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1. OZET

Diyabet pankreastan salgilanan insiilin hormonunun yetersizligi ya da
insiilinin viicutta yeterinCe kullanilamamasi sonucu kan ve idrarda artan glikoz
miktarmin kalp, karaciger, bobrek, beyin ve testis dokulari basta olmak iizere
biitlin  organizmay1 etkiledigi bir hastaliktir. Serbest radikal dengesinin
bozulmasina bagli olarak sekillenen oksidatif stresin, diyabet etiyolojisinde rol
oynadig1 tespit edilmistir. Serbest radikal/antioksidan dengesinin diizelmesi i¢in

yalanci igdenin kullanildigi ¢calismalar dikkat ¢ekmistir.

Calismada, Streptozosin (STZ) ile indiiklenmis diyabet sonrasi bobrek ve
testis dokularinda meydana gelen oksidatif strese karst yalanci igdenin
biyokimyasal, spermatojenik ve histopatolojik etkisinin incelenmesi hedeflendi.
Ayrica enerji ve glikoz metabolizmas: ile iliskisi son yillarda kesfedilen irisin ve
Asprosinin testis ve bobrek dokusunda immunoreaktivitesinin incelenmesi ve
Yalanci igdenin (Hippophae Rhamnoides L.) bu proteinler iizerine antioksidan

yoniinden koruyucu etkisinin aragtirilmasi amaclandi.

Bu amagla; 7 haftalik 39 adet Sprague-dawley irki erkek ratlar kullanild.
Gruplar; Kontrol grubu, Sitrat Grubu, SBT grubu, Diyabet grubu ve Diyabet +
SBT olmak tizere 5 gruba ayrildi. Deneyin baslangicinda tiim ratlarin kan-glikoz
degerleri ve canli agirliklar1 Slgiildii. Kontrol grubuna (n:7) herhangi bir islem
uygulanmadi; Sitrat grubuna (n:7) 0,01 M sitrat tamponu intraperitoneal (i.p.)
olarak verildi. SBT grubuna (n:7) deney siireci boyunca yalanci igde yag1 giin
asir1 olacak sekilde 70 mg/kg dozunda 8 hafta boyunca oral gavaj yontemi ile

uygulandi. Diyabet grubuna (n:9) 50 mg/kg dozda STZ i.p. yolla enjekte edildi.



Enjeksiyondan 72 saat sonra kan-glikoz degeri 250 mg/dl olan ratlar diyabetik
olarak kabul edildi. Diyabet + SBT grubu (n:9) ratlara 50 mg/kg dozda i.p. yolla
STZ enjekte edildi. Enjeksiyondan 72 saat sonra kan-glikoz degeri 250 mg/dl olan
ratlar diyabetli olarak kabul edildi. Diyabet kabul edilen ratlar giin asir1 yalanci
igde yag1 (SBT) 70 mg/kg dozunda oral gavaj yontemi ile verildi. 8 hafta sonunda
kan-glikoz degeri ile viicut agirligi olgiilen ratlar sakrifiye edilerek testis ve
bobrek agirliklart Olgiildi. Biyokimyasal incelemeler i¢in serum Ornegi ve
spermatojenik muayene i¢in sperm Ornekleri alindi. Testis ve bdbrek dokulari
histopatolojik (Hematoksilen-Eosin, Periyodik Asit Schiff ve Crossman boyama)

ve immiinohistokimyasal yontemlerle incelendi.

Deney sonunda canli viicut agirliginin diyabet grubunda azaldigi, Diyabet
+ SBT grubunda ise artmis oldugu gozlendi. Kan-glikoz degerinin ise Kontrol
grubuna gore Diyabet grubunda arttigi belirlendi. Diyabet + SBT grubunda ise

kan glikoz degerinin Diyabet grubuna gore diistiigii gortildii.

Histopatoloik incelemeler igin uygulanan; Hematoksilen-Eosin, Periyodik
Asit Schiff ve Crossman boyamalari sonucunda bobrekte meydana gelen
hiperemi, bowman araliginda daralma, bazal membranda kalinlagma ve bag
dokuda artis gibi degisiklere karsi, yalanci igde uygulamasinin azaltici etkisinin
oldugu goriildii. Diyabet grubunda artan bobrek agirligina karsi, Diyabet + SBT
grubunda bobrek agirligmin azaldigi goriildii. Bébrek Irisin diizeyinin kontrol
grubuna gore diyabet grubunda azaldigi, buna karsi Diyabet + SBT grubunda
arttig1 gozlendi. Bobrek Asprosin immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore
diyabet grubunda arttigi, Diyabet + SBT grubunda ise Asprosin

immunoreaktivitesinin benzer oldugu gozlendi. Diyabetle iligkili oksidatif strese



bakildiginda ise en diisiik TOS degerinin diyabetik grupta en yiliksek TAS
degerinin ise SBT grubunda oldugu goriildii. Oksidatif stres indeksinin Diyabet

grubunda en diisiik oldugu ve Diyabet +SBT grubunda arttig1 goriildii.

Testis dokularina uygulanan Hematoksilen-Eosin, Periyodik Asit Schiff ve
Crossman boyama sonuglarina gore histopatolojik olarak seminifer tubuller ve
Leydig hiicrelerinde meydana gelen dejenerasyon, interstisyel hiperemi, bag doku
artig1, bazal membranda kalinlagma gibi degisiklere karsi, yalanci igdenin azaltict
etkisi oldugu goriildii. Ancak testis agirhigina etkisi goriilmedi. Testis dokusuna
yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonunda, Irisin diizeyinin kontrol
grubuna gore diyabet grubunda azaldigi buna karsi Diyabet + SBT grubunda
arttigr gozlendi. Testis dokusunda Asprosin seviyesinin kontrol grubuna gore
diyabet grubunda azaldigi, Diyabet + SBT grubunda ise Asprosin
immunoreaktivitesinin arttigi gozlendi. Alinan sperm Orneklerinden Diyabet
grubuna gore Diyabet + SBT grubunda sperm motilite ve yogunlugunda artis
goriiliirken, anormalite de etkisi goriilmedi. Ancak sadece SBT uygulanan

hayvanlarin anormalite degeri en diisiik bulundu.

Sonug olarak; deneysel diyabet olusturulmus hayvanlara uygulanan SBT
yaginin diyabet kaynakli canli agirlik kaybini azalttigi, kan-glikoz degerini
diisiirdiigii ve SBT’nin diyabet sonrasi olusan oksidatif stresin zararli etkilerini
azalttigr goriildii. Bunun yaninda diyabetik hayvanlarin spermatojenik muayane
sonucunda SBT yaginin iyilestirici etkisinin oldugu tespit edildi. Son olarak ise;
diyabet kaynakli testis ile bobrek dokularinda meydana gelen histopatolojik
hasarlar {izerinde SBT nin azaltici etkisinin oldugu ve Irisin ve Asprosin iizerine

SBT’nin pozitif etkisi oldugu izlendi.



Anahtar Kelimeler: Irisin, Asprosin, Diyabet, Hippophae Rhamnoides,

Oksidatif Stres, Yalanc1 igde.



2. ABSTRACT

Investigation of Effect of Hippophae Rhamnoides L. (Sea Buckthorn) on
Distribution of Irisin and Asprosin in Kidney and Testicular Injury in Rats
with Experimentally Induced Diabetes

Diabetes is a disease which increased amount of glucose in blood and
urine affects the whole organism, especially heart, liver, brain, kidney and
testicular tissues due to insufficiency of insulin hormone secreted from pancrease
or as a result of insufficient use of insulin in the body. Studies have shown that
oxidative stress, which occurs due to inbalance of free radicals, plays in etiology
of diabetes. Studies which sea buckthorn was used to improve free

radical/antioxidant balance drew attention.

In this study, examination of biochemical, spermatogenical and
histopathological effects of sea buckthorn against oxidative stress in kidney and
testicular tissues after STZ-induced diabetes was aimed. In addition, examination
of immunoreactivity of Irisin and Asprosin, whose relationship with energy and
glucose metabolism has been recovered in recent years, in kidney and testicular
tissues, and investigation of possible protective effects of antioxidant-rich sea

buckthorn was aimed.

For this purpose; 39 Sprague-Dawley male rats at 7 weeks of weeks of age
were used. These animals were divided into 5 groups as Control group, Citrate
group, SBT group, Diabetes group and Diabetes + SBT group. At the beginning of
experiment, blood-glucose levels and body weights of all rats were measured. No
procedure was applied to control group rats (n:7); Citrate groups rats (n:7)
received 0,01 M citrate buffer intraperitonally. SBT group animals (n:7) received

seabuckthorn oil via oral gavage with dose of 70 mg/kg every other day for 8



weeks. Diabetes group rats (n:9) injected intraperitonally with STZ with dose of
50 mg/kg. After 72 hours, rats with blood-glucose level higher than 250 mg/dL
were considered diabetic. Diabetes+SBT group rats (n:9) injected with STZ with
dose of 50 mg/kg. After 72 hours, animals with blood-glucose level higher than
250 mg/dL were considered diabetic. The rats considered as diabetic were
received seabuckthorn oil with dose of 70 mg/kg every other day via oral gavage
method. And the end of 8 weeks, blood-glucose levels, body weight were
measured and all rats were sacrificed and testicular and kidney weight of animals
were measured. Serum samples for biochemical examinations and sperm samples
for spermatological examination were taken. Testicular and kidney tissues
examined with histopathological (Hematoxylin-Eosin, Periodic Acid-Schiff and

Crossman stains) and immunohistochemical methods.

As a result of experiment, body weight values decreased in diabetes group
and increased in Diabetes+SBT group. Also blood glucose levels where higher in
Diabetes group compared to Control group. In diabetes+SBT group, blood-

glucose levels were decreased when compared to Diabetes group.

As a result of Hematoxylin-Eosin, Periodic Acid Schiff and Crossman
stains in kidney tissues, SBT has been shown to reducing effect against changes
such as hyperemia, narrowing of Bowman’s space, thickening of basement
membrane and increase of connective tissue. It was observed that the kidney
weight decreased in the Diabetes + SBT group against increased in the Diabetes
group. Irisin immunoreactivity in kidney was observed to be decreased in diabetes
group, whereas increased in Diabetes+SBT group when compared to Control

group. It was observed that kidney Asprosin immunoreactivity was increased in



Diabetes group and was similar in Diabetes + SBT group when compared to

control group.

When oxidative stress associated with diabetes was examined, lowest TOS
values were detected in Diabetes group and highest TAS values were detected in
SBT group. Also, highest and lowest oxidative stress index were observed in

Diabetes+SBT and Diabetes groups, respectively.

According to results of Hematoxylin-Eosin, Periodic Acid Schiff and
Crossman stains in testicular tissues, SBT has shown to reducing effect against
histopathological changes such as degeneration, interstitial hyperemia, increase of
connective tissue and thickening of the basement membrane which occured in the
seminiferous tubules and Leydig cells. However, no effect was observed in
testicular weight as a result of SBT treatment. In immunohistochemical stains of
testicular tissue, it was observed that Irisin level decreased in the diabetes group
compared to the control group, whereas it increased in the Diabetes + SBT group.
Immunohistochemical staining of Asprosin in testis showed decreased levels of
immunoreactivity in Diabetes group when compared to control group, and
increased immunoreactivity in Diabetes+SBT group. Sperm motility and density
were increased in the Diabetes + SBT group compared to the Diabetes group, but
there was no effect on the abnormality. However, the lowest abnormality value

was found in animals treated with only SBT.

As a result, SBT oil treatment to animals with induced diabetes, has been
found to reduce weight loss as a result of diabetes, decrease blood-glucose levels

and it was observed that SBT reduced the harmful effects of oxidative stress after



diabetes. In addition, it was determined that SBT oil had a healing effect on result
of spermatogenic examination of diabetic animals. Finally, it was observed that
SBT had a decreasing effect on histopathological damage in testicular and kidney

tissues caused by diabetes, and had a positive effect on Irisin and Asprosin.

Keywords: Irisin, Asprosin, Diabetes, Hippophae Rhamnoides, Oxidative

Stress, Sea Buckthorn



3. GIRIS
3.1. Diyabet

Diyabet, genetik ve c¢evresel faktorlerin etkisiyle viicutta insiilin
hormonunun salgilanmamasi veya insiilin hormonunun yetersizliginden
kaynaklanan karbonhidrat ile birlikte protein ve yag metabolizmasinin da

etkilendigi hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir (1)

Diyabet son derece dnemli bir hastalik olup, kan ve idrarda artan glikoz
miktar1 sonucu, birgok komplikasyon ardindan teshisi konulan (1), onlemi
alinmadig taktirde akut ve kronik komplikasyonlarin beraberinde getirdigi 6liimle
sonuglanabilen O6nemli bir toplum hastalig1 olarak karsimiza cikmaktadir (2).
Diyabetin uzun siireli etkilerinden kaynakli; retinopati, nefropati ve ndropati
olmak iizere bir¢ok islev bozukluguna rastlanilmaktadir. Bununla beraber
periarteriyel ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, obezite, erektil fonksiyon

bozukluklari, karaciger yaglanmasi gibi hastaliklarda goriilmektedir (1,3,4).

3.2. Diyabetin Tarihgesi

Diyabetes Mellitus (DM) kelime anlami olarak Diyabetes (Yunanca “akip
gitmek”) Mellitus (Latince “bal kadar tatli”) bal kadar tatli sivinin fazla olmasi
anlamuyla tarihi antik ¢aglara dayanmaktadir (5). M.0.1500 yillarinda Misir Ebers
papirusunda ¢ok idrara ¢ikma (poliiiri) seklinde rastlanmaktadir. Milattan sonraki
yillarda Kapadokyali Arateus, ‘Diabetes’ kelimesini ilk defa ‘viicudun bazi
uzuvlarini eritmesi sonucu i¢i bosalan’ anlaminda kullanmistir (3,5). MS 1000’11

yillarda Ibni Sina’nin kayitlarinda diyabetli hastalarin idrarlarinin tath oldugu ve



susuzluk hissinden bahsedilen kaynaklara rastlanilmistir. 1674 yilinda Thomas
Willis diyabet hastalarmin idrarlarinn tatli oldugunu kanitlamustir. Idrarla birlikte
seker atildigi ise Ingiliz Matthew Dobsoy tarafindan ilk kez 1776 yilinda

gosterilmistir (5,6,7).

1860°da pankreasin langerhans adaciklarinin incelenmesi, 1875’de Claud-
Bernard’in diyabetin noro-hormonal mekanizmasinin incelenmesi; ardindan
1889’da V. Mering ve Minkowski’nin pankreotektomi yontemi ile diyabet
olusumunu ortaya konulmasi diyabet i¢in 6nemli adimlardandir. Ardindan
1921°de deneysel diyabetik kopeklerde, pankreatik ekstrakt enjeksiyonlari ile
diisiik kan seker seviyelerinin gosterilmesi ve 1922’de Best ve Banting’in
pankreas hiicrelerinden insiilini izole etmesi sonucu insiilinin ilk kez insanlarda

kullanilmast ile diyabet hastaliginin tedavisinde 6nemli yol kat edilmistir (6,7).

3.3.  Diyabetin Epidemiyolojisi

Hem vaka sayis1 hem de diyabet prevalansi son birka¢ yilda giderek
artmaktadir. Bu baglamda ekonomik giderleri ve insan sagligi iizerine akut ve
kronik etkilerinden dolayi, diyabet her zaman iizerinde durulmasi gereken

hastaliklarin basindadir.

Diyabet, diinyada her popiilasyonda ve ozellikle diisiik ve orta gelirli
tilkelerin kirsal kesimlerinde yaygin olarak goriilen bir hastaliktir. Tim diinyada
Diyabetes Mellitus’un prevalansinda son yillarda belirgin bir artis gézlenmistir.
Uluslararas1 Diyabet Federasyonuna (IDF) gore 2040’da 10 yetiskinden 1°i

diyabet hastasi olacagi tahmin edilmektedir. Bu da yaklasik olarak 642 milyon
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insana tekabiil etmektedir. 2045 yilinda bu rakamin 700 milyona ulasacag: tahmin

edilmektedir. Her yi1l diinya ¢apinda meydana gelen 1,6 milyon oliim diyabete

atfedilmektedir (8,9).

3.4. Diyabetin Semptomlari

Diyabet hastaliginda klasik semptomlar olarak; Poliiiri, polidipsi, polifaji,
istahsizlik, ¢abuk yorulma, halsizlik, agiz kurulugu ve noktiiri goriilmektedir.
Daha az olarak ise gorme bozukluklari, kilo kaybi, tekrarlayan mantar

enfeksiyonlart ile kagint1 gibi semptomlarla karsilasilabilir (10,11).

Diyabet, insiilin hormonunun yetersizligine neden olmasi ve insiilin
direnci ile dokularda glikozun azalmasi sonucu, viicutta intraselliiler kisimlarda
hipoglisemi, ekstraselliller kisimlarda ise hiperglisemi ile sonuglanmaktadir.
Intraselliiler hipoglisemi sonucu glikogenezis ve glikoneogenezis olusur ve bu da
diyabetik ketozise ve protein sentezinin azalmasina neden olur. Ekstraselliiler
sivida gergeklesen hiperglisemi sonucunda ise hiperglisemik sok ve osmotik

ditirezis goriliir (12).

3.5. Diyabet Hastahgmin Tam ve Siniflandiriimasi

Diyabet sonrast glikoz metabolizmasinda meydana gelen bozukluklarin
tan1 ve siniflandirmasi ilk olarak 1997 yilinda Amerikan Diyabet Dernegi (ADA)
tarafindan yayinlanmistir. Hemen ardindan Diinya Saglik Orgiiti (WHO)

tarafindan 1999 yilinda bazi degisiklikler yapilarak bu standartlar giincellenmistir.
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2003 yilinda ADA, bozulmus aglik glikozu (IFG) tanisinda kiigiik degisiklikler
yapmistir. DSO ve Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan 2006
yilinda yayinlanan raporda 1999 yili koruma standartlari benimsenmistir (9).
Diyabetes mellitus teshisinde kullanilan kan-glikoz parametreleri Tablo 1°de

verilmisgtir.

Tablo 1: Diyabetes mellitus teshisinde kullanilan kan-glikoz parametreleri

No_rmal Bozulmus Glikoz  Diyabetes
Glikoz .
Toleransi Mellitus
Toleransi
Aclik kan glikozunun mg/dl <100 i i
(mmol/L) (5.6) 1 00-125 (5.6-6.9) >126(7.0)
Agizdan verilen 75 gr’lik glikoz
yiiklemesini (Oral glukoz <140 >140-199 >200
tolerans testi-OGTT) takiben 2 (7.8) (7.8-11.0) (11.1)
saat sonraki mg/dl (mmol/L)
0 — .
HDbA 1 ¢ (%) Glikozillenmis <57 57-6.4 > 6.5

hemoglobin)

3.6.  Etiyolojik Olarak Diyabetes Mellitusun Simiflandirmasi

Diyabetes Mellitus oncelikle 1980’lerde diinya capinda ilk defa WHO
tarafindan smiflandirilmistir. Insiilin bagimli Diyabetes Mellitus (IDDM) veya
Tip 1 Diyabet ve Insiilin Bagimli Olmayan (NIDDM) veya Tip 2 diyabet seklinde
siniflandirilmigtir.  Bu smiflandirma 1997 de Tip 1 diyabet ve Tip 2 Diyabet

olarak giincellenmistir (11).
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3.6.1. Tip 1 Diyabetes mellitus (TIDM):

Pankreasin 3 hiicrelerinin yikimi ve mutlak insiilin hormonu eksikliginden
kaynakli insiilin hormonunun yeterince salgilanmamasi sonucu olusan ¢ogunlukla
otoimmun kaynakli diyabet ¢esididir. Bu tip model diyabet hastaliginin %5-10’nu
olusturur. Hastalik patogenezisi heniiz tam olarak ortaya konulamamustir.
Hastaligin meydana gelmesinde genetik yatkinlik ile ¢evresel tetikleyici
faktorlerin (toksinler, viriisler ve stres faktorleri) etkisi sonucu B hiicrelerinde
hasara rastlanilmaktadir. B hiicre rezervinin %80-90 azalmasi sonucu diyabetin
Klinik semptomlar1 ortaya ¢ikmaktadir (12). B hiicre kaybi bebek ve ¢ocuklarda
hizli, yetiskinlerde ise yavas gelismektedir Cocuk ve bebeklerde daha fazla
goriilmesinden dolayr bu tip diyabet juvenil diyabet olarak da bilinmektedir
(2,13,14). Hastalik genellikle 30 yas alt1, obez olmayan, ketozis egimli hastalarda
daha fazla goriilmektedir (13,14). Tip 1 diyabet hastalarinda insiilin tedavisi
uygulanir. Hastalik teshis edildikten sonra hastalar uzun yillar insiilin tedavisi ile

hayatta kalabilirler (1).

Hastalikla beraber kanda artan glikoz miktari, glomeriiller tarafindan
glikozun geri emilimi i¢in yetersiz kalir ve idrarla birlikte glikoz atim1 gergeklesir.
Glikoz, ozmotik basing etkisiyle su atilmasina neden olarak poliiiri ve polidipsiye

neden olur (14,15).

3.6.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM):

Diyabet hastaligimin en yaygin gorillen sekli Tip 2 diyabet formudur.

Insiilin direnci sonucu meydana gelen insiilin yamtindaki yetersizlik ve beta
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hiicrelerinde meydana gelen bozukluklar sonrasinda insiilin sekresyonunun
gergeklesmemesi sonucu ketozis ile sonuglanan durumdur. Teshisi zor olup, uzun
yillar teshis edilemez. Diyabet hastaligin  komplikasyonlarindan olan
makrovaskiiler ve mikrovaskiiler bozukluklarin fark edilmesi sonucu meydana
gelen semptomlar ile teshis edilir (1,12). Genellikle obezite ile iliskili olup viicutta
ozellikle abdominal bolgesi yagh olan fiziksel aktivitesi yetersiz, hipertansiyona
sahip ve gebelikte diyabet Oykiisiine sahip bireylerde daha fazla rastlanmaktadir

(10).

