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OZET

Deneysel Diyabet Modeli Olusturulan Sicanlarda Omega-3’iin Testis
Dokusuna Etkileri

Amag: Bu calismada, STZ ile deneysel diyabet modeli olusturulan si¢anlarin testis
dokusu iizerinde olusan hasara karsi, Omega-3’tin muhtemel protektif etkisinin
incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: 28 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan, K, DM, DM+0 ve
O olarak her grupta 7 sican olacak sekilde gruplandirildi. K grubu, ad libitum olarak
beslendi. DM grubuna, tek doz SF iginde ¢oziinmiis STZ i.p. olarak uygulandi ve
enjeksiyonu takiben 4. giin kan-glukoz seviyeleri kontrol edilerek kan-glukoz diizeyleri
>200 mg/dl olan siganlar DM kabul edildi. DM+O grubundaki siganlara STZ ile DM
indiiklenerek giin agir1 500 mg/kg w-3 verildi. O grubuna ise 500 mg/kg ®-3 verildi. 42
giinliik deney sonunda siganlardan anestezi altinda intrakardiyak kan ve testis doku
ornekleri alinarak sakrifiye edildi. Testis dokulari, histopatolojik, immiinohistokimyasal
ve biyokimyasal yontemlerle incelendi.

Bulgular: K ve O gruplarinin seminifer tiibiilleri normal histolojik yap1 sergiledi.
DM grubunda, bazal simnirlar1 diizensiz seminifer epitelde yer yer dokiilme, nekroz,
interstisyel alanda vaskiiler konjesyon ve belirgin 6dem gézlemlendi. ®-3, DM nin sebep
oldugu bu histopatolojik hasarlar1 azaltti. K ve O gruplarinda KAS-3 immiinreaktivitesi
en diisiik seviyedeyken, VEGF ve TJP1 ekpresyonlar1 en yiiksektir. DM grubunda KAS-
3 ekspresyonu fazla, VEGF ve TJP1 immiinreaktiviteleri azalmistir. ®-3’iin bu degerleri
tersine regiile ettigi gozlendi. DM+O grubunda FSH, LH ve T seviyeleri DM
grubundakine gore daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir. O grubu, FSH, LH ve T
seviyeleri agisindan en yiiksek degere sahiptir.

Sonug: Bu ¢alisma, STZ ile DM indiiklenen siganlarda, DM’nin sebep oldugu
testikiiler hasara kars1 w-3’lin iyilestirici ve koruyucu etkileri oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Omega-3, Testis
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ABSTRACT

Effects of Omega-3 on Testicular Tissue in Rats with Experimental Diabetes

Model

Aim: This study aimed to investigate the possible protective effect of Omega-3
against damage to the testicular tissue of rats in which an experimental diabetes model
was induced with STZ.

Material and Method: 28 male Wistar Albino rats were divided into groups K,
DM, DM+O and O, with 7 rats in each group. Group K was fed freely, while blood sugar
levels were checked by a single dose of STZ in the DM group; those >200 mg/dl were
considered as DM. DM was induced with STZ in the DM+O group and 500 mg/kg ®-3
was given every other day. Group O was given 500 mg/kg ®-3. At the end of the 42-day
experiment, blood and testicular tissue samples were taken from the rats; the tissues were
examined by histopathological, immunohistochemical and biochemical methods.

Results: Seminiferous tubules of groups K and O had normal histological
structure. In the DM group, seminiferous epithelium was shed, necrosis, vascular
congestion and significant edema were observed. -3 reduced these histopathological
damages caused by DM. CAS-3 immunoreactivity was at the lowest level in groups K
and O, while VEGF and TJP1 expressions were at the highest level. While CAS-3
increased in the DM group, VEGF and TJP1 decreased; -3 regulated these values
inversely. FSH, LH and T levels were higher in the DM+O group than in the DM group,
and group O had the highest values.

Conclusion: This study showed that ®-3 has healing and protective effects against
testicular damage caused by DM in rats induced by STZ.

Keywords: Diabetes, Omega-3, Testis
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), modern toplumdaki en yaygin saglik sorunlarindan
biridir ve diyabet hastasi sayisi her gegen gilin artmaktadir. Uluslararasi Diyabet
Federasyonunun (IDF; International Diabetes Federation) 2017 verilerine gore, diinyada
451 milyon diyabet hastasi bulundugu, bu sayinin ise 2045 yilinda 693 milyona ulasacagi
tahmin edilmektedir (1).

DM, hiperglisemi ile karakterize, kronik bir endokrin bozukluktur. Hiperglisemi,
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasini bozarak ¢esitli patojenik siireclere yol
acmaktadir. Bu patojenik siirecler, pankreas B-hiicrelerinin otoimmiin yikimina sebep
olarak insiilin eksikligine yol agmaktadir. Insiilinin hedef dokulara yetersiz etkisi ise
viicutta gozler, bobrekler, sinirler, kalp, kan damarlar1 ve iirogenital sistem olmak iizere
bir¢ok farkli dokuda hasar ve islev bozukluguna sebep olmaktadir. Diyabetin uzun vadeli
komplikasyonlar1 arasinda potansiyel gorme kaybi olan retinopati; bobrek yetmezligine
yol agan nefropati, periferik ndropati ve gastrointestinal, genitoiiriner, kardiyovaskiiler
semptomlara ve cinsel islev bozukluguna sebep olan otonom noéropati ve artan oksidatif
stres yer almaktadir (2, 3).

Hem klinik hem de deneysel ¢alismalar, DM nin erkek infertilitesiyle iligkili
olarak testislerde dejeneratif ve apoptotik degisikliklere (4), spermatogenezde bozulma
ile birlikte sperm morfolojisi ve motilitesinde bozulmaya, testosteron (T), LH ve FSH
seviyelerinde de azalmaya sebep oldugunu gostermektedir (5). DM'nin erkek
infertilitesine etkisine, hipotalamik-hipofiz gonadal eksenindeki (HPG) hormonal
degisiklikler veya insiilin sentezleme yetenegi olan testis ve sperm hiicrelerinde instilin
ekspresyonunun azalmasina da sebep olabilecegi bildirilmektedir (6).

Omega-3 (w-3) ¢coklu doymamais yag asitlerine (PUFA'lar) olan ilgi, saghigin
gelistirilmesi ve hastalik riskinin azaltilmasindaki ¢esitli rolleri nedeniyle son yillarda
artmistir. -3 PUFA'lar, a-linolenik asit (ALA; 18:3 ®-3), stearidonik asit (SDA; 18:4 o-
3), eikosapentaenoik asit (EPA; 20:5 ®-3), dokosapentaenoik asit (DPA; 22:5 ®-3) ve
dokosaheksaenoik asit (DHA; 22:6 ®-3) icermektedir (7). ®-3 yag asidi tiirleri cesitli
mekanizmalar {izerinde molekiiler diizeyde (8,9) farkl1 etkilere sahip olabilir. Ozellikle
ALA, EPA ve DHA, glukoz homeostazi ve insiilin duyarlilig1 iizerinde diizenleyici
etkilerinin oldugu gosterilmistir (10, 11).

Yag asitlerinin erkek fertilizasyon potansiyeli tizerindeki olumlu etkileri ¢esitli



caligmalarda gosterilmistir (12). Metabolizmalar1 sirasinda uygun yag asitleri desatiiraz
enzimlerini olusturamayan canlilar, diyetlerinde bol miktarda ®-3 yag asidine ihtiyag
duymaktadir (13). Diyetle alinan yeterli miktardaki ®-3’tin, DM’nin bir¢ok doku ve
organdaki olumsuz etkilerini azalttig1 veya diizelttigi gosterilmistir. ®-3, kan glukoz
seviyelerinin diismesini, instilin geninin ekspresyonunun artmasini saglayarak (14); erkek
ireme sisteminde, DM’ ye bagl gelisen seminifer tiibiillerdeki spermatogenez
endekslerinin iyilesmesine, tiibiiler atrofinin azalmasina ve germ hiicrelerinin erken
spermatogenez siirecinde ayrigsmasinin engellenmesine yardimer olur (5). Bu ¢alismada,
streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet modeli olusturulan si¢anlarin testis dokusunda
olusan hasara karsi, ®-3’lin potansiyel koruyucu ve onarict etkisinin histolojik,
histomorfometrik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle koruyucu ve

onarici etkisinin incelenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sisteminin temel fonksiyonu, erkek gametin (spermatozoon)
iiretilmesi, beslenmesi ve gecici olarak depolanmasidir. Bu sistem ayni zamanda erkek
cinsiyet hormonlarinin sentezinden ve salgilanmasindan da sorumludur. Erkek iireme
sistemi, skrotum i¢inde bulunan bir ¢ift testis, bosaltim kanallar1, aksesuar cinsiyet bezleri

ve penisten olugsmaktadir (15).
2.1.1. Testis

Testis Gelisimi

Erkek cinsiyet farklilasmasi, gelisimin 6. haftasinda Y kromozomunun kisa
kolunda bulunan SRY (sex determining region on Y) geninin eksprese edilmesiyle
baglamaktadir (16). SRY tarafindan kodlanan, Testis-belirleyici faktoér (TDF), testislerin
ve diger erkek cinsiyet organlarinin olusumunu baglatan genlerin (WT-1, SOX-9, AMH,
SF-1, DAX-1) ekspresyonuna neden olmaktadir (15, 17).

Primordiyal germ hiicreleri, ara mezodermden gelisen genital kabartilara goc
ederek mezodermal hiicrelerin ve ¢olomik mezotelyum hiicrelerinin proliferasyonunu
indiikler ve "primitif cinsiyet kordonlarimin" olusmasini saglar. Gelisimin bu evresinde
primitif cinsiyet kordonlari, primordiyal germ hiicrelerinden, pre-Sertoli hiicrelerinden ve
myoid hiicre tabakasindan olusur. Daha sonra bu kordonlar seminifer tiibiilleri, diiz
tiibiilleri ve rete testisi olusturan "seminifer kordonlara" farklilagir. Gelisimin erken
evresinde, primordiyumdan testis gelisimini stimiile eden testosteronu sentezleyen
"Leydig hiicreleri", seminifer kordonlar1 aymran mezenkimden meydana gelir.
Testosteron, mezonefrik "Wolff kanallarinin" biiyiimesini ve farklilasmasini saglayarak
erkek genital sistemin bosaltim kanallarinin gelisiminden sorumludur. Bu erken evrede,
seminifer kordonlarda gelisen "Sertoli hiicreleri", paramezonefrik kanaldaki (Miiller
kanal1) hiicre boliinmesini inhibe ederek disi lireme organlarinin gelisimini inhibe eden
"Miillerian-inhibe edici faktorii (MIF)" sentezlemektedir.

Gelisimin yaklasik 26. haftasinda testisler, karin bolgesinden skrotuma gog
ederler. Bu goge, gelismekte olan skrotum ile testis arasindaki baglantiyr saglayan

"gubernakulum" ad1 verilen ligamentin T etkisiyle kisalmas1 neden olmaktadir. Sonug

3



olarak, testisler, skrotum ile abdominal kavite arasinda bulunan "inguinal kanaldan"

gecgerek skrotuma yerlesir (15).

Testis Anatomisi

Testisler, skrotum iginde yer alan bir ¢ift erkek cinsiyet bezidir. Hem endokrin
hem de ekzokrin sekresyon yapabilen karma bir bezdir. Skrotumdan palpe edildiginde
testisler piiriizsiiz ve yumusaktir. Spermatik kord, testislerin {ist kismini karin bosluguna
baglarken; skrotal bag, gubernakulumun bir kalintisidir ve testisleri skrotuma
baglamaktadir. Genelde sol testis sag testise gore biraz daha asagida konumlanmakla
beraber sag testisin agirligi sol testise gore yaklasik %10 daha fazladir.

Testisleri, epididim ve spermatik kordun baglandig arka ve iist sinirlardan
"tunika vajinalis" sarmaktadir. Tunika vajinalisin visseral tabakasi epididim, testis ve vas
deferens'e komsudur. Testislerin arka yan yiizeyinde, testisler ile epididim gdvdesi

arasinda epididim siniisii olarak adlandirilan bir bosluk bulunmaktadir (18).

Vas deferens
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Sekil 2.1. Testis anatomisinin sematik ¢izimi (18).

Testis Histolojisi

Testis, distan bag dokusu yapisindaki "tunika albuginea" ad1 verilen fibr6z bir



kapsiil ile cevrelenmektedir. Tunika albuginea, testisin posterior bdliimii boyunca
kalinlasarak "mediastinum testis" yapisini olugturur. Testiste kan ve lenf damarlariyla
birlikte kanallar da bu yap1 i¢inde seyreder. Tunika albuginea, testisin i¢ine dogru septalar
vererek testisi lobiillere ayirir. Her bir lobiil, seminifer tiibiillerden ve Leydig hiicrelerini
iceren bag dokusu yapisindaki "stromadan" olusur. Lobiil i¢inde bulunan her bir tiibiil
kendi lizerinde katlanarak mediastinumda kisa ve diiz bir seyir izler ve 6nce "tlibiili rekti",
daha sonra ise anastomozlasan bir kanal sistemi olan "rete testis" ile devam eder (15).
Rete testis, testis hilumunda bulunan ve seminifer tiibiillerden salgilanan spermleri

epididimin efferent kanallarina tasima iglevi goren bir tiibiil agidir (19).

Seminifer Tiibiiller

Testiste, sperm tiretimi seminifer tiibiillerde gerceklesir. Seminifer tiibiiller,
"tunika propriya" adi verilen fibroblast icermeyen cok tabakali bir bag dokusu ile
cevrelenen "seminifer epitelden" olusur. Peritiibiiler doku olarak da bilinen seminifer
tiibiillerin tunika propriyasi, bazal laminanin bazal zarim1 olusturur ve hiicresel
elemanlar1 ¢evreleme islevi goriir. Tunika propriya, seminifer epitelin bazal laminasinin
disinda myoid hiicreler ve kollajen fibriller igeren bir bag dokusu yapisindadir (15). Bu
miyofibroblastlar, hareketsiz spermatozoanin testisin hilusuna, rete testise taginmasina
izin vermek i¢in seminifer tiibiillerin peristaltik kasilmasinda énemli bir rol oynar (19).

Intertiibiiler boslukta bulunan Leydig hiicreleri, temel erkek iireme

hormonlarindan biri olan testosteronu sentezler ve salgilarlar. T, hipofiz testis eksenini
aktive ettigi i¢in erkek iiremesi i¢in hayati oneme sahiptir. Erkek {ireme organlarinin
gelisimi, olgunlagmasi ve ikincil cinsiyet 6zelliklerinin olusumu i¢in ¢ok 6nemlidir. T,
spermatogenezin baglatilmasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynar. Hormon iiretimi
Leydig hiicrelerinin saysi ile iliskili degildir. Immiinohistokimyasal arastirmalar, artan
sayilarina ragmen sadece birka¢ Leydig hiicresinde T olusumunun gergeklestigini
kanitlamistir (19).

Seminifer epitel, "kan-testis bariyerini (BTB)" de olusturan "sertoli hiicreleri" ve

diizenli olarak c¢ogalan "spermatogenik seri hiicreler" olmak {iizere iki hiicre

popiilasyonundan olusur (15, 19).

Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, seminifer epiteli doseyen poligonal sekilli hiicrelerdir.



