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1. 0ZET

Diyabet diinyada insidansi giin gectikce artan ve testisler dahil tiim
biyolojik dokular1 etkileyen 6nemli bir hastaliktir. Bu ¢alismada deneysel olarak
diyabet olusturulan si¢anlarin testis dokularinda histolojik ve biyokimyasal olarak
irisin, apoptozis, total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS)

degerleri lizerine vitamin D’nin etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Agirliklar1 200-220 g arasinda degisen, 8-10 haftalik Wistar irk1 41 adet
erkek sican 5 gruba ayrildi. Birinci gruptaki (Kontrol grubu) 7 hayvana herhangi
bir uygulama yapilmad. Ikinci gruptaki (Sitrat buffer grubu) 7 hayvana tek doz
0.1 Molar (M) sodyum sitrat tamponu periton i¢i (i.p) uygulandi. Ugiincii gruptaki
(Vitamin D grubu) 7 hayvana, 50 IU/giin oral yolla vitamin D verildi. Dordiincii
gruptaki (Diyabet grubu) 10 hayvana tek doz 50 mg/kg Streptozotosin (STZ) 0.1
M sodyum sitrat tamponunda ¢ozdiiriiliip i.p verildi. Besinci gruptaki
(Diyabet+vitamin D grubu) 10 hayvana, tek doz 50 mg/kg STZ, 0.1 M sodyum
sitrat tamponunda ¢ozdiiriillip i.p verildikten ve diyabet olusturulduktan sonra 50
IU/giin oral yolla vitamin D verildi. Yetmisiki saat sonra kuyruk veninden kan
alind1 ve kan glikoz diizeyi 250 mg/dl ilizerinde olan siganlar diyabetik olarak
kabul edildi. Sekiz hafta sonra tiim sicanlarin kuyruk veninden kan alindiktan
sonra siganlar sakrifiye edildi ve testis dokular1 alindi. Alman testis dokular
histopatolojik olarak, immiinohistokimyasal olarak ve TUNEL metodu ile
incelendi. Kan serumundaki ve testis doku siipernatantlarindaki irisin diizeyi
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile analiz edildi. TAS ve

TOS sonuclar1 ise REL yontemi kullanilarak degerlendirildi.



Histolojik incelemede, diyabet grubundaki sicanlarin testislerinde,
seminifer tubullerdeki spermatogenik seri hiicrelerde azalma en onemli bulgu
olarak goriiliirken, vitamin D’nin bu durumu 6nemli Ol¢lide onledigi goriildii.
Immiinohistokimyasal incelemede, diyabet grubundaki irisin diizeyinin kontrol
grubuna oranla azaldigi, vitamin D uygulamasinin ise irisin diizeyini arttirdigi
gozlemlendi. Apoptotik hiicre sayilar1 kiyaslandiginda ise diyabet grubundaki
apoptotik hiicrelerin kontrol grubuna oranla arttig1, vitamin D uygulamasinin ise
apoptotik hiicre sayisini azalttigir gézlemlendi. Biyokimyasal analizlerde, diyabet
grubunda doku ve serum irisin diizeyleri ve TAS diizeyleri azalirken, TOS
diizeyinin arttig1r goriildii. Diyabet+vitamin D grubunda ise diyabet grubu ile
kiyaslandiginda, doku ve serum irisin diizeyleri ve TAS diizeyleri artarken, TOS
diizeyinin azaldig1 tespit edildi. Vitamin D grubunda ise diyabet+vitamin D

grubuna benzer sonu¢ gozlemlendi.

Sonug olarak vitamin D uygulamasinin diyabetin testis {izerindeki olumsuz
etkilerini onemli Ol¢liide ortadan kaldirdigin1 ve diyabetin tedavisine katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Testis, irisin, Vitamin D, Apoptozis.



2. ABSTRACT

Investigation of Effects of Vitamin D on Irisin and Apoptosis in Experimental

Diabetic Rat’s Testicular Tissue

Diabetes is an important disease in the world that has been increasing day
by day and affecting all biological tissues including testes. The aim of this study
was to investigate the effects of vitamin D on testicular tissue histologically and
biochemically on irisin, apoptosis, total antioxidant status (TAS) and total oxidant

status (TOS).

41 male rats were divided into 5 groups. 7 animals were not treated in the
first group (Control group). A single dose of 0.1 Molar (M) sodium citrate buffer
was administered intraperitoneally (i.p) to 7 animals in the second group (Citrate
buffer group). In the third group (Vitamin D group) 7 animals were given vitamin
D 50 IU/day. 10 animals in the fourth group (Diabetes group) were given a single
dose of 50 mg/kg Streptozotocin (STZ) in 0.1 M sodium citrate buffer to give i.p.
10 animals in the fifth group (Diabetes+vitamin D group) were given 50 mg/kg
STZ, 0.1 M sodium citrate buffer in a single dose and given i.p. Seventy two
hours later blood was collected from the tail vein and the blood glucose levels
above 250 mg/dl were considered diabetic. After eight weeks, the rats were
sacrificed and the testicular tissues were removed after the blood is taken from the
tail vein of all rats. Testis tissues were examined histopathologically,
immunohistochemically and by TUNEL method. The level of irisin in blood

serum and testis tissue supernatants was analyzed by Enzyme Linked



Immunosorbent Assay (ELISA) method. TAS and TOS results were evaluated by

using REL method.

In histological examination, decrease in the number of spermatogenic cells
in seminiferous tubules was the most important finding in the testes of rats in the
diabetes group, whereas vitamin D significantly prevented this condition. In
immunohistochemical examination, it was observed that the level of irisin in the
diabetic group decreased compared to the control group and vitamin D application
increased the level of irisin. When apoptotic cell numbers were compared, it was
observed that apoptotic cells in the diabetes group increased compared to the
control group, whereas vitamin D application decreased the number of apoptotic
cells. In biochemical analyzes, the levels of tissue and serum irisin and levels of
TAS were decreased and the level of TOS was increased in the diabetes group.
Diabetes+vitamin D group compared with the diabetes group, tissue and serum
irisin levels and TAS levels were increased, while TOS level was found to be

decreased. Vitamin D group was similar to diabetes+vitamin D group.

As a result, it is thought that the application of vitamin D significantly
eliminates the negative effects of diabetes on the testis and may contribute to the

treatment of diabetes.

Key Words: Diabetes, Testis, Irisin, Vitamin D, Apoptosis.



3. GIRIS
3.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi; esey hiicrelerini ve erkek cinsiyet hormonlarini
iireten testisler, iiretilen spermatozoonlarin depolanmasi ve iletilmesinden sorumlu
olan genital kanallar, seminal sivi olarak adlandirilan kayganlastiric1 salgiyi
yaparak spermatozoonlarin beslenmesini ve taginmasin1 kolaylastiran erkek

genital bezler ile spermayi disi genital kanala aktaran penisten olusur (1-3).
3.1.1. Testis Histolojisi

Erkeklerde genital kanallarin ilk boliimiinii testisler olusturur. Testisler
yarim ay seklindeki epididimidisin eklenik oldugu, tunika albugineya olarak
adlandirilan siki bag dokudan yapilmig kalin bir kapsiil ile sarili olup, yumurta
seklinde olan bir ¢ift organdir. Testisler skrotum adi verilen bir kese iginde
funikulus spermatikus ile asili haldedir. Mezoteliyal ortiiniin altindaki tunika
albugineya, organin igerisine septula testis olarak bilinen bag doku bdlmelerini
gonderir ve testisi loplara ayirir. Her bir lopguk icinde ise sayilar1 dordii bulan ve
kivrimli bir sekilde seyreden tubulus seminifer konvolutus (TSK) adindaki
kanalciklar bulunur. TSK’lar tunika albugineyadan baslayip zikzakli bir seyir
izleyerek organin arka tarafinda sonlanir. Lumenleri gittikge daralan bu yapilar
tubulus seminifer rektus adini alarak diiz segmentler olusturur. Kanalciklarin
arasinda bulunan gevsek bag dokuda lenf damarlari, kilcal damarlar, fibroblastlar,
sinirler, mast hiicreleri ve makrofajlarin yani sira tek tek ya da gruplar halinde

yerlesmis, hormon salgilama 6zelligine sahip olan oval veya poligonal sekilli olan



intersitisyel hiicrelere rastlanir. Poligonal sekilli olan bu intersitisyel hiicrelere

Leydig hiicreleri ya da endocrinocytus interstitialis denir (1-3).

Tubulus seminifer rektuslar mediyastinum testis i¢inde rete testis adinda
anastomozlasmis kanal agma acilir. Rete testisten tunika albugineyay1 delerek
ayrilan ve testis disina ¢ikan ¢ok sayidaki kanalciklar duktulus eferentis olarak
adlandirilir. Bunlar gevsek bag doku ile sarili halde testisi terk eder, kendi
tizerlerine katlanip kivrimlar yaparlar ve bdylece kaput epididimidisi meydana
getirirler. Duktulus eferentisler de birlesip yine kivrimli seyreden tek bir kanal
olusturur. Kivrimli seyreden bu kanala ise duktus epididimidis denir (1-4). Testis

ve epididimidisdeki yapilar Sekil 1°de ayrintili olarak gosterilmistir.

Ductulus eferens testis

Ductus deferens

Tunica vaginalis
(Lamina parietalis)

Cavum vaginale

Tunica vaginalis
(Lamina visceralis)
Rete testis
Tubulus

seminifer

rectus Tunica albuginea

Septulum testis

Tubulus seminifer convolutus

Epididymidis

Lobulus testis

Sekil 1. Testis ve epididimidis (3, 4).



3.1.1.1. Seminifer Tubul (Tubulus Seminifer Convolutus)

Septula testisler arasinda, birbirlerinden tam olarak ayrilmayan piramit
seklinde lopguklar bulunur. Insanlarda bu lopguklarin sayis1 yaklasik 250-300 adet
kadardir. Her lopcukda 2-5 adet TSK adinda, kor uclarla baslayan kanalcik
bulunur. Seminifer tubul yaklasik olarak 150-250 mikrometre (um) ¢apinda ve 25-
70 cm uzunlugundadir. Bu kanalciklar bir bazal membran ile cevrili olup bazal
membranin disinda ise retikiiler bag doku bulunur. Tunika albugineyadan kor
uclarla baslayan ve organin iclerine dogru ilerleyen bu kanalciklar kivrimlar
yapar. Alinan kesitler boyanip incelendiginde bu kanalciklarin yuvarlak, oval ya
da kivrimli goriintiilere sahip oldugu goriliir. Spermatozoon iretimi olarak
adlandirilan spermatogenezis olay1 bu kanalciklarda gergeklesir (1-3, 5, 6).

TSK’nin etrafi miyofibroblast adi verilen hiicreler tarafindan sarilmistir.
Kasilma 6zelligine sahip olan miyofibroblastlar sayesinde gelisimini tamamlayan

spermatozoonlar testis i¢ginde bulunan kanalciklarda ilerler (2, 3).

Tubulusun enine kesiti incelendiginde ¢esitli gelisme asamalarindaki erkek
esey hiicreleri ile bu esey hiicrelerini saran ve onlar arasindaki alanlar1 dolduran
piramidal sekilli olan Sertoli hiicrelerine rastlanir (2, 4, 6). TSK i¢inde bazi
hiicreler bulunur. Bu hiicreler; Sertoli hiicreleri, spermatogoniyumlar, primer
spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar
(spermiyumlar)’dir  (1-3). Spermatogonia ~ dogurucu  hiicre  olarak
adlandirildigindan, cellulae germinales adi da verilir (3). Baz1 hiicreler ise
TSK’nin dis kisminda yani intersitisyel alanda bulunur. Poligonal sekilli olan bu

hiicrelere Leydig hiicreleri ya da endocrinocytus interstitialis denir (1-3).