3.6.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM):

Gebeligin baslangicinda hiperglisemi ile karakterize olup, karbonhidrat
intolerans: seklinde degerlendirilir. Ozellikle ileri yas gebeliklerde ve T2DM
gecmisi bulunan gebelerde daha fazla rastlanmaktadir. Yavru ve anne ig¢in
oldukga risk teskil etmektedir. Gebeligin son 4-8 haftalar1 arasinda dogmasal
anomalilerin ortaya c¢ikmasmna ve fotal Olim riskinin artmasi gibi bir¢cok
komplikasyonlara neden olmaktadir (1,12). Genellikle asemptomatik bir seyir
halinde ilerler. Dogumla birlikte ¢ogunlukla ortadan kalkar ancak bir sonraki
gebelikte tekrarlandig@i goriilmistiir. Daha 6nce 6zellikle diyabet 6ykiisii bulunan

kadinlar, gebeliginin ilk 3 ayinda glikoz tespitinden gegcirilmelidir (1).
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Diger Diyabetes Mellitus Tipleri:
a. Beta hiicre fonksiyonunun genetik bozukluklar
b. Insiilin hormonu etkisindeki genetik bozukluklar
c. Ekzokrin Pankreas Hastaliklar:
d. Endokrinopatiler
e. Kimyasal ve ilaglar ile olusturulan diyabet
f. Enfeksiyonlar
g. Immiin iliskili diyabetin stk olmayan formlar

h. Diyabetle birlikte goriilebilen diger genetik sendromlar (10,14).

3.7.  Diyabetin Risk Faktorleri

Diyabetin ortaya ¢ikmasi i¢in birgok risk faktorii etkili olmaktadir.

Bunlardan bazilar1 asagida siralanmastir;

Genetik: Her iki tip diyabet tiirii i¢in genetik Onemli bir faktordir.
Ebeveynlerinde Tip 1 diyabet hikayesi bulunan ya da otoimmiin hastaliga sahip
bireylerin Tip 1 diyabet hastaligina yakalanma orani artmaktadir. Tip 2 diyabet
icin de genetik faktor Onemli olmakla beraber Tip 2 diyabet hastaliginin

olusmasinda karmasik bir yap1 oldugu bilinmektedir (14,15).

Obezite: Anne-baba diyabet oOykiisiine sahip olanlar disinda, obezite

diyabet icin biiyiik bir risk meydana getirmektedir. Viicut kitle indeksi (BMI)

15



olanlar >25 kg/m? daha yiiksek diyabet riski tasimaktadir. Bu kisilere egzersiz

yapmasi ve saglikli beslenmesi yoniinde tavsiyelerde bulunulmalidir (14,15).

Yas: Yasin ilerlemesi ile birlikte B hiicrelerinde yikimin arttig

goriilmektedir. Yaslanma ile diyabete yakalanma orani artmaktadir (14,15).

Etnik Koken: Diyabet hastaligi etnik kokenlere gore farkli dagilim

gostermektedir. Bu dagilim da diyabet riskini belirlemektedir (14,15).

3.8.  Deneysel Diyabet Modelleri ve Streptozosin

Viicudumuzda meydana gelen bir¢ok hastaligin olusturdugu fizyolojik ve
patolojik hasarlarin anlasilmasi ve farkli tedavi mekanizmalarimin ortaya
konulabilmesi icin bir¢gok deneysel hayvan modelinden yararlanilmaktadir. Farkl
tip diyabet modellerine gore deneysel diyabet modelleri gelistirilmistir.
Laboratuvar hayvanlarinda deneysel diyabet modeli olusturmak i¢in; cerrahi
yontemler, kimyasal maddeler, diyet ve besin araciligiyla olusturulan modeller,
spontan modeller ve transgenik hayvan modelleri kullanilan farkli ¢aligmalar
bulunmaktadir (16). Deneysel Tip I ve Tip II diyabet modelleri Tablo 2’de

verilmistir.
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Tablo 2: Deneysel Tip I ve Tip 11 diyabet modelleri (16)

Tip 1 Diyabet Modelleri

Tip 2 Diyabet Modelleri

1-Cerrahi yontemler ile
olusturulan diyabet modeli
a. Total pankreoktomi

1- Cerrahi yontemler ile olusturulan
diyabet modelleri
a. Partial Pankreoktomi

2- Kimyasallar ile indiiklenen
diyabet modelleri

a. Yiksek tek doz streptozotosin

b. Alloksan

2- Kimyasallar ile indiiklenen
diyabet modelleri

a. Diistlik tekrarlayan doz
streptozotosin

b. Alloksan

c. Goldthioglucose

3- Diyet ve Besin Araciligiyla
Olusturulan Modeller

a. Glukoz Yiiklemesi

4- Spontan Tip 1 Diyabet
Modelleri

a. Non-Obez Diyabetik Fare

b. Bio Breeding sican

5- Transgenik Knockout
Diyabet Modelleri

3- Diyet ve Besin Araciligiyla
Olusturulan Modeller

4- Spontan Tip 2 Diyabet Modelleri
a. Obez modeller

b. Non-obez modeller

5- Transgenik Knockout Diyabet
Modelleri

Deneysel diyabet modellerinin en yaygin olarak kullanilan formu kimyasal
ajanlar ile olusturulan diyabet formudur. Alloksan ve Streptozosin (STZ) deneysel

diyabette kimyasal ajan olarak kullanilir (16).

STZ ilk olarak ‘Streptomyces achramogenes’ adli bakteriden izole edilmis
olan, genis spektrumlu bir antibiyotiktir (17,18). 1959 yilinda kesfinden beri STZ,
deneysel calismalarda ve klinik 6ncesi uygulamalarda sik¢a kullanilmistir STZ ile
olusturulan diyabet modelleri insan diyabet modeline en yakin sonug¢ vermesi
dolayisiyla yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal degerlendirme yapilmasina

olanak saglar (19).
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STZ’nin diyabetik aktivitesi ilk defa tam anlamiyla 1963 yilinda
kullanilmistir. STZ, Glucose Transporter 2 (GLUT2) ad1 verilen tastyici ajanlar
araciligi ile tasinip hiicre iginde birikir. Hiicrelerde biriken STZ, DNA
metilasyonuna neden olarak, diyabetojenik etkisini diazomethane adi verilen

alkilasyon maddesini olusturarak ortaya ¢ikarir (20).

STZ Notral pH’da hizla pargalandigr ig¢in pH’st 4-4.5 olmalidir. Bu
nedenle STZ ¢oziindiiriiliirken Sitrat tamponu kullanilmaktadir (21,22,23). Hem
Tip 1 hem de Tip 2 diyabet modelinin olusturulmasinda sitrat tamponu

kullanilmaktadir (22).

Yetiskin sicanlarda insiiline bagli diyabet modeli (Tip 1 diyabet)
olusturmak i¢in i.p. olarak tek doz olacak sekilde 40-60-mg/kg doz STZ
uygulanir. Insiiline baglh olmayan diyabet (Tip 2 diyabet) olusturmak icin yeni
dogan siganlara tek doz 100 mg/kg uygulanir (22). Uygun yontemler ile diyabet
modellemesinin ardindan kan sekeri diizeyi 250 mg/dI’nin iizerinde olan

hayvanlar diyabetli olarak kabul edilmektedir (24).

STZ, B hiicrelerinde meydana getirdigi degisikliklerin yaninda kan-insiilin
seviyesi ve kan-glikoz degerinde degisikliklere de yol agmaktadir. Enjeksiyondan
2 saat sonra karacigerde glikojenin ani yikilimi ile kanda insiilin seviyesi diiser ve
hiperglisemi sonucunda kan sekerinin yiikseldigi gozlenir. Hipergliseminin
ardindan yaklastk 6 saat sonra [ hiicrelerinin Oliimiiyle kandaki insiilin
seviyesinde yiiksek artis sonucu siddetli hipoglisemi olusur. Finalde ise 10-12 saat

insiilin seviyesinin tamamen azalmasi ile hiperglisemi sekillenir ve aylarca devam
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eder. STZ oncelikle B hiicrelerinin, glikoza tepkisini ortadan kaldirir, ardindan f3

hiicrelerinde kalic1 kayip ve hasar goriiliir (20,24).

3.9. Diyabette Oksidatif Stres Sekillenmesi

Canli organizmada serbest radikallerin olusumu ile ve bu durumun
antioksidan savunma sistemleri tarafindan etkisiz hale getirilmesi viicutta bir
denge olusturmaktadir. Organizmada serbest radikal/antioksidan denge halinde
oldugu siirece dokular serbest radikallerden etkilenmemektedir (25,26,27). Reaktif
nitrojen tiirleri (RNS), Reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi reaktif 6zelligi yiiksek
molekiillerin ortaya c¢ikmasi ve olusan metabolitlerin antioksidan savunma
mekanizma cevabinin yetersiz olmasi sonucunda denge bozulur ve oksidatif stres
meydana gelir. Oksidatif stres sonucunda hiicrede DNA, lipid, karbonhidrat,

protein ve enzim molekiilleri zarar gorebilir (25).

Organizmada normal sartlar altinda pankreasta bulunan B hiicrelerinden
insiilin salgilanarak kandaki glikoz seviyesi diigiiriilir. Ancak viicutta meydana
gelen lipid peroksidasyonu, proteinlerin enzimatik olmayan glikolizasyonu ve
glikoz oksidasyonuna neden olan enerji metabolizmasindaki degisiklikler,
metabolik stres ile ROS/RNS artisina neden olarak diyabete ve beraberindeki

komplikasyonlara yol agar (28).

Hiicrede hiperglisemi durumunda, yolaklarin aktive olmasi sonrasi,
mitokondride Nikotinamid adenin dintikleotit (NADH) birikir. Biriken bu NADH

konsantrasyonunu azaltmak i¢in mitokondrilerde NADH oksidasyonu arttirilir.
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NADH’in NAD’a yiikseltgenmesi i¢in siiperoksit radikalleri olusur. Siiperoksit

seviyelerinin artig1 oksidatif stres olusumunda rol oynar (30).

NADH seviyelerindeki degisim sonrasi olusan ROS, gliseraldehit-3 fosfat
dehidrogenaz (GADPH) enzim aktivitesini de bozar. GADPH enzimi glikoliz ve
Krebs Siklusunun etkinligini azaltir. Gliseraldehit 3 fosfatin da dahil oldugu
yolaklarda meydana gelen aksakliklar sonucu ara metabolitlerin de biriktigi
goriiliir. Bu metebolitler alternatif yolaklar ile metabolize edilmeye c¢alisilir.
Organizmanin stabil oldugu durumlarda alternatif yolaklarin metabolizma iizerine
etkisi ¢ok minimal derecededir. Ancak, hiperglisemi kosullarinda glikoz
metabolizmasinda ROS {iretimi; oksidatif stres, diyabet ve komplikasyonlarinin

patogenezinde dnemli bir rol oynar (30).

3.10. Erkek Ureme Sistemi ve Testis

Erkek tireme sistemi; erkek cinsiyet hiicrelerinin iiretilmesi ve erkek
cinsiyet hormonlarinin salgisinda gérev alan scrotuma asili duran sagl sollu
yerlesik halde bir ¢ift organ olan testisler, cinsiyet hiicrelerinin tasinmasi ve
depolanmasinda gorev alan genital kanallar ve aksesuar organ olan eklenik genital
bezler (prostat bezi, bulboiiretreal bezler ve seminal vesikiiler bezler) ve penisden

meydana gelmektedir (31,32).
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3.10.1. Testis

Testisler; yarim ay seklinde epididymis’in (epididimis) eklenik oldugu
yaklasik 15 g agirliginda fibroelastik bir zar ile ¢evrili olan, stroma ve parangim
olmak iizere iki kisimdan olusan bir organdir (33,34). Paransim kismu testisin asil
islevinin gerceklestigi bolmedir. Erkek cinsiyet hiicrelerin yapildigi, erkek
cinsiyet hormonlarin iiretildigi ve tagindig1 (tubulus seminiferus contortus, tubulus

seminiferus rectus ve rete testis) yapilardan olusmustur

Parangimi temsil eden tubulus seminiferus contortus arasindaki bag
dokuya intertubuler intersitisyum denilmektedir. Bu bdlgelerde interstisyel
hiicreler (endocrinocytus interstitialis, Leydig hiicreleri) yer alir. Leydig hiicreleri
testislerin paransiminde bulunan, tubulus seminiferus contortuslar arasindaki bag
dokuda bulunan polihedral sekilli tek ya da kiimeler halinde bulunan hiicrelerdir.
Eozinofilik sitoplazmali, iri, yuvarlak, ¢ok koseli (poligonal) sekillere (Sekil 1)

sahiptir (31,33).

¥ Seminiferous tubules and rete testis.

Seminiferous
tubules

Sekil 1: Testisde seminifer tubuller ve rete testisin sematize goriintiisii (34)
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Tubulus Seminiferus Contortus (TSC): Etrafi diizlesmis yuvarlak

cekirdekli myleoid sekilli, hiicre ve basement membrandan olusmustur (35).
Erkek cinsiyet hiicreleri tubulus seminiferus kontortuslar i¢inde iretilir. TSC
icinde miyofibroblast hiicreler bulunur. Bu hiicreler peristaltik hareketler ile
gelisimini tamamlayan spermatozoonlarin tubul igerisinde ilerlemesine yardimci
olur. Tubulun i¢inde gelismekte olan erkek cinsiyet hiicreleri ve aralarinda
bulunan sertoli hiicreleri (epitheliocytus sustentans) bulunur. (35). Hiicrenin
bazalinde yerlesmis olan sertoli hiicreleri, liggen sekilli acik renkli ¢ekirdegi ile
belirgin  ¢ekirdekgige sahip hiicrelerdir (31,35,36). Sertoli hiicrelerinin
destekleme, fagositoz, sekresyon ve en onemlisi kan-testis bariyerini olusturma

gibi gesitli gorevleri vardir (35).

3.10.2. Testis ici Genital Kanallar

Testis igi genital kanallar, Tubulus seminiferus recti, rete testis ve ductuli
eferentisden meydana gelmektedir. Bu kanallar seminifer tubullarda olusan sivi ve

spermatogenetik hiicrelerin epididimise tasinmasinda rol oynar (36).

Tubulus seminiferus recti: Tubulus seminiferi contortuslari, rete testise

baglayan kisimdir. Kisa ve diiz tiiplerden olusmustur. Kiibik ve yassi epitel
hiicreleri ile dosenmis hiicrelerden meydana gelmistir (31). Kanalciklar arasinda
bag doku kilcal damarlari, lenf damarlari, sinirler, fibroblastlar, mast hiicreleri ve

makrofajlarin yaninda hormon salgilayan Leydig hiicrelerine rastlanir.

Rete testis: Testisin mediastinum bdlgesinde tubulus seminiferus rectilerin

birleserek meydana getirdigi kanallar biitiiniidiir. Tek katl kiibik ve yasst1 epitel ile
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cevrilmis olup bazen iki katli bir goriintii olusturmaktadir. Rete testisler 10-20

adet duktuli eferentes ile epididimise baglanmistir (31,37).

3.10.3. infertilite ve Diyabet

Erkek hayvanlarda yapilan deneysel calismalar sonucu cinsel islev
bozuklugu, Tip 1 ve Tip 2 diyabetli hastalarda yaygin komplikasyon olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (38,39).

Diyabetli hastalardan alinan sperm numuneleri incelendiginde niikleer ve
mitokondriyal DNA'da yapisal bozukluklar goriilmiistiir. Spermin yapisinda
hiperglisemi sonucu meydana gelen bozukluklarin oksidatif stresten
kaynaklandig1r distintilmektedir. Boylelikle sperm kalitesinin  disikligi
implantasyon oraninda azalmaya, bozuk embriyonun ise ileriki yaslarda meydana

gelecek hasarlara neden oldugu bilinmektedir (40,41).

Diyabet, erkeklerde hipotalamik-hipofizden salgilan hormon dengesini
bozmakta ve cinsel davranig parametrelerinde diisiis meydana getirmektedir. FSH
ve LH saliniminda meydana gelen aksakliklar, erkek esey hiicrelerinde

olgunlagma bozukluklarina yol agar (41).

Deneysel diyabet modellerine bakildigi zaman, diyabetli hayvanlarin
testosteron diizeyinde azalma meydana geldigi gozlenmistir. Testosteron
seviyesinde meydana gelen azalma cinsiyet hiicrelerinde azalmaya ve devaminda
anormal spermatogenezise neden olur. Bu etki ise insiilin iizerindeki negatif

etkiden kaynaklandigini diistindiirmektedir (42).

23



Diyabete bagl testislerde histolojik olarak tunika albugineada, seminifer
tubullerde interstisyel bag dokuda ve Leydig hiicrelerinde histopatolojik degisikler

gozlenmistir (39,45).

Oksidatif stres kaynakli dokularda artan ROS miktari, antioksidan
savunma mekanizmasinda azalma oldugunu gostermistir. Bu azalma erkegin
tireme kalitesi bakimindan ¢ok 6nemlidir. Yiiksek hiperglisemi ile artan oksidatif

stres, hiicrelerde DNA hasarina yol agmaktadir (46).

DM tarafindan meydana gelen testis hasarinda glikoz metabolizmasi ile
dogrudan iliskili olan insiilin hormonu eksikligi ile bagdastirilmistir. Bunun da
glikoz  metabolizmasinda meydana gelen sorunlardan  kaynaklandig

diistiniilmektedir (47).

Son verilere gore diinya {iizerinde diyabetli hasta sayis1 giinden giine
artmaktadir. Bu artisin iireme ¢aginda bulunan bireylerin etkilenmesi ile ileriki
donemlerde fertilite problemlerinin de olacagini disiindiirmektedir. Bu nedenle
diyabet ve iireme sagligi ile yapilacak her bir ¢aligmayr daha kiymetli hale

getirmektedir.

3.11. Uriner Sistem

Uriner sistem; iki bdbrek, iki iiretra, sidik kesesi ve iiretradan meydana
gelen, kandan artik {irlinleri bobrek vasitasiyla siizerek idrart meydana getiren

sistemdir.
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Bobrekler salgilama, homeostaz ve endokrin olmak {izere 3 fonksiyona
sahiptir. Erkeklerde ayni zamanda semenin bosaltiminda da iiretra gorev aldigi

i¢in ayni zamanda {ireme sisteminin de bir boliimiinii olusturmaktadir (31,32).

3.11.1. Bobrekler

Bobrekler bir digbiikey ve bir icbiikey kenarlara sahiptir. Atardamarlarin
girdigi ve toplardamarlarin bobregi terk ettigi yere hilus adi verilir. Her bir bobrek

dis lifli katman ve i¢ hiicresel katmandan olusan kapsiile sahiptir (31).

3.11.2. Korteks ve Medulla

Bobrekler korteks ve medulla olmak {izere iki kisimdan meydana
gelmistir. Korteks; renal cisimcik, proksimal kivrimli tubul, distal kivrimli tubul,
proksimal diiz tubul, distal diiz tubul, toplayici kanaldan olusur. Medulla ise dis

medulla ve i¢ medulladan meydana gelir.

Dis medulla: Proksimal diiz tubul, distal diiz tubul, toplayict kanal, inen

ince tubul ve toplayici kanaldan meydana gelir.

I¢ medulla: Inen ve gikan ince tubul -Henle kulpu-, toplayici kanaldan

olusur (35).
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3.11.3. Nefron

Nefron Yunanca: nephros-bobrek anlamina gelen, bobregin yapisal ve
fonksiyonel birimi olup; renal korpiiskiil ve renal tubul olmak iizere iki ana

bilesenden meydana gelen bir yapidir (31).

3.11.4. Korpuskulum Renis- Malpighi Cisimcigi- Bobrek Cisimcikleri

Korteksin  kortikal labirentine yerlesen glomerulus ve bowman
kapsiiliinden meydana gelen, nefronun ilk boliimiine Malpighi Cisimcigi- Bobrek
Cisimcikleri denilmektedir. Bobrek cisimcigi afferent ve efferent damarlarin
girdigi damar kutbu (vaskiiler kutup) ve damar kutbunun tam karsisinda bulunan

stiziilen s1viy1 ileten idrar kutbundan olusur (31).

3.11.5. Glomerulus

Bobrek lopguklart arasinda uzananan afferent arteriyoller kendi etrafinda
kivrimlar yaparak yumak halinde glomerulusu sekillendirmektedir. Bu kivrilan
yap1 daha sonra tekrar arteriyole donerek efferent arteriyolii olusturur. Damar
yumagi seklinde bir yap1 olusmustur. Kilcal damar duvar etrafinda bol miktarda

endotel hiicreleri bulunmaktadir (33,35).
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3.11.6. Bowman Kapsiilii

Bowman kapsiilii visseral (i¢) ve parietal (dis) tabaka olmak iizere iki
tabakadan olusur. Kilcal damar yumagindan meydana gelen visseral tabaka,
podosit adi verilen sitoplazmik uzantilara sahiptir. Podosit hiicreleri, yassi
¢ekirdege sahip mikrotubulus barindiran ayakcikli hiicrelerdir. Podositler pedisel
ad1 verilen bir¢cok sekonder uzantilar meydana getirir (31). Dis tabaka (visseral)
damar kutbunda pariyetal yapragin devami seklindedir. Bobrek cisimciginin
distan sinirint belirleyen retikiiler bag doku hiicreleri ve bazal lamina ile beslenen

yassi epitel hiicrelerinden meydana gelen tabakadir.

Bowman kapsiiliiniin  kapiller damarlar tarafindan siiziilen sivisi,
podositlerin arasindaki agikliktan mikrotubuluslar araciligi ile bowman araligina
geger (31). Glomerulusun kapillar damar agi arasinda yerlesen ana yapisini

olusturan mezentere benzer bag doku olusumuna mezangiyum denir (35).

