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DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN DiYABET MODELINDE ETiL
PIRUVAT’IN SICAN TESTISINE ETKIiSININ INCELENMESI

YAVUZ GENC

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilimdal,

Balcova, izmir, gncyvz61@gmail.com

OZET

Amac:

Diabetes Mellitus (DM) modeli olusturulan erkek siganlarda DM’nin testis yapisinda
olusturdugu hasart incelemek ve bu hasarda Etil Pirtivat’in (EP) etkisini, histokimyasal
(Hematoksilen-Eozin, Masson Trikrom, Periyodik Asit Schiff (PAS), immunohistokimyasal

(Aktive Kaspaz-3 ve TUNEL) ve biyokimyasal [Malondialdehit (MDA), Glutatyon (GSH) ve
Glutatyon Peroksidaz (GPx)] olarak gostermektir.

Metod: Caligmada deney gruplari asagidaki gibi diizenlendi

1.Grup. Kontrol Grubu: Higbir madde uygulanmayacak, bazal degerler i¢in kullanilacak

gruptur. Deney basladiktan sonraki 18. giinde tiim denekler sakrifiye edildi ve testis doku

ornekleri alindi.

2.Grup. Etil Piriivat Grubu: Deneklere deney baslangicinin 3. giiniinden itibaren 18.

gline kadar giinde iki defa intraperitoneal (i.p.) yolla 50 mg/kg Etil Pirtivat verildi. 18. giin
sakrifiye edildi.

3.Grup. Diyabet Grubu: Deneklere ilk giin i.p yolla tek doz 45 mg/kg streptozotosin
(STZ) verildi. 18. giin sakrifiye edildi.

4.Grup. Diyabet ve Etil Pirtivat Grubu: Deneklere ilk giin 1.p yolla tek doz 45 mg/kg

STZ verildi. Deney baslangicinin 3. giiniinden itibaren 18. giine kadar giinde iki defa i.p yolla
50 mg/kg Etil Pirtivat verildi. 18. giin sakrifiye edildi.
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Histolojik ve morfometrik incelemeler i¢in deneklerden alinan sag testiste
Hematoksilen-Eozin, Masson Trikrom, Periyodik Asit Schiff (PAS), immiinohistokimyasal
olarak; TUNEL ve Aktif Kaspaz-3 boyamalar1 yapildi. Biyokimyasal incelemeler igin
deneklerden alinan sol testiste GSH, GPx, MDA diizeyleri incelendi.

Bulgular:

Yapilan histokimyasal incelemelerde, kontrol grubunda normal testis yapisi gézlendi.
Diyabet grubunda; bazal membran kalinlagmasi, bazal membran ondiilasyonu, seminifer
tiibiillerde vakuolizasyon, germ hiicre kaybi ve interstisyel alanda bag doku artis1 gozlendi. Etil
piriivat ve diyabet+ etil piriivat gruplarinda Hematoksilen-Eozin, Masson Trikrom, PAS

boyamalar1 ve Johnsen skorlamasi yapildiginda normale yakin testis yapisi gozlendi.

Immiinohistokimyasal olarak TUNEL ve kaspaz-3 boyamalar1 yapilarak testis doku
orneklerinde pozitif hiicre aktivasyonuna bakildi. Kontrol grubuna gore diyabet grubunda
apopitotik hiicre sayis1 anlamli olarak arttigin1 belirledik. Diyabet+ etil piriivat grubuyla diyabet
grubu kiyaslandiginda, diyabet+ etil piriivat grubunda apopitotik hiicre sayisinda anlaml

azalma oldugunu gézlemledik.

Biyokimyasal incelemelerde, GPx, GSH ve MDA degerlendirildi. MDA ’nin, diyabet
grubunda, kontrol grubuna gore anlamli derecede artigini, GSH ve GPx’in ise anlaml1 olarak
azaldigin tespit ettik. MDA degerleri icin diyabet grubu ile etil piriivat ve diyabet+ etil piriivat
gruplar1 kiyaslandiginda, etil piriivat ve diyabet+ etil piriivat gruplarinda anlamli bir azalmanin
oldugunu gozlemledik. Ayrica diyabet grubuna gore etil pirlivat ve diyabett+ etil piriivat

gruplarinda GSH ve GPx degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu.
Sonuc:

Calismamizda STZ ile olusturulan diyabette testis dokularinda olusan hasari, etil piriivat

tedavisinin azalttigini1 bulduk.
Anahtar kelimeler;

Tip 1 DM: Tip 1 Diabetes Mellitus, EP: Etil Piriivat, Testis, Sigan



AN EXAMINATION OF THE EFFECTS OF ETHYL PYRUVATE ON THE RAT
TESTIS IN AN EXPERIMENTAL DIABETES MODEL

YAVUZ GENC

Dokuz Eyliil University Faculty of Medicine Department of Histology and Embryology,

Balc¢ova, Izmir, gncyvz61l@gmail.com

ABSTRACT
Objective:

We aimed to investigate the damage caused by Diabetes Mellitus (DM) in the testis
structure in male rats with DM model and to investigate histochemical (Hematoxylin-Eosin,
Masson Trichrom, Periodic Acid Schiff (PAS), immunohistochemical (Active Caspase-3 and
TUNEL) and biochemical [malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) and glutathione
peroxidase (GPx)] the effect of Rthyl Pyruvate (EP) in this damage.

Method: In the study, the experimental groups were arranged as follows.

Group 1. Control Group: No substance was applied, it has used for basal values. On the

18th day after starting the experiment all subjects were sacrificed and testicular tissue samples

was taken.

Group 2. Ethyl pyruvate group: Subjects were given 50 mg / kg Ethyl pyruvate by

intraperitoneal route twice daily from day 3 to day 18 of the experiment. They were sacrificed
on the 18th day.

Group 3. Diabetes Group: Subjects were given a single dose of 45 mg / kg streptozocin

(STZ) by i.p on the first day. They were sacrificed on the 18th day.

Group 4. Diabetes and Ethyl Pyruvate Group: The subjects were given a single dose of

45 mg / kg STZ on the first day by i.p. 50 mg / kg Ethyl pyruvate were given i.p. twice a day
from the 3rd day of the experiment to the 18th day from the beginning of the experiment. They

were sacrificed on the 18th day.
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Hematoxylin-Eosin, Masson Trichrome, Periodic Acid Schiff immunohistochemistry in
the right testis from subjects for histological examinations; TUNEL and Active Caspase-3 were
done. GSH, GPx, MDA levels in the left testis from subjects were examined for biochemical

assays.

Result:

During the histochemical examinations, normal testicular structure was observed in the
control group. In the diabetes group; basal membrane thickening, basal membrane undulation,
vacuolization in seminiferous tubules, germ cell loss and increased interstitial inland connective
tissue growth were observed Hematoxylin-Eosin, Masson Tricrom, PAS stainings and Johnsen
scoring were performed on ethyl pyruvate and diabetic ethyl pyruvate groups, and testis

structure was observed close to normal.

Immunohistochemically, TUNEL and caspase-3 staining were performed to determine
positive cell activation in testicular tissue specimens. According to the control group, we found
that the number of apoptotic cells in diabetic group was significantly increased. We observed a
significant decrease in the number of apoptotic cells in the diabetic ethyl pyruvate group when

comparing diabetic group with diabetic ethyl pyruvate group.

In the biochemical studies, GPx, GSH and MDA were evaluated. We found that MDA
significantly increased in the diabetic group compared to the control group, while GSH and
GPx decreased significantly. We have observed a significant reduction in the ethyl pyruvate
and diabetic ethyl pyruvate groups when comparing the diabetes group with the ethyl pyruvate
and diabetic ethyl pyruvate groups for MDA values. In addition, GSH and GPx values of ethyl
pyruvate and diabetic ethyl pyruvate groups were significantly higher than diabetic group.

Conclusion:
In our study, we observed that the testicular tissue damage caused by STZ was reduced

by ethyl pyruvate treatment.

Keywords:
Tip 1 DM: Tip 1 Diabetes Mellitus, EP: Ethyl Pyruvate, Testis, Rat



1. GIRiS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM), pankreasta beta () hiicrelerinden salgilanan insiilinin yetersizligi
ve/veya dokularda insiiline cevabin bozulmasiyla olusur (1,2). Hayat boyu siiren, siirekli
gozlem ve tedavi gerektiren, akut ve kronik komplikasyonlar1 sebebiyle hastanin yasam
kalitesini oldukca diisiiren ve topluma ekonomik yiikii yiiksek kronik metabolik bir hastaliktir
(3,4).

DM; Tip 1 DM (insiilin bagimli DM), Tip 2 DM (insiilin bagimli olmayan DM),
Gestasyonel DM ve Oteki tip DM’ler olmak iizere 4’e ayrilir (3). Bu tiplerden en ¢ok Tip 1 ve
Tip 2 DM rastlanmaktadir.

Tip 1 DM, pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin hasar1 sonucunda meydana gelmektedir.
Tip 1 DM gelisen bireylerde, insiilinin yoklugu ya da eksikliginden dolay1 insiilin hormonunu
disardan verilmektedir. Bu sebepten Insiiline Bagimli DM olarak da adlandirilmaktadir (5).
Genellikle otoimmiin kaynakli f hiicre yikimi sonucu gelisen Tip 1 DM ¢ogunlukla prepuberte
ve puberte donemlerinde ortaya ¢ikar. Ancak yetiskinlerde de gozlendigi bilinmektedir (6).
Cevresel faktorler ve genetik yatkinlik da etkilemektedir. Son yillarda Tipl DM hasta tanisi
giderek daha erken yaslara inmektedir ve hastaligin gorilme sikligi ¢ok hizli sekilde

artmaktadir (7).

Normal fonksiyondaki hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG) aksi, hipotalamustan
Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salinmasiyla hipofiz bezini etkiler ve hipofiz
bezinden Luteinize edici Hormon (LH) ve Folikiil Uyarict Hormonun (FSH) salgilanmasini
saglar. Bunun sonucunda da sertoli ve leydig hiicreleri etkilenerek sertoli hiicrelerinden

Androjen Baglayici Protein (ABP) ve leydig hiicrelerinden de testosteron salgilanir (8).

Tip 1 DM, HPG aksin1 hiperglisemi ile etkileyerek testosteron ve ABP’nin sekresyonunu
azaltmaktadir, boylece fertil donemdeki erkeklerde giderek artan oranlarda gdzlenen cinsel ve
aksesuar bez islev bozukluguna neden olmaktadir (7). HPG aksinin diizenlenmesinde insiilin
seviyelerinin etkisi rol oynar. Insiilin, insiilin reseptdrleri (IRS proteini, PI3- kinaz) yoluyla
sinyal yolagini etkiler. Insiilin reseptdrlerinin insiiline kars1 hassasiyetini kaybetmesiyle olusan
hormonal degisiklikler ile testis dokusunu etkilemektedir ve spermatogeneziste dnemli rol

oynamaktadir (8).



DM’de diisiik testosteron seviyeleri, testikiiler disfonksiyon, yetersiz spermatogenez ve
testiste apopitotik degisiklikler olusturarak gonadal fonksiyonlar1 etkiler. Bu etkiler deney
hayvanlarinda ve insanlarda gosterilmistir (9,10). Insanlarda yapilan calismalarda, sperm
morfolojisi, hareketliligi ve sayisinda azalma, semen voliimiinde diisiis, HPG aksinda hasar
olusmasiyla diisiik hormon seviyeleri ve yiiksek seviyede DNA hasar1 gézlemlenmistir (10).
Deney hayvanlarinda yapilan calismalarda; DM’ye bagl olarak testis dokusunda, tunika
albuginea, interstisyel bag dokusu, seminifer tiibiiller ve leydig hiicrelerinde histolojik
degisiklikler gozlenmistir (4,9,11). Bunlar; seminifer tiibiillerde ¢apin azalmasi ve atrofisi,
sertoli hiicrelerinde vakuol olusumu, tunika albuginea ve fibroz dokuda kalinlagsma,

spermatogenetik seri hiicrelerinde kayiplardir (9,12,13).

DM hastaliginin erken ve ge¢ donem (Glikozun oto-oksidasyonu ve siiperoksit iiretimi,
protein glikasyonu ve AGE (ilerlemis glkasyon son firiinleri) olusumu, poliol yol)
komplikasyonlarinin patogenezinde oksidatif stres onemli rol oynamaktadir (14). Oksidatif
stres tarafindan uyarilan mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, sitokrom C salinimi ve kaspaz
aktivasyonuna neden olur. Bunun sonucunda apopitotik hiicre 6liimii gergeklesir (15). Reaktif
oksijen tiirevlerinin artmasi, DM testikiiler islev bozuklugunda onemli bir risk faktoriidir
(4,11).

Piriivat; 2-oxopropionat’in genel adlandirilmasidir. Pirlivat kinaz enzimi ile katalizlenen
pirivat, glikolitik yolagin son {iriiniidiir. Hiicre igerisinde antioksidan fonksiyonu
gostermektedir (16). Ayn1 zamanda artan metabolit yoluyla mitokondriyal biyogenezi
saglamaktadir. Once trikarboksilik asit dongiisiiniin inhibitérii olan parapiruvat sekline
dontisiir, daha sonra ¢ok daha kararli bir bilesik olan Etil Pirtivat (EP)’a doniismektedir (17).
EP giiclii antioksidan ve anti-inflamatuvardir (16). Bu etkileri, akut pankreatit, retinopati,

diyabetik karaciger hasari gibi deneysel hayvan modellerinde gosterilmistir (18,19).



2. GENEL BILGILER
2.1. ERKEK GENITAL SiSTEMi
2.1.1.Erkek Ureme Sistemine Genel Bir Bakis

Erkek genital sistemi, bir ¢ift testis, genital bosaltma yollari, bu yollara agilan yardimci
bezler (vezikiila seminalis, prostat ve bulboiiretral bez) ve erkek dis genital organi penisten

meydana gelir (20).

Testis, spermatogenez ve steroidogenez olmak tizere baslica iki fonksiyona sahiptir.
Baglica testosteron olmak iizere androjenler, spermatogenez igin gereklidir. Erkek
embriyonun fenotipik erkek fetusa gelisiminde dnemli rol oynarlar ve seksiiel dimorfizmden

sorumludurlar.

Erkek gametlerinin iiretimi sirasinda meydana gelen hiicre boliinme olaylarinda,
disideki ovumda oldugu gibi hem mitoz hem de rediiksiyon bdoliinmesi olan mayoz

gerceklesmektedir (21).

Idrar torbasi
Kasik semfiz
Ampulla duktus deferens
Duktus deferens Seminal vezikil
) Ejekidator duktus
Urogenital diyafram Prostat bezi
Bulbotretral bez
Uretra
Anus

Sekil 1:Erkek iireme sistemini gosteren sematik diyagram (22).



2.1.2.Erkek Genital Sisteminin Gelisimi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenir. Ancak
her iki cinsiyete ait morfolojik karakteristik yapilari, intrauterin 7. haftaya kadar gelisimi
gerceklesmez. Embriyonel donemin erken evrelerinde erkek ve disi gonadlar benzerdir. Bu

doneme sekstiel gelisimin farklilasmamis evresi denir (23,24).

2.1.3. Gonadlarin Gelisimi

Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alirlar;

1. Ara Mezoderm; Posteriyor abdominal kavitenin duvarindaki {irogenital kabartilart

olusturur. Miyoid hiicrelerin ve Leydig (interstisyel hiicreler) hiicrelerinin
kaynagidir.

2. Mezodermal Epitel; Urogenital kabartilarin yiizeyini ddser ve ayrica sertoli

hiicrelerinin kaynagini olusturur.

3. Primordiyal Germ Hiicreleri; Gelismekte olan gonadlara yolk kesesinden gog edip,

burada boliinerek spermatogonyumlara farklanirlar (21,24).

2.1.4. Farklanmamig Gonad

Gonad gelisimi ilk safhalar1 5. haftada meydana gelir (24). Embriyolojik olarak erkek
ve disi gonadlar iirogenital (gonadal) kabartidan meydana gelir (23). Bu kabartilar epitelin
proliferasyonu ile beraber mezansimal bag dokusunun yogunlasmasi sonucu olusmaktadir.

Intrauterin 6. Haftaya kadar gonadal Kabartilar icinde germ hiicreleri goriilmez.

Epiblasttan koken alan primordiyal germ hiicreleri, primitif ¢izgi boyunca gog ederek
embriyonik donemin 3. haftasinda vitelliis kesesinin allantoise yakin komsulugundaki
endoderm hiicrelerinin aralarina yerlesirler. 4. haftada ameboid hareketler ile ilerler. Son
bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek, 5. haftanin baginda primitif gonadlara

ulagirlar. 6. haftada genital kabartilara yerlesirler.

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagsmalarindan Once ve
ulagmalariyla es zamanli gonadal kabartidaki epitel hiicreleri prolifere olurlar. Hemen
altlarindaki mezengimin igine gomiiliir, diizensiz kordonlar denilen primitif cinsiyet
kordonlarim olustururlar. Bu kordonlar her iki cinsiyet iginde embriyolarda yiizey epiteline
baglidir ve birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. Bu evredeki gonada

farklanmamis gonad denir. S6lomik epitelyal kordonlar, farklanmamis gonadin dis korteks



ve i¢ medulla_bdlgelerini olusturmak igin, gonadal kabarikligin mezensimi igine dogru
biiyiirler. Fetal gelisimin 7. haftasina kadar, her iki cinsiyet i¢in genel tek bir gonad tipi vardir.

Erkekte, korteks geriler ve medulla testisi olusturur (25,26).

