol i¢ine alinarak 2 kez 30’ar dakika seffaflastirildi ve daha
sonra 58°C’deki etiivde %50 xylol iceren parafin icinde 1,5 saat inkiibasyonuna alindu.
Ardindan temiz eritilmis parafin igerisinde 58°C’deki etiivde 2 saat siireyle parafin
banyosunda tutuldu. Daha sonra doku 6rnekleri parafin bloklara gomiildii. Elde edilen
parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica) ile 5 um kalinliginda alinan kesitler pozitif

sarjli lamlara alindi.

4.6 Histokimyasal metodlar

Pozitif sarjli lamlara alinan doku Orneklerine boyama oncesi 1 saat 58°C’deki etiivde
parafin depolimerizasyonu saglanmistir. Etlivden alinan kesitlere, histolojik degerlendirme
icin Hematoksilen-Eozin (H&E), bazal membran degisiklikleri i¢in Periyodik asit-Schiff
(PAS) ve kollajen icin Van Gieson boyama protokolleri uygulandi.

4.6.1 Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

1. Alnan kesitler Xylolde 2x15 dakika bekletilerek deparafinize edildi.
2. Kesitler azalan alkol serilerinin her birinde (%100, %100, %96, %90, %80, %70)
5 dakika gecirilerek distile suya getirildi.
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11.

12.

13.
14.

4.6.3

Cekirdek boyamasi i¢in Harris Hematoksilen soliisyonunda kesitler 7 dakika
boyunca birakildu.

Akarsuda 5 dakika kadar yikandiktan sonra %90°1lik etil alkole kesitler daldirildi.
Z1t boyama olarak kesitler %1 alkolik eozin de 2 dakika boyunca boyandi.
Ardindan kesitler artan alkol serilerinden gegirildi.

Daha sonra Xylolde 2x15 dakika bekletilerek seffaflastirma islemi gerceklestirildi.
Kesitler entellan ile kapatildi.

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama protokolii

. Pozitif sarjli lamlara alinan kesitler 2x10 dakika xylolde bekletilerek deparafinize

edildi.

Azalan alkol serilerinden; %100 Alkolde 10 dakika, %96’lik alkolde 5 dakika,
%90’11ik alkolde 5 dakika, %70’lik alkolde 2 dakika ve %50’lik alkolde 2 dakika
bekletilerek distile suya kadar getirilip 5 dakika bekletildi.

Kesitler PAS (Bio Optica, lot/cat#4117) kit prosediirii takip edilerek boyandi.
Kesitlerin iizerine A soliisyonundan 10 damla dokiilerek 30 dakika bekletildi.
Kesitlerin {izerindeki soliisyon dokiildii ve yikanmadan iizerine 15 damla B
soliisyonundan damlatilarak 10 dakika beklendi.

Kesitler sale icerisinde ¢gesme suyunda 5 dakika yikandiktan sonra, distile suda 2
dakika yikand.

Kesitlerin tizerine 10 damla C soliisyonu damlatilip 10 dakika bekletildikten sonra
distile suda yikandu.

Kesitler lizerine 10 damla D soltisyonu damlatilip 20 dakika bekletildi sonra distile
suda yikamaya alindi.

Kesitler iizerine 10 damla E soliisyonu damlatilip 2 dakika bekletildi.

Kesitleri yikamadan tizerindeki soliisyon dokiilerek, iizerlerine F soliisyonundan 10
damla damlatild1 ve 3 dakika beklendikten sonra distile suda yikandi.

Kesitlerin tizerine 10 damla G soliisyonundan damlatilarak 2 dakika bekletildikten
sonra ¢esme suyunda mavi boya gidinceye kadar yaklasik 5 dakika yikandi.
Kesitler artan alkol serilerinden geg¢irildi. %100’liik alkolde de 1 dakika bekletildi.
Dehidre edilen kesitler 2x15 dakika xylol serilerinden gecirilerek seffaflagtirildi.
Daha sonra entellan ile kapatilda.

Van Gieson Boyama Protokolii

1. Alman kesitler Xylolde 2x15 dakika bekletilerek deparafinize edilip
seffaflastirildi.

2. Kesitler azalan alkol serilerinin her birinde (%100, %100, %96, %90, %80,
%70) 5 dakika bekletildikten sonra distile suya getirildi.

3. Weigert ¢alisma soliisyonunda 10 dakika bekletildi.

52



Distile suda calkaland.

Van Gieson boya soliisyonunda 3 Dakika bekletildi.

%95’ lik etil alkolde 2x2 dakika bekletildi.

%100’ liik etil alkolde 2x2 dakika bekletildi.

Dehidre edilen kesitler 2x15 dakika xylol serilerinden gecirilerek
seffaflastirildi.

9. Entellan ile kapatildi.

i i AN

4.7 immunohistokimyasal Metodlar ve TUNEL Assay

Rutin histolojik doku takibi sonrasinda testislerden alinan kesitlerde antikor boyamasi

olarak Proliferasyon Hiicre Niikleer Antijen (PCNA) ve Caspase-3 uygulamas1 yapildi.

Ayn1 zamanda doku kesitlerinde Apoptotik Index degerlendirmesi amaciyla TUNEL Assay

uygulanarak testikiiler DNA fragmantasyonu incelendi.

4.7.1
1.

10.

PCNA immunohistokimyasi

Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlara alind1.
Xylolde 2x15 dakika bekletilerek deparafinize edildi.

Daha sonra xylolden temizleme islemi ve rehidrasyon icin azalan alkol serilerinin
(%100, %100, %96, %90, %80, %70) her birinde 5 dakika bekletilip distile suya
getirildi.

Kesitler, antijen retrevial islemi i¢in etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
soliisyonuna alind1 ve mikrodalga firinda 3x6 dakika 1sitildi.

Kesitler mikrodalga firindan alinarak 15 dakika oda sicaklifinda soguma isleme
alind.

Kesitler 3x5 dk tamponlanmis fosfat salin (PBS) ¢dzeltisi i¢ine alinarak yikama
islemi gerceklestirildi.

Yikama islemi sirasinda kesitlerin kurumamasi i¢in immunohistokimya bari
hazirlanip nemli bir ortam saglandi. Ardindan hidrofobik kalem ile kesitlerdeki
dokular ¢izilip bara dizildi.

Kesitlerin tizerine metanol igerisinde hazirlanan %3’liik H,O>’de damlatilarak 20
dakika siireyle endojen peroksit blokaj1 gergeklestirildi.

Kesitler PBS’e alinarak 3x5 dakika stireyle yikandi.

Kesitlere Ultra V Block solusyonunda (Thermo, cat no: TA-125-UB) damlatilarak
7 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan Blocking soliisyonu kesitlerden
uzaklagtirildu.

Ornekler yikamaya alinmadan antibody diluent (Thermo, cat no: TA-125-UD) ile
1/250 oraninda diliie edilen PCNA primer antikor (Santa Cruz, cat no: Sc-25280)
ile +4 °C’de gece boyunca inkubasyona birakildi.
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12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.
19.
20.
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4.7.2

Ertesi giin kesitler oda 1sisinda (28 °C) 1 saat ek inkiibasyona tabi tutuldu. Daha
sonra kesitler PBS ile 3x5 dakika yikandu.

Kesitler anti-rabbit sekonder antikor ile (Thermo, cat no: TP-125-BN) 30 dakika
siireyle inkiibe edildi.

Sekonder antikordan alinan kesitler PBS ile 3x5 dakika siireyle yikandh.

Kesitler 30 dakika siireyle oda 1sisinda streptavidin peroksidaz (Thermo, cat no:
TS-125-HR) ile enzim baglanmasi i¢in inkiibe edildi.

Strepatavidin peroksidaz inkiibasyonu sonrasi1 PBS ile 3x5 dakika yikanda.
Kesitler 3,3'diaminobenzidine (DAB) kromojen (Thermo, cat no: TA-125-HD) ile
reaksiyona tabi tutuldu.

Mikroskop altinda reaksiyon izlendi ve spesifik tutunum gozlendiginde kesitler
PBS’e alinarak reaksiyon sonlandirildi.

Kesitler 40 saniye siireyle Mayer hematoksilen ile zit boyamaya yapildi.

Cesme suyunda 5 dakika kadar yikama islemi gerceklestirildi.

Kesitler artan alkol serilerinde 5’er dakika bekletildi.

Kesitler Xylol’de 2x15 dakika bekletilerek seffaflandirma islemi gergeklestirildi.
Ardindan kesitler entellan ile kapatild1 ve oda 1s1sinda kurumaya birakilan kesitler
daha sonra analiz edilmek iizere kapali lam kutularinda muhafaza edildi.

Caspase-3 immunohistokimyasi

Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlara alindi.
Xylolde 2x15 dakika bekletilerek deparafinize edildi.

Kesitler xylolden temizleme islemi ve rehidrasyon icin azalan alkol serilerinin
(%100, %100, %96, %90, %80, %70) her birinde 5 dakika bekletilip distile suya
getirildi.

Kesitler, antijen retrevial islemi i¢in sitrik asit tamponu ( ph:6.0, 900 ml distile suda
2,1 gr sitrik asit) i¢ine alinarak 10 dakika mikrodalga firinda 750 watta tutuldu.
Kesitler mikrodalga firindan alinarak 20 dakika oda sicakliginda soguma isleme
alind.

Kesitler 3x5 dk tamponlanmis fosfat salin (PBS) ¢dzeltisi i¢ine alinarak yikama
islemi gerceklestirildi.

Yikama islemi sirasinda kesitlerin kurumamasi i¢in immunohistokimya bar1
hazirlanip nemli bir ortam saglandi. Ardindan hidrofobik kalem ile kesitlerdeki
dokular ¢izilip bara dizildi.

Kesitlerin iizerine metanol igerisinde hazirlanan %3’liik HoO>’de damlatilarak 25
dakika siireyle endojen peroksit blokaj1 gergeklestirildi.

Kesitler PBS’e alinarak 3x5 dakika stireyle yikandi.
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4.7.3

Nk W=

S

9.
10.

Kesitlere Ultra V Block solusyonunda (Thermo, cat no: TA-125-UB) damlatilarak
7 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan Blocking soliisyonu kesitlerden
uzaklagtirildu.

Ornekler yikamaya alinmadan antibody diluent (Thermo, cat no: TA-125-UD) ile
1/100 oraninda diliie edilen cleaved caspase-3 primer antikoru ( Cell signaling, cat
no: 9661L) ile +4 °C’de gece boyu inkiibe edildi.

Ertesi giin kesitler oda 1s1sinda (28 °C) 1 saat ek inkiibasyona tabi tutuldu.

Daha sonra kesitler PBS ile 3x5 dakika yikandh.

Kesitler biyotinli rabbit sekonder antikoru ( Vector Lab, cat no: BA 1000, 1:400
diliisyon ) ile 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Sekonder antikordan alinan kesitler PBS ile 3x5 dakika siireyle yikandi.

Kesitler 40 dakika siireyle oda 1sisinda Streptavidin peroksidaz (SCYTEK, cat no:
ABG125) ile enzim baglanmasi i¢in inkiibe edildi.

Strepatavidin peroksidaz inkiibasyonu sonras1 PBS ile 3x5 dakika yikandh.
Kesitler 3,3'diaminobenzidine (DAB) kromojen (SIGMA, cat no: D4168) ile
reaksiyona tabi tutuldu.

Mikroskop altinda reaksiyon izlendi ve spesifik tutunum gozlendiginde kesitler
PBS’e alinarak reaksiyon sonlandirildi.

Kesitler 40 saniye siireyle Mayer hematoksilen ile zit boyamaya yapildi.

Cesme suyunda 5 dakika kadar yikanan kesitler artan alkol serilerinde 5’er dakika
bekletildi.

Kesitler xylol’de 2x10 dakika bekletilerek seffaflandirma islemi gerceklestirildi.
Kesitler entellan ile kapatildi ve oda 1s1sinda kurumaya birakilan kesitler daha sonra
analiz edilmek tizere kapal1 lam kutularinda muhafaza edildi.

TUNEL Assay

Alinan kesitler 3 seri 5’er dakika xylol’de deparafinize edildi.

Kesitler azalan alkol serilerinde (%100,100,96,90,80,70) 5’er dakika bekletildi.
Distile suda 5 dakika yikandi.

Yikanan kesitler PBS’te 5 dakika bekletildi.

PBS’den alinan kesitler icin TUNEL Assay i¢in ApopTag® Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit kullanild1 (Merck Millipore, S7100).

Oda 1s1sinda 15 dk stireyle 20 ug/ml Proteinaz K soliisyonunda permeabilize edildi
Kesitler 2 seri dH>O’da 2’ser dakika bekletildi.

PBS’te hazirlanan %3’liilk H>O2’de 5 dakika endojen peroksidaz inhibisyonu
yapildi.

Kesitler PBS igerisinde 5 dakika siireyle yikandi.

PBS’den alina kesitler Equilibrasyon buffer ile 1 dakika inkiibasyona birakildi.
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11. Daha sonra yikama islemi yapilmadan kesitler {izerine Working soliisyonu
damlatild1 ve 1 saat siireyle 37 °C’lik etiivde inkiibe edildi.

12. Inkiibatorden alinan kesitler 10 dakika siireyle yikama soliisyonunda bekletildi.

13. Kesitler 3 seri 1’er dakika siireyle PBS’te yikandi.

14. Yikanan kesitlere anti-digoxigenin konjugat damlatildi ve oda 1sisinda 30 dakika
siireyle inkiibasyon gerceklestirildi.