3.11.7. Bobrek Tubulleri

Fizyolojik islev ve sekilleri bakiminda 4 farkli tubul bulunur;

3.11.7.1. Proksimal Kivrimhi ve Diiz Tubuller

Proksimal kivrimli tubuller, endoteldeki tek katli yassi epitelin tek kath
kiibik epitele donlismesi ile glomerulusun idrar kutbu ile baslar. Yapisinda
barindirdig1 mikrovilluslardan dolay1 firgamsi kenarlar bulunmaktadir. Cok sayida
mikrovillusun varlhigr glomerular filtratta su, Na, K, Cl ve diger iyonlarin geri

emiliminin burada ¢ok fazla gergeklestigini gosterir. Distal tubullere gore
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organeller bakimindan zengin olusu proksimal tubullerin daha koyu boyanmasini

saglar. Cekirdekleri biiyiik ve kiire seklindedir (31).

Proksimal kivrimli tubuller daha sonra diiz tubul halini alir ve proksimal
diiz tubuller (Inen kalin kol) olarak isimlendirilir. Bu yapt henle kulpunun
baglangicini olusturur. Mikrovilluslar1 daha kisa ve organelleri az olup medullaya
dogru ince tubul haline gelerek sonlanir. Bu degisim kiibik epitelin tek katli yass1

epitele doniismesi seklinde gozlemlenir (35).

3.11.7.2. Henle Kulpu

Yaklasik olarak glomeriiler filtratta suyun %15'ini ve NaCl, K*, Ca*? ve
HCOzs ise %25’inin geri emiliminden sorumludur. Henle kulpu, inen kol ve ¢ikan

kol diye ikiye ayrilir. Her bir kol ince ve kalin sekilde isimlendirilir (35,36).

Inen henle; ¢ap1 en dar olan tubul olup, medullaya yerlesir, yasst ¢ekirdekli
hiicrelere sahip olup disariya dogru ¢ikinti yapar. Kesitlerde inen henle kulpu
kilcal damarlar ile karistirilabilir. Kilcallarinin sitoplazmalar1 az ve ¢ekirdekleri
heterokromatik yap1 gosterir. Inen henlenin suya gegirgenligi ¢ok fazla olup suda
erimis maddeler igin gegirgen degildir. Cikan henlenin ise; duvarinda bulunan
kiibik epitel hiicreleri belirgin olmayip sitoplazmalar asit boyalarla koyu tonda
boyanir. Cikan henle boliimii, inen henlenin tam tersine sodyuma gecirgen olup su

gecisine izin vermez.
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3.11.7.3. Tubulus Distalis

Henle kulpunun g¢ikan kolu kortekse girdiginde kivrimlar yaparak distal
kivrimli tubulleri meydana getirir. Isik mikroskobu altinda incelenen histolojik
kesitlerde epitel ylizeylerinde firgamsi kenarlar bulunmadigindan distal tubullerin
daha soluk ve genis oldugu, boylarinin da daha kisa ve dar oldugu goriiliir. Ayrica

proksimal tubullere gore daha seyrektir (31,36).

Distal diiz tubuller glomerulusa geldiginde 6zellesmis epitelyal
hiicrelerden meydana gelen makula densa adi verilen bir yapt meydana getirir.
Makula densalar su hacmine ve hiicre i¢i sividaki klor iyonu igerigine karsi

duyarlidir. Dolagima renin salgilanmasini uyaran molekiilere sahiptir (31,36).

3.11.7.4. Toplayici1 Borucuklar

Tubulus distalislerden sonra olusan sinirlar1 ¢ok fazla belirgin olmayan
kiibik hiicrelerden meydana gelir. Bu yapilar birleserek medullaya geger ve
toplayici borucuklarin olusmasini saglar (31). Tek kath kiibik epitele sahip olan
toplayici borucuklar, distal kivrimli tubuller ile birlesir. Hiicrede eger sivi
alinmas1 sinirh sayida ise antidiiiretik hormon salgilanir ve toplayic1 borucuklar

viicutta su tutulmasi igin su emilimini saglar (31,35).

3.11.8. Nefropati

Kronik hiperglisemi ve glikoz intoleransi, insiilin aktivasyonunu

etkilemektedir. Bu da organizmada mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlara yol
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acilmasini saglar (1). Makrovaskiiler komplikasyonlar diyabetik hastalarda
mortalite ile sonuglanan koroner kalp hastaligi, iskemik inme ve periferik vaskiiler
hastaliklar1 barindirir (48). Mikrovaskiiler bozukluklar ise, diyabetik nefropati,
noropati ve retinopatiden sorumludur. Diyabetin en yaygin ve en onemli
komplikasyonlarindan birisi diyabetik nefropatidir. Diyabet hastalarinin son
asamasinda nefropati goriiliir ve bu hastalarin yaklasik %40°1 diyalize ihtiyag
duyar (12,49). Diyabetik nefropati, her iki Tip 1 ve Tip 2 diyabette sik goriilen bir
komplikasyondur. Diyabetik bobrek hastaligi genellikle mikroalbliminiiri ve
hipertansiyon ile birlikte ilerler daha sonra nefrotik sendrom ve kronik bobrek

yetmezligi gelisir (50).

Deneysel olarak STZ ile olusturulan diyabetik nefropati modellerinde
mezengiyal hiicrelerde dejenerasyon, glomerullarda atrofi, bowman araliginda
genisleme, bazi glomeruluslarda skleroz, tubul epitellerinde dokiilme ve
dejenerasyon goriilmiistiir (51,52). Klasik diyabetik nefropati, kademeli olarak
artan {Uriner albiimin artigiyla ile karakterize uzun yillar boyunca albiimin atilimi
ve kan basinci artisiyla gelisen kronik bir durumdur. Nefropati ilerledikge, diger

kronik komplikasyon riski artar (53).

Nefropatinin olugsmasi ve ilerlemesinde oksidatif stresin 6nemli bir etKisi
oldugu disiiniilmektedir. Daha once yapilmig olan ¢aligmalarda yiiksek
hipergliseminin viicuttaki antioksidan dengesinde bozulmaya, diisiise ve bununla
beraber viicutta oksidan/antioksidan seviyesinde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (54,55). Diyabet ile maruz kalinan yiiksek hiperglisemi ile savagmak
ve glikoz metabolizmasi iizerindeki olumsuz etkileri ortadan kaldirmak adina

antioksidan olarak kullanilan bitkilerde bulunan bazi maddelerin ¢alismalarda
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kullanilmas1 diyabetin olumsuz etkilerini dnlemekte yararli olacag: diistiniilmiistiir

(56).

3.11.8.1. Diyabetik Nefropatinin Klinik Ozellikleri ve Evreleri

Nefropatinin en erken belirtisi idrarda albliminiiri varligidir. 3 ve 6 aylik
periyotlarda incelenen idrarin albiimin miktar1 >300 mg/24 saat olmas1 ya da
ginlik >500 mg proteinliri  bulunmasi  diyabetik nefropati  olarak
tamimlanmaktadir (9,57). Yogun egzersiz yapanlarda ve yogun protein ile
beslenenlerde, iiriner sistem enfeksiyonlari, hipertansiyon, diyabet ve kalp
yetmezIligi hastalarinda ve ayrica gebelik durumunda idrarda albiimin atiminda
daha fazla artis meydana gelir. Albiimin disinda protein miktarindaki artig klinik
nefropatinin bagladigin1 gosterir (50). Diyabetik nefropatinin gelisim siireci,

Mogensen’in tanimlamasina gore, bes evreden olusmaktadir (50). Bu evreler;

3.11.8.1.1.  Glomeriiler Hiperfiltrasyon ve Hipertrofi (Evre 1)

Diyabet tanisinin konulmasi ile baglayan evredir. Bu evrede renal
hipertrofi ve hiperfiltrasyon vardir. Yaklasik olarak glomeruler filtrasyon %20-40
artmistir. Bobreklerde %20 oraninda bilylime ultrasonik muayene ile farkedilir.
Morfolojik olarak glomerular bazal membranda az miktarda kalinlasma

goriilmektedir (49,50).
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3.11.8.1.2. Sessiz Donem (Evre 2)

Bu donemde klinik belirtinin oldugu ve yaklagik 10-15 yil siirdigi
bildirilmistir. Glomerular bazal membran filtrasyon hizi bu donemde yiiksek
olmasina ragmen, bu durum yavas yavas normale doner. Idrar da albiimin miktar:
ve kan basinct normal seyreder. Kapiller filtrasyon azalmasi sonucu, glomerular
bazal membranin kalinlagsmast ve mezangiyumun smirli genislemesi ile
glomerular skleroz goriilebilir. Bu evrede gliseminin kontrol altina alinmasi,

glomerular filtrasyonu azaltmaktadir (49,50).

3.11.8.1.3.  Mikroalbuminiiri Gelisimi (Evre 3)

Bobreklerden albiimin atilimi 30-300 mg/giin veya 20-200 g/dk arasinda
goriilmektedir. Bu asamada bazal membran kalinlasir, mezensimal hiicrelerde
artis ve filtrasyon ylizeyinde kalinlasma gozlenir. Bu evre 1-20 yil siirebilir.

(49,50).

3.11.8.1.4. Azotemik Donem (Evre 4)

Kalic1 proteiniiri ve devaminda hipertansiyon ile karakterizedir. Tedavi
edilmeyen hipertansiyon bobreklerde fonksiyon bozukluguna neden olur. Bu
donemde >300mg/giin albuminiiri ve kalict proteiniiri goriiliir. Histolojik
degisiklikler oldukca belirgin olup, glomeriillerde yaygin skleroz bulunmaktadir

(49,50).
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3.11.8.1.5.  Belirgin Nefropati Donemi (Evre 5)

Odem ile siv1 retensiyonunun beraberinde getirdigi iiremi sonucu birgok
komplikasyon goriilmektedir. Yogun hipertansiyon, hipoalbuminemi, iire ve
kreatini yiiksek olan hastalarda bobrek yetmezligi oldugu kabul edilmektedir

(49,50).

3.12. irisin

Irisin, Bostrom ve ark. (2012) tarafindan iskelet kasindan kesfedilmis olup,
kelime anlamini, Tanridan insanlara giizel haber getiren gokkusagi anlaminda,
Antik Yunan Tanrigasi olan Iris’den alan bir miyokindir (58). Biyokimyasal
olarak, 12,587 kDa agirliginda ve 112 amino asitten meydana gelen ve peptit

yapiya sahip bir hormondur (58).
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Sekil 2: Irisinin salgilandig1 ve etkiledigi doku ve organlar (70).
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Bu miyokinin, kaslarda fibronektin tip III domain 5 (FNDCS5) seklinde
adlandirilan membran proteini oldugu tespit edilmistir. Insan ve farelerde FNDC5
proteininin proteolitik iiriiniine irisin denilmistir (58,59). Irisin baslangigta
Bostrom ve ark. (2012) tarafindan ana kaynak olarak kas dokusunda sentezlendigi
iddia etmis olunsa da viicutta salgilanan Irisinin %72’si kas kaynakli oldugu
geriye kalan %28 kismi ise adipoz dokudan salgilandig tespit edilmistir (Sekil 2)

(59-61).

Irisin hem kas ve hem de yag dokusunda sentezlendigi icin hem

adiponektin hem miyokin olarak kabul edilir (59,61).

Glikoz, organizma i¢in 6nemli enerji kaynagidir. Glikoz molekilii hiicre
membranindan kolayca diffiize olmamaktadir. Bu nedenle, hiicreler glikozu igeri
alabilmek igin tastyict proteinlere ihtiyag duymaktadir. Glikoz transport
proteinleri (GLUTs) biitiin hiicre tilirlerinde tasiyict proteinler olarak
bulunmaktadir. GLUT4 6zellikle kas, iskelet ve adipoz dokuda tasiyici proteinler
olarak bulunur. Irisin salmimmin artmas: ile yiiksek GLUT4 ekspresyonu,

miyositler tarafindan glikoz alimini indiikler (71).

Irisin beyaz yag dokusu hiicresinde 2 sekilde etki eder. ilk olarak hiicre
yiizeyindeki reseptorlere baglandiginda hiicre membranindaki adenilat siklaz
enzimi aktive olur ve hiicre igerisinde cAMP artis1 olur. cAMP artis1 protein
kinazi aktive ederek Hormon Sensitive Lipazin (HSL) aktive edilmesini saglar.
Aktive olan HSL etkisi ile lipoliz ve enerji harcanmas: artar. ikinci olarak ise
adipositlerde; Irisin beyaz yag dokusu hiicre yiizeyine baglandiginda bilinmeyen

bir mekanizma ile beyaz yag dokusu hiicre c¢ekirdegini uyarir. Beyaz yag
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dokusunun hiicre ¢ekirdeginin uyarilmasi ile Uncoupling Protein 1 (UCP1)
MRNA ekspresyonu artar. UCP1 artis1 ile beyaz yag dokusu kahverengi yag
dokusuna doniisiir. Kahverengi yag dokusuna doniismesi ile mitokondrinin ig
kisminda artan H" iyonlart ATP sentezini durdurur. Matrikse dogru proton kagisi

ile 1s1 tretilir (Sekil 3) (58,71).
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Sekil 3: Irisin hormonunun metabolizmasi (71)

Irisine adipéz yag dokusundaki hiicresel dagilimina ilaveten, bobrek,
ovaryum, testis, rektum, kalp, intrakraniyal arterler, dil, optik sinir, mide, miyelin
kilifi, noronal hiicreler, tiroid, goz, deri, akciger, ter bezleri ve testislerde

rastlanilmistir (62-66).

Yapilan son ¢aligmalara bakildiginda Irisinin, farelerde insiilini yenileyici
etkisi ve insiilin reseptoriiniin duyarliligini artirmasi yoluyla, hepatik glikoz ve
lipid metabolizmasin1 ve pankreasin [ hiicresini apoptozdan koruyacak
fonksiyonlarmi diizenledigi goriilmiistiir. Beyaz yag dokusunu kahverengi yag

dokusuna doniistiirerek insiilin direncini ve Tip 2 diyabeti iyilestirici etkileri
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gozlenmistir (67). Bunun yaninda J hiicrelerini apoptozdan korudugu, sayisini ve

olusumunu arttirdig1 gosterilmistir (68,69).

Irisin, in vivo ve in vitro deneyler sonucunda diyabetin neden oldugu
arteroskleroz etkisine karst iyilestirici oldugu ve endotel hasarina karsi

koruyabilecegi bulunmustur (70).

Irisinin, yapilan baska bir calismada akut iskemik model ile olusturulan

akut bobrek hasari ile iliskisi ortaya konulmustur (71).

3.13. Asprosin

Asprosin, Romere ve ark. (2016) tarafindan beyaz yag dokusundan aglik
sonras1 sentezlenen glukojenik bir adipokindir. ilk olarak beyaz yag dokusunda
tespit edildigi i¢in, Yunanca beyaz anlamma gelen “aspros” kelimesinden

tiretilerek isimlendirilmistir (72).

Yeni dogan Progeria Sendromu (NPS) tanist konulan bireylerde yapilan
caligsmalarda bu bireylerin profibrillinin (FBN1) C-terminal ucunun bdlinmesi
sonucu meydana gelen polipeptid yapida bir hormondur. FBNC geninde meydana
gelen mutasyondan dolayr bu hastalarin serum Asprosin seviyesinde azalma
meydana geldigi ortaya konulmustur. Asprosinin kana verilmedigi durumda
glikoz ve insiilin miktarinda azalma goriilmiistiir. Dolagima salinan asprosin
seviyelerinin aglik durumunda (bazal glikoz durumu) arttigi, beslenmeden

(yliksek glikoz durumu) sonra ise diisiis goriildiigii gozlenmistir (72,79).
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Asprosin, hipotalamusun arcuat niikleusunda bulunup igtah merkezi olarak
gorev yapar. Hipotalamusta pro-opiomelanocortin (POMC) ve oreksijenik (istah
acic1) agouti ile iliskili peptit (AgRP) istah diizenler. Asprosin AgRP
aktivasyonunu saglayarak, ayni zamanda POMC peptidini inhibe ederek gida
alimin1 uyarir ve enerji metabolizmasin1 diizenler. Asprosinden yoksun genlere

sahip bireylerde istahsizlik ve asir1 zayiflik gozlenmistir (Sekil 4) (73,74).

Karaciger hiicrelerinden hizlica glikoz salinimi, G proteini-CAMP-PKA
yolagi kullanarak yapilir (Sekil 4.) Bu yolla dokuya bol miktarda glikoz salinmasi
gergeklesir (74). Kan yoluyla salinarak periferik dokularda etkili olmasinin
yaninda, kan beyin bariyerini gegerek merkezi sinir sistemini de etkiler

(72,74,75).

Asprosin, pankreasin B-hiicrelerinde TLR4/JNK yolaklarini1 kullanarak
apoptozis ve yangiya neden olur. Ayrica CAMP seviyesini azaltarak insiilin

sekresyonunu distirtir. (Sekil 4) (80).

Miyokardial mezensiyal hiicrelerde (MSCs) Asprosin, ERK1/2-SOD2
aktivasyonunu saglayarak, bu hiicrelerin oksidatif stres kaynakli apoptozis ve
hiicre 6liimiinii engeller. Fare iskelet kasinda ifade edilen Asprosin heniiz tam
kesfedilmeyen reseptorlere baglanarak, protein kinaz C delta / sarcoendoplasmic
reticulum Ca2 (PKCS / SERCA2) yolunu kullanarak, endoplazmik retikulum
stresi ile yangi meydana getirir. Meydana gelen yangi ise insiilin duyarliligim

bozar (Sekil 4) (77).

Asprosin ayni zamanda olfaktor reseptdr 734 (OLFR734)’ iin hepatik

glikoz tiretimi igin reseptore sahiptir. OIfr734 geni bulunmayan farelerde, glikoz
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tretimi ve insiilin duyarliliginin azaldigi ve Asprosin miktarinda azalma meydana

geldigi gorilmistiir (Sekil 4) (76).
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Sekil 4: Asprosinin olas1 merkezi ve ¢evresel etkileri (79).

FBN1 geninden iiretilen Asprosin, farelerde en ¢ok beyaz yag dokusunda
ve akcigerde gdzlenmistir. Insanlarda ise beyaz yag dokusu, karacier, testis,

beyin dokularinda varligi ortaya konulmustur (72,78)

Insan ve kemirgenlerde yapilan galismalar incelendiginde aglik durumunda
Asprosin seviyesinin yiikseldigi bulunmustur. Bunun yaninda Asprosin enjekte
edilen rekombinant farelerde enjeksiyondan 30 dakika sonra plazma glikoz ve

insiilin seviyesinde artis gorilmiistiir (72).

Ugur ve ark. (2019) obezite ile ilgili yaptig1 ¢alismalarda viicut beden

kiitle indeksi arttikga, Asprosin seviyesinin de arttigini gézlemlemistir. Elde

38



edilen bu veriler obezitede Asprosinin adipoz doku varligini tespit etmekte bir

gosterge olacagini diigiindlirmiistiir (81).

Diyabetik dokulardaki Asprosin immnoreaktivitesine; bobrek kortikal
distal tubul hiicreleri, mide fundus yiizey epitel hiicreleri, kalp kardiyomiyositleri,
testiste Leydig hiicreleri, karaciger hepatositleri ve beyin kortikal ndronlarinda

rastlanilmistir (78).

3.14. Yalana igde (Hippophae Rhamnoides L. Sea Buckthorn, SBT)

Elaeagnaceae familyasina ait, farkli iklimlerde yetisen, meyveleri (Sekil
5) saridan turuncuya dogru renge sahip bir ¢alidir (83). Orta Asya, Hindistan, Cin,
Tibet, Mogolistan, Kafkasya, Tiirkiye, Rusya ve Kuzeybati Avrupa iilkelerinde

yerlesim gostermektedir (84).

Olgun meyveleri oval sekilde olup ve ¢ogunlukla sari, turuncu veya
kirmizi renktedir. Yiiksek besin igerigi, vitamin ve flavonoidlerden dolayi Sea
Buckthorn (SBT), gida maddesi olarak da yaygin olarak tiiketilmektedir. Birgok
Avrupa lilkesinde SBT, meyve suyu, sekerleme, jole, recel, alkollii veya alkolsiiz
icecekler veya siit TUriinlerinin aromasi gibi farkli sekillerde piyasada
bulunabilmektedir (85) Tohumlarindan elde edilen bilesikler ise, kozmetik

preparatlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (85).
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Sekil 5: Yalanci Igde (Hippophae Rhamnoides L. Sea Buckthorn, SBT

Ulkemizde 0-2000 metreye kadar her yiikseltide yetismekte olup bolgesel

olarak; cicirgan, cicilik, ¢iskan, yalanci igde, cay calisi, Sincan galist isimleriyle

bilinmektedir (86).

Hippophae terimi Yunancadan tiiretilmis olup ‘“hippo” at, “phaos”
parlamak anlamina gelmektedir. Eski Yunan uygarliklarinda hayvanlar
yelelerinin daha da parlamasi igin SBT ile beslendigi bilinmektedir. SBT, Tang
Hanedanligindan bu yana geleneksel Cin tibbinda 1000 yildan daha eski bir

2

gecmise sahiptir. (87,88). Latince ismindeki “Rhamnos” kelimesi “dikenli”
anlaminda olup bitkinin bol diken igerdigini gdstermektedir. Cengiz Han ve
askerlerinin  seferlere ¢iktiklarinda yanlarinda  “cicirgan, yalanci igde”
gotiirdiikleri baz1 kaynaklarda bildirilmistir (86). SBT tibbi kullanimi i¢in referans
materyaller, Tang Hanedanligina (618-907) kadar uzanan "Four Books of
Pharmacopoeia" da dahil olmak iizere eski Tibet tibbi belgelerinde bulunmustur.