3.1.1.2. Leydig Hiicreleri (Endocrinocytus Interstitialis)

Leydig hiicreleri TSK’larin arasindaki gevsek bag doku igerisinde tek tek
ya da kiimeler halinde bulunan hiicrelerdir. Sitoplazmasinda bol miktarda lipid
damlaciklar1 bulunan bu hiicreler, erkeklik hormonu olan testosteronu salgilar (1-
4, 6). Testisin endokrin fonksiyonu Leydig hiicrelerinin salgiladigi testosteronla
saglanir. Hiicrelerden salgilanan testosteron gevsek bag doku igerisindeki doku
stvist yolu ile TSK’lara ve bu arada da az bir miktar1 kilcal damarlara gecer.
Kilcal damarlar yolu ile dolasima gecen testosteron ise genital organlarin ve
eklenik genital bezlerin gelisimi ile sesin kalinlasmasi, ibik, yele, boynuz ve
sakalin biiylimesi, cinsel arzunun artmasi gibi sekonder erkeklik ozelliklerin

ortaya ¢ikmasini saglayan bir hormondur (1, 2).

Seminifer tubuller igine yerlesmis olan Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
seri hiicrelerinin beslenmesi intersitisyel alandaki bag doku i¢inde bulunan kan
damarlarindan difiizyon yolu ile ger¢eklesmektedir. Bu kan damarlar sadece
Leydig hiicrelerinin beslenmesi i¢in degil ayn1 zamanda tubulun beslenmesi i¢in

de onemlidir (7).

Leydig hiicreleri fetal donemden itibaren testosteron salgilamaya baslar.
Luteinlestirici hormon (LH) testosteron sentezlenmesini ve salgilanmasini uyarir.
Testosteron hormonu hem Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarinin gerceklesebilmesi
hem de spermatogenezisin olusabilmesi icin gereklidir. Leydig hiicreleri fotal
donemde, gebelik doneminin ortalarina dogru dinlenme siirecine girer. Bu
donemde Leydig hiicreleri aktif degildir. Dinlenme donemi gebeligin ortasindan

ergenlik donemine kadar devam eden uzun bir siiregtir. Ergenlik doneminden



itibaren, Leydig hiicreleri hipofiz 6n lobundan salgilanan LH uyarim ile tekrar
testosteron salgilamaya baglar. Bu islev hiicrenin hayati boyunca devam eder (1,

2, 8).

Sicanlarda Leydig hiicreleri ilk olarak embriyonal gelisimin 15. giinlinde
ortaya ¢cikmaktadir. Androjen sentezi ile salgl yapmaya baslayan Leydig hiicreleri
prepubertal donemde mezensimal hiicrelerden farklilagir. Bu farklilasma
sonucunda postnatal dénemin 28. giliniinde morfolojik olarak belirlenebilen ilk
Leydig hiicreleri olugsmaktadir. Olusan bu hiicrelerin boliinmesi ile erigkin olan
Leydig hiicreleri sekillenmektedir (9). Seminifer tubul ve igindeki hiicreler,

seminifer tubul ¢evresindeki doku ve buradaki hiicreler Sekil 2’de gosterilmistir.

Epitheliocytus sustentans (Sertoli hiicresi)

Spermatozoa

Geng spermatidler
Spermiogenesis baslangici «
Spermatocytus secundarius

Mayoz boliinme
(Meiosis)

Spermatocytus primarius

@)

[ 65\~ Spermatogonium
Lamina basalis —(—\Q\ ‘ ' (Cellulae germinales)
se G — & P =

Kapilar damar
Fibroblastocytus

Endocrinocytus interstitialis Myofibroblastus

Kapilar damar (Leydig hiicresi)

Sekil 2. Seminifer tubulu ¢evreleyen doku yapisi. Seminifer epitel iki tip hiicreden

olugmustur: Spermatogenik seri hiicreleri ve destek ya da Sertoli hiicreleridir (3, 5).



3.2. Diabetes Mellitus

Diabetes eski Yunanca’da asir1 idrar yapimini anlatan ve ‘sifon’ anlamina
gelen bir kelimedir. Mellitus kelimesi de yine Yunanca’da ‘bal’ anlamina gelen

‘mel’ kelimesinden ilham alinarak gelistirilen bir kelimedir (10).

Diabetes mellitus (DM), insiilin hormonunun eksikligi ya da insiilin
hormonunun etkisindeki eksikliklerden dolay1 organizmada bulunan karbonhidrat,
yag ve proteinlerden organizmanin yeterince yararlanamadigi kronik bir
metabolizma hastaligidir. Diyabet, diinya niifusunun yaklasik olarak % 3’inii
etkileyen dnemli bir hastaliktir. Diyabetin en 6nemli belirtisi ise hiperglisemidir.
Kandaki seker (glikoz) seviyesinin normalden yiiksek olmasina hiperglisemi
denir. Yiiksek diizeylerdeki glikoz organizmada bulunan proteinlerle birlesir ve
kimyasal olarak geri doniisebilen glikolizasyon {iriinlerine doniisiir. Bu doniisiim
kan glikoz diizeyi ile dogru orantili bir sekilde artig gosterir. Glikozun kan
damarlarinin duvarlarinda ya da intersitisyel dokularda bulunan kollajenle ve
diger uzun Omiirlii proteinlerle olusturdugu glikolizasyon, bir seri kimyasal
tepkime gegirdikten sonra geri doniisimii miimkiin olmayan glikolizasyon son
tirlinlerine doniisiir. Hiperglisemi devam ettigi siirece bu birikim artmaya devam
eder. Diyabette olusan glikolizasyon son iirlinleri mikroanjiyopati, retinopati,
nefropati, noropati gibi O6nemli komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda rol

oynamaktadir (11, 12).

Tip 1 diyabet otoimmun bir siirece bagli olup normal kilolu veya zayif
kisilerde insiilin yetmezligi ile karakterize iken, tip 2 diyabet fazla kilolu kisilerde

instilin direnci ve hiperinsiilinemi ile karakterizedir (13).
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Tirkiye’de diyabet goriilme oram1 bolgesel olarak  farkliliklar
gostermektedir. Bu farklilik ise % 4.3 ile % 9.6 arasinda degisim gostermektedir.
Yirmi yasin iizerinde olan niifus i¢in ortalama diyabet goriilme oran1 % 7.2’dir.
Tiirkiye’de bulunan niifusun ortalama % 3.6’sinin diyabetli olmasindan dolay1
2.400.000 kisi, diinyada ise 130.000.000 diyabetli hasta bulunmasi diyabetin
sadece bir hastalik olarak tanimlanmamasi ayn1 zamanda ekonomik olarak da bir

sorun olarak tanimlanmasina neden olur (14, 15).
3.2.1. DM’nin Tanis1

Diinyada DM’nin tanisi1 konusunda olduk¢a sik degisiklikler olmustur.
Diyabetin tanis1 icin Amerikan Diyabet Birligi (ADA) ve Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) uzmanlari tarafindan ¢ok sayida panel diizenlenmistir. Diizenlenen bu
paneller sonucunda gozden gecirilen ve uzlasma saglanan tani kriterleri

aciklanmugtir (13).

ADA’nin belirledigi tani kriterlerine gore DM’nin en basit tanist aglik
vendz plazma glikoz diizeyinin en az iki defa arka arkaya 6l¢iilmesiyle 126 mg/dl
ya da bu degerden daha yiiksek ¢ikmasi ile tam1 konur. Yine giin igerisinde
herhangi bir saatte aclik ve tokluk durumuna bakilmadan venéz plazma glikoz
diizeyinin 200 mg/dI’nin iizerinde ¢ikmasi ve bununla birlikte polidipsi (asir1 su
igme), poliiiri (asir1 idrar yapma), polifaji (asir1 yeme) ve zayiflama gibi diyabete
ait olan belirtilerin varlig1 ve bunun yaninda ikinci bir 6l¢tim ile dogrulama yapma
kaydiyla tan1 konulabilir. A¢lik esnasindaki plazma glikoz diizeyi 100 mg/dl’nin

tizerinde olan ve diyabet acisindan yiiksek risk tasiyan bireylerde oral glikoz

11



tolerans testi (OGTT) yapilarak bozulmus glikoz tolerans1 ya da diyabet

arastirilmalidir (14).

ADA’ya gére DM nin en basit tan1 kriterleri su sekilde yapilabilir:

1.Diyabet belirtileri ve > 200 mg/dl rastgele dl¢iilen plazma glikoz diizeyi:
Giiniin herhangi bir saatinde 6gline bakilmaksizin 6lgiilen plazma glikoz degeri,
asir1 idrar yapma, asir1 su icme ve agiklanamayan kilo kayiplari.

2.Aglik esnasindaki plazma glikoz diizeyi > 126 mg/dl: En az 8 saatlik tam
bir aglik sonrasinda 6l¢iim yapilmalidir.

3.0GTT sirasinda 2. saatlik plazma glikoz diizeyinin > 200 mg/dl olmas1

(14).

3.2.2. DM’nin Komplikasyonlar1

Diyabet, akut ve kronik komplikasyonlar1 bulunan ve metabolik seyirli
olan bir hastaliktir. Uzun siire devam eden diyabet, vaskiiler hiicreleri ve bazal
membranlart etkileyerek tiim damarlarin yapisim bozar (16, 17). DM’nin
mikroanjiyopati, retinopati, nefropati, ndropati ve daha bircok komplikasyonu
bulunmaktadir (11, 12). Bu komplikasyonlara ek olarak, DM’nin erkek iireme

sistemi iizerine de olumsuz etkileri bulunmaktadir (18).

3.2.3. DM ve Testis

Diyabetin, sperm hiicrelerinin yapilarini1 bozarak ya da sperm hiicrelerinin
gelisimi lizerinde etkili olan hormonlarin seviyesini degistirerek veya her ikisini
birden gerceklestirerek testisleri olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir (18).

Diyabetin penil ereksiyon ve ejekiilasyonu olumsuz etkiledigi, spermatogenezis
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tizerinde olumsuz etkilerinin oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir (18, 19).
Diyabete bagli olarak artan oksidatif stresin, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
serbest radikallerin asir1 liretimini tetikledigi goriilmiistiir (19). Serbest radikaller
bagisiklik sistemine ait hiicreler i¢in gerekli olsa da serbest radikallerin fazla
tiretilmeleri durumunda doku hasar1 ve hiicre oOliimi goriilmektedir (20).
Diyabetin patogenezisinde ve yan etkilerinde doku hasar1 énemli bir faktordiir

(21).

Diyabetli testislerde apoptozis artmakta ve bu da testislerde fonksiyon
bozukluklarina sebep olmaktadir (22). Diyabetin testosteron seviyesinde meydana
getirdigi azalmanin yan1 sira testikiiler disfonksiyon ve spermatogenezis
tizerindeki olumsuz etkileri yapilan caligmalarda gosterilmis olup, diyabetin
tireme fonksiyonlar1 tizerinde olumsuz etkileri bildirilmistir (23). Testislerde;
tunika albugineyada, seminifer tubullerde, interstisyel bag dokusunda ve Leydig
hiicrelerinde diyabete bagli olarak meydana gelen histolojik degisiklikler

bildirilmistir (23).

Streptozotosin ile olusturulmus deneysel diyabet modelleri {iizerinde
yapilan ¢aligmalarda seminifer tubul lizerinde bulunan reseptorlerin diyabete bagl
olarak olumsuz etkilenmeleriyle, folikiil uyarict hormon (FSH) sentezinin
azaldigy, testosteron seviyesinin diistiigii ve buna bagl olarak Leydig hiicrelerinde
azalmanin oldugu bildirilmistir (24). Androjen ve spermlerin tretildigi testisler,
antioksidanlar tarafindan korunmasina ragmen, endojen ve eksojen kaynakli
faktorler oksidatif stres olusturmakta ve bdylece testisler iizerinde olumsuz etkiler

olusturmaktir (25).
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3.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres organizmadaki antioksidan ve prooksidan dengenin
bozulmasi olayma denir (26). Oksidatif stres hiicrelerde bulunan lipid tabakanin
peroksidasyonuna sebep olan serbest radikallerin {iretimi ve viicutta bulunan
antioksidan mekanizmalar aracilifiyla viicudun kendini savunmasi arasindaki
dengenin bozulmasi olarak da tanimlanabilir (27). Mevcut olan bu dengenin
bozulmasi diyabet, kanser ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi bazi hastaliklarin

ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir (28).