2.1.5. Cinsiyetin Belirlenmesi

Cinsiyetin farklilagsmasi bir gen aktivasyonlar1 zinciri lizerinden gerceklesmektedir.
Fertilizasyon sirasinda Y kromozomunun varligina bagli olarak genetik cinsiyet belli olur.
Gonadal cinsiyet, Y kromozomunun kisa kolunda yer alan testis belirleyici faktorii (TBF)
kodlayan SRY (Sex-determining Region on Y) geninin varhigiyla tayin edilir. Erken
embriyonik gelisimde SRY geninin ekspresyonu cinsiyetin belirlenmesinden sorumludur
(21,26). Testis gelisimi tizerinde en temel rolii oynayan SRY, bir transkripsiyon faktoriidiir
(26). SRY geni otozomal 9,11,17 ve 19 numarali kromozomlarla ve X kromozomunda yer
alan baz1 gen dizilerinin aktivasyon zincirini kontrol eden bir ana salter gérevi gormektedir.
SRY geniyle hemen hemen ayn1 zamanda eksprese edilen bazi genler de vardir. Bunlar; WT-

1 geni, Sox-9 geni, SF-1 geni, DAX-1 geni’dir (21).



f : : Genetik cinsiyeti

. «— belirleyen
K: kromozomlar

SRY geni
TDF(+) bolgesi
,—__I Gonadal
cinsiyeti
belirleyen
bolge
Farkllagmams
evredeki gonad
Sertoli Hicreleri eydig Hucreser|
TESTIS H_onponq
cinsiyeti
[Testosteron I—)[M] <«— belirleyen
J ‘ 1! salg:
Paramezonenk Meacaalilk Urogenital sinus
kanal ve farkblagmanug
mezonefrik genitalya
- l
! Efferent duktilier Penis
- Epididimis Skrotum
Regresyon Duktus deferens Prostat bezi
Vezikula seminalis Prostatik uretra
Ejakulatuar kanal Penil uretra

Sekil 2: Gelismekte olan erkek cinsiyet tireme organlari tizerindeki hormonal etkinin
diyagrami(21).
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2.1.6. Testislerin Gelisimi

Y kromozomunun kisa kolundaki TBF olan SRY geni, farklanmamis gonadin testis
olarak gelismesinde dnemli bir fonksiyonu vardir. TBF, gonadal kordonlar1 uyararak onlarin,
farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru uzamasini saglar (24). Bu siiregte XY seks
kromozom kompleksine sahip embriyoda medulla testise farklanir, korteks ise gerileyerek
dejenere olur. 12. haftada gelismekte olan gonadin tunika albugineasinin belirginlesmesi
erkek fetus igin karakteristiktir. Tunika albuginea tamamen gelisince yiizey epiteli ile
baglantisin1 kaybeder. Gelisen testis kademeli olarak mezonefrozdan ayrilir. Ayrilan testis
kendi mezenteri ile asil1 hale geger. Seminifer6z kordonlar, seminiferdz tiibiiller, intersitisyel
hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensimden ayrilirlar. 8. haftada Leydig hiicreleri,
androjenik hormonlar1 iiretmeye baslarlar. Androjenik hormonlar testosteron ve
androstendiondur.  Mezonefrik kanallar ve dis genital organlarin erkek cinse uygun
farklanmasin1 indiiklerler. Testosteron yapimini insan koryonik gonadotropin (hCG)
hormonu uyarir. 8-12 haftalar arasinda testesteron diizeyi en yiiksek diizeyine ulasir. Leydig
hiicreleri islevlerini intrauterin 18. haftaya kadar devam ettirirler. Testosteron sentezinde

azalma ile birlikte gerilerler, prepubertal doneme kadar sessiz kalirlar (22-28).

Fetal gonadlarin islev gérmeye baslamasindan once, farklilasmamis iireme kanali,
Wolff kanallar1 ve Miiller Kanallar1 (paramezonefrik kanal) denilen ¢ift genital kanal
sisteminden olusur ve genital kanal ve idrar sisteminin digartya agildigi ortak bir kanal vardir.
Erkekte Wolff kanali kalmaya devam ederken Miiller kanali geriler. Iki kanal sisteminden
hangisinin ve hangi tip dis genitallerin gelisecegi fetal testisin varligi veya yokluguna
baglidir. Bu testisler testosteron ve Miilleriyen-inhibe edici madde (MIS) veya antimiillerian

hormon (AMH) denilen bir protein hormonu salgilar.

SRY proteini MIS genini indiikler, MIS ise Miiller kanal sisteminin gerilemesine
neden olur. Testosteron; eszamanli olarak Wolff kanallarinin, epididim, vaz deferens,
ejakiilator kanallar ve seminal vezikiillere farklilagsmasini saglar. Daha sonra ve esas olarak
hedef dokuda testosterondan firetilen dihidrotestosteronun (DHT) etkisi altinda bir penis
olusur ve doku skrotumu yapmak iizere kaynasir. Testisler en sonunda skrotuma iner. Bu inis

testosteron tarafindan uyarilir (21,23,24).
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mezonefrik kanal

paramezonefrik
kanal

primordiyal
germ hicreleri

bafirsak tipl —= primer seks
: kordonlan a
proliferasyona
ugramakta olan
dejenerasyona ugramakta colomik epitel
olan mezonefrik tabal
duktus
. mezonefrik kanal _ epididimis
gelismekte olan mezorsiyum )
rete testis dejenerasyona
ugramakta olan
paramezonefrik
== kanal

efferent duktdl

rete testis

paramezonefrik

kanal seminifer

kordon

seminifer tunika
kordonlar albuginea

Sekil 3: Testikiiler gelisim evrelerinin sematik diyagrami. @) Bu diyagram 5 haftalik bir
embriyoda farklagmamis gonad evresini gostermektedir. b) Testis belirleyici faktoriin etkisi
altindaki gonadin testosteron {iiretimi, primer seks kordonlarinin seminifer kordonlara
farklilasmasini gostermektedir. ) Testikiiler gelisimin son evresidir (21).

2.1.7. Testis Anatomisi
Testisler, funiculus spermaticus’a asili olarak skrotum igine yerlesmis,
spermatozoonlar ile androjenleri tireten bir ¢ift erkek tireme organidir. Skrotum denen deri

kesesi i¢inde bulunur. Skrotumun i¢ ylizli septum scroti ile iki boliime ayrilir.

Testisler elips seklinde olup, yaklasik olarak 4-5 cm uzunlugunda, 2.5 cm
genisliginde, 3 cm kalinliginda ve 10-14 gr agirh@indadir. Sol testis sag testise gore 1 cm
daha asagida yer almaktadir. Testislerin skrotumda duruslar vertikal olmayip, organin uzun

ekseni yukaridan asag1 ve dnden arkaya egik pozisyondadir.

Testisin facies medialis ve facies lateralis olmak iizere iki yiizii, margo anterior ve
margo posterior iki kenari; extremitas superior ve extramitas inferior olarak iki ucu

vardir. Margo anterior peritoneum viscerale’nin uzantisi olan epiorchium ile kaplidir. Margo
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posteriorun medial boliimiinde corpus epididimis oturur. Margo posteriorun orta kisminda
testis damar ve sinirleri ile spermin kanallarinin gectigi mediastinum testis denilen yap1
bulunur. Extremitas superior iist ug olup caput epididimis yerlesmistir. Extremitas inferior

testisin alt ucu olup cauda epididimis ile ortiliidiir (29-33).

Testisler intrauterin déonemde karin boslugu icinde, fascia transversalis ile periton
arasinda gelisir. Dogumdan Once, canalis inguinalis’ten gecerek skrotum icine iner. Fetal
gelisimin daha sonraki donemlerinde peritonun parmak seklinde bir ¢ikintisi olan processus
vaginalis, gubernaculum testisi izleyerek karmm 6n duvarindan geger ve skrotuma ulagir.
Boylece processus vaginalis, testislerin karin boslugundan skrotuma inisine onciiliik eder.
Processus vaginalis, inis sirasinda karin 6n duvari tabakalarin1 da birlikte siirtikler. Normal
durumda testisler dogumdan hemen dnce bu yolu takip ederek canalis inguinalisten geger ve
skrotumla iner. Processus vaginalis ise dogumdan kisa bir siire sonra kapanir ve testisin
etrafinda processus vaginalis kalintisi olan bir tabaka kalir. Bu tabakaya da tunika vaginalis

testis adi verilir.
Tunika vaginalis testis yapisinin iki yapragi bulunur. Bunlar;

Lamina Visceralis (epiorchium), testisin 6n kenariyla iki yiiziinii 6rtmektedir. Arka

kenarin lateral ile medial taraflarinda ise kendi istiine dogru kivrim yaparak lamina

parietalisle devam eder.

Lamina Parietalis (periorchium), testisin alt kismindan tist kismina dogru, funiculus

spermaticus’un &n ve i¢ tarafin1 da kaplayacak bicimde uzanir. Iki lamina arasinda bir bosluk

olusur. Ayrica bu boslukta az miktar da ser6z sivi bulunur.

Tunika vaginalis testisin i¢ tarafinda da, testisleri saran iki tabaka daha vardir. Bunlar

tunika vaginalis testisten i¢ce dogru tunika albuginea ve tunika vaskiilozadir.

Tunika Albuginea, testisleri distan sarar. Genisleyebilme 6zelligi ve elastik yapisi

bulunmayan kalin fibréz yapida bir tabakadir. Arka kenardan testis i¢ine dogru girerek
mediastinum testisi meydana getirir. Mediastinum testis, testisin extremitas superiorundan
extremitas inferiorun yakmma uzanir. Oniindeki ve yaninki uzantilara septula testis

denilmektedir. Testisin parankiminden gegerek tunika albugineanin i¢ yiizeyine gelirler. Bu
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sayede testisi koni bi¢iminde lobuluslara boler. Lobuli testislerde yapilan spermiyumlar rete

testisten ductuli efferentes testis olarak isimlendirilen kanallar araciligiyla epididimise gelir.

Tunika Vaskiiloza, tunika albugineanin i¢ yiiziinii orten ve testisin damar agindan

olusan bir tabakasidir.
Arterleri: A. abdominalisin dali olan a. testicularis sinistra ve dextra

Venleri: Testisin arkasindan ¢ikan kiiglik venler birlesir. Plexus pampiniformis
olarak adlandirilan venoz agimeydana getiriler. Plexus pampiniformis, funiculus spermaticus
icinde yiikselir ve canalis inguinalisten gegerek karin bosluguna ulasir. Plexus
pampiniformisi olusturan venler daha tist kisimda birlesme yaparak V. testicularisi olusturur.
V. testicularis dextra, v. cava inferiora, v. testicularis sinistra ise v. renalis sinistraya direne

olur.

Lenfatikleri: Yiizeyel lenf damarlari tunika vaginalis testisin altinda, derin lenf
damarlar testis ve epididimisin iginde yer alir. Bu damarlar funiculus spermaticus ile birlikte

karin bosluguna geger, sonugta nodi aortici laterales ve nodi preaortici’ye agilir.

Sinirleri: Testisleri innerve eden sinirler medulla spinalisin 10-11. torakal
segmentlerinden gelir. Bu sinirler plexus aorticus ve plexus renalis icinden geger ve testisleri

besleyen damarlar ile birlikte organa ulasir (33).

2.1.8. Testis Histolojisi
Testis, ekzokrin ve endokrin 6zellige sahiptir. Bilesik tiibiiler yapidadir. Testisin
ekzokrin {iriinii seminifer tiibiillerde olusturulan spermatozoonlardir, endokrin {iriinii ise

Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenen testosterondur (34).

Normal spermatogenez i¢in 34-35°C gereklidir. Testislerin karin boslugunun disinda
yerlesimi viicut sicakligindan 2-3°C diigiik olmalarini saglar. (25). Skrotumun altinda her bir
testis kapsiil ile sarili haldedir. Bu yapiya testikiiler kapsiil denmektedir. Testikiiler kapsiil
3 tabakal1 bir yap1 gostermektedir. Bu tabakalar icerden disariya dogru, tunika vaskiiloza,

tunika albuginea ve tunika vaginalis’dir (35).
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Testisin arka yiizii boyunca kalinlasan Tunika albuginea’ya, mediastinum testis
denilmektedir. Bezin i¢ine giren fibroz septumlar organi testikiiler lobiiller denilen yaklagik
200-250 tane piramidal bolmeye ayirirlar. Bu septumlar tam degildir, lobiiller arasinda ¢ogu
yerde birbirleriyle iletisim halindedirler. Apikal kisimlart mediastinuma dogrudur. Lobiillerin
hacmi bulunduklar1 yere gore degismektedir. Ortada bulunanlar biiyiik ve uzundur. Her
lobiilde gevsek bag dokusuyla sarili halde 1-4 kadar sayida, asir1 kivrimli tiibiiller yapilar
olan seminifer tiibiiller bulunur. Bu bag dokusunda bol miktarda Leydig hiicreleri, sinirler ile

kan ve lenf damarlar1 yer alir.

Genital kanallar ve yardimci bezlerden iiretilen salgilar, sperm ile karigarak semen
karisimini olustururlar. Semen, spermlerin beslenmesini ve spermlerin sivi bir ortam

igerisinde tasinmasini saglar. Ayrica, erkek tiretrasi ve vajinal kanalin asiditesini notralize

eder (22,36,37).

Spermatik kord

Kan damarlari ve
sinirler

Epididimisin bas! [ — L % |
Duktus epididimis| : " % Interstisyel
Seminifer tabl ¢ | hicreler

Daz tabul - Seminifer tabl

Duktuli efferentes

/ ) )
l’ 2= L T(bal limeni
Mediastinum —_ : ” i

testis Sertoli hiicreleri

= | Sperm hilcresi

Tunika vaginalisin ) ]
viseral yaprag Spermatitler
Tunika vaginalisin
pariyetal yaprag

Tunika albuginea

E Spermatagonia

Sekil 4: Testis ve seminifer tiibiil sematik diyagramlari. a. Insan testisinin sagital kesiti, b.
Seminifer tiibiil (22).
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2.1.8.1. Seminifer Tiibiil Histolojisi

Seminifer tibiillerin her biri yaklagik olarak 30-70 cm uzunlukta ve 150-250 pum
capindadir. Testisin %92 sini olusturur. Seminifer tiibiil epiteli, iki hiicre grubu barindiran
karmasik yapiya sahip ¢ok katli bir epiteldir. Bir testisteki seminifer tiibiillerin toplam
uzunlugu 250 m civarindadir. Bu tiibiiller kivrimli bir ag yapisindadirlar. Baslangigta kor
ucludurlar ve dallara ayrilir. Her bir tiibiil sonlanirken limeni daralir ve diiz tiibiil ya da
tubuli rekti denen kisa pargalar1 olusturur. Tubuli rektiler, seminifer tiibiillerin rete testise
baglanmasini saglarlar. Rete testis de 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina

baglanir.

Seminifer tiibiillerin disinda bag dokusu kilifi bulunur. Bu kilif fibréz yapidadir.
Kollajen lifler, fibroblastlar ve miyoid hiicreler bulunur. Miyoid hiicreler heniiz hareket
yetenegi kazanmamis spermleri rete testise ilerlemesini saglayan ritmik kasilmalardan

sorumludur. Spermler epididimde hareket 6zelligi kazanirlar.

Seminifer tiibiil epiteli belirgin bir bazal laminaya sahiptir. Cok katl 6zellige sahiptir.
Epitel iki tip hiicreden olusur. Bu hiicreler; Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreleri.
Spermatogenik seri hiicreleri 4-8 tabaka halinde, bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini
dolduracak sekilde bulunmaktadirlar. Bu hiicreler birkag bolinme gegirdikten sonra

farklilagir ve spermatozoonlari olustururlar. (21,22,25,36)

1 Tunika albuginea

2 Tunika vaskiiloza 8 Tunika vaskiiloza

3 interstisvel
bag doku

9 Seminifer tiibiil

4 Seminifer tiibiil 10 .Septum
11 Interstisyel

hiicre (Leydig)

12 interstisyel
bag doku

5 interstisvel hiicre
(Leydig)

6 Seminifer tiibiil

13 Kan damarlan

7 Septum

14 Germinal epital

Sekil 5: Testisin perifer kesit (kismi goriintiisii) sematik diyagrami. Boya; hematoksilen-eozin
(37).
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2.1.8.1.1. Sertoli Hiicreleri

Puberteye kadar seminifer epitelde esas hiicre tipi sertoli hiicreleridir. Puberteden
sonra, epitel hiicrelerinin yaklasik %10’unu olusturmaktadir. ileri yaslardaki bireylerde
spermatogenik hiicre serisinin orani diiser, sertoli hiicreleri tekrar esas hiicre tipi haline

gelmektedir.

Sertoli hiicreleri testikiiler tiibiilleri olusturan germinal epitel kaynaklidir.
Spermatogonyum disindaki biitiin germ hiicrelerini bazal membrandan ayiran, bazal
membrana oturmus ve bazal membrandan seminifer tiibiil liimenine dogru uzanan biiyiik
hacimli prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicresinin apikal ve lateral hiicre membranlar diizensiz
hiicre sinirlart seklindedir. Bu diizensiz sinirlart ile germ hiicreleri arasina girerek onlar
sararlar. Seminifer tiibiil liimeni ve tiibiiller arasindaki boslukta baglantiyi saglayan hiicreler

olarak gorev yaparlar.

Sertoli hiicreleri biiyiikk bazale yerlesmis bir ¢ekirdege sahiptirler. Heterokromatin
ozellikteki cekirdek ve genis bir ¢ekirdekg¢ige sahiptir. Sitoplazmada mitokondriyonlar,
lizozomlar, graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum, lipid damlaciklari, yaygin golgi ve
vimentin, aktin, mikrotiibiiller iceren zengin bir hiicre iskeleti bulunur. Mitokondrileri degisik
biiylikliikte ve sekilde olabilir. Ayrica 8 kdseli charcot- borttcher kristalleri ile uzun yapili

sprango kristalleri karakteristiktir.

Gec Spermatid

Erken Spermatid

Pakitendeki Primer
Spermatosit

Baglanti kompleksi

Bazal Lamina

Perittibiiler (miyoid) hiicreler

Sertoli Tip A Acik
Hicresi Spermatogonyum Tip B
Spermatogonyum

Tip A Koyu
Spermatogonyum

Sekil 6: Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreleri sematik diyagrami (21).
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Sertoli hiicreleri seminifer tiibiil epitelini sertoli-sertoli baglanti kompleksi altinda
(tight junction, occluding junction) bir ¢izgide 2 bdliime ayirir. Bunlar; bazal kompartman
ve apikal (adluminal) kompartman’dir. Bazal boliimde spermatogonyum ve erken
spermatosit-1, apikal boliimde ise spermatosit-11 ve spermatidler bulunur. Gelisim siirecinde
spermatit haline gegen spermatogonyumlarin bu sinir1 nasil gegtikleri heniiz bilinmemektedir

(25,36).

Olgun testiste boliinme gostermeyen sertoli hiicreleri bir¢ok etkenlere karsi oldukga
dayaniklidir (1s1, radyasyon, toksik madde, enfeksiyon gibi) (28,34,37). Sertoli-sertoli hiicre
baglanti kompleksi kan-testis bariyeri olarak adlandirilan bir gegirgenlik bariyerini de
olusturmaktadir. Bu bariyer seminifer epitelden iyon, amino asit, karbonhidrat ve protein
kompozisyonu bakimindan fizyolojik bir kompartmanlasmanin olusturulmasi igin gereklidir.
Bu nedenle, seminifer tiibiillerdeki ve bosaltim kanallarindaki sivinin kompozisyonu

testikiiler lenften ve kan plazmasindan oldukga farklilik gostermektedir.