Bunun yaninda Mogolistan’da “Kralin kalp kan1” ismiyle bilinmesi diger dikkat

cekici bir husustur (87).
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Cogunlukla doymamis yag asitlerinden olusan SBT yaginda palmitoleik
(omega-7), palmitik ve oleik asitler (omega-9) agisindan zengin iken, tohum yagi
yiiksek oranda linoleik (omega-6), a-linolenik (omega-3) ve oleik asitler igerir
(87,88). SBT yaglar1 ayrica tokoller ve fitosteroller igerir. Bunun yaninda [-
karoten, likopen, lutein, zeaksantin, flavonoidler (isorhamnetin, quercetin,
iIsorhamnetin-3) gibi degerli bilesiklerin zengin bir kaynagi olan organik asitler,
amino asitler, mikro ve makro-besleyiciler ve antioksidanlar igerir. Karotenoidler
meyvenin turuncu rengini verir (Sekil 6). SBT meyvelerinin en karakteristik

ozelligi, yiiksek C vitamini igerigidir (90,91).
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Fibre Proteins

Amino acids

Sekil 6: SBT igerisinde bulunan flavanoidler, vitaminler (92).

Bu bitki, astim, cilt hastaliklari, mide {lserleri ve akciger hastaliklarin

tedavisi i¢in geleneksel tip sisteminde yaygin olarak kullanilmaktadir (87).

Anti  lserojenik, antioksidan, immiinomodiilator (93,94,95), Kkalp
koruyucu, antiaterojenik (96,97,98), akut ve kronik yaralar ile karaciger

fibrozisinde (99,100,101) kullanildig1 goriilmustiir. Ayrica, antibakteriyel,
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antiviral (102,103), antiradyasyon (104), antidiyabetik (88,105,106,107) gibi

bir¢ok etkisi bulunmaktadir.

Birgok arastirmact SBT’nin diyabet {izerine etkisini incelemistir. STZ ile
indiiklenen diyabetik si¢anlara Zhang ve ark. (2010) (107), tarafindan SBT
tohumundan hazirladiklart sulu ekstratin uygulanmasi ile, SBT’nin serum
glukozu, lipid degerleri ve antioksidan parametreleri {tzerindeki etkileri
aragtirtlmistir. Diyabetik siganlarda serum glikoz, trigliserit ve nitrik oksit
seviyelerinin 6nemli Olglide diistiigli gozlenmistir. Ayrica, serum siiperoksit
dismutaz aktivitesinde ve glutatyon seviyelerinde gozle goriiliir artiglar
goriilmigtir. Bu durum SBT takviyelerinin  potansiyel hipoglisemik,

hipotrigliseridemik ve antioksidan etkilerini gostermektedir.

Kim ve ark. (2011), (95) SBT yaprak ekstratlarinin, antioksidan
aktivitesini ve ayrica bunlarin a-glukozidazi inhibe etme yeteneklerini
incelemistir. Yiiksek miktarda radikal siipiiriicii aktivitesi ile gii¢lii antioksidan

olabilecegi goriilmiistiir.

SBT’nin olumlu etkilerine katki saglamak adina yaban mersini ve SBT
kombinasyonlar1  kardiyovaskiiler = hastaliklar1  ve  diyabet ile ilgili

komplikasyonlari 6nlemede etkili olabilecegi tespit edilmistir (106).

Sunulan ¢alismamizin amaci;

. Deneysel olarak STZ ajani ile diyabet olusturulan erkek ratlarin,
diyabet sonras1 bobrek ve testis dokularmin histopatolojik  olarak

degerlendirilmesi,
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. Histopatolojik  olarak  degerlendirilecek bdbrek ve  testis
dokularinda; Irisin ve Asprosinin olas1 hiicresel dagiliminin immiinohistokimyasal

olarak incelenmesi,

. Antioksidan yoOniinden zengin olan Hippophae rhamnoides (sea
buckthorn-yalanci igde)’in, diyabetteki hasarli dokular ile irisin ve Asprosin

tizerine etkisinin aragtirilmasidir.
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4. GEREC ve YONTEM

Proje kapsaminda yapilmis olan tiim uygulamalar Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (FUHADYEK) 10/06/2020 tarihli ve 2020/8
sayil toplantisinda alinan Etik Kurul Karar1 dogrultusunda yiritildi. Hayvan
deneyleri Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi (FUDAM) tarafindan
temin edildi. Laboratuvar analizleri ise Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Ana bilim Dal1, Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Ana Bilim Dali ve Siirt Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Ana Bilim Dalinda gerceklestirildi. Sunulan tez Firat Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan V.F. 21.07 proje numarasi ile desteklendi.

4.1. Deneyde Kullanilan Hayvanlarin Temini, Bakim ve

Beslenmesi

Yapilan deneysel ¢alismada 39 adet 7 haftalik, 200-250 gr agirliginda
Spraque Dawley irki erkek ratlar kullanilarak yapildi. Deney hayvanlart FUDAM
tarafindan temin edildi. Calismamizda kullanilan ratlar FUDAM hayvan
laboratuvarinda gergeklesti. Oda 1s1s1 22-25 °C, 12 saat aydinlik (7:00-19:00) ve
12 saat karanlikta (19:00—7:00) tutulacak sekilde, standart kafeslerde add libitum
besleme ile beslenildi (Sekil 7). Normal ¢esme suyu ile cam biberonlarda su,
yemler ¢elik kaplarda olacak sekilde bakimi saglandi. Calismada yer alan,
Kontrol, Sitrat, SBT, Diyabet ve Diyabet + SBT gruplarina ayni ticari rat yemi
verildi. Ratlarin giinliik olarak altlari temizlendi. Politiriden kaynakli 1slak kafes

yataklari sik sik degistirildi.
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4.2.  Deney Gruplari ve Arastirmanin Yiiriitiilmesi

FUDAM tarafindan temin edilen, agirliklar1 220-250 gr arasinda degisen 7
haftalik 39 adet Spraque Dawley erkek ratlar; Kontrol, Sitrat ve SBT grubunda 7
ve Diyabet ve Diyabet+ SBT grubunda 9 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrildu.
Gruplarin dagilimi ve yapilan deneysel uygulamalar Tablo’3 de gosterildi. Deney
baslangicinda ve deney sonunda ratlarin kan glikoz diizeyleri ve viicut agirliklari

Olciiliip kaydedildi.

Sekil 7: Deney gruplarinin ayn kafeslere alinmasi1 ve muhafazasi
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Tablo 3: Gruplarin dagilimi ve yapilan deneysel uygulamalar

GRUP | DENEK .
DENEYIN UYGULANISI
ADI SAYISI
Kontrol . Deney siiresi olan 8 hafta boyunca herhangi bir isleme tabi
grup tutulmadi.
Sitrat ) ) _ )
Tek doz 0.1 M sodyum sitrat tamponu intraperitoneal (i.p.)
tampon 7
uygulanda.
grubu
Her bir sigana 0.1 M sodyum sitrat tamponda (pH:4.5)
¢ozdirilmis STZ 50 mg/kg tek doz i.p olarak uygulandi.
, ) Enjeksiyon uygulamasindan 72 saat sonra kuyruk veniden
Diyabetik _ _ . _
9 alinan kandan, kan glikoz diizeyi dl¢tildi. Kan- glikoz degeri
grup . . . -
250 mg/dl iizerinde olan ratlar diyabetik olarak kabul edilip
calismaya dahil edildi. STZ uygulamasinda 12 saat boyunca
ani hipoglisemik soku 6nlemek adina %5 dektroz verildi.
o Calismada kullanilan SBT yagmin uygulama dozu
GRUP 7 70mg/kg/48saat olarak belirlenip ve gruplar 8 hafta boyunca
giinasir1 olacak sekilde oral gavaj yolla uygulandi.
Her bir sicana 0.1 M sodyum sitrat tamponda (pH:4.5)
¢ozdirilmis STZ 50 mg/kg, tek doz i.p. olarak uygulandi.
Enjeksiyon uygulamasindan 72 saat sonra kuyruk veniden
alman kandan, kan glikoz diizeyi 6lctildii. Kan- glikoz degeri
Diyabet+ 9 250 mg/dl iizerinde olan ratlar diyabetik olarak kabul edilip
SBT calismaya dahil edildi. STZ uygulamasinda 12 saat boyunca

ani hipoglisemik soku onlemek adma %S5 dektroz verildi.
Diyabet oldugu kabul edilen ratlara SBT yaginin uygulama
dozu 70 mg/kg/48saat olarak belirlenip ve gruplara 8 hafta

boyunca giinasir1 olacak sekilde oral yolla uygulandi
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4.3. Diyabet indiiksiyonu

Calismamizda kullanilan ratlarda, diyabet modeli olusturmak i¢in STZ
protokolii uygulandi. Diyabet grubunda diyabet olusturmak icin ratlar 12 saat
oncesinden ag¢ birakildi. Ertesi giin tiim ratlarin viicut agirliklan olctildi. Kuyruk
veninden alinan kan ornekleri ile kan-glikoz degerleri (Rina Check AP 10)

sleiildi.

STZ 'nin ¢6ziinmesini kolaylagtirmak amaciyla sitrat tamponu (Tablo 4)
kullanildi. 0.1 M sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) igerisinde 50 mg/kg doz STZ
I.p. yolla tek doz olacak sekilde verildi. STZ uygulamasindan sonra deneklere 12
saat boyunca sekerli su (%5 dektroz) verilerek yiiksek hipoglisemi 6nlendi (51).
Uygulamadan sonra deneklere pelet yem ve su verilmeye baslandi. STZ
uygulamasindan 72 saat sonra (12 saatlik aghgi takiben) ratlarmm kuyruk
venlerinden alinan kandan glukometre cihazi ile kan-glikoz degerleri olgildii.
Kan-glikoz degeri 250 mg/dl’yi gegen ratlar diyabetik olarak kabul edildi. Ayni
protokol Diyabet + SBT grubu ratlara da uygulandi. Poliiiriden kaynaklanan su

kaybina kars1 ratlar deney siiresince sik sik kontrol edildi.

Tablo 4: 0.1 M Sodyum sitrat tamponu hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
Sitrik asit 10,384 gr
Sodium sitrate dihyrate 13.514 gr
Distile Su 1000 ml

1 N NaOH ile pH: 4,5 olacak sekilde ayarlandi.
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4.4. SBT Yagmn Icerigi ve Uygulanmasi

Antioksidan madde olarak ‘Sea Buckthorn Oil Capsules Pharma Nord’

(Erfurt, Germany) marka yagi kullanilarak uygulandi. Bu yagm igerigi Tablo

5’de verildi.

Diyabet + SBT ve SBT grubunda bulunan ratlara, giin asir1 olacak sekilde
canli agirliklart dikkate alimarak 70 mg/kg dozunda SBT yagi oral gavaj

yontemiyle (Sekil 8) 8 hafta stireyle verildi (108).

Sekil 8: Deney hayvanlarina SBT’ nin gavaj yolu ile uygulanmasi

48



Tablo 5: SBT Besin Icerigi

SBT Besin Icerigi Her 2 Kkapsiilde (1000 mg)
Doymus yag asitleri 210 mg
Tek doymamuis yag asidi 480 mg
Her biri;

Omega 7 (palmiloic asit) 240 mg
Omega 9 (oleic asit) 180 mg
Omega 7 ( cis vassenik asit) 60 mg
(l;_loel?htl)i(rii(;)ymamls yag asidi 300 mg
Omega 6 (linoleic asit) 170 mg
Omega 3 (alfa linoik asit) 130 mg
Vitamin E 4,0 mg
Vitamin A 400 ug

4.5. Arastirmanin Sonlanmasi

Sekiz hafta siiren deneyin sonunda, tiim gruplarda bulunan 39 adet erkek
ratlar tartilarak canli agirhiklari kaydedildi. Dekapitasyon isleminden sonra tiim
ratlarin kan, testis ve bobrek numuneleri alindi. Alinan sag ve sol bobrek ve testis
dokularinin 6l¢timleri yapildi. Spermatojenik muayaneler i¢in sperm Ornekleri
alindi. Sonrasinda testis ve bobrek dokular1 immunohistokimyasal ve
histopatolojik incelemeler i¢in %10 tamponlu formalin soliisyonunda immersiyon
yontemi ile 24 saat boyunca tespit edildi. Kan serumlari ise biyokimyasal testler

i¢cin —20 °C de muhafaza edildi.
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45.1. Viicut Agirhklarimmn Olgiimii

Deney baslangicinda ve sonunda ratlarin viicut agirliklart tartilarak

kaydedildi.

4.5.2. Rélatif Testis Agirhg Ol¢iimii

Sakrifiye edildikten sonra sag ve sol testis agirliklart kaydedildi. Elde

edilen agirliklar asagidaki formiille hesaplandi (109)

Sag + Sol testis agirliklart toplami
Rolatif Testis Airligr --=-==m----emosmmmme oo x100

Viicut agirligi

4.5.3. Rélatif Bobrek Agirhg Olciimii

Sakrifiye edildikten sonra sag ve sol bobrek agirliklari kaydedildi. Elde

edilen agirliklar agagidaki formiille hesaplandi (110).

Sag + Sol bobrek agirliklar: toplami
Rolatif Bobrek Agirlignt = ------m-mmmmmmmm oo x100

Viicut agirligi

50



4.5.4. Spermatolojik Muayeneler
45.4.1. Sperm Yogunlugunun incelenmesi

Calismada ratlarin testislerinden ayrilan sag kauda epididimisi 1 ml
%0,9’luk NaCl ile birlikte 6zel bir cam petri kutusuna alinarak kiigiik parcalara
ayrildi. Bu karisim inkubasyon i¢in oda sicaklifinda 4 saat kadar bekletildi.
Spermatozoon ihtiva eden siipernatant 1:200 oraninda sulandirilmis eozin
soliisyonu (Tablo 5) ile karistirildi. Elde edilen bu karigimdan yaklasik 10 ul
alinarak iki alan1 da kaplayacak sekilde thoma lami tizerine dagitildi ve 5 dakika
bekletildi. Isik mikroskop altinda 200’lik biiyiitme ile spermatozoonlarin

yogunlugu degerlendirildi (111).

45.4.2. Sperm Motilitesi Ol¢iimii

Sperm motilitesinin dl¢limii i¢in, mikroskoba ait 1sitma tablasi 37 °C’ye
ayarlandi. Bir lam tizerine Tris buffer soliisyonu (Tablo 6) alindiktan sonra sol
kauda epididimisden 1 damla kadar sperma alinarak karigtirildi. Daha sonra 3

farkli sahada 400°liik bitylitmede motilite oran1 % deger olarak hesaplandi (111).

Tablo 6: Tris buffer soliisyonu hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
Tris (hidroksimetil) aminometan  3.63 g
Glukoz 0.50¢g
Sitrik Asit 1.99¢
Distile Su 100 ml
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454.3. Anormal Spermatozoon Oran Tespiti

Motilitede kullanilan Tris buffer- spermatozoa karisimindan yaklasik 20 ul
alarak 37 °C olacak sekilde 1sitilmig lam iizerine damlatildi. Elde edilen bu
karisimin iizerine Eozin-Nigrozin boyasindan (Tablo 7) 2 damla damlatildi ve
karisim homojen hale gelinceye kadar karistirildi. Bu karisimdan lam tizerine ince
bir froti ¢ekilerek kurumasi igin oda 1sisma birakildi. Elde edilen bu frotiler
400’Lik biyiitme ile 151k mikroskobun objektif alaninda yaklasik 200 spermatozoa

olacak sekilde % olarak degerlendirildi (111).

Tablo 7: Eozin-Nigrozin boyasi yapimi

Kimyasal Miktar
Eozin: 167¢g
Nigrozin 10¢g

Sodyum Sitrat 299¢g
Distile su 100 ml

4.5.5. Histolojik incelemeler i¢cin Doku Hazirlanmasi

Alinan testis ve bdbrek dokulart %10’luk tamponlu nétral formol
soliisyonunda (Tablo 8) 24 saat tespit edildi. Dokular rutin doku yiiriitme
prosediirleri i¢in %70, %80, %90, %96’lik ve %100’lik dereceli alkol
serilerinden gegirilerek dehidratasyon islemi tamamlandi. Parlatma islemi igin
dokular Ksilol I ve Ksilol 11 soliisyonunda 3 saat bekletildikten sonra etiiv de sivi
parafine alindi. Ardindan da dokular parafin bloklar1 haline getirildi. Elde edilen

parafin bloklardan, histolojik ve morfometrik analizler i¢in, mikrotomda (Thermo
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Scientific, HM325) 5 um kalinliginda seri kesitler alindi. Dokularin morfolojik
ozelliklerini  belirlemek ve histopatolojik  degisiklikleri gostermek igin
hematoksilen+eozin (H+E), periodik asit Schiff (PAS) ve Crossman’in triplesi ile
boyand1 (112,113,114). Entellan ile kapatilan preparatlar 151k mikroskobunda

incelendi ve fotograflandi.
Histolojik terimlerin yaziminda Nomina Histologicadan yararlanildi (115).

Tablo 8: %10’luk tamponlu formalin soliisyonunun hazirlanmasi (116).

Kimyasal Miktar
Cesme Suyu 900 ml
Formaldehid (%37): 100 ml
Sodyum fosfat, monobazik, n
monohidrat

Sodyum fosfat, dibazik, anhidréz: 6.59

pH: 7.2-7,4 arasinda olmalidir.

455.1. Testis Dokusunun Degerlendirilmesi

Sag ve sol testis dokularindan hazirlanan preparatlarin histolojik yapisinin
tespiti ve histopatolojik degisiklikler i¢in Hematoksilen—Eozin (H&E) boyama ile;
interstisyel 6dem, konjesyon, subkapsuler hemoraji, epitelyal disorganizasyon,
yangisal hiicreler ve atretik tubul yoniinden 40X objektifte degerlendirildi ve
hasar yok-, hasar az +, hasar orta ++, hasar ¢ok +++ seklinde skorlama yapildi

(117)

Bazal membran kalinlasmasini saptamak i¢in PAS (periyodik asit—Schiff)
boyama, peritubuler ve interstisyel fibrozisi belirlemek i¢in de Crossman boyama

yontemleri uygulandi. Elde edilen resimler i¢in imaje J programi kullanilds.
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455.2. Johnsen Skoru

Hazirlanan preparatlar, mikroskop altinda en az 20 tubulus 40°lik

objektifte, germ hiicre matiirasyon derecesi bakimimdan Johnsen skorlamasina tabi

tutuldu. Johnsen skorlamasma gore seminifer tubuller Tablo 9’da belirlenen

kriterlere gore 1 ile 10 arasinda skorlandi. Her tubulustan elde edilen sayisal deger

toplanip toplam tubulus sayisina boliinerek Johnsen Skoru elde edildi (118).

Tablo 9: Johnsen Skoru

Testis hasari SKORLAMA
Tubulus i¢inde hig hiicre yok (oblitere tubulus) 1
Germ hiicresi yok sadece sertoli hiicreleri var 2
Germ hiicresi olarak sadece spermatogonia var 3
Spermatozoa, spermatid yok, 5’den az sayida spermatosit var 4
Spermatozoa, spermatid yok, 5’den fazla sayida spermatosit var 5
Spermatozoa yok. 5+10’den Az sayida spermatid var 6
Cok sayida spermatid, spermatosit ve spermatogonia var, spermatozoa yok 7
Germinal epitel kalin ancak spermatozoa sayica 5+10’dan az 8
Spermatogenez tam ancak epitelde disorganizasyon ve lumene dokiilme var 9
Komplet spermatogenez, germinal epitel kalin ve ¢ok sayida spermatozoa var 10
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4553, Morfometrik Ol¢iimler

45531 Seminifer Tubul Cap1 ve Germinatif Epitel Kalinhg

Olciimii

Olympus BX-53 marka mikroskopta fotograflanan alanlardaki tubul
caplar1 ve germinatif epitel kalinligi Olympus Cell Sens Standard programi
(Version 1.1.17) ile hesaplandi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak

degerlendirildi (119, 120).

45.54. Bobrek Dokusunun Degerlendirilmesi

Tubulusun hasar derecesini ortaya koymak i¢in H&E boyama ile
degerlendirilen sag ve sol bobrek dokulari; tubuller arasinda interstisyel fibrozis,
tubuler dilatasyon, tubuler atrofi, tubulus epitel hiicrelerinde dokiilme ve

vakuolizasyon yoniinden 30 farkli alanda skorlama yapildi (Tablo 10) (121).

Bobrek dokusunda glomerul bazal membran kalinlagmasini ortaya koymak
icin PAS boyama yapildi, sonuglar degerlendirilerek resimler igin Imaje J

programi kullanildi.

Interstisyel fibrozisi tespit etmek icin Crossman Triple ile boyanmis
preparatlarda  minimum 30 alan Tablo 11’deki kriterlere degerlendirildi.

Degerlendirmeler gore yari kantitatif sekilde yapildi (122,123).
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Tablo 10: Tubuler hasar skorlama tablosu

Skor Histolojik Degisimler

Skor 0: Hasar yok

Skor 1 %10'undan az1 hasarli

Skor 2 %25'1 hasarli

Skor 3 %26-50 'si hasarl

Skor 4 %75’inden fazlasinda hasar var

Tablo 11: Interstisyel fibrozis varlig1 skorlama tablosu

Skor Histolojik Degisimler
Skor 0: Interstisyum ve tubuller aras1 bag doku normal
Skor 1 Tubuller arasinda hafif fibr6z doku ve az miktarda

interstisyelde kalinlagsma

Skor 2 Orta derecede interstisyel kalinlasma ve orta derece
tubullerde fibroz doku

Skor 3 Siddetli interstisyel kalinlagsma ve tubullerde siddetli fibroz
yapi

4.5.6. Immiinohistokimyasal incelemeler

Calismada uygulanan immiinohistokimyasal analizler i¢in
immiinperoksidaz yontemi uygulandi (124).
Oncelikle elde edilen testis ve bobrek dokularinin parafin bloklarmdan

alinan 5 um kalinligindaki kesitler, ksilol ile deparafinize edildi. Ardindan azalan
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dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidrasyon islemine tabi tutuldu. Antijen
retrieval i¢in 0.01 M sitrat buffer (Tablo12) igerisinde (Ph:6) 30 dakika siire ile
90-95°C de kaynatildi. Oda sicakliginda 20 dakika dokular sogutulduktan sonra
distile suda 5 dakika bekletildi. PAP pen yardimiyla dokularin etrafi ¢izildi.
Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma-Aldrich, USA) soliisyonunda 5 dakika

yikandi.