15. Kesitler 4 seri PBS’te 2’ser dakika siireyle yikandi.

16. Peroksidaz substrati hazirland1 ve kesitlerde kromojenik reaksiyon olusana kadar
mikroskop altinda gozlendi.

17. Reaksiyon ger¢eklestiginde durdurmak amaciyla kesitler distile suda yikandi.

18. Yikanan kesitler zit boyama i¢in hematoksilen ile 30 saniye siireyle boyama
gerceklestirildi.

19. Ardindan kesitler artan alkol serilerinde (%70,80,90,96,100) 3’er dakika siireyle
dehidre edilen ornekler 2 seri 10’ar dakika siireyle xylol’de seffaflandirildi ve
entellan ile kapatildi. Hazirlanan kesitlerin mikroskopta incelenmesi ve
degerlendirmeleri yapilarak mikrograflari ¢ekildi.

4.8 Epididimal Spermatolojik Analizler

Epididimal spermin elde edilmesi ilgili analizler daha 6nce Tas ve ark., Alp ve ark. yaptigi
sekilde gerceklestirildi (236,237). Sakrifiye edilen hayvanlarda sol testislere bagl
epididimisler diseke edilerek ayristirildi. Elde edilen epididimisler, icerisinde izotonik
bulunan steril numune tasima kaplarinda 37 °C’de analiz yapilmak iizere Dicle Universitesi
Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Sperma ve Embriyo
tiretim Unitesine gonderildi. Laboratuvara gelen epididimis ornekleri 10 ml izotonik
icerisine alindi1 ve bistiiri kullanilarak kiyma haline getirildi (Resim-6) ve 2 dakika siireyle
37 °C’ye ayarl sicak su banyosu icerisinde shakerda inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 10
ml’lik izotonik toplanarak konsantrasyon, motilite, vitalite (%) ve morfolojik

degerlendirme i¢in 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi.
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Resim- 6: Epididimisin kiyma haline getirilme islemi.

4.8.1 Epididimal sperm konsantrasyonunun degerlendirilmesi

Stispanse haldeki spermden 1 ml alinarak 1:10 oraninda sperm siispansiyonu Hancock's
tamponlanmis formol salin soliisyonu ile karistirildi. Elde edilen 6rnekler konsantrasyon
yoniinden degerlendirilmek iizere Thoma lamlarina alindi ve 151tk mikroskobunda
incelendi. Hancock's tamponlanmis formol salin soliisyonu 100 ml distile su icerisinde 5 g
sodyum bikarbonat, 1 ml 37% formaldehit ve 25 mg eozin ¢oziilerek hazirlandi. Sayim i¢in
hazirlanan 6rnekler 151k mikroskobunda Thoma laminda degerlendirildi ve ml’deki toplam
sperm sayis1 elde edildi. Thoma laminda 16 biiyiik, her biiyiik karenin icerisinde ise 16

kiigiik kare bulunmaktadir. Sayim i¢in 5 biiylik kare (toplamda 80 kiigiik kare) géz oniinde

57



bulunduruldu ve ¢aligmamizda sperm konsantrasyon hesaplamasi i¢in asagidaki formiil

uygulandi;

Thoma laminda sayilan sperm sayisi
Konsantrasyon =
Sayilan toplam kiiciik kare sayisi x Bir kii¢iik karenin hacmi x Sulandirma orani

Konsantrasyon sayimmi her hayvanda 3 tekrar halinde gerceklestirildi ve elde edilen

ortalama deger konsantrasyon (x 10%mL) olarak tespit edildi.

4.8.2 Epididimal spermin motilite yoniinden incelenmesi

Stispanse haldeki sperm orneklerinden bir baska tiipe 1 ml aktarildi ve lizerine 2 ml 4%
gliserol igeren Tris egg yolk extender soliisyonu eklendi. Extender soliisyon hazirlanirken
100 ml distile su icerisinde 1.00 g Fruktoz, 1.30 g sitrik asit, 2.40 g Tris (hydroxymethyl-
aminomethane), 8 ml Gliserol, 20 ml yumurta sarisi, 1000 IU/ml Penisilin G, 1000 pg/ml
streptomisin siilfat ¢oziilerek hazirlandi (238). Hazirlanan sulandirilmis spremden 40 pl
almarak lam iizerinde faz kontrast mikroskobunda (Olympus BX 51) incelendi.
Spermatozoa progresif ve ileri yone ilerliyorsa motil diger durumlarda immotil kabul
edildi. Her 6rnekte rastgele secilen 100 spermatazoa motil/immotil olarak degerlendirildi
ve yiizde motilite degeri hesaplandi. Her hayvanda hazirlanan ii¢ 6rnekte ayn1 islem yapildi

ve ortalama motilite oran1 (%) hesaplandi.

4.8.3 Epididimal spermde vitalite orani ve morfolojik degerlendirilme

Vitalite degerlendirmesi ve morfolojik degerlendirme i¢in siispanse haldeki sperm, 1.67%
eosin, 10% nigrosin ve 0.1 M sodyum sitrat iceren boya soliisyonu ile 1:1 oraninda
karistirildi. Elde edilen karigimdan 40 pl lamlarin {izerine damlatilarak froti ¢ekildi. Oda
isisinda  kurumaya birakilan 6rnekler 151tk mikroskobunda vitalite ve morfolojik
degerlendirme i¢in kullanildi. Vitalite degerlendirmesi yapilirken hiicre membrani hasar
gorlip boya i¢ine niifuz eden hiicreler 6lii, beyaz ve parlak goriinen hiicreler canli olarak
kabul edildi (Resim-7). Her hayvanda rastgele secilen 100 adet spermatozoa vitalite
yoniinden dergelendirilip yiizdesel degerler hesaplandi. Aymi preparatlarda yine rastgele

secilen 100 adet spermatozoa bas, boyun, kuyruk ve total/miks anormallik yoniinden
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incelendi. Incelenen anomaliler yiizdesel verilere déniistiiriildii. Elde edilen tiim

spermatolojik veriler istatistiksel yonden degerlendirildi.

Resim- 7: Boya niifuz eden (6lii) ve boyay1 hiicre diginda tutan (canli) spermatozoonlar.

4.9 Morfometrik ve Istatistiksel Analiz

Testis dokularindan elde edilen kesitlerde yapilan 6l¢iim ve analizler istatistiksel yonden
incelendi. Hayvanlarin deney oncesi ve sakrifikasyon oncesindeki viicut agirliklar ile kan
glukoz diizeyleri ve deney sonunda sakrifiye edilen ratlarin sol testis, epididimis, prostat

ve seminal vezikiil agirliklar gruplar arasinda karsilastirildi.

Rutin boyanan preparatlardan elde edilen Johnsen biyopsi skorlamasi, seminifer tubtil ¢api,
tunika albuginea kalinligi, germinal epitel kalinligi, bazal membran kalinlig1 verileri goz

oniinde bulunduruldu.

Seminifer tubiil ¢api, degerlendirmesi i¢in gruplardaki her bir rat igin rastgele 10 tubiil

olmak {iizere her grupta toplam 60 tubiil ¢ap 6l¢iimii yapilip 5 deney grubunda toplamda
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300 tubiil ¢ap1 dlgiilerek degerlendirme yapildi. Tunika albuginea kalinlig1, germinal epitel
kalinlig1 ve bazal membran kalinli§1 degerlendirmesi icin ise her bir parametre i¢in
gruplardaki her bir rat icin rastgele 10 farkli bolge olmak {izere her grupta toplam 60 6lgiim

olup 5 deney grubunda toplamda 300 6l¢iim yapilarak degerlendirildi (239).

Johnsen biyopsi skorlamasi i¢in her bir gruptan rastgele 200 seminifer tubiil skorlamaya
tabi tutulmus olup 5 deney grubunda toplam 1000 seminifer tubiil degerlendirilerek veriler

elde edildi. Jonhsen skorlamasi Tablo 1°de yer alan kriterlere gore yapilmistir.

Ayrica, sakrifikasyon sonrasi epididimal spermden elde edilen motilite yiizdesi, ml’deki
spermatozoa konsantrasyonu, vitalite, bag, boyun, kuyruk ve toplam spermatozoa defekt

oranlari istatistiksel analize tabi tutuldu.

Tablo- 1: Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi (240).

Johnsen Biyopsi Skorlama Tablosu

Degerlendirme Skor

Diizenli ve tam spermatogenezis ve tubiil yapist mevcut. 10

Lumende yogun spermatozoa ancak spermatogenik hatta diizensizlik ve epitel | 9
organizasyonunda bozulma mevcut.

Lumende az miktarda spermatozoa ve ge¢ spermatid mevcut.

Lumende spermatozoa yok ancak spermatidler mevcut.

Cok az sayida spermatid mevcut.

Spermatozoa ve spermatid yok ancak yogun spermatosit mevcut.

Cok az sayida spermatosit mevcut.

Yalnizca spermatogonia mevcut.

Germ hiicresi bulunmuyor sadece Sertoli hiicreleri mevcut.

WA\

Germ hiicresi veya Sertoli hiicresi bulunmuyor.

Rutin boyanan kesitlerden elde edilen verilerin analizinde normallik testi sonuglarina gore
Johnsen biyopsi skorlamasi, tunika albuginea kalinligi, germinal epitel kalinlig1 ve bazal
membran kalinlig1 6l¢iimlerinin non parametrik Kruskal Wallis testi ile, seminifer tubiil
caplarinin ise parametrik One Way Anova ile analiz edilmesine karar kilindi. Non
parametrik Kruskal Wallis Testinde Post hoc Tamhane’s T2, parametrik One Way
ANOVA testinde ise post hoc olarak Tukey testi kullanilarak coklu karsilastirmalar
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gerceklestirildi. Tiim elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma seklinde gosterildi ve

p<0,05 istatistiksel yonden anlamli kabul edildi.

Her rat preparatinda rastgele 10 adet olmak {izere her grupta 60 seminifer tubiil se¢ildi.
Hem PCNA immunohistokimya hem de TUNEL Assay yontemiyle nukleuslar
isaretlenmekte ve hiicrelerin proliferasyon 0Ozelligi ile apoptotik hiicre isaretlemeleri
yapilabilmektedir. Bu sebeple her iki protokol sonunda PCNA pozitif germinal epitel hiicre
orant ve TUNEL Assay pozitif hiicre oran1 hesaplamasi i¢in germinal epitelde yer alan
hiicreler pozitif veya negatif olarak isaretlendi. Her tubiil icerisinde hiicrelerin
isaretlemeleri sonrasinda pozitif hiicrelerin tubiil icerisindeki toplam hiicre sayisina
oranlamalar1 ile PCNA pozitiflik ve TUNEL Assay pozitiflik oranlari yiizdesel olarak elde
edildi (sekil-13).
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Sekil- 13 : Image J’de PCNA ve TUNEL Assay pozitifliklerin sayimi. Pozitif hiicreler
(sar1) ve negatif hiicreler (turkuaz) ile isaretlenerek sayilmis pozitif hiicre oranlari elde
edilmistir.
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Caspase-3 analizi icin her rat preparatinda rastgele 10 adet olmak iizere her grupta 60
seminifer tubiil secildi. 5 deney grubunda toplamda 300 adet seminfer tubiil
degerlendirilmistir. Ardindan analiz i¢cin DAB kahverengi boyama alanlar1 ve
Hematoksilen mavi boyama alanlarin oran hesaplamasi yapildi. Yapilan isaretlemeler
sonunda toplam pozitif ve negatif degerler alindi. Caspase-3 immunohistokimya boyanan
kesitlerde immonekspresyon diizeylerinin kantite hale getirilmesi i¢in Image J programi

kullanildi. Kantitatif degerlerin elde edilmesinde oncelikle analize tabi tutulacak seminifer

tubiil etrafindaki artefakt ve diger tubiillerden izole edildi (Sekil-14).

Sekil- 14: Caspase-3 analizine alinacak seminifer tubiiliin analiz i¢in diizenlenmesi.

Etrafi temizlenen tubiiller Image J programinda boyanma yogunluguna gore analize tabi
tutuldu. Bu islem gergeklestirilirken oncelikle yazilimda seminifer tubiiliin tamami
isaretlendi. Daha sonra isaretlenen alan piksel bazinda hesaplandi. Total alan hesaplamasi
yapilan seminifer tubiil daha sonra kromojen pozitif alan hesaplamasina tabi tutuldu (Sekil-
15). Elde edilen total alan icerisinde pozitif alanlar oranlandi1 ve immunopozitiflik ylizdeleri

elde edildi. Elde edilen veriler istatistiksel yonden analiz edildi.
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Sekil- 15: Caspase-3 immunohistokimya i¢in kantitatif verilerin elde edilmesi.

Seminifer tubiillerdeki pozitif hiicre sayisi seminifer tubiilde yer alan toplam hiicre sayisini
oranlanmastyla elde edilen hiicre pozitif sinyal yiizdesi SPSS 24.0 (IBM) programinda

istatistiksel analizi yapild1.
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S BULGULAR
5.1 Morfometrik Bulgular

5.1.1 Deney oncesi ve sonu viicut agirlik ve kan seker diizeyleri sonuclari

Deney oncesi viicut agirlik 6l¢ltim 6rnekleri istatistiksel olarak incelendiginde tiim gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) tespit edildi. Deney sonrast viicut
agirliklarinin istatistiksel sonuglarinda en yiiksek agirlik artisinin kontrol grubunda oldugu
ardindan ¢orek otu grubunda da agirlik artisinin mevcut oldugu ve aralarinda istatistiksel
olarak bir fark bulunmadig1 (p>0.05) tespit edildi. Metformin ve vitamin E gruplarinda
agirliklarinda diisiis meydana geldigi fakat deger olarak kontrol ve diyabet grubu arasinda
yer almaktadirlar. Ayn1 zamanda istatistiksel olarak bu iki grup ile kontrol, ¢orek otu yagi
ve diyabet gruplart arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) sonucu elde edildi.
Diyabet grubu ise en diisiik agirlik oranina sahip olup kontrol grubu ile arasinda anlamli

bir fark bulundugu (p<0.05) tespit edildi.