Gelismekte olan spermler mayoz boliinmeden sonra sertoli hiicrelerine tutunurlar. Sertoli
hiicreleri aktif hiicrelerdir. Sekil ve yerlesimi degiskenlik gdsteren 6kromatik niikleus,
yaygin bir aER, gelismis bir gER ve Golgi aygiti, yassi ve kiire sekilli mitokondriyonlari,
mikrotiibiiller ve ara filamanlardan olusan iyi geligsmis bir hiicre iskeletine sahiptirler.
Spermotogenik hiicreler Sertoli hiicrelerinin uzantilar1 tarafindan g¢evrelenir. Boylece
birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglanmig olan spermatogenik seri hiicrelerinin
desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesi Sertoli hiicreleri tarafindan saglanmaktadir.
Sertoli hiicreleri birbirlerine siki hiicre baglantilariyla baglanir ve bu siki baglantilarin
0zel bolgeleri BTB’yi olusturur. BTB sayesinde spermatogenik hiicreler ile dolasim
sistemi arasinda metabolik substratlar ve atik maddelerin degisimi saglanir ve en
onemlisi, BTB, genetik olarak farkli olan haploid germ hiicrelerini immiin sistemden
korur. Sertoli hiicrelerinin diger fonksiyonlar1 ise olgun spermatidleri tiibiiler liimene
ulastirmak, endokrin ve parakrin maddeler iireterek spermatogenezi diizenlemek,
testosteron kontrolii altinda "androjen baglayici protein (ABP)" salgilayarak seminifer
tiibiil icinde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun yogunlagmasini saglamaktadir.
Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda, spermiyogenezin sonunda olusan rezidiiel artiklar1 da

fagosite eder (15, 19).

Spermatogenik Hiicreler ve Spermatogenez

Spermatogenik hiicreler, komsu Sertoli hiicrelerinin arasinda ilerleyici gelisim
sergileyen, diizenli olarak cogalip olgun sperme farklilasan hiicrelerdir. En immatiir
spermatogenik hiicreler olan spermatogonyumlar bazal laminanin tizerinde uzanirlarken
en matiir hiicreler olan spermatidler Sertoli hiicresinin apikal boliimiine tutunurlar ve
tiibiiliin ltiminal sinirinda yerlesirler (15).

Spermatogenez, sperm hiicresi tiretiminin meydana geldigi siiregtir.
Adenohipofizden salgilanan Luteinlestirici hormon (LH) ve folikiiler stimiile edici hormon
(FSH) kontrolii altinda gerceklesen karmasik bir siire¢ olan spermatogenez ii¢ asamada
gerceklesir. Ik adim, spermatogonyumun ¢ogalmasini saglayan mitotik hiicre
boliinmeleridir. Ikinci adim, diploid hiicrelerin haploid hiicreler olusturdugu mayoz
boliinmedir ve bu asama yuvarlak (ikincil) spermatid olusumuna kadar devam etmektedir.
Spermatogenezin son asamasi ise "spermiyogenez" adi verilen yuvarlak spermatidlerden
olgun ve hareketli sperm hiicreleri olan spermatozoa olusumunun gergeklestigi siirectir.
Bu ii¢ asamanin herhangi birinde gergeklesecek bir hata, tiim siirecin basarisiz olmasina

neden olabilecek fonksiyonel anormalliklere sebep olabilir. Bu anormallikler kusurlu
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veya azalmis sperm iiretimine yol acabilir ve daha siddetli durumlarda ise spermatozoanin
tamamen yokluguna sebep olarak infertiliteye yol agabilir (19).

I- Mitoz: Primodiyal germ hiicreleri, mitoz béliinme ile ¢ogalarak
spermatogonyumlar1 olusturmaktadir. Heterokromatinin varligina ve dagilimina gore tip
A koyu (Ad), tip A agik (Ap) ve tip B spermatogonyum olarak {i¢ ¢esit spermatogonyum
tanimlanmaktadir (20).

II- Mayoz: B-spermatogonyum mitozla boliinerek primer spermatositleri (2n)
olusturur, bu hiicreler mayotik profazin baslangicin1 temsil etmektedir. B-
spermatogonyumlar seminifer tiibiiliin bazalinden liimenine dogru Sertoli hiicelerinin
arasindan gecerek ilerlerler. Bu gecis sirasinda hiicreler arasi baglanti komplekslerinin
hiicre gociine izin verecek sekilde yeniden diizenlenmesi sayesinde BTB korunmaktadir
(20). Primer spermatositler I. mayoz boliinmeyi tamamlayarak kisa yasam siiresine sahip
olan "sekonder spermatositleri" (n) olustururlar. Sekonder spermatositler de 1I. Mayoz
boéliinmeyi tamamlayarak "geng spermatidleri” (n) olustururlar. Mayoz boliinme BTB’nin
adluminal kompartmaninda gergeklestigi icin yeni olugsan germ hiicreleri viicudun immiin
reaksiyonlarindan korunmaktadir (15).

II1- Spermiyogenez: Spermatidlerin yeniden sekillenerek "spermatozoa'ya
(olgun sperm) doniismesidir. Spermiyogenez 4 asamada gergeklesir.

a. Golgi Faz1: Golgi kompleksi, spermiyogenezin erken asamalarinda ¢ok
onemli rol oynar. Gelisen spermatidin ventral kutbunda Golgi kompleksi icinde PAS+
"proakrozomal graniiller" belirirler ve bu graniiller birleserek "akrozomal vezikiili"
olustururlar. Akrozomal vezikiiliin ters kutbunda ise sentrioller bir araya gelerek sperm
kuyrugunun aksonemini olustururlar (15, 20).

b. Kep Fazi1: Akrozomal vezikiiliin, niikleusun 6n yarisinda yayilarak yeniden
sekillenmis bir yap1 olusturdugu fazdir. Bu yeniden sekillenmis yap1 "akrozomal kep"
olarak adlandirilir (15).

c. Akrozom Fazi: Spermatid hiicrelerinin doniis hareketi yaparak hiicre
niikleusun seminifer epitelin bazal kismina, kuyrugun ise apikale bakacak sekilde yon
degisikligi yaptig1 fazdir. Kondanse olan niikleus yassilasarak akrozomla birlikte bazale
kayar ve hiicre zarina yaslanir. Sitoplazmanin artik kismi ise kuyruga dogru kayar ve
sitoplazmik mikrotiibiiller manset yapisini olusturur. Spermatidlerin bag1 Sertoli hiicresi
icine gomiiliirken gelisen kuyruk seminifer epitel liimenine uzanir. Mitokondriyonlar
kuyrugun proksimal pargasini ¢cevreleyerek spermin orta par¢asinda konumlanirlar (15, 20).

d. Maturasyon (Olgunlagsma) Fazi: Niikleus yogunlagsmaya devam eder ve



akrozom, tepede ¢ikint1 yapan kuyruga bagli kisim disinda neredeyse tiim niikleusu saran
ince bir yapiya doniisiir ve PAS+ boyanir (20). Kuyrugun etrafindaki "rezidiiel cisimcik"
olarak adlandirilan fazla sitoplazma atilir ve Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.
Boylece olgun spermatozoa olusur ve Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiil limenine

salinirlar (15).

Sperm Yapisi

Sperm temel olarak, bas ve "flagellum (kuyruk)" olarak 2 temel boliimden
olusmaktadir. Sperm basi, niikleusun ventralinin ti¢te ikisini saran akrozomal enzimleri
(hyaluronidaz, noraminidaz, asit fosfataz ve akrozin) iceren akrozomal kepten
olusmaktadir. Bu enzimler sayesinde, sperm zona pellusiday1 gecerek ovuma penetre olur
(15). Flagellum, islevinde yer alan 1000'den fazla protein igeren karmasik bir yapiya sahip
0zel bir silyum seklindedir. Bas, orta parga, esas parga ve son parca olmak iizere dort
boéliimden olusur. Flagellum, son pargasi disinda, "periaksonemal yapilar" olarak bilinen
yapilarla tiim uzunlugu boyunca sarilidir. Son parga, yalnizca plazma zari ile gevrili
aksoneme sahiptir. Mikroskobik olarak aksonem, "radyal parmakliklar (RS'ler)" ve
"dynein kollar1" ile baglantili dokuz dis ikili mikrotiibiil ve bir merkezi ikiliden (9 + 2)
olusan mikrotiibiil tabanli bir yapidir. Dynein kollari, flagellumun hareketinden
sorumludur. Orta parcadaki peri-aksonmal yapilar, sarmal bir diizende diizenlenmis,
girdaplar olarak bilinen, sayilar tiirlere gore degisen, bir mitokondriyal kiliftan (MS)
olusur. Orta parcadaki bir bagka peri-aksonmal yapi, "dis yogun liflerdir (ODF)". Bu
ODF'ler, farkli tiirlerde baglant1 parcasindan baslayip kuyrugun farkli noktalarinda biten
dokuz siitundan olusmaktadir. Her lif baslangi¢cta en biiyiik halindedir ve esas parga
iizerinde farkli noktalarda sona ererek asagi dogru incelir. Bu ODF'lerin temel islevi,
sperm kuyrugunu epididimden tasinmasi sirasinda ve ejakiilasyon sirasinda kesme
kuvvetinin neden oldugu hasarlardan korumaktir. Ayn1 zamanda sperm hareketliligi ve
kapasitasyonunda da 6nemli bir rolleri vardir. Esas parca, cevresel siitunlarla birbirine
baglanan iki uzunlamasina kolondan olusan "lifli kilif (FS)" ile c¢evrilidir. Bu
uzunlamasina siitunlar, farkl tiirlerde farkli sekil ve boyutlar sergiler ve esas par¢anin 6n
kisminda en kalindir ve kademeli olarak incelir. FS'nin ana islevi, glikoliz, siklik adenozin
monofosfat (cCAMP) bagimli sinyal iletimi ve destegi siirecine katkida bulunan proteinler

icin bir ¢ergceve gorevi gérmektir (21).
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Sekil 2.2. Sperm yapisinin sematik ¢izimi (21).

2.2. Diabetes Mellitus (DM)

"Diabetes Mellitus (DM)", insiilin sekresyonunda, insiilin etkisinde veya her
ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir
hastaliktir (22). "Insiilin", pankreasin "Langerhans adaciklarmin beta hiicreleri"
tarafindan salgilanan bir polipeptit hormondur ve islevleri kandaki glikoz seviyelerinin
diizenlenmesi, glikozun asimilasyonu ve kullanilmasidir (23).

DM’de, insiilinin hedef dokulara yetersiz etkisi sonucunda karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasindaki anormalliklere neden olmaktadir (24). Diyabetli bir hastada
"instilin direnci" vardir. Viicut hiicreleri "insiilin" hormonuna kars1 direng gosterdiginde
ortaya cikar, bu da insiiline karsi bir yanit vermeyi engeller. Insiilinin biyokimyasal
etkilerine ve insiilin aracili glikoz atilimina kars1 duyarliligin azalmasi, insiilin direnci
olarak bilinir. Bu, kan dolasiminda glikoz birikmesine ve sonug olarak tip 2 diyabete yol
acmaktadir (23).

Diyabetin ortaya ¢ikmasinin ¢esitli nedenleri vardir ve diyabetin nasil
yOnetilecegi, tiirline baglidir. Diyabetin "tip 1", "tip 2" ve "gebelik diyabeti" olmak iizere

ti¢ temel tiirii vardir (25).



" Tip 2: Insiilin direnci ve
eksikligi ile
karakterizedir. Tiim
diyabet vakalarinin %
90-95'ini olusturur.

Sekil 2.3. Diyabet tiirleri (25).

I- Tip 1 Diyabet: Tip 1 diyabet, insiilin yetersizligi ve bunun sonucunda ortaya
cikan hiperglisemi ile belirginlesen kalici bir otoimmiin hastaliktir (26). Pankreastaki
otoimmiin B-hiicre hasarindan kaynaklanmaktadir ve bu da toplam insiilin eksikligine yol
acmaktadir. Tip 1 diyabet, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklari, gorme kaybi ve felg
gibi ciddi komplikasyonlara sebep olmaktadir. Tip 1 diyabetin genel tedavisi, "ekzojenik
insiilin ikame tedavisidir" (27).

II- Tip 2 Diyabet: Pankreas B-hiicreleri tarafindan yetersiz insiilin salgilanmasi
ve dokularin insiiline diizglin yanit verememesi olmak iizere iki ana Ozelligin
birlesiminden kaynaklanan yaygin bir metabolik bozukluktur (28). Bu bozuklugun risk
faktorleri arasinda yiiksek kan sekeri diizeyleri, obezite, hipertrigliseridemi, sagliksiz
beslenme aligkanliklari, egzersiz eksikligi, yaslanma, aile Oykiisii, stres, anksiyete ve
depresyon yer almaktadir (29). Tip 2 diyabetin tedavisi i¢in metformin ve diger glikoz
diisiiriicli ajanlarla birlikte insiilin tedavisi gerekmektedir (30).

III- Gebelik Diyabeti: Hamile bir kadinin kan sekerinin artmasi veya yiiksek
olmas1 durumudur. Hem anneye hem de bebege zarar verebilir ve yalnizca bazi kadinlarda
hamilelik sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Obezite, ailede diyabet Gykiisii ve anne yas1 gibi
¢ok sayida degisken gebelik diyabetine sebep olabilir. Iskemik kalp hastalig: ve tip 2
diyabetle baglantilidir (31). Gebelik diyabeti tanisi, genellikle gebelik doneminden 6nce

diyabet Oykiisii olmayan hastalarda gebeligin ikinci veya {igiincii trimesterinde
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konmaktadir ve en tipik gebelik problemidir (32) Bu bozukluk, insiilin tedavisi ve
beslenme tedavisini de iceren yasam tarzi degisikligi olmak tizere iki strateji kullanilarak
yonetilebilir (33).

DM nin patofizyolojisi, viicudun insiilin diizeyine ve kullanimina baglidir. Tip 1
diyabette insiilin yoktur, tip 2 diyabette ise periferik dokular insiilinin etkisine direng
gosterir. Pankreatik beta hiicreleri, artan kan sekeri seviyelerine tepki olarak insiilin
salgilar; bu da diizglin ¢alismasi i¢in yiiksek miktarda kan sekeri seviyelerine ihtiyag
duyan bir organ olan beyne yarar saglamaktadir (34, 35). Ayn1 zamanda, merkezi sinir
sistemi, glikozun plazma konsantrasyonu tarafindan kullanilmak iizere enerji yakitini
serbest birakmasi i¢in uyarilir. Diisiik kan sekeri seviyeleri otonomik aktivitede artisa
neden olur. Diisiik kan sekeri seviyeleri veya hipoglisemi, teshise yardimci olabilecek bir
diyabet belirtisidir. Hipoglisemi, insiilin sekresyonunun azalmasi, glukagon ve epinefrin
sekresyonunun artmasi (glukokortikoid hormonlar1), sempatoadrenal semptomlarin
artmasit ve en kotii senaryoda zihinsel bozukluk, konviilsiyonlar, felg, senkop ve koma
gibi bir dizi reaksiyonu tetiklemektedir. Glikozun intravendz veya oral yoldan
uygulanmasi, hipoglisemiyi tersine ¢evirmek ve kan sekeri konsantrasyonunu normal

seviyelere dondiirmek i¢in hizli bir tedavidir (35).

2.2.1. DM’nin Erkek Ureme Sistemine Etkileri

DM, kadinlara gore erkeklerde daha sik goriiliir (36). Hiperglisemi, néropati,
nefropati, retinopati, kardiyovaskiiler hastalik ve erkek iktidarsizligi diyabetin
nedenlerinden bazilaridir. Giinlimiizde diyabet hastasi erkeklerin biiyiik bir kisminda
infertilite komplikasyonlar1 goriilmektedir (37). Diyabet hastasi erkeklerde infertilite
kadinlara gore daha yaygindir ve bu durum, bir ¢iftin dogum kontrolii olmadan bir yil
cinsel iligkiye girmesine ragmen gebelik olusmamasi olarak aciklanmaktadir (38).

Diyabet hastasi erkeklerde, epididim ve testislerde histolojik hasar (39), sperm
hareketliliginde azalma, semen hacminde (40), sperm sayisinda, hareketliliginde ve
morfolojisinde (39-41) seminifer tiiblil morfolojisinde bozulma (42) gozlenmektedir.
Bunlar, LH, FSH ve testosteron seviyelerindeki diisiis nedeniyle DM'den kaynaklanan
erkek cinsel islev bozukluklaridir (43-45).

