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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve yogun tez donemimde, yaptigim deneysel ¢alismalar
ve bu tezin hazirlanmasi agsamalarinda bana biiyiik bir titizlik ve sabirla yol gosteren
tez danigmanim, degerli hocam Prof. Dr. Nigar VARDI’ya, fikirleri ile bana destek
olan Anabilim Dali Bagkanimiz degerli hocam Prof. Dr. Ali OTLU’ya, benden
desteklerini esirgemeyen degerli hocalarim Dog¢. Dr. Meltem KURUS ve Dog. Dr.
Mehmet GUL’e, istatistiksel analizlerde yardimlarini esirgemeyen Prof. Dr. Saim
YOLOGLU hocama, bu calismanin biyokimyasal analizinde biiyiikk emegi gecen
Dog¢. Dr. Burhan ATES’e ve biitlin boliim arkadaslarima sonsuz tesekkiirlerimi ve

silkranlarimi sunarim.

Ayrica 2010/70 no’lu bu projeyi maddi yonden destekleyen Inonii Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Baskanligi’na katkilarindan dolay1

tesekkiir ederim.



OZET

Bu ¢alismada, STZ ile diyabet olusturulan siganlarda, testis dokusunda meydana
gelen histolojik degisiklikler ve bu degisiklikler lizerine Aminoguanidin’in (AQG)
etkilerinin histokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amag¢lanmastir.

Calismada, indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarindan
temin edilen toplam 32 adet saglikli Spraque Dawley cinsi erkek sigan kullanildi.
Denekler her bir grup 8’er sicandan olusmak {izere 4 gruba ayrildi. 1. Grup: Kontrol
grubu 2. Grup: Aminoguanidin (AG) verilen grup 3. Grup: Streptozotosin (STZ) ile
diyabet olusturulan grup 4. Grup: STZ ile diyabet olusturulan ve AG verilen grup.
Sicanlarin deney basinda ve sonunda kan glikoz seviyeleri ve viicut agirliklar
Olciildii. 10 haftalik deney sonunda ketamin/ksilazin anestezisi altinda sigcanlar
sakrifiye edildi ve testisler almip agwrliklar1 Olgiildii. Sol testisler biyokimyasal
analizlerde, sag testisler ve pankreas oOrnekleri histolojik analizlerde kullanildi.
Alman dokular, rutin doku takip islemlerinden gegirilerek parafine gomiildii. Parafin
bloklardan alinan seri kesitlere Mayer’s Hemotoksilen-Eozin, Masson Trikrom,
Toluidin mavisi ve kaspaz-3 boyama metodlar1 uygulandi ve Leica DFC-280 151k
mikroskobunda incelendi.

Diyabet grubunda, kontrol grubuna gore kan glikoz seviyelerinde artis ile viicut
ve testis agirhiklarinda azalma saptandi. Seminifer tiibiillerde sekil ve yapi
bozukluklar1 gézlendi. Bu grubun tunika albuginea kalinliklar1 diger gruplara gore
anlamli derecede artmisti. Ayrica tunika albuginea icerisindeki mast hiicre
sayilarmin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmis oldugu
gozlendi. Tiibiiler germ hiicrelerinde dejenerasyon ve kaspaz-3 pozitif boyanan
hiicreler belirgindi. Biyokimyasal analizlerde, diyabet grubunda kontrol gubuna gére
MDA ve NO seviyelerinde artis gozlenirken, CAT, SOD ve GSH aktivitelerinde
azalma gozlendi. Diyabetik sicanlara AG verilmesi, testikiiler hasar1 6nemli derecede
azaltt1. Bu grupta, diyabet grubuna gore kan glikoz seviyelerinde azalma ile viicut ve
testis agirliklarinda artis saptandi. Seminifer tiibiillerinin diyabet grubuna gore daha
diizgilin sekil ve yapida oldugu gozlendi. Bu grubun tunika albuginea kalinliklar1 ve

mast hiicre sayilar1 kontrol grubuna benzerdi. Tiibiiler germ hiicrelerinde
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dejenerasyon ve apoptozun diyabet grubuna gore azalmis oldugu saptandi. Ayrica
biyokimyasal analizlerde ise diyabet grubuna gore MDA ve NO seviyelerinde
azalma gozlenirken, CAT, SOD ve GSH aktivitelerinde belirgin bir artis gozlendi.

Bu ¢alisma, siganlarda diyabetin neden oldugu testikiiler hasarda, oksidatif stres,
NO seviyelerinde artis ve apoptotik hiicre 6liimiiniin rol oynadigini, diger yandan
AG uygulamasinin, oksidatif stres ve apoptotik hiicre 6liimiine kars1 spermatogenik
hiicreleri korumasinda etkili oldugunu géstermistir.