Deney gruplarinin, deney 6ncesi kan sekeri diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmadigi
tespit edildi. Deney sonrasi kan seker diizeyleri arasindaki istatistiksel sonugta ise kontrol
grubunun en diigiik kan sekeri diizeyine sahip oldugu tespit edildi. Ayrica kontrol grubunun
corek otu yagi grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05), metformin,
vitamin E ve diyabet gruplari ile arasinda anlamli derecede bir fark oldugu (p<0.05) tespit
edildi. Corek otu yagi grubunun kan sekeri diizeyinin diyabet, metformin ve vitamin E

gruplari ile arasinda anlamli bir fark bulundugu (p<0.05) tespit edildi (Tablo-2, Sekil-16).
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Tablo- 2: Gruplarin deney Oncesi ve deney sonu viicut agirlik ve kan seker diizeylerinin
istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yag1 | Metformin Vitamin E p
degeri
D.O. 288,33+£20,03* | 271,67£30,77* | 280,83+35,56* 276,67£27,33* | 274,17£34,41* | >0.05
Viicut
Agirh@
D.S. 314,33+23,73% | 247,33+23,39" | 296,67 + 67,28 255,00£25,14% | 249,17+36,02% | <0.05
Viicut
Agirh@
D.O. Kan | 109,33+8,96% | 111,17+10,46* | 107,17+9,56? 118,83£11,51* | 109,50+13,44* | >0.05
Sekeri
D.S. Kan | 115,67£10,93" | 499,00+85,92° | 228,00£133,65° | 457,50+97,89" | 467,33%51,38" | <0.05
Sekeri
8001
[ ] Kontrol
600+ [] Diyabet
m ssf?k Otu
400- &
T * Bl Metformin
g : o
200 |—:T Bl vitamin E
LR il | e |

Deney Oncesi
Viicut Agirhig (gr)

Deney Sonu
Viicut Agirhig (gr)

Deney Oncesi
Kan Sekeri (mg/dl)

Deney sonu

Kan Sekeri (mg/dl)

Sekil- 16: Gruplarin deney oncesi ve sonu viicut agirlik ve kan seker diizeylerinin
istatistiksel analiz grafikleri. Deney Oncesi viicut agirligi ve deney Oncesi kan sekeri
diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir p>0.05. Deney sonu
viicut agirhgi: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda *p<0.05. Deney sonu kan sekeri:
Kontrol ve ¢orek otu yagi1 gruplariyla karsilagtirildiginda *p<0.05.
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5.1.2 Testis, Seminal vezikiil, Prostat ve Epididimis agirhik sonug¢lari

Testis agirligini 6l¢tiiglimiiz 6rneklerde en biiylik agirlik ortalamasinin kontrol grubunda
oldugunu gézlemledik. Kontrol grubu sayisal olarak takip eden ¢orek otu yagi, metformin
ve vitamin E gruplan ile arasinda anlaml bir fark bulunmadig1 (p>0.05) fakat diyabet
grubu ile arasinda anlamli bir fark bulundugu (p<0.05) tespit edildi. Gruplar arasinda testis
agirligi ortalama degerinin en diisiik diyabet grubunda oldugu ve bu grup ile ¢érek otu yagi,
metformin ve vitamin E gruplar ile arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) tespit

edildi.

Seminal vezikiil agirhigint dlgtiiglimiiz 6rneklerde en yiiksek seminal vezikiil agirlik
ortalamasinin kontrol grubunda oldugu tespit edilmis olup, kontrol grubu ile diger tiim
gruplar arasinda anlamli derecede bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi. Kontrol grubunu
sayisal olarak takip eden ¢orek otu yagi grubu ile metformin ve vitamin E gruplan ile
arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) fakat diyabet grubu ile arasinda anlaml1 bir
fark oldugu (p<0.05) tespit edildi. Metformin ve vitamin E gruplarinin ortalamalarinin
birbirine benzer oldugu (p>0.05) ve her iki grubun da diyabet grubu ile aralarinda anlaml

bir fark bulunmadig1 (p>0.05) sonucu ortaya ¢ikti.

Prostat agirligr olciim orneklerinde en yiiksek agirlik ortalamasinin kontrol grubunda
oldugunu gozlemledik. Bu grup ile ¢orek otu yagi grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmadigini (p>0.05) tespit ettik. Metformin ve vitamin E gruplarinin ortalamalarinin da
birbirine benzer oldugu (p>0.05) ancak her iki grubun da kontrol ve ¢orek otu yagi
gruplarindan anlamli derecede farkli oldugu (p<0.05) tespit edildi. Gruplar arasinda prostat
agirhigr ortalama degerinin en diisiik diyabet grubunda oldugu ve bu grubun geri kalan tim
gruplardan anlamli derecede farkli oldugu (p<0.05) tespit edildi.

Epididimis agirligr olciimlerini istatistiksel yonden inceledigimizde gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) tespit edildi.

Yukarida isaret edilen organ agirliklarinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo-3 ve Sekil-

17°de goriilmektedir.
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Tablo- 3: Testis, seminal vezikiil, prostat ve epididimis agirligi istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yag1 | Metformin | Vitamin E P degeri
Testis 1,48 £0,10* | 1,18+0,08" | 1,39 +0,16* 1,40 £ 0,26 | 1,33 +0,14** | <0.05
Seminal 0,97 £0,11* | 0,30+0,06¢ | 0,63 +0,24° 0,51 £0,20* | 0,46 +0,19* | <0.05
Vezikiil
Prostat 0,65 £0,06* | 0,21£0,01¢ | 0,60 £ 0,12 0,44 +£0,05" | 0,44 +0,14° <0.05
Epididimis | 0,69 + 0,05 | 0,52+0,05* | 0,66 + 0,14* 0,58+0,11? 0,58 £0,15% >0.05
2.07
* ] Kontrol
15 T 1 * || Diyabet
** g SBrek O
1.0 * Yagl
T *% ¥ - - < ) [ ] I\/fetfolrmin
0.5 R B * Il vitamin E
00 : LB :
Testis (gr) Seminal Vezikl (gr) Prostat (gr) Epididimis (gr)

Sekil- 17: Gruplarin testis, seminal vezikiil, prostat ve epididimis agirliklarinin istatistiksel
analiz sonug grafikleri. Bar cubuklarinda yer alan simgeler gruplar arasindaki anlamli farki
gostermektedir. Testis: Diyabet grubuyla karsilastirildiginda *p<0.05, tiim gruplarla
karsilagtirildiginda  *#*p<0.05. Seminal Vezikiil: Kontrol ve diyabet gruplariyla
karsilastirildiginda *p<0.05. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda **p<0.05. Kontrol ve
corek otu yagi gruplaryla karsilagtirildiginda **#*p<0.05. Prostat: Kontrol, diyabet ve
corek otu yag1 gruplariyla karsilastirildiginda #p<0.05, tiim gruplarla karsilagtirildiginda
*#p<0.05. Epididimis: Gruplar arasinda organ agirligt yoniinden anlamli bir fark
bulunmamaktadir p>0.05.

5.1.3 Johnsen biyopsi skor analizi sonug¢lar:

Johnsen skorlamast yaptigimiz Orneklerde en yiiksek biyopsi ortalamasinin kontrol
grubunda oldugunu gézlemledik. Bu grup ile ¢orek otu yagi grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmadigini (p>0.05) tespit ettik. Metformin ve vitamin E gruplarinin Johnsen biyopsi

skor ortalamalarinin yine birbirine benzer oldugu (p>0.05) ancak her iki grubun da kontrol
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ve ¢orek otu yagi gruplarindan anlamli derecede farkli oldugu (p<0.05) tespit edildi.
Gruplar arasinda Johnsen biyopsi skor ortalama degerinin en diisiik diyabet grubunda
oldugu ve bu grubun geri kalan tiim gruplardan anlamli derecede farkli oldugu (p<0.05)
tespit edildi (Tablo-4, Sekil-18).

Tablo- 4: Gruplarin Johnsen Biyopsi Skor istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yag1 | Metformin | Vitamin E P degeri
Johnsen 9,06 + 1,14* | 7,78+1,13¢ | 8,81 £0,97* 8,45+ 1,13° | 8,47+0,96° | <0.05
Skor
151
10+ | %%

0 T T T
Kontrol Diyabet Corek Otu  Metformin  Vitamin E

Yagi

Sekil- 18: Gruplarin Johnsen Biyopsi Skor istatistik sonug grafigi. Bar ¢ubuklarinda yer
alan simgeler gruplar arasindaki anlaml farki géstermektedir. Kontrol, diyabet ve ¢orek
otu yag1 gruplanyla karsilastirildiginda *p<0.05, diger tiim gruplarla karsilastirildiginda
ok

p<0.05.

5.1.4 Seminifer tubiil cap1 sonu¢lar
Seminifer tubiil ¢apin1 Olctliglimiiz Ornekleri istatistiksel yonden inceledigimizde ¢ap
ortalamasinin en bilyilik oldugu grubun kontrol grubu oldugu, sayisal olarak bu grubu takip

eden ¢orek otu yagi grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulunmadig (p>0.05) ancak
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kontrol grubunun geri kalan tiim gruplardan daha biiylik seminifer tubiil ¢ap ortalamasina
sahip oldugu (p<0.01) sonucuna vardik. Cap genisligi yoniinden ¢orek otu yag takip eden
metformin grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05), metformin grubunun
da vitamin E grubu ile benzer ortalamaya sahip oldugu (p>0.05) ancak ¢orek otu yagi
grubunun vitamin E ve diyabet grubundan anlamli derecede farkli oldugu (p<0.01) tespit
edildi. Vitamin E grubunun metformin grubu hari¢ diger tiim gruplardan anlamli derecede
farkli seminifer tubiil capina sahip oldugu (p<0.01), diyabet grubunun ise tiim gruplardan
anlamli derecede (p<0.01) daha atrofik nitelik tasiyan seminifer tubiil ¢ap ortalamasina

sahip oldugu tespit edildi (Tablo-5, Sekil-19).

Tablo- 5: Gruplarin Seminifer Tubiil cap1 istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yag Metformin Vitamin E P

degeri

Seminifer | 1598,50+206,66 | 1414,81£109,01¢ | 1546,01£100,03% | 1523,25499,66 | 1491,43+103,48° | <0.01

Tubiil
Cap1

20001
*
1500 sk ok ok —T— * %k koK
7 1 [ ==
=
1000+
500+
0 T T L}
Kontrol Diyabet  Coérek Otu Metformin Vitamin E
Yagi

Sekil- 19: Gruplarin seminifer tubiil ¢aplarinin istatistiksel analiz sonug¢ grafigi. Bar
cubuklarinda yer alan simgeler gruplar arasindaki anlamli farki gostermektedir. Diyabet ve
vitamin E gruplanyla karsilastirildiginda *p<0.01, kontrol ve diyabet gruplariyla
karsilastinlldiginda **p<0.01, kontrol, diyabet ve ¢orek otu yagr gruplariyla
karsilastirildiginda ***p<0.01, biitiin gruplarla karsilastirildiginda ***%p<0.01.
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5.1.5 Tunika Albuginea ve Germinal Epitel kalinliklari sonuclari
Tunika albuginea kalinlig1 Ol¢limlerini istatistiksel yonden inceledigimizde gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) sonucuna varildi.

Germinal epitel kalinlig1 6l¢iimlerini istatistiksel yonden inceledigimizde gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) tespit edildi (Tablo-6, Sekil-20).

Tablo-6: Tunika albuginea ve germinal epitel kalinliklarinin istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yag Metformin Vitamin E P
degeri

Tunika 22,56 £1,75% | 21,94 £2,29* | 22,96 +2,18* 21,66 +1,48% | 22,88 £2,22* | >0,05
Albuginea
Kalinhg

Germinal | 93,10+11,30* | 74,80+15,43* | 88,26 +15,27* 87,45£13,70* | 87,34 +£9,71* | >0,05

Epitel
Kalinhg:
1501
[ 1 Kontrol
[ 1 Diyabet
1004 T i orek Ot
I m (;oure u
J T Yag
B Metformin
501
B vitamin E
il 1
0 ] - T
Tunika Albuginea Germinal Epitel
Kalinhigi (um) Kalnhgi (ium)

Sekil- 20: Gruplarin Tunika Albuginea ve Germinal Epitel kalinliklarinin istatistiksel
analiz sonug¢ grafikleri. Gruplar arasinda istatistiksel yonden herhangi bir fark
bulunmamaktadir p>0.05.
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5.1.6 Bazal membran kalinhk sonuglari

Bazal membran kalinlig1 6l¢iimlerini istatistiksel yonden inceledigimizde gruplar arasinda

anlaml bir fark bulunmadigi (p>0.05) sonucu ortaya ¢ikt1 (Tablo-7, Sekil-21)

Tablo- 7: Gruplarin Bazal Membran Kalinlig istatistiksel analiz degerleri

Kontrol

Diyabet

Corek Otu Yag1

Metformin

Vitamin E

P degeri

Bazal
Membran

Kalinhg:

2,46 +0,40*

3,03£0,87°

2,65+0,85*

2,73+0,93*

2,97 +0,73*

>0,05

Sekil- 21: Bazal membran kalinlig1 istatistiksel analiz sonu¢ grafigi. Gruplar arasinda

0 T

Kontrol

Yagi

anlamli bir fark bulunmamaktadir p>0.05.

5.2 Spermatolojk Bulgular

5.2.1 Motilite, Konsantrasyon ve Vitalite sonuclari

Motilite Ol¢iim Orneklerine baktigimizda, en yiiksek motilite ortalamasinin kontrol

grubunda oldugunu gozlemledik. Ayn1 zamanda bu grup ile ¢orek otu yagi grubu arasinda
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anlamli bir fark bulunmadigini (p>0.05) tespit edildi. Metformin ve vitamin E gruplarinin
motilite ortalamalarinin yine birbirine benzer oldugu (p>0.05) fakat her iki grubun da
kontrol, ¢orek otu yagi ve diyabet gruplarindan anlamli derecede farkli oldugu (p<0.05)
tespit edildi. Ayrica gruplar arasinda motilite ortalama degerinin en diisiik diyabet
grubunda oldugu ve bu grubun geri kalan tiim gruplardan anlamli derecede farkli oldugu

(p<0.05) tespit edildi.