Deneysel diyabetik sican modellerinde, testis dokusunun agirliginin, Leydig
hiicrelerinin  sayisinin, seminifer tiibiillerin ¢apinin  ve germinal epitelyumun
yiiksekliginin azaldigim1 ve ayni1 zamanda Leydig hiicrelerinde yag damlaciklarinin ve

vakuollerin sayisinin arttigini gosteren bulgular vardir (46).
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Diyabetin testis lizerinde hem yapisal hem de fonksiyonel diizeyde kendini
gosteren uzun vadeli sonuglar1 vardir. Azalmis serum endokrin hormon seviyeleri, yiiksek
oksidatif stres, testislerde apoptotik ve dejeneratif degisiklikler, anormal otofaji, néropati,
vaskiilarizasyon, endotel disfonksiyonu ve enerji metabolizmasi bozukluklari, diyabetle
iligkili tireme fonksiyon bozukluklarinda rol oynadigi goriinen patojenik faktorlerden
bazilaridir. Bu faktorlerin dogrudan ya da dolayli olarak iireme sistemi {izerine etkileri
olabilecegi diislintilmektedir (47).

Artan oksidatif stres ve antioksidan kapasitesindeki degisikliklerin, kronik
diyabetin patogenezinde onemli rol oynadig1 diistiniilmektedir (48). Hiicrelerde veya
dokularda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) fazlaligi, endojen antioksidan savunmay1
astiginda ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stres, testis disfonksiyonunun ana sebebidir ve
sonug olarak erkek infertilitesine yol agmaktadir (49). Hiperglisemi, sitoplazmaya biiyiik
miktarda siiperoksit ve diger serbest radikalleri salarak mitokondriyal glukoz
oksidasyonunu artirir (50). Germ hiicreleri, somatik hiicrelerden daha az ¢oklu doymamis
yag asitleri icerdikleri i¢in serbest radikallerin oksidasyonuna karsi1 daha hassastir (42,
51).

Testislerdeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ana kaynagi mitokondrideki NADPH
oksidazdir (NOX). Hiicre i¢i NADPH'yi oksijene doniistiiren bir elektron akimai {iretir ve
bu da siiperoksit acgiga ¢ikarir (52). NADPH oksidaz aktive edildiginde diyabetik testis
patofizyolojisi lizerinde olumsuz etkileri olmasi muhtemeldir (53, 54).

Nrf2 (niikleer faktor-eritroid 2 ile iliskili faktor 2), hiicre i¢i antioksidanlarin
kontrol edilmesi ve oksidatif stresin etkilerinin hafifletilmesi i¢in gereklidir. Diyabet,
testisin Nrf2 geninin asagi regiile edilmesine neden olur ve bu da oksidatif savunma i¢in
onemlidir (55). Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz
(CAT), antioksidan yanit elemanina (ARE) bagimli yol araciligiyla asir1 oksidanlari
temizleyebilen ve zararlit ROS sentezini durdurabilen enzimler arasindadir (56, 57).

Erkek lireme endokrin sistemi, spermin olgunlagmasi ve cinsel fonksiyonun
normal kalabilmesi i¢in gereklidir (58). Erkek hormonlar1 hipotalamus tarafindan
diizenlenir (59). Hipofizde LH ve FSH iiretimini hizli ve titresimli bir sekilde uyaran
portal hipofiz sistemi, hormonal diizenlemenin ana faktorii olan Gonadotropin Salgilayan
Hormon (GnRH) iiretir (60). LH, T ve FSH hormonlarmin diizeyleri iireme sagliginin
gostergesi olarak kullanilabilmektedir. Infertilite, hipofiz bezinin bu endojen hormonlar1
uygun diizeylerde siirdiirememesinden kaynaklanabilir ve bu da spermatogenik siirece ve

cinsel fonksiyona miidahale edebilir (61, 62).
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Erkeklerde yiiksek FSH/LH diizeyleriyle birlikte diisiik serum T diizeyi,
seminifer tiibiillerdeki hasar ve libido azalmasiyla iliskilendirilmektedir. Hipotalamik
hipofiz gonadal (HPG) fonksiyon bozuklugunun patofizyolojinin bir par¢asidir. GnRH
stimiilasyonuna normal veya diisiik yanitin eslik ettigi diisiik bazal FSH ve LH seviyeleri,
saglam GnRH havuzuna ve hedef organlarin gonadotropinlere ve cinsel hormonlara karsi
duyarliliginin artmasina ragmen, diyabetik hayvanlarda bozulmus hipotalamus-hipofiz
fonksiyonunun gostergesidir (63).

Uzun siiredir devam eden siddetli hiperglisemide sistemik metabolik dengesizlik
meydana gelir. Bu dengesizlik, HPG ekseni islevlerini, endokrin sistemin islevlerini ve
Leydig hiicrelerinin steroidojenik kapasitesini etkiler (64). Boylece hem klinik hem de
laboratuvar arastirmalari, diyabetin serum LH ve FSH diizeylerini azalttigin1 gostermistir.
Diyabetin spermatogenez ve libido iizerindeki etkileri bu diisiisten kaynaklanmaktadir

(65, 66).

~
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Sekil 2.4. Diyabette iireme hasarina iliskin HPG'nin diizenlenmesinin sematik

diyagrami (47).

Testis dokusu ve diger iireme organlarindaki dejenerasyon ve nekroz, erkek
diyabetik iireme sistemi hasarmin patojenik faktorleri olan asir1  apoptozdan
kaynaklanmaktadir (67). Apoptoz, dkaryotik organizmalarda normal fizyolojik bir siire¢
olup genetik olarak programlanmis bir hiicre 6liimiidiir (68). Spontan apoptoz siireciyle,

normal testis dokusu hasarli veya anormal germ hiicrelerini uzaklastirarak spermin
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miktarin1  ve kalitesini korumaktadir. Ancak diizensizlik veya asir1 apoptoz,
spermatogenik fonksiyon bozuklugu ve infertiliteye neden olmaktadir (40). Tip 1 ve tip
2 diyabetin her ikisi de testislerde germ hiicrelerinin kaybina neden olmaktadir (69).

Apoptozun biyokimyasal 6zellikleri arasinda DNA kirilmasi, fagositik tanima,
kaspaz kaskadi aktivasyonu, protein yapisal konfiglirasyonlarinin bozulmasi yer alir.
Arastirmalar, apoptotik hiicre 6liimiiniin, diyabette organ ve dokularda artan hasar ve
iireme basarisizliginin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir (47).

Iki ana apoptoz yolu, DM ile iliskili germ hiicresi kaybina aracilik eder: digsal
Oliim reseptorii yolu ve i¢sel mitokondriyal yol. Bir yolun molekiilleri bagka bir yolu
etkileyebilir. Endojen apoptoz yolu olarak da bilinen mitokondriyal diizenleme, apoptoz
arastirmalarinin odak noktasidir. Sitokrom c, mitokondriyal salinimlardan kaynaklanan
bir igsel yolla serbest birakilir. Yiksek ROS seviyeleri i¢ ve dis mitokondriyal
membranlar1 bozar, bu da sitokrom c'nin sitozole salinmasina neden olur; bdylece
apoptotik proteazla aktive edilen faktor-1 (Apaf-1), prokaspaz-9 ve ATP'den olusan bir
kompleks olan "apoptozom" olusumunu tesvik eder (70). Apoptozom, prokaspaz-9'un
otomatik aktivasyonuna izin verir ve bunu prokaspaz-3'in aktivasyonu takip eder.
Sonugta kaspaz-3'iin aktivasyonu, germ hiicrelerinin DNA merdiveni, kromatin
yogunlasmasi ve membran kabarciklanmasi yoluyla apoptoza girmesine yol agar (71).
Disgsal sinyal yolu, membran reseptorii aracili etkilesimleri tasiyarak apoptozu baslatir.
Dissal apoptoz yolunun baslatilmasi, TNF (tiimor nekroz faktorii) reseptér gen siiper
ailesinin iiyeleri olan membran reseptdrleri araciligiyla sinyallesme yoluyla gergeklesir.
Bu siireg, "6liim reseptorleri" olarak adlandirilan ve benzer sitokin zengin ekstraseliiler
alanlara sahip olan TNF reseptor ailesi iiyelerini igerir. Bu reseptorler yaklasik 80
aminoasitten olusan "6ltim alan1" ad1 verilen bir sitoplazmik alana sahiptir (72). Bu 6liim
alani, hiicre ylizeyinden hiicre i¢i sinyallesme yollarina 6liim sinyalini ileten kritik bir rol
oynamaktadir.

"Otofaji", diyabet gibi metabolizma ile iligkili hastaliklarin patogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir (73). Testis fonksiyonu otofajiye bagldir; eksikligi germ
hiicresi dejenerasyonuna neden olabilir ve mitokondri ve endoplazmik retikulum (ER)
dahil olmak {tizere organelleri parcalayip geri doniistiirerek hiicre i¢i homeostaziyi
bozabilir (74). Otofaji, hiicre 6liimiine yol a¢an patolojik durumlarda da rol oynamaktadir
(75). Hipergliseminin neden oldugu mitokondriyal glukoz oksidasyonundaki artis,

sitoplazmaya biiylik miktarda siiperoksit ve diger serbest radikallerin salindigini
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gostermektedir. Bu nedenle, mitokondride ROS'un asir1 iiretimi ve birikmesi germ

hiicrelerinin 6liimiine sebep olarak spermatogenez siirecine miidahale eder (76).

2.3. Streptozotosin

"Streptozotosin (STZ)", toprak bakterisi Streptomyces achromogenes tarafindan
dogal olarak tiretilen bir bilesiktir. Bu fungal antibakteriyel ajan, kemoterapide alkilasyon
ozelliklerine sahip sitotoksik bir glukoz analogudur. Bir nitroziire bilesigi olarak STZ'nin
insanlarda metastatik pankreas adaciklar1 ve karsinoid tiimorlerin tedavisinde olumlu
etkileri vardir. STZ'nin diyabetojenik 6zelligi 1963 yilinda bulunmus ve o tarihten bu
yana deneysel hayvan arastirmalarinda diyabetin  indiiklenmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Bu ajan, DNA kirilmasi, kromozomal bozukluk ve DNA sentezi
inhibisyonu potansiyeli olan kiiciik bir molekiil olarak kategorize edilir. STZ
metabolizasyonu, genom disfonksiyonu sirasinda serbest radikaller {iretir (77).

STZ’nin ve kimyasal olarak iligkili alkilleyici bilesiklerin toksik etkisi, bunlarin
hiicre i¢ine alimmasii gerektirir. Nitroziireler tipik olarak lipofiliktir ve plazma
membranindan hiicre i¢ine hizl bir sekilde girerler; ancak STZ, heksoz ikamesi nedeniyle
daha az lipofiliktir. Plazma zarindaki diisiik afiniteli GLUT2 glukoz tasiyicis1 araciligiyla
STZ, pankreasin beta hiicrelerinde spesifik olarak birikir (78, 79). Bu nedenle, bu glikoz
tasiyicilarinin ekspresyonundan yoksun olan insiilin iireten hiicreler STZ'ye karsi
bagisiklik kazanirlar (80). GLUT2 glukoz tastyicisinin bu siiregteki énemi, STZ nin bu
tasiyiciy1 eksprese eden diger organlara, 6zellikle bobrek ve karacigere zarar vermesidir
(81, 82).

Genel olarak STZ toksisitesinin, dzellikle guanin'in O° pozisyonundaki
metilnitrozoiire kisminin DNA alkilleyici aktivitesine bagli oldugu varsayilmaktadir (83).
DNA pargalanmasi, metil grubunun STZ'den DNA molekiiline aktarilmasindan
kaynaklanir ve bu da DNA’ya zarar verir (84) ve bir olaylar zincirini baslatir (84). Ilave
bir zarar verici faktor de protein glikozilasyonu olabilir (86). Poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP), DNA'y1 onarmak i¢in asir1 uyarilir. Sonug olarak, daha az hiicresel NAD+ ve
ATP depolanir (85, 87, 88). Beta hiicre nekrozu, hiicresel enerji depolarinin tiikenmesiyle
sonuglanir. STZ, proteinleri de metillestirse de DNA metilasyonu beta hiicre dliimiine
neden olur. Ancak STZ'ye maruz kaldiktan sonra protein metilasyonunun beta
hiicrelerinin fonksiyonlarin1 bozmast miimkiindiir (89, 90).

PARP inhibitorleri, DNA metilasyon siirecini baskilar. Bu nedenle, nikotinamid ve
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diger PARP inhibitorlerinin STZ uygulamasina paralel olarak veya Oncesinde
enjeksiyonunun, beta hiicrelerini STZ’nin toksik etkilerine kars1 koruyarak diyabetin
gelismesini  Onlemektedir (91). Ayrica PARP eksikligi olan fareler, DNA
fragmantasyonuna ragmen STZ’nin aracilik ettigi beta hiicre 6liimiine kars1 direnglidir.
PARP eksikligi, kofaktor NAD-+"nin tiikkenmesini 6nler ve bu da ATP kaybini 6nler. Sonug
olarak hiicre 6liimii 6nlenir (92-95).

O°-etilguanin, O®-metilguanin'den daha az toksik olmasi nedeniyle metilleyici
esdegerlerinden daha az toksik olan etilleyici ajanlarin kullanilmasiyla, alkilasyonun beta
hiicre hasarini nasil etkiledigi arastirilmistir (96). "N-etil-N-nitrozoiire’nin (MNU)" diger
hiicre tiplerinde oldugu gibi insiilin lireten hiicrelerdeki toksik etki mekanizmasinin
alkilasyona bagli oldugu, DNA bazlarinin metilasyonunun etilasyondan daha toksik
oldugu varsayilmaktadir (80, 96) ve etil metansiilfonat, insiilin iireten hiicreler icin MNU
ve metil metanstilfonattan daha az toksiktir (83, 97).

Farkl1 bir teori ise STZ’nin diyabetojenik etkisinin bir kisminin alkile etme
yetenegi ile degil, hiicre i¢i nitrik oksit (NO) dondrii olarak hareket etme potansiyeli ile
ilgili olabilecegini one siirmektedir (98). STZ ve MNU nitrozo grubuna sahiptir ve NO'yu
serbest birakabilirler. STZ, guanilil siklaz aktivitesini ve siklik guanozin monofosfat
(cGMP) olusumunu artirarak NO'nun tipik etkilerini artirmaktadir. En toksik bilesik olan
alkilleyici ajan metil metansiilfonat, MNU'dan farkli olarak NO donérii degildir, bu da
STZ'nin toksik etkisinin gerekli bir kosul olmadigin1 géstermektedir (96).

Streptozotosin Metilnitrozoiire

Sekil 2.5. STZ ve MNU’ nun kimyasal formiilleri (83).

Beta hiicre fonksiyonlarinda toksisitenin neden oldugu bozulmalar, STZmin
glukoz ve insiilin homeostazisi iizerindeki etkilerini gdstermektedir. Insiilin sekresyonu,
glukoz metabolizmasi (hem glukoz oksidasyonu hem de oksijen tiiketimi) ve insiilin
biyosentezi birincil neme sahiptir (99—101). STZ, glikoz tasinmasi (80) veya glukokinaz

yoluyla glikoz fosforilasyonu iizerinde ani veya dogrudan onleyici bir etkiye sahip
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degildir (102). Ancak fonksiyonel beta hiicre bozuklugunun ilerleyen asamalarinda gen
ekspresyonu ve protein liretimindeki eksiklikler hem glikoz taginmasinin hem de
metabolizmanin bozulmasina neden olur (103).

STZ'den kaynaklanan NAD+ tiikkenmesi, insiilin biyosentezi ve salgilanmasini
durdurabilir. Bu, protein alkilasyonu ve glikozilasyonunun ve mitokondriyal DNA'nin
zararl etkileri daha netlesmeden Once bile gerceklesebilir (85, 101, 104). Daha sonra,
mitokondriyal enzim disfonksiyonunun (105) ve mitokondriyal genomdaki hasarin (106)
bir sonucu olarak glikozun indiikledigi ve amino asidin indiikledigi insiilin salgisinin
inhibisyonu belirgin hale gelir (107). Bu bozulma, besin kaynakli olmayan insiilin
sekresyonundan ziyade besin kaynakli insililin sekresyonunda daha belirgindir.
Calismalar, izole pankreas adaciklarinin PARP inhibitorii nikotinamid ile 6n tedavisinin,
STZ maruziyetinden sonraki ilk giin boyunca beta hiicre fonksiyonunun erken
inhibisyonunu Onledigini, uzun siireli STZ maruziyetinden 6 giin sonra insiilin
sekresyonunun uzun siireli inhibisyonu, nikotinamid tarafindan etkisizlestirilmemistir

(108).