Sonu¢ olarak, diyabet tedavisinde kullanilan ilaclarla birlikte, spermatogenik
hiicreleri oksidatif hasar ve apoptoza karst koruyabilecek AG gibi ajanlarin
kullanilmasinin, diyabete bagli infertilitenin Onlenmesinde katkida bulunabilecegi
kanisindayiz. Ancak yine de AG’nin etki mekanizmasinin tam olarak anlasilabilmesi

icin daha ileri caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, STZ, Aminoguanidin, Histoloji.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECTS OF AMINOGUANIDINE ON
HISTOLOGICAL CHANGES CAUSED BY DIABETES IN RAT TESTES.

The aim of this sudy was to investigate histological changes and the effect of
Aminoguanidine (AG) on these changes by using histochemical and biochemical
methods in STZ induced diabetic rat testes tissues.

In this study, 32 Spraque Dawley species healty male rats which were provided
from Inonii University Laboratory Animals Research Center were used. The
experimental subjects were divided into 4 groups and each group contained 8 rats. 1%
Group: Control group. 2nd Group: AG treated group 31 Group: Streptozotocin (STZ)
induced diabetic rats. 4™ Group: STZ induced diabetic rats treated with AG. Blood
glucose levels and the weights of all rats were measured at the beginning and at the
end of the study. After 10 weeks of study, rats were sacrified under
ketamine/xylazine anesthesia, testes were removed and weights of testes were
measured. Left testes used for biochemical analysis and right testes and pancreas
samples used for histological analysis. Removed tissue samples were applied to
routine tissue fixation process and embedded in paraffin wax. Mayer’s hematoxylin-
eosin, Masson’s trichrome, Toluidine blue staining and caspase-3
immunohistochemical staining methods were applied to serial sections obtained from
paraffin blocks and preparations were examined on Leica DFC-280 light microscop.

In diabetic group, blood glucose levels were increased and the body and testes
weights were decreased compared to the control group. In seminiferous tubules,
morphological and structural deformities were observed. Thickness of tunica
albuginea was significantly increased compared to the other groups. Moreover,
number of mast cells in tunica albuginea was increased and had a statistical
significance compared to the control group. The degeneration and the caspase-3
positive staining of tubular germ cells was remarkable. Biochemical analysis results
of diabetic rats showed that CAT, SOD and GSH activities were decreased while
MDA and NO levels were increased compared to the control group. On the other
hand, AG treatment to the diabetic rats was significantly reduced testicular damage.

In this group, blood glucose levels were decreased and the body and testes weights
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were increased compared to the diabetic group. Seminiferous tubules had better
morphological and structural compositions. Thickness of tunica albuginea and the
number of mast cells were similar to control group. In this group, it’s observed that
the degeneration and the apoptosis of tubular germ cells was reduced compared to
the diabetic group. In addition, biochemical analysis results of AG treated diabetic
rats showed that CAT, SOD and GSH activities were increased while MDA and NO
levels were decreased compared to the diabetic group.

This study has demonstrated that oxidative stress, increased NO levels and the
apoptotic cell death have important roles on rat testicular damage caused by diabetes
and on the other hand, AG treatment on diabetic rats is efficient on protection of
spermatogenic cells against oxidative stress and apoptotic cell death.

In conclusion, we consider that using regular drugs for diabetes treatment
combined with agents like AG; which could protect spermatogenic cells against
oxidative stress and apoptosis, may contribute prevention against infertility caused
by diabetes. However, further experimental studies and analyses are necessary to

understand the effect mechanism of AG on diabetes completely.

Keywords: Diabetes, STZ, Aminoguanidine, Histology.
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SiMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

ADP: Adenozin difosfat

AG: Aminoguanidin

CAT: Katalaz enzimi

DM: Diabetes mellitus

DNA: Deoksiribo niikleik asit

€: Epsilon

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

FSH: Folikiil uyarict hormon

FY: Fark yok

GSH: Glutatyon

HCL: Hidroklorik asit

H-E: Hematoksilen-Eozin

IGSU: lleri Glikozilasyon Son Uriinleri

iNOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz enzimi
LH: Luteinize edici hormon

LPO: Lipid peroksidasyonu

MDA: Malondialdehit

mmol: Milimol

NAD: Nikotinamid adenin diniikleotid
NADPH: Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
NaOH: Sodyum hidroksit