Endojen peroksidaz aktivitesini engellemek H20. blok soliisyonu
(Hyrogen Peroxide Block, Thermo Fisher Scientific, USA) ile 15 dakika 37 °C’
etlivde bekletildi. Dokular inkubasyon siiresinin ardindan PBS soliisyonunda 3*5

dakika yikandi.

Kesitler Ultra V Block soliisyonunda (Ultravision Detection System,
Thermo Fisher Scientific, USA) 10 dk bekletildikten sonra primer antikor (Tablo
13) eklendi ve buzdolabinda +4 C°’de 1 gece bekletildi. Primer antikor listesi ve

sulandirma oran1 Tablo 13’de verildi.

Ardindan PBS soliisyonunda 3*5 dakika yikandi. Daha sonra Sekonder
antikor damlatildiktan sonra (Biotynlated Goat Anti-Polyvalent, Ultravision
Detection System, Thermo Fisher Scientific, USA) 30 dk nemli ortamda 37 °C
etlivde bekletildi. Ardindan PBS soliisyonunda 3*5 dakika yikandi. Enzim
konjugati olan Streptavidin Peroxidase (Thermo Fisher Scientific, USA) ile 37 °C
etiivde 30 dakika bekletildi. Kesitler, ardindan tekrar 3*5 dakika olmak tizere PBS
soliisyonu ile yikandi. Kromojen substrat olarak Aminoethyl Carbazole (AEC)
(AEC Substrate System, Ultravision Detection System, Lab Vision Corporation,

USA) kullanildi. Distile suda 5 dakika yikandiktan sonra Kesitler Mayer’in
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Hematoksileni (M-H) ile 3 dakika boyandi. Ardindan musluk suyunda yikanip
stvi bazli yapistirict ile (Large Volume Vision Mount, Thermo Fisher Scientific,

USA) kapatildi. Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine PBS damlatildi.

Tablo 12: 0.01 M Sitrat Buffer soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
*Sitrik asit 1,92 gr
*Distile Su 1000 gr

1 N NaOH ile pH: 6 olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 13: Primer antikor marka ve sulandirma orani

[risin 1/100 sulandirma, Rabbit Polyclonal, 201r-0335, Sun Red, Shingai-
CHINA

Asprosin | 1/200 sulandirma, Rabbit Polyclonal, 201r-5721, Sun Red, Shingai-
CHINA

456.1. Kantitatif Skorlama

Irisin ve Asprosin primer antikorlar1 ile immiinohistokimyasal boyama
sonrast 11k mikroskobu altinda 40X objektif ile boyama dagiliminin
degerlendirmesi <%25 immunopozitiflik gosteren alanlara 0.1 degeri, %26-50
oraninda immunopozitiflik gosteren alanlara 0.4 degeri, %51-75 immunopozitiflik
gosteren alanlara 0.6 degeri ve %76-100 oraninda yogun immunopozitiflik

gosteren alanlar igin 0,9 olacak sekilde deger verildi.
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Ayrica boyanma yogunluguna gore negatif boyanma 0, ¢cok az boyanma 1,
az boyanma 2, orta derecede boyanma 3 ve giicli boyanma 4 olacak sekilde

degerlendirildi.

Histoskor; dagilim ve yogunlugunun carpilmasi ile elde edildi. (125, 126,

127).

4.6. Biyokimyasal Incelemeler

4.6.1. Kan-Glikoz Degerinin Olgiilmesi

Deney baslangicinda ve sonunda ratlarin kan-glikoz degeri dlgiilerek

kaydedildi.

4.6.2. Total Antioksidan (TAS) Total Oksidan (TOS) Seviyelerinin

Ol¢iimii

Serum orneklerinden TAS diizeyi Rel Assay Total Oksidan Status Test
Kiti (Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak, Erel’in metoduna uygun olarak (128)

yapildi. Sonuglar mmol Trolox esdegeri/L seklinde verildi.

Serum orneklerinden TOS diizeyi Rel Assay Total Oksidan Status Test
Kiti (Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak, Erel’in (128) metoduna uygun olarak

yapildi. Sonuglar umol H2O> esdegeri/L seklinde verildi.
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4.6.3. Oksidatif Stres Indeksinin (OST) Hesaplamasi

TOS ve TAS degerlerinin birimleri mmol cinsinde hesaplandi Elde edilen
degerler asagidaki formiille hesaplandi (129, 130, 131).
(TOS mmol/L)

Oksidatif Stres Indeksi=  -------- ---- x100
(TAS mmol/L)

4.7.  Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi ve
istatistiksel analizler SPSS 22 programi kullanildi. Gruplar arasindaki
degerlendirme Kruskal Wallis, Posthoc Dunn testi kullanilarak yapildi (132).

p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR
5.1. Canh Agirhk Bulgulan

Kontrol, Sitrat ve SBT grubuna ait ratlarin canli agirlik 6l¢iimlerinin
benzer oldugu goriildii. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Diyabetik
ratlarin canli agirliklar1 Kontrol grubuna gore biiyiik oranda azaldi. Kontrol ile
Diyabet grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p <0.05.
Kontrol ile Diyabet + SBT grubu ratlarin agirliklart yakin degerler gostermekle
beraber istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Diyabet ile SBT grubu ratlarin
arasinda canli agirlik kiyaslamasina gore SBT grubundaki ratlarin canli agirliginin
arttig1 izlendi ve istatistiksel olarak anlaml bir fark bulundu (p <0.05). Diyabet +
SBT grubu ratlarin SBT grubu ratlara gére kiyaslanmasinda ise SBT grubu
ratlarda canli agirhigin arttign gdzlendi. Istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Deney sonrast canli agirlik degisimi Tablo 14°de verildi

Tablo 14: Gruplar Arasi Canli Agirlik Degisimleri (Ort + ss)

. : Diyabet +
Kontrol |Sitrat SBT Diyabet SBT
322422 |313+77 345+35  |234+18 276+58
Canh Agirhik

500

400+

300

200

100
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5.2. Rolatif Bobrek Agirhg: Bulgular:

Gruplarimiza ait ratlardan elde edilen bobreklerin agirlik bulgular
degerlendirildiginde, Kontrol, Sitrat ve SBT grubuna ait bobrek agirliklarinin
benzer oldugu goriildii. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Diyabet
grubu ratlarin bobrek agirliklarinda Kontrol grubuna gore belirgin sekilde artis
oldugu gozlendi. Diyabet + SBT grubu ratlarin bébrek agirliklarinin ise Diyabet
grubuna gore azaldig1 goriildii. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Gruplar Arasi Rolatif Bobrek Agirligi Tablo 15°de verildi.

Tablo 15: Gruplar Aras1 Rolatif Bobrek Agirligi (Orttss)

. . Diyabet
Kontrol | Sitrat SBT Diyabet + SBT

0,83+0,059 | 0,96+0,35 |0,82+0,063 |1,3+0,093 | 140,16

Bobrek agirliklari (g)

0.5

5.3.  Rolatif Testis Agirh@ Bulgular:

Gruplarimiza ait ratlardan elde edilen testislerin  agirliklar
kiyaslandiginda; Kontrol, Sitrat ve SBT grubu ratlarin testislerinin agirliklar

Diyabet grubu hayvanlara gore azaldig1 goriildii. Ancak istatistiksel olarak anlamli
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bir fark bulunmadi. Diyabet + SBT grubu ratlarin testis agirliklart Kontrol grubu
ile benzer sonuglar gosterdi. Gruplar arasi rolatif testis agirliklart Tablo 16’da

verildi.

Tablo 16: Gruplar Arast Rolatif Testis Agirliklart (Ort+ss)

. . Diyabet
Kontrol Sitrat SBT Diyabet +SBT

0,92+0,11 ]0,94+0,3 ]0,90+069 |1+0,11 0,90+0,24

Testis Agirhiklar: (g)

Gruplar

5.4. Spermatojenik Muayene Bulgulari

Calismada gruplarimiza ait ratlarin sperm 6rneklerinden; sperm motilitesi,

sperm yogunlugu ve sperm anormalitesi bakimindan gruplar degerlendirildi.
5.4.1. Sperm Motilitesinin Degerlendirmesi

Arastirmada, elde edilen sperm Orneklerinde yiizde olarak motilite
degerlendirmesi yapildi. Kontrol, Sitrat ve SBT grubuna ait motilite degerinin
benzer oldugu goriildii. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol
grubuna gore, Diyabetik grupta motilite degerinde azalma goriildii. Istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi. Diyabet ve Diyabet + SBT grubu arasinda
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degerlendirme yapildiginda ise Diyabet + SBT grubunda motilitenin belirgin
sekilde arttigr gortldi. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Sperm motilite miktar: degerlendirilmesi Tablo 17°de verildi.

Tablo 17: Sperm motilite miktar1 degerlendirilmesi (Ort+ss)

. . Diyabet +
Kontrol |Sitrat SBT Diyabet SBT
63+16 53+12 58+8,1 43424 51+19
Motilite %

100

80

60

40

20

5.4.2. Sperm Yogunlugunun Degerlendirmesi

Calismada elde edilen sperm Orneklerinde yogunluk degerlendirmesi
yapildiginda sperma yogunlugunun Kontrol ve Sitrat grubundaki benzer oldugu
goriildii. SBT grubunda ise yogunlugun arttig1 goriildii. Bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.05). Kontrol grubuna gore Diyabet grubunda sperma
yogunlugunda azalma goriildii. Istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
Diyabet ve Diyabet +SBT grubu arasinda degerlendirme yapildiginda ise az da
olsa Diyabet + SBT grubunda yogunlugun arttigi goriildii. Ancak istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi. Gruplar arasi sperm yogunlugu Tablo 18’de verildi.
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Tablo 18: Gruplar Arast Sperm Yogunlugu Degerlendirmesi (Ort+ss)

. . Diyabet
Kontrol |Sitrat |SBT Diyabet LSBT
84+12 88+23 | 90+27 71£9,7 84+14

Sperm Yogunlugu( milyon)
150

100

50

Gruplar

5.4.3. Sperm Anormalitesinin Degerlendirmesi

Calismada elde edilen sperm Orneklerinde bas, boyun ve kuyruk
bolgelerindeki anormalitesi  degerlendirildiginde Kontrol ve Sitrat grubu
anormalite degerinin, benzer oldugu goriildii. SBT grubunda ise anormalitenin
azaldig1 goriildii. Kontrol grubu ile SBT grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p <0.05). Diyabetik grup ile Kontrol grubu arasinda
kiyaslama yapildiginda diyabetik gruba ait spermalarda anormal bas, boyun ve
kuyruk daha fazla oldugu goriildii. Ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. SBT grubu ile Diyabetik grup ile kiyaslandiginda ise SBT grubuna ait
spermalarin  anormalitesinin azaldig1 goriildii. Istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. SBT ile Diyabet + SBT grubu kiyaslandiginda ise SBT grubuna ait
spermalarin anormalitesinin azaldig1 goriildii. Istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p <0.05). Gruplar aras1 sperm anormalitesi Tablo 19°da verildi.
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Tablo 19: Gruplar Arast Sperm Anormalitesi (Ort+ss)

Sitrat . Diyabet +
Kontrol Tampon SBT Diyabet SBT
4,8£1,8 4,1£2.4 1,9+0,58 |5,1+1,8 5,1+2,3
Anormalite
8_
6_
4_
2_
O_
y. 4\\""0 @*&Z} ‘%@&o\\\&i&%@&
S
Gruplar
5.5. Histopatolojik Bulgular

5.5.1. Testis Dokusunun incelenmesi

55.1.1. Testis Dokusu Hematoksilen Eosin Boyama

Bulgular:
Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait sag ve sol testis dokusunun hematoksilen-eosin
boyamasinda; spermatogenetik aktivitenin normal seyrettigi, sertoli hiicrelerinin
bazal membrana yerlestigi ve belirgin niikleoluslar1 ile normal histolojik
goriiniime sahip oldugu goriildii. Intersitisyel alana yerlesmis olan Leydig
hiicreleri (endocrinocytus interstitialis), poligonal sekillerini korumus olup,
eosinofilik boyanmis sitoplazmalar1 ve yuvarlaga yakin ¢ekirdekleri ile normal

histolojik goriiniimdeydi.
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Tubullerin igerisinde bazal membrana en yakin koyu boyanan
spermatogoniumlar normal goriinimde olup diizenli dizilim gosterdi. Ardindan
yerlesmis olan primer spermatositler (Spermatocytus primarius), genis
sitoplazmaya ve belirgin ¢ekirdege sahipti. Lumene yakin olan ge¢ spermatidler
koyu boyanmig ¢ekirdekleri ve ardindan uzun ig seklinde kuyruklari ile izlendi.
Lumende bolca spermatozoalara rastlandi (Sekil 9). Herhangi bir histopatolojik

degisikliklere rastlanmadi.
Sitrat Grubu

Sitrat grubuna ait testis dokularinin H-E boyama sonucu kontrol grubu ile
benzerlik gosterdi. Herhangi bir histopatolojik degisikliklere rastlanmadi (Sekil

10).
SBT Grubu

SBT grubu ratlarin testis dokusuna ait H-E boyamasinda spermatogenetik
seri hiicrelerin varligin1 korudugu goriildii. Kontrol ve Sitrat grubu ile benzerlik

gosterdi. Herhangi bir histopatolojik degisikliklere rastlanmadi (Sekil 11).
Diyabet Grubu

Diyabet grubuna ait testis dokulari kontrol grubu ile kiyaslandiginda
spermatogenetik aktivitede azalma meydana geldigi gorildii. Bazi seminifer
tubullerde atrofiler gozlendi. Interstisyel alanda 6dematdz bolgelere rastlandi.
Ayni zamanda interstisyel alanda bulunan kan damarlarinda hiperemi goézlendi

(Sekil 12,13).
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Diyabet + SBT Grubu

Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun H-E boyama sonucunda;
Diyabet grubuna gore Diyabet + SBT grubunda diizelmeler dikkati g¢ekti.
Spermatogenetik aktivitenin diyabetik gruba gore artisi ve ayni zamanda
spermatogenetik seri hiicrelerinin varligini korudugu go6zlendi. Seminifer
tubullerde atrofik tubul sayisinin azaldigi gozlendi. Ayn1 zamanda interstisyel
alanda bulunan kapillar damarlarda dolgunluk ve hiperemiye rastlandi. Bazi

bolgelerde subkapsiiler alanda kanama alanlarina rastlandi (Sekil 14,15).

Sekil 9: Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii
(Spermatogonium (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz),
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus sustentans
(sertoli hiicresi) (se). (H-E, bar:200 um).
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Sekil 10: Sitrat grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii.
Spermatogonium (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz),
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus sustentans

(sertoli hiicresi) (se), kan damari (kd). (H-E, bar:200 um).
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Sekil 11: SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik goriinimii.
Spermatogonium (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz),
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus sustentans
(sertoli hiicresi) (se). (H-E, bar:200 um).
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Sekil 12: Diyabet grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii
Spermatogonium (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz),
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus sustentans
(sertoli hiicresi) (se). Bazal membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler (turuncu

yildiz), interstisyel alandaki kapillar damarlarda hiperemi (yesil ok). (H-E,
bar:200 pm).

Sekil 13: Diyabet grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii.
Spermatogonium (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz), kan
damar1 (kd), endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus
sustentans (sertoli hiicresi) (se), bazal membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler
(turuncu yildiz), dejenere tubuller (mavi yildiz). (H-E, bar:200 um).
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Sekil 14: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik
gorlinimii. Spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz), epitheliocytus
sustentans (sertoli hiicresi) (se), bazal membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler
(turuncu y1ldiz), subkapsiiler hemoraji (siyah ok). (H-E, bar:200 um).

7

B, Yo

Sekil 15: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik goriintimii.
Spermatogonium (sg), spermatid (st), spermatozoa (sz), Bazal membrandan
ayrilan spermatojenik hiicreler (sar1 yildiz), interstisyel 6dem (kirmizi ok),
tubullerde vakuolizasyon (sar1 0K), interstisyel alanda hiperemi (yesil ok). (H-E,
bar:200 um).
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Gruplara ait testis dokusunun intersitsiyel 6dem, konjesyon, subkapsiiler
hemoraji, epitel disorganizasyon, yangisal hiicreler yoniinden yapilan skorlama

sonucundan elde edilen veriler Tablo 20°de gosterildi.

Tablo 20: Testis dokusu histopatolojik degisimlerin skorlanmasi

Histopatolojik

desisi Diyabet Diyabet+SBT  SBT Sitrat Kontrol
egisimler
Ort+
. . 1,2+0,83 1,1£0,93 0,57+0,53 0,86+0,69 0,71+0,76
Intersitisyel 6dem SS
Ort+
\ 1,2 +0,67 0,44+0,53 0,86+0,38 0,29+0,49 0,86+0,69
Konjesyon SS
Ort+
Subkapsiiler ss 0,11+0,33 0+0 0+0 0+0 0=+0
Hemoraji
Ort+
Epitel ss 1,3+1 1,6+1 0,71+0,95 1,1+0,69 0,86+0,69
Disorganizasyon
S Ort+
Spermatojenik sS 2,1+0,6 2,3+0,76 2,6+0,79 2,8+0,41 3+0

Aktivite

Ort: Ortalama deger, SS: standart sapma

55.1.2. Testis Dokusu Crossman Triple Boyama

Bulgular:

Kontrol grubuna ait testis dokusunda Crosman boyasi degerlendirildiginde

interstisyel alanda bag dokusu artis1 goriillmedi (Sekil 16).

Sitrat grubu kontrol grubu ile benzer yapida olup, interstisyel bag

dokusunun normal oldugu gézlendi (Sekil17).

SBT grubu testis dokular1 kontrol grubu ile benzer yapida olup, interstisyel

bag dokusunun normal oldugu gozlendi (Sekil 18).
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Diyabet grubuna ait testis dokusunun Crossman boyamasinda bag doku
artisi ve interstisyel alanlarda 6demat6z degisiklikler goriildii. Tubul epitelinde

ayrilmalara rastlanildi (Sekil 19,20).

Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun Crossman boyamasi

incelemelerinde tubullerde bag doku artis1 gozlendi (Sekil 21,22).

Sekil 16: Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik goériinimii.
Spermatogonium  (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), endocrinocytus
interstitialis (Leydig hiicresi) (Ie). (Crossman, Bar:200 pm).
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Sekil 17: Sitrat grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii.
Spermatogonium  (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus sustentans

(sertoli hiicresi) (se), kan damari (kd). (Crossman, bar:200 pm).

Sekil 18: SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik goériiniimii.
Spermatogonium  (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz),
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus sustentans

(sertoli hiicresi) (se), kan damari (kd). (Crossman, bar:200 pm).
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Sekil 19: Diyabet grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii. Bazal
membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler (turuncu yildiz), interstisyel 6dem

(kirmiz1 ok) (Crossman, bar:200 pm).

Sekil 20: Diyabet grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii. Bazal
membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler (turuncu yildiz), interstisyel 6dem

(kirmiz1 ok) (Crossman, bar:200 pm).
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Sekil 21: Diyabet +SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik
goriiniimii. Bazal membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler (sar1 yildiz),

interstisyel 6dem (kirmizi ok) kilcal damarlarda hiperemi (yesil ok). (Crossman,
bar:200 um).

Sekil 22: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik
goriiniimii. Bazal membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler (turuncu yildiz),
tubullerde vakuolizasyon (sar1 ok), kilcal damarlarda hiperemi (yesil ok).

(Crossman, bar:200 pm).
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5.5.1.3. Testis Dokusu Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama

Bulgular:

Kontrol grubuna ait PAS ile boyanmis testis kesitlerinde, seminifer
tubullere (tubulus seminferus contortus) ait bazal membran yapist kuvvetli PAS
(+) reaksiyon vermis olup, bazal membranin diizenli ve devamli oldugu goriildii

(Sekil 23).

Sitrat grubuna ait testis dokularmin PAS boyamasi kontrol grubu ile

benzer sonuglar gostermis olup, PAS (+) goriildii. (Sekil 24).

SBT grubu testis kontrol grubu ile benzer yapida ve PAS (+) goriildii

(Sekil 25).

Diyabet gruba ait PAS boyamalarda bazal membranda kalinlagmalar, tubul

epitelinde dokiilme ve bozulmalara rastlandi (Sekil 26,27).

Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun PAS boyamasinda yer yer

tubul bazal membraninda kalinlagsma goriilse de yaygm bir gorlinlime sahip

degildi (Sekil 28,29).
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Sekil 23: Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik goériinimii.
Spermatogonium (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz),
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus sustentans
(sertoli hiicresi) (se). (PAS, bar: 200 pm).
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Sekil 24: Sitrat grubuna ait testis dokusunun histolojik goriinimii.
Spermatogonium (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz),
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le). (PAS, bar:200 um).
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Sekil 25: SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik gdriiniimii.
(Spermatogonium  (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz),
endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le). (PAS, bar:200 um).

Sekil 26: Diyabet grubuna ait testis dokusunun histolojik goriinimii. Kan
damart (yesil ok), bazal membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler (turuncu
yildiz), bazal membranda kalinlasma (mavi ok) tubul epitelinde dokiilme (pembe
ok), interstisyel 6dem (siyah ok). Kan damari (yesil ok) (PAS, bar:200 um).
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Sekil 27: Diyabet grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii. Bazal
membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler (turuncu yildiz), bazal membranda

kalinlagma (kirmiz1 ok), interstisyel 6dem (siyah ok). (PAS, bar:200 um)
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Sekil 28: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik
goriinimi. Bazal membrandan ayrilan spermatojenik hiicreler (turuncu yildiz),
bazal membranda kalinlasma (mavi ok), interstisyel 6dem (siyah ok). (PAS,
bar:200 um).
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Sekil 29: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun histolojik
gbriinlimii. Kan damar (kd), bazal membranda kalinlasma (mavi ok). (PAS,

bar:200 pum).