2.4. Omega-3

Coklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) tlim insan hiicrelerinin temel ve gerekli
bilesenleridir. Ayrica yerel olarak tiretilen ve insan iiremesinde 6nemli islevlere sahip olan
eikosanoidler olarak bilinen hormonlarin yapi taglari olarak da gorev yaparlar. ®-3
PUFA'larin saghgin gelistirilmesinde ve hastalik riskinin azaltilmasinda oynadig1 birgok
rol, son yillarda PUFA'lara olan ilginin artmasina neden olmustur. ®-3 PUFA'lar arasinda
a-linolenik asit (ALA; 18:3 w-3), stearidonik asit (SDA; 18:4 ®-3), eikosapentaenoik asit
(EPA; 20:5 ®-3), dokosapentaenoik asit (DPA; 22:5 ®-3) ve dokosaheksaenoik asit
(DHA; 22:6 ®-3) bulunmaktadir (109).

-3 PUFA'lar, kan lipit profillerini ve membran lipit kompozisyonunu
degistirmede Onemli bir rol oynar ve eikosanoid biyosentezini, hiicre sinyalleme
basamaklarint ve gen ekspresyonunu etkilemektedir. Ek olarak, ®-3 PUFA'larin
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser, depresyon gibi hastaliklara faydali etkileri
vardir (109).
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Sekil 2.6. -3 PUFA'larin kimyasal yapilar1 (109).

Hiicre zarlarinda bol miktarda bulunan -3, ®-3’e ve 6zellikle DHA'ya bagimli
olan, basta sperm hareketliligi ve canliliiyla ilgili olmak iizere ¢ok sayida iireme ile ilgili
fizyolojik siirecte yer almaktadir. Sperm zar1 akiskanligi, hareketliligi ve ddllenme
potansiyeli DHA'daki azalmadan etkilenebilir ve m-3"in antioksidan 6zellikleri de semen
kalitesini artirabilir. Ancak insan viicudu bu yag asitlerini desatiiraz enzimi eksikliginden
dolay1 sentezleyemez. m-3'lin ana kaynaklari, EPA ve DHA igeren balik yagi, ALA iceren
sebzeler ve tohumlar ve ALA'y1 w-3'e doniistiiren memelilerdir (109).

Sperm zarindaki yiiksek diizeydeki -3 yag asitleri spermin akiskanligini
artirmaktadir; dislik seviyeler ise sperm-oosit etkilesiminin ve membran flizyonunun
bozulmasina yol acarak fertilizasyon potansiyelinin azalmasina neden olur. ®-3, sperm
membraninin akiskanligina paralel olarak sperm hareketinin de artmasina neden olur.
Boylece sperm parametrelerinin iyilesmesinde 6énemli bir rol oynar (110).

-3 PUFA’lar, farkli etkenlere bagl toksisitenin sebep oldugu hasarlari
iyilestirmektedir. ®-3 PUFA'lar, bagirsak mukozal bariyerinde, kan-beyin bariyerinde ve
tiimor epitelyal ve endotel hiicrelerinde ¢oklu toksik maddeler tarafindan bozulan "Tight
Junction (TJP)" proteinlerinin regiilasyonunu saglamaktadir. Ayn1 zamanda, ®-3’ilin
hasarlt BTB’yi de onardig1 igin erkek iireme sistemi sagliginda onemli etkileri vardir

(111).
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3. MATERYAL ve METOT

3. 1. Deney Hayvanlan

200-300 gr agirligindaki, 12 haftalik, 28 adet Wistar Albino erkek sicanlar
4 gruba ayrildi. Yem ve su ad libitum olarak verildi. Siganlar, deney boyunca iyi
havalandirilmis odada 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiide sabit "oda sicakliginda"
(21£1°C) ve "bagil nemde" (%50-55) barindirildi. Deney hayvanlarinin bakimi ve tiim
uygulamalari Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uretim Merkezi nde,

"etik kurul protokoliinde" ifade edildigi gibi gergeklestirildi.

3. 2. Etik Beyan

Inénii Universitesi T1p Fakiiltesi’nden ¢alisma igin etik kurul onay1 (Protokol
No: 2022/12-2) (HAYBIS NO: 15429) Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan alind1. Proje,
"Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)" Birimi tarafindan "TYL-2022-

3143" proje koduyla desteklenmistir.

3. 3. Deneysel Tasarim ve Kimyasallar

Siganlar randomize olarak Kontrol (K), DM, ®-3 (O) ve DM+O olmak iizere her
grupta 7 si¢an olacak sekilde gruplandirildi (deney siiresinin uzun olmasi ve diyabet
grubunda 6liim riskinin olmasi nedeniyle her grupta biyoistatistiksel olarak belirlenen
sayidan 1 adet fazla sican kullanild1). DM indiiklenecek siganlara serum fizyolojik (SF)
icinde ¢oziinmiis STZ tek doz enjeksiyon 50 mg/kg uygulandi ve enjeksiyonu takiben 4.
giin kan-glukoz seviyeleri en az iki kat arttig1 tespit edilen siganlarda DM olustugu kabul
edildi ve 42 giinliik deney siiresi baglatildi. Siganlarin viicut agirliklart ve kan-glukoz

seviyeleri, 14 giinde bir diizenli olarak 6l¢iildii.

Kontrol Grubu: Bu grup standart yem ve su ile "ad libitum" olarak beslendi.

DM Grubu: SF igerisinde ¢oziinmiis STZ (50 mg/kg) i.p. olarak tek doz uygulandi ve 42

giin boyunca "ad libitum" olarak beslendi.

DM+O Grubu: Bu gruba SF igerisinde ¢oziinmiis STZ (50 mg/kg) i.p. olarak tek doz
uygulanarak diyabet indiiklendi ve 42 giin boyunca 500 mg/kg ®-3 oral olarak verildi.
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O Grubu: Bu gruba 42 giin boyunca oral olarak 500 mg/kg ®-3 verildi.

STZ i¢in CAYMAN’1n Streptozotocin 13104-1 ve ®-3 i¢in EFA Liquid (280
mg/ml ©-3; 85 mg/ml EPA; 148 mg/ml DHA) kullanilmistr.

3. 4. Doku Orneklerinin Alinmasi

42 giinliik deney siiresi sonunda sigcanlarin viicut agirliklar1 ve kan-glukoz
degerleri Olciilerek 5 mg/kg ksilazin ile 50 mg/kg ketamin i.p. olarak uygulandi. Si¢anlar,
genel anestezi altindayken orta hat insizyonuyla batinlar1 acgildi ve posterior vena
kava’dan kan Ornekleri alindi. Alinan kan ornekleri 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra ayrilan serum Ornekleri eppendorf tiiplere alindi ve biyokimyasal
analizlerde kullanilmak tizere -80 C°’de saklandi. Sicanlarin testis dokular1 ¢ikarilip
tartilarak sol testis histolojik analizlerde kullanilmak i¢in Bouin soliisyonuna, sag testis
ise biyokimyasal analizlerde kullanilmak i¢in -80 C°’de muhafaza edildi. Sperm
morfolojisi degerlendirmeleri i¢in epididimisin kauda béliimiinden sperm 6rnekleri

alindi. Sicanlar, doku 6rnekleri alindiktan sonra yliksek doz anestezi ile 6tenazi edildi.

3. 5. Histolojik Islemler

Histopatolojik degerlendirmeler i¢in testis dokular1 Bouin soliiyonunda (Tablo
3.1.) fikse edildi. Dokular, 4 saat fikse edildikten sonra trimlenerek plastik doku takip
kasetlerine alind1 ve Bouin soliisyonu yenilendi. 36 saatlik fiksasyonun ardindan dokular,
%70’lik alkole daha sonra ise %90’lik alkol serilerinden ve Tissue-Tek VIP/SAKURA
marka doku takip cihazinda doku takip basamaklarindan gegirildi (Tablo 3.2.). Takip
isleminden sonra, dokular parafin bloklara gomiilerek Leica HistoCore MULTICUT
mikrotomla 5 pm’lik kesitler alindi. Kesitlerden hem histomorfometrik dl¢iimler yapmak
hem de genel histolojik yapiy1 incelemek i¢in Hematoksilen-Eozin (H&E) (Tablo 3.3.),
bazal membran degisikliklerini incelemek icin ise Periyodik Asit Schift (PAS) (Tablo
3.4.) boyama yontemleri uygulandi. Ayrica alinan kesitlerde, Kaspaz-3 (31A1067, Santa
Cruz), VEGF (E-AB-40004, Elabscience) ve Tight Junction 1 (TJP1) (E-AB-52081,
Elabscience) immiinreaktivitelerini belirlemek i¢in ile Leica BOND-MAX marka
immunohistokimya (IHC) boyama cihazi kullanilarak immiinohistokimyasal boyama

yapildi. Boyanan tiim kesitler, "Nikon Eclipse Ni-U 151k mikroskobu, DS-Fi3 camera
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(Nikon Instruments Inc., Melville, NY) ve NIS-Elements Documentation 5.02 Goriinti

Analiz Sistemi (Nikon Corp., Tokyo, Japan)" kullanilarak incelendi ve fotograflandu.
3. 5. 1. Histolojik Doku Takip Basamaklar1

Tablo 3. 1. Bouin soliisyonu (112)

Bouin soliisyonu

Pikrik asit 750 ml
Glasiyal asetik asit 50 ml
Formalin (%37’1ik Formaldehit 250 ml

sollisyonu)

Bouin soliisyonunda fikse edilen dokular %70’lik alkol icerisine alind1 ve 48 saat
sonunda %70°’lik alkol degistirildi. Toplam 96 saat %70’lik alkol i¢erisinde bekletildikten
sonra %90°11k alkole alinarak doku takibine baslandi (Tablo 3.2.).

Tablo 3. 2. Doku Takip Basamaklari

Doku Takip Basamaklari
1. % 96’lik alkol 60 dk
2. % 96’lik alkol 60 dk
3. Absolii etil alkol 60 dk
4. Absolii etil alkol 60 dk
5. Ksilen 60 dk
6. Ksilen 60 dk
7. Ksilen 60 dk
8. Parafin 60 dk
9. Parafin 60 dk
10. Parafin 60 dk
11. Parafin 60 dk

3. 5. 2. Mayers’in Hematoksilen&Eozin Yontemi

Tablo 3. 3. Mayers’in H&E Y ontemi

Mayers’in H&E Yontemi
1. Deparafinizasyon 60 dk (60°C)
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2. Ksilen 5 dk (x3)
3. Absolii etil 3 dk

4. %96’lik alkol 3 dk

5. %80’lik alkol 3 dk

6. %70’lik alkol 3 dk

7. Distile su 10 saniye
8. Mayers’in Hematosilen 15 dk

9. Cesme suyu 5 dk (x3)
10. Eozin 5 dk

11. %96’lik alkol 3 dk (x2)
12. Absolii etil alkol 3 dk (x2)
13. Ksilen 5 dk (x3)

3. 5. 3. Periyodik Asit Schiff Boyama Yo6ntemi

Tablo 3. 4. PAS Boyama Y 6ntemi

PAS Boyama Yontemi
1. Periyodik asit (1 g+ 100 ml distile 7 dk

su)

2. Distile su 3 dk

3. Schiff 18 dk

4. Cesme suyu 15 dk

5. Distile su 5dk

6. Hematoksilen 8 dk

7. Cesme suyu 3 dk

8. Absolii etil alkol 3 dk (x3)
9. Ksilen 3 dk (x3)

3. 5. 4. Immiinohistokimya Boyama Yontemi

Tablo 3. 5. IHC Boyama Y 6ntemi

IHC Boyama Yontemi
1. Deparafinizasyon

2. Bond Dewax Soliisyonu x3 (72°C)
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12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Alkol

Bond yikama soliisyonu
Bond ER1 soliisyonu
Bond ER1 soliisyonu
Bond yikama soliisyonu
Bond yikama soliisyonu

Peroksit block

. Bond yikama soliisyonu

. Primer antikor (Kas-3, VEGF,

TJP1)

Bond yikama soliisyonu
Sekonder antikor

Bond yikama soliisyonu
Polimer

Bond yikama soliisyonu
Distile su

Mixed DAB refine
Distile su
Hematoksilen

Distile su

Bond yikama soliisyonu

Distile su

x3

5 dk (x3)

20 dk (100°C)
12 dk

x3 (35°C)

3 dk

10 dk

x4

45 dk

x4

8 dk
1 dk (x4)
8 dk
x2

x2

10 dk
x4

10 dk
x1

x1

x2

3. 6. Histolojik ve Histomorfometrik Degerlendirmeler

Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimii

Her preparattan dairesel ve dairesele yakin sekilde 50 seminifer tiibiil secilerek,

X10 objektif biiylitmede tiibiiliin en uzun ve en kisa kenarlar1 6lgiildii. Bu 6l¢iimlerin

ortalamalar1 kaydedilerek seminifer tiibiil cap1 belirlendi.

Seminifer Epitel Yiikseklik Ol¢iimii

Her preparattan dairesel ve dairesele yakin sekilde 50 seminifer tiibiil segilerek,
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X10 objektif biiylitmede seminifer tiibiil epitel ytliksekligi tiibiillerin en ince ve en kalin
yerleri dahil edilerek 4 farkli noktadan 6l¢iildii. Her bir seminifer tiibiil i¢in bu 4 noktadan

elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak seminifer epitel yiiksekligi belirlendi.

Histopatolojik Degerlendirmeler

Histopatolojik skorlama Hess verilerine gore yapildi. Tiibiiller, normal, regresif,
dejeneratif veya atrofik tiibiiller olarak smiflandirildi (113). Normal tiibiiller,
spermatogenezin ve hiicreler aras1 baglantilarin normal morfolojisini gosterir. Regresif
tiibiiller, bir veya daha fazla anormallige sahip seminifer tiibiillerdir; hiicreler arasi siki
baglantilar normaldir ancak hiicresel organizasyon gevsek ve bozulmustur (piknotik
cekirdek, graniiler eozinofilik sitoplazma ve karyoliz). Dejeneratif tiibiillerde hem germ
hiicrelerinin hem de Sertoli hiicrelerinin hiicreler arasi siki baglantilar1 bozularak
diizensiz konfigiirasyonlar gozlenir. Atrofik tiibiiller ise Sertoli hiicresi ya da birkag germ
hiicresi kayb1 olan ve ayni zamanda siki baglant1 kayb1 olan Sertoli hiicrelerini igeren

tubilleri temsil eder.

Immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

Bouin ile fikse edilip parafin bloklara gomiilen testis dokularindan 4.5 pm
kalimhiginda kesitler alimarak IHC boyama yontemiyle VEGF (E-AB-40004,
Elabscience), TIP1 (E-AB-52081, Elabscience) ve Kaspaz-3 (31A1067, Santa Cruz)
primer antikorlar1 kullanilarak boyandi.

Testis kesitlerinde VEGF, Kaspaz-3 ve TJP1 immiinoreaktivite diizeylerini
belirlemek icin X20 objektif biiylitmede boyanma yogunlugu (“0”: boyanma yok, “1”:
zay1f boyanma, “2”: orta derecede boyanma, “3”’: kuvvetli boyanma) ve boyanan hiicre
orani (“0”: boyanma yok, “1”: boyanan hiicreler<%25, “2”: boyanan hiicre %25-%>50,
“3”: boyanan hiicre>%50) belirlenerek bunlarin ¢arpimi ile elde edilen deger

immiinreaktivite diizeyi olarak kaydedildi (114).