NO: Nitrik oksit

PBS: Phosphate buffered saline

ROR: Reaktif Oksijen Radikalleri

rpm: Revolutions per minute (devir sayisi/dk.)
SE: Standart hata

SOD: Siiper oksit dismutaz enzimi

Sox—9: (Sex-determining region Y)-box 9 gene

SRY': Sex-determining region Y
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STZ: Streptozotosin
TBA: Tiyobarbiturik asit
TCA: Trikloroasetik asit
UV: Ultraviyole

w/v: Weight in volume
X: Objektif biiylitmesi
pl, pL: Mikrolitre

pm: Mikrometre
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1. GIRIS

Diyabet, insulin yoklugu veya etkisindeki yetersizlik sonucu meydana gelen
hiperglisemiye bagli olarak gelismektedir. Diinya niifusunun yaklasik %3’ bu
hastaliktan etkilenmektedir (1). Cesitli deneysel ve klinik gbzlemler hipergliseminin
direkt ya da indirekt olarak serbest radikal olusumunu arttirdig1 ve oksidatif strese
neden oldugunu gdstermektedir (2, 3). Oksidatif stresin artmasi ve antioksidan
kapasitesindeki degisimler kronik diyabet patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir
(4, 5, 6). Ayrica kanda yiiksek seviyelere ulasan glikoz damar duvarlarinda veya
interstitisyel dokularda kollajenle ve diger proteinlerle olusturdugu glikozilasyon
bilesikleri bir seri kimyasal reaksiyon sonrasinda geri doniisimii olmayan
glikozilasyon son iirlinlerine doniismektedir (1, 6). Diger yandan diyabette iiretimi
artan NO molekiilii, diger oksidanlarla birlikte nitratlanmis ve oksitlenmis ara iirtinler
olusturmak ve bir¢ok enzimi inhibe etmek suretiyle doku hasar1 ve inflamasyona
neden olabilmekte ya da yiiksek derecede toksik olan peroksinitrit radikalleri
olusumuyla hiicreleri nekroz veya apoptoza siiriikleyebilmektedir (25, 33).

Klinik ve deneysel c¢alismalar; diyabetiklerde spermatogenez olayinda
bozukluklar, sperm sayisinda, sperm hareketi ve seminal sivi hacminde azalmalar ve
testosteron seviyelerinde diisiis gibi degisikliklerin meydana geldigini ortaya
koymustur (7). Ayrica diyabete bagl olarak testislerde, tunika albugineada, seminifer
tubiillerde, interstisyel bag dokusu i¢inde ve Leydig hiicrelerinde histolojik
degisiklikler izlenmektedir (6).

Bir phenyl hidrazine bilesigi olan Aminoguanidin (AG) nitrik oksit sentezini
(INOS araciligiyla) selektif olarak inhibe ederek NO {iretimini azaltir. Ayrica non-
enzimatik glikozilasyon bdlgelerine baglanan diamin oksidazi inhibe eder ve reaktif
karbonil parcalarini yakalayarak daha ileri glikozilasyon iirlinlerinin olusumunu
onler (3). Bunlara ek olarak yapilan bazi ¢alismalarda AG’ nin peroksinitrit gibi
radikalleri siipiiriicii etkisi ile de antioksidan 6zellikleri oldugu bildirilmistir (8, 81).

Bu calismada, STZ ile diyabet olusturulan siganlarda testis dokusunda ortaya
cikan histolojik degisiklikler ve bu degisiklikler iizerine AG olas1 iyilestirici

etkilerinin histokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amacland:.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Diyabet Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Tanim

Diabetes mellitus (DM), pankreastan salgilanan ve kan sekerinin kullanimini
diizenleyen insiilin hormonu yetersizligi sonucunda, karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasindaki bozukluklarla seyreden ve kronik hiperglisemi ile karakterize bir
metabolizma ve endokrin sistem hastaligidir. Diyabetten kaynaklanan hiperglisemi,
akut komplikasyonlar ile 6liime yol acabilirken, uzun donemde gelisen kronik
komplikasyonlar ile de yasam kalitesini bozabilmektedir. Hiperglisemi tablosu, goz,
bobrek, sinir, kalp ve kan damarlar1 gibi doku ve organlarda hasara neden olan
spesifik kronik komplikasyonlarla direkt olarak iliskilidir (11, 12).
2.1.2. Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi

Diyabet prevalans ve insidansi toplumlarda her gecen giin artmaktadir. Amerika
Birlesik Devletleri’'nde 1965 yilinda 10 milyon diyabetlinin varoldugu bildirilmistir.
1982 yilinda bu say1 %50 artmustir. Tiirkiye’de ise 30 yillik tarama sonuglarina gore
% 1.16 diyabet siklig1 oldugu goriilmiistiir. Cesitli iilke ve toplumlarda diyabet
epidemiyolojisi, insidans ve prevalans degisiklikleri gostermektedir. Bu durum, etnik
gruplarda genetik ve ¢evre faktorlerinin derece ve etkenliginin ayr1 olusundan, sosyal
ve ekonomik diizeyin degisik olmasindan ve kullanilan arastrma yontemlerinin
farkliligindan kaynaklanmaktadir (15).
2.1.3. Hastah@in Semptomlar
Klasik Semptomlar

e Poliiiri

e Polidipsi

e Polifaji veya istahsizlik

e Halsizlik, ¢abuk yorulma

e Agiz kurulugu

e Noktiiri



Daha Az Goriilen Semptomlar

e Bulanik gérme

e Aciklanamayan kilo kayb1

e Inatc1 enfeksiyonlar

e Tekrarlayan mantar enfeksiyonlar

e Kasinti
2.1.4. Tani ve Siiflama

DM’nin onceki etyolojik siniflandirmasinda, insiiline bagli diyabet (IDDM) ve
insiiline bagli olmayan diyabet (NIDDM) tanimlamalar1 kullanmilmaktaydi. Bu
terimler siklikla yanlis olarak kullanilmaktadir ve hastalar etyolojik 6zelliklerinden
ziyade tedavi ihtiyaglaria gore smiflandirilmaktadir. Bugiin bilinen Tip I ve Tip II
diyabet terimleri, DM’nin en yaygin formlar1 olup iki ana diyabet grubu icin
kullanilmaktadir. DM’nin {¢iinci grubu, diyabetin 06zel spesifik durum ve
sendromlarla iligkili, daha az goriilen tiplerini kapsamaktadir. DM’ nin son grubunu
ise, tanist hamilelik siiresince konulabilen ve gestasyonel diyabet (GDM) ad1 verilen
diyabet tipi olusturmaktadir (16, 17).
2.1.4.1. Tip I Diabetes Mellitus

Tip I DM, diyabetik vakalarin %5-10"unu olusturur ve 6zellikle pankreas beta
hiicre yikimina bagl olan bir formdur. Bu, genellikle diyabetin hayatta kalabilmek
icin insiilin tedavisi gerektiren tipidir. Tip I DM olusmasinda 6nemli cevresel
etkenlerden biri viral enfeksiyonlardir. Cesitli viriisler, sitolitik etkileriyle direkt
pankreas beta hiicrelerine saldirarak veya bu hiicrelere kars1 otoimmiin bir saldiriy1
tetikleyerek bu hiicre gruplarini yikima ugratabilmektedir. Bu viral etki hakkinda,
cesitli hayvan modelleri ve insanlarda mevsimsel ve cografik farkliliklara dayanan
arastrmalar mevcuttur. Ayrica Tip [ diyabetlilerde, hastaligin ilk evrelerinde
serolojik viral enfeksiyonlar gézlenmistir. Retroviriisler, Coxsackie B, kabakulak,
Rubella, Epstein Barr ve sito-megalo viriis gibi virlisler Tip I DM ile iligkili
virlislerdir. Yanmis etlerde bulunan nitrozaminler de pankreas beta () hiicreleri igin
toksik etkiye sahip alloksan, streptozotosin (STZ) ve Vacor kimyasallar1 gibi
diyabetojenik etki gosterebilmektedir (13).

Tip I diyabetik bireyler, hastalik belirgin hale gelmeden 6nce metabolik agidan

normaldir. Fakat beta hiicre yikim siireci bazi antikorlarin varliginda erkenden tespit



edilebilir. Tip I DM’de genellikle beta hiicre yikimina yol acan otoimmiin siireci
gosteren anti-glutamik asit dekarboksilaz (GAD) ve anti-insiilin antikorlar1
mevcuttur. Bu antikorlardan bir veya birden fazlasina sahip kisiler Tip 1A, immiin-
aracili Tip I diyabet olarak alt gruba ayrilabilirler. Tip 1A diyabet, insan lokosit
antijen kompleksinin (HLA) DQ-A va DQ-B lokusundaki alleller ve spesifik
haplotipler ile kuvvetli iliski gostermektedir. Beta hiicre yikim hiz1 cocuk ve
genglerde hizli olurken, eriskinlerde bu siire¢ yavastir. Bazilarinda hafif diizeyde
aclik hiperglisemisi varken, bu durum hizla ciddi diizeyde hiperglisemi veya
ketoasidoza yol acabilir fakat oOzellikle eriskinlerde rezidiiel beta hiicre
fonksiyonlarmin olmasi nedeniyle hastaligin belirgin hale gelmesi yillar i¢inde
olabilmektedir. Bu durum, bazi zamanlar latent otoimmiin diyabet olarak
adlandirilmaktadir. Tip 1 diyabetli hastalarda insiilin ve plazma C-peptid diizeyleri
cok diisiik ya da tespit edilemez diizeylerdedir. Tip 1A diyabetli hastalarda ayrica
Graves hastaligi, Hashimoto tiroiditi, Addison hastaligi, vitiligo ve pernisiyoz gibi
oto-immiin hastaliklar da eslik edebilir (16, 17).