5.5.1.4. Johnsen Skoru Degerlendirilmesi

Her bir grubun testislerinden yapilan Johnsen skor degerlendirmesine gore
Kontrol, Sitrat ve SBT grubu ratlarin Johnsen skorunun benzer oldugu gorildi.
Diyabet grubunun Johnsen degeri, Kontrol, Sitrat ve SBT grubuna gore azaldigi
izlendi. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Diyabet + SBT
grubunun, Johnsen degeri Diyabet grubuna gore arttigi gortildii. Ancak olusan bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Johnsen skoru degerlendirilmesi Tablo

21’ de verildi.

81



Tablo: 21: Johnsen Skoru Degerlendirilmesi (Ort+ss)

Kontrol | Sitrat SBT Diyabet | Diyabet+SBT
9,1£0,69 | 9,3+0,96 | 9,6+0,79 | 7,8+1,3 | 8,1+0,86
Johnsen Skoru
15+
10 T
-
5_
0- T T
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5.5.1.5. Morfometrik Bulgular
55.15.1 Germinal Hiicre Kalinhigi- Tubul Cap1 Degerlendirmesi

Diyabet grubuna ait ratlarin germinal hiicre kalinligi, Kontrol ve Sitrat
grubu ratlara gore azalmis oldugu goriildii. Bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p<0,05). SBT grubu ratlarin testis GHK kalinliginin diyabetik ratlara
gore artmis oldugu goriildii. Kontrol grubuna gore, Diyabet + SBT grubunda

GHK kalinhigiin azaldig1 goriildii. Bu durum istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,05). Testis germinal epitel kalinlig1 Tablo 22°de verildi.
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Tablo 22: Testis germinal epitel kalinlig1 degerlendirmesi Ort £ ss)

Kontrol | Sitrat | SBT |Diyabet|Diyabet+SBT

98+9,3 [90+4.,4 | 93+4,8 | 85+4,3 91+2,4

GHK kalinhgi (pm)
150

100

50—

") > < $
o\\\(b e,'\x < @{\ ‘L_OQ
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Tubullerden elde edilen tubul ¢aplar1 degerlendirildiginde ise; Diyabet ve
Diyabet + SBT grubunda herhangi bir tubul ¢api farkina rastlanmadi. Ancak
kontrol grubuna gore tubul g¢aplarinin azaldigi gozlendi. En yiiksek tubul gap1
oranina SBT grubunda rastlandi. SBT grubu ile Diyabet + SBT Grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Testis tubul ¢ap1 6l¢iimii

degerlendirilmesi Tablo 23’de verildi.
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Tablo 23: Testis tubul ¢ap1 6l¢timii degerlendirmesi (Ort£ss)

Kontrol | Sitrat | SBT |Diyabet|Diyabet+SBT

285+9,3 |271£13290+10 | 270£15 270+£5,8

Tubul Capi1 (um)

400
300
— -
200
100
O_
> N A xS
S RN
0’\*\% Q;\"% o7 &Y \l_OQ
S
>
Q\*\

5.5.2. Bobrek Dokusunun incelenmesi

5.5.2.1. Bobrek Dokusu Hematoksilen Eosin Boyama

Bulgular:

Kontrol Grubu

Korteks ve medulladan olusan sag ve sol bdobrekler, histolojik olarak
normal goriintimiindeydi. Kortekste yer alan bobrek cisimcikleri normal bir
histolojik goriiniime sahipti. Bowman kapsiilii (Capsula glomeruli) histolojik
olarak normal goriintii sergiledi. Yer yer bazi ratlarda hiperemi goriilmesi bireysel
farkliliktan kaynaklandigimi  diisiindiirdii. Lumenleri dar etrafi asidofilik
sitoplazmaya sahip olan proksimal tubullerin etrafindaki kiibik-silindirik epitel
normal goriiniimdeydi. Proksimal tubullere gore lumenleri daha genis seyreden

distal tubuller kiibik epitel yapisi ile normal histolojik goriiniimdeydi. (Sekil
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30,31). Bobrek medullasinda ise henle kulplari, proksimal ve distal tubuluslar ve
tubulus kollektivuslar normal goriiniimdeydi. Histopatolojik degisikliklere

rastlanilmadi.

Sitrat Grubu:

Kontrol grubu ile benzer gorinime sahip olup, histopatolojik

degisikliklere rastlanilmadi (Sekil 32,33).

SBT Grubu

SBT grubuna ait ratlarin bobrek dokularmin H-E boyamasinda bazi

ratlarda hiperemi disinda histopatolojik degisikliklere rastlanilmadi, kontrol grubu

ile benzerdi (34,35).

Diyabet Grubu

H-E boyama sonucunda glomeruluslarda ve tubullerde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda bazi hasarlar gozlendi.  Glomeruluslarin bazilarinda atrofi,
bowman Kapsiiliinde (capsula glomeruli) genisleme, tubullerde vakuolizasyon
(Armani Ebstein lezyonlari), tubullerde atrofi, tubullerde proteinéz filtrat ve bazi

alanlarda yogun hemorajik bolgelere rastlanildi (36,37,38).

Diyabet + SBT Grubu

H-E boyamalarinin sonucunda tubuler alanda ve glomeruluslarda bazi
hasarlar gozlendi. Bu hasarlarin diyabet grubuna gore azalmis oldugu fark edildi.
Bu ratlarin tubullerinde dejenerasyon ve vakuolizasyon ile seffaf tubuler yapilar

gozlendi. Ancak diyabetik gruplar kadar yogun degildi (Sekil 39).
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Glomerular yapilarda bowman mesafesinde genisleme, tubullerde bazi
bolgelerde vakuolizasyon, hemoraji ve mononiikleer hiicre infiltrasyonuna

rastlanildi (Sekil 40).

Sekil 30: Kontrol grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (pt), distal tubul (dt), makula densa
(md). (H-E, Bar:200) um).
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Sekil 31: Kontrol grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik

goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), makula densa (md) (H-E, Bar:200 pum).

Sekil 32: Sitrat grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriinimi. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt). (H-E, Bar:200 pm).
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Sekil 33: Sitrat grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), (tubulus proximalis) (pt), distal tubul (tubulus
distalis) (dt), makula densa (md), hiperemi (yesil ok). (H-E, Bar:50 um).

Sekil 34: SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
gortinimi. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), hiperemi (yesil ok). (H-E, Bar: 50 um).
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Sekil 35: SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), hiperemi (yesil ok). (H-E, Bar: 200 pm).

Sekil 36: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
gortintimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), hiperemi (yesil ok), tubuler dilatasyon (mavi ok), tubullerde
vakuolizasyon (Armani Ebstein lezyonlar1) (kirmizi ok), bowman araliginda
daralma (beyaz ok). (H-E, Bar: 200 um).
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Sekil 37: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriinimii. Tubullerde vakuolizasyon (Armani Ebstein lezyonlari) (kirmizi ok),

tubul epitelinde dokiilme (turuncu ok), proteinoz filtrat (siyah ok). (H-E, Bar: 50
pum).

Sekil 38: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriinimii. Glomerulus (G), distal tubul (dt), hiperemi (beyaz yildiz), proteindz
filtrat (beyaz ok). (H-E, Bar: 50 um).
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Sekil 39: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis)
histolojik goriintimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt),
distal tubul (tubulus distalis) (dt), tubuler dilatasyon (mavi ok), tubullerde
vakuolizasyon (Armani Ebstein lezyonlari) (kirmizi ok), tubul epitelinde dokiilme

(turuncu ok), hiperemi (yesil ok). (H-E, Bar: 200 um).

Sekil 40: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis)
histolojik goriinimii. Bowman mesafesinde daralma (sar1 yildiz), Periglomerular
alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonu (mavi yildiz), hiperemi (yesil ok). (H-E,
Bar: 50 pm).
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Glomerular atrofi ve lobulasyon, hemoraji, bowman kapsiiliinde (capsula
glomeruli) genisleme, influmatuar hiicre infiltrayonu, fibrozis, vakuolizasyon ve

tubuler hasar yoniinden gruplarin skor degerleri Tablo 24’ de verildi
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Tablo 24: Bobrek dokusu histopatolojik degisimlerin skorlanmasi

Histopatoloik degisimler

Diyabet Diyabet+SBT SBT Sitrat Kontrol
Glomerular Atrofi Ort+SS 0,67+0,71 0,22+0,44 0+0 0+0 0+0
Glomerular Lobulasyon Ort£SS  0,56+0,53 0,11+0,33 0,14+0,38 0,14+0,38 0+0
H . Ort£SS 0,89+0,93 0,56+0,73 0,86+0,38 0,86+0,38 0,86+0,38
emoraji
e . Ort£SS 1,6+£0,53 1,2+0,83 1,9+0,9 0,43+0,53 0,71+0,49
Bowman kapsiiliinde Genisleme
: . 3 Ort£SS 0,78+0,67  0,56+0,88 1,7+0,76 0,86+0,69  0,29+0,76
Influmatuar Hiicre Infiltrasyonu
Fibrozis Ort+SS 0,56+0,53 0,63+0,52 0,71+0,76 ~ 0,67+0,52  0,33+0,52
Vakuolizasyon Ort+SS 1,4+1,2 1,1+£0,83 0,14+0,38 0+0 0,14+0,38
Ort£SS 3,7+0,87 2,8+1,2 1,4+0,53 1,3+£0,52 0,71+0,49

Tubuler Hasar

Ort: Ortalama deger, SS: standart sapma
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55.2.2. Bobrek Dokusu Crossman Triple Boyama

Bulgular:

Kontrol grubuna ait Crossman boyamasinda interstisyel fibrozis alanlarina

bakildi. Tubuller arasinda herhangi bir fibrozise rastlanmadi (Sekil 41,42).

Sitrat grubuna ait bobrek dokular1 kontrol grubu ile benzer olup, fibrotik

alanlara rastlanmadi (Sekil 43,44).

SBT grubu degerlendirmesinde yer yer bazi alanlarda kollajen bag doku

artigina ve interstisyel alanda hiperemiye rastlanildi (Sekil 45,46).

Diyabet grubunda interstisyel bag dokusunda kismen kollagen madde artis1

ve fibrozis gozlendi (Sekil 47,48,49).

Diyabet + SBT grubuna ait bobrek dokusunun Crossman boyamasinda

interstisyel bag dokusunda kismen kollagen madde artisi ve fibrozis gozlendi

(Sekil 50,51).



Sekil 41: Kontrol grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), kan damari (kd). (Crossman- bar:200 um).

Sekil 42: Kontrol grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), hiperemi (yesil ok), Bowman aralig1 (ba) glomeruluslarda
hafif hiperemi (yesil ok). (Crossman- bar:50 pm).
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Sekil 43: Sitrat grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
gortiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt). (Crossman — bar:200 um).

Sekil 44: Sitrat grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt). (Crossman-
Bar: 50 um).
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Sekil 45: SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt). Interstisyel kilcal damarlarda hiperemi (yesil ok),
interstisyel alanda bag dokusu artis1 (sar1 ok). (Crossman- Bar: 200 um).

Sekil 46: SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), makula densa (md), kilcal damarlarda hiperemi (yesil ok),
bag dokusu artis1 (sar1 ok, sar1 yildiz). (Crossman- Bar: 50 um).
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Sekil 47: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), bowman aralig1 (ba), tubullerde vakuolizasyon (Armani
Ebstein lezyonlar1) (kirmizi ok), bag dokusu artist (sar1 yildiz), glomerulda atrofi

(kirmiz1 y1ldiz). (Crossman- Bar: 200 pm).

Sekil 48: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriinimi. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt), bowman araligi (ba), bag dokusu artisi (sar1 yildiz),
tubullerde dilatasyon (mavi ok), interstisyel kilcal damarlarda hemoraji (yesil ok).

(Crossman- Bar: 200 pum).

96



Sekil :49 Diyabet grubuna ait bébrek korteksinin (cortex renis) histolojik
gortintimii. Proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul (tubulus distalis)
(dt), bag dokusu artis1 (sar1 yildiz), interstisyel kilcallarda hiperemi (yesil ok).
(Crossman- Bar: 200 pum).

Dy
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Sekil 50: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis)
histolojik goriinimii. Tubullerde vakuolizasyon (Armani Ebstein lezyonlarr)
(kirmiz1 ok), tubullerde dilatasyon (mavi ok), interstisyel kilcal damarlarda
hiperemi (yesil ok), bag dokusu artisi (sar1 ok). (Crossman- Bar: 200 um).
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Sekil 51: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis)
histolojik goriintimii. Tubullerde vakuolizasyon (Armani Ebstein lezyonlari)
(kirmiz1 ok), bag dokusu artig1 (sar1 yildiz), tubul epitelinde dokiilme (turuncu ok).

(Crossman- Bar: 50 um)

55.2.3. Bobrek Dokusu Periyodik Asit Schiff (PAS)

Boyama Bulgulari

Kontrol grubuna ait PAS boyanmasinda, bobregin proksimal tubullerinde
(tubulus proximalis) bulunan mikrovilluslarda fircamsi kenarlar belirgin ve
histolojik olarak normal goriinimdeydi. Glomeruluslara ait bazal membranda

herhangi bir kalinlagmaya rastlaniimadi (Sekil 52,53)

Sitrat grubuna ait bobrek dokularinin PAS boyamas: kontrol grubu ile

benzer oldugu gozlendi. (Sekil 54).

SBT grubuna ait bobrek dokusunun PAS ile boyanmasinda

glomeruluslarin pariyetal yapraginda kalinlasmaya sadece birkag preparatta

rastlanild: (Sekil 55,56).
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Diyabet grubuna ait preparatlarda ise tubul epitellerinin apikal yiizlerinde
yer alan mikrovillus igeren epitellerde dokiilmeler goézlendi. Bunun yaninda

bowman kapsiiliiniin (capsula glomeruli) bazal membraninda kalinlagsmalara

rastlanildi (Sekil 57,58).

Diyabet + SBT grubuna ait bobrek dokusunun PAS boyama sonucunda ise
bazal membranda kalinlagmalara rastlanilmadi, ancak tubul epitellerinin apikal

yiizlerinde yer alan mikrovillus i¢eren epitellerde dokiilmeler gézlendi (Sekil 59).
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Sekil 52: Kontrol grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glmerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt). (PAS- Bar: 200 pm).
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Sekil 53: Kontrol grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt). (PAS- Bar: 200 um).

Sekil 54: Sitrat grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
gortiniimi. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt). (PAS- bar:200 um).
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Sekil 55: SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt). (PAS- Bar: 200 pm).
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Sekil 56: SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik

goriiniimii. Glomerulus (G), proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul
(tubulus distalis) (dt). (PAS- Bar: 50 um).
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Sekil 57: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
goriiniimii. Proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul (dt). Tubul
epitelinde dokiilme (turuncu ok), bazal membranda kalinlasma (yesil ok),
Bowman kapsiiliinde (capsula glomeruli) daralma (turuncu yildiz). (PAS- Bar: 50

pum).

Sekil 58: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis) histolojik
gortintimi. Proksimal tubul (tubulus proximalis) (pt), distal tubul (tubulus distalis)
(dt). Tubul epitelinde dokiilme (turuncu ok), bazal membranda kalinlasma (yesil
ok), mezengiyal matrikste artis (pembe yildiz). (PAS- Bar: 50 pm).
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Sekil 59: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek korteksinin (cortex renis)
histolojik goriiniimii. Tubul epitelinde doékiilme, (turuncu ok), tubullerde
vakuolizasyon (Armani Ebstein lezyonlar1) (kirmizi ok) (PAS, Bar: 200 pm)
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5.6. Immiinohistokimyasal Bulgular
5.6.1. Testis Dokusu irisin immiinoreaktivitesi

Testis dokusu Irisin immunoreaktivitesi sonucunda, Kontrol grubuna ait
testis dokusu Leydig hiicrelerinde zayif siddette boyama yogunluguna sahip
pozitif hiicrelere rastlanildi. Leydig hiicreleri disinda diger yapilarda herhangi bir
pozitiflik izlenmedi. SBT ve Sitrat grubu testis dokusu Irisin immunoreaktivitesi

kontrol grubu ile benzerlik gosterdi (Sekil 61-66).

Diyabet grubuna ait testis immunoreaktivitesi incelendiginde zayif siddette
boyama yogunluguna sahip pozitif hiicreler gozlendi (Sekil 67,68). Diyabet +
SBT grubunda ise Leydig hiicrelerinde kuvvetli siddette boyama yogunluguna

sahip pozitif hiicrelere rastlanild: (Sekil 69,70).

Tim bu immunoreaktivite sonucu elde edilen histoskor sonucunda,
Kontrol grubuna ait immunorektivitenin; Sitrat ve SBT grubu ile benzer oldugu
gozlendi. Kontrol grubuna gore Diyabet grubunda immiinoreaktivitenin azaldigi
gozlendi. Diyabet grubuna gore Diyabet + SBT grubunda immunoreaktivitenin
arttig1 izlendi. Elde edilen histoskor sonucunda ise iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p<0.05) (Tablo 25). Negatif kontrol preperatlarinda

pozitiflik gbzlenmedi (Sekil 60).
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Tablo 25: Testis dokusunun Irisin immunoreaktivitesi skorlamasi (Ort+ss)

Kontrol | Sitrat SBT Diyabet | Diyabet+SBT

0,5+0,20 | 0,8+0,46 | 0,6+0,69 | 0,35+0,41 | 1,0+0,23

irisin Testis

elling,
o S A

A

Sekil 60: Negatif kontrol grubuna ait testis  dokusunun
immunohistokimyasal boyamasi. Spermatogonium (sg), spermatosit (sp),
spermatid (st), spermatozoa (sz), endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi)
(le), epitheliocytus sustentans (sertoli hiicresi) (se). (M-H: bar:200 um).
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Sekil 61: Kontrol grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
0k), (M-H: bar:200 um).

Sekil 62: Kontrol grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok), (M-H: bar:50 pm).
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Sekil 63: Sitrat grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok) (M-H: bar:200
pum).

Sekil 64: Sitrat grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H: bar: 50
um).
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Sekil 65: SBT grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
0Kk). (M-H: bar:200 um).

Sekil 66: SBT grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
0k). (M-H: bar:50 pm).
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Sekil 67: Diyabet grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik. (M-H: bar:200 pm).

Sekil 68: Diyabet grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (Yesil ok). (M-H bar:50

um).
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Sekil 69: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde
[risin immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik
(beyaz ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (pembe ok),
kuvvetli siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (sar1 ok). (M-H bar:50 pm).

Sekil 70: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde
Irisin immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik
(beyaz ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H
bar:200 pum).
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5.6.2. Bobrek Dokusu irisin immiinoreaktivitesi

Bobrek dokusu Irisin immiinorekativitesinin incelenmesi sonucunda
Kontrol grubuna ait bobrek dokusunun korteks ve medullasinda pozitif hiicrelere
rastlanildi. Kortekste yer alan proksimal tubul ve distal tubullerde zayif ve orta
siddette boyama yogunluguna sahip pozitif hiicrelere rastlanildi. Henle kuplarinda
pozitif hiicrelere rastlanilmadi. Medullada ise toplayict borucuklarda zayif ve orta
siddette boyama yogunluguna sahip immunopozitif alanlar gozlendi (Sekil 72,73).

Sitrat ve SBT grubu ratlar ise Kontrol grubu ile benzerlik gosterdi (Sekil 74,75).

Diyabet grubuna ait boyamalarda korteks bolgesi proksimal tubullerinde
zayif ve orta siddette boyama yogunluguna sahip pozitif hiicrelere rastlanildi
Toplayict  borucuklarda kuvvetli siddette immunopozitif alanlar gozlendi
(76,77,78). Diyabet + SBT grubu ratlarin immunoreaktivite sonucunda proksimal
tubullerde kuvvetli siddette boyama yogunluguna sahip pozitif hiicreler dikkati

cekti (79,80).

Pozitiflik ve boyanma yogunlugu ile yapilan histoskor ile elde edilen
veriler 1s5181inda Kontrol grubu bobrek [risin immunoreaktivitesinin, Sitrat ve SBT
grubu ile benzer oldugu gozlendi. Kontrol grubuna gére Diyabet grubunda azalma
izlendi. Diyabet ve Diyabet + SBT grubu incelendiginde ise Diyabet + SBT
grubunda Irisin immunoreaktivitenin artmis oldugu gozlendi. Istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p<0.05). Diyabet + SBT grubuna ait ratlarm Irisin
immunoreaktivitesi Sitrat ve Kontrol grubuna gore de artmis olup, istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05) Negatif kontrol boyamalarinda pozitiflik

gozlenmedi (Sekil 71) (Tablo 26).
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Tablo 26: Bébrek dokusunda Irisin immiinohistokimyasal boyama skor

tablosu (Ort+ss)

Kontrol | Sitrat SBT Diyabet | Diyabet+SBT

0,7+0,12 | 0,92+0,64 | 0,66+0,44 | 0,58+0,26 | 1,5+0,63

irisin Boébrek

2.5
2.0
1.5
|
0.5
0.0—-
o & F (i@‘&&

Sekil 71: Negatif kontrol grubuna ait bobrek  korteksinin
immunoreaktivitesi Glomerulus (G), proksimal tubul (pt), distal tubul (dt). (M-H:
bar:50 um)
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Sekil 72: Kontrol grubuna ait bobrek  Kkorteksinin Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette distal tubullerde (beyaz ok), orta siddette. (M-
H: bar:100 pm).

Sekil 73: Kontrol grubuna ait bobrek medullasiin  Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette toplayict borucuklarda immunopozitiflik
(beyaz ok), orta siddette toplayic1 borucuklarda immunopozitiflik (yesil ok). (M-
H: bar:50 pum).
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Sekil 74: Sitrat grubuna ait bobrek korteksinin Irisin immunoreaktivitesi.
Zay1if siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (beyaz ok), orta siddette
proksimal tubullerde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H: bar:50 um).

Sekil 75: SBT grubuna ait bobrek korteksinin Irisin immunoreaktivitesi.
Zayif siddette distal tubullerde immunopozitiflik (beyaz ok). (M-H: bar:50 um).
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Sekil 76: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin  Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (beyaz
0Kk). (M-H: bar:200 um).