Sperm Morfolojisi

Epididimisin kauda bolgesi petri kabina alinarak 1 ml 9%0.9’luk SF yardimiyla
likefaksiyon islemi gerceklestirildi. Sperm morfoloji analizi i¢in "FertiPro Sperm
Morphology Kit" kullanild1 ve tiim islemler kitte belirtilen talimatlara gére yapildi (Tablo
3.6.).
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Tablo 3. 6. Sperm Morfolojisi Analiz Basamaklar1

Likefiye edilmis semen 6rnegi lam {izerine damlatilarak yayma yapildi ve 37°C’ye
getirilmis hot plate tizerinde 5 dk kurutuldu.
Lamlar, 5 dk boyunca fiksatif soliisyonunda bekletildi

Lamlar, fiksatiften ¢ikarilarak fazla sivinin giderilmesi i¢in kurutma kagidina

dikey olarak yerlestirildi.
15 dk boyunca 37°C’ye getirilmis hot plate iizerinde kurutuldu.
Lamlar, distile suda 7 defa yikandi.
A boyasina 7 defa batirilip ¢ikarildiktan sonra lamlar, 2 dk boya i¢inde
bekletildi.

Lamlar, fiksatiften ¢ikarilarak fazla sivinin giderilmesi i¢in kurutma kagidina
dikey olarak yerlestirildi.

Lamlar, distile suda 7 defa yikandi ve ardindan temiz distile sudan gegirildi.
B boyasina 7 defa batirilip ¢ikarildiktan sonra lamlar, 1 dk boya i¢inde
bekletildi.

Lamlar, fiksatiften ¢ikarilarak fazla sivinin giderilmesi i¢in kurutma kagidina
dikey olarak yerlestirildi ve distile suda 7 defa yikandi.

Lamlar, C boyasina 7 defa batirilip ¢ikarildiktan sonra 1 dk boya i¢inde
bekletildi.

Lamlar, fiksatiften ¢ikarilarak fazla sivinin giderilmesi i¢in kurutma kagidina
dikey olarak yerlestirildi ve distile suda 7 defa yikandh.

Lamlar havada kurutulup, 151k mikroskobunda X40 biiylitmede incelendi.

3. 7. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Testis dokular1 -80 °C'den ¢ikarildi ve ¢oziinmesi beklenmeden hizli bir sekilde
tartildi. Agirliklarinin dokuz kati kadar fosfat tamponu dokular iizerine eklendi. +4 C°’de
1 dk boyunca 16000 devir/dk homojenize edildi (IKA, Germany). Bu homojenatlarin
"malondialdehit (MDA)" diizeyleri 6l¢iildii. Homojenatlar, +4 C° derecede, 4500 rpm’de
20 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Bu siipernatantlardan; "Glutatyon
(GSH)", "Stiperoksit dismutaz (SOD)", "Katalaz (CAT)", "Total oksidan kapasite (TOS)",
"Total antioksidan kapasite (TAS)", "Oksidatif stres indeks (OSI)" ve "protein seviyeleri"
olgtildii.
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Biyokimyasal Serum Analizleri

Kan numuneleri santrifiij cihazinda 20 dakika boyunca 4 °C de 600 x g santrifiij
edilerek serumlar alindi. Serumlarin FSH, LH ve T seviyesini belirlemek i¢in Bioassay
Technology Laboratory (BT LAB) ELISA Kitler kullanildi. Oda sicakliginda; tiim
reaktifler, standart sollisyonlar ve numuneler kit prosediirlerinde tarif edildigi gibi
hazirlandi. Numuneler kuyucuklara eklendi ve iyice ¢alkalandi. 60 dakika 37°C'de inkiibe
edildi. 50 ul A ve B soliisyonlar1 eklendi ve 10 dakika 37°C'de bekletildikten sonra 50 ul
durdurma soliisyonu ilave edildi ve 450 nm okumalar ger¢eklestirildi. FSH ve LH i¢in

sonuglar [U/mL, T i¢in ng/L, olarak ifade edildi (115).

MDA Analizi

1.5 ml %1 H3P04 ve 0.5 ml %0.6 tiyobarbitiirik asit (TBA), 0.25 ml doku
homojenati ile karistirildi. TBA'nin tamamen ¢6ziinmesi i¢cin 30°C’ye 1sitildi. Karisim
100°C’de 40 dk boyunca 1s1tild1. Bu siirenin sonunda, tiiplerde kirmizi bir renk olustu ve
cesme suyunda sogutulduktan sonra her numuneye 2 ml n-biitanol eklendi. 5 dakika
boyunca her tiip vortekslendi. 5 dakikanin sonunda, 6rnekler 25°C’de 4500 rpm’de 30 dk
santrifiij edildi. n-biitanol fazi olan iistte kalan siipernatant (250 pl) dikkatlice alind1 ve
ayr1 ayrt kuvartz mikropleyt kuyucuklarina yerlestirildi. 535 nm'de okuma
gerceklestirildi. Kor, n-biitanol ve standart egrisi, tetraetoksipropan kullanilarak

olusturuldu. Sonuclar nmol/gram yas doku olarak degerlendirildi (116).

Rediikte GSH Analizi

Siipernatant, trikarboksilik asit (TCA) ile deproteinize edildi. Bu amagla 125 pl
ornege 125 pul TCA eklendi. 25 dakika boyunca karisim iyice vortekslendikten sonra +4°C
ve 4500 rpm'de santrifiij edildi. Boylece proteinden arindirilmis siipernatant elde edildi.
29 ul deproteinize ornek, 29 ul DTNB ve 235 pl Na,HPO4 olacak sekilde her 6rnek ayri
ayr1 mikropleyt kuyucuklarina eklendi. Biraz vorteks yapilarak 5 dk beklendi. 410 nm'de
okumalar bes dakika i¢inde yapildi. Sonuglar nmol/gram yas doku olarak degerlendirildi
(117).

SOD Aktivitesi Analizi

9,13 mg Ksantin 200 ml distile suda ¢oziindii, 23 mg Na;EDTA 100 ml distile
suda ¢ozilindii, 12,3 mg Nitro blue tetrazolium (NBT) 100 ml distile suda ¢oziindii, 30 mg
Bovine serum albiimin (BSA) 30 ml distile suda ¢oziindii, 2,54 gr Na,COs3 60 ml distile
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suda ¢ozlindii ve boylece stok ¢ozelti olusturuldu. Stoktan 2,35 ml, 50 ul Ksantin oksidaz
(XO) ve 500 ml 6rnek, propilen tiiplere konarak iyice vortekslendi. 25 dk inkiibasyona
birakildi ve tizerine 1 ml CuCl; ilave edildi. Bu yontem ile elde edilen mavi renkli
farmazonun 560 nm’deki absorbansina dayanarak SOD aktivitesi hesaplandi. Kor olarak

distile su kullanildi. Sonuglar U/mg protein olarak hesaplandi (118).

KAT Aktivitesi Analizi

Toplam 4,205 gr potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) ve 2,71 gr disodyum
hidrojen fosfat (NaHPO4), 1 L distile su igerisinde ¢oziildii. Bu tampona hidrojen
peroksit (H20) ilave edilerek 240 nm'de UV spektrumda gerekli diizenlemeler yapildi.
10 pl 6rnek ve 2990 ml H,0;’li fosfat tamponu absorbansta gdzlenen bu azalma kinetik
okuma yapilarak 1 dk boyunca kaydedilerek enzim aktivitesi 6l¢iildii. Enzimin aktivitesi

K/mg protein olarak hesaplandi (119).

Protein Analizi

Dokularin protein igerikleri, enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in gereklidir.
Dokulardaki protein miktarini belirlemek i¢in Lowry yaklasimi kullanildi. Olusan rengin
absorbanst 660 nm bir spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii ve dokulardaki protein

miktarlar1 belirlendi (120).

TAS Analizi

Dokulardan TAS analizi i¢cin "TAS Rel Assay marka kit (Rel Assay Diagnostics,
Gaziantep Turkey)" kullanildi. Olgiim, antioksidan molekiillerin renksizlesmesi
prensibine dayanarak yapildi. Kit talimatlarina gore adimlar sirayla uygulandi. Oncelikle
ol¢lim yapilacak cihaz 37°C’de, 7 saniye shake, 23 saniye delay ve 660 nm’de okuma
yapacak sekilde ayarlandi. 12 pl 6rnekler kuyucuklara eklendi. Level 1, Level 2 ve
standart her birinden {i¢ tane olacak sekilde kuyucuklara eklendi. Bunlarin tizerine 200 pl
reaktif 1 eklendi ve 660 nm'de beklemeden 1. okuma yapildi. Sonra, cihaz 37°C’de 10
saniye shake, 4.30 dk delay ve 660 nm’de okuma yapacak sekilde ayarlandi. Her bir
kuyucuga 30 pl reaktif 2 eklendi ve bir kez daha 6l¢iildii. Kit prosediiriinde belirtildigi
sekilde hesaplamalar yapildi (121). Sonuglar mmol 7rolox Eqv/L olarak hesaplandi.
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TOS Analizi

Dokulardan TOS analizi i¢in "TAS Rel Assay marka kit (Rel Assay Diagnostics,
Gaziantep Turkey)" kullanildi. Ferrik iyonlar, 6rnekteki oksidanlarin ferrous iyon selator
komplekslerini ferrik iyonlara doniistiirmesiyle kromojenik bir ¢ozelti ile renkli bir
kompleks olusturur. Kitte belirtildigi gibi, TOS seviyesi, 25 °C ayarlanmis cihazda 530
nm'de renkli kompleksin absorbansini dlgerek ve gerekli hesaplamalari yaparak 6l¢iildii.

Sonuglar pmol H>O; equiv/L olarak ifade edildi (122).

3. 8. istatistiksel Analizler

Sayisal veriler medyan, minimum ve maksimum degerler ile dzetlendi. ikiden cok
bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda Conover ikili
karsilastirma yontemi kullanildi. Bagimli iki grup karsilastirmasinda Wilcoxon
eslestirilmis 1ki orneklem testi, ikiden ¢ok bagimli grubun karsilastirilmasinda ise
Friedman testi ve Conover ikili karsilastirma yontemi uygulandi. Tablolarda ikili
karsilagtirma sonuglari, bagimsiz gruplar i¢in a,b,c iist indisleriye, bagimli gruplar i¢in
X,y,z iist indisleriyle gosterildi. Olgiimler arasi istatistiksel farkliliklar, farkli iist indisler

ile gosterildi. Tiim testlerde iki-yonlii anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Deney Hayvanlarimin Viicut Agirhiklar1 ve Kan-Glukoz Seviyeleri

Sicanlara DM indiiklendikten 4 giin sonra deney siireci baslatildi. Deney
baslangicindan itibaren 14 gilinde bir hayvanlarin viicut agirliklart 6lgiildi. K, DM,
DM+O gruplarinda deney baglangici ile deney sonundaki viicut agirliklar: arasinda artig
yoniinde anlamli degisiklik gozlemlendi. Deney baslangici ve sonu arasindaki viicut
agirliklar1 degisim oranlar1 agisindan K (56 gr) ve O (56 gr) grubu benzer, DM (42 gr)
grubu K grubuna gore azalmig, DM+O (65 gr) grubu ise DM gruplarindakine gore artmis
olarak belirlendi. 42. giinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir (p = 0,035).

Tablo 4. 1. Siganlarin Deney Baslangici ve Deney Sonu Viicut Agirliklari

Grup (n=7) 1. Giin (gr) 14. Giin (gr) 28. Giin (gr) 42. Giin (gr) p
K X272 (244-301)  *270 (215-303) Y305 (265-340) 7328 (301-364)** 0,001
DM X270 (252-277) Y278 (250-285) Y294 (264-311)  “312 (272-348)* 0,006
DM+O 235 (200-305) 244 (198-310) 260 (207-328) 300 (200-371)* 0,319
(0] *308 (220-350)  *318 (228-350)  *332(262-344) Y364 (298-396)° 0,006
p 0,155 0,168 0,151 0,035

K, DM ve DM+O gruplarindaki si¢anlarin kan-glukoz seviyesi, zaman i¢inde
Ol¢timlerde anlamli degisiklik gostermemektedir. O grubunda zaman i¢inde Slgiimlerde
anlamli degisiklikler gézlenmistir (p = 0,025). Tiim zaman noktalarinda gruplar arasinda

anlamli farkliliklar bulunmaktadir (p < 0,001).

Tablo 4. 2. Siganlarin Deney Baslangi¢ ve Deney Sonu Kan-Glukoz Seviyeleri

Grup (n=7) 1. Giin (mg/dl) 14. Giin (mg/dl) 28. Giin (mg/dl) 42. Giin (mg/dl) p

K 85 (76-110)* 86 (67-103)" 85 (77-111) 84 (76-104)° 0,419
DM 374 (302-474)° 438 (127-478)° 389 (133-497)° 383 (146-411)° 0,774
DM+O0 352 (160-600)° 375 (97-538)° 191 (129-551)° 180 (121-407)° 0,478
o) X113 (77-159%  ¥91(77-120)* X100 (79-156)*  *115 (78-133)c 0,025

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

4. 2. Testis Agirhklar:

Testis agirliklar agisindan K, DM ve DM+O gruplarinda benzerlik varken, O
29



grubunda agirliklar daha yiiksek bulunmustur. Sag ve sol testis agirliklar1 arasindaki

farklar, 6zellikle O grubunda anlamlidir (p < 0.05).

Tablo 4. 3. Testis Agirliklart

Grup (n=7) Sag testis (gr) Sol testis (gr) p
K (n=7) 1,37 (1,25-1,5)* 1,35 (1,3-1,48)* 0,395
DM (n=7) 1,39 (1,26-1,53)* 1,43 (1,34-1,49) 0,172
DM+O (n=7) 1,44 (1,17-1,51)* 1,45 (1,15-1,59)*° 0,396
O (n=7) 1,57 (1,37-1,73)° 1,52 (1,4-1,69)° 0,126
p 0,024 0,016

4. 3. Isitk Mikroskobik Bulgular

K Grubu

H&E boyamasi uygulanmis testis kesitlerinde, seminifer tiibiiller normal
histolojik yapida gézlemlendi. Seminifer tiibiillerin belirgin bir bazal membran iizerine
oturmus seminifer epitel ile doseli oldugu goriildii. Seminifer tiibiil epiteli igerisindeki
Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicrelerinin rahatlikla ayirt edilebildigi ve
seminifer tiibiillerin ¢ogunun liimeninde spermatozoonlarin mevcut oldugu saptandi.
(Sekil 4.1, 2, 3). Interstisyel bag dokusu alanlar1 normal histolojik yap1 ve genislikte
izlenmis olup doku igerisindeki Leydig hiicreleri, normal histolojik yap1 ve yogunlukta

izlendi. Vaskiiler yapilar, liimenleri agik ve olagan yapida degerlendirildi.

30



Sekil 4. 1. K grubu. Seminifer tiibiil (St), seminifer tiibiil epiteli (Se), seminifer tiibiil liimeni
(L), seminifer tiibiil ¢ap1 (S¢), interstisyel bag dokusu (ok basi). H&E, X10.

Sekil 4. 2. K grubu. Seminifer tiibiil epiteli (Se), seminifer tiibiil liimeni (L),

spermatogonyum (siyah ok), primer spermatosit (beyaz ok), interstisyel doku i¢inde damar (ok
bas1). H&E, X20.
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Sekil 4. 3. K grubu. Spermatogonyum (siyah ok), primer spermatosit (beyaz ok), Sertoli

hiicresi (¢ift bagli ok), interstisyel doku i¢inde Leydig hiicresi (ok basi). H&E, X40.

PAS boyamas1 uygulanmus testis kesitlerinde, seminifer tiibiillerin bazal
membranlari, tiibiilleri periferden saracak sekilde diizenli, intakt ve kuvvetli PAS+

boyanmis olarak izlendi. (Sekil 4.4).

32



%

Sekil 4. 4. K grubu. Seminifer tiibiil bazal membrani (ok). PAS, X20.

K grubu Immiinohistokimyasal olarak anti-kaspaz uygulanan testis kesitlerinde
pozitif Kas-3 immiinreaktivitesi ¢ok sinirli alanlarda minimal diizeyde saptandi (Sekil 4.
5.). VEGF ve TJP1 immiinreaktivite diizeyleri yaygin kuvvetli pozitif diizeyinde saptandi
(Sekil 4. 5, 6) (Tablo 4. 6.).
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Sekil 4. 5. K Grubu. Kaspaz-3 immiinreaktivitesi izlenmiyor. (yildiz). IHC, X20.

Sekil 4. 6. K grubu. VEGF immunreaktivitesi (yildiz). THC, X20.