DM giiniimiiz kosullar1 nedeniyle diinyada gittikce artan, yiiksek morbidite
ve yliksek mortaliteye sebep olan metabolik bir hastaliktir. Yapilan ¢aligmalarda
oksidatif stresin diyabetin etiyolojisinde rol aldig1 ve diyabetin ilerlemesine sebep
oldugu, serbest oksijen radikalleri ve lipid tabakasindaki peroksidasyonu arttirdigi

gozlemlenmistir (29).

3.3.1. Oksidatif Stres ve DM

Deneysel olarak diyabet olusturulmus sicanlarda ve diyabetik hastalarda
oksidatif stresin artmasmin, ROS’un asir1 artmasi ve antioksidan savunma

mekanizmasindaki azalmanin bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (30).

Diyabete bagli olarak ortaya c¢ikan komplikasyonlarin ROS ile olan
iligkisini  aciklayan ¢alismalarda; enzimatik olmayan glikasyon, enerji
metabolizmasindaki degisiklikler sonucunda ortaya ¢ikan metabolik stres, hipoksi

ve iskemi reperflizyon sonucunda gergeklesen doku hasarlarinin serbest radikal
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olusumunu artirdig bildirilmektedir. Hiperglisemi ve oksidatif stres arasinda bir

iligski oldugu goriisii yapilan caligmalar ile gosterilmistir (31).

Deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda, insanlardaki DM’ye benzer bir
model olusturmak amaciyla kullanilan N-nitroso tiirevi D-glikozamin yapisinda
olan STZ, oksidan maddeler olusturmak suretiyle pankreasdaki Langerhans
adaciklarini secici olarak hasara ugratmakta ve STZ’nin bu sekilde diyabeti

baslattig1 diistiniilmektedir (32, 33).

Arastirmacilarin  yaptigi c¢aligmalar sonucunda gozlemlenen bulgular;
vaskiiler komplikasyonlar1 olan diyabetik hastalarda hem diisiik dansiteli
lipoproteinin oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda hiperglisemiye
bagli artislar oldugunu gostermektedir (20). Pankreasdaki Langerhans adacik
hiicrelerinde yiliksek glikoz diizeyi hiicresel strese sebep olurken, antioksidan
enzim aktivitelerinin yeteri kadar yiiksek olmamasi, oksidatif strese en duyarli

dokular arasina, pankreastaki beta hiicrelerini de dahil etmektedir (20, 34).

3.3.2. Oksidatif Stres ve Testis

Oksidatif stres erkek tireme sisteminde bozukluk ve anormalliklerle
baglantili olan diyabetin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (35-37).
Diyabet, testisdeki oksidatif savunmada kritik rol oynayan Nrf2 geninin
azalmasma sebep olur (37, 38). Yapilan caligmalar, diyabetten muzdarip olan
erkeklerin ileri glikasyon fiirlinleri ve onlarin reseptorlerindeki artisa sahip
oldugunu gostermistir. Reseptorlerdeki bu artig; sperm kalitesinin bozulmasina,
testikiiler metabolit seviyesindeki fonksiyon degisikliklerine ve spermatogenik

gen ekspresyonunun bozulmasina sebep olur (35, 36, 39). Son yillarda yapilan

15



caligmalarin ¢ogu gostermistir ki, antioksidan tedavisi glisemik indeksin
tyilesmesine ve diyabetik komplikasyonlarin azalmasina sebep olur. Ayrica
antioksidan tedavisi oksidatif stresi indiikleyen serbest radikallere Kkarsi

koruyucudur (40, 41).
3.4. Antioksidanlar

Bilesikler, iki ya da daha fazla elementin kendi aralarinda kimyasal bag
olusturmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla sarili
haldedir. Boyle bir diizenin olmasi bilesige kararlilik saglamaktadir. Kararli halde
olan bilesiklerin elektronlari ¢iftlenmis haldedir. Eger elektron ¢iftlenmemis halde
ise molekiil daha reaktif ve kararsiz duruma geger. Bir veya daha fazla sayida
ciftlenmemis elektron bulunduran element veya bilesiklere ‘serbest radikal’ ya da

‘oksidan’ denir (42).

Insan viicudunda bulunan elektronlarin tamamina yakin bir kismi elektron
cifti halindedir. Elektronlar arasinda bulunan bir bag koptugu zaman elektronlar
ya birlikte kalir ya da birbirlerinden ayrilir. Eger elektronlar birlikte kalirlarsa
olusan atom ‘iyon’ olarak adlandirilir. Eger elektronlar ayrilirlarsa ‘serbest
radikaller' olusur. Eslesmemis bu elektronlar yiiksek enerjiye sahip olup, eslesmis
olan elektronlar birbirinden ayirir ve boylece onlarin fonksiyonlarina engel olur.
Sonug olarak, serbest radikaller kendine bir ¢ift elektron alarak elektron cifti
haline gelir ve diger elektron serbest radikale doniisiir (43). Serbest radikaller
oksidatif reaksiyonlar sonucunda lipid, protein ve niikleik asitler gibi viicutta
bulunan bilesiklere zarar verip bir¢ok biyolojik sorunun ortaya ¢ikmasina sebep

olmaktadir (44).
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Bazi mekanizmalar sonucunda meydana gelen serbest radikallere karsi
viicutta dogal bir savunma mekanizmasi bulunur. Savunma mekanizmasini
olusturan bu bilesiklere ‘antioksidanlar’ denir (42). Antioksidanlar, serbest
radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi olusturmak suretiyle serbest radikallere
uygun olan elektronun baglanmasini ve bdylece sabit bir yap1 olusumunu saglar
(43). Hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigliniin korunmasinda ve normal
fonksiyonlarini yerine getirmelerinde, oksidan ve antioksidan sistem arasinda var
olan dengenin korunmasi olduk¢a Onemlidir. Organizmada bulunan oksidatif
denge bozulmadig: siirece, organizma serbest radikallerden etkilenmemektedir.
Baz1 sebeplerden dolay1 savunma mekanizmasi araciligiyla ortadan kaldirilandan
daha fazla radikal meydana gelmesine ise ‘oksidadif stres’ denir (45).
Metabolizmada kullanilan oksijen c¢esitli sebeplerden dolayr aktif oksijen
formlarinin olusumuna katilmaktadir (46). Oksidatif hasar olustuktan sonra eger
bu hasar giderilmezse, zamanla artis gosterip diyabet, kalp damar hastaliklar1 ve

kanser gibi bir¢ok hastaligin olugsmasina sebep olabilir (44, 45, 47).

Bir metabolizma diizgiin olarak calisiyorsa mitokondriyel sitokrom
sistemi, sitozoldeki organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Eger bu
sistem yetersiz kalirsa devreye dogal enzimler girer. Eger bu enzimler de
oksidanlar etkisiz hale getiremezse, oksidanlar ilk once hiicre zarindaki lipidleri
olumsuz etkiler ve lipid peroksidasyonunu baglatir. Lipid peroksidasyonu,
membranlardaki doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikallerince
peroksitler, alkoller, aldehitler gibi cesitli liriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Bu

reaksiyon sonucunda olusan biyoaktif aldehitler hiicre hasarina sebep olmaktadir
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(48). Lipid peroksidasyonu sirasinda viicutta yeterli miktarda C ve E gibi

antioksidan vitaminler bulunursa, bu tip hiicresel hasarlar engellenebilir (42).

Oksidatif stresin diyabetin kronik komplikasyonlarinin olugmasinda
olduk¢a 6nemli bir roliiniin oldugu diisiiniilmektedir (49). Bu bilgiden hareketle
viicuda disaridan verilen antioksidanlarin diyabetin kronik komplikasyonlarinin
hafifletilmesinde ya da ortaya ¢ikmasinin engellenmesinde yararli olabilecegi fikri
ileri stiriilmiis olup diyabetin tedavisinde antioksidan maddelerin veya antioksidan
ozellikte olan ajanlarin kullanilmasinin oksidatif stresi ortadan kaldirabilmek igin
gerekli olabilecegi fikri ortaya c¢ikmistir (49). Tim bu bilgilere dayanarak bir
antioksidan olan vitamin D’nin bu amagclar i¢in kullanilabilecegi fikri ortaya

cikmustir (49).

3.4.1. Vitamin D

Vitamin D, derinin 290-315 nanometre dalga boyuna sahip olan
ultraviyole 1s1nlarina maruz kalmasi ile sentezlenir (50). Vitamin D yagda eriyen
bir vitamindir. Endojen olarak uygun biyolojik ortamda sentezlenebilmesi,
vitamin D’yi hormon ve hormon Onciileri olan sterol grubuna dahil etmektedir.
Vitamin D’nin en 6nemli etkisi kalsiyum ve fosfor metabolizmasi ve bununla
birlikte kemik mineralizasyonu {izerinedir (51, 52). Sayilan bu bilgilere ek olarak
son yilarda vitamin D eksikliginin kalp damar hastaliklari, yaygin kanserler,
enfeksiydz ve otoimmun hastaliklarin da icinde bulundugu bir¢ok kronik
hastalikla iligkili oldugu gozlemlenmistir (53, 54).

Vitamin D’nin en fazla bulundugu gidalar karaciger, balik ve yumurta

sarisidir. Diyet ile alinan D2 ve D3 vitamini silomikronlarla birlesir ve daha sonra
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lenfatik sistem ile vendz dolasima gecer. Diyet ile alinan veya endojen olarak
yapilan D2 veya D3 vitamini yag hiicrelerinde depo edilir. Thtiyag duyulmasi

durumunda depo edilen vitaminler dolagima verilmektedir (55, 56).

Vitamin D ve metabolitlerinin apoptozisi kontrol ettigi, malign hiicrelerin
bliylimesini ve c¢ogalmasin1 engelledigi fikri yapilan caligmalar sonucunda
bildirilmistir (57). Ayrica kemik ve kalsiyum metabolizmasint segici olarak
etkileyen vitamin D’nin, bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde de onemli rol
oynadigi disilinilmektedir (57). Vitamin D’nin, kanda insiilin seviyesinin
diizenlenmesinde O6nemli rol oynayarak seker metabolizmasinda rol aldig
diistiniilmektedir. Vitamin D giiclii bir anti-proliferatif, prodiferansiyatif ve
immunomodiilatér etkiye sahiptir (58). Vitamin D3’iin gectigimiz on yilda
antioksidatif etkilere sahip oldugu fikri de bildirilmistir (59). Ayrica yapilan
calismalarda vitamin D3’lin dokularda rediiktan bir madde oldugu bilinen ve
oksidatif strese karst koruyucu etkiye sahip olan G6PDH (glikoz 6 fosfat
dehidrogenaz) ekspresyonunda artis meydana getirerek antioksidan etkiye sahip

oldugu bildirilmistir (60).

3.5. irisin

Irisin; 2012 yilinda Bostrom ve ark. (61) tarafindan kesfedilmistir. Enerji
metabolizmasinda gorevli olan irisin, 112 aminoasitlik peptid yapiya ve 12587
dalton agirhiga sahip olan bir hormondur (61, 62). Ilk zamanlarda ‘egzersiz
faktorli’ ya da ‘caligma faktorii’ olarak da adlandirilan irisin, Yunan mitolojisinde
tanrilardan fani olan insanlara miijdeli haberler getiren Thaumas ile Elektra’nin

kizi olan Ebemkusagi (gokkusagi)nmin sembolii anlamma gelen Iris’den

19



tiiretilmistir (63). Irisin hormonunun ana fonksiyonu beyaz yag dokusunu
kahverengi yag dokusuna c¢evirerek enerjinin 1s1 olarak ortaya ¢ikmasin
saglamaktir (61, 64). Irisin hormonunun amino asit dizilimi Sekil 3’de

gosterilmistir.

Gﬁﬁﬁﬁ

Sekil 3. Irisin hormonunun amino asit dizilimi (65).