Testis kapillerleri pencerelidir. Fizyolojik ve morfolojik ¢aligsmalar sertoli-sertoli
baglanti komplekslerinin bir kan-doku bariyeri olusturdugunu gdstermistir. Kan-doku
bariyerleri, beyin, testis, timiis gibi ¢ok az bazi dokularda bulunmaktadir. Buradaki amag

immiin sistemin etkisinden, yabanci hiicre olarak kabul edilen spermi korumaktir (21,36).
Sertoli hiicrelerinin baslica gorevleri;

Spermatogenetik hiicrelere fiziksel dayanak saglar

Spermatogenetik hiicrelere gerekli metabolit, steroit ve besinleri saglar

Dis ortamdan seminifer tiibiillere baz1 maddelerin gegisini 6nler (kan-testis bariyeri)
Androjen tastyici olan TBG (testosteron binding globiilin) salgilar

Dejenere spermatidleri ve residual bodyleri fagosite eder

o a k~ w N E

Salgiladiklar1 baz1 maddeler ile bdlgedeki mitozu ve mayozu kontrol eder. Inhibin

salgilayarak (hipofiz denetlemek iizere) FSH salgilanmasini inhibe eder ve Leydig

hiicre fonksiyonunu, hipofiz gonadotropinlerini denetler

7. Spermatogenetik hiicreleri seminifer tiibiillere salgilar. iginde filamentlerde aktin
bulunmaktadir. FSH etkisindedirler.

8. Anti-Miillerian hormon salgilar. Bu hormon embriyoda Miiller kanalinin

regresyonunu Onleyen gliko-protein yapidadir (34,36).
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2.1.8.1.2. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiil epitelinde g¢esitli olgunlagma agamalarinda
bulunan ve diizenli olarak boliinerek olgun spermlere farklanan 4-8 tabakali hiicrelerdir.
Bazalden liimene dogru hiicre tipleri sirasi ile; spermatogonyumlar (tip A ve tip B), primer

spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve spermiyumlardir (34).

( / Tip A spermatogonyum

@
@ @ (kok hicre)

\

~

Q 0 0 Q — Tip A spermatogonyum
T QPPN IQ

Tip B spermatogonyum

sz @@ Primer spermatosit
Birinci mayoz bolunme ——

e ZAEAY
o iiavor bolinige /J J /'J J Sekonder spermatosit
inci 0z bolinme —
" ] / /1 AN NN
A9 9, d QK& ) Spermatt
l \ l % N

Olgun sperm

Spermiogenezis
(farkhlagma)

Artik cisimler

Sekil 7: Spermatogenetik seri hiicrelerinin boliinme ve farklilasmasini gosteren sematik
diyagram (22).



Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar bazal kompartmana yerlesik diploid sayida kromozom igeren
spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki zonula okludenslerin altinda yerlesim

gosterirler, boylelikle kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar.

Puberte baglayana kadar, spermatogenctik hiicrelerden sadece spermatogonyumlar
bulunur. Pubertede hormonal etki ile spermatogonyumlar mitozla g¢ogalarak diger tip
hiicreleri olusturur. Spermatogonyum kendisinden gelisen hiicre tiplerine gore daha kiigiiktiir.
Cekirdegin biiyiikliigii, bicimi, kromatin dagilimi ve histokimyasal 6zelliklerine gore 2 tipe

ayrilir ve her ¢ekirdek 46 kromozomludur (diploid);

e Tip A Spermatogonyum (insan testisinde A koyu ve A agik spermatogonyumlar

olarak gozlenir): Cekirdegi ovaldir. Mitozla boliiniince yarisi tip A olarak kalir, yarisi
biiyiiyerek tip B’ye doniisiir.

e Tip B Spermatogonyum: Ana spermatogonyumlardan daha biiyiik hiicrelerdir.

Cekirdegi ¢ok yuvarlaktir ve koyu boyanir. Tip B’nin mitozla ¢ogalmasi ile olusan
hiicrelerin hepsi farklilanarak primer spermatosit’i (spermatosit-1) yapar. Primer

spermatosit bazal laminadan uzaklasir ve hacmi artar (25,34).
Primer Spermatosit (Spermatosit-1)

Seminifer epitelin orta boliimiinde bulunan, kiire ya da oval bi¢imli, hacmi en biiyiik
olan hiicrelerdir. Olusur olusmaz 1. mayoz boliinmenin profaz evresine girerler. Profaz evresi

¢ok uzun siirdiigii icin ¢ok sayida gozlenmektedirler. 46 kromozom (diploid) tasirlar.
Sekonder spermatosit (Spermatosit-11)

Primer spermatositin mayoz boliinmesi sonucu olusan 23 kromozomlu (haploid)
kiigiik hiicrelerdir. Spermatosit-II’ler birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglidirlar. Hemen
kisa siirede 2. mayoz bolinmeye ugradiklarindan, kesitlerde goriilmeleri ¢ok zordur.

Boliinmesiyle spermatid’ler olusur.
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Spermatid

23 kromozom tagirlar. Spermatosit-II'nin yaris1 kadar biiyiikliiktedirler. Birbirleriyle

sitoplazmik baglant1 yapan sinsityal hiicre kiimesi olustururlar.

Primer, sekonder spermatosit ve spermatidlerin aralarindaki sitoplazmik kopriiler
spermatogenezisin diizenlenisinde rol oynar, hiicreden hiicreye bilgi aktarilmasina olanak
saglar. Spermatogenezis tamamlaninca bu kopriiler kaybolur ve hiicreler serbestlesir.
Spermatid boliinmez, sekil degistirerek spermiyuma doniisiir. Boylece spermatogonyumdan

spermiyum olusana kadar 2 evre bulunur;

e Spermatositogenezis: Spermatogonyumdan spermatid olugmasi

e Spermiogenezis: Spermatidin sekil degistirerek spermiyumu olusturmasidir
(21,25,34).

Spermatositogenezis;

Tip B spermatogonyumlarin mitotik boliinmesi primer spermatositleri iiretir. Primer
spermatositler, diploid kromozom sayisina ve 2n DNA miktarina sahiptirler. Mayoz
baslamadan 6nce DNA’larin1 replike ederler. Boylece, her primer spermatosit iki kati

miktarda DNA (4d) ve normal sayida kromozom (2n) igerir.

Mayoz I, kromozom sayisini azaltir ve DNA miktarmi haploid duruma getirir.
Boylece sekonder spermatosit, haploid kromozom sayisi (1n) ve 2d miktarda DNA ile
karakterizedir. Mayoz II’den dnce DNA replikasyonu olmaz, bu bdliinmeden sonra her bir
spermatid haploid (1n) sayida kromozoma sahiptir ve her bir kromozom tek bir kromatid

igerir.

Dort kromatidden olustuklart i¢in tetrad adi verilen homolog kromozom c¢iftleri,
crossing-over olarak adlandirilan siire¢ ile genetik materyal degisimi yaparlar. Genetik
degisim yoluyla, her spermatositin iirettigi dort spermatid birbirinden ve diger
spermatidlerden farkli olur. Gen degisimi tamamlandiktan sonra homolog kromozomlar

ayrilir ve mayoz mekiginin zit kutuplarina go¢ ederler.
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Birinci mayotik boliinme ile olusan hiicreler, sekonder spermatositler olarak
isimlendirilmektedir. Bu hiicreler yeni DNA sentezlemeden hemen ikinci mayotik

boliinmenin profazina girerler. Sekonder spermatosit diploid DNA miktarina (2d) sahiptir.

Ikinci mayotik béliinmenin metafaz evresinde, kromozomlar metafaz plaginda
dizilirler. Kardes kromatidler birbirlerinden ayrilir ve zit kutuplara hareket ederler. Mayozl|
bittiginde ve niiklear membranlar tekrar olustugunda her bir sekonder spermatositten iKi
haploid spermatid olusur. Bu spermatidler 23 kromozom (1n) ve 1d miktarinda DNA igerirler
(20,21).

‘ 4 interstisvel
P hiicreler
1 Spermatogonyumlar |
a koyu tip A
b soluk tip B
5 Seminifer

tiibiil

2 Primer

spermatositler Eerii
hiicreleri
3 Bag dokusu 7 Spermatidler

Sekil 8: Gelisimlerinin farkli evrelerindeki spermatogonyumlar ve spermatidleri gosteren
seminifer tiibiillerin enine kesiti. Hematoksilen-eozin boyamasi sematik diyagrami (37).

Spermiogenezis;

Spermatidler olgun sperme farklilasirlarken yiiksek diizeyde yeniden sekillenmeye
ugrarlar. Ikinci mayotik bdliinmenin sonucunda olusan her spermatit DNA icerigi olarak
haploiddir (1d) ve (1n) olan kromozom sayis1 22 otozom ve bir X ya da Y kromozomu
tarafindan temsil edilmektedir. Daha fazla boliinme olmaz. Haploid spermatidler, olgun

spermatidi olusturan bir farklilasma siirecine ugrarlar.
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Spermatid popiilasyonunun olgun sperme farklilasmasi dort fazdan olusmaktadir.

Bunlar;

e Golgi faza
e Kep fazi
e Akrozom faz

e Olgunlasma faz1 ‘dir (21).

Airozom kepi
Alrozom kepi -
Spermatt )
Gekgen Gelr o
o, > jen ekirde) + Bag
akro20m kept skrozun kopl GeRIraey  Axrozom kepi Cekirdek
- } / ‘ Govde
e . / . \
. 3 &
()
R o — /
[ \{ stoplazma /
y
Mokondn
Mitokondn ‘ Kuyruk
/ | - Kuy
b MikrotUbitler 4‘11 |
)1
e LT g
Sperm

Sekil 9: Spermiogenezis sematik diyagrami (22).

Golgi faz;

Bu faz spermatidin ¢ok sayidaki golgi kompleksinde kiimelenen periyodik asit-Schiff
(PAS) pozitif graniillerin bulunmasi karakteristiktir. Bu proakrozomal graniiller, glikoprotein
bakimindan zengindirler ve akrozomal vezikiil denen ve niiklear zarfa komsu, membranla
siirlandirilmis bir vezikiilii olusturmak tizere bir araya gelirler. Bu fazda akrozomal vezikiil
genisler ve igerigi artar. Akrozomal vezikiiliin pozisyonu, gelismekte olan spermin 6n
kutbunu belirler. Bu fazda, sentriyoller de jukstaniiklear bolgeden spermatidin arka kutbuna
dogru go¢ ederler. Arka kutupta olgun sentriyol plazma membranina dik a¢1 ile hizalanirlar.
Sentriyol, sperm kuyrugunun aksonemini olusturan dokuz periferik mikrotiibiil ¢iftinin ve iki

merkezi mikrotiibiil parcalarinin bir araya gelmesiyle baslatir.

23



Kep fazi;

Bu fazda akrozomal vezikiil, niikleusun 6n yarisinin iizerinde yayilir. Bu yeniden
sekillenmis yapiya akrozomal kep denmektedir. Akrozomal kepin altindaki niiklear zarf

pargasi porlarini kaybeder ve kalinlasir. Niiklear icerikte yogunlasir.
Akrozom fazi;

Bu fazda spermatit kendini yeniden hizalar ve bas, sertoli hiicresinin igerisine iyice
goémiiliir ve bazal laminaya dogru yonelir. Flagellum gelismeye baslayarak seminifer tiibiiliin
limenine dogru uzanir. Spermatidin yogunlasan niikleusu uzayip yassilagir Cekirdek ve
akrozom da plazma membraninin 6n kismina hemen komsu bir pozisyona tasmir ve
sitoplazma posteriyora dogru yer degistirir. Sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka
kenarindan spermatidin arka kutbuna dogru uzanan silindirik bir kilif olan manseti

olusturmak {izere organize olurlar.

Onceden flagellumun gelisimini baglatmis olan sentriyoller ¢ekirdegin arka yiizeyine
taginirlar. Burada immatiir sentriyol niikleustaki sig bir oluga tutunur. Daha sonra
sentriyoller, gelismekte olan spermin baglanti pargasini ya da boyun bolgesini olusturmak
tizere farklilagirlar. Niikleusa tutunan sentriyollerden dokuz kalin fibril gelisir ve aksonemin
mikrotiibiillerinin periferinde bulunan dis yogun fiberler olarak kuyrugun i¢ine dogru uzanir.
Bu fiberler ¢ekirdegi flagellum ile birlestirirler ve bu nedenle bu bolgeye baglanti pargasi

denmektedir.

Plazma membrani gelismekte olan flagellumu ¢evrelemek tizere arkaya dogru hareket
ederken, manset kaybolur ve mitokondriler, boyun bolgesindeki kaba fibrillerin etrafinda ve
boyun bolgesinin hemen posteriyor uzantisinda siki, heliks tarzinda saran bir kilif olusturmak
izere sitoplazmanin kalan kismindan go¢ ederler. Bu bolge, spermin kuyrugunun orta
parcasidir. Orta pargcanin distalinde uzunlamasma iki siitundan ve ¢ok sayida baglanti
kusagindan olusan bir fibroz kilif, esas parcanin dokuz longitudinal fiberini cevreler ve
flagellumun neredeyse ucuna kadar uzanir. Kuyrugun, fibréz kilifin distalinde kalan bu kisa

segementi son parg¢a olarak adlandirilmaktadir.
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Olgunlasma faz;

Son faz olan olgunlasma fazinda flagellanin ¢evresindeki fazla sitoplazma atilir ve
olgun spermatozoon olusur. Rezidiiel cisimcik olarak da adlandirilan fazla sitoplazma sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilirek ortadan kaldirilir. Hiicreler arasi kopriiler rezidiiel
cisimlerde kaldiklarindan spermatidlerin birbirleriyle baglantilar1 kalmaz ve sertoli

hiicrelerinden saliverilirler (21).
Interstisyel Doku

Seminifer tiibiiller arasinda bag doku, sinirler, kan ve lenfatik damarlar bulunur.
Burada bulunan kapillerler pencereli tiptedir ve makromolekiillerin (kan proteinleri gibi)
gecmesine miisaade ederler. Bag dokusunda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu
hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Pubertac doneminde ek bir hiicre tipi

belirgin hale gelir. Bunlar intertisyel hiicre ya da diger adiyla Leydig hiicreleridir (22).

10 Kan damarlan

11 interstisyel
hiicreler (Leydig)

1 Fibroblastlar 12 Spermatogonyumlar:

a. Soluk tip A
2 Bazal b. Koyu tip A
membran
13 Spermatidl
3 Seminifer
tibil 14 Sertoli Hiicreleri

. ’ ) ]
\ B . = N
5 Primer —_—%«/% J & A Pe 15 interstisyel
spermatositler S8 SERAN - hiicreler (Leydi
P 4 ¥ ,3) 2" @. A (Leydig)

6 Sertoli hiicreleri

16 Primer
spermatositler

18 Fibroblast

Sekil 10: Seminifer tiibiil ve interstisyel aralik (enine kesit), Hematoksilen-eozin boyama
sematik diyagrami (37).
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Leydig Hiicreleri;

Leydig hiicreleri erken fotal hayatta gelisen testiste ¢ok sayida bulunmaktadir.
Plasenta kokenli gonadotropinlerin kan yoluyla fotal testise ulasip, leydig hiicrelerini
uyarmasi sonucu leydig hiicreleri hormon tiretmeye baslar. Sentezledikleri testosteron erkek
genital organlarin embriyolojik farklilanmasinda etkindir. Gebeligin 4-5 ayina kadar leydig
hiicreleri tam gelismistir. Daha sonra dejenerasyona ugrarlar, dolayisi ile testosteron seviyesi
diiser. Pubertede hipofizden salgilanan luteotropik hormonunun (LTH) uyarmasiyla yeniden
leydig hiicreleri goriilmeye baslar. Serumda bulunan testosteronun %95°1 leydig hiicreleri
tarafindan salgilanir. Leydig hiicre topluluklari, kan damarlar1 ve lenfatik kanal veya
sinozoidler yakininda, intertiibiiler alanda yerlesmistir. Leydig hiicreleri insanda testis
hacminin %12’sini olusturmaktadir. Tek ya da gruplar halinde, siklikla {iggen bigimli

kiimeler seklinde, bazen kan damarmin yakininda bulunurlar.

Biiyiik oval ¢ekirdegi cogunlukla eksentriktir. Birgok steroid-iireten hiicre gibi, leydig
hiicreleri lipid damlaciklari, karakteristik tiibiiler kristali mitokondriyonlar ve iyi gelismis bir

diiz endoplazmik retikulum igerir (25,34).

2.2.HIPOTALOMO-HIPOFIZ-GONAD AKSI

Ureme islevi bilyiik dlgiide bir hormon zinciri tarafindan denetlenir. Zincirindeki ilk
hormon gonadotropin salict hormondur (GnRH). GnRH, 6n hipofiz bezi islevinin denetimine
katilan hormonlardan bir tanesidir. Bu hormon hipotalamustaki ndroendokrin hiicreler
tarafindan salgilanir ve hipotalamo-hipofizer portal kan damarlar1 ile 6n hipofiz bezine erisir.
GnRH 06n hipofiz bezinde, hipofizer gonadotropinlerin, yani follikiil uyarict hormon (FSH) ile
liiteinlestirici (LH) salinmasin1 uyarmakta olup bunlar da iiremenin birincil diizenleyicileridir.
Bu iki hormon gonadlara etki etmektedir. LH spermatogenezisi dolayli olarak uyarir. Endojen
testosteron tiretimini de aktive eder. FSH ise spesifik reseptorleri olan Sertoli hiicreleri tizerinde
etkilidir. Bundan dolay: testosteron ve FSH, seminifer tiibiil epiteline etki eder. Testosteron
uretildikleri gonadlar dahil lireme sisteminin biitiin boliimleri ve viicudun diger boliimleri

tizerinde bir¢ok etki gostermektedir.

Gonadal steroidler GnRH, FSH ve LH salgilanmasi {izerine negatif feedback etkilidir.
Gonadal steroidlerin, hem dogrudan ve hem GnRH néronlarindan girdiler alan hipotalamustaki

kisspeptin noron hiicre govdelerini inhibe ederek dolayli yolla GnRH {izerine negatif feedback

26



uyguladig: diisiiniilmektedir. inhibin gibi gonadal protein hormonlar da 6n hipofiz bezi iizerine

feedback etkilerine sahiptir (21,23,38,39)

Ia.gemssuemwen l‘

g
LA ]

I Hipotalamus |< ™
¥

r » | Adenohipofiz |« W

FSH

\

|lnhibin|

:
b 4
! J
.
‘\
inhibitor
—— Stimulator] ‘

- Aksesuar ureme organian
- Sekonder seks karakterlen
- Metabolik etkiler

- Davranegsal etliler

Sekil 11: Erkek iireme fonksiyonunun hormonal diizenlenisi gosteren diyagram. Mavi oklar
sistemdeki stimiilator etkiyi, kirmizi oklar inhibit6r geri beslemeyi gostermektedir (21).
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2.3.DIYABET

DM, pankreasin insiilin sekresyonunun yetersizligi ve/veya dokularin insiiline
cevabinin bozulmasi ile olusur. Devamli izlem ve tedavi gerektiren hayat boyu siiren kronik
bir hastaliktir. Akut ve kronik komplikasyonlar1 sebebiyle yasam kalitesini oldukga diisiiriir.
Ayrica topluma ekonomik yiikii fazladir (1,3,4,40-47).