Konsantrasyon degerlendirmesini istatistiksel olarak inceledigimizde, ¢orek otu yagi
grubunun en yiiksek konsantrasyon degerine sahip oldugunu belirledik. Ayrica ¢orek otu
yag1 grubu ile kontrol, metformin ve vitamin E gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmadigini (p>0.05) tespit edildi. Diyabet grubunun; kontrol, metformin ve vitamin E
gruplari ile arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05), fakat ¢corek otu yag1 grubu ile
arasinda anlamli bir fark bulundugu (p<0.05) tespit edildi.

Vitalite orani dlglimlerinin oranlarini istatistiksel yonden inceledigimizde gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) sonucu elde edildi (Tablo-8, Sekil-22).

Tablo- 8: Gruplarin motilite, konsantrasyon ve vitalite istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yag1 | Metformin Vitamin E )/
degeri
Motilite 61,67£16,63* | 3,00+2,97¢ 53,00+12,88* 20,00+11,64° | 29,67+17,22° | <0.05
Konsantrasyon | 21,83+10,80 | 13,50+4,51° | 28,00 +6,32? 21,6748,36% | 25,33£9,27% | <0.05
Vitalite (%) 57,33+13,56* | 56,33x£10,93* | 58,67+9,77* 52,17£17,79* | 66,33+10,88* | >0.05
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1 Kontrol
80+ _ [ Diyabet
T Corek Otu
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20
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Motilite (%) Konsantrasyon Vitalite (%)

(x10%/ml)

Sekil-22: Gruplarin motilite, konsantrasyon ve vitalite istatistiksel analiz sonug grafikleri.
Motilite: Kontrol, diyabet ve ¢orek otu yagi gruplariyla karsilastirildiginda *p<0.05. Tim
gruplarla karsilastirildiginda **p<0.05. Konsantrasyon: Corek otu yagi grubu ile
karsilastirildiginda *p<0.05. Vitalite: Gruplar arasinda vitalite yoniinden anlaml1 bir fark
bulunmamaktadir p>0.05.

5.2.2 Epididimal sperm bas, boyun, kuyruk ve toplam defekt sonuclari

Bas defekti analizinin istatistiksel sonucuna gore, kontrol grubu en az defekt oranina sahip
olup c¢orek otu yagi, metformin ve vitamin E gruplar ile aralarinda anlamli bir fark
(p>0.05) bulunmadig1 sadece diyabet grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulundugu
(p<0.05) sonucu elde edildi. Diyabet grubu ise en yiiksek defekt oranina sahip olup vitamin
E grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) ancak vitamin E grubu

disindaki gruplar ile arasinda anlamli bir fark bulundugu (p<0.05) tespit edildi.

Boyun defekti analizinin istatistiksel sonucuna gore, vitamin E grubu en az defekt oranina
sahip olup kontrol, ¢corek otu yag1 ve metformin ile aralarinda anlaml bir fark (p>0.05)
bulunmadig1 sadece diyabet grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulundugu (p<0.05)
sonucu elde edildi. Diyabet grubu ise en yliksek defekt oranina sahip olup metformin grubu
ile aralarinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) ancak metformin grubu disindaki

gruplar ile arasinda anlamli bir fark bulundugu (p<0.05) tespit edildi.

Kuyruk defekti analizinin istatistiksel sonucuna gore, kontrol grubu en az defekt oranina
sahip olup ¢orek otu yagi, metformin ve vitamin E gruplari ile aralarinda anlamli bir fark

(p>0.05) bulunmadig1 sadece diyabet grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulundugu
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(p<0.05) sonucu elde edildi. Ayrica diyabet grubu ile tiim gruplar arasinda anlamli bir fark
bulundugu (p<0.05) tespit edildi.

Toplam defekt analizinin istatistiksel sonucuna goére, kontrol grubu en az defekt oranina
sahip olup ¢orek otu yagi, metformin ve vitamin E gruplari ile aralarinda anlamli bir fark
(p>0.05) bulunmadig1 sadece diyabet grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulundugu
(p<0.05) sonucu elde edildi. Ayrica diyabet grubu ile tiim gruplar arasinda anlamli bir fark
bulundugu (p<0.05) tespit edildi (Tablo-9, Sekil-23).

Tablo- 9: Gruplarin epididimal sperm bas, boyun, kuyruk ve toplam defekt istatistiksel
analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yagr | Metformin Vitamin E p degeri
Bas Defekti 2,50 £1,76* 7,00 £2,19° 2,83 £1,72° 3,67+1,97* | 4,50+1,87* <0.05
Boyun Defekti | 2,17 +1,17* 5,67 £2,07° 2,50 +£0,84* 3,1742,23% 1,83 £0,75* <0.05
Kuyruk 2,67 £2,07* 12,1747,05° 3,17 £1,94* 5,50 £3,08* | 5,33 £2,07* <0.05
Defekti
Toplam 7,33 +3,08° 24,8318,26° 8,50 + 3,83 12,33+4,13 11,67+2,34* <0.05
Defekt
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Sekil- 23: Gruplarin epididimal sperm bas, boyun, kuyruk ve toplam defekt oranlarinin
istatistiksel sonug grafikleri. Bas defekti: Kontrol, ¢orek otu yagi ve metformin gruplariyla
karsilastirildiginda *p<0.05. Boyun defekti: Kontrol, ¢corek otu yagi ve Vitamin E
gruplariyla  karsilastirildiginda  *p<0.05. Kuyruk defekti: Tiim gruplarla
karsilastirildiginda *p<0.05. Toplam defekt: Tiim gruplarla karsilastirildiginda *p<0.05.

5.3 Histopatolojik Bulgular

5.3.1 Kontrol grubu histopatolojik bulgular:

H&E ile boyanan kontrol grubu testis kesitlerinde; ¢ogu diizenli ve yuvarlak seminifer
tubiiler izlendi. Tubiilleri birbirinden ayiran interstisyel doku i¢inde kapiler damara ve
asidofilik sitoplazmali poligonal Leydig hiicreleri secildi. Tubiiller bazal membran

tizerinde ovoid ¢ekirdekli Sertoli ve spermatogenik hiicre tabakalar1 izlendi (Resim-8).

Testisler, distan tunika albuginea ile sariliydi. Seminifer tubiillerin etrafinda ¢ok ince
kollejen lifler izlendi (Resim-9). Spermatogenik hiicre tabakasi; spermatogonia,
spermatosit, spermatid ve matur spermlerden olusmaktaydi. En biiyiik spermatogenik

hiicreler primer spermatositlerdi (Resim-10).

PAS ile boyanan kesitlerde seminifer tubiil bazal membranlar1 normal kalinlikta izlendi

(Resim-11).
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Resim- 8: Kontrol grubu testis kesitinde normal yapida seminifer tubiiller (S) ve tunika
albuginea (# )izlenmektedir, (H-E, Bar: 50 um).
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Resim- 9: Kontrol grubu testis kesitinde normal histolojik yapida seminifer tubiiller (S) ,
(Van-Gieson, Bar: 50 um).
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Resim- 10: Kontrol grubu testis kesitinde spermatogenezin tiim asamalarini yansitan bir
seminifer tubiil (S) goriiniimii, (Van-Gieson, Bar: 20 um).
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Resim- 11: Kontrol grubu testis kesitinde normal yapida seminifer tubiil (S) ve bazal
membran (»—)goriiliiyor, (PAS, Bar: 20 um).
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5.3.2 Diyabet grubu histopatolojik bulgular:
Bu gruptaki tiim testis kesitlerinde seminifer tubiillerde diizensizlik, dejenerasyon ve
atrofik tubiiller izlendi. Sertoli ve spermatogenik hiicrelerin bazal membranlarinin

ayrildigi, tubiil lumenine deskuame oldugu izlendi (Resim-12).

Genis interstisyel alanlarda 6dem, konjesyon ve damarlarda dilatasyon izlenirken leydig
hiicrelerinde ise histolojik bir degisiklik gdzlenmedi. Bazi1 seminifer tubiil lumenine

deskuame olmus germinal epitel hiicrelerine rastlandi (Resim-13-14).

Baz1 tubiillerde birbirlerinden yer yer ayrilan dejenere spermatogenik hiicreler ve
aralarinda olusan 6demat6z bosluklar izlendi. Ayrica bazi tubiillerin germinal epitelinde

incelme yani sira lumene yakin ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler goriildii (Resim-15).

Bazi tubiillerin bazal membranlarinda ondiilasyon ve kalinlasma, yani sira diffiiz

interstisyel ddem ve seminifer tubiillerde perforasyon izlendi (Resim-16-17).

Resim- 12: Diyabet grubu testis kesiti. Atrofik tubiil (A), hasarlanmis tubiiller (= )ve
interstisyel 6dem (#) izlenmektedir, (H-E, Bar: 100 um).
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Resim- 13: Diyabet grubu testis kesiti. Damar konjesyonu ve dilatasyon (3), bazal
membran ayrilmalar1 (%) ve interstisyel alanda 6dem (A) izlenmektedir, (H-E, Bar: 100

pum).
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Resim- 14: Diyabet grubu testis kesitinde seminifer tubiil lumenine deskuame olmus
hiicreler (%), (H-E, Bar: 50 um).
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Resim- 15: Diyabet grubu testis kesitinde multiniikleer dev hiicreler (») izlenmektedir,
(Van-Gieson, Bar: 20 um).

Resim- 16: Diyabet grubu testis kesitinde diffiiz interstisyel 6dem (¢), (PAS, Bar: 50 um).
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Resim- 17: Diyabet grubu testis kesiti. Bazal membran ayrilmalar1 (#) ve seminifer
tubiilde perforasyon (~>), (PAS, Bar: 50 um).

5.3.3 Diyabet + Corek Otu Yag: grubu histopatolojik bulgular:
Bu deney grubunun H&E ile boyanan testis kesitlerinde: interstisiyel alanda minimal
diizeyde 6dem ve konjesyon disinda Leydig hiicreleri sayisinda artis gézlendi. (Resim-18-

19).

Bu grupta incelenen testis kesitlerinde testikiiler hasar ¢ok hafifti. Seminifer tubiiller
kompakt yapida ve spermatogenetik hiicrelerden spermatositler ve matur spermatozoon

sayisinda belirgin bir artis izlendi (Resim-20-21).

PAS ile boyanan testis kesitlerinde seminifer tubiil bazal membranlar1 kontrol grubunun

benzer normal kalinlikta izlendi. (Resim-22-23).
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Resim- 18: Diyabet + ¢orek otu yagi grubu testis kesiti. Kontrol grubuna benzer seminifer
tubiiller izlenmektedir (H-E, Bar: 100 um).

Resim- 19: Diyabet + ¢orek otu yagi grubu testis kesiti. Kontrol grubuna benzer seminifer
tubiiller (S) ve damar konjesyonu (3) izlenmektedir, (H-E, Bar: 50 pm).
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Resim- 20: Diyabet + c¢orek otu yagi grubu testis kesiti. Kontrol grubuna benzer
spermatogenezin tiim agamalarini igeren seminifer tubiiller (S), (Van-Gieson, Bar: 50 pm).

Resim- 21: Diyabet + ¢orek otu yagi grubu testis kesiti. Kontrol grubuna benzer seminifer
tubiil (S) ve tunika albuginea (—) goriiliiyor, (Van-Gieson, Bar: 50 um).
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Resim- 22: Diyabet + ¢orek otu yagi grubu testis kesiti. Kontrol grubuna benzer seminifer
tubiil (S) ve bazal membranlar (»—) goriiliiyor, (PAS, Bar: 50 um).
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Resim- 23: Diyabet + ¢orek otu yagi grubu testis kesiti. Kontrol grubuna benzer normal
kalinlikta bazal membranlar (»—) goriiliiyor, (PAS, Bar: 20 um).
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5.3.4 Diyabet + Metformin grubu histopatolojik bulgulari
Hematoksilen-Eozin ile boyanan testis kesitlerinde: normal histolojik yap1 gdsteren
seminifer tubiillerin yan1 sira lumene deskuame olmus dejenere spermatogenik hiicreler,

damarlarda konjesyon ve interstisyel ddem izlendi (Resim-24-25).

Ayrica perivaskiiler kollajen lif akiimiilasyonu (Resim-26) yani1 sira PAS ile boyanan testis

kesitlerinde seminifer tubiil bazal membranlarinda nispi kalinlasma izlendi. (Resim-27).

Resim- 24: Diyabet + metformin grubu testis kesitinde damar konjesyon ve dilatasyon (3)
ve hasarlanmis tubiil (-*), (H-E, Bar: 50 um).
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Resim- 25: Diyabet + metformin grubu testis kesiti. Lumene deskuame olan hiicreler (%)
ve interstisyel 6dem (#) goriilityor, (H-E, Bar: 50 um).

Resim- 26: Diyabet + metformin grubu testis kesitinde interstisyel alanda genislemeler (A),
(Van-Gieson, Bar: 50 um).
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Resim- 27: Diyabet + metformin grubu testis kesiti. Bazal membran ayrilmalar1 (»—), bir
kism1 korunmus seminifer tubiil (S) ve interstisyel 6dem (¢), (PAS, Bar: 50 um).

5.3.5 Diyabet + Vitamin E grubu histopatolojik bulgular:
Bu grubun testis tubiillerinde atrofik degisiklikler diyabet grubuna goére daha hafifti. Bazi
normal gOriinimlii seminifer tubiillerin yan1 sira bazal membrandan ayrilmis

disorganizasyon gosteren spermatogenetik hiicrelere rastlandi (Resim-28-29).