Irisin, fibronectin type III domain containing 5 (FNDCS5) geni tarafindan
kodlanir. FNDCS5 proteolitik olarak yariklanip sekrete edilir. Bununla birlikte bu
proteinin proteolizi, ¢ogu yoniiyle hala aydinlatilamamistir. Bundan dolayi
molekiil agirligindaki bu muhtemel farkliliklar, kiiltiir ortaminda glikolizasyona
atfedilebilirken, fare plazmasinda glikolizasyon gézlenmemistir. Ayrica Bostrom
ve ark. (61) FNDCS5 ekspresyonunun egzersiz ile indiiklenip ardindan FNDC5’in
kirilarak irisinin serbestlendigi bir yolak gostermistir (61, 66).

Irisin, temel olarak iskelet ve kalp kasindan iiretilir. Iskelet kasindan

salinan irisin; otokrin, parakrin ve endokrin etkileri olan bir hormondur (67). ilk
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zamanlarda irisin hormonunun iiretiminde primer organ olarak iskelet kasi
sorumlu tutulmus olmasina ragmen yakin zamanda yapilan ¢alismalarda kalp
kasini iskelet kasina oranla daha fazla irisin iirettigi iddia edilmistir. Ozellikle
kalp kasinin toplam hacminin de irisin seviyesinde etkili oldugu fikri ileri

stiriilmiistiir (68, 69).

Roca Rivada ve ark. (67) yaptiklar1 calismada, irisinin sadece kas
dokusundan sentezlenmedigi, ayn1 zamanda FNDCS5 kirilarak yag dokudan da
sentezlendigi bilgisini rapor etmislerdir. Diger bir anlatimla subkutan yag
dokusunun FNDC5/irisini viseral yag dokusuna gore daha fazla salgiladigi
bulunmustur. Bu bilgiler viseral yag dokusunun metabolik komplikasyonlarla
daha fazla iliski halinde olabilecegini tekrardan akla getirmistir. Ayn1 ¢aligmada
kisa periyotlu egzersiz c¢alismalarinin FNDCS5 sekresyonunu beyaz yag
dokusundan arttirdigini bildirmiglerdir. Tiim bu bilgilere ek olarak irisin salinimi,
belirgin bir bi¢cimde a¢ birakilan hayvanlarda azalirken, sismanlatilmig
hayvanlarda ise arttig1 ileri siiriilmiis ve bunun da insiilin direnci ile iliskili

olabilecegi diisliniilmiistiir (61, 70).

Egzersizin bir transkripsiyon co-faktorii olan PPAR gama co-aktivatorii
(PGC1 o) aracilig1 ile enerji metabolizmasim1 ve ilgili ¢ok sayidaki biyolojik
stireci diizenledigi bildirilmistir (70). Basta kahverengi yag dokusu olmak {iizere
cok sayidaki hiicre grubunda mitokondriyal biyogenezi ve oksidatif
metabolizmay1 diizenleyen uncoupling protein 1 (UCP1), PGC1 o uyarisi ile
salinmaktadir. Kas dokusu ile yag dokusu arasindaki iletisim PGCI1 a uyarist ile
kana salinan FNDCS5 aracilig1 ile olmakta ve o6zellikle yag dokusundaki UCP1

diizeylerinin artmasi ile mitokondriyal biyogenez ve oksidatif metabolizma
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diizenlenmektedir. UCP1 artis1 beyaz yag hiicrelerinin kahverengi yag hiicresi gibi
davranmasina sebep olmaktadir (71, 72). Egzersiz ile indiiklenen PGC1 a ve
irisinin yag dokusu tizerine olan etkileri Sekil 4’de gosterilmistir.

__Ae®
o b=

Egzersiz

iskelet kas hiicreleri

FNDCS
FGC-1Q) &2 1
Lt FNDC5 s FNDCS x Irisin
.

—— —_— -
/
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l tzere bolinar

Irisin dolagim yolu ile beyaz ve kahverengi yag dokusuna ulasir

l 02 COz Tanimlanmamis reseptdr
[ - ) PRl Mitokondri
— Leptin '@
e irisin
baglanmasi Ak :
Beyaz yag hucreleri l g l Kahverengi yag hicreleri

Enerji depolama Enerji tiketimi

Obezite Diyabet Kilo kaybi Glukoz metabolizmasinda
ve insilin direncinde dizelme

Sekil 4. Egzersiz ile indiiklenen PGC1 a ve irisinin yag dokusu iizerine olan etkileri (73).

Irisin immiinreaktivitesine, kalp ve iskelet kasina ek olarak yag dokusu,
intrakraniyal arterler, bobrekler, miyelin kilif, noral hiicreler, optik sinir, retina,
tiroid, ovaryumlar, Purkinje hiicreleri, rektum, tiikiirik bezleri, ekrin ter bezi,
mide, akcigerler, dil, karaciger, ince bagirsak, derinin dermis ve hipodermis
tabakalarinda da rastlanmistir (61, 62, 74-82). Bu dokulara ek olarak, irisin
immiinreaktivitesine testis dokusunda da rastlanilmistir (83). Aydin ve ark. (83)
yaptiklar1 ¢alismada, irisin immiinreaktivitesine fotal insan testislerindeki
seminifer tubullerde, spermatogenik hiicrelerde ve Leydig hiicrelerinde; yetiskin

insan testisinde ise Leydig hiicrelerinde ve epididimidisde rastlamislardir.
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3.5.1. irisin ve DM

Diyabet ve kalp damar hastaliklarinin patofizyolojisinde oldukc¢a dnemli
rol oynayan insiilin direnci ve kronik inflamasyonun kontrol altina
alinabilmesinde PGC1 o’nin oldukga kritik bir 6nemi vardir (73, 84, 85). Basta
kahverengi yag dokusu olmak iizere ¢ok sayidaki hiicre grubunda mitokondrial
biyogenez ve oksidatif metabolizmay1 diizenleyen UCP1, PGC1 o uyarist ile
salinmaktadir. Kas dokusu ile yag dokusu arasindaki iletisim PGC1 a uyarisi ile
kana salinan FNDCS5 (irisin) sayesinde olmakta ve ozellikle yag dokudaki UCP1
diizeylerinin artmasi ile mitokondrial biyogenez ve oksidatif metabolizma
diizenlenmektedir (72). Bilinen en 6nemli fizyolojik rolii, beyaz yag dokudan
kahverengi yag doku gelisimini saglamak olan irisin, enerji deposu olarak bilinen
beyaz yag doku diizeyini azaltarak enerji agiga cikmasmi saglar. Irisin bu
farklilasmay1 basta UCP1 olmak iizere kahverengilesmeyi saglayan diger
proteinlerin diizeylerini arttirarak gergeklestirir. Bu sebeple gelecekte obezite ve
diyabet basta olmak iizere bircok metabolik hastaligin tedavisinde umut vaad eden
bir ajan olarak Ongériilen (61) irisinin, sinir sisteminin olusum ve gelisimi
siireclerinde onemli bir roliiniin oldugu arastirmacilar tarafindan vurgulanmistir

(86, 87).

Son yapilan diyabet galigmalari, irisinin ndronal alanlardaki fizyolojik ve
molekiiler bir takim siireclerde de etkin rol oynayabilecegi fikrini ortaya

koymustur (88, 89).
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Amag: Sunulan tez calismasinda siganlarda STZ ile deneysel olarak

diyabet olusturularak;

-Testis dokusunun histopatolojisi, irisin immiinreaktivitesi ve apoptozis

degerleri,

-Serum TAS ve TOS degerleri,

-Doku ve serum irisin diizeyleri,

ve bu degerler iizerine vitamin D’nin etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

Calisma icin gerekli etik izin, Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
16.12.2015 tarihli oturumunda 22 toplanti sayili ve 210 nolu karari ile alinmistir.
Hayvan deneyi Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)
biriminde, laboratuvar analizleri ise Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

4.1. Deney Hayvanlar1 ve Beslenmeleri

Yapilan deneysel ¢alismada 41 adet 8-10 haftalik eriskin Wistar albino 1rki
erkek sican kullanildi. Kullanilan siganlar FUDAM biriminden alindi. Siganlara
FUDAM hayvan laboratuvarinda, 22-25 °C ortam 1sisinda, 12 saat aydinlik
(07:00-19:00) ve 12 saat (19:00-07:00) karanlik periyodunda ve standart
kafeslerde, ad libitum besleme ile bakildi. Hayvanlara Elazig Yem Sanayi A.S.
Yem Fabrikasi’nda hazirlanan standart yemler verildi. Yemlerin icerigi Tablo

1’de verilmistir.
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Tablo 1. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin igerigi (90).

Sican Yeminin Terkibi %
Bugday 15
Maisir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29.4
Balik Unu 8
Tuz 0.6
Kavimix VM 23-Z* 0.2
Methionin 0.2
DCP ** 1.6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0.8 mg K3, 0.8 mg By, 2.4 mg B, 1.2 mg
Bs, 0.006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3.2 mg Cal. D. Panth. 0.32 mg Folic acid, 0.02
mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2
mg Cu, 0.8 mg I, 0.2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca. ** % 18 fosfor, % 25

kalsiyum, % 0.2 flor’dan olusur.
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4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Canli agirliklar1 200-220 g arasinda olan 8-10 haftalik 41 adet Wistar
albino 1rk1 erkek sican, grup (1, 2 ve 3) de 7’ser hayvan, grup (4 ve 5) de 10’ar
hayvan olacak sekilde ayarlandi ve siganlar 5 gruba ayrildi;

Grup I (Kontrol grubu); 8 hafta olan deney siiresince siganlara herhangi bir
islem yapilmadi. Deney baslangicinda ve deney sonunda sicanlarin glikoz
seviyeleri Olg¢iillip kaydedildi.

Grup II (Sitrat buffer grubu); Sicanlara tek doz 0.1 M sodyum sitrat tamponu
i.p olarak uygulandi. Deney baslangicinda ve deney sonunda siganlarin kan glikoz
diizeyleri 6l¢iiliip kaydedildi.

Grup III (Vitamin D grubu); 8 hafta olan deney siiresince siganlara her giin
Vitamin D 50 IU/giin oral yolla, damlalik aracilifiyla uygulandi. Deney
baslangicinda ve deney sonunda sigcanlarin kan glikoz diizeyleri Olgiiliip
kaydedildi.

Grup IV (Diyabet grubu); Streptozotosin 0.1 M sodyum sitrat tamponunda
(pH:4.5) cozdiiriildii ve sicanlara 50 mg/kg, tek doz i.p olarak uygulandi. Bu
uygulamadan 72 saat sonra kuyruk veninden alinan kandan, kan glikoz diizeyi 250
mg/dl {izerinde olan hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi. Deney baslangicinda

ve deney sonunda sicanlarin kan glikoz diizeyleri 6l¢iiliip kaydedildi.

Grup V (Diyabet+vitamin D grubu); Streptozotosin 0.1 M sodyum sitrat
tamponunda (pH:4.5) c¢ozdiiriildii ve sicanlara 50 mg/kg, tek doz i.p olarak
uygulandi. Bu uygulamadan 72 saat sonra kuyruk veninden alinan kandan, kan
glikoz diizeyi 250 mg/dl iizerinde olan hayvanlar diyabetik kabul edildi. Deneysel

diyabet olusturulduktan sonra deney siiresi olan 8 hafta boyunca hayvanlara her
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giin vitamin D 50 IU/giin, oral yolla, damlalik araciligi ile verildi. Deney
baslangicinda ve deney sonunda sicanlarin kan glikoz diizeyleri Olgiiliip

kaydedildi.

4.3. Diyabet indiiksiyonu

Diyabet olusturmak i¢in 26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle STZ
(Streptozosin, Zanosar, Pharmacia, France) 0.4 ml (0.1 M) sodyum sitrat
tamponunda (pH:4.5) ¢ozdiiriiliip, diyabet ve diyabet+vitamin D grubundaki 20
adet sicana tek doz i.p 50 mg/kg olarak uygulandi. Bu uygulamadan 72 saat sonra,
sicanlarin  kuyruk veninden kan alindi. Almman kanmn glukometre cihazinda
Olciilmesi sonucu aglik kan glikozu >250 mg/dl’nin iizerinde olan siganlar
diyabetik olarak kabul edildi. Kan sekerinin 6l¢iimii Glucostix (Myles, Ekhart,
IN) cihazi ile yapildi. Sicanlarin aclik kan glikoz seviyelerini belirlemek igin, kan

ornekleri 8-10 saatlik aclik sonrasinda sabah saat 8-10 arasinda alindi.