Sekil 77: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin  Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (beyaz
ok), orta siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (yesil ok), (pembe ok).
(M-H: bar:50 um).
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Sekil 78: Diyabet grubuna ait boébrek medullasinin  Irisin
immunoreaktivitesi. Kuvvetli siddette toplayici borucuklarda immunopozitiflik
(pembe ok). (M-H: bar:50 um).

Sekil 79: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek korteksinin Irisin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette tubulus proksimalislerde immunopozitiflik
(beyaz ok), orta siddette tubulus proksimalislerde immunopozitiflik (yesil ok),
kuvvetli siddette tubulus proksimalislerde immunopozitiflik (pembe ok). (M-H:
bar:200 pm).
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Sekil 80: Diyabet + SBT grubuna ait boébrek korteksinin Irisin
immunoreaktivitesi. Kuvvetli siddette tubulus proksimalislerde immunopozitiflik
(pembe ok). (M-H: bar:200 um).

5.6.3. Testis Dokusu Asprosin immiinoreaktivitesi

Kontrol grubuna ait testis dokusu Asprosin immiinoreaktivitesine
bakildiginda Kontrol grubu Leydig hiicrelerinde zayif ve orta siddette boyama
yogunluguna sahip pozitif hiicrelere rastlanildi (82,83). Spermatojenik hiicrelerde
herhangi bir pozitif hiicre gozlenmedi. Sitrat ve SBT grubu boyamalar1 Kontrol

grubu ile benzerlik gosterdi (84-87).

Diyabet grubuna ait testis dokusu Asprosin immiinoreaktivitesine Leydig
hiicrelerinde zayif siddette boyama yogunluguna sahip pozitif hiicrelerde gozlendi
(88,89). Diyabet + SBT grubuna ait Asprosin immunoreaktivitesine bakildiginda
ise, Leydig hiicrelerinde zayif ve orta siddette boyama yogunluguna sahip

immunopozitiflik goriildi (90,91).
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Elde edilen sonuglardan yapilan histoskor sonucuna gore Kontrol, Sitrat ve
SBT grubu Asprosin immnoreaktivitesinin benzer oldugu goriildii. Diyabet grubu
testis dokusu Asprosin immunoreaktivitesinin Kontrol grubuna gore azaldigi
izlendi. Istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). Diyabet ve Diyabet +
SBT grubu kiyaslandiginda ise Diyabet + SBT grubunda Asprosin
immunoreativitesinin arttigi goriildii. Negatif kontrol preperatlarinda pozitiflik
gozlenmedi (sekil 81). Testis dokusunda Asprosinin immunoreaktivite skorlama

degerleri Tablo 27°da verildi.

Tablo 27: Testis dokusunun Asprosin immunoreaktivitesi skorlamasi

(Ortzss)

Kontrol | Sitrat SBT Diyabet | Diyabet+SBT

1,2+0 0,6+0,28 | 0,6+0,28 | 0,47+0,12 | 0,76+0,41

Asprosin Testis

1.5

Lo T T

0.5

P AU N S
. {59 x%Q) éb @\Q 00\3
M & +
o
&

118



- TN L ™
¢ ". \n'ﬂ":“!“'. AL
{ WA, 0L

oo P

Sekil 81: Negatif kontrol gruba ait testis dokusunun immunoreaktivitesi
Spermatogonium (sg), spermatosit (sp), spermatid (st), spermatozoa (sz
spermatozoa (sz), endocrinocytus interstitialis (Leydig hiicresi) (le), epitheliocytus

sustentans (sertoli hiicresi) (se). (M-H: bar:200 um).

Sekil 82: Kontrol grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde
Asprosin immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik
(beyaz ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H:
bar:50 pm).
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Sekil 83: Kontrol grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde
Asprosin immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik
(beyaz ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H:
bar:50 um).

Sekil 84: Sitrat grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Asprosin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
0k). (M-H: bar:200 pm).
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Sekil 85: Sitrat grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Asprosin

immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok), orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok), kuvvetli siddette
Leydig hiicresinde immunopozitiflik (pembe ok). (M-H: bar:50 um).
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Sekil 86: SBT grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Asprosin

immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok), Orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H: bar:200
um).
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Sekil 87: SBT grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde Asprosin

immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok). Orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H: bar:50
um).

Sekil 88: Diyabet grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde
Asprosin immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik
(beyaz ok). (M-H: bar:200 pm).
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Sekil 89: Diyabet grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde
Asprosin immunoreaktivitesi. Orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik
(yesil ok). (M-H: bar:50 um).

Sekil 90: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde
immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (beyaz
ok). Orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H: bar:200
um).
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Sekil 91: Diyabet + SBT grubuna ait testis dokusunun Leydig hiicrelerinde
Asprosin immunoreaktivitesi. Zayif siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik
(beyaz ok). Orta siddette Leydig hiicresinde immunopozitiflik (yesil ok). (M-H:
bar:50 um).

5.6.4. Bobrek Dokusu Asprosin Immiinoreaktivesi

Bobrek dokusu Asprosin immiinoreaktivitesinin incelenmesi sonucunda
Kontrol grubuna ait bobrek dokusunun korteksinde pozitif hiicrelere rastlanildi.
Kortekste yer alan glomeruluslarda zayif ve orta siddette ve proksimal tubullerde
zay1f ve kuvvetli siddette boyama yogunluguna sahip pozitif hiicrelere rastlandi.
Henle kulpu ve medullada yer alan toplayict borucuklarda pozitif hiicrelere
rastlanilmadi. (Sekil 93,94). Sitrat ve SBT grubu Asprosin immunoreaktivitesi

kontrol grubu ile benzer sonuglar gosterdi (Sekil 95-97).

Diyabet grubu bobrek Asprosin immiinoreativitesine, kortekste yer alan
glomeruluslarda zayif siddette, proksimal tubullerde kuvvetli siddette ve

medullada yer alan toplayict borucuklarda ise kuvvetli siddette boyama
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yogunluguna sahip pozitif hiicrelere rastlanildi (Sekil 97,98). Diyabet + SBT
grubunda ise proksimal tubullerde ve medullada yer alan toplayici borucuklarda
kuvvetli siddette boyama yogunluguna sahip pozitif hiicreler gozlendi (99,100).
Diyabet + SBT grubuna ait toplayici borucuklarda kuvvetli ve yogun boyanan

pozitif hiicreler gozlendi (Sekil 101).

Immun boyama sonucu ile histoskor degerlendirmesi sonucunda Kontrol
Sitrat ve SBT grubu Asprosin immunoreaktivitesinin benzer oldugu Diyabet
grubu immiinoreaktivitenin ise artmis oldugu gozlendi. Diyabet +SBT grubu
Asprosin immunoreaktivitesi degerlendirildiginde ise Diyabet +SBT grubunda
artmis oldugu gozlendi. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi

belirlendi (Tablo 28). Negatif kontrol grubunda pozitiflik gozlenmedi (Sekil 92).

Tablo 28: Bobrek dokusunda Asprosinin  immunoreaktivitesinin

skorlamasi (Ort£ss)

Kontrol | Sitrat SBT Diyabet | Diyabet+SBT

0,8+0 0,5+0,14 | 0,6+0,28 | 1,1+0,23 | 1,3+0,50

Asprosin Bobrek
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Sekil 92: Negatif kontrol grubuna ait bobrek korteksinin
immunoreaktivitesi. Glomerulus (G), proksimal tubul (pt), distal tubul (dt). (M-
H: bar:50 um).

Sekil 93: Kontrol grubuna ait bobrek korteksinin  Asprosin
immunoreaktivitesi. Zayif kuvvette proksimal tubullerde immunopozitiflik (Beyaz
ok), Kuvvetli siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (pembe ok). (M-H
bar:200 pm).
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Sekil 94: Kontrol grubuna ait bobrek korteksinin  Asprosin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette proksimal tubullerde ve glomeruluslarda
immunopozitiflik (beyaz ok). Orta siddette glomerulusta immunopozitiflik (yesil
0k). (M-H bar:200 pm).

8%
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Sekil 95: Sitrat grubuna ait bobrek  korteksinin  Asprosin

immunoreaktivitesi. Zayif siddette proksimal tubullerde ve distal tubullerde

immunopozitiflik (beyaz ok). (M-H bar:200 pm).
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Sekil 96: SBT grubuna ait bobrek korteksinin  Asprosin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette glomerulus ve proksimal tubullerde
immunopozitiflik (beyaz ok). Orta siddette glomerulusta immunopozitiflik (yesil
0k). (M-H bar:200 pm).

Sekil 97: Diyabet grubuna ait bobrek korteksinin  Asprosin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (beyaz
ok). Orta siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (yesil ok), kuvvetli
siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (pembe ok). (M-H bar:200 um).
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Sekil 98: Diyabet grubuna ait bobrek medullasinin  Asprosin
immunoreaktivitesi. Kuvvetli siddette toplayici borucuklarda immunopozitiflik
(pembe ok). (M-H, bar:200 um).

Sekil 99: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek korteksinin Asprosin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (beyaz
ok). Orta siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (yesil ok), kuvvetli
siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (pembe ok). (M-H bar:50 pm).
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Sekil 100: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek korteksinin Asprosin
immunoreaktivitesi. Zayif siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (beyaz
ok). Orta siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (yesil ok), kuvvetli
siddette proksimal tubullerde immunopozitiflik (pembe ok). (M-H bar:50 pm).

Sekil 101: Diyabet + SBT grubuna ait bobrek medullasinin Asprosin
immunoreaktivitesi. Kuvvetli siddette toplayici borucuklarda immunopozitiflik
(pembe ok). (M-H bar:200 um).
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5.7.  Biyokimyasal Bulgular
5.7.1. Kan-Glikoz Degerlendirilmesi

Diyabet grubuna ait ratlarin kan-glikoz degeri Kontrol, Sitrat ve SBT
grubuna gore artmis oldugu izlendi. Bu fark istatistiksel olarak da anlamli bulundu
(p <0.05). Diyabet +SBT grubuna ait ratlarin kan-glikoz degeri, Kontrol ve Sitrat
grubuna gore artmis olup, istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p <0.05).
Diyabet ve Diyabet + SBT grubuna ait ratlarin kan-glikoz degeri
karsilastirildiginda, Diyabet + SBT grubunda azalma belirlendi. Bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p <0.05). Deney sonrasi kan-glikoz degerleri

Tablo 29°da verildi.

Tablo 29: Gruplar Arasi1 Kan-Glikoz Degisimleri (Ort+ss)

. . Diyabet +
Kontrol |Sitrat SBT Diyabet SBT

82423 69+11 67+12 430+66 32669

Kan Glikoz

600

400

200
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5.7.2. TAS- TOS Degerlendirme Sonuclari

Arastirmada, kan serumlarindan elde edilen TAS ve TOS seviyesi
degerlendirildiginde TAS degerinin SBT grubunda anlamli bir sekilde arttig
goriildii. Kontrol grubu ile SBT grubu degerlendirildiginde SBT grubundaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). SBT ve Sitrat grubu
degerlendirildiginde, SBT grubundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Ayni sekilde diyabetik gruba gore SBT grubunda artis istatistiksel

olarak anlamli oldugu gozlendi (p<0,05). Serum TAS degeri Tablo 30 da verildi.

Tablo 30: Serum TAS degeri (Ort+ss)

Kontrol Sitrat SBT Diyabet Diyabet+SBT
0,89+0,089 |0,91+0,089 | 1,1+0,11 ]0,91+£0,054 |1,0+0,10

TAS (mmol/L)

1.5+
1.0 e
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TOS degeri incelendiginde ise en yiiksek deger Diyabet grubunda goriildii.
Kontrol ve Sitrat grubu benzer degerler gosterdi. SBT grubu ise en diisiik TOS
degerine sahipti. SBT grubu Diyabet grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Serum TOS degeri Tablo 31’da verildi.

Tablo 31: Serum TOS degeri (Ortss)

Kontrol | Sitrat| SBT Diyabet [ Diyabet+SBT
9+1,3 9+1,3 [8,6+0,7210+0,82 [ 9,5+2,3

TOS pmol/L)

151

10

5.7.2.1. Oksidatif Stres indeksi (OSI) Hesaplanmasi

Elde edilen sonuglarda Diyabet grubunda OSI degerinin diistiigii gdzlendi.
En yiiksek OSI degerinin ise SBT grubunda oldugu izlendi. SBT ve Kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). Serum OSI degeri

Tablo 32’de verildi.
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Tablo 32: Serum OSI degeri (Orttss)

Kontrol |Sitrat |SBT Diyabet |[Diyabet+SBT

1,2+0,37(1,1+0,27{0,88+0,010 1,1+0,093 | 1,0+0,18

Osi (mmol)
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6. TARTISMA

Diyabetes mellitus tiim diinyada 6zelliklede diisiik ve orta gelirli iilkelerde
yaygin olarak goriilen, kan ve idrar sonuglari ile teshis edilebilen, hiperinsiilinemi,
hiperlipidemi, hiperglisemi gibi komplikasyonlar ile karakterize bir hastaliktir (1).
Onlemi alinmadig: taktirde akut ve kronik komplikasyonlarm sonucunda &liimciil

bir hal almaktadir.

Diyabet vucutta makrovaskiiler ve mikrovaskiiler bozukluklara neden
olmaktadir Makrovaskiiler bozukluklar sonucu; mortalite ile sonuclanan koroner
kalp hastaligi, iskemik inme ve periferik vaskiiler hastaliklar goriliir.
Mikrovaskiiler bozukluklar ise, diyabetik nefropati, noropati, retinopati ve erektil
fonksiyon bozukluklarini igermektedir (1,12). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
diyabetli hayvanlarin testis dokularinda; hipofiz-hipotalamik sistem bozukluklari,
cinsel davranig parametrelerinin degismesi, histolojik degisiklikler sonucu
meydana gelen esey hiicrelerindeki bozukluklar ve beraberinde infertilite
problemlerini ortaya ¢ikardigi goériilmiistiir. Ayn1 zamanda yiiksek hiperglisemi
sonucu bobrek fonksiyonlari ile bobrek histolojisinde meydana gelen bozukluklar

sonucu Uriner sistemde hasarlar olustudugu bilinmektedir (109,110).

Yiiksek hipergliseminin, viicuttaki antioksidan/oksidan dengesinde
meydana getirdigi bozukluklar, oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Bozulan dengenin yeniden kurabilmesi adina antioksidan yoniinden zengin oldugu

bilinen bir¢ok antioksidan kullanildigi ¢alismalar mevcuttur (106,107).

Sea buckthorn (SBT) zengin igerigi ile antioksidan maddelerden biri

olarak karsimiza ¢ikmaktadir. SBT gerek yaprak gerekse kok ve meyvelerinde
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omega-6, omega-3 yag asitleri yaninda ayrica tokoller ve fitosteroller igeren
zengin bir antioksidan maddedir (90,91). SBT’nin anti iilserojenik, antioksidan
(93,94), antibakteriyel, antiviral (102,103) ve antidiyabetik (88,105,106,107)

etkilerinin de oldugu ortaya konulmustur.

Sunulan tez g¢alismasinda, deneysel STZ ile olusturulan diyabet sonrasi
meydana gelen oksidatif stres ile testis ve bobrek dokusunda meydana gelen

hasarlara kars1 antioksidan etkiye sahip SBT nin etkisi incelenmistir.

Deneysel olarak diyabet hastaligimin ortaya konulmasi igin; cerrahi
yontemler, kimyasal maddeler, diyet ve besin araciligiyla olusturulan modeller,
spontan modeller ve transgenik hayvan modelleri olmak f{izere birgok metot
kullanilmaktadir. Diyabette en ¢ok tercih edilen model kimyasal ajan olarak STZ

kullanilan yontemdir (16).

Ganda ve ark. (1976) eriskin erkek si¢anlarda insiiline bagli Tip | diyabet
modeli olusturmak i¢in i.p. olarak tek doz olacak sekilde 40-60-mg/kg doz STZ
uygulamistir. Ayn1 sekilde Insiiline bagli olmayan Tip Il diyabet olusturmak igin
yeni dogmus siganlara tek doz 100mg/kg uygulamistir (22). Laddha ve ark. (2022)
nefropati sonras1 mesane disfonksiyonunu incelemek igin deneysel diyabet modeli
olusturdugu ratlara 55mg/kg dozunda STZ i.p. uygulamis ve kan glikoz seviyesi
250 mg/dl tizerinde olanlar1 diyabetik olarak kabul etmislerdir. Bu ¢alismada
deney 6 hafta boyunca devam etmistir (133). Alharbi ve ark. (2022) STZ ile
indiiklenen diyabet modelinde tek doz 50mg/kg dozda kan-glikoz seviyesinin 200

mg/dl iizerinde olanlar diyabetik olarak kabul etmis olup 4 hafta boyunca deneye

136



devam etmislerdir (134). An ve ark. (2022) Wistar siganlarina 45 mg/kg dozda

STZ uygulayarak 8 hafta boyunca deneye devam etmislerdir (135).

Yapilan ¢aligmada, diyabet grubumuzda bulunan ratlara STZ maddesi
50mg/kg dozunda i.p. olacak sekilde uygulandi ve deney 8 hafa boyunca devam
etti. STZ uygulamasindan 24 saat sonra kuyruk veninden alinan kanlardan yapilan
Ol¢iimlerde kan-glikoz degeri 250 mg/dl ve iizeri olan ratlar diyabetik kabul
edildi. Calisma daha 6nce yapilan literatiirler ile benzerlik gostermis olup ratlar

diyabet kabul edilecek degerlere ulagsmustir.

Daha onceki calismalarda Zhang ve ark. (2010) STZ ile diyabet modeli
olusturdugu ratlara SBT takviyesi vermislerdir. SBT takviyesi uyguladiklart
diyabetik grupta kan-glikoz degerinin distiigiinii gézlemlemislerdir (107). Aym
zamanda Wang ve ark. (2011) ¢alismalarinda yiiksek yagli diyet ile beslenen

farelere uyguladigi SBT’nin kan glikoz degerini diisiirdiigiinii izlemislerdir (105).

Calismada diyabet grubuna gore SBT yagi uyguladigimiz diyabetik
ratlarda kan-glikoz degerinin diismiis oldugu goézlendi. Elde ettigimiz bu veriler
literatiirlerle benzer olup antioksidan madde olarak verdigimiz SBT yaginin
diyabet sonrasi serbest radikaller tarafinda meydana gelen oksidatif strese karsi

antioksidan icerigin etkili oldugunu diistindiirdii.

Diyabet modeli olusturulan siganlarda yiiksek hiperglisemiden kaynakli
canli agirliklarinda kayiplar yasanmaktadir. Ornegin Raish ve ark. (2022) ve
Kanter ve ark. (2013) yaptigi STZ ile indiiklenen diyabet calismasinda canli
agirhk kaybmin kontrol grubuna gore diyabet grubunda azaldigini tespit

etmislerdir (136,138). Ozaydin ve ark. (2021) testis dokusunda yapmis oldugu
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baska bir calismada ayni sekilde diyabet grubunda kilo kaybi izlendigini tespit

etmislerdir (137).

Yapilan bagka calismalarda Yuan ve ark. (2017) diyabetik sonrasi
meydana gelen canli agirlik kaybina karsi, SBT nin Kilo kaybini 6nledigini tespit
etmislerdir (139). Yuan ve ark. (2018) yine yapmis oldugu baska c¢alisma bir
onceki makaleleri ile tutarli olarak, SBT nin diyabetin neden oldugu kilo kaybini
engelleyebilecegini gostermistir (140). Zeb ve Ulah (2015) SBT’nin 14 giin
boyunca farkli dozlarda tavsanlarda kullanildiginda canli agirlik artisina neden

oldugunu ortaya koymuslardir (141).

Sunulan ¢aligmada Diyabet grubu ratlarin canli agirliginin, Kontrol, Sitrat
ve SBT gruplarina gore istatistiksel olarak azaldig: tespit edildi. Elde edilen bu
veriler diger ¢alismalar ile uyumludur. Ayrica c¢alismada antioksidan madde
olarak SBT yagi kullandigimiz ratlarda canli agirlik miktarinin, Kontrol ve Sitrat
grubuna gore arttig1 gozlendi. Ayn1 zamanda Diyabet + SBT grubundaki ratlarin
canli agirlik miktart diyabetik ratlara gore arttigi gorildii. Calismada elde
ettigimiz sonuclar literatlir ile benzerdir Elde ettigimiz bu sonuglar SBT ‘nin
zengin igeriginin diyabet sonrasi meydana gelen canli agirlik kaybini azalttig

sonucunu dogurmustur.

Kanter ve ark. (2013) ve Ghosh ve ark. (2019) STZ ile diyabet
olusturduklar ratlarda 8 haftalik deney siiresi sonunda hem canli agirlik hem de
testis agirhiginda azalma tespit etmislerdir (138,142). Scarano ve ark. (2006) kisa
stireli STZ ile diyabet olusturduklar1 ¢alismada 22 giin sonunda canli agirlikta

azalma goriiliirken diger ¢aligmalarin aksine testis agirhiginda artis gormiislerdir
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(143). Ozaydin ve ark. (2021) 4 haftalik STZ uygulamasindan sonra Koenzim Q
10 etkisine baktiklar1 ¢calismada gruplar arasi testis agirhiginda belirgin bir fark

elde etmemislerdir (137).

Sunulan caligmada testis agirhiginda gruplar arasi istatistiksel olarak
anlamli degerler bulunmamustir. Rolatif testis agirliginda diyabetik gruplarda
azalma goriilmiis olsa bile istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulunmamistir. Bu
bilgiler 1s181nda diyabetin canli agirligin etkiledigi ancak canlinin testis agirligini
korudugu sonucunu ortaya cikarmistir. SBT yagi kullanilan diyabetik ratlarin
testis agirliginda degisiklik olmamasi SBT’nin testis agirligina herhangi bir

etkisinin olmadig1 soncunu ortaya ¢ikarmistir.