2.1.4.2. Tip II Diabetes Mellitus

Diyabetin en yaygm formudur. Bu tip diyabet, insiilin sekresyonunda ya da
etkinliginde bozuklukla karakterizedir ve patogenezi halen kesin olarak
bilinmemektedir. Bu tip diyabetik hastalarda, insiilin yetmezliginden ziyade goreceli
olarak insiilin fazlalig1 ve insiilin direnci mevcuttur. Hastalar hayatta kalabilmek i¢in
insiilin tedavisine gereksinim duymayabilirler. Bu hastalarin ¢ogunlugu diyabet
ortaya ¢iktiginda obezdirler ve obezite, insiilin direncini arttirmaktadir (13).

Tip II DM siklikla yillar boyunca teshis edilemez, ¢linkii hiperglisemi kademeli
olarak ortaya cikmaktadir ve yillar boyunca klinik olarak bulgu vermez. Bu
hastalarda, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyon gelisim riski yiiksektir.
Insiilin direncinden dolay1 bu kisilerde insiilin seviyesi normal veya yiiksek olmasina
ragmen, kan sekeri diizeyleri normal smirlarda tutulamamaktadir. Bu yiizden bu
hastalar goreceli olarak insiilinopeniktir. Insiilin direnci, kilo kayb1 ve farmokolojik
ajanlar yardimiyla diizelebilir ve bunun sonucu kan sekeri diizeyleri normal
diizeylere gelebilir (16).

Tip II DM gelisme riski, yas, obezite ve fiziksel inaktivite ile artis

gostermektedir. Ailesinde diyabetik bireylerin olmasi, obezite, hipertansiyon ve



kadinlarda gestasyonel diyabet Oykiisii varhigi Tip II diyabet goriilme riskini
arttirmaktadir. Bu tip diyabet sikligi, wk ve etnik alt gruplar arasinda degiskenlik
gostermektedir. Ispanyol ve Afrika kdkenli Amerikalilar, Avrupalilara gére daha
fazla risk altindadir. Hastalik ¢ogunlukla eriskinlerde goriilmesine ragmen, hastaligin
goriilme yasi1 diger wrklarda Avrupa kokenlilere gore daha erken yaslarda olmaktadir
(16, 17).
2.1.4.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel Diabetes mellitus (GDM), gebelik sirasinda tespit edilen degisik
diizeylerdeki hipergliseminin goriildiigii karbonhidrat intoleransidir. Tekrarlayan
gebeliklerde glikoz intolerans: ve diyabet gelisme olasiligi mevcuttur. Gestasyonel
diyabet tanisi, daha 6nce diyabetik oldugu bilinen kadinlarin hamileliginde kullanilan
bir terim degildir. Daha 6nce glikoz intoleranst olan ileri yastaki kadinlar, daha
onceki gebelikte makrozomik bebek dogurmus kadinlar, Tip II diyabetin sik
goriildigi etnik gruptan olan kadinlar ve aclik glikoz diizeyinin herhangi bir
donemde yiiksek bulundugu kadmlar GDM acisindan yiiksek risk altindadir (17).

GDM, anne ve fetus icin kotli sonuglar dogurabilir. Gebelik 6ncesinde veya
gebelik swrasindaki yiikselmis aglik glikozu, gestasyondan 4-8 hafta icerisinde
konjenital anomalilere ve intrauterin fetal 6liime yol acabilir. Neonatal hipoglisemi,
sarilik, polisitemi ve hipokalsemi, GDM’de goriilen diger fetal komplikasyonlardir.
Belirgin obezite, 6nceki gebeliklerde GDM 0ykiisiiniin olmasi, glikoziiri veya
diyabet yoniinden yiikli aile dykiisii gibi risk faktorlerine sahip gebelerde, miimkiin
olan en uygun zamanda glikoz yiliklemesi yapilmalidir. GDM teshisi i¢in yapilan test,
genellikle hamileligin 24 ile 28. haftalar1 arasinda uygulanmaktadir (16).
2.1.4.4. Diyabetin Diger Spesifik Tipleri