4.4. Deneyin Sonlandiriimasi ve Orneklerin Ahnmasi

Bes grupta bulunan toplam 41 adet sigan, 8 haftalik deney sonunda tartildi
ve canli agirliklart kaydedildi. Biyokimyasal analizler i¢in kuyruk veninden kan
alindi. Daha sonra ketamin (75mg/kg)+xylazine (10mg/kg) i.p uygulanarak
anestezi altinda siganlar dekapite edildi. Dekapitasyon isleminden hemen sonra
sicanlarin testis dokular1 hizli bir sekilde ¢ikarildi. Histolojik ¢alisma yapmak icin
alinan testis dokular1 Bouin soliisyonunda tespit edildi. Tiim siganlara ait serum ve
testis dokular1 biyokimyasal analizlerden olan ELISA yontemiyle calisabilmek

i¢in alind1 ve -80 "C’de saklandi.
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4.5. Histolojik Calismalar

4.5.1. Doku Takibi ve Kesitlerin Alinmasi

Tim sicanlardan alinan testis dokulart Bouin (Biognost, BOU-OT-1L,
Zagreb, Croatia) soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin histolojik takip
serilerinden gecirildi. Histolojik takip serilerine ait prosediir Tablo 2’de verildi.
Daha sonra alinan testis dokular1 parafin bloklara goémiildii ve bu parafin
bloklardan mikrotom (Leica, RM2125, Wetzlar, Almanya) ile 5-6 pm kalinliginda
kesitler alindi. Alinan kesitler hematoksilen-eozin metodu ile boyandi. Boyanan

preparatlar arastirma mikroskobunda incelendi ve fotograflandi.
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Tablo 2. Histolojik takip serileri (91).

Sira islem Siiresi
1 % 70’lik Alkol 2s

2 % 80’lik Alkol 1.5s
3 % 96’11k Alkol I 30 dk
4 % 96’11k Alkol II 30 dk
5 % 100’lik Alkol I 30 dk
6 % 100’lik Alkol IT 30 dk
7 Alkol+Ksilol 15 dk
8 Ksilol 1 15 dk
9 Ksilol II 15 dk
10 Yumusak parafin+Ksilol 45 dk
11 Yumusak parafin Is

12 Yumusak parafin+Sert parafin 1.5s
13 Sert parafin 3s

14 Gomme
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4.5.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu

Hematoksilen-eozin boyama prosediirii Tablo 3’de verildi.

Tablo 3. Hematoksilen-eozin boyama prosediirii (92).

Sira Islem Siiresi
1 Ksilol I 5dk

2 Ksilol 1T 5dk

3 % 100’liik Alkol I 1 dk

4 % 100’liik Alkol 1T 1 dk

5 % 96’11k Alkol 1 1 dk

6 % 96’11k Alkol II 1 dk

7 Cesme suyu 10 dk
8 Mayer hematoksilen 15 dk
9 Ilik ¢cesme suyu 20 dk
10 Eozin 15sn-2dk
11 % 96’11k Alkol 1 2 dk
12 % 96’11k Alkol II 2 dk
13 % 100’liik Alkol I 2 dk
14 % 100’1ik Alkol 1T 2 dk
15 Ksilol 5dk
16 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma
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4.5.3. TUNEL Boyama Metodu

Apoptozisi ortaya koymak i¢in, Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick and labeling (TUNEL) metodu kullanildi (93). Uretici firmanin
(ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, Merck) prosediiriine

uygun olarak hareket edildi.

Polilizinli lamlara alinan dokular ksilol ile deparafinize edildi ve
deparafinize isleminden sonra dokular dereceli alkol serilerinden gecirildi. Daha
sonra dokular phosphate buffered saline (PBS) soliisyonu ile yikandi. Yapilan bu
yikama isleminden sonra dokular % 0.05’lik proteinase K ile 10 dakika inkiibe
edildi. Endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3’liikk hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. Dokular PBS ile yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edildi. 37 *C’de nemli ortamda ¢alisma soliisyonu
(% 70 pl Reaction Buffer+% 30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-
Perosidaz ile 30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati
kullanilarak apoptotik hiicreler goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi
yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobunda (Leica, DM500, Almanya) incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi (Leica, DFC295, Almanya). TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile mavi renkte goriilen cekirdekler
normal ve kahverengi renkte niikleer boyanma gosteren hiicreler ise apoptotik
olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10’luk biiylitme kullanilarak rastgele segilen
alanlarda, normal ve apoptotik olan en az 500 adet hiicre sayildi. Apoptotik

hiicrelerin toplam (normal+apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks
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hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi. Pozitif kontrol dokusu olarak sigan
meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol i¢in caligma soliisyonu yerine ise

Reaction Buffer uygulandi.

4.5.4. immiinohistokimyasal Boyama Metodu

Calismada yer alan immiinohistokimyasal analizler i¢in immiinperoksidaz
yontemi uygulandi (94, 95). Immiinohistokimyasal boyama igin parafin
bloklardan 5-6 um kalinligindaki kesitler polilizinli lamlara alindi. Alinan kesitler
deparafinize edildi ve dereceli alkol serilerinden gegirildi. Bu islemden sonra
antigen retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda
(750W) 15 dakika siire ile kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra sogumasi i¢in
dokular oda 1sisinda yaklasik olarak 20 dakika bekletildi. Oda 1sisinda soguyan
dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile 3’er
kez tekrarlanmak suretiyle 5’er dakika yani toplamda 15 dakika boyunca yikandi.
Daha sonra dokularda endojen peroksidaz aktivitesini Onlemek i¢in hidrojen
peroksid blok soliisyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide Block,
TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanan dokulara
spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek icin 5 dakika Ultra V Block (TA-125-
UB, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandi. Yapilan bu islemlerden
sonra dokular 1/200 oraninda sulandirilan primer antikor (irisin Rabbit Polyclonal
H-067-17, Phoenix Pharmaceuticals, Inc., California, USA) ile 60 dakika nemli
ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular primer antikor uygulanmasindan
sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra sekonder antikor (biotinylated Goat

Anti-Poliyvalent (anti-mouse/rabbit IgG), TP-125-BN, Lab Vision Corporation,
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USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Sekonder antikor
uygulanmasindan sonra dokular tekrar PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin
Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli
ortamda oda 1s1sinda inkiibe edildi. inkiibasyon isleminden sonra dokular tekrar
PBS ile yikandi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate+AEC
Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC,
Lab Vision Corporation, USA) sollisyonu damlatildi ve 1s1k mikroskobunda
goriintii sinyali alinir alinmaz dokular PBS ile yikamaya alindi. Dokularin zit
boyamasi Mayer’s hematoksilen ile yapildi. Zit boyama islemi tamamlandiktan
sonra dokular PBS ve distile sudan gegirildi. Daha sonra boyama islemi
tamamlanan dokular uygun kapatma soliisyonu (Large Volume Vision Mount,
TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Leica DM500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotografland: (Leica
DFC295). Pozitif kontrol dokusu olarak sican kalp dokusu kullanildi. Negatif

kontrol i¢in rabbit IgG uygulandi.

Yapilan immiinohistokimyasal boyamada immiinreaktivitenin yayginlig
(0.1: <%25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢ok
az, +l:az, +2: orta, +3:siddetli) esas alinarak, histoskor (yayginlik x siddet)

yapildi.

4.6. Biyokimyasal Calismalar

4.6.1. Kan Glikoz Diizeyleri

Kan glikoz diizeyleri deney siiresi olan 8 hafta boyunca glukometre cihazi

Glucostix (Myles, Ekhart, IN) ile 6l¢iildi.
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4.6.2. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Toplam 41 adet sigcandan alinan testis dokular1 -80 °C’ye alindiktan sonra
her bir 6rnek 200 mg olacak sekilde tartildi. Testis dokularinda bulunan kan ve
artiklar1 ortamdan uzaklastirmak i¢in alinan testis dokular1 {i¢ kez fosfat tampon
soliisyonu ile yikandi. Daha sonra her bir doku igerisinde 500 KIU/ml olacak
sekilde ayarlanan ependorf tiiplerin igerisine yerlestirildi. Her bir ependorf tiip
icerisine 200 ml 0.5 mm c¢apli zirkonyum oksit boncuklarindan konuldu. Biitiin
ornekler bir ml’ye tamamlanacak sekilde, alinan 6rneklere fosfat tamponu ilave
edildi. Mikrosantrifiij tliplerinin agizlar1 kapatilip, homojenizatriin (Bullet
Blender, USA) igerisine yerlestirildi. Dokular homojenizatorde 5 dakika siire ile
homojenize edildi. Elde edilen siipernatant tabaka baska bir ependorfa aktarildi.
Tekrar 10 dakika daha 4000 rpm'de santrifiij edildikten sonra iistteki siipernatant

ELISA ¢aligsmalarinda kullanilmak i¢in ayrildi ve hemen ¢aligildi (65).

4.6.3. TAS ve TOS Ol¢iimleri

4.6.3.1. TAS Ol¢iimii

Serum TAS diizeyleri otoanalizérde (Olympus, AU2700, Hamburg,
Almanya), Rel Assay Total Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic.
Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak, Erol’un (96) teknigi ile 6lglim yapildi.

Ornekteki antioksidanlar, asetat tampon (0.4 mol/L, pH:3.6) soliisyonunun
icerisinde konsantre halde bulunan koyu mavi yesil renkli ABTS+(30 mmol/L)
[2.2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] radikalini indirgenmis
renksiz ABTS sekline cevirir. Yiiksek pH’daki asetat tampon (0.4 mol/L, pH:5.8)

solisyonu ile sulandirildiginda 6rneklerde bulunan antioksidanlar sayesinde

35



ABTS molekiilii indirgenir ve renk acilir. Orneklerde bulunan antioksidan
maddelerin konsantrasyonu ile renkteki acilma arasinda ters bir orantt mevcuttur.
Spektrofotometrik olarak saptanan absorbans degisikligi Ornekteki antioksidan
seviyesi ile iliski halindedir. Stabil antioksidan standart soliisyonu (Trolox
equivalent) ile kalibrasyon yapilir. Vitamin E analogu olan Trolox ile reaksiyon

hiz1 ayarlanir ve birimi Trolox equivalent/L’dir (96).

4.6.3.2. TOS Ol¢iimii

Serum TOS diizeyleri otoanalizérde (Olympus, AU2700, Hamburg,
Almanya), Rel Assay Total Oksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd.
Sti., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak, Erol’un (97) teknigi ile 6lgiim yapildi.

Ornekte bulunan oksidan ajanlar ferrdz iyon selatér kompleksini ferrik
iyona okside eder. Bu reaksiyon okside edici molekiiller tarafindan devam ettirilir.
Ferrik iyonu, asidik ortamda bulunan kromojen ile renkli bir kompleks olusturur.
Spektrofotometrik olarak Olgililen rengin yogunlugu 6rneklerde bulunan oksidan
maddelerin miktar1 ile dogru orantilidir. Bu 6l¢lim yontemi hidrojen peroksit ile
kalibre edilir ve sonuglar litrede mikromolar hidrojen peroksit equivalent (pmol

H>0, Equiv./L) olarak 6l¢tim yapilir (97).

4.7. Numunelerde irisin Diizeylerinin Olciimii

Sicanlardan alinan kanlar aprotinin iceren diiz biyokimya tiiplerine alindu.
Alman kanlar 4000 rpm’de santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve g¢alisilincaya
kadar -80 °C’de bekletildi. Aprotinin iceren tiiplerden elde edilen serumlarda da

irisin diizeyleri dl¢tildii.
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Ratlarin serum ve testis siipernatantlarinda irisin diizeyleri, irisin Enzyme
immunoassay (EIA) kiti (Phoenix Pharmaceuticals, EK-067-16, Burlingame,
USA) kataloglarinda belirtilen ¢aligma prosediirlerine uyularak ¢aligildi.