*;

Sekil 4. 7. K grubu. TJP immunreaktivitesi (yildiz). THC, X20.

DM Grubu

DM grubunda H&E boyama uygulanmus testis kesitlerinde, bazal sinirlari
diizensiz, seminifer epitelde spermatogenik seri hiicrelerinde dokiilme ve ayrilma
seklinde alanlar tespit edildi, cok sayida seminifer tiibiil limeninde yer yer tiim liimeni
dolduracak sekilde dejeneratif hiicre birikimleri saptandi. Bazi seminifer tiibiillerde
seminifer epitelin parsiyal ve total nekroza ugradig: goriildii. Bazi tiibiillerde, liimendeki
birikimlerin hyalinizasyon gosterdigi tespit edildi. Interstisyel alanlarda belirgin ve
yaygin 6dem ve buna bagl olarak interstisyel hiicrelerin daginik oldugu ve sacilmig
oldugu goriildii. Interstisyel alandaki vaskiiler yapilarda genellikle konjesyon ve duvar

yapisinin zayiflamig oldugu izlendi (Sekil 4. 8, 9, 10, 11).
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Sekil 4. 8. DM grubu. Seminifer tiibiil (St) limeninde immatiir seminifer epitel hiicre

kiimeleri (ok), seminifer tiibiil liimeni (L), interstisyel bag dokusu alanlarda yaygin 6dem

(y1ldiz). H&E, X10.

Sekil 4. 9. DM grubu. Seminifer tiibiil limeninde farkli gelisim asamalarinda dejeneratif

seminifer epitel hiicre kiimeleri (ok), seminifer tiibiil limeninde dejeneratif hiicresel birikim ve

hyalinizasyon (¢ift bash ok), interstisyel bag dokusu alanlarda 6dem (y1ldiz). H&E, X20.
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Sekil 4. 10. DM grubu. Seminifer tiibiil epitel hiicrelerinde dokiilme ve ayrilma seklinde
hasar (yildiz). H&E, X20.

Sekil 4. 11. DM grubu. Seminifer tiibiil epitel hiicrelerinde nekroz (siyah yildiz), Sertoli

hiicresi (ok), interstisyel bag dokusu alanlarda 6dem (beyaz yildiz). H&E, X40.
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DM grubu PAS boyanan kesitlerde seminifer tiibiil bazal membranlarinda yaygin
sekilde seminifer epitelden ayrildigi, ondiile seyreden yer yer kesintiye ugramis ve zayif

boyanan bazal membran yapis1 gozlendi (Sekil 4. 12).

Sekil 4. 12. DM grubu. Seminifer tiibiil bazal membranlarinda ayrilma ve ondiilasyon
seklinde hasar (ok). PAS, X20.

DM grubu Immiinohistokimyasal olarak anti-kaspaz uygulanan testis kesitlerinde
seminifer tiibiil epiteli ve intertisyel alanlarda kaspaz-3 immiinreaktivitesi pozitif olarak
tespit edildi (Sekil 4. 13). VEGF ve TJP1 immiinreaktivitesi pozitif izlenmekle birlikte
genellikle immiinreaktivite diizeyi diisiik olarak izlendi (Sekil 4. 14, 15) (Tablo 4. 6.).
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Sekil 4. 13. DM grubu. Kaspaz-3 immunreaktivitesi (yildiz). THC, X20.

*

*;

Sekil 4. 14. DM grubu. VEGF immunreaktivitesi (yildiz). I[HC, X20.




*

Sekil 4. 15. DM grubu. TJP immunreaktivitesi (yildiz). IHC, X20.

DM+O Grubu

H&E boyamasi uygulanmus testis kesitlerinde, seminifer tiibiiller genel olarak
normal histolojik yapida gézlemlendi. Seminifer tiibiillerin interstisyel bag dokuyla olan
siirlart diizenli ve seminifer epitel olagan yapida izlenmekle birlikte bazi tiibiillerde
seminifer epiteli olusturan hiicreler arasinda ayrilmalar ve nadiren seminifer epitel i¢inde
kiigtik vakuoler yapilar izlendi. Seminifer tiibiillerin liimenleri agik olarak izleniyordu ve
cogu tiibiil liimeninde spermatozoonlarin mevcut oldugu goriildii. Interstisyel bag doku
alanlari icerisinde yer yer minimal diizeyde ddem tespit edildi. Leydig hiicreleri normal
histolojik yap1 ve yogunlukta goriildii. interstisyel alan igerisindeki damar yapilar normal

histolojik goriiniimde ve genellikle liimenleri agik olarak izlendi (Sekil 4. 16, 17, 18).
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Sekil 4. 16. DM+O grubu. Seminifer tiibiil (St), seminifer tiibiil liimeni (L), interstisyel bag
dokusu (ok basit). H&E, X10.

Sekil 4. 17. DM+O grubu. Seminifer tiibiil liimeni (L), spermatogonyum (siyah ok), primer

spermatosit (beyaz ok), interstisyel bag doku i¢inde damar (ok bagt). H&E, X20.
41




Sekil 4. 18. DM+O grubu. Spermatogonyum (siyah ok), primer spermatosit (beyaz ok),

Sertoli hiicresi (¢ift bagl ok), interstisyel doku icinde Leydig hiicresi (ok bas1). H&E, X40.

PAS boyamasi uygulanan testis kesitlerinde seminifer tiibiil bazal membranlari,
PAS+ boyanmis olarak genellikle diizenli ve intakt yapida izlendi. Ancak bazi alanlarda

bazal membranin ¢evreledigi seminifer epitelden ayrildigi ve ondiile seyrettigi kisa

alanlar mevcuttu (Sekil 4. 19.)
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Sekil 4. 19. DM+O grubu. Seminifer tiibiil bazal membrani (ok). PAS, X20.

DM-+O0 grubu immiinohistokimyasal olarak anti-kaspaz uygulanan testis
kesitlerinde Kas-3 immiinreaktivite pozitifligi K grubu ile benzer olarak sinirli alanlarda
minimal diizeyde saptandi (Sekil 4. 20.). VEGF ve TJP1 immiinreaktivite diizeyleri
genellikle yaygin ve kuvvetli pozitif diizeyinde belirlendi (Sekil 4. 21, 22) (Tablo 4. 6.).
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Sekil 4. 20. DM+O grubu. Kaspaz-3 immunreaktivitesi (yildiz). IHC, X20.

* *

Sekil 4. 21. DM+O grubu. VEGF immunreaktivitesi (yildiz). IHC, X20.




Sekil 4. 22. DM+O grubu. TJP immunreaktivitesi (y1ldiz). IHC, X20.

O Grubu

H&E ile boyanan kesitlerde, seminifer tiibliller normal histolojik yap1 ve diizende
izlendi. Seminifer tiibiillerin interstisyel bag dokusuyla olan sinirlar1 diizgiin ve seminifer
epitel hiicreleri kolaylikla ayirt edilebilecek sekilde diizenli tabakalanma gostermekteydi.
Seminifer tiibiillerin liimeni acik ve genellikle spermatozonlar icerir sekilde goriildii.
(Sekil 4. 23, 24, 25). interstisyel bag dokusu alanlar1 normal histolojik yap1 ve genislikte
izlendi. Interstisyel alanda Leydig hiicreleri ve vaskiiler yapilar normal histolojik yapida

degerlendirildi.
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Sekil 4. 23. O grubu. Seminifer tiibiil (St), seminifer tiibiil liimeni (L), interstisyel bag
dokusu (ok bas1). H&E, X10.

Sekil 4. 24. O grubu. Seminifer tiibiil limeni (L), spermatogonyum (siyah ok), primer

spermatosit (beyaz ok), interstisyel bag doku i¢inde damar (ok bast). H&E, X20.
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Sekil 4. 25. O grubu. Spermatogonyum (siyah ok), primer spermatosit (beyaz ok), Sertoli

hiicresi (¢ift bagli ok), interstisyel doku i¢inde Leydig hiicresi (ok basi). H&E, X40.

PAS boyamas1 uygulanmuis testis kesitlerinde, seminifer tiibiillerin bazal
membranlar1 K grubundakiyle benzer sekilde tiibiilleri periferden saracak sekilde diizenli,

intakt ve kuvvetli PAS+ boyanmis olarak izlendi. (Sekil 4. 26.).
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Sekil 4. 26. O grubu. Seminifer tiibiil bazal membram (ok). PAS, X20.

O grubu Immiinohistokimyasal olarak anti-kaspaz uygulanan testis kesitlerinde K
grubuyla benzer sekilde pozitif Kas-3 immiinreaktivitesi smirli alanlarda minimal
yogunlukta saptandi (Sekil 4. 27.). VEGF ve TJP1 immiinreaktiviteleri yaygin kuvvetli
pozitif diizeyde saptand1 (Sekil 4. 28, 29.) (Tablo 4. 6.).
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Sekil 4. 27. O grubu. Kaspaz-3 immiinreaktivitesi izlenmiyor. (yildiz). IHC, X20.

x

*

Sekil 4. 28. O grubu. VEGF immunreaktivitesi (yildiz). IHC, X20.




Sekil 4. 29. O grubu. TJP immunreaktivitesi (yildiz). IHC, X20.

4. 4. Histomorfometrik Bulgular

Seminifer tiibiil ¢ap1, K ve O gruplarinda, en yiiksek medyan degerlere sahipken,
DM’de en diisiik medyan degere sahiptir. Ancak, bu farklar istatistiksel olarak anlamli
diizeyde degildir (p=0,131). Seminifer epitel yiiksekligi i¢cin de de ayni sekilde K, en
yliksek medyan degere sahipken, DM en diisiik medyan degere sahiptir. Ancak, bu farklar
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,287).

Tablo 4. 4. Histomorfometrik 6l¢iim sonuglari

Grup (n=7)  Seminifer Tiibiill Cap1 (nm)  Seminifer Epitel Yiiksekligi (um)

K 159,94 (148,45-161,7) 42,67 (35,09-45,03)
DM 144,11 (131,78-161,84) 37,74 (33-40,99)
DM+O 148,6 (134,31-158,27) 39,81 (35,96-43,26)
0] 150,12 (140,11-162,89) 40,32 (37,09-45,14)

p 0,131 0,287
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4. 5. Histopatolojik Bulgular

DM grubunda en yiiksek anormal tiibiil yiizdesi bulunurken, K ve O gruplarinda
en diisiik anormal yapida tiibiil oranlar1 gozlenmistir. Bu farklar istatistiksel olarak
anlamlidir (p < 0.001). DM+O grubunda ise -3 tedavisi ile DM grubuna gore normal

tiibtillerin oran1 artmis ve anormal yapidaki tiibiillerin orani ise azalmistir (Tablo 4. 5.).

Tablo 4. 5. Histopatolojik Tiibiil Degerlendirme

Grup (n=7) Normal Tiibiil Anormal Tiibiil
K 82 (74-86)* 18 (14-26)*
DM 41 (37-53)° 59 (47-63)°
DM+O 61 (58-68)° 39 (32-42)°
(0) 83 (79-86)* 17 (14-21)*
p <0,001 <0,001

4. 6. Iimmiinohistokimyasal Bulgular

K ve O gruplarinda benzer sekilde VEGF ve TJP1 seviyeleri DM grubundakinde
yiliksek, KAS-3 immiinreaktivitesi ise daha diisiik diizeyde saptandi. DM grubunda,
VEGF ve TJPl immiinreaktivitesi diger gruplara gore disik ve KAS-3
immiinreaktivitesinin yliksek oldugu belirlendi. DM+O grubunda ise ®w-3uygulamasi ile
VEGF ve TJP1 immiinreaktivite diizeylerinin anlamli olarak arttigt ve KAS-3
immiinreaktivitesinin de azaldig1 saptandi. Tiim gruplar arasinda VEGF, KAS-3 ve TJP1
immiinreaktivite diizeylerindeki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.001) (Tablo

4.6.).

Tablo 4. 6. Immiinohistokimyasal immiinreaktivite diizeyleri.

Grup n=7)  VEGF KAS-3 TJP1
K 9 (6-9)* 0 (0-1)* 6 (4-9)*
DM 2 (2-4)° 3 (2-6)° 2 (1-4)°
DM+O 9 (6-9)* 0 (0-1)* 6 (6-9)*
o) 9 (6-9)* 0 (0-1)* 9 (6-9)*
p <0,001 <0,001 <0,001
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4.7. Sperm Morfolojisi

Siganlardan elde edilen epididimal sperm 6rnekleri "Kruger Kriterleri" morfolojik
yorumlama ydntemi baz almarak 100 sperm incelendi. Incelenen 100 sperm, Sekil 4.30°daki

gibi normal ve anormal (bas-boyun ve kuyruk anomalileri) olarak siniflandirilarak her grup

icin ortalama deger hesaplandi.

Sekil 4. 30. Sperm morfolojisi. A. Normal sperm, B. Bagsiz sperm, C. Yumru bas, D. igne

bas, E. Cengelsiz bas, F. Cift bash sperm, G. Amorf bas, H. Biikiik boyun, I. Kivrik kuyruk, J.
Kisa kuyruk. Sperm Morphology Kit (FertiPro), X40.

K ve O gruplarinda normal sperm yiizdesi yiiksek, DM grubunda anormal yapidaki
spermatozoonlarin orani K, O ve DM+O gruplarindakilerden daha yiiksek bulunmustur.
Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. (p <0.001).

Tablo 4. 7. Sperm morfolojisi

Grup (n=7) Normal Anomali
K 82 (73-85)° 18 (15-27)?
DM 43 (36-49)° 57 (51-64)°
DM+0O 59 (53-64)° 41 (36-47)°
(0] 81 (79-84)¢ 19 (16-21)¢
p <0,001 <0,001
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4. 8. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal Serum Analizleri

K grubu, diger gruplarla karsilastirildiginda hem FSH hem de LH seviyeleri

acisindan en yliksek degerlere sahiptir. Ancak testosteron seviyesinde O grubu en yiiksek

degere sahiptir. DM grubu, FSH, LH ve T seviyelerinde en diisiik degerlere sahiptir.

DM+0 grubunda FSH, LH ve T seviyeleri DM grubundakine gére daha yiiksek diizeyde

tespit edilmistir. O grubu, FSH, LH ve T seviyeleri agisindan en yiiksek degere sahip

gruptur. Gruplar arasindaki hormon diizeylerindeki farkliliklari istatistiksel anlamlidir (p

<0,001).

Tablo 4. 8. Serum hormon seviyelerinin karsilastirilmasi.

Grup n=7) FSH (IU/mL) LH (IU/mL) T (ng/L)
K 6,58 (6,18-6,94)" 4,78 (4,62-4,94)" 1213,6 (1194,62-1269,62)"
DM 3,36 (3,28-4,04)° 2,13 (2,03-2,25) 861,73 (834,56-896,11)"
DM+O | 6(5,36-6,52)° 4,27 (4,01-4,58)° 1174,25 (1106,11-1274,72)*
o) 7,17 (6,92-7,79) 5,35 (4,99-5,7)° 1590,19 (1544,23-1614,05)°
p <0,001 <0,001 <0,001

Oksidan-Antioksidan Seviyelerinin Karsilastirilmasi

DM grubu, MDA seviyesi a¢isindan en yiiksek, GSH, SOD ve KAT seviyeleri
acisindan en diistik degere sahiptir. O grubunda, en diisiik MDA ve en yiiksek GSH, SOD

ve KAT seviyesi tespit edilmistir. DM+O grubunda MDA seviyesinin DM grubuna gore

azaldig1 ancak K ve O grubundakinden daha yiiksek oldugu tespit edildi. GSH, SOD ve

KAT seviyelerinin DM grubundakine gére DM+O grubunda daha yiiksek oldugu tespit

edildi. Tiim gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli diizeyde belirlendi

(p < 0,001).
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Tablo 4. 9. Oksidan-Antioksidan Biyokimyasal Analiz Bulgular1

Grup MDA (nmol/g yas doku) GSH (nmol/g yas SOD (ii/g protein) KAT (k/g protein)
(n=7) doku)
K 85,67 (81,45-91,81)* 755 (726,67-796,67)* 63,98 (60,68-67,99)* 8,44 (7,18-8,73)*
DM 165,67 (153,25-173,25)° 445 (421,67-485)° 54,36 (50,7-56,51)° 5,94 (5,05-6,48)°
DM+O 117,47 (106,39-123,62)° 606,67 (540-673,33)° 73,36 (68,04-76,64)° 9,05 (8,04-9,85)°
(0] 78,08 (72,65-79,64)¢ 965 (940-1000)¢ 86,51 (81,07-97,36)¢ 9,87 (8,51-10,95)¢
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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5. TARTISMA

Gilinlimiizde toplumda DM en yaygin ve 6nemli saglik sorunlarindan biridir ve
prevalansi hizla artmaktadir. 2014 yilinda Diinya Saglik Orgiitii, 422 milyon kisinin DM
hastast oldugunu bildirmistir; bu, 2002 yilina gore kiiresel 6lgekte %60°lik bir vaka
artisina isaret etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii daha 6nce bu saymin 2025 yilina kadar
yaklasik 300 milyona ¢ikacagini tahmin ediyordu ancak DM'nin 2025 y1l1 i¢in 6ngdriilen
degeri 2014'te zaten %28,9 oraninda asilmistir. Son yillarda, DM'nin erkek {ireme
fonksiyonu tizerinde onemli etkileri oldugu goriisleri, ¢esitli calismalardan elde edilen
kesin verilerle ortaya konmustur (123).