Zafar ve ark. (2010) ve Grover ve ark. (2001) yapmis oldugu calismada
STZ ile indiiklenen diyabetik ratlarin yiiksek hiperglisemiden kaynakli canli
agirlik kaybi yasadigini bununla birlikte bobrek agirliklarinin arttigini rapor
etmislerdir (144,145). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda yiiksek sekere maruz kalan

diyabetik bobrek hiicrelerinde biiyiime gozlenmistir. (146).

Yapilan c¢alismada STZ sonrasi bobreklerde yiiksek hiperglisemiden
kaynakli diyabetik gruplarin bobrek agirliginin artmig oldugu goriilmistiir. Elde
edilen tum bu veriler literatiir ile benzerdir. SBT yagi uyguladigimiz ratlarin
bobrek agirliklarim kontrol grubuna gore diismiis oldugu gozlendi. Bu da bize
SBT’nin yogun hiperglisemiyi engelleyerek, bobreklerde hipertrofiyi dnledigini

diistindiirdi.

Erkek hayvanlarda yapilan deneysel ¢aligsmalar sonucu diyabetin meydana

getirdigi cinsel islev bozuklugu Tip 1 ve Tip 2 diyabetli hastalarda yaygin
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komplikasyon olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Erkek iireme sistemi {iizerine
diyabetin etkisine bakildigi birgok calisma bulunmaktadir. Newsholme ve ark.
(2016) sperm Kkalitesi ile diyabet arasindaki iligskiyi inceledikleri calismada
oksidatif stres sonucu ortaya c¢ikan radikallerin, sperm kalitesini etkiledigi
goriilmigtiir. Bu durumun yiiksek glikoz igerigi nedeniyle, oksidatif stresi

tetiklemesinden meydana gelebilecegi belirtmislerdir (46).

Diyabetin erkek genital sistem tizerindeki etkisini incelemek igin sperm
motilitesi, yogunlugu ve anormalitesinin incelenmesi 6nemlidir. Yapilan birgok
calismada dogurganlik potansiyelini ortaya koymak i¢in sperm morfolojisi, sperm
sayist ve hareketliligi tizerine geliskili sonuglara rastlanilmistir. Casado ve ark.
(2010) farkli STZ dozlar ve farkli aylarda kesilmis diyabetik hayvanlara ait
spermlerde anormal sperm sayisina rastlamiglardir. Buna karsin sperm
yogunlugunda azalma gorilmiistiir. Sperm motilitesinde ise herhangi bir
degisiklik goriilmemistir (147). Khaki ve ark. (2010) STZ kaynakl1 diyabete kars1
quercetini kullandig1 ¢aligmalarinda diyabette sperm sayilari, sperm canliligt ve
hareketlilik yiizdelerinin azaldigin1 buna karsi quercetin ile muamaele edilen
diyabetik hayvanlarin dogurganlik parameterelerinin arttigin1  gézlemislerdir

(148).

Sunulan ¢aligmada diyabetik ratlarin sperma yogunlugu ve maotilitesinin
azaldigini tespit edildi. Bunun yaninda diyabetik ratlarda sperm anormalitesinin
cok degismedigi goriildi. Elde edilen bu veriler daha 6nce yapilan galismalarla
uyumludur. Testikiiler hasari 6nlemesi bakimindan kullandigimiz SBT yaginin
daha once sperm iizerine etkisinin ortaya konuldugu caligmalara rastlanilmadi.

SBT’nin diyabet kaynakli azalan motilite ve yogunlugu arttirdig: tespit edildi.
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Bunun yaninda sadece SBT yagi ile muamele edilen ratlarin anormalite degeri cok
diistiktii. Bu da diyabet disinda sperm kalitesi bozukluklarinda kullanilabilecegi

goriistinii dogurmustur.

STZ ile olusturulan diyabet modelinde ratlarin testislerinde histopatolojik
olarak, tunika albugeniada, seminifer tubullerde atrofi ve dejenerasyon,
interstisyel bag dokuda artis ve Leydig hiicrelerinde ayrilmalar gibi degisiklikler
gozlenmistir (45,149). Yal¢in ve ark. (2018) STZ ile indiikledikleri diyabet
sonrast ratlarin testislerinde H-E boyamasinda tubullerde atrofi, dejenerasyon
peritiibiiler konjesyon ve PAS boyamasinda ise bazal membranda kalinlasma

gormiislerdir (150).

Sunulan galismada Kontrol grubuna gore Diyabet grubunda seminifer
tubul epitelinde dejenerasyon ile spermatojenik hiicre sayisinda azalma gorildi.
PAS (+) bazal membranda kalinlasma Crosman boyamasinda ise intersitieyel
fibroz dokuda artig goriildii. Yapilan ¢aligmada testis histopatolojik sonuglari
literatiirler ile uyusmaktadir. Sadece SBT yagi uygulanan ratlarin spermatojenik
aktivitesinin arttigi gozlendi. Antioksidan olarak kullandigimiz Diyabet + SBT
grubuna ait sonuglari degerlendirdigimizde Diyabet + SBT grubunda bu

degisikliklerin azalmig oldugu izlendi.

Ayn1 zamanda Shokoohi ve ark. (2018) ve Barsiah ve ark. (2019) yapmis
olduklar1 ¢alismada diyabetik hayvanlarda seminifer tubul ¢apinin ve germinatif
epitel capinin kontrol grubuna gore azalmis oldugunu gozlemislerdir (39,151).

Jelodar ve ark. (2009) yapmis olduklar1 ¢aligmada Alloksan ile indiiklenen

141



diyabette tubul ¢apinin kontrol grubuna goére azalmis oldugunu tespit etmislerdir

(152).

Sunulan c¢alismada germinatif epitel kalinligi ve tubul ¢ap1 Olgildii.
Kontrol grubuna gore diyabetik hayvanlarda germinatif epitel kalinligi ve tubul
capmin azaldig tespit edildi. Elde edilen bu veriler literatiirler ile benzerdir. Buna
karsin Diyabet grubuna gore Diyabet +SBT grubunda germinatif epitel kalinligi

ve tubul ¢apinin arttig1 gézlendi.

Isik mikroskobu ile yapilan daha 6nceki diyabetik nefropati ¢alismalarinda
bobrekte yapisal-fonksiyonel degisikler ortaya konulmustur. STZ ile olusturulan
diyabet sonrasi meydana gelen nefropatide oncelikle erken donemlerde glomerul
ve tubullerde atrofi, tubullerde meydana gelen vakuolizasyon, mezengiyal matriks
miktarinda artis, tubul bazal membraninda kalinlasma gibi bir¢ok histopatolojik
degisiklikler gozlenmistir (153,154). Aboonabi ve ark. (2014) STZ ile yaptigt
caligmada bowman kapsiilinde daralma ile proksimal tubullerin epitellerinde
patolojik degisikliklere rastlanilmistir (155). Yine baska bir ¢alismada glomerul
ve tubullerde hipertrofi, tubul ve bazal membraninda kalinlasma, tubuler

vakuolizasyon gibi histopatolojik degisikliklere rastlanilmigtir (156).

Sunulan ¢alismada tubuler hasar yoniinden skorlamaya tabi tutulmus olan
bobrek dokularinda diyabetik olan hayvanlarin tubul hasarinin kontrol grubuna
gore artmis oldugu gozlendi. Bunun yaninda PAS (+) ile boyanan preparatlarda
tubullerin mikrovillus iceren epitellerinde dokiilmelere ve bowman kapsiiliiniin
bazal membraninda kalinlagsmalara rastlanildi. Elde edilen veriler literatiirler ile

uyum gosterdi. STZ uygulanmasi sonrasi artan hiperglisemi ile fazla glikozun
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glomerul ve tubul hasar1 olusturdugunu diistindiirdii. Diyabette degisen serbest
radikal dengesinin diizelmesinde rol oynayacagini diisiindiigimiiz SBT yagi ile
muamele edilen ratlarin diyabet grubuna gore glomerular atrofi ve tubuler
dejenerasyonlarinda diizelmeler oldugu goriildii. Xue ve ark. (2015) SBT yaginin
glikoz toleransint ve pankreas dokusunun biitiinligiinii 6nemli oSlglide
lyilestirdigine dair c¢alismalar (157) olmasina ragmen SBT yaginin bobrek
dokusunda meydana gelen histopatolojik degisikliklere kars1 etkisine

bakilmamastir.

Diyabet sonrast meydana gelen serbest oksijen molekiillerini ortaya
koymak amaciyla oksidatif stres biyobelirteglerden biri  olan TOS
kullanilmaktadir. Sefidgar ve ark. (2019) tarafindan yapilan STZ ile indiiklenen
diyabette, hiperglisemi sonucu ortaya ¢ikan TOS degerine bakilmistir. TOS degeri
ve beraberinde baktiklar OSI azaldig1 gézlenmistir (158). Ancak antioksidan
olarak safran kullandiklar1 hayvanlarda TAS degeri arttig1 gozlemislerdir. Baska
bir ¢caligmada diyabetik hayvanlarin TOS degerinin kontrol grubuna gore arttigi,
ancak N-asetilsistein verilen grubun TAS degerinde kontrol grubuna goére artis
gozlenmistir (159). Lan ve ark. (2022) yiiksek yaglh diyetle besledikleri zebra
baliklarinda SBT’nin lipid metabolizmasi, karaciger ve bagirsak sagligi
tizerindeki yararl etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada, serum iizerinden Olgiilen
Malondialdehid (MDA) seviyesinin azaldigini gozlemlemislerdir (160). Zheng ve
ark. (2012) yogun fiziksel egzersize maruz kalan Wistar irki erkek si¢anlarin
kalpleri tizerine, SBT yapraklarimin sulu ekstraktlarinin egzersize bagli serum

MDA seviyesinde ve selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz aktivitesindeki
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artisin azaltilmasina yardimci oldugunu goérmiislerdir (161). Yapilan tim bu

calismalar SBT nin oksidatif strese karsi olumlu etkisinin oldugunu gostermistir.

Sunulan ¢alisma ile, Diyabet grubunda TOS degerinin yiiksek oldugu
goriildii. Bu durum yapilan diger ¢aligsmalar ile uyumlu bulundu. SBT grubunda
ise TAS degerinin yiiksek oldugu gozlendi. Elde edilen bu sonucun diyabet
sonrast meydana gelen oksidatif strese kars1 antioksidan maddenin etkili oldugu

sonucuna varilmistir.

Irisin Bostrom ve ark. (2012) tarafindan iskelet kasindan kesfedilen,
sonraki aragtirmalar da ise %72’si kas kaynakli, %28’i adipoz dokuda salgilandig1
ortaya konulan bir miyokindir (69,60,61). Son yillarda yapilan galismalarda
Irisinin farkli dokularda hiicre farklilasmasi ve hiicre proliferasyonundaki etkisi
gdsterilmistir. Obezite, lipid profili, bobrek yetmezligi ve ilaglarm Irisinin plazma

seviyesi tlizerindeki degisiklikleri dogrulayan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (162).

Egzersiz sonrasi Irisin saliniminmn arttigini gosteren (62,163) c¢alisma
bulunsa da bu konu ile ilgili celiskili sonuglar bulunmaktadir. Irisin, insanlarda
egzersizin bazi yararli etkilerini sagladigi; kilo kaybini destekledigi ve diyabeti
engelleme gibi etkilerinin oldugu bildirilmistir (62). Irisinin, canli agirlik kaybina
neden olmas: ise; beyaz yag dokusunu kahverengi yaga doniistirmesi sonucu
ortaya cikan enerjinin mitokondrial solunum ile 1s1 agiga c¢ikmasi seklinde

diistintilmiistiir (62,164)

Hiicrede enerji kaynagi olarak kullanilan glikozun tasinmasi i¢in bir¢ok
tastyict proteinlere (GLU4) ihtiya¢ duyulmaktadir. Hiicre iginde Irisinin fazla

salmimi sonucu yiiksek GLUT4 ekspresyonu ortaya ¢ikar. GLUT4 ekspresyonu
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sonras1 miyositler tarafindan glikoz aliminin indiiklendigi ortaya konulmustur
(71). Diyabet gibi glikozun viicutta fazlaca kullanildigi durumlarda, Irisin

seviyesindeki bu azalma bu durumla iligkilendirilebilir.

Son yillarda Irisin iizerine yapilan calismalarda, irisinin insiilin {izerinde
yenileyici etkisinin oldugu, farelerin beta hiicrelerinin olusumunu hizlandirdigi ve
beta hiicrelerinin sayisinda artisa neden oldugu goriildii (165,166). Eser ve ark.
(2021) STZ ile indiikledigi diyabet modeli calismalarinda Irisin seviyesinin
diyabetik gruplarda anlamli bir sekilde azaldigimi gozlemlemislerdir (167).
Diyabet sonras1 olusan oksidatif stres ile Irisinin iliskisine bakildig1 ¢alismalarda

oksidatif stres arttik¢a Irisin seviyesinin azaldig1 ortaya konulmustur. (168).

Irisinin viicutta ekspresyonu, kas, mide, bagirsak, beyin, (hipokampus,
hipotalamus), kalp, periferik doku, pankreas ve bdbregin  yani sira
testikiiler somatik hiicrelerde de rapor edilmistir (62-66). Aydin ve ark. (2019)
insan  fetiisiindeki  spermatojenik  ve  Leydig  hiicrelerinde Irisin
immunoreaktivitesinin goriildiigii buna karsin yetigkin insan testisinin Leydig
hiicrelerinde giiclii ancak spermatojenik seri hiicrelerde zayif immunoreaktivite
goriildigiini bildirmislerdir (62). Wahab ve ark. (2020) primat testis kiiltiirlerinde
yapilan Irisin gen ekspresyonu ¢alismalarinda, primatlarin testislerinde
spermatojenik aktivite igin Irisinin énemli bir endokrin faktér oldugunu ortaya

koymuslardir (169).

Diyabet sonrasi bobrekte meydana gelen hasarlara karsi egzersiz
uygulanan hayvanlarda Irisin seviyesinin arttig1 gézlenmistir (170). Kuloglu ve

ark. (2014) Irisinin miyokardiyal enfarktiis ile iliskisini inceledikleri calismada
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Irisinin bobrek glomeruluslar: ve distal tubullerde belirgin sekilde immiinoreaktif

hiicrelere rastlandigini bildirmislerdir (171).

Calismada diyabetli ratlarin testis dokusunda Irisin immunoreaktifligine
Leydig hiicrelerinde rastlanilmigtir. Ancak goriilen bu pozitiflige en diisiik diyabet
grubunda rastlanilmistir. Elde ettigimiz sonuglar literatiirler ile benzesmekte olup
diyabetin testis dokusunda Irisin iizerinde azaltici etkisi oldugu goriilmiistiir.
Bunun yaninda Diyabet + SBT grubu immunoreaktivitesine baktigimizda
diyabetik gruba gore immunoreaktifligin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi

goriilmiistir.

Bobrek dokusunda ise irisinin immunoreaktivitesine baktigimizda diyabet
grubunda tipki testis gibi reaktivitenin azaldigi gozlenmistir. Elde dilen bu sonug
literatiir ile benzesmektedir. Diyabet + SBT grubunun ise istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttigi gozlenmistir. SBT nin Irisin {izerinde pozitif yonde
arttirict etkisinin goriilmesi yogun antioksidan iceriginin, oksidatif stres {izerinde

tyilestirici etkisinden kaynaklandigini diistindiirmuistiir.

Asprosin yakin zamanda kesfedilen, beyaz yag dokudan salinarak
karacigere aktarilan bir adipokindir. Asprosin dolagimdaki glikoz ve insiilin
konsantrasyonlarinin artmasina ve hepatik glikoneogenezise neden olur (72).
Artan Asprosinin plazmadaki artan konsantrasyonu cAMP'ye bagli sinyal
yolaklarini kullanarak oreksijenik ndronlart harekete gecirip, istah artigina ve canli

agirlik artisina neden olur (74).

Asprosinin son yillarda yapilan galismalar ile diyabet hastaligi ile iliskisi

oldugu distintilmektedir. Tip 2 diyabetli ve obeziteli bireylerde, Asprosin
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konsantrasyonlarinin artmis oldugu goriilmiistir (72,81,172,173). Yapilan diger
bir caligmada Asprosin seviyesinin 6zellikle erkek obez cocuklarda daha fazla
distiigii gozlenmistir (174). Asprosinin diyabet hastaliginda potansiyel bir tedavi
yontemi Olarak diistiniilen baska bir calismada, Asprosin uygulanan saglikli
ratlarda kan sekerini yiikselttigi ve diyabetik ratlarda ise kan sekerinde herhangi

degisiklik goriilmedigi saptandi (175).

Asprosinle diyabetik nefropati arasindaki iligkinin incelendigi bir
calismada ise Kontrol grupla kiyaslandiginda, T2DM hastalarinin serum Asprosin
seviyeleri, daha yiiksekti. Farkli siddette diyabetik nefropatiye sahip bireylerin
serum Asprosin seviyesinde farkliliklar bulunmustur. Nefropatisi siddetli olan

grubun ise Asprosin seviyesinin yiiksek oldugu goriilmistiir (172).

Kocaman ve ark. (2020) yapmis oldugu calismada Asprosinin STZ ile
indiiklenmis  diyabet = modelinde, bobrekte kortikal distal tubul
hiicrelerinde, testislerde Leydig hiicrelerinde, mide fundusunun yiizey epitel
hiicrelerinde, kalpte kardiyomiyositlerde ve beynin kortikal noéronlarinda
immunohistokimyasal lokalizasyonlar ortaya konulmustur Ayni ¢alismada
Kontrol grubu ile Diyabetik grubun immunohistokimyasal dagilimi
karsilastirildiginda, diyabetik siganlarin mide ve testis dokularinda Asprosin
diizeylerinin artt1g1, karaciger, bobrek ve kalp dokularinda Asprosin diizeylerinin
azaldig1 ve beyin dokusunda ise onemli bir degisiklik olmadig1 gdzlenmistir.
Serum Asprosin seviyesi yoniinden kontrol grup ile diyabetik grup
kiyaslandiginda Asprosin seviyesinin diyabetik ratlara gore kontrol grubunda

azalmis oldugu ortaya konulmustur (78).
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Maurya ve ark. (2022) Asprosin ve yaslanmaya bagli spermaogenetik
aktivite arasindaki iliskiye baktigi calismada testosteron seviyesi ile birlikte
Asprosin miktarmin azaldigr gozlemislerdir. Ancak in vitro olarak Asprosin
uygulamasi; testosteron, insiilin ve laktat biyosenteziyle birlikte bir¢ok protein
ekspresyonunu arttirarak testis fonksiyonlarinda iyilesmelere neden oldugunu
gostermistir. Elde edilen bu ¢alismada insiilin duyarliliginin ve glikoz taginmasi
ile iliskisi olan Asprosinin azalmasi testis gelisiminde gerilemeye neden
olabilecegini diisiindiirmiistiir (176). Keskin ve ark. (2021) intraserebral Asprosin
uyguladiklar1 ¢aligmada erkek siganlarda Asprosinin hipotalamik GnRH mRNA
ve protein seviyelerini arttirdigini, béylece LH, FSH ve testosteron diizeylerinde
artisa neden oldugunu gozlemistir. Ayrica testislerde Asprosin sonrasi artan sperm
yogunlugu ve motiliteye rastlanilmistir (177). Tim bu sonuglar, Asprosinin

testisin tireme sistemi ile iligkili diizenleyici rolii oldugunu diistindiirmiistiir.

Yapilan c¢alismada testis dokusunun Asprosin immunoreaktivitesine
baktigimizda Kontrol grubuna goére Diyabet grubunda istatistiksel olarak azalma
goriilmistiir. Yapmis oldugumuz calisma literatiir ile benzerdir. Diyabet grubunda
Asprosin seviyesinin azalmasina ragmen Diyabet + SBT grubunda arttigi
goriilmistir. Bu da SBT’nin Asprosin {izerinde arttirici etkisi oldugunu

gostermistir.

Yapilan ¢aligmalara bakildigr zaman diyabetin viicutta en ¢ok etkiledigi
organ  bobreklerdir  (178). Calismada  bobrek  dokusunun  Asprosin
immunoreaktifligi degerlendirildiginde kontrol grubuna gore diyabet grubunda
immunoreaktivitenin artmis oldugu goriilmiis ancak testis dokusu gibi istatistiksel

bir fark olusmamistir. Diyabet +SBT grubunun Diyabet grubu ile benzer oldugu
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Asprosinin artmis oldugu goriilmiistiir. Bobreklerde artan bu Asprosin seviyesi,
artan kan sekeri konsantrasyonundan dolay1 organizmanin yogun hiperglisemiden

kendini koruma tepkisi olarak diisiiniilebilir.

Sonug olarak;

. Yapilan ¢alismada deneysel diyabet olusturulmus ratlara uygulanan
SBT yagmin diyabet kaynakli canli agirlik kaybini azalttigi ve kan-glikoz degerini
diisiirdiigii goriild.

o Yogun antioksidan madde igerigine sahip olan SBT’nin diyabet
sonrasi olusan oksidatif stresin zararli etkilerini azalttig: tespit edildi.

o SBT ile muamele edilen diyabetik ratlarin spermatojenik muayene
sonucunda elde edilen bulgularda diyabet grubuna gore Diyabet + SBT grubunda;
sperm yogunluk, motilite ve anormalites tizerinde olumlu etkileri oldugu izlendi.
Sadece SBT uygulanan ratlarda ise sperm anormalitesi yok denecek kadar azdi.

o Diyabet kaynakli testis ve bobrek dokularinda meydana gelen
histopatolojik hasarlar tizerinde SBT yaginin azaltici etkisinin oldugu izlendi.

J SBT yagmnn, glikoz ve enerji metabolizmas: ile iliskili Irisin ve
Asprosin tizerine pozitif etkisi izlendi.

o Tim bu sonuglar 1s18inda SBT ile ilgili histopatolojik,
immunohistokimyasal ve spermatojenik ¢alismalarin sinirli oldugu goézlenmistir.
[lerleyen zamanlarda farkl: dozlarda planlanan SBT ile ilgili daha fazla calismaya

ithtiya¢ duyuldugunu diisiinmekteyiz.
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