Kitin Intra assay CV degeri % 8 iken, inter assay CV degeri % 12 idi.
Uretici firma tarafindan minimum &l¢iim limiti, 5 ng/ml olarak belirtilmisti. Doku
siipernatanlarinda irisin Slgiimlerinin dogrulugunu gostermek i¢in biyokimyasal
assay gecerlik deneyleri (lineerite, recovery, specifity, sensitivity, intra ve inter
assay deneyleri) daha oOnce tarif edildigi gibi yapildi (98). Doku
slipernatantlarinda irisin seviyesinin ayn1 duyarhlikla dl¢iildiigii tespit edildi. Plate
yikamalarinda otomatik yikayici1 Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA)
cihazi, absorbans okumalarinda Bio-Tek ELX800 cihazi ve sonuglar1 yazdirmada

ise panosonik yazici kullanildi. Test sonuglari ng/ml olarak ifade edildi.

4.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama =+ standart sapma olarak belirlendi ve
istatistiksel analizler SPSS 22 programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki
degerlendirme One-way ANOVA ve Posthoc Tukey testi kullanilarak yapildi.

P<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. Canh Agirhik Bulgulan

Kontrol grubuna ait olan si¢anlarda; deney sonunda o6lgiilen canli agirlik,
deney baslangicinda dlgiilen canli agirliktan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmig olarak izlendi (p<0.05). Sitrat buffer ve vitamin D grubunda bulunan
sicanlara ait canli agirlik sonuglari, kontrol grubu ile benzerdi. Diyabet ve
diyabet+vitamin D gruplarinda bulunan siganlarda; deney sonunda 6lgiilen canli
agirlik, deney baslangicinda Olglilen canli agirliktan kontrol grubunun aksine,

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi (p<0.05) (Tablo 4).
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Tablo 4. Deney hayvanlarinin baslangi¢ ve final viicut agirlik ortalamalari (g).

Kontrol (n=7)

Sitrat Buffer (n=7) Vitamin D (n=7) Diyabet (n=10)

Diyabet+Vitamin D (n=10)

Baslangi¢ viicut
agirhg (g) 175.00£17.30

Final viicut agirhgi
(2 262.66+33.03?

194.33+24.85 199.00+18.86 265.33+24.43

277.00+£31.23¢% 298.40+9.60* 191.33+8.77*

180.60+21.33

141.20+16.26

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
4 Baglangig viicut agirligina gore karsilastirildiginda, (p<<0.05)
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5.2. Histolojik Bulgular

Hematoksilen-eozin boyama ile hazirlanan preparatlar 1s1k mikroskobu
altinda incelendiginde; kontrol grubuna ait siganlarin testis dokularindaki
seminifer tubullerin i¢inde bulunan spermatogenik seri hiicreler normal
goriiniimdeydi (Sekil 5). Bazal membranlarda herhangi bir ayrilma séz konusu
degildi. Intersitisyel alan ve bu alanda bulunan Leydig hiicreleri de normal
goriinimdeydi. Sitrat buffer (Sekil 6) ve vitamin D (Sekil 7) gruplarina ait testis
dokular1 da kontrol grubu ile benzer goriinimde olup herhangi bir farklilik

izlenmedi.

Diyabet grubuna (Sekil 8) ait testis dokular1 incelendiginde ise; seminifer
tubuller arasindaki intersitisyel alanlarda belirgin bir 6dem (S$ekil 8a,b), Leydig
hiicrelerinde ayrilmalar (Sekil 8a,b), bazi seminifer tubullerin etrafinda belirgin
konjesyon (Sekil 8c) ve bazal membran ayrilmast (Sekil 8b) ile bazi alanlarda

atrofik seminifer tubuller gozlendi (Sekil 8d).

Diyabet+vitamin D grubuna (Sekil 9) ait testis dokular1 incelendiginde;
atrofik tubul yapist ve seminifer tubullerin etrafinda konjesyon izlenmedi.
Bununla birlikte intersitisyel alanlarda goriilen 6demde azalma gozlenirken (Sekil

9a), bazal membran ayrilmasi ise devam etmekteydi (Sekil 9b).
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Sekil 5. Kontrol grubuna ait testis dokusu (Hematoksilen-eozin). Sertoli hiicresi (Siyah ok),
Spermatogoniyum (Kirmizi ok), Primer spermatosit (Sar1 ok), Sekonder spermatosit

(Kahverengi ok), Spermatozoon (Mavi ok), Leydig hiicresi (Yesil ok).

Sekil 6. Sitrat buffer grubuna ait testis dokusu (Hematoksilen-eozin). Sertoli hiicresi (Siyah ok),
Spermatogoniyum (Kirmizi ok), Primer spermatosit (Sar1 ok), Sekonder spermatosit

(Kahverengi ok), Spermatozoon (Mavi ok), Leydig hiicresi (Yesil ok).
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Sekil 7. Vitamin D grubuna ait testis dokusu (Hematoksilen-eozin). Sertoli hiicresi (Siyah ok),
Spermatogoniyum (Kirmizi ok), Primer spermatosit (Sar1 ok), Sekonder spermatosit

(Kahverengi ok), Spermatozoon (Mavi ok), Leydig hiicresi (Yesil ok).
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Sekil 8. Diyabet grubuna ait testis dokusu (Hematoksilen-eozin). Intersitisyel alanlarda 6dem
(Kirmzi yildiz)(a,b), Leydig hiicrelerinde ayrilmalar (Kirmiz1 ok)(a,b), Seminifer tubullerin
etrafinda konjesyon (Siyah yildiz)(c), Bazal membran ayrilmasi (Siyah ok)(b), Atrofik seminifer

tubul (Kahverengi yildiz)(d).

Sekil 9. Diyabet+vitamin D grubuna ait testis dokusu (Hematoksilen-eozin). Intersitisyel alanlarda

6dem (Kirmz yildiz)(a), Bazal membran ayrilmasi (Siyah ok)(b).
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5.3. TUNEL Bulgular

Kontrol grubuna ait testis dokulart TUNEL boyama yapildiktan sonra 151k
mikroskobu ile incelendiginde; TUNEL pozitifligin seminifer tubuller iginde
bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde az sayida oldugu tespit edildi (Sekil 10).
Intersitisyel alan ve bu alan iginde bulunan Leydig hiicrelerinde herhangi bir
pozitiflik gézlenmedi. Sitrat buffer (Sekil 11) ve vitamin D (Sekil 12) gruplarina
ait testis dokular1 da kontrol grubu ile benzer goriiniimde olup herhangi bir

farklilik gozlenmedi.

Diyabet (Sekil 13) grubuna ait testis dokularindaki TUNEL pozitifligi
incelendiginde; kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmig
bulundu (p<0.05). Bu gruptaki pozitif boyamanin da seminifer tubuller i¢inde
bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde oldugu tespit edildi. intersitisyel alan ve

bu alan i¢inde bulunan Leydig hiicrelerinde herhangi bir pozitiflik g6zlenmedi.

Son grup olan diyabet+vitamin D (Sekil 14) grubuna ait testis
dokularindaki TUNEL pozitifligi incelendiginde; kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis, diyabet grubuna goére azalmis olarak
izlendi (p<0.05). Yine bu grupta da TUNEL pozitifliginin seminifer tubuller
icinde bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde oldugu tespit edildi. Intersitisyel
alan ve bu alan icinde bulunan Leydig hiicrelerinde herhangi bir pozitiflik

gbzlenmedi.

Pozitif kontrol dokusu olarak sican meme dokusu kullanild1 (Sekil 15).
Negatif kontrol dokusu olarak meme dokusu kullanild1 ve herhangi bir TUNEL

pozitifligine rastlanmadi (Sekil 16). Apoptotik indeks Tablo 5’de verilmistir.
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Sekil 10. Kontrol grubuna ait testis dokusu (TUNEL boyama). Spermatogenik seri hiicrelerinde

TUNEL pozitiflik (Siyah ok).

Sekil 11. Sitrat buffer grubuna ait testis dokusu (TUNEL boyama). Spermatogenik seri

hiicrelerinde TUNEL pozitiflik (Siyah ok).
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Sekil 12. Vitamin D grubuna ait testis dokusu (TUNEL boyama). Spermatogenik seri hiicrelerinde

TUNEL pozitiflik (Siyah ok).
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Sekil 13. Diyabet grubuna ait testis dokusu (TUNEL boyama). Spermatogenik seri hiicrelerinde

TUNEL pozitiflik (Siyah ok).

Sekil 14. Diyabet+vitamin D grubuna ait testis dokusu (TUNEL boyama). Spermatogenik seri

hiicrelerinde TUNEL pozitiflik (Siyah ok).
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Sekil 15. Pozitif kontrol dokusu olarak kullanilan sigan meme dokusu (TUNEL boyama). Meme

alveol epitel hiicrelerinde TUNEL pozitiflik (Siyah ok).

3 V=¢r %“".‘:"'

Sekil 16. Negatif kontrol dokusu (TUNEL boyama).
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Tablo 5. Apoptotik indeks (%).

Grup Apoptotik indeks (%)
Kontrol (n=7) 4.16+2.13
Sitrat Buffer (n=7) 5.50+2.42
Yitamin D (n=7) 3.66+1.63
Diyabet (n=10) 10.33+£2.65*
Diyabet+Vitamin D (n=10) 4.3342.58°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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5.4. iImmiinohistokimyasal Bulgular

[risin immiinreaktivitesini belirlemek icin yapilan immiinohistokimyasal
boyamalar 151k mikroskobu altinda incelendi. Yapilan inceleme sonucunda; testis
dokularindaki pozitiflik intersitisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinde gozlendi.
seminifer tubuller i¢inde bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde herhangi bir

pozitiflige rastlanmadi. Yapilan histoskor sonucunda, irisin immiinreaktivitesi

hakkinda karar verildi.

Kontrol grubuna ait testis dokulari incelendiginde; irisin pozitifligi
intersitisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinde gozlendi (Sekil 17). Seminifer
tubullerin i¢inde bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde herhangi bir pozitiflige
rastlanmadi. Sitrat buffer (Sekil 18) ve vitamin D (Sekil 19) gruplarina ait testis
dokularindaki irisin pozitifligi kontrol grubu ile benzer olup, herhangi bir farklilik

gbzlenmedi.

Diyabet grubuna ait testis dokulari incelendiginde; irisin pozitifliginin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis oldugu
gozlendi (p<0.05) (Sekil 20). Yine diger gruplarda oldugu gibi bu grupta bulunan
testis dokularinda da irisin pozitifligine testisde intersitisyel alanda bulunan
Leydig hiicrelerinde rastlandi. Seminifer tubullerin i¢inde bulunan spermatogenik

seri hiicrelerinde herhangi bir pozitiflige rastlanmadi.

Son grup olan diyabet+vitamin D grubuna ait testis dokularindaki irisin
pozitifligi incelendiginde; pozitifligin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalmis, diyabet grubuna gore artmis oldugu izlendi (p<0.05)

(Sekil 21). Diger gruplara benzer olarak bu grupta da irisin pozitifligine testisde
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intersitisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinde rastlandi. Seminifer tubullerin
icinde bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde herhangi bir pozitiflige

rastlanmadi. Tiim gruplara ait irisin immiinreaktivitesi Tablo 6’da verilmistir.

Pozitif kontrol dokusu olarak sigan kalp dokusu kullanild1 (Sekil 22).
Negatif kontrol dokusu olarak kalp dokusu kullanildi ve herhangi bir irisin

pozitifligine rastlanmadi (Sekil 23).
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Sekil 17. Kontrol grubuna ait testis dokusu (Immiinohistokimyasal boyama). Leydig hiicrelerinde

irisin immiinreaktivitesi (Siyah ok).

Sekil 18. Sitrat buffer grubuna ait testis dokusu (Immiinohistokimyasal boyama). Leydig

hiicrelerinde irisin immiinreaktivitesi (Siyah ok).
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Sekil 19. Vitamin D grubuna ait testis dokusu (Immiinohistokimyasal boyama). Leydig

hiicrelerinde irisin immiinreaktivitesi (Siyah ok).
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Sekil 20. Diyabet grubuna ait testis dokusu (Immiinohistokimyasal boyama). Leydig hiicrelerinde

irisin immiinreaktivitesi (Siyah ok).