Beslenme ve besin takviyelerinin erkek iireme sistemi lizerindeki yadsinamaz
etkileri géz oniine alindiginda, giinlimiizde sperm kalitesini artirmak ve infertiliteyi tedavi
etmek i¢in beslenme aligkanliklarina biiylik onem verilmektedir (124). ®-3 ¢oklu
doymamis yag asitleri, lireme fizyolojisi dahil bircok fizyolojik siire¢ icin gerekli
molekiillerdir ancak insan viicudu bu yag asitlerini yeni bastan sentezleyemez (125, 126).
Cesitli klinik ve deneysel calismalar, diyetteki yag asitlerinin erkek iireme sistemi ve
infertilite lizerindeki etkisini incelemistir. DM'nin erkek tireme fonksiyonu iizerindeki ana
patofizyolojisinin, ROS iiretimi ile antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki
dengenin bozulmasindan kaynaklanan oksidatif stres ve buna bagli olarak da gelismis
glikasyon son iiriinlerinin (AGE'ler) iiretiminin artmasi oldugu bilinmektedir (127). Bu
caligmada, deneysel diyabet modeli olusturulan siganlarin testislerinde olusan hasara
karst antioksidan o0zelligi oldugu bilinen ®-3’iin koruyucu ve iyilestirici etkisi
arastirilmistir.

Alloksan ve STZ, diyabet indiiklemek i¢in en sik kullanilan kimyasallardir. Her
ikisi de sitotoksik glukoz analoglaridir. Sitotoksisiteleri farkli yollarla elde edilse de beta
hiicre se¢ici etki mekanizmalar1 aynidir. Alloksan enjeksiyonundan birka¢ dakika sonra
30 dakikaya kadar siiren ilk gecici hipoglisemi fazi baslar. Bu kisa siireli hipoglisemi
tepkisi, insiilin salgilanmasinin gegici olarak uyarilmasinin sonucudur. Altta yatan
mekanizma, glukokinaz inhibisyonu yoluyla glikoz fosforilasyonunun blokaj1 nedeniyle
gecici olarak azaltilmig bir tiikketim ve artan ATP varligidir. STZ glukokinazi inhibe
etmediginden, bu ilk gecici hipoglisemi fazi STZ enjeksiyonuna yanit olarak gozlenmez.
Bu faz sirasinda morfolojik degisiklikler minimaldir. ikinci faz, toksinlerin

uygulanmasindan bir saat sonra kan glukoz konsantrasyonunda artis ve plazma
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insiilininde azalma ile baslar. Genellikle 2-4 saat siiren bu ilk hiperglisemi fazi,
hipoinsiilinemiye yol agan insiilin salgilanmasinin inhibisyonundan kaynaklanir. Bu faz
sirasinda beta hiicreleri, hiicre i¢i vakuolizasyon, piiriizlii endoplazmik retikulumun
genislemesi, Golgi alaninin azalmasi, salgi graniillerinin ve insiilin igeriginin azalmasi ve
sismis mitokondriler gibi ultrastriiktiirel diizeyde morfolojik degisiklikler gosterir.
Ucgiincii faz, yine bir hipoglisemik fazdir ve tipik olarak toksinlerin enjeksiyonundan 4-8
saat sonra meydana gelir ve birkag saat siirer. O kadar siddetli olabilir ki konviilsiyonlara
neden olabilir ve hatta a¢lik nedeniyle karaciger glikojen depolar: tiikkendiginde glikoz
verilmediginde oliimciil olabilir. Bu siddetli gegis hipoglisemisi, toksin kaynakli salgi
graniili ve hiicre zar1 ywrtilmasi sonucu dolagimin insiilinle dolmasiyla olusur.
Pankreatektomi bu fazi 6nler. Birinci fazda goriilen morfolojik degisikliklere ek olarak,
beta hiicre ¢ekirdekleri piknotiktir ve bu degisiklikler geri dondiirtilemezdir. Dordiincti
faz kalic1 diyabetik hiperglisemik fazdir. Morfolojik olarak, tam degraniilasyon ve beta
hiicre biitlinliigiiniin kayb1 12-48 saat i¢inde goriiliir. Beta olmayan hiicreler saglam kalir
ve toksik etkinin beta hiicre segici karakterini gosterir. Olen beta hiicrelerinden
kaynaklanan hiicre artiklar1 aktive olmayan siipiiriicii makrofajlar tarafindan temizlenir
(83). Bunedenle, alloksan ve STZ enjeksiyonlari esas olarak ayni kan glukozu ve plazma
insiilin tepkilerini indiikler ve instiline bagimli tip 1 benzeri diyabet sendromuna neden
olur. Beta hiicre yikiminin agiklanan tiim morfolojik 6zellikleri nekrotik hiicre 6liimiiniin
karakteristigidir. Bu mekanizma hem insanlarda hem de hastaligin kemirgen
modellerinde, beta hiicre Oliimiiniin, yirtilmis salgi graniillerinden insiilin sizintisi
olmaksizin apoptotik hiicre 6liimiiniin sonucu oldugu otoimmiin tip 1 diyabetin altinda
yatan mekanizmayla acik¢a ¢elismektedir (128). Edo ve ark. siganlarda DM indiiklemek
icin 60 mg/kg alloksan (129), Khavarimehr ve ark. ise 40 mg/kg STZ (24) kullanmislardir.
Biz de ¢alismamizda, tek doz 50 mg/kg STZ uygulayarak 96. Saat sonunda kan-glukoz
seviyeleri en az iki katina ¢ikan sicanlar DM’li kabul edildi ve DM grubundaki sicanlarda
deney sonuna kadar hiperglisemi izlendi. 42 giinliik deney sonunda kan-glukoz
diizeylerinin 1. giin, 14. giin, 28. giin ve 42. giin itibartyla DM grubuyla diger gruplar
arasinda artis yoOniinde anlamli farklar bulundu (p < 0,001). K, DM ve DM+O
gruplarindaki sicanlarin kan-glukoz seviyesi, zaman i¢inde 6l¢iimlerde anlamli degisiklik
gostermedi. ®-3 grubunda zaman i¢inde dl¢limlerde anlamli degisiklikler gozlendi (p =
0,025). Sonug olarak, bu veriler, gruplar arasindaki ve zaman igindeki kan glukoz
seviyelerindeki degisiklikleri ortaya koymakta ve belirli zaman noktalarinda anlamli

farkliliklar oldugunu gostermektedir. DM ve DM+O gruplarinin yiiksek glukoz
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seviyeleri, diyabetin etkisini ve w-3 tedavisinin etkinligini vurgulamaktadir. Insiilinin
varligi, glukoz tasiyicilarinin (GLUT'ler) uyarilmasina neden olur, glukozun bu
tastyicilarin hiicre dig1 kismina baglanmasina izin verir, bu da proteinin translokasyonuyla
sonuglanir, boylece hiicreye hizli glukoz difiizyonu saglanir. DM'de azalan insiiline bagl
olarak, glukoz metabolizmasi ve kullanim siireglerinde diizensizlik vardir ve bu da
insiilinin glukoz tastyici translokasyonu iizerindeki uyarici etkisini es zamanli olarak
degistirir (130,131). Khavarimehr ve ark. ¢alismalarinda, 300 mg/kg ve 600 mg/kg ®-3
uygulamasiyla kan-glukoz degerlerinin DM grubuna gore anlamli olarak azaldigim
gostermislerdir (24). Biz de bu sonuglarla uyumlu olarak 500 mg/kg -3 takviyesinin
hiperglisemik durumu azalttiginm1 bulguladik.

Glukoz tastyicis1t GLUT-2 araciligiyla STZ beta hiicrelerine niifuz eder ve DNA
iskeletindeki fosfatlara metil-etil gruplarinin baglanmast olan DNA alkilasyonunu
tetikler. ADP-ribosilasyonunun aktivasyonu DNA'daki bu hasardan kaynaklanir. Bu DNA
hasar1 hiicresel NAD ve ATP'min parcalanmasiyla ve Poli ADP-ribosilasyonuyla
sonuclanir (DNA hasarinin tespitinde ve onariminda rol oynar; enzimi PARP, substrat
olarak NAD'a ihtiya¢ duyar). Siiperoksit radikalleri (O°), ksantin oksidazin artan ATP
defosforilasyonu nedeniyle bir substrata sahip olmasi durumunda olusur. Daha sonra,
hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit (H>O») iiretilir. SOD, siiperoksit radikalleri
H>0,'ye doniistiiriir (132). @-3 PUFA’larin STZ’ nin yol agtig1 hiperglisemiyi regiile ettigi
ayn1 zamanda DM’li hastalarda ®-3’lin plazma lipid spektrumu iizerinde olumlu bir
etkiye sahip oldugunu ve insiilin duyarliligini artirdigin1 gésteren ¢alismalar mevcuttur
(133). Deneysel DM modeli olusturulan bazi ¢alismalarda, DM’li siganlarin viicut
agirliklarinin kontrol gruplarima gore anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (134—136).
Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda, tam tersi olarak DM’li si¢anlarin viicut agirliklart K
gruplarma kiyasla anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (110, 137). Aminzadeh ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢calismada, DM grubunun K grubuna kiyasla viicut agirliklarinin
anlamli olarak arttig1 gézlenmistir (110). Hasan ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada,
DM’ye bagli olarak artan sican viicut agirliklarinin -3 uygulamasiyla azaldigi
bildirilmistir (137). Yaptigimiz ¢calismada, tiim gruplarda 42 giinliik deney siiresi sonunda
deney baslangicina gore viicut agirliklarmin literatiirde bildirildigi sekilde artmustir.
Ancak deney baslangici ve sonu arasindaki viicut agirliklart degisim oranlarinin K (56
gr) ve O (56 gr) gruplarinda benzer, DM (42 gr) grubunda ise K ve O gruplarina gore
azalmistir. DM+O (65 gr) grubu ise K, DM ve O gruplarindakine gore artmisti. DM

grubundaki siganlarin, deney siiresi boyunca artmis olmasina ragmen deney baslangici ve
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sonu arasindaki viicut agirlig artis oran1 diger gruplara gore daha diistiktiir. ©-3"iin kilo
kaybr etkisi gosterdigi mekanizma, yag dokusuna triasilgliserol tedarigini azaltan ve yag
dokusunda lipit birikimini 6nleyen cok diisiik yogunluklu lipoprotein sentezindeki
azalmadir (138).

Al-Roujeaie ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, DM grubunda K grubuna
gore testislerde kiiciilme rapor edilmistir (139). Calismamizda, K, DM ve DM+O
gruplarinda testis agirliklar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi. ®-3 grubunda diger
gruplara kiyasla testis agirliginda anlamli bir artis gézlendi (p < 0,05). Yine Al-Roujeaie
ve ark. tarafindan yapilan ayni ¢alismada DM olusturulan gruptaki si¢anlara ait seminifer
tiibiillerin capinda ve seminifer epitel yiiksekliginde kayda deger bir azalma gozlenmistir.
Ancak Al-Roujeaie ve ark.’nin aksine ¢alismamizin sonuglari, seminifer tiibiil ¢ap1 ve
seminifer epitel yiiksekligi acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini
gostermektedir. Bu, DM’ nin ve ®-3’iin uyguladigimiz doz ve siirelerde bu parametreler
iizerinde belirgin bir etkisi olmadigina isaret etmektedir.

Yapilan ¢alismalarda, diyabetik sicanlarin testislerindeki germinal hiicrelerde
dejenerasyon, diizensizlik ve interstisyel 6dem dahil olmak iizere anormal degisiklikler
bildirilmistir (140, 141). Calismamizda, DM grubunda en yiiksek anormal tiibiil yiizdesi
bulunurken, K ve O gruplarinda en diisiik anormal tiibiil oranlar1 gézlenmistir. Bu farklar
istatistiksel olarak anlamhidir (p < 0,001). DM+O grubunda -3 etkisi ile, normal
tiibiillerin oran1 artmis ve anormal tiibiillerin oran1 azalmistir. K ve O'da ise normal
tiibiillerin oran1 yiiksek, anormal tiibiillerin oran1 diisiiktiir. Bu bulgular, ®-3 tedavisinin
tiibiiler yapiyr olumlu etkileyebilecegini, hipergliseminin sebep oldugu testikiiler
hasarlar1 ortadan kaldirarak iireme saglig1 lizerindeki olumlu etkilerinin olabilecegini
ortaya koymaktadir.

DM, ROS’un agir1 iiretimi ve antioksidan savunmalarin azalmasi nedeniyle artan
oksidatif strese yol acar. Bu oksidatif stres, sperm DNA'sina, lipitlerine ve proteinlerine
zarar vererek sperm fonksiyonunu bozar (142). Altamimi ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, DM modeli olusturulmus sicanlarda, kontrol grubundaki sicanlara kiyasla,
kuyruksuz, bassiz, kivrik boyunlu ve kivrik kuyruklu sperm sayisinda artis gozlenmistir.
(143). Calismamizda, DM’ nin sperm morfolojisi {izerine olumsuz etkisi belirgin sekilde
gozlemlenmistir. DM grubundaki sicanlara ait sperm morfoloji analizlerinde bas, boyun,
kuyruk anomalisi bulunan spermlerin sayis1 K grubundakinden yiiksek bulunmustur. DM
grubunun normal sperm morfolojisi ylizdesi agisindan en diisiik, morfolojik anomalili

sperm yiizdesi acisindan ise en yiiksek degerlere sahipti. DM+O grubu »-3 tedavisi
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sonrasi, DM grubuna gore normal hiicre ylizdesinde artis ve anomali yilizdesinde azalma
gozlendi, ancak yine de K ve O gruplarmmin seviyesine ulagamamistir. Bu, sperm
morfolojisinin korunmasi {izerine ®-3’lin kismen etkili oldugunu, ancak tam bir iyilesme
saglamadigini gostermektedir. Ek olarak, yiiksek derecede giiglii serbest radikallerin
iretiminin artmast ve bunu takip eden AGE'lerin iiretiminin yani sira, DM'de AGE
reseptoriiniin ekspresyonunda bir artig da rapor edilmistir (127). Mevcut arastirmalara
gore DM'nin erkek {ireme potansiyelini azaltan bir takim klinik ve fizyolojik
degisikliklere neden oldugu agiktir (144).

-3, hiicre zarinda bol miktarda bulunmasi nedeniyle ve 6zellikle DHA'ya bagiml
olan sperm hareketliligi ve canlilig1 basta olmak {izere bir¢ok fizyolojik aktivitede dnemli
rol oynamaktadir (145). Sperm membraninda azalan DHA, sperm zar1 akiskanliinin,
hareketliliginin ve délleme kapasitesinin azalmasina neden olabilir (146). Ayrica ®-3’iin,
sitoprotektif, antiinflamatuvar ve antioksidan etkileri sayesinde testis dokusunun DM’nin
zararl etkilerinden korunmasinda 6nemli rol almast muhtemeldir (125). ®-3, bu etkileri
sayesinde erkek iireme sisteminde, DM’ ye bagli gelisen tiibiiler farklilasmanin ve
spermatogenez endekslerinin 1yilesmesine, tiibliler atrofinin azalmasina ve germ
hiicrelerinin ayrismasinin engellenmesine yardimci olmaktadir.