Seminifer tubiiller etrafinda ince kollajen lif demetleri (Resim-30), PAS ile boyanan testis
kesitlerinde ise nispeten kalin izlenen seminifer tubiil bazal membranlari izlendi (Resim-

31).
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Resim- 28: Diyabet + vitamin E grubu testis kesit. Normal tubiil (S) yan1 sira hasarlanmig
tubiil (») ve interstisyel ddem (¢) (H-E, Bar: 100 um).

Resim- 29: Diyabet + vitamin E grubu testis kesiti. Bir kism1 korunmus seminifer tubiil (S)
yant sira spermatogenezde diizensizlik (<), (H-E, Bar: 50 um).
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Resim- 30: Diyabet + vitamin E grubu testis kesitinde hasarlanmis seminifer tubiil (- ),
(Van-Gieson, Bar: 20 um).

Resim- 31: Diyabet + vitamin E grubu testis kesiti. Bazal membranda kalinlasma (»—) ve
spermatogenezde diizensizlik (<), (PAS, Bar: 20 pm).
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5.4 Gruplarin immunohistokimya ve TUNEL Assay Bulgulari
5.4.1 PCNA immunohistokimya bulgular

PCNA analizin pozitif sinyal veren hiicre ¢ekirdeklerinin toplam g¢ekirdeklere oranin
sonuglarini istatistiksel olarak inceledigimizde kontrol grubunun en yiiksek ortalama
degere sahip oldugunu belirledik. Ayrica kontrol grubu ile ¢orek otu yagi grubu arasinda
anlaml bir fark bulunmadig (p>0.05) sonucu elde edildi. Fakat kontrol grubunun c¢orek
otu yag1 grubu disindaki gruplar ile arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi.
Corek otu yagi grubu ise vitamin E grubu ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigi (p>0.05), fakat metformin ve diyabet gruplar ile arasinda anlamli bir fark
bulundugu (p<0.05) tespit edildi. Vitamin E grubu ile metformin ve diyabet gruplari
arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi. Metformin grubu ile diger gruplar
arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ayrica diyabet grubunun da diger gruplar ile
arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (Tablo-10, Resim: 32-36, Sekil-24).

Tablo- 10: Gruplarin PCNA immunohistokimya istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yag1 | Metformin Vitamin E p degeri

PCNA 50,57+ 6,31% | 24,2944,00¢ | 46,94 +7,15%® 38,17 £9,58° | 43,26 +9,82" | <0.05

Kontrol grubu testis kesitlerini inceledigimizde seminifer tubiillerde spermatogenezisin her

asamasindaki hiicrelerde PCNA ekspresyonu oldugu tespit edildi (Resim-32).

Diyabet grubu testis kesitleri incelendiginde, spermatogonialarda PCNA pozitif ve
tubiillerin ¢ok biiyiik bir kisminda gozlenen germinal epitelde spermatogenezis

sathalarindaki hiicrelerde ise PCNA negatif ekspresyonu izlendi. (Resim-33).

Diyabet+¢orek otu yagi grubu testis kesitleri incelendiginde kontrol grubuna benzer
sekilde spermatogenezisin her asamasinda PCNA pozitif ve PCNA negatif ekspresyonu
gozlendi (Resim-34).
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Diyabet+metformin grubu testis kesitlerinde spermatogenezisin farkli asamalarindaki
hiicrelerde diyabet grubuna oranla daha fazla PCNA pozitif ekspresyonu izlendi (Resim-

35).

Diyabet+vitamin E grubu testis kesitlerinde spermatogenezisin farkli asamalarindaki
hiicrelerde diyabet grubuna oranla daha fazla PCNA pozitif ekspresyonu izlendi (Resim-

36).

Resim- 32: Kontrol grubu PCNA immunohistokimya mikrografi. Kontrol grubunda
seminifer tubiillerin biiyiik bir kisminda gozlemlenen germinal epitelin tiim saflarinda
PCNA pozitif (ok) hiicreler. Yer yer bazi seminifer tubiillerde germinal epitelde
spermatogonia ve bazal hiicreler digindaki kalan germinal epitel hiicrelerinde PCNA
negatif (ok basi)) durumu. Boyama: PCNA immunohistokimya. Zit boyama:
Hematoksilen. Bar: 50 um.
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Resim- 33: Diyabet grubu PCNA immunohistokimya mikrografi. Diyabet grubundaki
hayvanlarin testis dokularinda germinal epitelde spermatogonialarda PCNA pozitiflik (ok)
ve tubiillerin ¢ok bilyiik bir kisminda gozlenen germinal epitel de spermatogenezis
sathalarindaki hiicrelerde PCNA negatiflik (ok bas1). Boyama: PCNA immunohistokimya.
Zat boyama: Hematoksilen. Bar: 50 um.

Resim- 34: Corek otu yagi grubu PCNA immunohistokimya mikrografi. Corek otu yagi
grubunda germinal epitelde kontrol grubuna benzersekilde germinal epitelde PCNA pozitif
(ok) hiicreler. Tubiillerin bazilarinda spermatogonia disindaki germinal epitel hiicreleri
PCNA yo6niinden negatif (ok basi) izlenmektedir. Boyama: PCNA immunohistokimya. Zat
boyama: Hematoksilen. Bar: 50 pum.
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Resim- 35: Metformin grubu PCNA immunohistokimya mikrografi. Metformin grubunda
germinal epitel diizleminde PCNA pozitif (ok) ve negatif (ok basi) hiicrelerin dagilima.
Boyama: PCNA immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 50 um.

Resim- 36: Vitamin E grubu PCNA immunohistokimya mikrografi. Vitamin E grubunda
spermatogenezis gerceklestiren germinal epitel hiicrelerinde pozitif (ok) ve negatif (ok
bas1) hiicreler. Boyama: PCNA immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 50
pm.
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5.4.2 Caspase-3 immunohistokimya bulgular:

Caspase-3 analiz Orneklerinde seminifer tubiillerin pozitif sinyallerinin toplam doku
alanina oraninin istatistiksel sonuclarina gore; kontrol grubu diger gruplara gore en diisiik
ortalama degere sahip olup diger tiim gruplar ile arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05)
tespit edildi. Vitamin E ve ¢orek otu yagi grubu ortalama degerleri birbirine benzer olup
aralarinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05), fakat vitamin E ile kalan diger gruplar
ile arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi. Corek otu yagi grubunun ise
vitamin E grubu ve metformin grubu ile arasinda anlamli bir fark olmadigi (p>0.05), ancak
kontrol grubu ve diyabet grubu ile arasinda anlamli bir fark bulundugu (p<0.05) sonucuna
varildi. Metformin grubunun, ¢érek otu yagi grubu disindaki tiim gruplar ile arasinda
anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi. Diyabet grubu da en biiylik ortalama degere
sahip olup diger tiim gruplar ile arasinda anlaml1 bir fark oldugu (p<0.05) sonucuna varildi

(Tablo-11, Resim:37-41, Sekil-24).

Tablo- 11: Gruplarin Caspase-3 immunohistokimya istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek otu yag Metformin Vitamin E p degeri
2,92 +1,54* 15,84 + 1,68¢ 4,59 0,67 5,05 +0,88° 4,40 £0,47° <0.05

Kontrol grubu testis kesitlerinde seminifer tubiillerde caspase-3 ekspresyon diizeyinin zayif
oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda seminifer tubiillerin yapisinin diizgiin oldugu izlendi

(Resim-37).

Diyabet grubu testis kesitleri incelendiginde, seminifer tubiillerde yogun Caspase-3

ekspresyonu izlendi. Ayrica seminifer tubiil yapisinda bozulmalar tespit edildi (Resim-38).

Diyabet+¢orek otu yagi grubu testis kesitleri incelendiginde seminifer tubiillerde Caspase-

3 ekspresyonunun kontrol grubuna gore daha fazla izlendi (Resim-39).

Diyabet+metformin grubu testis kesitlerinde diyabet grubuna gore seminifer tubiillerde

daha az Caspase-3 ekspresyonunun izlendi (Resim-40).
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Diyabet+vitamin E grubu testis kesitlerinde diyabet grubuna gore seminifer tubiillerde

daha az Caspase-3 ekspresyonunun izlendi (Resim-41).

Resim- 37: Kontrol grubu Caspase-3 immunohistokimya mikrografi. Kontrol grubunda
seminifer epitel hiicrelerinde diisiik diizeyde caspase-3 immunopozitif (ok) ve yogun
negatif (kivrimli ok) alanlar. Boyama: Caspase-3 immunohistokimya. Zat boyama:
Hematoksilen. Bar: 50 pm.
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Resim- 38: Diyabet grubu Caspase-3 immunohistokimya mikrografi. Diyabet grubunda
seminifer epitel hiicrelerinde oldukc¢a yogun caspase-3 (ok) alanlar immunoekspresyonda
artisa isaret etmektedir. Boyama: Caspase-3 immunohistokimya. Zit boyama:
Hematoksilen. Bar: 50 pm.

Resim- 39: Corek otu yagi grubu Caspase-3 immunohistokimya mikrografi. Corek otu yagi
grubunda seminifer epitel hiicrelerinde orta diizeyde caspase-3 pozitif (ok) ve negatif
(kiviimli - ok) bolgeler. Boyama: Caspase-3 immunohistokimya. Zit boyama:
Hematoksilen. Bar: 50 pm.
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Resim- 40: Metformin grubu Caspase-3 immunohistokimya mikrografi. Metformin
grubunda seminifer epitel hiicrelerinde orta diizeyde caspase-3 pozitif (ok) alanlar ve
negatif ekspresyon alanlar1 (kiviimli ok). Boyama: Caspase-3 immunohistokimya. Zat
boyama: Hematoksilen. Bar: 50 um.

Resim- 41: Vitamin E grubu Caspase-3 immunohistokimya mikrografi. Vitamin E
grubunda seminifer epitel hiicrelerinde caspase-3 pozitif (ok) ve negatif oldugu alanlar
(kivrimli ok). Boyama: Caspase-3 immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar:
50 pm.
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5.4.3 TUNEL Assay Bulgulan

TUNEL Assay ile DNA fragmantasyon ve Apoptotik Indeks (AI) analiz sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol grubu diger gruplara oranla en diisiik
ortalama degere sahip olup diger tiim gruplar ile arasinda anlam bir fark oldugu (p<0.05)
tespit edildi. Corek otu yagi ile metformin grubu aralarinda anlamli bir fark bulunmadigi
(p>0.05), ancak ¢orek otu yagi grubunun, metformin grubu disindaki gruplar ile arasinda
anlaml bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi. Metformin grubu ile vitamin E grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) ancak bu grubun kontrol ve diyabet gruplari
ile aralarinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi. Vitamin E grubunda ise
metformin grubu diginda tiim gruplar ile aralarinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit
edildi. Ayrica diyabet grubu ile diger tiim gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05)
sonucuna varildi (Tablo-12, Resim: 42-46, Sekil-24).

Tablo- 12: Gruplarin TUNEL Assay istatistiksel analiz degerleri

Kontrol Diyabet Corek Otu Yagr | Metformin Vitamin E p degeri

TUNEL 4,17 £1,73* | 33,0648,95¢ 16,73 £3,25% 19,97+4,02% 20,70 £4,51¢ <0.05
Assay
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Sekil- 24: Gruplarin immunohistokimya ve TUNEL Assay istatistiksel analiz sonug
grafikleri. PCNA Pozitif Hiicre Orani: Diyabet ve metformin gruplariyla
karsilastirildiginda *p<0.05, kontrol, diyabet ve metformin gruplariyla karsilastirildiginda
**p<0.05, tiim gruplarla ayr1 ayri1 karsilastirildiginda ***p<0.05 ve ****p<0.05. Caspase-
3 Pozitif Alan: Kontrol, diyabet ve metformin gruplariyla karsilastirildiginda *p<0.05,
Vitamin E digindaki tiim gruplarla ayr1 ayr karsilastirildiginda **p<0.05, Corek otu yagi
disindaki tiim gruplar ile karsilastirildiginda **#*p<0.05, tiim gruplarla karsilagtirildiginda
##%%p<0.05. TUNEL Assay Pozitif Hiicre Sayisi: Kontrol, diyabet ve Vitamin E
gruplariyla karsilastirildiginda *p<0.05. Kontrol ve diyabet gruplariyla karsilagtirildiginda
*#p<0.05. Kontrol, diyabet ve ¢corek otu yag1 gruplariyla karsilastirildiginda ***p<0.05.
Tiim gruplarla karsilastirildiginda ****p<0.05.

Kontrol grubu testis kesitlerinde bazi seminifer tubiillerde yer yer TUNEL pozitif
hiicrelerin oldugu tespit edildi. Aymi zamanda seminifer tubiillerin yapisinin diizgiin

oldugu izlendi (Resim-42).

Diyabet grubu testis kesitlerini inceledigimizde seminifer tubiil germ hiicrelerinde yogun
TUNEL pozitif hiicreleri izlendi. Ayrica seminifer tubiil yapisinda bozulmalar tespit edildi

(Resim-43).

Diyabet+¢orek otu yagi grubu testis kesitlerinde seminifer tubiillerde TUNEL pozitif
hiicrelerin varlig1 izlendi. Seminifer tubiil yapisinin diizgiin oldugu ve kontrol grubuna gore

pozitif hiicre sayisinin daha fazla oldugu izlendi (Resim-44).

Diyabet+metformin grubu testis kesitlerinde diyabet grubuna gore seminifer tubiillerde

daha az TUNEL pozitif hiicreler izlendi (Resim-45).

99



Diyabet+vitamin E grubu testis kesitlerinde diyabet grubuna gore seminifer tubiillerde

daha az TUNEL pozitif hiicreler izlendi (Resim-46).