Sekil 21. Diyabet+vitamin D grubuna ait testis dokusu (immiinohistokimyasal boyama). Leydig

hiicrelerinde irisin immiinreaktivitesi (Siyah ok).
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Sekil 22. Pozitif kontrol dokusu olarak kullanilan sigan kalp dokusu (iImmiinohistokimyasal

boyama). Kalp kas1 hiicrelerinde irisin immiinreaktivitesi (Siyah ok).

Sekil 23. Negatif kontrol dokusu (Immiinohistokimyasal boyama).
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Tablo 6. Irisin immiinreaktivitesi.

Grup Histoskor
Kontrol (n=7) 2.00+0.58
Sitrat Buffer (n=7) 2.00+0.81
Vitamin D (n=7) 1.85+0.74
Diyabet (n=10) 0.55+0.21%
Diyabet+Vitamin D 1.52+0.76°
(n=10)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

56



5.5. Biyokimyasal Bulgular

5.5.1. Kan Glikoz Miktarlar1

Calismada kullanilan 41 adet siganin, deneye baglarken ve deney
sonlandirilirken kan glikoz miktarlart 6l¢iiliip kaydedildi. Kontrol grubuna ait olan
sicanlarda; deney sonunda Olgiilen kan glikoz miktari, baslangigta Olgiilen kan
glikoz miktar1 ile ayni olup herhangi bir farklilik goézlenmedi. Sitrat buffer ve
vitamin D gruplarinda bulunan siganlarin deney sonunda olgiilen kan glikoz
miktar1, baglangigta Olciilen kan glikoz miktart ile ayni olup, kontrol grubu ile

benzerdi.

Diyabet ve diyabet+vitamin D gruplarindaki siganlarin deney sonunda
Olciilen kan glikoz miktarlari, baslangigta Slgiilen kan glikoz miktarlarina gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak izlendi (p<0.05). Deney

hayvanlarinin baslangic ve final kan glikoz miktarlar1 Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. Deney hayvanlarinin baglangi¢ ve final kan glikoz miktarlar1 (mg/dl).

Kontrol (n=7) Sitrat Buffer (n=7) Vitamin D (n=7) Diyabet (n=10) Diyabet+Vitamin D (n=10)
Baslangic kan glikoz
degerleri (mg/dl) 103.83+9.96 103.00+17.01 109.83+17.61 106.83+10.571 83.50+37.21
Final kan glikoz
degerleri (mg/dl) 93.50+17.89 108.33+£19.46 105.83+14.68 440.16+48.28? 478.40+18.21%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Baglangig viicut kan glikoz degerlerine gore karsilagtirildiginda, (p<0.05).
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5.5.2. TAS ve TOS Diizeyleri

Tim gruplarda bulunan siganlara ait serum TAS ve TOS diizeylerinin
degerlendirilmesi icin yapilan biyokimyasal ¢calismada; kontrol grubuna ait TAS
ve TOS diizeyleri birbirine benzer olarak izlendi. Sitrat buffer ve vitamin D

gruplarindaki degerler de kontrol grubu ile benzerdi.

Diyabet grubunda TAS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmis izlenirken, TOS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis

bulundu (p<0.05).

Diyabet+vitamin D grubunda ise TAS diizeyleri istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde artmis gozlenirken, TOS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmis olarak bulundu (p<0.05). Tiim gruplara ait serum TAS ve TOS

diizeyleri Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. Serum TAS ve TOS diizeyleri.

Grup TAS TOS
Kontrol (n=7) 293.00+17.69 160.00+17.61
Sitrat Buffer (n=7) 286.50+18.05 151.33+£10.26
Vitamin D (n=7) 286.40+15.82 154.20+18.39
Diyabet (n=10) 250.25+11.55* 272.25+£21.77°
Diyabet+Vitamin D 296.60+17.61° 191.80+10.89°
(n=10)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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5.5.3. Doku ve Serum Irisin Diizeyleri

Tiim gruplarda bulunan siganlara ait doku ve serum irisin diizeylerinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan biyokimyasal ¢alismada; kontrol grubuna ait doku
ve serum irisin diizeyleri birbirine benzerdi. Sitrat buffer ve vitamin D

gruplarindaki degerler de kontrol grubu ile benzer olarak gozlendi.

Diyabet grubunda doku ve serum irisin diizeyleri istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde azalmis bulundu (p<0.05).

Diyabet+vitamin D grubunda doku ve serum irisin diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmis olup, kontrole yakin olarak gézlendi (p<0.05).

Tilim gruplara ait doku ve serum irisin diizeyleri Tablo 9’da verilmistir.
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Tablo 9. Doku ve serum irisin diizeyleri.

Grup Doku irisin diizeyleri ~ Serum irisin diizeyleri
Kontrol (n=7) 6.02+0.22 6.65+0.77
Sitrat Buffer (n=7) 6.80+0.42 7.37+0.67
Vitamin D (n=7) 6.52+0.92 7.44+0.71
Diyabet (n=10) 2.25+0.36* 2.80+0.43*
Diyabet+Vitamin D 6.40+0.47° 7.42+0.66°
(n=10)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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6. TARTISMA

Diyabet, insiilinin 1922 yilinda kesfedilmesinden 6nce, hem insanlarda
hem de hayvanlarda metabolik olaylarin akisini degistirdigi i¢in en dnemli saglik
problemlerinin arasinda yer almaktaydi ancak altinda yatan neden tam olarak
anlasilamamist1. Insiilin’in kesfi kismi olarak bu problemin ¢dziimiine katki
sagladiysa da gilinlimiizde kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 dahil olmak {izere
birgok hastaliga zemin hazirlamasindan dolay: diyabet hala 6nemini korumaktadir

(11, 12, 99).

Gilinlimiizde 6nemli bir saglik sorunu haline gelen ve yasam boyu devam
eden diyabet, akut ve kronik komplikasyonlarindan dolayr hastanin yasam
kalitesini biiylik 6l¢iide azaltmakta ve ekonomik olarak da 6nem arz etmektedir
(100). Diyabetin uzun dénem etkileri sonucu; cesitli hasarlar, disfonksiyonlar,
organ yetmezlikleri, Ozellikle de goz, bobrek, kalp ve damar hasarlar
olusabilmektedir (101). Diyabetin, tiim bu komplikasyonlara ek olarak, gonadal
fonksiyonlar1 olumsuz etkileyerek, diisiik testosteron diizeylerine neden oldugu,
testikiiler disfonksiyon ve yetersiz spermatogenezis olusturdugu insanlarda ve

deney hayvanlarinda ortaya konulmustur (7, 102-105).

Sunulan tez calismasinda, deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarin
canli agirliklar, testis dokusu ve testis dokusunda irisin ve apoptozis, doku ve
serum irisin diizeyleri, TAS ve TOS degerleri ve bu degerler lizerine vitamin

D’nin etkileri, histolojik ve biyokimyasal yontemler kullanilarak arastirildi.

Sunulan tez c¢alismasinda, sicanlarin deneye baslarken ve deney

sonlandirilirken o6l¢iilen canli agirliklar1 incelendiginde; kontrol grubuna ait
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siganlarda deney bitimindeki canli agirlik, deney baslangicindaki canli agirliga
gore artmis olarak izlendi. Diyabet ve diyabet+vitamin D gruplarindaki
siganlarda, deney sonundaki canli agirlikta, deney baslangicindaki canli agirliga

oranla dnemli bir azalma oldugu goriildii.

Diyabetik farelerde (106-109) ve siganlarda (110) yapilan deneysel diyabet
caligmalarinda, deney stiresince canli agirlik kaybinin oldugu bildirilmistir. Bingol
ve ark. (111) diyabetik farelerde yaptiklari ¢alismada, her giiniin bir Onceki
ornekleme giinline gére olmasa da birkag giin 6ncesine gore farelerin canli agirlik
kaybettigini tespit etmislerdir. Yine, Go¢gmen ve ark. (107) farelerde yaptiklari
calismada, deneyin 20. ve 30. gilinlerinde farelerde canli agirlik kaybinin oldugunu
rapor etmislerdir. Ayrica, Wada ve ark. (108) yaptiklar1 caligmada, deneye
basladiktan 24 hafta sonra diyabetik farelerin canli agirliginda kontrol grubunda
bulunan farelere gore belirgin bir diisiis oldugunu bildirmislerdir. Canli agirlik
kaybinin Andallu ve ark. (112) belirttigi gibi, diyabetin neden oldugu, dokulardaki
asirt  protein  yikimindan kaynaklandigi  disiiniilmektedir.  Yapilan bu
caligmalardaki canli agirlik kaybi verileri sunulan tez ¢alismasindaki verilerle

uyumludur.

Diyabete bagli olarak testislerde, tunika albugineyada, seminifer
tubullerde, intersitisyel bag dokuda ve Leydig hiicrelerinde patolojik
degisikliklerin gerceklestigi bildirilmistir (7, 24, 103, 113-116). Diyabet, damar
disfonksiyonlarina ve bununla birlikte bireylerde cinsel istek kaybina neden
olmaktadir (23). Ayrica diyabetin spermatogenezis iizerine de olumsuz etkilerinin
oldugu, testosteron seviyesinde diisiise neden oldugu, FSH ve LH sentezini de

azalttig1 daha &nce yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur (23). Oztiirk ve ark.
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(24) STZ ile olusturduklar1 deneysel diyabet calismalarinda, diyabet grubuna ait
siganlarin  testis dokularinda seminifer tubullerdeki spermatogenik seri
hiicrelerinde azalma, atrofiye olmus tubuller, intersitisyel bag dokudaki

damarlarda duvar kalinlagsmasi ve yangisal hiicre infiltrasyonu gézlemlemislerdir.

Sunulan tez calismasinda, kontrol grubuna ait siganlarin testis dokulari
histopatolojik olarak incelendiginde; seminifer tubullerin i¢indeki spermatogenik
seri hiicrelerin normal gériiniimde oldugu goriildii. Intersitisyel alanda bulunan
Leydig hiicreleri ve bazal membranlarda herhangi bir patolojik durum
gozlenmedi. Diyabet grubuna ait si¢anlarin testis dokularinda ise; seminifer
tubuller arasindaki intersitisyel alanlarda Leydig hiicrelerinin de ayrilmasina
neden olan belirgin bir 6dem, bazi seminifer tubullerin etrafinda belirgin bir
konjesyon, bazal membran ayrilmasi ve bazi alanlarda atrofik seminifer tubuller
gozlemlendi. Diyabet grubundaki si¢anlarin testis dokularinda goriilen atrofik
tubul yapisinin ve seminifer tubullerin etrafindaki konjesyonun, diyabet+vitamin
D grubuna ait siganlarin testis dokularinda olmadigi gorildi. Yine,
diyabett+vitamin D grubunda, diyabet grubuna kiyasla intersitisyel alanlarda
goriilen 6demde azalma gozlenirken, bazal membran ayrilmasinin bu grupta da
oldugu goriildii. Bu konu hakkinda yapilan ¢alismalar sunulan tez ¢caligsmasindaki

verilerle uyumluluk gostermektedir.

Yapilan bir¢gok ¢alisma diyabetin apoptozise de neden oldugunu
gostermistir (90, 117-119). Tiirk (90) ve Yilmaz (118) yaptiklar1 ¢alismada,
diyabet grubundaki si¢anlarin testis dokularindaki spermatogenik seri
hiicrelerinde apoptozisin arttigini tespit etmistir. Yine, Gozel ve ark. (117)

yaptiklar1 ¢aligmada diyabet grubundaki siganlarin bobrek dokularindaki tubul
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hiicrelerinde apoptozisin arttifin1 rapor etmislerdir. Ayrica, Tun¢demir ve ark.
(119) yaptiklar1 ¢alismada diyabetik sicanlarin bobrek glomeriillerinde ¢ok az
sayida apoptotik hiicre gozlemlerken, kortekste hasarli distal tubullerde ve

medulla bolgesinde ¢ok sayida apoptotik hiicre gdzlemlemislerdir.