DM bilinen en eski hastaliklardandir. ilk olarak Kapodokyali Arataeus tarafindan
kesfedilmistir. Cok idrar yapan ve kilo kaybeden insanlar1 sifonlu figiya benzeten Kapodokyali
Arataeus hastaliga “Diabetes” adin1 vermistir. 7. yiizyilda Misirli, Cinli ve Hintlilerce yapilan
calismalarda idrarin sekerli oldugu tespit edilmis ve “Lemadhumeha” balli idrar olarak
tamimlamuslardir. 11. yiizyilda ise ibn-i Sina, yaptig1 calismalarda kaynatilan idrarin tortusunda
bal tadini belirlemistir. Laboratuvar yontemlerinin 6nem kazanmasiyla 16. Yiizyllda Thomas
Willis idrarda sekerin tayinini yapmig ve Claude Bernard kan sekeri oOlgiimiinii

gerceklestirmistir (48).

Diinya saglik orgiitiine (WHO) gore Diinya genelinde dliimlerin %5’inden fazlasi
diyabetten kaynaklanmaktadir. 2010 yilinda 220 milyon olan diyabetli hasta sayisinin,
2025’de 300 milyonu agsmasi kaginilmaz goriilmektedir. Tiim diyabet vakalarinin %5-10'unu
Tip | Diabetes Mellitus hastalar1 olusturmaktadir (45).

DM, Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tarafindan siniflandirilmasina gore; Tip 1
DM, Tip 2 DM, gestasyonel DM ve diger spesifik diyabet tipleri olmak tizere 4 temel gruba
ayrilmaktadir. Bunlardan, Tip 1 DM, Tip 2 DM ve gestasyonel DM primer, diger spesifik
diyabet tipleri ise sekonder diyabet formlaridir (1,47,49).
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Tablo 1: DM etiyolojik siniflandirmasi (47).

I. Tip 1 diyabet [Genellikle mutlak insiilin noksanliina sebep olan B-hicre yikimi vardir)

A immun aracilikl
B. Idiyopatik

11. Tip 2 diyabet [insilin direnci zemininde ilerleyici insilin sekresyon defekti ile karakterizedir)

I1l. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)
Gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle dogumla birlikte duzelen diyabat.

IV. Diger spesifik diyabet tipleri

A. 8-hiicre fonksiyonlaninin genetik defekti [monogenik diyabet | E. ila¢ veya kimyasal ajanlar
formlan) * Atipik anti-psikotikler

20. Kromozom , HNF-4a [MODY1)
7. Kromozom, Glukokinaz (MODY2)
12. Kromozom, HNF-1a (MODY3)
13. Kromozom, IPF-1 [MODY4)

17. Kromozom, HNF-1p (MODY3)
2. Kromozom, NeuroD1 [MODY$)
2. Kromozom, KLF11 [MODY7)

9. Kromozom, CEL ([MODYS)

7. Kromozom, PAX4 [MODYS)

11. Kromozom, INS (MODY10]

8. Kromozom, BLK (MODY11)
Mitokondriyal DNA

11. Kromozom, Neonatal DM [Kiré.2, ABCC8, KCNJ11
mutasyonu)

* Digerleri

B. insiilinin etkisindeki genetik defektler

* Leprechaunism
* Lipoatrofik diyabet
* Rabson-Mendenhall sendromu

* Anti-viral ilaclar
g-adrenerjik agonistler
Diazoksid
Fenitoin
Glukokortikoidler
a -Interferon
Nikotinik asit
Pentamidin
Proteaz inhibitorleri
Tiyazid grubu ditretikler
Tiroid hormonu
Vacor
* Digerleri [post transplant diyabet]
F. Immun aracilkl nadir diyabet formlar
* Anti--insulin reseptor antikorlan
e “Stiff-man” sendromu
e Digerleri
G. Dtyabetle iliskili genetik sendromlar
Alstrom sendromu

C P N U S R ke )

* Tip Ainsulin direnci * Down sendromu

* Digerleri * Friedreich tipi ataksi
C. Pankreasm ekzokrin doku hastaliklan * Huntington korea

Fibrokalkuloz pankreatopati ¢ Klinefelter sendromu

* Hemokromatoz * Laurence-Moon-Biedl sendromu

* Kistik fibroz e Miyotonik distrofi

* Neoplazi * Porfiria

* Pankreatit * Prader-Willi sendromu

* Travma/pankreatektomi * Turner sendromu

* Digerleri * Wolfram [DIDMOAD]| sendromu
D. Endokrinopatiler * Digerleri

» Akromegali H. infeksiyonlar

* Aldosteronoma * Konjenital rubella

¢ Cushing sendromu * Sitomegalovirus

* Feokromositoma * Koksaki B

¢ Glukagonoma * Digerleri [adenovirus, kabakulak|

* Hipertiroidi

* Somatostatinoma

* Digerleri

Tip 1 DM; pankreastaki langerhans adaciklari iginde bulunan ve insiilin hormonu
salgilayan beta hiicrelerinin hasarlanmasi1 ve/veya beta hiicre sayisinin azalmasi ile olusan
diyabet tipidir. Pankreastaki beta hiicrelerinde gergeklesen bu hasarlanma sonunca insiilin
sekresyonunda bozulma gergeklesir ve hastalar disaridan insiilin takviyesine ihtiyag duyarlar.
Bu sebepten dolayr Tip 1 DM, insiiline bagimli DM olarak da isimlendirilmektedir.
Genellikle otoimmiin kaynaklidir. Cogunlukla prepuberte ve puberte donemlerinde ortaya
¢ikar. Ancak son yillarda yetiskinlerde de gozlemlenen Tip 1 DM olgulari artmaktadir.
Erigkin yasta gozlenen Tip 1 DM (genellikle 30 yasindan sonra) formu ‘eriskinde latent
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otoimmiin diyabet’ (latent autoimmune diabetes in adult, LADA) olarak adlandirilmaktadir.
Tip 1 DM tanist1 konuldugunda hastalarin c¢ogunda “insiilitis” olarak adlandirilan
lenfomonositer hiicre infiltrasyonu goriilmektedir (cytotoxic/supressor T hiicreleri). Tip 1
DM’yi gevresel faktorler ve genetik yatkinlik etkilemektedir (5,6,50-52). Tip 1 DM nin %30-
70 oraninda kromozom 6’nin kisa kolu tizerindeki MHC (major histokompatibilite kompleksi
ile yakin iligkisi vardir. Tip 1 DM’li hastanin %98 nin {izerindeki diyabetlide Klas Il MHC
allelleri, DR3 ve DR4 bulunmaktadir (53).

2.4.ETIL PIRUVAT

Piriivat; 2-oxopropionat’in genel kullanim adidir. Piriivat kinaz enzimi ile
katalizlenen glikolitik yolun son iiriiniidiir. Piriivat ayrica memeli hiicrelerinde gergeklesen
pek cok kimyasal yolun ana ve ara maddesi olarak dogada bulunur (16,17,54). Hiicre
igerisinde antioksidan goérevi vardir. Pirlivat artan metabolit yoluyla mitokondriyal
biyogenezi saglamaktadir. Once trikarboksilik asit déngiisiiniin inhibitdrii olan parapiruvat
sekline doniigiir, daha sonra c¢ok daha kararli bir bilesik olan Etil Pirtivat (EP)’a
doniismektedir (16).
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H-L-OH ATP  ADP  y.C-OH =0 ATP ADP =0 O H
i |
” /( H- 0\ “ II(J--I =H HO- * =H HO- l' -H Fructoss Triose
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]If -H Kinase ”‘ -OHO" e H-C- Opo, s

i
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Sekil 12: Glikolizis’in sematik diyagrami.
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Piriivat soliisyonlarda stabil degildir. Sulu ¢oziiciilerde ¢6ziindiigiinde spontan olarak
kondansasyona ve siklizasyon reaksiyonuna girer ve bir kismi toksik etkili olabilen birgok
tirtin olusturur. Bu sebepten deneysel arastirmalarda etil esteri olan EP kullanilmaktadir. Etil

esterlerinin etkinliginin piruvat anyonlarina gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (55).

Piriivat ve etanoldan sentezlenen EP, kalsiyum ve potasyum iceren dengeli bir
soliisyon olan Ringerli Etil Piriivat Soliisyonunda (REPS) bozulmadan ve etkinligini

kaybetmeden uygulanabildigi belirtilmistir (16,55).

EP, piriivik asidin basit alifatik esteridir. Formiilii CSH803’dur. Yogunlugu 1.06,
kaynama noktasi 144 °C ve rengi de acik saridir (56).

O

CH
H,c” YO 3

O

Sekil 13: Etil piriivat'in yapist.

EP’nin endojen metabolitlere yakin benzerligi, hayvanlardaki giivenli kullanimi
nedeniyle insanlara =zararli olmadigi kabul edilmektedir ve yemek eki olarak
kullanilmaktadir. EP, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nin (Food and Drug Administration;

FDA) genel olarak giivenli bilesikler listesinde yer almaktadir (16).

EP giiglii antioksidan ve anti-inflamatuvardir. EP’nin bu etkileri, akut pankreatit,
retinopati, diyabetik karaciger hasar1 gibi deneysel hayvan modellerinde gdosterilmistir

(16,18,19,57,58).
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Sonug olarak etil piriivat tiim bu etkilerini;

Serbest oksijen radikallerini temizlemesi
IL-1, IL-6 ve TNF-alfa’nin etkisini azaltmasi
COX-2 ve MIF iiretimini azaltmas1
HMGB!’in etkisini azaltmasi

IL-10 tiretimini artirmast

NFkB aktivasyonu ve INOS iiretimini baskilamasiyla gosterir (57).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ARASTIRMA TiPi

Arastirmamiz deneysel niteliktedir.

3.2. ARASTIRMANIN YERi VE ZAMANI

Arastirmamiz Mayis 2015 tarihinde literatiir tarama ile baslamis olup; etik kuruldan
onay 29 Mart 2016 tarihinde alindiktan sonra destek alabilmak amacli 1002 kapsaminda
TUBITAK’a basvuruldu. Mayis 2017°de maddi destegin ulasmas: ile malzeme alimlart
gerceklestirildi. Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali’nda ilag
uygulama ve sakrifikasyon yapildiktan sonra, sol testis biyokimyasal analizler i¢in Fizyoloji
Anabilim Dalri’na, sag testis ise histolojik analizler i¢cin Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

dalina getirilerek gerekli islemler yapildi. Ocak 2018’de tez yazilmasi ile sonlandirilmistir.
TUBITAK proje destek belgesi Ek-1 olarak teze eklenmistir.

3.3. ARASTIRMA EVRENi VE ORNEKLEMIi/CALISMA GRUPLARI
Arastirmada 4 deney grubu olmak iizere toplamda 28 deney hayvani (si¢an) kullanildi.
Deney gruplar1 asagidaki gibi diizenlendi.

I.Grup, Kontrol grubu: Higbir madde uygulanmayan, bazal degerler i¢in kullanilan
gruptur. Deney baslatildiktan sonraki 18. giinde tiim denekler sakrifiye edildi ve testis doku

ornekleri alindu.

IL.Grup, Etil Piriivat (EP) grubu: Deneklere deney baslangicinin 3. giiniinden itibaren
18. giine kadar giinde iki defa intraperitoneal (i.p) yolla 50 mg/kg EP verildi. 18. giin sakrifiye
edildi.

I11.Grup, Diyabet (DM) grubu: Deneklere ilk giin i.p. yolla tek doz 45 mg/kg STZ
verildi.18. giin sakrifiye edildi.

IV.Grup, Diyabet + Etil Piriivat (DM+EP) grubu: Deneklere ilk giin i.p. yolla tek doz
45 mg/kg STZ verildi. Deney baslangicinin 3. giliniinden itibaren 18. giine kadar giinde iki
defa i.p yolla 50 mg/kg EP verildi. 18. giin sakrifiye edildi.
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3.3.1.DM modeli olusturulmas

DM olusturulacak gruplardaki sicanlar, DM olusturulmadan 6nce 12 saat a¢ birakildi
ve deney baslangicindan once kan Ornekleri alindi. Daha sonra tek doz 45 mg/kg STZ
(9,59,60) sodyum sitrat (pH:4.5) iginde ¢oziilerek i.p olarak verildi. Uygulamadan dort saat
sonra deneklerin yiyecekleri tekrar verildi. 3 gilin sonra, 6 saatlik aglik sonrasit kuyruk
veninden kan alindi. Kan oOrneklerinin glukometre ile kan glikoz degerleri Ol¢iildi
(9,14,60,61). Normal kan glikoz degeri 90-110 mg/dl olarak kabul edildi (62). 250 mg/dl ve
tizeri olanlar diyabet kabul edildi ve ¢alismaya eklendi. (11,14,61). Bu deneklere 14 giin
boyunca giinde 2 defa Laktat Solusyonu i.p. yolla verildi. Deneyin baslamasindan itibaren
18. giinde denekler sakrifiye edildi ve testis doku 6rnekleri alindi.

3.3.2.Etil Piriivat uygulamasi
EP, Laktatli Ringer ¢ozeltisinde ¢ozdiiriilerek 14 giin boyunca giinde 2 defa 50 mg/kg
I.p. yolla verildi (18).

3.3.3.Deneklerin yasami sonlandirma zamani ve yontemi

Denekler dahil olduklar1 gruplara gore eter anestezisi altinda 18. giin sonunda
sakrifiye edildi. Sakrifikasyondan 6nce kan glikoz degerleri i¢in kuyruk veninden kan alind1
ve sakrifikasyon sirasinda deneklerin  testis dokulart ¢ikarildi  (Sekil  14).

Sekil 14: Deney sonunda testislerin elde edilmesi.
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Histolojik incelemeler icin almman sag testis bouin soliisyonu i¢ine koyuldu.

Biyokimyasal incelemeler i¢in alinan sol testis ise deney tiipii ile kuru buz icerisine koyuldu.

3.4.CALISMA MATERYALI

Bu ¢alismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Laboratuvari
‘'ndan temin edilen, Wistar Albino susu toplam 28 adet 10-12 haftalik (200-250 gr) yetiskin
erkek sican kullanildi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir
secildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan istatistiksel analiz i¢in, her grupta 7 denek
olacak sekilde planlandi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlar
Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik / aydinlik periyodunda, 20-22°C oda sicakliginda
%50-60 nisbi nem bulunan standart hayvan oda ve kafeslerinde barindirildi. Hayvanlar
dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi (ad libitum). Deneyde
kullanilan hayvanlarin 10-12 haftalik olarak se¢ilme sebebi, insanda 18-30 yas araligina denk

gelmesinden dolayidir.

3.5.ARASTIRMANIN DEGiISKENLERI

Bagimsiz degisken: Madde uygulamalar1 (Etil Piriivat)
Bagiml degisken: Olgiilen iiriinler (MDA, GPx, SOD)

3.6.VERI TOPLAMA ARACLARI

3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Arastirmada denek agirliklarini 6lgebilmek i¢in hassas terazi, deneklerden elde edilen
dokularin doku takibi i¢in etiiv, dokular1 incelenmek iizere kesit almak i¢in mikrotom,
boyamalarda distile su ihtiyacin1 karsilamak i¢in distile su cihazi, immiinohistokimyasal
incelemeleri yapabilmek igin humidity chamber ve otomatik mikropipetleri, biyokimyasal
incelemeler i¢in sogutmali santrifiij cihazi, vorteks cihazi, inkiibatér, homojenizator,

spektrofotometre ve buzluk kullanildi.

3.6.2.Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen testis doku orneklerine rutin doku takip prosediirii
uygulandi. Ince kesitleri alindi, histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya uygulamalarina
tabi tutuldu. Arastirmada histokimyasal inceleme i¢in Hematoksilen-Eozin, PAS (periyodik

asit schiff) ve Masson Trikrom histokimya boyamalari, immiinohistokimya olarak Aktif
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Kaspaz-3 ve TUNEL boyamalar1 yapildi. Hematoksilen-Eozin, Masson Trikrom, Aktif
Kaspaz-3 ve TUNEL boyamalar1 i¢in 20x biiyiitmede, PAS boyamasi icin ise 100x’ lik

biiyiitmede inceleme yapilarak image J (1,50) programui ile degerlendirme yapildi.
Biyokimyasal incelemeler i¢in GSH, GPx, MDA kitleri kullanildi.

3.6.2.1.Denek Agirliklarinin Degerlendirilmesi
Deney baslangicinda ve deney sonunda (sakrifikasyon oncesi) deneklerin agirliklar

sleiildi.

3.6.2.2.Denek Kan Degerlerinin Olgiimii
Deney baslangicinda, deneyin 3. giinii ve deney sonunda deneklerin kuyruk veninden

kan alindi. Kan 6rneklerinin glukometre ile kan glikoz degerleri ol¢tidii (Sekil 15).

Sekil 15: Deney icin kan glikoz degerlerinin 6l¢iimii.