Resim- 42 :Kontrol grubu kesitlerinde TUNEL Assay. TUNEL pozitif (ok) ve negatif (ok
basi) germinal epitel hiicreleri. Boyama: TUNEL Assay. Zit Boyama: Hematoksilen.
Bar: 50 um.
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Resim- 43: Diyabet grubu kesitlerinde TUNEL Assay. TUNEL pozitif (ok) ve negatif (ok
basi) germinal epitel hiicreleri. Boyama: TUNEL Assay. Zit Boyama: Hematoksilen.
Bar: 50 um.

Resim- 44: Corekotu yagi grubu kesitlerinde TUNEL Assay. TUNEL pozitif (ok) ve
negatif (ok basi) germinal epitel hiicreleri. Boyama: TUNEL Assay. Zit Boyama:
Hematoksilen. Bar: 50 pm.
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Resim- 45: Metformin grubu kesitlerinde TUNEL Assay. TUNEL pozitif (ok) ve negatif
(ok bas1) germinal epitel hiicreleri. Boyama: TUNEL Assay. Zit Boyama: Hematoksilen.
Bar: 50 pm.

Resim- 46: Vitamin E grubu kesitlerinde TUNEL Assay. TUNEL pozitif (ok) ve negatif
(ok bas1) germinal epitel hiicreleri. Boyama: TUNEL Assay. Zit Boyama: Hematoksilen.
Bar: 50 pm.
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6 TARTISMA

Diyabetes Mellitus; nefropati, retinopati ve iireme sistemi iizerinde ciddi komplikasyonlara
yol agan kronik metabolik hastaliklardan biridir (241). Bazi arastirmacilar, diyabet sonucu
olusan komplikasyonlar1 hafifletmek i¢in antioksidan tedavi uygulamalarini
incelemislerdir (17,122,242). Corek otu yagi ve vitamin E’nin antioksidan 6zelliklere sahip
oldugu ve oksidatif strese karsi koruyucu etkileri oldugu belirtilmistir (125,126,179).
Ayrica metformin, diyabette kullanilan bir bilesik olup diyabet ile iliskili komplikasyonlara
kars1 koruyucu etkisi olabilecegi ile ilgili caligmalar da mevcuttur (132,138). Yaptigimiz
calismada diyabetik rat testisleri iizerinde ¢orek otu yagi, metformin ve vitamin E’nin

koruyucu etkileri arastirildi.

STZ ile diyabet olusturulan erkek ratlarin viicut agirliklarimin degerlendirildigi bir
calismada; herhangi bir tedavi uygulanmayan diyabet grubunun kontrol grubuna kiyasla
viicut agirliginda ciddi bir azalma oldugu belirtilmistir (243). Bir baska calismada ise
diyabet olusturulan yetiskin erkek ratlarda metformin ile tedavi uygulamis ve viicut ile
testis agirliklar1 degerlendirmislerdir. Calismada kontrol grubu, tedavi uygulanmayan
diyabet grubu ve metformin tedavisi uygulanan diyabet gruplar1 incelenmistir. Tedavi
uygulanmayan diyabetik gruptaki hayvanlarin viicut agirligi, kontrol grubuna kiyasla
onemli 6l¢iide (P <0.05) azaldig1 ve metformin tedavisi uygulanan diyabet grubunun viicut
agirhiginin da kontrol grubuna gore daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Metformin ile
tedavi edilen diyabetik ratlarin, tedavi edilmeyen diyabetik ratlara kiyasla daha fazla viicut
agirhigi kaybi gosterdigi, ancak viicut agirligindaki bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml
olmadig1 rapor edilmistir. Ayn1 zamanda testis agirliklar1 incelendiginde ise kontrol grubu
en blyiik agirliga sahip olup, tedavi uygulanmayan diyabet grubu ve metformin tedavisi
uygulanan diyabet grubu ile aralarinda anlamli fark oldugu belirtilmistir. Metformin ile
tedavi edilen diyabet grubu testis agirliginda en diisiik degere sahip oldugu ancak tedavi
uygulanmayan diyabet grubu ile aralarinda anlamli bir fark olmadigi1 gosterilmistir (244).
Kaplanoglu ve ark. diyabete iliskin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, diyabetik ratlar

lizerinde vitamin E’nin etkilerini arastirmiglardir. Calismada viicut agirligr olgiim
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sonuglarina gore kontrol grubu ratlarina gore E vitamini (p<0.001) ile tedavi edilen diyabet

grubunun viicut agirliginda 6nemli bir artis oldugu gosterilmistir (239).

Ghlissi ve arkadaslar1 (130) alloksan ile diyabet olusturduklar1 ¢aligmada nigella sativa
tohumlarmin (¢orek otu tohumlar1) etkisini incelemislerdir. Diyabetik erkek sicanlarin
diyetinde 30 giin boyunca %?2 dozda nigella sativa tohumlarinin (¢6rek otu tohumlari) oral
yoldan verilmesiyle, epididim, prostat ve seminal vezikiil ile viicut agirligi-testis agirliginin
artmasina, meni miktar1 ve hareketliliginin arttig1, kan sekeri seviyesinin diistiigli ve
diyabetik gruba gore serum testosteron diizeyindeki artisa neden oldugunu kaydetmislerdir.
Bazi aragtirmacilar (245) ise gonadal agirligin azalmasina genel viicut agirligi kaybinin
eslik ettigini kaydetmiglerdir. En fazla gonadal kilo kaybi, diger gruplara gore metformin
ile tedavi edilen grupta goriilmiistiir. Kontrol grubunda gonadal agirligin viicut agirligina
orani %1.8, metformin ile tedavi edilen diyabetik sicanlarda bu oran % 1.72 ve tedavi
edilmemis diyabetik sicanlarda % 2.07 oldugunu kaydetmislerdir (244). Calismamizda ise
deney gruplari arasinda gonad /viicut agirlig1 oraninin karsilastirilmasi, diyabetik gruplarda
gonad agirliginin kaybinin viicut agirligr degisikliklerine bagl olabilecegi gdsterilmistir.
Tedavi edilmeyen diyabetik gruptaki bu oranin yiikselmesi, testisin interstisyel bag
dokusunda amorf malzeme birikimine bagli gibi goriiniiyordu. Bu nedenle, gonadal
agirhgin azalmasi, genel viicut agirligi kaybt ve / veya STZ'nin neden oldugu tedavi
edilmemis ve metformin ile tedavi edilen diyabetik sicanlarda epididimislerin agirliginin
azalmasi1 nedeniyle olabilir. Yapilan bazi ¢alismalara gore, kontrol grubu ile tedavi
uygulanmayan diyabet grubu; testis, epididimis, prostat ve seminal vezikiil agirliklarina
gore karsilastirildiginda tedavi uygulanmayan diyabet grubu en diisiik degere sahip olup
kontrol grubu ile aralarinda anlamli farklilik gostermektedir (129,130,243,246,247).

Calismamizda testis, seminal vezikiil, prostat ve epididimis 6l¢iimlerinin istatistiksel analiz
verilerine gore; testiste, kontrol grubu en yliksek degere sahiptir ve ¢corek otu yagi, vitamin
E ve metformin ile tedavi edilen diyabet gruplari ile aralarinda anlamli bir farklilik
olmadigini (p>0.05) elde ettik. Ancak tedavi uygulanmayan diyabet grubu ile aralarinda
anlaml bir fark (p<0.05) tespit ettik. Seminal vezikiil agirligina gére kontrol grubu en

yiiksel degere sahiptir ve ¢orek otu yagi ile tedavi edilen grup deger olarak kontrole en
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yakin gruptur. Metformin ve vitamin E ile tedavi edilen gruplar ile diyabet grubu arasinda
anlamli bir farklilik olmadigini (p>0.05) sonucuna ulastik. Prostat agirlig1 verilerine gore;
kontrol grubu ve ¢orek otu yagi ile tedavi edilen diyabet grubunun birbirine benzer
degerlere sahip oldugu ve diger gruplar ile aralarinda anlaml bir fark oldugunu (p<0.05)
tespit ettik. Tedavi edilmeyen diyabet grubu en diisiik degere sahip olup diger 4 grupla

aralarinda anlamli bir fark (p<0.05) oldugunu da gézlemledik.

Ayrica Navarro ve arkadaslar1 (13) yaptiklar1 bir diyabet caligmasinda, tubul c¢aplarinin
azalmasiyla birlikte testis agirliklarimin da azaldigi ancak zamanla belirgin bir hal
almadigini ifade etmislerdir. Bu konuda Jackson-Hutson (248) ile Ford-Hamilton (249) da
diyabetik ratlar tizerinde ¢alisma yapmislar ve Navarro ve ark’nin (13) bulgulariyla benzer
gorlisli ileri stirmiislerdir, buna karsin Oksanen (250) zaman i¢inde testis agirliginin
belirgin azaldigini ifade etmistir. Anderson ve Thliveris’nin (251) yaptiklar1 bir caligmada
ise kisa vadede testis agirliginda bir artis (diyabetin baglamasindan 1 ay sonra) meydana
gelirken uzun vadede ise testis agirliginda diisiis oldugunu (diyabetin baglamasindan 6 ay
sonra) kaydetmislerdir. Calismamizda ise gruplar arasinda epididimis ve testis agirlig
ortalama degerinin diyabet grubunda en diisiik oldugu bu grup ile ¢drek otu yagi,
metformin ve vitamin E gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadigini (p>0.05) tespit

etmis bulunuyoruz (Tablo-3, Sekil-17).

Deney oncesi viicut agirlik 6l¢lim 6rnekleri istatistiksel olarak incelendiginde tiim gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadigimi (p>0.05) gozlemledik. Deney sonrasi viicut
agirliklarinin istatistiksel sonuglarinda en yiiksek agirlik artisinin kontrol grubunda oldugu
ardindan ¢orek otu grubunda da agirlik artiginin meveut oldugu ve aralarinda istatistiksel
olarak bir fark bulunmadigi (p>0.05) saptadik. Metformin ve vitamin E gruplarmin viicut
agirliklarinda ise diislis meydana geldi fakat viicut agirligi degerleri kontrol ve diyabet
gruplar1 arasinda yer almaktaydilar. Aym1 zamanda istatistiksel olarak bu iki grup ile
kontrol, ¢corek otu yagi ve diyabet gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadig: (p>0.05)
sonucu elde edildi. Diyabet grubu ise en diisiik agirlik oranina sahip olup kontrol grubu ile

arasinda anlamli bir fark bulundugu (p<0.05) tespit edildik.
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Verilerimiz, STZ'nin neden oldugu diyabetik ratlarda E vitamini tedavisinin, viicut agirhigi
tizerinde etkisi oldugunu gosteren onceki caligmalara tezat olusturmaktadir (239,252).
Ayrica metformin ile tedavi edilen diyabet grubunda testis agirliginin kontrol ve tedavi
edilmeyen diyabet grubuna gore en diisiik degerde oldugunu gdsteren ¢alismaya gore de
tezatlik gostermektedir (244). Bizim verilerimize gore agirlikli olarak ¢orek otu yagi ile
tedavi edilen diyabet grubu kontrol grubuna daha yakin verilere sahipti (Tablo-2-3, Sekil-
16-17).

Deneysel ¢alismamizda streptozotosin diyabet indiiksiyonu i¢in kullanilmistir ve tedavi
uygulanmayan diyabet grubunda ortalama kan glukoz seviyesi, tedavi edilmeyen saglikli
(kontrol) ve tedavi uygulanan diyabetik gruplardan daha yiiksekti. Corek otu yagi ile tedavi
edilen diyabetik sicanlarda kan sekeri diizeyleri, tedavi edilmemis diyabetik si¢anlara gore
onemli 6l¢iide azalmistir (p<<0.05), bu sonug¢ 6nceki sonuglara paralellik gostermektedir
(253). Ayrica ¢orek otu yagi grubunun kan sekeri diizeyinin diyabet, metformin ve vitamin
E gruplan arasinda anlamli bir fark bulundugunu (p<0.05) da vurgulamak isteriz.
Metformin, vitamin E ve diyabet gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark olmadigini (p>0.05)
tespit edildi. Metforminin STZ ile olusturulan diyabetik ratlarin kan sekerini 6nemli 6lciide

diisiirdiigiinii belirten ¢alismalar ile verilerimiz tezatlik gostermektedir (244).

STZ, pankreas B hiicrelerine etki ederek yetersiz insiilin iretiminin gelismesine yol agar ve
sonug olarak kan sekeri seviyesinde yiikselme meydana getirmektedir. Insiilin direncinin,
diyabetin gelisiminde en Onemli faktor oldugu bilinmektedir (136) ve g¢alisma
sonuglarimiza gore, ¢orek otu yaginin hedef hiicrelerin insiilin direncini azaltmasi {izerinde

etkili olabilir.

DM’ nin apoptotik hiicre 6liimii, testiste fonksiyon bozuklugu, seminifer tubiillerde atrofi,
tubiil ¢aplarinda azalma ve spermatogenetik hiicre serilerinin azalmasina neden oldugu 1yi
bilinmektedir. Seminifer tubiil atrofisi ve spermatojenik hiicrelerdeki azalma,
spermatogenez yetmezliginin morfolojik gostergeleridir (3,254,255). Caligmamizda,
gruplar arasinda Johnsen biyopsi skor ortalama degerinin tedavi uygulanmayan diyabet
grubunda en diisiik oldugu, bu durum da testis hasarinin varligina isaret etmektedir (256).

Ayrica ¢orek otu yagi ile tedavi edilen diyabet grubu ile kontrol grubu birbirine yakin
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degerlere sahiptir. Metformin ve vitamin E ile tedavi edilen gruplar ise birbirlerine yakin
degerlere sahip olup aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir ve kontrol grubu ile
tedavi uygulanmayan diyabet grubu arasinda deger almislardir. Bu konudaki sonuglarimiz

onceki caligmalarin sonuglariyla uyumludur (239,256).