Sunulan tez ¢alismasinda, apoptotik hiicrelere testisdeki seminifer
tubullerin i¢inde bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde rastlandi. Diyabet
grubunda bulunan sicanlarin testis dokularindaki apoptotik hiicrelerin arttig
gozlemlendi. Diyabet+vitamin D grubunda ise diyabet grubuna oranla testisdeki
apoptotik hiicrelerde azalma gozlemlendi. Apoptozisin testis dokularinda azalmasi
ise hiicrelerin daha ge¢ zaman dilimi icerisinde yok olmasini diger bir ifadeyle
hiicrelerin dayanikliliginin arttigimni gostermektedir. Sunulan tez caligmasi ile

apoptozis hakkinda yapilan ¢alismalar (90, 118) birbirleriyle uyumludur.

Bostrom ve ark. (61) tarafindan 2012 yilinda kesfedilen irisin, 112
aminoasitlik peptid yapiya ve 12587 dalton agirliga sahip olan bir hormondur (61,
62). Irisin, sadece egzersiz ile degil ayn1 zamanda soguk ile de stimiile edilen bir
hormondur (120). Iskelet kasindan ve yag dokusundan salman irisin, beyaz yag
dokusu hiicrelerini kahverengi yag dokusu hiicrelerine cevirir ve bdylece enerji
harcanmasim saglayarak glikoz homeostazini diizenler (120). Irisin, bir
transmembran proteini olan FNDC5’in proteolitik {iriiniidiir. Beyaz yag dokusu
hiicrelerinde bir mitokondri pompasi olan ve ayirici protein 1 (UCP1) olarak
adlandirilan pompalarin ekspresyonunu artirir. Artan UCP1 ekspresyonu ile

hiicrede 1s1 iiretimi artar, termogenez ve glikoz homeostazisi saglanmis olur (120).
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Aydin ve ark. (83) yaptiklar1 ¢aligmada, irisin immiinreaktivitesine fotal
insan testislerindeki seminifer tubullerde, spermatogenik hiicrelerde ve Leydig
hiicrelerinde; yetiskin insan testisinde ise Leydig hiicrelerinde ve epididimidisde
rastlamiglardir. Sunulan tez calismasinda, testisdeki irisin immiinreaktivitesine,
Aydin ve ark. (83) yaptiklar1 ¢alismaya benzer olarak testis dokusundaki Leydig
hiicrelerinde  rastlanmistir.  Yapilan  incelemeler  sonucunda;  irisin
immiinreaktivitesinin ~ diyabetik  sicanlarin  testis dokularindaki Leydig
hiicrelerinde kontrole gore azaldigi, diyabet+vitamin D grubunda ise testis
dokularindaki Leydig hiicrelerinde irisin immiinreaktivitesinin diyabet grubuna
oranla arttig1 gozlemlenmistir. Diyabetli siganlarin testis dokularindaki irisin
diizeyi ve bu irisin diizeyi iizerine vitamin D uygulamasinin etkilerini gosteren
herhangi bir literatlir ¢alismas1 bulunamamistir ve sunulan ¢alisma bu konudaki

ilk ¢alismadir.

Sunulan tez ¢alismasinda, serum irisin diizeyleri ve testis dokusuna ait
irisin diizeylerine biyokimyasal yontemlerle bakilmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda, diyabet grubunda bulunan sicanlarda serum irisin diizeyleri ve testis
dokusuna ait irisin diizeyleri kontrole oranla azalmis olarak izlendi.
Diyabet+vitamin D grubunda ise serum irisin diizeyleri ve testis dokusuna ait
irisin diizeyleri diyabet grubuna gore artmis olarak gozlemlendi. Diyabette, doku
irisin diizeyleri iizerine herhangi bir calisma yapilmamis olup, sunulan tez
caligmasi bu konuda yapilan ilk ¢alismadir. Diyabette, serum irisin diizeyleri igin
bircok calisma yapilmistir (121-125), ancak elde edilen sonuclar birbiri ile

celiskilidir.
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Sahin (121) yaptig1 ¢alismada, insanlarda serum irisin diizeylerini
incelemistir. Yaptig1 incelemeler sonucunda, diyabetli insanlarin serum irisin
diizeylerinin, diyabet olmayan insanlara oranla diisiik oldugunu gézlemlemistir.
Yine, Aydin (122) hastaneye gelen ve gestasyonel diyabet tanisi konulan, 18-40
yas arasindaki hamile bayanlardan aldig1 kanlardan elde ettigi serumlarda irisin
diizeylerini incelemistir. Yaptig1r incelemeler sonucunda, gestasyonel diyabetli
insanlardaki serum irisin diizeyinin diyabet olmayan insanlara oranla daha diisiik
oldugunu rapor etmistir. Ayrica, Kiiclikkaraca (123) sicanlarda serum irisin
diizeyini belirlemek i¢in yaptig1 calismada, diyabetik grupta bulunan sicanlarin
serum irisin diizeylerini kontrole kiyasla daha diisiik oldugunu bildirmistir. Serum
irisin  diizeylerini belirlemek icin yapilan bu ¢alismalar (121-123), tez
calismasindaki verileri destekler niteliktedir. Serum irisin diizeylerini belirlemek
icin yapilan bazi calismalar ise, tez calismasindaki verilerle zithik gostermektedir
(124, 125). Ornegin, Yavuz (124) insanlardan elde ettigi serumlari incelediginde,
diyabet grubunda bulunan insanlarin serum irisin diizeylerinin kontrole kiyasla
daha yiiksek oldugunu gozlemlemistir. Yine, Giimiis (125) klinige getirilen ve
gestasyonel diyabet tanisi konulan 30 hastadan elde etti§i serumlarin irisin
diizeylerinin, kontrol grubunda bulunan insanlara gore daha yiiksek oldugunu

bildirmistir.

Sunulan tez ¢alismasinda, gerek doku irisin diizeyleri gerekse serum irisin
diizeyleri 2.25 ile 7.44 ng/ml arasinda degismektedir. Daha Once yapilan
caligmalar dikkate alindiginda rapor ettigimiz bu irisin diizeyleri oldukga
diigiiktiir. Irisin diizeylerinin diisiik olmasmin sebebi daha 6nce yapilan

calismalarda 1. ve 2. kusak ELISA kitleri kullanilmistir. Bu 1. ve 2. kusak ELISA
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irisin  kitleri FNDCS5’ide irisinle birlikte Olgmekteydi. Bu ylizden de ilk
caligmalardaki serum irisin diizeyleri yiiksek bulunmustur. Tandem mass
spektrofotometresi ile yapilan ¢alismada irisinin gergek diizeylerinin 3.6 ile 4.3
arasinda degistigi rapor edilmistir (126). Yapilan calismada, 2.25 ile 7.44
Olclilmesinin sebebi Tandem mass spektrofotometresine gore, ELISA kitlerinin %

10 ile % 30 arasinda daha yiiksek 6lgmesinden kaynaklanmaktadir (126).

Sunulan tez c¢alismasinda, diyabetin testisleri olumsuz etkiledigi ve
seminifer tubullerde bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde apoptozisi arttirdig
goriildii. Vitamin D uygulamasinin ise spermatogenik seri hiicrelerindeki
apoptozisi azalttigi gozlendi. Elde edilen bu bilgiler 1s18inda, diyabetin
infertiliteye neden oldugu ve vitamin D’nin ise infertiliteyi azalltigi fikri ortaya
cikmigtir. Yine, diyabet grubunda bulunan siganlarin testis dokularindaki irisin
immiinreaktivitesi, serum irisin diizeyi ve testis supernatantlarindaki irisin
diizeylerinin azaldigr gozlendi. Diyabet, irisin salgilanmasina neden olan ve
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan UCP1’leri olumsuz etkileyerek buna sebep
olabilecegi disiliniilmektedir. Vitamin D uygulamasinin ise siganlarin testis
dokularindaki irisin immiinreaktivitesi, serum irisin dilizeyi ve testis
supernatantlarindaki irisin diizeylerini arttirdigi goriildii. Bu durum, vitamin D’nin
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan UCPI1’ler iizerinde olumlu etkilerinin

olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.

Pankreastaki beta hiicrelerinden salgilanan Insiilin, hiicrelere kandaki
glikozun gegebilmesi igin anahtar gorevi yapmaktadir (99). Insiilin miktarnda
herhangi bir eksiklik meydana gelirse, kanda bulunan glikoz hiicrelere gegemez ve

kandaki glikoz miktar1 stirekli olarak artar (99, 127). Diyabetin
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komplikasyonlarindan biride kan glikoz diizeyi iizerinedir (117). Biiyiikleblebici
ve ark. (128) yaptig1 ¢alismada, diyabet grubunda bulunan si¢anlarin kan glikoz
diizeyinin, kontrol = grubundaki sicanlardan daha yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Yine, Go6zel ve ark. (117) yaptiklarn ¢alismada, diyabet
grubuna ait si¢anlardaki kan glikoz diizeyinin kontrol grubuna gore daha yiiksek

oldugunu gozlemlemislerdir.

Sunulan tez c¢alismasinda, kontrol grubuna ait sicanlarda; deney sonunda
Olciilen kan glikoz miktari, baslangigta dlgiilen kan glikoz miktar1 ile ayni olup
herhangi bir farklilik gézlemlenmedi. Diyabet ve diyabet+vitamin D gruplarindaki
sicanlarin deney sonunda Olgililen kan glikoz miktarlari, baglangicta 6l¢iilen kan
glikoz miktarlarina gore artmis olarak gozlemlendi. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, diyabetin kandaki glikoz diizeyini arttirdigini goérmekteyiz.
Diyabette, kan glikoz diizeyini belirlemek icin yapilan ¢aligmalar (117, 128) tez

calismasindaki sonuglarla uyumluluk gostermektedir.

Diyabetin neden oldugu komplikasyonlardan biride oksidatif strestir (90,
117). Oksidatif stres, serbest radikallerin olusumunu tetikleyerek DNA hasarlarina
yol agmaktadir (129). Sunulan tez calismasindaki bir diger ama¢ da diyabet
olusturulmus sicanlarda vitamin D’nin total oksidan ve total antioksidan
kapasiteyi nasil etkiledigini arastirmakti. Sunulan tez c¢aligmasinda, vitamin D
suplementasyonu ile total antioksidan kapasite artarken, total oksidan kapasite ise
azalmaktaydi. Buda demektir ki vitamin D total antioksidan kapasiteyi arttirarak
biyolojik dokulardaki hasar1 azaltmaktadir. Bu veri vitamin D’nin diyabette hayati

onem tasidigini bir kez daha teyit etmektedir.
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Yapilan ¢alismalarda diyabetin oksidatif stresi arttirdigi, vitamin D’nin ise
oksidatif stresi azalttig1 gézlemlenmistir (117, 130). Gozel ve ark. (117) yaptiklar
calismada, diyabetik sicanlarda total oksidan seviyenin arttigini, total antioksidan
seviyenin ise azaldigimi goézlemlemislerdir. Diyabet+vitamin D grubundaki
siganlarda ise, total oksidan seviyenin azaldigini, total antioksidan seviyenin ise
arttigini bildirmislerdir. Yine, Memisogullar1 (130) yaptig1 calismada, diyabette
total oksidan seviyenin arttigini bildirmistir. Diyabette, total oksidan ve total
antioksidan seviyeyi belirlemek icin yapilan calismalar (117, 130) tez

calismasindaki sonuglarla uyumluluk gostermektedir.

Sonug olarak, diyabet olusturulmus sicanlarda vitamin D uygulamasinin
testis dokusunda irisin immiinreaktivitesini arttirdigi, apoptozisi dnledigi ve testis
dokusundaki patolojik durumlar1 hafiflettigi yapilan tez c¢alismasi ile ortaya
konmustur. Konu ile ilgili daha detayli calismalarin yapilmasi gerekliligi ve farkli

yonlerden irisin hormonunun aragtirilmasi 6nem kazanmastir.
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