3.6.2.3.Histokimyasal Incelemeler

Deneklerden alinan sag testis doku Ornekleri mikroskobik incelemeler i¢in Bouin
soliisyonunda fikse edildi. Testis dokular1 biitiin olarak 24 saat boyunca fiksatife i¢inde
birakildi. Bouin soliisyonuyla fikse edilen dokular, %70’lik alkol i¢inde sar1 renk tamamen
cikana kadar yikandi. Dereceleri giderek artan etil alkol serilerinden gegirilerek
dehidratasyonlar1 yapilip, dort degisim aseton ve iki degisim ksilen serilerinden gecirildi.
Ksilen ile seffaflandirilan dokular parafine emdirme isleminden sonra parafin bloklara

gomiilme islemi yapildi (Tablo 2). Elde edilen parafin bloklardan mikrotomla polilizin kaph
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lamlara Spum kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitlere Hematoksilen-Eozin, PAS ve
Masson-Trikrom boyama protokolleri uygulanarak 1sik mikroskobu altinda degerlendirme
islemleri yapildi. Hematoksilen-Eozin boyamasi ile seminifer tiibiil ¢ap1 6l¢tildii. Germ hiicre
ve germ hiicre tabakasi, interstisyel alandaki Leydig hiicreleri ve genel testis morfolojisi
incelendi. Masson Trikrom boyamasi ile bag dokusu yapist incelendi. PAS boyamasi ile bazal
membran kalinlig: 6l¢iildi. TUNEL ve kaspaz-3 boyamalar1 yapilarak apopitotik hiicre

sayimi1 yapildi. Degerlendirmeler i¢in image J (1.50) programi kullanildi.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvart (ARLAB)’nda bulunan
Olympus BX 51 Mikroskobu ile histolojik preparatlarin fotograflari ¢ekildi. Testis dokusu
degerlendirilirken seminifer tiibiillerin caplari, tiibiil epitel kalinlig1 olgiiliip, interstisyel
Leydig hiicrelerinin dejenerasyonu degerlendirildi. Elde edilen veriler, Johnsen’s skorlama
yontemi kullanilarak ortalama degerleri bulundu ve gruplar arasindaki farkliliklar

karsilastirildi (63).

Tablo 2: Doku takip protokolii

Islem Madde Siire
Fiksasyon Bouin soliisyonu 12-24 Saat
Fiksatiften Uzaklastirma %70°lik Alkol 1 Gece
Dehidratasyon %70°lik Alkol 1 Saat
%7011k Alkol 1 Saat
%70°lik Alkol 1 Saat
280°lik Alkol 1 Saat
2096’11k Alkol 1 Saat
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 1’er Saat
Seffaflagtirma Ksilen 1-2 1’er Saat
Yumusak parafin 1-2 1’er saat
Bloklama Sert parafin
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3.6.2.3.1.Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Johnsen skorlamasi i¢in her grupta rastgele 10 adet tlibiil degerlendirildi. Gruplar arasi
istatistiksel degerlendirmeler icin One Way ANOV A testi kullanilds. Istatistiksel olarak p<0,05
degeri anlamli olarak kabul edildi (Tablo 3).

Tablo 3: Johnsen Testikiiler Skorlamasi.

Skor Histolojik Bulgular

10 Bir¢ok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenezis

9 Bircok spermatozoa var, germinal epitelyum bozuk ve liimen oblitere
8 Yalmz birkag¢ spermatozoa var (<5-10)

7 Spermatozoa yok, bircok spermatid var

6 Spermatozoa yok, yalmizca birkac spermatid var (<5-10)

5 Spermatozoa/ spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var

4 Yalnizca birkag spermatosit var (<5), spermatid/ spermatozoa yok
3 Germ hiicresi olarak yalmz spermatogonia mevcut

2 Tiibiiller igerisinde germ hiicresi yok, Sertoli hiicreleri mevcut

1 Tiibiiller igerisinde hiicre yok

3.6.2.3.2.Hematoksilen-Eozin Boya Yontemi

Aliman parafin kesitler 2 giin 37°C de etiivde bekletildi. 2 saat 60°C de etiivde
bekletilen kesitler 20 dakikast 60°C de etiivde, 20 dakika da iki degisim halinde oda
sicakliginda olmak tizere li¢ degisim ksilolde bekletildi. Ardindan %96’dan %70’a kadar
azalan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Distile suda yikandiktan sonra 15 dakika
Hematoksilen boya soliisyonu icerisinde bekletilip, akan suda 15 dakika yikama islemi
sonras1 suyu siiziiliip 1 dakika boyunca eozin boya soliisyonu igerisinde bekletildi. 1’er
dakika icerisinde sirasiyla %70, %80, %96’ya artan etil alkol serilerinden gecirildi ve 3 kez
20 dakika ksilol ile seffaflandirma yapilip entellan ile kapama islemi yapildi (Tablo 4).
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Tablo 4: Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60 etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1sisinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Dehidratasyon %100’ liik alkol Calkalama
Dehidratasyon %100’ liik alkol Calkalama
Dehidratasyon 2696’11k alkol Calkalama
Dehidratasyon 280°lik alkol Calkalama
Dehidratasyon %70lik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Dehidratasyon %70-80-96-100-100"kik alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan

3.6.2.3.3.Masson Trikrom Boyama Yiontemi

Kesitler deparafinizasyon iglemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra
20’ser dakikalik ti¢ farkli ksilen serilerinden gegcirildiler. Ardindan kesitler azalan alkol
serilerinden gecirilerek (absolii alkol, %96, %80 ve %70’lik alkol) ve distile suya getirildiler.
Kesitler distile sudan ¢ikarildiktan sonra Masson Trikrom boyama kitiyle (Bio-optica, 04-
010802) boyama islemleri gerceklestirildi. Dokular boyama kiti icindeki weigert’s
hematoksilen- soliisyon A (Reaktif A) ve soliisyon B (Reaktif B) i¢inde 10 dk bekletildi.
Daha sonra yikanma islemi yapilmadan pikrik asit alkolde (Reaktif C) 4 dk bekletildi. Distile
suyunda calkalandi. Ardindan ponceau-asit fuksin soliisyonunda (Reaktif D) 4 dakika
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boyandi. Distile suda yikandi. Preparat 10 dakika fosfomolibdik asitte (Reaktif E) tutuldu.
Ardindan masson anilin mavisi soliisyonunu (Reaktif F) dokiildii, 5 dakika bekletildi. Distile
suda yikandi. Daha sonra absol alkolii takip eden %95°1ik alkolde dehidrate edildi ve yikandi.
Ksilol ile seffaflastirildi ve entellan ile kapama islemi yapildi (Tablo 5).

Tablo 5: Masson Trikrom boyama protokolii

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60=C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1sisinda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1s1sinda) 20 dakika
Rehidratasyon %100’ hik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’ lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %80°lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reaktif A+ Reaktif B soliisyonu 10 dakika
Boyama Reaktif C 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reaktif D 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reaktif E 10 dakika
Boyama Reaktif F 5 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Dehidratasyon %70-80-96-100-100lik alkoller Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan
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3.6.2.3.4.Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Yiontemi

Bazal membran kalinligindaki degisiklikleri incelemek i¢in PAS boyamas1 yapildi.
Kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 saat 60°C de etiivde bekletildi. Ardindan bir saati
60°C de etiivde, 20 dakika da iki degisim halinde oda sicakliginda olmak tizere ii¢ degisim
ksilolde bekletildi. Ardindan %96’dan %60’a kadar azalan alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi. Kesitler distile su ile calkalandiktan sonra PAS (Periyodik Asit SchifY)
boyama kiti (Bio-optica, 04-130802 Milano, Italya) icerisinden periyodik asit soliisyonu
(Reaktif A) icerisinde 10 dakika bekletildi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan
uzaklastirilmasi igin 2-3 dakika distile suda bekletilen kesitler suyu siiziiliip 20 dakika Schiff
boya soliisyonu (Reaktif B) igerisinde bekletildi. Daha sonra distile su ile yikanan kesitlerin
iistiine potasyum metabisiilfit soliisyonunu (Reaktif C) konularak 2 dk bekletildi. Kesitlere
yikama islemi yapilmadan fiksatif soliisyonu (Reaktif D) konularak 2 dk bekletildi. Boyama
isleminin ardindan kesitler distile suda iyice yikandiktan sonra Mayers hematoksilen
soliisyonu (Reaktif E) i¢inde 3 dk bekletildi. Boyamadan sonra 5 dakika akarsuda yikanan
kesitler daha sonra %96°lik alkolle ¢alkalanip 3 kez 20’ser dakika ksilol ile seffaflandirma
yapilip entellan ile kapatildi (Tablo 6).
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Tablo 6: Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama protokolii

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 607 etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 1 saat
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (oda 1s1sinda) 30 dakika
Dehidratasyon %100-100-96-80-70’1ik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reagent A 10 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reagent B 20 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reagent C 2 dakika
Boyama Reagent D 2 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reagent E 3 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Dehidratasyon %60-70-80-96-100"luk alkol serileri Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 20°ser dakika
Kapama Entellan

3.6.2.4. Immiinohistokimyasal Incelemeler
TUNEL boyamasi ile fragmante nukleuslar, aktif kaspaz-3 immun isaretlemesi ile

sitoplazma koyu kahverengi boyandi.

3.6.2.4.1. TUNEL Boyama Yéntemi

Apopitotik hiicrelerin belirlenmesi ve hiicrelerdeki DNA fragmantasyonunun
gosterilmesi icin immiinohistokimyasal yontemler kullanildi. Ag¢iga c¢ikan DNA
parcaciklarinin serbest 3’-OH wuglarima terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)
araciligiyla biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklendi. Daha sonra
biotin ile isaretlenmis niikleotidler, streptavidin horseradish peroksidaz konjugati ile tespit

edildi. Diaminobenzidine (DAB), isaretlenmis ornek ile tepkimeye girerek DNA kirigi
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bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur. Hematoksilen ile art alan boyamasi yapilarak

islem sonlandirildi.

Apopitoza giden hiicre ¢ekirdeklerini DNA fragmantasyonu hesaplamasi terminal
deoksintikleotidil transferaz aracili dUTP nickend-labeling (TUNEL) reaksiyonuyla parafin
kesitlerde ApopTaq Plus Peroksidaz In Situ Apopitozis Detection Kit (Millipore) kullanilarak
yapildi. Deparafinizasyon sonras1 kesitler 6nce 37°C de 10 dakika Proteinaz K uygulandi.
Endojen peroksidazin bloke edilmesi i¢in %3’liik hidrojen peroksite uygulandi ve daha sonra
kesitler dengeleme soliisyonunda 30 dk bekletildi. Ardindan sirasiyla tdt enzimi, stop/wash
sollisyonu ve anti-digoksigenin peroksidaz uygulandi ve sonra DAB (diaminobenzidine) ile
boyandi1 ve Mayer Hematoksilen ile zit boyamasi yapildi yapilan kesitler, alkol serilerinden

gecirildi. Seffaflandirma isleminden sonra kesitlere entellan ile kapama islemi yapildi.

3.6.2.4.2.Aktif Kaspaz-3 Boyama Yintemi

Immiinohistokimyasal inceleme icin deparafinizasyon sonrasi kesitler 10 dk. 10 Mm
sitrat buffer ile mikrodalgada 1sitildi. Dakopen ile ¢evreleri sinirlandirildi ve daha sonra
kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk. %3’liik Hidrojen peroksit
uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler bir saat oda
1s1sinda bloklama soliisyonu ile enkiibe edildi ve ardindan yikama yapilmadan Anti-Kaspaz
3 aktive form 1:100 (AB3623, Millipore) antikoru ile +4°C de enkiibe edildi. Ardindan 6nce
30 dakika biyotinlenmis sekonder antikor daha sonra da 30 dakika enzimle isaretli
(peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) uygulandi. Reaksiyonun goriiniir hale
getirilmesi i¢cin Diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Zemin boyamas1 Mayer hematoksilen ile
yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ile seffaflagtirma

isleminden sonra entellan ile kapama islemi yapildi.

3.6.2.5.Biyokimyasal Incelemeler

Sakrifikasyonda 1-2 dakika i¢inde soguk zemin {iizerinde testis dokular1 alindi.
Dokular soguk serum fizyolojik ile yikanarak ve lipid peroksidasyon iiriinii olan
malondialdehit (MDA), antioksidan Glutatyon (GSH) ve antioksidan enzim Glutatyon
Peroksidaz (GPx) 6l¢iimii i¢in homojenize edildi. Doku 6rnekleri ultrasonik homojenizatorde
(Bandelin Sonopuls, Germany) 0.15 M KCI i¢inde homojenize edildi. Homojenizasyon
islemleri buzla sogutulmus ortamda yapildi. Homojenatlar +4°C’de 600 g’de 10 dk santrifiij
edilerek MDA 6l¢timii igin ependorf tiipiine ayrildi ve geri kalan homojenat +4°C’de 10000
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g’de 20 dk siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatan enzim ve protein

dlgiimleri igin ayrilarak -80°C’de saklandi. Olgiimler 30 giin i¢inde yapildi.

3.6.2.5.1.MDA, GSH ve GPx Diizeylerinin Saptanmast

MDA degerleri The Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) ticari Kiti ile
spektrofotometrik yontemle oOl¢iildii. Kitin ¢alisma yontemi kromojenik bir reaktif ile
MDA’nin 45°C’de reaksiyona girmesi temeline dayanir. Spektrofotometre (T80, PG
instruments, UK) ile 586 nm’de absorbans oOlgiilerek standart egrisinden MDA degerleri

belirlendi.

GSH seviyeleri Bioxytech GSH-420 (Oxis International, USA) kiti ile 6lgtildi. Kitin
calisma yontemi chromophoric thione olusumu temeline dayanir. Tamponla karistirilan
slipernatana indirgeyici ajan eklenerek oksidize glutatyon indirgenmis forma doniistiiriildi.
Daha sonra kromojen eklenip pH arttirtlarak chromophoric thione olusturuldu. 420 nm’de

absorbans 0l¢iilerek GSH konsantrasyonu belirlendi.

GPx aktivitesi Bioxytech GPx-340 (Oxis International, USA) kiti ile saptandi. Bu kit
Paglia ve Valentine'ln tanimladig1 yonteme goére hazirlandi. GPx, kiimen hidroperoksit ile
glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH
varliginda, okside glutatyon (GSSG) indirgenmis formuna (GSH) ¢evrilir, bu sirada NADPH
okside olarak NADP' ye doniisiir. Spektrofotometrede 340 nm'de absorbansdaki azalma
ol¢iildi.

Doku protein 6l¢iimleri RANDOX’un U/CSF protein kitiyle yapildi. Kitin ¢aligma
prensibinde dnce 6rnek magnezyum iyonlarini uzaklastirmak ve proteini ¢oktiirmek amaciyla
EDTA igeren alkalin soliisyonla karistirildi, sonra benzethonyum klorid eklendi ve turbidite

olusturarak spektrofotometrede 600 nm’ de absorbans okundu.
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3.8.VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Tiim veriler SPSS 23,0 istatistik programina yiiklendi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi. Gruplar arasindaki farklar Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi esas alind1 (64).

Biyokimyasal degerlendirme de ise tiim veriler ortalama + standart hata olarak
gosterildi. Gruplarin ortalamalart arasindaki farklar SPSS programinda one-way ANOVA
post hoc LSD testi kullanilarak degerlendirildi. p< 0.05 anlamlilik diizeyi esas alindi.

3.9.ARASTIRMANIN SINIRLILIKLARI

Bu ¢aligmada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Anabilim
Dali’ndan temin edilen, Wistar Albino susu toplam 28 adet 10-12 haftalik (200-250gr)
yetiskin erkek sican kullanildi. Deneklere STZ verilerek diyabet olusturuldu. 18 giinliik
deney sirasinda 1 adet Wistar Albino sigan deneyin 8. giiniinde 6ldii. Ayrica etil piriivat
grubunda 2 adet Wistar Albino sicanda farkli hastaliklarin goriilmesinden dolayr denekler
deneyden cikarildi. Bu sonuglar istatistiksel verileri etkilemedi. Siirliligimiz fonksiyonel
olarak fertilitenin degerlenirilememesidir. Deney Oncesi ve sonrasinda spermiyum sayist,

morfolojisi hareketliligi, canliligina bakabilmek verilerimizi gli¢lendirirdi.

3.10.ETik KUuRUL ONAYI
Arastirmamiz Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 29 Mart 2016 tarihinde gerceklestirilen toplantida, 19/2016 Protokol no ile etik

acidan uygun bulunmustur.

Etik kurulun onay belgesi Ek-2 olarak teze eklenmistir.
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4 BULGULAR

4.1. DENEK AGIRLIKLARININ DEGERLENDIRILMESi

Deneyin baglangicinda ve deneyin sonunda (sakrifikasyondan o©nce) deneklerin
agirliklar 6lgiildii. Gruplarin deney baslangicindaki agirlik ortalamalari; Kontrol grubunda
241,571+ 4,064 gr, Diyabet grubunda 239,571+ 2,940 gr, Etil piriivat grubunda 241,857+ 4,214
gr ve Diyabet +Etil pirlivat grubunda ise 231,571+ 5,652 gr olarak bulundu. Deneyin bitis
agirlik ortalamalari ise; Kontrol grubunda 306,142+ 11,521 gr, Diyabet grubunda 295,833+
3,938 gr, Etil pirtivat grubunda 299,857+ 14,832 gr ve Diyabet + Etil piriivat grubunda ise
270,142+ 7,401 gr olarak bulundu.

Bu bilgiler dogrultusunda; tiim gruplarda deney baslangici ve deney sonu agirliklari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi (p<0.05). Gruplar arasinda degerlendirme
yapildiginda, kontrol grubuna gore, diyabet+ etil piriivat grubunda anlamli bir fark gézlendi
(p=0,021). Diger gruplar arasinda istatiksel degerlendirmeler sonucunda anlamli bir fark

gozlenmedi (Sekil 16).

Viicut Agirhgi
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Sekil 16: Denek agirliklarinin degerlendirilmesi. Kontrol grubuna gore anlaml olarak farkli
olanlar y1ldiz (*) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05).
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4.2.DENEK KAN GLIiKOZ SEVIYELERININ DEGERLENDIRILMESI

Deneyin baslangicinda ve deneyin sonunda kan glikoz seviyeleri ol¢iildii. Ayrica
deneyin baslangicindan sonraki 3. glinde Diyabet ve Diyabet + Etil pirlivat gruplarinin kan
glikoz degerlerine bakildi. Gruplarin deneyin baslangicindaki kan glikoz seviyeleri
ortalamalari; Kontrol grubunda 138,285+ 9,702 mg/dl, Diyabet grubunda 130,285+ 6,137
mg/dl, Etil piriivat grubunda 139,428+ 3,668 mg/dl ve Diyabet +Etil piriivat grubunda ise
135,714+ 4,853 mg/dl olarak oOlclilmiistiir. Deneyin sonundaki kan glikoz seviyeleri
ortalamalari ise; Kontrol grubunda 166,428+ 8,554 mg/dl, Diyabet grubunda 415,833+ 76,941
mg/dl, Etil piriivat grubunda 169,428+ 9,368 mg/dl ve Diyabet + Etil pirlivat grubunda ise
436,142+ 33,506 mg/dl olarak bulundu. Deneyin baslangicindan sonraki 3. giinde yapilan kan
glikoz seviyelerinin ortalamasi ise; kontrol grubunda 142,465+ 8,792, Diyabet grubunda
390,5+ 26,016 mg/dl, etil piriivat grubunda 142,738+ 4,332 Diyabet + Etil piriivat grubunda ise
380,285+ 21,438 mg/dl olarak bulundu.