Bazi deneysel c¢aligmalarda (257,258), diyabetik hayvanlarin tubiillerinde pakiten
spermatositlerde deskuamasyon ve incelme ile germinal epitelden erken spermatid
olusumu goriildiigilinii, ayrica seminifer tubiil capinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 ve testikiiler
kan damari sayilarinin arttig1 gozlemlemislerdir. Altay ve ark (259), 5 giin siireyle 40 mg /
kg IP streptozotosin enjeksiyonundan alt1 hafta sonra, diyabetik siganlarda kontrol grubuna
gore hem testis hem de seminifer tubiil ortalama g¢aplarinin anlamli olarak azaldigini
bildirmiglerdir. Ayrica Hassan ve Moneium (260), STZ ‘nin neden oldugu diyabette,
seminifer epitelde germ hiicresinin tiikenmesine, spermatidlerin yanlis oryantasyonuna ve
tubiiler duvarlarin kalinlagmasina neden olabilecegi gibi seminifer tubiiler ¢apinda %18
azalma ve tubiiler lumende %28 artis gdsterdigini bildirmislerdir. Deneysel ¢alismamizda
seminifer tubiil cap1 analizimize gore; en yliksek degere kontrol grubu sahip olup ¢orek otu
yagi ile tedavi edilen grup ile aralarinda anlamli bir farklilik olmadig1 ancak diger 3 grup
ile arasinda anlamli fark oldugunu sonucuna varildi. Metformin ve vitamin E ile tedavi
uygulanan gruplar arasinda anlamli farklilik olmadig1 ve ¢orek otu yagr ile tedavi edilen
grup ile diyabet grubu arasinda bir deger aldiklarini gozlemledik. Bulgularimiz 6nceki

caligmalar ile uyum gostermektedir.

Baska bir calismada, Kianifard ve ark. (244) tedavi edilmeyen diyabetik sicanlarda testis
kapsiil ¢capinda, seminifer tubiillerde ve germinal epitel yiiksekliginde azalma, interstisyel
dokuda amorf materyalde artis, germ hiicre tiilkenmesi, hiicresel popiilasyonda azalma ve
spermatogenez aktivitesinde azalma ile bozulmanin sekillendigini ifade etmislerdir. Aksine
yapmis oldugumuz calismanin deney gruplarinda, tunika albuginea ve germinal epitel
kalinliklart bulgularinda gruplar arasinda istatistiksel yOonden herhangi bir fark

bulunmadigini gozlemledik (p>0.05).
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Koh (112) yaptig1 bir caligmada, artan apoptotik hiicre 6liimii ve dejeneratif germ hiicreleri
ile epididim agirliginda 6nemli bir azalma oldugunu rapor etmistir. Ayrica, histolojik
kesitlerde goriilen tubiiler atrofi, ¢alismadaki diyabetik sicanlarda ilk dikkat ¢ekici bulgu
olmustur. Diger baz1 arastiricilar (3,257,261,262) STZ ile yaptiklar1 ¢cok sayida deneysel
diyabet calismasinda, deneklerin testislerinde tubiiler atrofi gozlemlemislerdir.
Calismamizda rastladigimiz ¢ok sayida tubuler atrofi ve seminifer tubiil ¢aplarindaki diisiis
bu caligmalarin sonuglarina paralellik gostermektedir. Seminifer tubiillere yerlesen Sertoli
hiicreleri ve spermatojenik seri hiicrelerin beslenmesi, kan damarlarindaki interstisyel bag
dokusundan difiizyon yoluyla gerceklesmektedir. Bu kan damarlar1 sadece Leydig
hiicrelerinin beslenmesi i¢in degil, ayn1 zamanda tubiillerin beslenmesinde de dnemli bir
rol oynamaktadir. Interstisyel kan damarlarinin kalinlasmasi tubiiler beslenmeyi azaltarak
tubiiler atrofiye yol agabilecegi bildirilmistir (254). Baska bir sonug¢ tubiiler bazal
membranda goriilen kalinlagmadir. Benzer sekilde Cameron ve arkadaslar1 (254) diyabetli
bireylerde, diyabet nedeniyle seminifer tubiillerin bazal zarinin kalinlastigini tespit
etmiglerdir. Calismamizda STBM kalinlig1 kontrol grubu disinda kalan deney gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Kan damar1 duvarlarinin kalinlagmasi
nedeniyle zaten bozulmus olan tubiil beslemesinin, tubiiliin bazal zarinin kalinlagmasi
nedeniyle daha da kotiilesecegini ve spermatogenezi olumsuz ydnde etkileyecegi
bilinmektedir. Ayrica STBM'nin kalinlig1 spermatogenezde énemli bir rol oynar. Diyabet,
STBM'nin (263,264) kalinlasmasin1 arttirir ve bu kalinliga, azalan sperm {iretimi orani ve
seminifer tubiillerin boyutunda genel bir azalma eslik eder. Calismamizin 151k mikroskobik
bulgulari, diyabetik sigan testislerinde STBM kalinliginin arttigini, ancak ¢orek otu yaginin
bu kalinlik artisinda azaltici bir etki ortaya koydugu goriildii.

Yapilan deneysel diyabet caligmalarinda, seminifer tubiillerde dejenerasyon, nekroz, dev
hiicre olusumu, interstisyel degisiklikler, seminifer tubiil ¢apinda azalma, apoptoz
insidansinda artig ve testis agirliklarinda azalma oldugunu bildiren pek ¢ok c¢alisma
mevcuttur (3,11,12,265,257). Ghlissi ve arkadaslar1 (130) yapmis olduklar1 ¢alismada,
kontrol, diyabet ve diyabet+c¢orek otu gruplarinda spermatolojik analizler yapmislardir. Bu

analiz sonucunda konsantrasyon ve motilite bulgularinda; diyabet+¢orek otu grubunun
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kontrol grubuna daha yakin bulgulara sahip oldugunu ve iyilesme gosterdigini
belirtmislerdir. Bagka bir ¢alismada, diyabetik erkek farelerin sperm parametreleri {izerinde
vitamin E’nin sperm etkisi aragtirilmistir. Bu arastirmada kontrol, diyabet (herhangi bir
tedavi uygulanmayan) ve vitamin E ile tedavi edilen diyabet gruplarin bulgular
karsilagtirilmis olup; vitamin E+diyabet grubu bulgularinin kontrol grubuna yakin sonuglar
verdigini bildirmistir. Bu bulgulara dayanarak vitamin E’nin, sperm ve testis
parametrelerini diyabetin istenmeyen etkilerine karsi korumak i¢in uygun bir ajan
olabilecegi belirtilmistir (266). Bir baska ¢alismada metforminin, diyabetik erkek ratlarin
sperm parametreleri iizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu ¢aligmanin  sonucunda
metforminin diyabetin neden oldugu sperm parametreleri iizerindeki komplikasyonlara
karst koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir (267). Yaptigimiz ¢alismanin motilite ve
konsantrasyon bulgularinda daha 6nceki caligmalar ile benzer sonuglar elde edildi. Bu
calismada, epididim kanallarinda sperma yogunlugu agisindan diyabetik ve kontrol
gruplari arasinda anlamli fark oldugu (P<0.05) ve diyabette kanallardaki sperma miktarinin
onemli dl¢iide azaldig1, motilite ortalama degerinin en diisiik diyabet grubunda oldugu ve
bu grubun geri kalan tiim gruplardan anlamli derecede farkli oldugu (p<0.05) belirlendi
(Sekil-22) ve bunun seminifer tubiillerin dejenerasyonuna bagli oldugu kanaatindeyiz.
Ayrica konsantrasyon verilerimizde ¢orek otu yagi ile tedavi edilen grubun diger 4 gruba
gore en yiiksek degere sahiptir. Deneysel ¢alismamizin epididimal sperm bas, boyun,
kuyruk ve toplam defekt sonuglarinda; kontrol, diyabet+¢orek otu yagi, diyabet+vitamin E
ve diyabet+metformin gruplari ile diyabet grubunu karsilastirdigimizda aralarinda anlaml
bir fark bulundugunu tespit ettik. Yapilan bir ¢alismada, metforminin diyabetik erkek
ratlarin sperm bas ve kuyruk defekti iizerine etkisi arastirilmistir ve bizim bulgularimiz ile

uyumlu benzer sonuclar rapor edilmistir (267).

DM, oksidatif strese, yani kronik hipergliseminin varligina bagl reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) salinmasia yol agar (268,269). Hipergliseminin diyabetik hastalarin hedef
organlarindaki ayrica, oksidatif stresin diyabetik testis yapisi iizerine belirgin etkileri

fonksiyonel ve histolojik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (270). Calismamizda,
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diyabetik grupta ¢orek otu yagr histolojik bulgulari, spermatojenik hiicreleri
normallestirdigi gibi testisi de korumustur.

Diyabetik kosullarda anormal spermatogenez ¢esitli calismalarda bildirilmistir (254,255).
Bu calismalarda, tedavi edilmeyen diyabetik siganlarda spermatogenezin, kontrol ve
metformin ile tedavi edilen diyabetik siganlara kiyasla bozuldugunu ortaya koymustur.
Onceki caligmalarda seminifer tubiillerin (ST) ¢apmin azaldigi bildirilmistir (3,260).
Tedavi edilmeyen diyabetik si¢anlarda, ST'lerin ¢apindaki azalmaya germinal epitelyum
yiiksekliginde azalma eslik etmistir; bu bulgu, ST'lerin diyabet sirasinda koreldigini
gostermektedir. ST'lerde yapilan bu histolojik gdzlemler, spermatojenik hiicrelerin depresif
hiicresel aktivitesini gostermektedir. Calismada diyabetik testislerde spermatogonia hiicre
sayis1 azaldigini, ancak bu azalma anlamli olmadigin1 vurgulamiglardir. Tedavi edilmeyen
diyabetik sicanlarda, primer spermatosit sayisi, kontrol ve metformin ile tedavi edilen
diyabetik sicanlara kiyasla Onemli oOl¢iide azaldigi ifade edilmistir. Bu bulgu,
spermatogonianin primer spermatositlere doniisiimiiniin diyabetik kosullarda azaldigini
gostermektedir. Diyabetik si¢anlarda azalan tubiiler farklilasma ve spermiasyon indeksleri
seminifer tubiillerin hiicresel aktivitelerindeki bu degisikligi dogrulamaktadir. Tedavi
edilmeyen diyabetik sicanlarda repopiilasyon indeksinin azalmasi, diyabetin
indiiklenmesinden sonra inaktif spermatogonia sayisinin arttigimi ve sonug olarak,
spermatogonia hiicrelerinden tiiretilen primer spermatosit sayisinin azaldigini
gostermektedir. Hiicresel donilisim ve/veya aktivitedeki bu degisiklikler spermatozoid
iiretiminde azalmaya yol acar. Onceki bazi c¢alismalar, diyabetik sicanlarmn testis
dokusunda interstisyel alandaki artis1 rapor etmislerdir (244,260). Bu ¢alismaya paralel
olarak biz de calismamizda, diyabetik si¢an testislerinde interstisyel bag dokusu ve amorf
materyaldeki artis gézlemledik. Interstisyel bag dokusunun bu artis1 diyabetik kosullarda
mikrovaskiiler anjiyopati ile iliskilidir (11). Testis dokusunun histolojik degisiklik
sonuc¢larimiz benzer bulundu. ST'lerin dejenerasyonu ve nekrozu, dev hiicre olusumu ve
interstisyel degisiklikleri bildiren 6nceki ¢aligsmalarla uyumluydu (257,271). Corek otu
yag ile tedavi edilen diyabetik siganlarda, tiim histolojik gozlemler tedavi edilmemis

diyabetik sicanlara kiyasla daha iyi goriiniiyordu. Bu bulgular, ¢orek otu yaginin, yiiksek
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kan sekeri seviyelerinin diisiiriilmesi ile diyabetin iireme sisteminin islevi ve yapisi

tizerindeki yan etkilerini azaltabildigini gostermektedir.

Ayrica tubiiler caplardaki azalma, birka¢ deneyle Anderson ve Thliveris (251,272)
tarafindan gosterilmistir. Bu azalmaya genellikle bos testikiiler tubiil sayisinda ve vaskiiler
yogunlukta bir artis eslik ettigini bu durumun bizim bulgularimizla tezat olusturdugunu
diisiinmekteyiz. Sampannang ve arkadaslar1 (273) yaptiklar1 bir deneysel ¢alismada, STZ
ile indiiklenen diyabetik sicanlarda, seminifer tubiillerde, interstisyel dokuda histolojik
degisiklikler ile seminifer tubiil ¢cap1 ve seminifer epitel yiiksekligi gibi morfometrik
gostergeleri kaydetmislerdir. STZ nin diyabetik sicanlarda histopatolojik ve morfometrik
degisikliklere neden olduguna dair pek cok calisma mevcuttur
(243,244,254,256,258,260,274-277). Tarleton ve ark (277) diyabetik hayvanlarda,
testikiiler histolojik degisikliklerin: matiirasyon bozuklugu, spermatidlerin yanlis
oryantasyonu ve hipospermatogenez dahil oldugunu kaydetmislerdir. Ayrica Ricci ve ark
(243) STZ'nin neden oldugu diyabetin anormal histolojik seminifer epitel hiicre yapisi,
spermatogenez ve plazma testosteron seviyelerinde azalma oldugunu bildirmislerdir.
Deneysel ¢alismamizda, seminifer tubiillerin dejenerasyonu agisindan diyabetik ve kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugunu (Sekil-18) sonucunu
gozlemledik (p<0.05). Diger bulgulardaki istatistiksel fark anlamli olmamasina ragmen,
diyabetik grupta tubiil anormalligi, dev hiicre olusumu (Resim-15) ve interstisyel hiicre
infiltrasyonu kontrol grubuna kiyasla daha belirgindi. Siddetli dejenerasyon gosteren
testislerde, sadece Sertoli hiicreleri (Resim-16) ve seminifer tubiil bazal membran

biitiinliiglinii koruyordu.