Saglikli testis dokusu, kendiliginden apoptozis siirecinde hasarli veya anormal
germ hiicrelerini ortadan kaldirir. Ancak diyabetik sicanlarda, oksidatif strese bagl
olabilecek apoptotik germ hiicre sayisinda artis gézlenmektedir (40). Bayram ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada, ROS nedeniyle artan sperm hasar ile erkek faktorlii
kisirlik diyabetinde apoptozun gdstergesi olan daha yiiksek sitokrom c, kaspaz 9 ve 3
seviyeleri arasindaki korelasyon gosterilmistir (147). Calismamizin bulgulara gore,
KAS-3 immiinreaktivite diizeyi incelendiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p < 0,001). DM grubu, diger ii¢ gruba goére daha
yiksek KAS-3 immiinreaktivitesine sahiptir. Dolayisiyla, DM’nin mitokondriyal
bozulma ve sitokrom ¢ enziminin salinimiyla birlikte apoptotik hiicre 6liimlerine sebep
oldugu ve ®-3’1in bu asir1 apoptozis durumunu iyilestirdigi saptanmustir.

Anjiyogenez, vaskiilojenezin erken agsamasinda 6nceden var olan damarlar i¢in
yeni kan damarlarinin olustugu fizyolojik stirectir. Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
(VEGF), o6nceden var olan damarlarin (anjiyogenez) veya yeni damarlarin (vaskiilojenez)
biiylimesini uyaran yeni kan damarlarinin olusumuna 6nemli bir katkida bulunur ve bu
nedenle embriyonik gelisim ve damar onarimi i¢in anahtardir (148, 149). Diyabetin

anjiyojenik paradoksa yol actigi gosterilmistir: hem diyabetik retinopatide ve kronik
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travmada artmig VEGF hem de diyabetik kardiyomiyopatide azalmigs VEGF ve bozulmus
kollateral damar biiyiime anjiyogenezi ile iligkilidir (150). Calismalar, VEGF'nin bolgesel
dolasimdaki normal kan akigini siirdiirerek testislerde 6nemli bir diizenleyici role sahip
oldugunu ileri stirmektedir ve diyabetik si¢anlarin testislerindeki VEGF diizeyinin, artan
apoptoz ve testis hasartyla birlikte normalden daha disiik oldugunu gostermistir.
VEGF'deki bu azalmanin, diyabette erkek iireme sistemi islev bozuklugunda rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (151). Long ve ark., hipergliseminin mikro dolagim
hasarlarina neden oldugunu ve testis yapisinin deforme oldugunu gostermistir (152).
Ayrica testikiiler sertoli hiicrelerinin, endotelyal hiicre gociinii ve proliferasyonunu
tetikleyen en yiiksek VEGF seviyelerini tirettigi dogrulanmistir (153). Long ve ark., ayni
zamanda testikiiler sertoli hiicrelerinin diyabetik kosullarda canliliginin azaldigini ve
ardindan VEGF {iretiminin azaldigimi bildirmistir. Ayrica ¢alisma, kan dolasimindaki
fonksiyon bozuklugunun, spontan vazomotionun kaybolmasini i¢erdigini ve diyabetik
sicanlarda vaskiiler alan veya yogunlukta bir azalmanin goriilebilecegini gostermistir.
Diyabetik durumlardaki oksidatif stres mikrovaskiiler sistemi etkileyerek vaskiilopatiye
yol agmaktadir. Dolayisiyla damar yapilarinin hasar gérmesi kan desteginin yetersizligine
neden olur ve sonugta gozler, sinirler ve testis gibi farkli organlara zarar verir (152). o-
3’lin damar yapilar lizerindeki olumlu etkileri kanitlanmistir. Calismamizda, VEGF
immiinreaktivitesi incelendiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur (p < 0,001). DM grubunun, diger ii¢ gruba gore daha diisiik VEGF
ekspresyonu seviyelerine sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglar, DM’nin sebep
oldugu vaskiiler hasara kars1 -3’{in, anjiyogenez ve vaskiilogenez iizerindeki onarici
etkisini gostermektedir.

Testislerde glikoz metabolizmasi hayati 6neme sahip bir siirectir. Ayrica,
spermatogenezin in vivo siirdiiriilmesi glukoz metabolizmasina baglidir, ancak glukoz
tiibtiler s1vida diisiik seviyede bulunur (154). Sonug olarak, BTB’nin varligi, glikozun ve
diger metabolik ara maddelerin kandan germ hiicrelerine tasinmasini énemli 6l¢iide
kontrol eder. Bu nedenle, glikozun ve diger metabolik ara maddelerin kandan germ
hiicrelerine taginmasi, 6zellikle BTB’nin varlig1 nedeniyle yiiksek diizeyde kontrol edilir.
Bu bariyer seminifer epiteli fiziksel olarak iki bolmeye ayirmakla kalmaz, ayn1 zamanda
rete testis sivisi ile lenf veya plazma arasinda farkl seviyelerde madde ve metabolitlerin
korunmasindan da sorumludur (155). BTB'nin tiim fonksiyonlariyla ilgili testis
hiicrelerinden biri Sertoli hiicresidir. Bu hiicrelerin erkek iireme fonksiyonu iizerinde o

kadar 6nemli bir rolii vardir ki sayilar1 genellikle testis boyutuyla iligkilidir. Seminifer
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stvinin interstisyel bosluktan liimene taginmasinda gorev alirlar. Ayn1 zamanda, seminifer
stvinin pH'in1 ve iyonik bilesimini de kontrol ederler (156).

Anatomik olarak, BTB Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin bir
sonucudur. Bu sertoli hiicreleri birbirlerine TJP1 proteinleri ile baglanirlar. BTB'nin
yapisinin bozulmasi, iireme sisteminin zarar gérmesinin ilk adimidir. Okludin, ZO-1 ve
Claudin-11, BTB'nin biitiinligiiniin korunmasinda énemli bir rol oynayan TJ'deki integral
membran proteinleridir. Yapilan ¢alismalar, DM’de, oksidatif stresin sonucu olarak artan
ROS birikiminin, apoptozisde onemli bir yolak olan JNK yolagini aktive ettigini
gostermektedir. Bu yolagin aktivasyonu ise TJ protein yapilarinin bozulmasina yol
acmaktadir (141). Yaptigimiz ¢alismada, DM, diger gruplara gore anlamh olarak daha
diisiik TJP1 immiinreaktivitesine sahipti. DM+O ve O gruplari, K grubu ile benzer TJP1
immiinreaktivitesine sahiptir. Bu sonuglar, DM’nin BTB {izerinde verdigi hiicresel hasara
kars1 o-3’1in 6nemli bir iyilestirici etkisi oldugunu ortaya koymaktadir.

Hipotalamus normalde GnRH salgilar. Bu, 6n hipofizi FSH ve LH salgilamasi i¢in
uyarir. FSH, spermatogenez siirecine yardimci olmak i¢in seminifer tiibiillerdeki Sertoli
hiicrelerini uyarirken, LH, Leydig hiicrelerini T salgilamas1 i¢in uyarir. Spermatozoa
glikoliz ve oksidatif fosforilasyonu kullanarak enerji iiretir. Enerji iretmek icin disaridan
gelen heksozlar (glikoz, fruktoz ve mannoz gibi) ve daha kiiciik substratlar1 (laktat, sitrat
amino asitleri ve lipitler gibi) kullanirlar. Spermatozoa, kendi insiilinini salgilar ancak
hormonal degisikliklerden etkilenir. Bu nedenle DM'de insiilin eksikligi veya insiiline
duyarsizlik, endokrin yolunu (negatif geri besleme mekanizmasi) degistirerek erkek
iireme fonksiyonunun bozulmasina neden olur (123).

Cesitli galismalar, DM nin HPG ekseni lizerindeki etkisinin DM’ nin tiiriine bagl
olmadigini, tiim DM modellerinde benzer sonuglar gosterdigini gostermistir. Bagka
herhangi bir sistemik rahatsizlig1 olmayan toplam 72 diyabetik kadinla (yas ortalamasi
38.8) yapilan bir ¢alismada, HPG ekseninin DM tarafindan 6nemli 6lgiide baskilandigi
ve dolayisiyla FSH ve LH hormon seviyelerinin 6nemli 6l¢lide azaldigi bulunmustur
(157). 21 erkekle (25-65 yas) yapilan baska bir ¢alismada DM’de testosteronun sinirl
salgilanmas1 sebebiyle Leydig hiicrelerinin fonksiyonunda azalma oldugu bildirilmistir
(158). Hayvan modelleriyle yapilan birgok ¢alismada da ayni sekilde DM’nin FSH, LH
ve T hormon konsantrasyonlarinda énemli bir azalmaya sebep oldugu bildirilmistir (67,
159, 160). Calismamizda bu sonuglara paralel hormon seviyeleri gozlemledik. K, diger
gruplarla karsilastirildiginda hem FSH hem de LH seviyelerinde en yiiksek degerlere
sahipti. Ancak T seviyesinde O grubunun en yiiksek degere sahip oldugu gozlendi. DM
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grubu hem FSH hem de LH seviyelerinde en diisiik degerlere, T seviyesinde ise en diisiik
degere sahip gruptu. DM+O, FSH ve LH seviyelerinde orta diizeyde degerlere sahipken,
T seviyesi agisindan K grubuyla benzerlik gosterdi. O grubu, FSH, LH ve T seviyelerinde
en yliksek degerlere sahipti. Dolayisiyla sonuglarimiz, DM’nin HPG eksenine etkisini
destekleyici niteliktedir. -3 takviyesi verilen grupta ise hormon seviyelerinin K grubuna
yakin degerler sergiledigi yani DM nin sebep oldugu hormonal diisiisii ®-3’in anlamli
olarak arttirdig1 gézlemlendi.

Testisteki antioksidan mekanizma, testisteki iki temel olayin yani spermatogenez
ve steroidogenezin oksidatif stres tarafindan olumsuz yonde degismemesine neden
olmaktadir. Testiste bulunan bu antioksidanlar, giinlimiizde diyabet dahil ¢ok c¢esitli
durumlarin patolojik reaksiyonunu gizleyen testis fonksiyon bozuklugunun ana kaynagi
olarak degerlendirilen oksidatif stresin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Testiste bulunan bu antioksidanlar, testis fonksiyon bozuklugunun ana kaynagi olarak
degerlendirilen oksidatif stresin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yapilan
caligmalarda, hem Tip 1 DM hem de Tip 2 DM hayvan modellerinde antioksidan
enzimlerde dikkate deger bir diisiis ve testis lipid peroksidasyonunda bir artis dikkat
cekmektedir. STZ ile indiiklenen siganlarinin kullanildig1 ¢aligmalar, SOD, KAT ve GSH
aktiviteleri gibi antioksidan enzimlerde kayda deger bir diisiis ve lipid peroksidasyon
belirteci olan MDA seviyesinde dikkate deger bir artis oldugunu gostermistir (158, 161).
Gobbo ve ark. tarafindan yapilan STZ ile indiiklenen Tip 1 DM sig¢anlarinin kullanildigi
baska bir ¢alismada ise testikiiler SOD, CAT, GSH ve MDA aktivitelerinde 1 ve 8 hafta
sonra bile kayda deger bir degisiklik olmadig1 gosterilmistir (162). Mevcut calismamizda,
SOD, KAT, GSH ve MDA seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar oldugu belirlendi (p < 0,001). Sonuglarimiza gére, DM grubu, MDA
seviyelerinde en yiiksek degerlere sahiptir ve oksidatif stresin bir gostergesi olarak DM
grubunda en fazla oldugu goriilmektedir. DM, en diisiik GSH, SOD ve KAT seviyelerine
sahiptir. O grubu, en diisiik MDA, en yiiksek GSH, SOD ve KAT seviyelerine sahiptir.
Bu da o-3’iin antioksidan kapasiteyi arttirdigini, oksidatif strese karsi savunma
mekanizmasini giiclendirdigini ve hiicresel koruma mekanizmalarini aktive edebildigini
gostermektedir. DM+O grubundaki oksidan ve antioksidan seviyeleri K grubuna
benzerlik gosterdi. Bu sonuglar, ®-3’tin DM nin sebep oldugu oksidatif stresin etkilerini

iyilestirdigi sonucunu ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz, DM’nin erkek iireme sistemi iizerinde olumsuz etkileri oldugunu ve
bu etkilerin beslenme miidahaleleriyle kismen hafifletilebilecegini ortaya koymaktadir.
Ozellikle -3 PUFA’larin, diyabetin testis dokusuna ve sperm kalitesine olan zararlarimi
azaltmada etkili oldugu belirlenmistir. DM grubundaki sigcanlarda sperm morfolojisi ve
tiibiiler yapidaki anormallikler belirgin sekilde yiiksekken, -3 uygulanan grupta bu
anormalliklerin azaldig1 gozlemlenmistir. Ancak, ®-3 tedavisinin DM'nin tiim olumsuz
etkilerini tamamen ortadan kaldirmadigi da goézlendi. Ayrica, DM'nin hiperglisemiye
neden olarak insiilinin glukoz tasiyicilarini uyarma yetenegini bozdugu, bu durumun da
sperm fonksiyonunu olumsuz etkiledigi anlasilmistir.

Diyabetin sebep oldugu oksidatif stres, lireme saglig1 tizerinde yikicr etkiler
yaratmaktadir. Oksidatif stres, ROS’un asir1 iiretimi ve antioksidan savunmalarin
azalmas1 sonucu ortaya ¢ikar. Bu durum, hiicre zarlarina, proteinlere ve DNA'ya zarar
verir. Antioksidanlar, bu zararh etkileri notralize eden ve hiicrelerin oksidatif stresten
korunmasini saglayan molekiillerdir. Calismamizda, DM grubundaki si¢anlarda belirgin
bir oksidatif stres artisi gozlemlenmis, bu da sperm kalitesinde ve testis dokusunda
bozulmalara neden olmustur. Antioksidan savunmasi1 SOD, KAT ve GSH gibi enzimler
tarafindan saglanir. Bu enzimler, ROS'u nétralize ederek hiicreleri korur. Ancak DM
grubundaki siganlarda, bu enzimlerin seviyelerinde belirgin bir diisiis goriilmiistiir.
Ayrica, lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA seviyeleri DM grubunda
artmistir. -3 takviyesi yapilan DM+O grubunda ise, antioksidan enzim seviyelerinde
artis ve MDA seviyelerinde azalma gézlemlenmistir. Bu bulgular, ®-3 yag asitlerinin
antioksidan savunma mekanizmalarini giliclendirerek oksidatif stresi azalttigini
gostermektedir.

Calismamizda hormon seviyeleri incelendiginde, HPG ekseninde 6nemli
bozulmalara yol a¢tig1 gézlemlenmistir. K grubuna kiyasla DM grubunda FSH, LH ve T
seviyelerinde belirgin diisiisler tespit edilmistir. Bu bulgu, DM'nin {ireme hormonlarinin
salimmmin1  baskiladigimi ve HPG ekseni iizerinde olumsuz etkiler yarattigini
gostermektedir. ®-3 uygulamasimin DM+O grubunda ise hormon seviyelerinde iyilesme
gOriilmiistiir.

Calismamizin bulgular1, omega-3 uygulamasinin DM’nin testis dokusu iizerindeki
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olumsuz etkilerini azaltabilecegini ve bu yag asitlerinin diyabetik bireylerde lireme
sagligint korumada potansiyel bir terapdtik ajan olarak degerlendirilebilecegini
gostermektedir. Ancak, daha genis Ol¢ekli ve uzun siireli ¢alismalarla bu bulgularin
dogrulanmas1 ve omega-3’iin etkinliginin daha ayrintili olarak incelenmesi

gerekmektedir.
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