Bu bilgiler dogrultusunda; kontrol grubunda ve etil piriivat grubunda deneyin 3.giinii ve
deney sonu kan glikoz degerlerinde anlamli bir fark gézlenmedi. Kontrol grubuna gore, diyabet
ve diyabet+ etil piriivat gruplarinin anlamli olarak farkli oldugu tespit edildi (p<0.05). Kontrol
grubuna gore diyabet ve diyabet+ etil piriivat grubunun deney sonu kan glikoz seviyelerinde
anlamli artisin oldugu gosterildi (p=0,02). Ayrica diyabet grubu ile diyabet+ etil piriivat grubu
karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark oldugu gésterildi (p=0,004). (Sekill7).
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Sekil 17: Kan glikoz seviyeleri degerlendirmesi. Kontrol grubuna gore 3.giin degerleri anlamli olarak
farkli olanlar y1ldiz (*) simgesiyle gosterilmektedir (p<<0.05). Kontrol grubuna gore deney sonu degerleri
anlamli olarak farkli olanlar kare (#) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05). Diyabet grubuna gore deney
sonu degerleri anlamli olarak farkli olanlar art1 (+) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05).

4.3.HISTOLOJIK BULGULAR

4.3.1.Istk Mikroskobik Bulgular

4.3.1.1.Hematoksilen-Eozin Boyama Degerlendirmesi

Hematoksilen-Eozin boyama yontemiyle; testisin bag dokusu, kapsiil (Tunika
albuginea), seminifer tiibiil ¢cap1, seminifer tiibiil epiteli, interstisyel alandaki Leydig hiicreleri

ve genel testis morfolojisi incelendi. Seminifer tiibiillerin degerlendirmesini Johnsen

skorlamasi ile yapildi.
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Kontrol Grubu; testis kesitleri incelendiginde, en dista kapsiil (Tunika albuginea) ile
sariliydl ve seminifer tiibiil ¢aplar1 birbirine yakindi. Seminifer tiibiillerde bazal membran
iizerinde yerlesmis olan spermatogenetik seri hiicreleri; spermatogonyumlar, spermatositler
(primer, sekonder) ve spermatidler arasinda yer alan sertoli hiicreleri gozlendi. Seminifer
tiibiillerin liimeninde gelismekte olan ve gelismis haldeki spermatidler mevcuttu. Interstisyel
alanda ise Leydig hiicreleri, bag doku hiicreleri, kan ve lenf damarlar1 bulunuyordu. Ayrica

tiibiillerin ¢cevresinde yassi, uzun ¢ekirdekli hiicreler olan myoid hiicreleride gozlendi (Sekil18).

Sekil 18: Kontrol grubuna ait testisin histolojik (H-E) goriintiileri. Testis kesitlerinin A; 10X,
B-C; 20x, D; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Goriintiilerde, normal yapidaki seminifer
tibiiller ve olgun spermiyumlart kirmizi yildiz (* ) ile gosterilmektedir. Diizenli
spermatogenetik seri hiicreleri mavi ok (@) ile gosterilmektedir. Turuncu ok () ile Leydig
hiicreleri gosterilmektedir.
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Diyabet grubunda testis dokulari en dista kapsiil ile sariliydi ancak kapsiil ve
cevresinde kalin duvarli biiylik damarlar gézlendi. Seminifer tiibiillerin ¢aplarinda daralma ve
sekillerinde bozukluk oldugu saptandi. Ayrica spermatogenetik hiicre serilerinde ve
spermiyumlarda kayip, bazal membran ile spermatogenetik hiicre arasinda kopma,
spermatogenetik seri hiicreleri arasinda ¢ok cekirdekli hiicre varligi ve seminifer tiibiillerde
vakuol go6zlendi. Bir¢cok seminifer tiibiil liimeninde dokiilmiis hiicre kalintilar1 saptandi.

Interstisyel alanda hiicre kaybi, kan damarlarinin duvarlarinda kalinlagma belirlendi (Sekil 19).

Sekil 19: Diyabet grubuna ait testisin histolojik (H-E) goriintiileri. Testis kesitlerinin A; 10x,
B; 20x, C-D; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Goriintiilerde, mavi ok (=) ile seminifer
tiibiillerin liimenine dokiilmiis hiicreleri gosterilmektedir. Yesil ok ( =# ) atretik tiibiilleri
gostermektedir. Sar1 ok (':>) spermatogenetik seri hiicreleri arasindaki vakuollesmeyi
gostermektedir. Kahverengi ok (=) spermatogenetik hiicreleri ile bazal membran arasindaki
kopmay1 gostermektedir. Gri ok &) spermatogenetik hiicre seri kaybini gosterilmektedir.
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Etil Piriivat grubu kesitleri incelendiginde, testis dokular1 disardan kapsiil ile sariliydi
ve seminifer tiibiil ¢caplar1 kontrol grubuna benzer bir yapidaydi. Seminifer tiibiillerde normal
spermatogenetik hiicre serileri gozlendi ve insterstisyel aralik kontrol grubuna benzer

szelliklerdeydi (Sekil 20).

Sekil 20: Etil piriivat grubuna ait testisin histolojik (H-E) goriintiileri. Testis kesitlerinin A;
10x, B-C; 20x, D; 40x’lik gorintiileri gosterilmektedir. Goriintiilerde, normal yapidaki
seminifer tiibiiller ve olgun spermiyumlari kirmiz1 yildiz (%) ile gosterilmektedir. Diizenli
spermatogenetik seri hiicreleri mavi ok @) ile gosterilmektedir. Sar1 ok £) ile Leydig hiicreleri
gosterilmektedir. Turuncu ok (-~ ile spermatogenetik seri hiicreleri arasidaki vakuollesmeyi
gostermektedir.
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Diyabet + Etil Piriivat grubu kesitlerinde diger gruplar gibi testis dokusu kapsiil ile
cevrili oldugu gozlendi. Seminifer tiibiillerinde ¢aplarin ve seminifer tiibiillerin sekillerinin
normale benzer oldugu goézlendi. Diyabet grubuna gore, spermatogenetik seri hiicrelerinin tam
olarak bulundugunu seminifer tiibiil sayisinda artis gdzlendi. Interstisyel aralikta ise Leydig
hiicreleri, bag doku hiicreleri, kan ve lenf damarlar1 bulundugunu ve bunlarin bir biitlinliik
gosterdigi saptandi. Seminifer tiibiillerde vakuolizasyon gbézlenmedi ve kalin duvarli damar

sayisinda azalma oldugu tespit edildi (Sekil 21).

Sekil 21: Diyabet+ Etil piriivat grubuna ait testisin histolojik (H-E) goriintiileri. Testis
kesitlerinin A; 10x, B-C; 20x, D; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Goriintiilerde, normal
yapidaki seminifer tiibiiller ve olgun spermiyumlar1 kirmizi yildiz (*) ile gosterilmektedir.
Diizenli spermatogenetik seri hiicreleri mavi ok (™) ile gosterilmektedir. Sar1 ok (':>) ile
spermatogenetik seri hiicreleri arasidaki vakuollesmeyi gostermektedir. Yesil ok ( =#) atretik
tibiilleri gostermektedir. Kahverengi ok (=%) seminifer tiibiil liimenindeki dokiilmiis hiicreleri
gostermektedir.
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4.3.1.1.1.Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Johnsen skorlama yontemi ile elde edilen gruplar arasindaki degerlerin ortalamalari
sirastyla; kontrol grubu 8,571+ 202, diyabet grubu 6,5+ 223, etil piriivat grubu 7,8+ 200 ve
diyabet + etil piriivat grubu 7,714+ 184 olarak saptandi.

Tiim gruplar karsilagtirildiginda, kontrol grubuna gore diyabet, etil piriivat, diyabet+ etil
pirlivat gruplarinda Johnsen testikiiler biyopsi skorlarinda anlamli derecede azalmanin oldugu
gozlemlendi (sirasiyla p=0,0001, p=0,0253, p=0,0086). Diyabet grubunda ise etil piriivat ve
diyabet+ etil piriivat gruplarina gore anlamli bir azalma oldugu belirlendi (sirastyla p=0,0022,
p=0,0014). Ayrica diyabet+ etil pirlivat grubu ile etil piriivat gruplar1 kiyaslandiginda bu iki
grup arasinda anlamli bir farkin olmadigi belirlendi (p >0.05). (Sekil 22). Degerlendirmeler
Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri ile yapildi.
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Sekil 22: Johnsen Testikiiler Skorlamasi. Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar
yildiz (*) simgesiyle gosterilmektedir (p<<0.05). Diyabet grubuna gore anlamli olarak farkli
olanlar kare (#) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05).

54



4.3.1.1.2.Seminifer Tiibiil Cap Olgiimii
Tiim gruplarin seminifer tiibiil cap degerleri Tablo 7°de gosterilmektedir. Deneklerden
elde edilen dokularda seminifer tiibiil ¢aplarinin 6l¢limii Image J programi ile yapildi. Her
preperatta 20 adet tiiblil ¢ap1 Ol¢iildii ve her grup i¢in ortalama degerler alindi. Gruplar
arasindaki ortalamalar; kontrol grubu 510,934+ 19,64 um, diyabet grubu 460,273+ 14,6 um,
etil pirtivat grubu 512,594+ 23,68 um ve diyabet + etil piriivat grubunda ise 491,014+ 10,3 um
olarak bulundu. Diyabet grubunda diger gruplara goére azalma gozlendiyse de istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi. Tiim gruplar karsilastirildiginda ise, gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilmedi (p >0.05). (Sekil 23).
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Sekil 23: Seminifer tiibiil cap1 degerleri.

4.3.1.2.PAS Boyama Degerlendirmesi

Tim gruplarin seminifer tiibil bazal membran kalinlik degerleri Tablo 7’de
gosterilmektedir. Deneklerden alinan testis dokularindan seminifer tiibiillerin bazal membran
kalinlig1 6lgiildii. Bu degerlendirme igin testis dokularina periyodik asit schiff (PAS) boyama
protokolii uygulandi. Boyama sonunda elde edilen orneklerde seminifer tiibiillerin bazal
membran kalinligimi 100x ‘lik objektifte Image J programu ile dl¢iimii gerceklestirildi. Bu
verilere gore; kontrol grubunda 2,804+ 197 um, diyabet grubunda 4,525+ 275 pm, etil piriivat
grubu 2,945+ 091 um ve diyabet + etil pirlivat grubunda ise 3,047+ 084 um degerleri elde
edildi.
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Tiim gruplardan elde edilen veriler degerlendirildiginde; kontrol grubuna gore diyabet
grubunda anlamli bir artis oldugunu tespit edildi (p=0,0003). Kontrol grubuna gore diyabet+
etil piriivat ve etil pirlivat gruplarinda ise istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
gozlemlendi. Diyabet grubuna gore diyabet+ etil piriivat ve etil piriivat grubunda anlamli bir

azalmanin oldugunu belirlendi (sirasiyla p=0,0002, p=0,0007). (Sekil 24).

Bazal Membran Olgiimiii

£ 61 *
=2
o T
E
© 41 #
4
c -
©
1S
o
€ 5
(4]
g
©
N
©
m 0= T T
K DM EP DM+EP
Gruplar

Sekil 24: Bazal membran kalinligi. Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar yildiz
(*) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05). Diyabet grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar
kare (#) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05).
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Kontrol Grubu; Kesitleri incelendiginde, bazal membran kalinliginin ve seminifer

tiibiil caplarinin normal oldugu gézlendi (Sekil 25).

Sekil 25: Kontrol grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri. Sari ok(':>) ile seminifer
tiiblil bazal membrani gosterilmektedir (40x).

Diyabet Grubu; kesitleri incelendiginde, bazal membran kalinliginda artis oldugu ve

seminifer tiibiil capinda ise azalmanin oldugu goézlendi (Sekil 26).

Sekil 26: Diyabet grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri. Sar1 ok (':>) ile seminifer
tiibiil bazal membrani gosterilmektedir (40X)
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Etil Piriivat Grubu; kesitleri incelendiginde, bazal membran ve seminifer tiibiil ¢caplari

kontrol grubundakine benzer bir yapiya sahip oldugunu tespit ettik (Sekil 27).

-0 z A e S oot

Sekil 27: Etil piriivat grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri. Sar1 ok (':>) ile seminifer
tiiblil bazal membrani gosterilmektedir (40x).

Diyabet+ Etil Piriivat Grubu; kesitleri incelendiginde, bazal membran ve seminifer

tiibiil ¢aplarinin kontrol grubuna yakin oldugu gézlendi (Sekil 28).

Sekil 28: Diyabet+ Etil piriivat grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri. Sar1 ok (':>)
ile seminifer tiibiil bazal membran1 gosterilmektedir (40x)
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4.3.1.3.Masson-Trikrom Boyama Degerlendirmesi

Tiim gruplarin tunika albuginea kalinlik degerleri Tablo 7°de gosterilmektedir. Kapsiil
kalinliginin incelenmesi i¢in Masson-Trikrom boyamasi yapildi. Degerlendirme islemi image
J programi kullanildi. Bu verilere gore; kontrol grubunda 23,199+ 2,56 um, diyabet grubunda
34,306+ 3,14 um, etil piriivat grubunda 28,62+ 1,055 um ve diyabet + etil piriivat grubunda ise
29,4+ 1,78 um olarak bulundu.

Tiim gruplardan elde edilen veriler degerlendirildiginde, kontrol grubuna goére diyabet
grubunda tunika albuginea kalinliginin anlamli olarak arttig1 tespit edildi (p=0,0187). Ayrica
diyabet grubunda kontrol grubuna gore interstisyel alanda bag doku artisinin oldugu goézlendi.
Kontrol grubu ile etil pirlivat ve diyabet+ etil pirlivat gruplart karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli bir fark gozlenmedi (p >0.05). Ayrica diyabet grubu ile etil piriivat ve
diyabet+ etil piriivat gruplan karsilagtirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi

(p >0.05). (Sekil 29).
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Sekil 29: Tunika albuginea 6l¢iim degerleri. Kontrol grubuna gore Tunika albuginea kalinligt
anlaml olarak farkli olanlar yildiz (*) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05).
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Kontrol Grubu; kesitleri incelendiginde, tunika albuginea ve interstisyel alan yapisinin

normal oldugu gozlemlendi (Sekil 30).

Sekil 30: Kontrol grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri. Testis
kesitlerinin A; 20x, B; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Kahverengi ok (™) ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Sar1 ok (':>) ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.
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Diyabet Grubu; kesitleri incelendiginde, tunika albuginea ve interstisyel alanda bag
doku artis1 gozlendi (Sekil 31).

Sekil 31: Diyabet grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri. Testis
kesitlerinin A-B; 20x, C-D; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Kahverengi ok (=) ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Sar1 ok (|:>) ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.
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Etil Piriivat Grubu; kesitleri incelendiginde, tunika albuginea da kalinligin arttig
ancak interstisyel alanda bag doku artiginin olmadig1 gozlendi (Sekil 32).

100 um

Sekil 32: Etil piriivat grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri. Testis
kesitlerinin A; 20x, B; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Kahverengi ok (* ) ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Sar1 ok (':>) ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.

Diyabet+ Etil Piriivat Grubu; kesitleri incelendiginde, tunika albuginea ve interstisyel
alanda diyabet grubuna gore bag dokusunda azalmanin oldugu ve bu degerlerin kontrol grubuna

yakin oldugu gézlendi (Sekil 33).
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-

Sekil 33: Diyabet+ Etil pirlivat grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri.
Testis kesitlerinin A; 20x, B; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Kahverengi ok (= ) ile

tunika albuginea gosterilmektedir. Sar1 ok (':>) ile interstisyel alandaki bag doku
gosterilmektedir.
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Tablo 7: Seminifer tiibiil ¢api, tunika albiginea ve bazal membran kalinlig1 degerleri

Grup Seminifer Tiibiil Cap1 Tunika Albuginea Bazal Membran
Kalinlig Kalinlig
Kontrol 510,934+ 19,64 um 23,199+ 2,56 um 2,804+ 197 um
DM 460,273+ 14,6 pm 34,306+ 3,14 um 4,525+ 275 um
EP 512,594+ 23,68 um 28,62+ 1,055 um 2,945+ 091 um
DM+EP 491,014+ 10,3 um 29,4+ 1,78 um 3,047+ 084 pm
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4.3.2 Immiinohistokimyasal Bulgular

4.3.2.1. TUNEL Boyama Degerlendirmesi

Deneklerden elde edilen testis kesitlerinde DNA hasarina sahip hiicrelerin analizini
yapmak i¢cin TUNEL boyama protokolii uygulandi. Image J programini kullanarak seminifer
tiibiiller degerlendirildi. Her preperatta 20x biiyiitmede, 10 ayr tiibiil incelendi. Elde ettigimiz
verilere gore TUNEL pozitif (+) hiicre sayis1 ortalamalari; kontrol grubunda 2,857+ 340,
diyabet grubunda 28,166+ 749, etil pirtivat grubu 9,600+ 1,07 ve diyabet + etil pirlivat grubunda
ise 17,285+ 944 degerleri elde edildi.

Tiim gruplar istatistiksel olarak karsilagtirildiginda; diyabet grubunda TUNEL (+) hiicre
sayisinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 gézlendi (p<<0,0001), Diyabet+ etil piriivat
grubunda TUNEL (+) hiicre sayisinin diyabet grubuna gore anlamli olarak azaldigi saptandi
(p=<0,0001). Etil piriivat grubunda TUNEL (+) hiicre sayisinin diyabet grubuna gore anlamli
olarak azaldig1 gozlendi (p<0,0001). Etil piriivat grubunda TUNEL (+) hiicre sayisinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttigini belirlendi (p<0,0001). Diyabet+ etil piriivat ile kontrol
grubu karsilagtirildiginda TUNEL (+) hiicre sayisinin anlamli olarak arttigini goézlendi
(p<0,0001). Etil piriivat grubu ile diyabet+ etil pirtivat grubu karsilastirildiginda ise TUNEL
(+) hiicre sayisinin anlamli bir fark gézlenmedi (p >0.05). (Sekil 34).
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Sekil 34: TUNEL pozitif (+) hiicre sayisi. Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar
yildiz (*) simgesiyle gdsterilmektedir (p<0.05). Diyabet grubuna gore anlamli olarak farkli
olanlar kare (#) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05)
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Kontrol grubu; kesitleri incelendiginde, baz1 seminifer tiibiillerde apopitotik hiicrelerin

oldugu tespit edildi. Histolojik verilerde oldugu gibi seminifer tiibiillerin yapisinin diizgiin

oldugu gosterilmektedir (Sekil 35).