Diyabetin diger spesifik tipleri farkli Ozelliklerine ve altta yatan sorumlu
mekanizmalara gore tamimlanmaktadir. Bu kategoriyi, farkli etyolojiye sahip
sendromlar ve hastaliklarla birliktelik gosteren diyabetin degisik formlar:
olusturmaktadir. Bu grup, beta hiicre fonksiyonlarindaki genetik bozukluklari
icermekte ve cogunlugunda erken yaslarda bagslayan hiperglisemi ve dominant
kalitim o6zelligi gostermektedir. Bu hastalarin beta hiicrelerinde, hepatik niikleer
faktor (HNF) 4 alfa, glukokinaz, HNF1, HNF3 ve insiilin promotor faktor 1 (IPF-1)
gibi genlerde cesitli spesifik genetik bozukluklar saptanmistir. Bu tipte insiilin



etkisinde degil, insiilin sekresyonunda bozukluk mevcuttur. Beta hiicre
fonksiyonlarindaki bir baska genetik defekt mitokondrial DNA’daki mutasyona
baghdir (3243. kodondaki Leu-Ala degisikligi). Bunun disinda, diyabetle birlikte
goriilen baz1 genetik sendromlar (Down, Huntington, Kleinfelter, Turner, Wolfram
vb.), egzokrin pankreas hastaliklar1 (pankreatit, fibrokalkiiloz pankreatopati, kistik
fibroz vb.), endokrinopatiler (Cushing sendormu, Akromegali, Hipertroidizm,
Feokromasitoma) ve ila¢ veya kimyasal kaynakli (nikotinik asit, glikokortikoidler,
tiyazidler, feniton, pentamidin vb.) hastaliklar, bu tip diyabet kapsaminda yer
almaktadir (13, 16).
2.1.5. Diyabetin Komplikasyonlar
2.1.5.1. Diyabetin Akut Komplikasyonlar:
2.1.5.1.1. Diyabetik Ketoasidoz

Mutlak ya da goreceli glukagon artisi ile birlikte olan agir insiilin yetersizliginin
bir sonucudur. Tip I diyabette goriiliir. Insiilin yetersizligi; keton cisimciklerinin
yapilma hizinin, karaciger ve diger dokularda yikilma hizini agsmasina yol agarak
ketonemi ve ketoniiriye neden olur. Daha sonra sistemik metabolik ketoasidoz
gelisir. Kliniginde hizli ve derin solunum, nefeste aseton kokusu, belirgin
dehidratasyon, ortostatik hipotansiyon, biling bulanikli§1 goriiliir. Laboratuar
bulgular1 arasinda hiperglisemi, hiperketonemi, diisiik serum bikarbonat diizeyi,
idrarda glukoz ve keton cisimleri artis1 mevcuttur. Tedavide instilinle birlikte s1v1 ve
mineral, elektrolit replasmani yapilir (12, 19).
2.1.5.1.2. Laktik Asidoz

Laktik asidoz kanda laktat konsantrasyonunun arttigi durumlarda goriilen bir
asidoz durumudur. Genellikle altta yatan ciddi bir hastaligi bulunanlarda goriilen ve
dokulara oksijen dagilimi ve kullannommin yetersizliginden kaynaklanan agir bir
metabolik asidoz bi¢imidir (12).
2.1.5.1.3. Hipoglisemik Koma

Insiilinle tedavi edilen diyabetik hastalarda hipoglisemi, asir1 insiilin dozu,
yemek gecikmesi ve asir1 fiziki aktivite ile olusabilir. Adrenerjik uyari, terleme,
tremor, tasikardi ve kas giligsiizliigline sebep olur. Hipogliseminin santral sinir
sistemi semptomlar1 bas agrisi, konusmada giicliik, fokal nérolojik belirtiler, zihin

bulaniklig1 ve komaya kadar ilerleyebilen biling degisikliklerini kapsar (12, 20).



2.1.5.2. Diyabetin Kronik Komplikasyonlar

Diyabetik hastalarda, deri, iskelet, kas, gozler, bobreklerin etkilendigi
mikrovaskiiler bozukluklar; orta ve biiylik damarlarin arterosklerotik hastaligi olan
makrovaskiiler hastaliklar ve otonom ve periferik sinir sisteminin anormallikleri ile
seyreden diyabetik noropati olusur. Kapiller bazal membran ve diger dokulardaki
proteinlerin glikozile hemoglobindekine benzer bir islem ile nonenzimatik
glikozilasyonu, kan glikoz diizeyleri ile iliskili olan bu dokularda hasar olusturabilir.
(19, 20).
2.1.5.2.1. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati 0Ozellikle bat1 ilkelerinde, bobrek yetmezliginin esas
nedenidir. Diyabetik nefropatinin insidans1 Tip I ve Tip II DM’de birbirine yakindir.
Tip I DM’li hastalarin %30-40’1inda diyabetik nefropati goriilir. Bu hastalarin
cogunda hastaligin baslangicindan itibaren 10 y1l i¢inde 6nemli derecede renal hasar
saptanmaktadir. Baz1 arastirmacilar, bu insidansin son yillarda glisemik kontroliin
daha 1y1 olmasi nedeniyle azaldigimi ifade etmektedir. Diyabetik nefropatiye sahip
hastalarin %50-60’mnda Tip II DM vardir. Toplumsal verilere dayanan c¢alismalara
gore, Tip Il DM’de nefropati prevalansit %5-10’dur. Bunun nedeni, bu hastalarin
uzun bir subklinik hiperglisemi yasamis olmalaridir. Benzer ¢alismalar, diyabetik
nefropatinin insidansmin, Tip II DM hastalarinda 20 yilda %25-60 oldugunu
gostermistir (9, 21).