Diyabet, kandaki glikoz seviyelerinin ¢ok yliksek oldugu kronik bir hastaliktir. DM'nin
erkek lireme sistemi {lizerinde biiyiik 6l¢ekte olumsuz etkileri oldugu yapilan ¢ok sayida
caligmada izlenmistir. Bu baglamda Bondarenko ve arkadaslar1 (278) STZ kullanarak
diyabet olusturduklar1 siganlarin testislerinde, germinal epitel tabakasinin tubiiler bazal
membrandan ayrilmasi ve damarlarda tromboz varlig gibi testislerde nispeten daha hafif
dejeneratif degisiklikler oldugunu tespit etmislerdir. Diyabetik sigan testislerinde STZ ile

yapilan histomorfolojik ¢alismalarda, ayni konuda daha ayrintili bir ¢alisma yliriiten
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Kianifard ve arkadaglar1 (244), germinal epitel yiiksekliginde ve seminifer tubiil ¢apinda
biiziilmeyi, interstisyel dokuda 6dem, germ hiicrelerinin kaybu ile birlikte spermatogenezin
bozulmasini belirlemislerdir (279). Benzer sekilde, yapilan 151k mikroskobik c¢alismada,
histolojik kesitlerde germ hiicre kaybiyla birlikte spermatogeneziste bozulma ve
interstisyel dokuda 6dem kaydedilmistir. Oztiirk ve ark. (12) ayni tip diyabetik siganlarin
testislerinin histolojik incelemesi sonucunda tubiiler atrofi gozlemlemislerdir. Ayni
calismada seminifer tubiillerde, Sertoli hiicrelerinde ve spermatogenetik seri hiicrelerde
farkli derecelerde kayip bildirilmistir. Testosteron diizeylerinde azalma diyabette testikiiler
atrofiyi aciklamaktadir. DM, insiilinin sperm hiicreleri ve testisleri lizerindeki dogrudan
etkisi ile erkeklerde lireme sistemine zarar verir veya hipotalamik-pituitergonadal eksende

degisiklikler yaptig1 belirtilmistir (280).

Diger bir bulgu, seminifer tubiillerde ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerin goriilmesidir. Benzer
sekilde pek ¢ok arastirict (281-285) bazi1 seminifer tubiillerde ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler
gbzlemlemislerdir. Ayni zamanda, bu hiicreler tubiiler atrofiye neden olan sistemik, toksik,
enfeksiyoz, iskemik patolojilerde ve kriptorsidizmde goriilmiistiir. Bu ¢alismalara paralel
olarak biz de ¢alismamizda ¢ok cekirdekli dev hiicreler gézlemledik (Resim-15). Onceki
calismalarda, bu dev hiicrelerin cekirdek kromatinleri, hilal benzeri bir goriiniimde
cekirdek zarin i¢ tarafina yerlesik oldugu izlenmistir (281,284). Bu goriiniim apoptotik
hiicrelerde izlenen kromatin yapisi ile eslesir (286). Bir diger 6dnemli bulgu ise Leydig
hiicrelerindeki say1 azalmasi disinda histolojik bir degisiklik olmamasidir. Bu bulgu Joan
ve arkadaslar (7) tarafindan diyabetin dogurganligi ve cinsel istegin azalmasi seklinde
yorumlanmistir. Leydig hiicre fonksiyonu ve testosteron {iretimindeki azalmanin
nedeninin, insiilinin bu hiicreler iizerindeki uyarici etkisinin azalmasi olduguna
inanilmaktadir. Insiilinin azalmasi1 nedeniyle FSH'deki azalma hem sperm {iretimini hem
de dogurganligi olumsuz yonde etkilemektedir (7). Keza Oztiirk ve arkadaslar1 (12) Leydig
hiicrelerinde degisiklik olmadigini rapor etmislerdir. Bunun yani sira diyabetik sicanlarin
testislerinde atrofik seminifer tubiillerde, interstisyel doku kilcal damarlarinda ve
arteriyollerde membran kalinlagsmasi1 sonucu spermatojenik seri hiicreleri kaybina isaret

etmiglerdir. Bununla birlikte, tubiillerde ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreleri, Sertoli hiicrelerinde
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vakuollerin, interstisyel bag dokusunda iltihabi hiicre infiltrasyonunun ve atrofinin
gelistigini not etmislerdir. Son yillarda yapilan c¢alismalar, sican testislerinde
spermatogenetik seri hiicre 6liimiiniin spontan ve gonadotropik hormon yetersizligi ve 1s1
artisina bagli apoptoz oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (287). STZ ile indiiklenen
diyabetik sicanlara disaridan insiilin verildiginde testosteron diizeylerinde artis olmustur
(272). Goriildiigii gibi STZ ile diyabetin indiiklendigi sigan modellerinde testis dokularinin
histomorfolojik incelemelerinin bulgusu olarak ayni sonuglar bildirilmesine ragmen, ¢ok
sayida ¢alismada hormonal dlgiimler yer almistir. Bu dl¢iimlerin bir sonucu olarak, instilin
replasman tedavisi ile hem hormonal hem de hiicresel degisikliklerin iyilesip

tyilesmedigini incelemislerdir.

Kaplanoglu ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 bir ¢calismada, STZ kaynakli diyabetik ratlarin
testis dokusu iizerinde yesil ¢ay ve vitamin-E’nin etkisini arastirmiglardir. Testis dokusu
immunohistokimya analizinde proliferatif indeks icin PCNA antikorunu kullanmiglardir.
PCNA immunohistokimya bulgularina gore, herhangi bir tedavi uygulanmayan diyabet
grubunun pozitif hiicre oranin, vitamin E ile tedavi edilen diyabetik gruba gore diisiik
oldugunu ve diyabetik ratlarin testislerinde proliferasyonun zayif oldugunu bildirmislerdir
(239). Bir bagka calismada, diyabete bagli testikiiler oksidatif stres, inflamasyon ve kaspaz
bagimli apoptoz lizerinde metforminin koruyucu etkisi arastirilmistir (288). Metformin ile
tedavi edilen diyabetik ratlarin, herhangi bir tedavi uygulanmayan diyabet gruba oranla
PCNA immuno-ekspresyonunda 6nemli artis oldugunu ve tedavi edilmeyen diyabetik
ratlarin testislerinde germ hiicresi apoptozunun arttigini ve proliferasyonun zayif oldugunu
rapor etmiglerdir. (239,288). Ayrica arastirmacilar yaptiklari ¢alismada metforminin
diyabet iizerinde oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz lizerinde dolayl bir diizenleyici
etkisi olabilecegini belirtmistir (288). Bizim ¢alismamizin PCNA analiz sonuglarina gore;
Kontrol grubu ile diyabet+¢orek otu yagi grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadigi
(p>0.05), buna karsin diyabet grubu ile diyabet+metformin ve diyabet+vitamin E gruplari
arasinda anlamli bir farklilik oldugunu (p<0.05) saptadik. Verilerimize gére PCNA pozitif
hiicre oran1 tedavi edilen diyabet gruplari arasinda ¢orek otu yagi ile tedavi edilen diyabet

grubunda en yiiksek degere sahiptir.
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Diyabete iliskin yapilan bir ¢alismada (271), tedavi edilmeyen diyabetik grupta, diizensiz
seminifer tubiillerin oldugu, ayrica apoptotik spermatojenik hiicrelerin tubiiler lumene
dokiilmesiyle germ hiicre katmanlarinda azalma gosterdigini vurgulamiglardir. Diger bazi
arastirmacilar (289) ise, spermatojenik hiicrelerin germinal epitelde apoptoza ve tubiillerin
atrofisine neden oldugu igin testikiiler dokunun diyabetik hastaligin hedefi oldugunu
bildirmislerdir. Diyabetik tedavi edilmemis gruptaki ortalama Caspase-3 pozitif hiicre
sayisinda kontrol grubuna gore anlamli artis oldugu bu calismamiz ile (Tablo-11, Resim-
38) benzer sonuclar vermistir. Corek otu ile tedavi edilen diyabet grubunda caspase-3
pozitif hiicre sayisi, tedavi uygulanmayan diyabet grubuna gore anlamli derecede azalmisti.
Metformin ile tedavi edilen grupta ise, az sayida tubiil Caspase-3 pozitif reaksiyonu
gosterdi. Ayrica, Caspase-3 pozitif hiicrelerin ortalama sayisi, diyabetik gruba kiyasla
onemli Ol¢lide azalmisti. Vitamin E ile tedavi edilen diyabetik grubun spermatojenik tubiil
yapisini  gelistirdigini ve ortalama Caspase-3 pozitif hiicre sayisin1 azalttigini

gostermektedir.

Nna ve arkadaslar1 (266) Sprague—Dawley cinsi 18 adet rati; kontrol, diyabet ve metformin
ile tedavi edilen diyabet grubu olarak esit 3 grup iizerinde ¢calisma yapmislardir. Diyabetin
testisteki apoptozisini ve bu durum iizerinde metforminin koruyucu roliinii aragtirmiglardir.
Calismanin TUNEL Assay analiz sonuglarina gore, tedavi edilmeyen diyabetik rat
gruplarinda pozitif hiicre sayis1 artmis oldugunu ve bu durumun apoptozis vurgusu
yaptigini bildirmislerdir. TUNEL Assay pozitif hiicre sayisi diyabet+metformin grubunda
diyabet grubuna gore azalma gosterdigini belirtmislerdir. Ayni zamanda yapilan bagka bir
caligmada vitamin E ile tedavi edilen diyabet grubu TUNEL Assay pozitif hiicre sayisinin,
tedavi uygulanmayan diyabet grubuna goére azalma gosterdigi rapor edilmistir (239).
Deneysel calismamizin TUNEL Assay istatistiksel analizine gore; kontrol grubunun diger
deney gruplaria oranla en diisiik degere sahip oldugu, buna karsin diger tiim gruplar ile
arasinda anlamli bir fark oldugunu (p<0.05) ayrica diyabet+¢orek otu yagi,
diyabet+metformin ve diyabet+vitamin E gruplari ile diyabet grubu arasinda da anlamli bir
fark bulunmustur. Bu bulgulara dayanarak diyabetten kaynaklanan apoptozis iizerinde

corek otu yagi, metformin ve vitamin E’nin azaltici oldugunu diisiinmekle birlikte ¢corek
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otu yagi ile tedavi edilen diyabet grubunun metformin ve vitamin E ile tedavi edilen diyabet

grubuna kiyasla en diisiik pozitif hiicre sayisina sahip oldugunu belirtmek isteriz.

Pek cok caligmada metformin ile vitamin E kombine sekilde kullanilmistir. Vitamin E’nin
tek basina testisin diyabetik komplikasyondan karsi korunmada yetersiz oldugunu, ancak
etkili olmasi i¢in metformin ile kombine tedavi olarak kullanilmasi gerektigi
gosterilmektedir (265). Kombinasyon tedavisinin arttirilmasi, diyabetik sicanlarda
bozulmus redoks durumunun kontroliine yol acan ve miicadele eden vitamin E’nin
antioksidan ve hipolipidemik aktivitelerine ek olarak, glisemik durumdaki iyilesmede

metformin ve vitamin E arasinda sinerjitik bir etkiye yol agabilir.

Diyabetik sicanlarda erkek itireme fonksiyonundaki iyilesme, ¢orek otu yaginin koruyucu
etkisinden kaynaklaniyor gibi goriinmektedir. Bulgularimiz, Al- Sa'aidi (245) ve
Mohammad ve ark., (129) ¢orek otu tohumunun yetiskin erkek sicanda dogurganlik ve
tireme sistemi ilizerinde artis etkisi yarattigin1 ortaya koyduklari ¢calismalariyla paralellik
gostermektedir. Erkek sicanlarin {ireme fonksiyonlarnin ¢érek otu tohumu tarafindan
tyilestirilmesi, muhtemelen protein bilesenleri, A, B ve C gibi vitaminler, ayrica lireme
organlarinin agirligini artiran ¢inko, bakir ve magnezyum gibi 6nemli minerallerin varligi
(290-292) ve ¢orek otu tohumlarinin testosteron salgilanmasini uyaran alkaloidler ve

fenoller icermesi ilgili olabilecegi belirtilmistir (293).
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7 SONUC

Yaptigimiz deneysel calisma sonucunda streptozotosin ile olusturulan diyabetin, testis
dokusunda hasar meydana getirdigi gosterilmistir. Histolojik, morfometrik, epididimal
spermatolojik analiz, immunohistokimyasal ve TUNEL Assay degerlendirmelerinde;
diyabetin testis dokusunda, epididimal sperm parametrelerinde, seminifer tubiiller ve
interstisyel alanda hasar sekillendirdigi ve spermatogenetik seri hiicrelerinde yogun
apoptozise yol agtigini gozlemledik.

Diyabet tedavisinde kullanilan bir kimyasal olan metformin ve antioksidan ozellikleri
bilinen vitamin E ve ¢drek otu yagimin diyabetin yol agtigi infertilite, testikiiler ve
spermatolojik hasar iizerindeki etkisi degerlendirildiginde; metformin ve vitamin-E’nin
kullanilmasiin, o6zellikle tireme sisteminde diyabetik komplikasyonlarin tedavisinde
cogunlukla daha az etkili oldugu, buna karsin ¢orek otu yaginin ¢ogunlukla daha etkili
oldugu diistinmekteyiz. Bu nedenle, ¢orek otu yaginin, diyabetik hastalarda lireme
bozuklugunda koruyucu tedaviyi desteklemek ve kan sekeri diizeyini diisiirmek amaciyla
diyetle birlikte terapotik ajan olarak kullanilabilecegini diistinmekteyiz.

Diyabet ile ilgili etki mekanizmasi, sinyal yolaklar arastirilarak molekiiler diizeyde ileri

ek caligmalar yapilmasina ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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