Sekil 35: Kontrol grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) goriintiileri. Testis kesitlerinin A;

20x, B; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 ok ('::)) ile apopitotik hiicreler
gosterilmektedir.

Diyabet grubu; kesitleri incelendiginde, ¢ok sayida dejenere olmus seminifer tiibiil

varlig1 ve ¢ok miktarda apopitotik hiicre gozlendi (Sekil 36).

Sekil 36: Diyabet grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) goriintiileri. Testis kesitlerinin A;

20x, B; 40x’lik gorintileri gosterilmektedir. Sar1 ok (E:>) ile apopitotik hiicreler
gosterilmektedir. Kahverengi ok (=) ile spermatogenetik hiicrelerin arasindaki vakuollesme

gosterilmektedir. Kirmizi yildiz (*) ile seminifer tiiblil liimeninde bulunan azalmig
spermiyumlar gosterilmektedir.
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Etil piriivat grubu; kesitleri incelendiginde, seminifer tiibiil yapisinin diizgiin oldugu

ve kontrol grubuna gore apopitotik hiicre sayisinda artis oldugu gézlendi (Sekil 37).

Sekil 37: Etil piriivat grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) goriintiileri. Testis kesitlerinin A;

20x, B; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 ok (':> ) ile apopitotik hiicreler
gosterilmektedir.

Diyabet+ Etil Piriivat Grubu; kesitleri incelendiginde, apopitotik hiicre varlig

gozlendi. Ancak bu hiicrelerin orani, diyabet grubuna gore azaldigi belirlendi (Sekil 38).

Sekil 38: Diyabet+ Etil pirtivat grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) gortntiileri. Testis

kesitlerinin A; 20x, B; 40x’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 Ok('::> ) ile apopitotik hiicreler
gosterilmektedir.
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4.3.2.2. Aktif Kaspaz 3 Boyama Degerlendirmesi

Testis dokularinda apopitotik hiicre varligin1 gostermek icin TUNEL boyamasina ek
olarak Aktif Kaspaz-3 boyamas:t yapildi. Degerlendirmeler Image J programi ile
gerceklestirildi. Elde edilen dokularda, her denek icin 10 ayr tiibiilde apopitotik hiicre varligini
gozlemledik. Elde edilen sonuglara gore Aktif Kaspaz-3 hiicre sayilar1 ortalamasi; kontrol
grubunda 6,428+947, diyabet grubunda 36,833+ 2, etil piriivat grubu 13,800+ 1 ve diyabet +
etil pirlivat grubunda ise 25,285+ 837 olarak tespit edildi.

Istatiksel olarak gruplar degerlendirildiginde; Diyabet, etil piriivat ve diyabet+ etil
piriivat gruplarinda Aktif Kaspaz-3 (+) hiicre sayisinin kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttig1 gozlendi (sirasiyla p=0,0001, p=0,0019, p<0,0001). Diyabet+ etil piriivat grubu ile etil
piriivat gruplarinin Aktif Kaspaz-3 (+) hiicre sayisinin diyabet grubuna gore anlamli olarak
azaldigim saptadik (p=0,0007, p<0,0001). Etil piriivat grubu ile diyabet+ etil piriivat grubu
karsilastirildiginda Aktif Kaspaz-3 (+) hiicre sayisinin anlamli fark goézlendi (p<0,0001).
(Sekil39).
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Sekil 39: Aktif kaspaz-3 degerlendirmesi. Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar
yildiz (*) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05). Diyabet grubuna gore anlamli olarak farkl
olanlar kare (#) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05). Etil piriivat grubuna gére anlamli olarak
farkli olanlar art1 (+) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05).
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Kontrol grubu; kesitleri incelendiginde, baz1 seminifer tiibiillerde apopitotik hiicrelerin
oldugu tespit edildi. Histolojik verilerde oldugu gibi seminifer tiibiillerin yapisinin diizgiin
oldugu gosterilmektedir (Sekil 40).

Sekil 40: Kontrol grubuna ait testisin histolojik (Kaspaz-3) goriintiileri. Testis kesitlerinde sar1
ok ('::)) ile apopitotik hiicreler gosterilmektedir (20x).

Diyabet grubu; kesitleri incelendiginde, ¢ok sayida dejenere olmus seminifer tiibiil
varlig1 ve ¢ok miktarda apopitotik hiicre gozlendi (Sekil 41).

Sekil 41: Diyabet grubuna ait testisin histolojik (Kaspaz-3) goriintiileri. Testis kesitlerinde sar1
ok (':>) ile apopitotik hiicreler gosterilmektedir (20x).
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Etil piriivat grubu; kesitleri incelendiginde, seminifer tiibiil yapisinin diizgiin oldugu

ve kontrol grubuna gore apopitotik hiicre sayisinda artis oldugu gézlendi (Sekil 42).

Sekil 42: Etil piriivat grubuna ait testisin histolojik (Kaspaz-3) goriintiileri. Testis kesitlerinde
sar1 ok (':>) ile apopitotik hiicreler gosterilmektedir (20x).

Diyabet+ Etil Piriivat Grubu; kesitleri incelendiginde, apopitotik hiicre varlig

go6zlendi. Ancak bu hiicrelerin orani, diyabet grubuna gore azaldigi belirlendi (Sekil 43).

Sekil 43: Diyabet+ Etil piriivat grubuna ait testisin histolojik (Kaspaz-3) goriintiileri. Testis
kesitlerinde sar1 ok ( = ) ile apopitotik hiicreler gosterilmektedir (20x).
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4.4.BiYOKIMYASAL BULGULAR

4.4.1. MDA Diizey Degerlendirmesi

Tim gruplarin MDA degerleri Tablo 8’de, ortalama MDA sonuglar1 Sekil 44’te
gosterilmektedir. DM grubunun MDA degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
(p=0.025), EP grubunda MDA degerleri DM grubuna gore anlamli olarak diisiikk bulundu
(p<0.001). Kontrol grubuna gére EP ve DM+EP gruplarinin MDA degerlerinde anlaml1 bir fark

gozlenmedi.
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Sekil 44: MDA diizey degerlendirmesi. Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar
yildiz (*) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05). DM grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar
kare (#) simgesiyle gosterilmektedir (p<<0.05).
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4.4.2.GSH Diizey Degerlendirmesi

Tim gruplarin GSH degerleri Tablo 8’de, ortalama GSH sonuglart Sekil 45’de
gosterilmektedir. DM grubunda GSH degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
(p<0.001), DM+EP grubunda GSH degerleri DM grubuna gore anlamli olarak yiiksek
(p<0.001), EP grubu GSH degerleri DM grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0.001). Kontrol grubuna gore EP ve DM+EP gruplarinin GSH degerlerinde anlamli bir fark

gozlenmedi.
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Sekil 45: GSH diizey degerlendirmesi. Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar yildiz
(*) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05). DM grubuna gore anlamli olarak farkli olanlar kare
(#) simgesiyle gosterilmektedir (p<0.05).
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4.4.3.GPx Diizey Degerlendirmesi

Tim gruplarin GPx degerleri Tablo 8’de, ortalama GPx sonuglarn Sekil 46°da
gosterilmektedir. DM grubunda GPx degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
(p<0.001), DM+EP grubunda GPx degerleri DM grubuna gore anlamli olarak yiiksek
(p=0.037), EP grubu GPx degerleri DM grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0.015). Kontrol grubuna gore EP ve DM+EP gruplarinin GPx degerlerinde anlamli bir fark

gozlenmedi.
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Sekil 46: GPx diizey degerlendirmesi. Kontrol grubuna gére anlamli olarak farkli olanlar yildiz
(*) simgesiyle (p<0.05). DM grubuna goére anlamli olarak farkli olanlar kare (#) simgesiyle
gosterilmektedir (p<0.05).

Tablo 8: MDA, GSH, GPX degerleri

Grup n MDA (uM) GSH (uM) GPx mU/mg pr
KONT 7 0.69 £0.07 349.23 £ 14.60 70.14 £ 8.40
DM 6 1.56 = 0.10%* 240.51 + 8.56* 20.47 +£4.19*
EP 5 0.98 + 0.08" 339.33 £25.77% 47.72 £ 8.167
DM+EP 6 1.26 £ 0.06% 489.46 + 18.01% 42.18 +5.34%
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5. TARTISMA

Deneysel olarak olusturulan diyabet modelinde, etil piriivat’in sigan testisine etkisi ile
ilgili yapmis oldugumuz c¢aligmada 28 adet (10-12 haftalik) wistar albino erkek siganlari
kullanildi. Denekler esit sayida olacak sekilde (n=7) 4 farkli gruba ayrildi. Bu gruplar; kontrol
grubu, diyabet grubu, etil piriivat grubu, diyabet + etil piriivat grubudur. Kontrol grubu;
deneklere higbir uygulamanin yapilmadigi gruptur. Diyabet grubu; deneklere ilk giin tek doz
1.p yolla 45mg/kg STZ verilen gruptur. Etil pirlivat grubu; deneklere 14 giin boyunca giinde iki
defa i.p yolla 50mg/kg etil piriivat verilen gruptur. Diyabet + etil piriivat grubu ise deneklere
ilk giin 1.p yolla tek doz 45mg/kg STZ verildikten sonra 3. giinde kan glikoz degerlerine
bakilarak 250mg/dI’nin {izerindeki kan/glikoz degerine sahip deneklere, 14 giin boyunca giinde
2 defa i.p yolla 50mg/kg etil piriivat verilen gruptur. Tiim denekler 18. giinde sakrifiye edilerek
elde edilen testis dokularindan, sag testisi histolojik, sol testis biyokimyasal incelemelerde

kullanildi.

Bu gruplarin sonuglarinin yorumlanmasinda; histokimyasal ve morfometrik incelemeler
icin sag testiste hematoksilen-eozin, Masson Trikrom, PAS boyama yontemi,
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in aktif kaspaz-3 ve TUNEL boyamalar1 kullanildi.

Biyokimyasal incelemeler icin GSH, GPx ve MDA diizeyleri olgiildii.

Viicut ve testis, agirligi yoniinden yapilmis olan ¢aligmalar degerlendirildiginde; Bal ve
ark. (2011) yaptiklar1 calismada testis, epididim, sag kauda epididimi, seminal vesikiiler ve
prostatin mutlak ve goreceli organ agirliklarini 6l¢miislerdir. Goreceli (bagil) organ agirligini
ve mutlak organ agirliklarini viicut agirligina bolerek tahminlerde bulunmuslardir. Bu sayede
caligmalarinda kontrol grubuna gore STZ grubundaki viicut ve testis agirliklarinin diistik
oldugunu gostermislerdir. Ayrica epididim ve sag kauda epididimi seminal vezikiil ve prostatin
mutlak agirliklart ile sag kauda epididimis, seminal vezikiiller ve prostatin goreceli
agirliklarinin kontrol grubundakilere gore anlamli derecede diisiik oldugunu elde ettikleri
verilerle agiklamiglardir (65). Roy ve ark. (2013) farkli sican gruplarinin viicut agirlik
degisikliklerinin karsilastirilmasi ile STZ ile muamele edilen siganlarin viicut agirliginda
anlaml derecede azalma gosterdigini gozlemlemislerdir. STZ uygulandiktan 21 giin sonra
antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikteki naringenin ile tedavi edilen gruplarin, farkli sigan
gruplaria yonelik yapilan kiyasla STZ ile muamele edilen siganlarin viicut agirliklarinda

azalma gozlemlendi. Ayrica sadece naringenin uygulanan gruplarda kontrol grubuna benzer
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viicut agirligimi belirlemislerdir (66). Amaral ve ark. 2008) denecklerdeki viicut ve iireme
organlariin agirliklaria baktiklarinda, diyabet olan hayvanlarin kontrol grubundaki siganlara
kiyasla viicut ve lireme organlarinin agirliginda 6nemli bir kayip oldugunu gézlemlemislerdir
(67). Roslan ve ark. (2016) yaptiklar1 deneyde, diyabetik si¢anlarda 28. giindeki viicut
agirhginin ilk giin ki viicut agirligina kiyasla belirgin bir sekilde azaldigini tespit etmislerdir
(68). Akkoc ve ark. (2012) diyabetik grupta 214 + 3.7 g olan ortalama viicut agirligi diyabetik
olmayan gruptaki sicanlarda; 303 =+ 7.1 g olarak O6lgmiislerdir. Viicut agirliklar
karsilastirildiginda diyabetik olan gruptaki deneklerin agirliklari, diyabet olmayan gruptaki
deneklere oranla anlamli derece diisiik oldugunu tespit etmislerdir (18). Guneli ve ark. (2008)
Diyabetik olmayan ve diyabetik gruplarda viicut agirlik degerleri sirastyla 300-15.9 ve 218-
15.6 g olarak bulmuslardir. Sakrifikasyon giinii; diyabetik hayvanlar ile diyabetik olmayan
hayvanlarin viicut agirliklar1 karsilastirdiklarinda, diyabetik olan hayvanlarda daha diisiik bir
viicut agirhig belirlemislerdir (4). Kanter ve ark. (2012) yaptiklar1 deneyde, gruplar arasinda
ortalama testis agirliklart ve viicut agirligi yonilinden istatistiksel olarak anlamli fark
gozlemlemislerdir (15). Yaptigimiz calisgmada deneklerin ilk ve son viicut agirliklarini 6l¢iildi.
Kontrol, diyabet ve etil pirlivat gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Ancak diyabet+
etil pirtivat grubunun, kontrol grubuna gore viicut agirlik ortalamalarinda anlamli bir azalma

oldugu gozlendi.

Kan glikoz seviyeleri agisindan caligmalar degerlendirildiginde; STZ, insiilin
saliniminda ve hiperglisemide bir azalma gerceklestirerek, beta hiicre kiitlesinin hizla
tiikenmesine neden olarak diyabete yol agar (69). Roy ve ark. (2013) Amaral ve ark. (2008)
Akkoc ve ark. (2012). Guneli ve ark. (2008), Dénmez ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismalarda,
diyabetik grubun kontrol grubuna kiyasla kan glikoz diizeyinde belirgin olarak daha yiiksek
oldugunu belirlemislerdir (4,12,18,66,67). Biz de deneyin baslangicinda, deneyin 3. ve
sakrifikasyondan isleminden 6nce si¢anlarin kuyruk veninden alinan kandan, kan glikoz
degerlerini dl¢tiik. STZ ile indiiklenen sicanlarda kan glikoz degerlerinin 250 mg/dl iizerinde
oldugunu, kontrol grubuna kiyasla kan glikoz diizeyinde belirgin olarak daha yiiksek oldugunu
tespit ettik.

Histolojik degisiklikler agisindan yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde; Amaral ve
ark. (2009), STZ uygulanan sicanlarda, kontrollere kiyasla daha kiiciik tiiblil ¢apina sahip
olduklarmi gozlemlemislerdir. Ayrica, STZ uygulanan si¢canlarda, vakuolizasyon,

spermatogenetik seri hiicrelerinde eksiklik, ¢ok c¢ekirdekli hiicrelerin ve dejenere hiicrelerin
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varlig1 gibi degisiklikleri i¢eren tiibiillerin sayisini, daha yiiksek olarak belirtmislerdir. Ayrica,
STZ uygulanan grupta dejenere epitel varligin1 gézlemlemislerdir (67). Ding ve ark. (2016)
deneklerin histolojik degerlendirmesinde, diyabetik sicanlarin seminifer tiibiiliinde bozulma,
seminifer tiibiil liimenindeki spermatidlerin yok olmasi ve Leydig hiicrelerinin azalma veya
kayb1 oldugunu goézlemlemislerdir (70). Guneli ve ark. (2008) kontrol grubunda seminifer tiibiil
hiicre serisinin mevcut oldugunu, diyabetik sicanlarda seminifer tiibiil yapisinin bozuk ve
spermatogenetik hiicre serisinde de 6nemli bir diisiis oldugunu tespit etmislerdir (4). Bal ve ark.
(2011) kontrol grubuna kiyasla STZ grubundaki dencklerin testisinde dejenerasyon,
deskuamasyon, diizensizlik, germinal hiicrelerde azalma, intersitisyel 6dem degisikliklerini
gozlemlemislerdir. Seminifer tiibiil ¢api, germinal hiicre tabakasi kalinligi ve Johnsen
skorlamas1 yoniinden karsilastirildiginda STZ grubunun kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldigini belirlemislerdir. Ayrica diyabetik sicanlara antioksidan olarak bilinen hidratli C60
fullerene (C60HyFn) verilmesiyle, testikiiler histolojik goriiniiste belirgin diizelmeye neden
oldugunu gostermiglerdir. Germinal diizensizlik, intersitisyel 6dem hari¢, diyabet ile
indiiklenen histopatolojik degisikliklerde azalma g6zlemlenmistir (65). Roy ve ark. (2013)
diyabet olan siganlarda, seminifer tiibiil yapisinda gergeklesen bozulma, spermatogonia, sertoli
hiicreleri, primer spermatositler, spermatidler gibi spermatogenetik hiicre serilerinin sayisinda
belirgin bir azalma oldugunu, ayrica diyabet grubunda bir¢ok seminifer tiibiil liimeninde atipik
hiicrelerin ve interstisyel bolgede siddetli 6dem varligini belirlemislerdir. Diyabet grubu ile
karsilagtirildiginda naringenin ile tedavi edilen grupta seminifer tiibiil yapisinin diizeldigi,
spermatogenetik hiicrelerde ve Leydig hiicrelerinde diyabete oranla diizelmenin oldugunu tespit

ettiklerini belirtmektedirler (66).

Bizim caligmamizda; kontrol grubunda seminifer tiibiil ¢aplarinin ve seminifer tiibiil
yapist normal, spermatogenetik seri hiicreleri diizenliydi. Diyabet grubunda ise yer yer
seminifer tiiblil ¢aplarinda azalma, seminifer tiibiillerin yapisinda bozulma ve seminifer
epitellerinde kayip oldugunu goérdiik. Bazi seminifer tiibiillerin i¢inde vakualizasyon, ¢ok
cekirdekli hiicre, seminifer tiibiill liimeninde hiicre kalintilar1 ve bazal membran ile
spermatogenetik hiicre arasinda ayrigsmanin gergeklestigini, bazi tiibiillerde ise spermiyum
kayiplarini tespit ettik. Interstisyel alanda ise bag dokuda artis1 saptadik. Diyabet+etil piriivat
grubu, diyabet grubu ile karsilastirildiginda diyabetin olusturdugu hasarin azaldigini ve kontrol

grubuna yakin bir goriiniim sergiledigini gézlemledik.
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Periyodik Asit-Schiff boyama yontemiyle seminifer tiibiil bazal membran (STBM)
kalinliklart degerlendirildiginde; Guneli ve ark. (2008) kontrol STBM’nin normal oldugu,
kontrol ile diyabet grubu karsilastirildiginda STBM kalinliginda belirgin bir artisin oldugunu
gostermislerdir (4). Fatani ve ark. (2015) diyabet grubunda bazal membranin belirgin
kalinlasma saptamiglardir (11). Biz de, kontrol grubu ile diyabet grubunu karsilastirdigimizda
diyabet grubunda bazal membranda kalinlasma meydana geldigini gdsterdik. Diyabet+ etil
pirlivat grubunda diyabet grubuna goére kalinlasmanin azaldigini ve kontrol grubuna yakin bir
deger gosterdigini tespit ettik (p=0,0002). Etil piriivatin diyabette olusan bazal membran

kalinlagsmasini azalttigin1 bulduk.