Diyabete 6zgii renal lezyon, interkapiller glomeriilosklerozdur. Diyabetle birlikte
olan diger bobrek hastaliklar1 papiller nekroz, kronik interstisyel nefrit ve
arterosklerozdur. Hiperglisemi, intraglomeriiler basing artigsina sebep olabilir. Bu da
bazal membranda hasara ve mezangiumda protein depolanmasina yol agar. Ilk belirti
genelde proteiniiridir. Siklikla nefrotik sendroma, son donem bobrek hastaligina
dogru ilerler (19).
2.1.5.2.2. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati, hiperglisemi ya da insiilin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan,
retinanin  perikapiller arteriollerini, kapillerlerini ve veniillerini tutan bir
mikroanjiopati tablosudur. Gelismis tilkelerde 20-74 yas aras1 yas grubunda goriilen
en Onemli korlik nedeni diyabetik retinopatidir. Hastaligin siiresi diyabetik

retinopatinin gelismesinde en onemli rolii teskil eder. 5 yil veya daha az siireli Tip [



diyabeti olan hastalarda diyabetik retinopati riski nadirdir. 5-10 yil arasindaki
hastalarda % 27, 10 yildan daha uzun siireli diyabeti olanlarda ise % 71-90 diyabetik
retinopatiye rastlanir (22, 23). Lipid diizeyleri yliksek hastalar, retinopati a¢isindan
yiiksek risklidir (12).

2.1.5.2.3. Diyabetik Noropati

Noropati, diyabetin en sik rastlanan komplikasyonlarindan biridir. Diger
periferik noropati nedenleri disinda; DM seyrinde klinik veya subklinik diizeyde
ortaya ¢ikabilen, periferik, somatik ya da otonom sinir sistemi ile ilgili olarak ortaya
cikar. Diyabet tanis1 kondugunda hastalarm %10’unda ndropati bulunurken, diyabet
yasinin artmasiyla, 6rnegin 20 yilin sonunda bu oran %350 olmaktadir. Bir baska
deyisle, diyabetik noropati diyabet yasi ile birlikte goriilme sikligi artan bir
komplikasyondur. Cinsiyet, bolge, wk farklilig1 gostermekle beraber, bazilarinda
kot kontrole karsin daha geg goriilmesi ya da goriilmemesi genetik katkinin 6nemli
oldugunu gostermektedir (18).

Diyabetik noropatide, Schwann hiicrelerinde fonksiyon degisiklikleri ile birlikte
sinir ileti hizinmn yavaglamasi sonunda segmental demiyelinizasyon ve akson
dejenerasyonu olusur. Periferik ndropati en sik goriilen sendromdur. Ayaklarin
noropatik tilserleri diyabetik noropatinin en sik belirtisidir. Otonom noropati daha az
gortliir. Klinikte onemli sorunlar idrar retansiyonu, seksiiel impotans, kabizlik ve
ishaldir (19, 22).
2.1.5.3. Diyabetin Vaskiiler Komplikasyonlar

Diyabetik hastalarda aorttan en kiiciik arteriol ve kapillere kadar tiim
biiyiikliikteki damarlar etkilenir. Biiyilk ve orta c¢apli arterlerde hizlanmis
arteroskleroz bulunur. Koroner arteroskleroz sonucu miyokard infarktiisti goriiliir ve
diyabetiklerin en sik 6liim nedenidir. Gangren ve ge¢ iyilesen iilserler sik goriilen

komplikasyonlardir (17, 19).