Seminifer tiibiil ¢ap1 ve Johnsen kriterleri yoniinden yapilan ¢alismalarda; Guneli ve
ark. (2008) seminifer tiibiil cap1 ve Johnson'un kriter degerlerinin, diyabetik siganlarin kontrol
grubuna oranla anlamli olarak azaldig1 belirtmislerdir. Ayrica, diyabetik siganlara kiyasla,
melatonin ile tedavi edilen diyabetik sicanlarda anlamli sekilde arttigini gézlemlemislerdir.
Melatonin grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamamislardir
(4). Fatani ve ark. (2015) kontrol grubunda germinal hiicrelerin spermatidlere ve sperm
olgunlagmasina kadar tam oldugu, diyabet grubunda spermatogenetik hiicreler, tiibiillerin
cogunda dejenerasyon gosterirken diger gruplarda ise dejenerasyon daha az olarak goriilmiistiir.
Ayrica, diyabet grubunda olgunlasmanin primer spermatogonia'ya kadar oldugu
gdzlemlemislerdir. Interstisyel alanin ddemli ve ¢ok sayidaki kan damarlarmin duvarinda
kalinlasma, genisleme ve tikanma oldugunu saptamiglardir. Antioksidan ve anti-inflamatuar
ozellikleri olan luteini diyabetli hayvanlarda farkli dozlarda uygulamislardir. Lutein uygulanan
diyabet gruplarinda seminifer tiibiillerdeki dejenerasyonda azalma, spermatogenetik hiicrelerin
sayisinda artisin oldugu ve interstisyel alanda 6dem ile kan damarlarinin duvarlarindaki
kalinlagmanin azaldigin1 gézlemlemislerdir (11). Donmez ve ark. (2014) yaptiklart ¢alismada
diyabet grubundaki ortalama seminifer tiip ¢capinin degerinin kontrollerden anlamli derecede
diisiik oldugunu saptamislardir. Ayrica vakuolizasyon ve spermatogenetik seri hiicrelerindeki
dejenerasyon, seminifer tiibiillerin degisik derecelerde spermatogenez durmasi ve atrofi
oldugunu saptamiglardir (12). Golalipour ve ark. (2011) diyabetik grupta seminifer tiibiillerin
cogunda tiibliler hiicrelerin pargalanmasi, sertoli ve spermatogonia hiicrelerinin
vakuolizasyonunun gerceklestigini belirtmislerdir. Koruyucu grubuna ait histopatolojik
bulgularin kontrol grubuna benzer oldugunu ancak tunika albuginea ve fibréz dokuda kalinlik

artisinin devam ettigini belirtmislerdir (13). Kanter ve ark. (2012) kontrol grubunda normal
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testis yapisi ve normal spermatogenetik seri hiicrelerine sahip seminifer tiibiillerin varligini
gostermisglerdir. Diyabetik siganlarin testisinde ise epitelin morfolojisinde ciddi sekilde
bozulma oldugunu ve seminifer tiibiillerin ¢apinda azalma tespit etmislerdir. Antioksidan olan
quercetin (QE) ile tedavi edilen diyabetik sicanlarda spermatogenetik hiicrelerin sayisinda artis
oldugu, diyabetik grupla kiyaslandiginda ise seminifer tiibiil yapisinda iyilesme oldugunu
belirtmislerdir (15). Biz de ¢alismamizda diyabetin testis dokusunda, seminifer tiibiil ¢ap1 ve
seminifer tiiblil organizasyonunda hasar olusturdugunu ancak istatistige yansiyan bir azalma
olmadigimi gordiik. Bunun sebebi seminifer tiibiil etkilenmesinin DM’ye maruz kalma siiresi
ile ilgili olabilir. Siire arttik¢a etkilenme orani da artabilir. Diyabet+ etil piriivat grubu ile
diyabet grubunu kiyasladigimizda, diyabet+ etil piriivat grubunda seminifer tiibiiliin
organizasyonunda ve ¢apinda iyilesmelerin oldugunu tespit ettik. Ayrica interstisyel alanda da
Leydig hiicreleri, bag doku hiicreleri, kan ve lenf damarlar1 bulundugunu ve bunlarin bir
biitiinliik gosterdigini gdzlemledik. Bu bilgiler 1s181inda, STZ ile indiiklenen diyabetli si¢anlarin,
testis dokusunda olusan yapisal hasara karsi etil pirlivatin tedavi edici etkisinin oldugunu

saptadik.

Oksidatif stres, normal fizyolojik kosullar altinda olusan serbest radikaller ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan tirlinlerin varhigidir. Ancak antioksidan sistemler
tarafindan ortadan kaldirilmadiginda zararli hale gelmektedir (71). STZ kaynakli diyabetik
sicanlarda ROS artisinin gézlenmesiyle birlikte oksidatif stres olusur (66). Oksidatif stres,
diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde rol oynamaktadir (72). Belirli enzimler, antioksidan
savunmada oksidatif strese karst koruyucu bir mekanizma olarak rol oynamaktadir. Bu
enzimlere SOD, glutatyon peroksidaz ve serbest radikalleri veya reaktif oksijen ara iirlinlerini
radikal olmayan iiriinlere doniistiiren katalaz dahildir. Onceki ¢alismalar, SOD, katalaz ve
GSH'm erkek iireme organlarinda zararli ROS'u temizleyen biiyiik enzimler oldugunu
belirtmektedir (73). Roy ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada; diyabetli si¢anlarda, testis
dokusunda SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin azaldigin1 ve bu degerin
kontrol grubuna gore anlamli derecede oldugunu belirtmiglerdir (66). Akkoc ve ark. (2012)
karaciger dokusunda yaptiklar1 c¢alismada; ¢alisma gruplarinin MDA  diizeylerini
karsilastirdiklarinda, kontrol ve EP grubuna kiyasla diyabetik grubun anlamli olarak daha
yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir. EP ile tedavi edilen grupta ise MDA seviyesi, diyabetik
grup ile kiyaslandiginda anlamli olarak diisiik oldugunu tespit etmislerdir (18). Kanter ve ark.
(2012); STZ ile indiiklenen diyabet grubunun, kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDA
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diizeylerinde belirgin artiglara neden oldugunu saptamislardir. Antioksidan olan QE ile tedavi
edilen grubun, diyabetik gruba kiyasla lipid peroksidasyonunda anlamli bir disiis
olusturdugunu belirtmislerdir. GSH, GPx ve SOD antioksidan enzim aktiviteleri i¢in diyabet
grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, diyabet grubunda anlamli derecede az oldugunu
gozlemlemislerdir. QE ile tedavi edilen diyabetik grupta, diyabetik gruba gére GSH, GPx ve
SOD aktivitelerinin arttigint gézlemlemislerdir (15). Calismamizda diyabet grubu ile diger
gruplar karsilastirildiginda, diyabet grubunun MDA degerleri diger gruplara gore anlamhi
olarak arttig1 bulundu. Etil piriivat grubu ve diyabet+ etil piriivat grubunu, kontrol grubu ile
karsilastirdigimizda anlamli bir fark goriilmedi. GSH ve GPx analiz degerlerine bakildiginda
ise; diyabet grubunun kontrol grubuna gore anlamli derece diisiik oldugunu belirledik. Etil
pirviivat uygulanan sicanlarin, enzim diizeylerinde artis oldugunu goézlemledik. Diyabet
grubunda MDA degerlerinin yiiksek olmasinin diyabetin testis dokusunda oksidatif hasara yol
actigint gosterdi. EP grubunda kontrole yakin degerlerin alinmasi, EP’nin oksidatif hasar
olusturmadigi, ayrica DM’de verildiginde oksidatif hasar1 azalttigin1 gosterdi. Bunu da GSH ve

GPx diizeylerini arttirarak gergeklestirdigini diistindiik.

TUNEL ve kaspaz-3 boyamalar1 yontemiyle elde edilen veriler ile ilgili literatiir
taramasinda; Bal ve ark. (2011) yaptiklari ¢alismada TUNEL pozitif hiicreler kontrol grubuna
gore diyabetik sigcanlarda testiste belirgin olarak artmistir. TUNEL pozitif hiicreler
spermatogenetik hiicrelerde tespit edilmistir. Bununla birlikte, C60HyFn tedavi edilen
diyabetik sicanlarin testisinde STZ grubuna gére TUNEL pozitif hiicrelerinin sayisinda belirgin
bir diisiis gézlemlemislerdir (65). Roy ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada; kontrol grubunda
TUNEL pozitif hiicrelerinin oraninin genellikle ¢ok diisiik oldugunu ve diyabet grubundaki
testis kesitlerinde ise daha ¢ok pozitif boyanma ile ortaya ¢iktigini belirlemislerdir. Giiclii bir
antioksidan ve anti-inflamatuar madde olan naringenin ile tedavi edilen gruplarda ise diyabet
grubuna gore daha az TUNEL pozitif hiicrelerin varligin1 saptamiglardir (66). Bahey ve ark.
(2014) prostat dokusunda yaptiklar1 ¢aligmada; kontrol grubundan elde edilen Kesitlerin
immiinohistokimyasal boyanmasinda az miktarda aktif kaspaz-3 immiinreaktivitesi
gosterdigini belirtmislerdir. Diyabetik grupta kontrol grubuna oranla artmis sayida pozitif epitel
hiicresi oldugunu gozlemlemislerdir (74). Guneli ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismalarinda;
kontrol grubundaki TUNEL pozitif hiicrelerin sayisini ihmal edilebilir oldugunu belirtmislerdir.
Giglii bir antioksidan olan melatonin uygulanan grupta ise TUNEL pozitif hiicrelerin nadiren

gozlemlendigini saptamislardir. Melatonin ile tedavi edilen diyabetik grupta, TUNEL-pozitif
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hiicre sayisinin diyabetik gruba gore azalma gosterdigini ve kontrol grubuna kiyasla belirgin
bir degisikligin saptanmadigini belirtmislerdir. Diyabetik grupta, seminifer tiibiillerde
spermatogenetik tiim hiicre serilerinde TUNEL pozitif hiicrelerini gozlemlemislerdir (4).
Kanter ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada; kontrol grubunda sadece birkag TUNEL pozitif
hiicre saptamiglardir. Ancak, diyabetik grupta TUNEL pozitif germ hiicrelerinin, sayisinda ve
sinyal yogunlugunda onemli derecede artmis oldugunu belirtmislerdir. Antioksidan olan
Quercetin (QE) ile tedavi edilen diyabetik grupta apopitotik indeks diyabetik gruba gore anlamli
olarak azalma gosterdigini gézlemlemislerdir (15). Biz de ¢alismamizda testis dokusundaki,
apopitotik hiicre varligini tespit etmek icin TUNEL ve Kaspaz-3 protokollerini uyguladik.
Kontrol grubuna gore diyabet grubunda apopitotik hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli artig
gozlemledik. Diyabet+ etil pirlivat grubu, diyabet grubu ile karsilastirildiginda, apopitotik hiicre
sayisinda istatiksel olarak anlamli azalmanin oldugunu gézlemledik. Bu verilere dayanarak
diyabette meydana gelen hiicre hasari ile birlikte artan apopitozu etil piriivatin azalttiini,
hiicresel diizeyde diizelmede rol oynadig1 sonucuna vardik. Bu etkisi antioksidan 6zelligine
bagli olarak diyabette artan serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerinin miktarini
azaltarak gergeklestirmis, bu sayede apopitoza giden hiicre sayisinda azalma meydana gelmis

olabilir.

Etil Piriivat tizerine Tawadrous ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada hemorajik sok
modelinde, etil piriivat’in organ hasarima kars1 iyilestirici etkileri oldugunu gérmiislerdir (75).
Park ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada etil piriivatin anjiyogenez iliskili inflamasyon, sepsis,
hemorajik sok, pihtilasma ve iskemi/reperfiizyon dahil olmak f{izere cesitli hastaliklarin,
tedavisi i¢in yararli olabilecek gii¢lii bir anti anjiyogenik aktiviteye sahip oldugunu, timor
anjiogenezisi ve inflamasyonu diizenleyerek, tiimor biiylimesi ve anjiogenezi sinirladigini
belirtmislerdir (76). Kung ve ark. (2011) yaptiklar1 calismada lipopolisakkarit uygulamasinda
olusturulmus yaygin intravaskiiler koagiilasyonu etil piriivatin anti-inflamatuar etkisine
bakmislar ve etil piriivatin tedavi edici etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir (77). Yang ve ark.
(2012); yiiksek doz acetaminophen ile yaptiklar: uygulamada, karaciger inflamasyonuna karsi
etil pirlivatin erken donemde, koruyucu etkisinin oldugunu ancak uzun donem anti-
inflamasyonla tedavisinin faydali olmadigint belirtmislerdir (78). Kaklikkaya ve ark. (2010);
caligmalarinda akciger dokusunda etil piruvatin, lipid peroksidasyonunda azalma ve buna bagh
akciger hasarma kars1 koruyucu etkisinin oldugunu bildirmislerdir (16). Salahudden ve ark.

(1991); yaptiklar1 deneysel calismada, siganlar iizerinde sodyum piriivat soliisyonunun bobrek
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yetmezligini 6nledigini gostermislerdir (79). Payabvasha ve ark. (2008); etil piriivatin sistemik
ve yiiksek dozlarda kullaniminin testis torsiyonunda olusturdugu malondialdehit ve apopitotik
indeksleri diisiirdiigli ve buna bagli olarak hiicresel hasar1 azalttigin1 belirtmislerdir. Ayrica,
calismanin 1. ayindan sonra, etil piriivatin antiapopitotik etkenine bagli olarak, sperm sayisinda
ve hareketliliginde bir iyilesme tespit etmislerdir (80). Akkoc ve ark. (2012) diyabetik model
karacigerinde yaptiklar1 c¢aligmada diyabetik sicanlarda; graniiler dejenerasyon, hepatosit
trabekiiller bozulmasi, mikrovakiiolizasyon, makro-vakuolizasyon ve inflamasyon gibi
histopatolojik degisiklikleri gézlemlemislerdir. Kontrol ve EP grubunda ise hepatositlerin
elektron mikroskobik incelemesinde yapisal olarak normal ¢ekirdekler ve hiicre organelleri
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte, diyabetik siganlarin hepatositlerinde mitokondriyal sisme
ve kristaloliz, endoplazmik retikulumda genisleme, otofajik vakuollerin ve lipid graniillerinin
artist gibi dejeneratif degisiklikleri tespit etmislerdir. Ayrica, hepatositlerin sitoplazmalarinda
glikojen birikimini gozlemlememiglerdir. Diyabetik grup orneklerinde goriilen dejenerasyon
bulgulari, EP tedavisi goren diyabetik grupta daha az oldugunu gozlemlemislerdir. EP ile tedavi
edilen diyabetik sicanlarda ise hepatositlerin sitoplazmasinda glikojen depolanmalarini tespit

etmislerdir (18).

Biz de calismamizda, etil pirivatin diyabet sonucu testis dokularinda olusan, bazal
membran kalinlagmasinda, spermatogenetik hiicrelerdeki apopitotik hiicrelerin sayisinda ve
MDA degerlerindeki istatiksel olarak anlamli azalmanin oldugunu gozlemledik. Ayrica
Johnsen skorlamasina gore kontrol grubuna yakin degerler gostermesi ve GSH, GPx
degerlerinde istatiksel olarak anlamli artig gostermesi bize EP’nin oksidatif hasar sonucu ortaya

¢ikan hasarda tedavi edici 6zelliginin oldugunu gosterdi.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamizda STZ ile olusturulan diyabet modelinin testis dokusunda hasara yol
actigimi gostermistir. Deneklerde diyabetin olusmasiyla beraber dokudaki oksidatif stress ve
ROS tiirevlerinin seminifer tiibiillerde hasara yol agtigini, buna bagli olarak spermatogenetik

seri hiicrelerinin apopitoza girdigini tespit ettik.

Diyabet modeliyle testis dokusunda olusturulan hasar1 seminifer tiibiillerde ve
interstisyel aralikta histolojik ve immiinohistokimyasal olarak belirledik. Bazal membran
kalinliginin, spermatogenetik seri hiicrelerindeki apopitozun Etil Piriivat tedavisi ile azaldigini
ve seminifer tiibiil ¢apinda kontrol grubuna benzer bir yap1 gosterdigini, boylelikle disaridan
verdigimiz antioksidanin diyabet modeliyle olusan hiicresel hasarda tedavi etkisi oldugunu
tespit ettik. Ayrica doku enzim degerlendirmeleriyle Etil Piriivatin diyabetle meydana gelen

testis hasarini oksidan/antioksidan dengesini antioksidan lehine gelistirdigini bulduk.

Literatiirde STZ ile indiiklenmis diyabet modelinin testis dokusunda olusturdugu hasara
kars1 Etil Pirlivat’in etkisinin gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Testis dokusunda
diyabetle olusan hasara karsi Etil Pirlivat’in koruyucu etkileri ilk defa g¢alismamizda
histokimyasal ve morfometrik olarak Hematoksilen-Eozin, Masson-Trikrom ve PAS
boyamalar1 ile, immiinohistokimyasal olarak TUNEL ve Kaspaz-3 boyamalar1 yapilarak tespit

edildi. Ayrica biyokimyasal olarak MDA, GSH ve GPx ile de Etil Piriivat’in etkisi gosterildi.

Bu bilgiler 1s1g¢inda, deneysel olarak olusturulan diyabet modelinin sican testis
dokusunda olusturdugu hasarda Etil Piriivat uygulamasinin, gelecekte umut verici bir tedavi
yontemi olabilecegi gosterildi. Ancak bunun i¢in destekleyen daha c¢ok calismaya ihtiyag
olmakla birlikte tedavi oncesi ve sonrast spermiyumun yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin

incelenmesi de elde edilen verileri giliglendirecektir.
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