2.2. Aminoguanidin Hakkinda Genel Bilgiler

Aminoguanidin (AQG), ilk kez 1892 yilinda nitroguanidinin rediiksiyonu ile elde
edilmistir. Molekiil agirligi (MA) 74.09 g olup, kimyasal formiiliit CH¢N4 seklindedir.
AG, pek ¢ok guanidin tiirevinden biri olmasima ragmen, benzer 6zellikleri nedeni ile
hidrazinlere benzetilmistir ve sik sik hidrazin bilesikleri sinifina sokulmaktadir.
Giclii bazik ozellikte ve kristal bir yapiya sahip olan AG, su ve alkolde ¢6ziiliirken
eterde ¢oziilmez. AG yapisal olarak L-arjinin aminoasiti ile benzerlik géstermektedir.
L-arjinin, nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin katalitik etkisiyle nitrik oksit (NO)
olusumunda 6nemli bir molekiildiir. Biyolojik islevine iligkin fark edilen ilk bulgu,
1950 yilinda biyolojik diaminlerin  (histamin, putreskin vs.) oksidatif
deaminasyonunu katalizleyen diamin oksidazi (DAO) inhibe ettiginin gdsterilmesi
olmustur (24, 25).

2.2.1. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS) Enzimi Inhibisyonu

Eskiden, endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak bilinen Nitrik Oksit
(NO), membran gegebilen bir gazdir ve damar diiz kaslarm1 gevseterek
vazodilatasyon saglayan bir gevsetici faktordiir. NO, biyolojik sistemlerde; diiz
kaslar1 gevsetme, trombosit agregasyonunu Onleme, beyinde ndrotransmiter gérevi
yapma, makrofajlarm tiimor yok edici ve bakteri 6ldiiriicii etkilerine aracilik yapma
ve vazodilator etkisi nedeni ile damar basincini diisiirme gibi 6nemli gorevler tistlenir
(25-27).

NO, endotel hiicrelerde, L-arjinin aminoasitinin endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) enzimi araciligi ile sitruline oksitlenmesi sonucu sentezlenir. NO
olusumundan sorumlu enzim nitrik oksit sentaz (NOS) enzimidir ve {li¢ izoformu
vardir. Bunlar, endotellerde bulunan eNOS, sinir dokusu ve trombositlerde bulunan
nNOS ve hepatosit, makrofaj ve nétrofillerde yer alan iNOS izoformlaridir. eNOS ve
nNOS izoformlar1 kalsiyum ve kalmoduline bagimli ve indiiklenemeyen formlar
iken, INOS izoformu, kalsiyum ve kalmodulinden bagimsizdir ve hepatositlerde
endotoksinle indiiklenebilmektedir (11, 26).

NO, diisiik konsantrasyonlarda viicutta yararli etki sagliyor olsa da, yiiksek

konsantrasyonlarda, artan oksidanlarla birlikte, nitratlanmig ve oksitlenmis ara
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irlinler olusturmak ve bircok enzimi inhibe etmek suretiyle doku hasar1 ve

inflamasyona neden olmaktadir (Sekil 1) (33).
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Sekil 1. iNOS enzimi ve NO iliskisi.

AG’nin, NOS substrati1 olan L-Arjinine yapisal olarak c¢ok benzedigi i¢in,
yarigsmali olarak enzim substrat1 yerine gecip inhibisyon sagladigi diisiiniilmektedir
(25, 29). Bu yiizden, iNOS’u daha selektif olarak inhibe edebilir ve 6zellikle diger
NOS’lara kiyasla iNOS enzimini 100 kat kadar daha giiclii inhibe ettigi gésterilmistir
(28).

2.2.2. lleri Glikozilasyon Son Uriinleri (iGSU) Inhibisyonu

Karbonhidrat kaynakli karbonil gruplari ile proteinlerin amino gruplar1 arasinda,
enzimatik olmayan glikasyon ve oksidasyon reaksiyonlar1 araciligiyla olusan, ileri
glikozilasyon son iiriinleri (IGSU) yiiksek reaktif iiriinlerdir. Ozellikle plazma glikoz
oranlarmin arttig1 durumlarda IGSU miktar1 da yiiksek seviyelere ulasmaktadir. Bu
reaktif iirlinlerin makromolekiillere baglanmasi, hiicrenin normal islev gosterme
yetenegini bozan biiylik, ¢apraz bagli molekiillerin olusmasina neden olur. Bunlardan
en c¢ok bilinenleri; glikoz, sorbitol ve fruktoz gibi sekerlerin glikasyon reaksiyonlar1
sonucu fizyolojik sistemlerde olusan glioksal, metilglioksal ve 3-deoksiglukazon (3-

DGQ) gibi oksoaldehitlerdir (24, 25, 31).
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IGSU tiirevi bilesiklerin fizyolojik sistemlerde birikmesi, hiicre proteinlerinin
yap1 ve fonksiyonlarinin degismesinden hiicre hasarma kadar ¢esitli olaylara sebep
olabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, fizyolojik kosullarda glikozillenmis proteinlerden
reaktif oksijen radikalleri olustu§unu gdstermektedir. AG’ nin, reaktif karbonil
bilesikleri tarafindan olusturulan glikoz aracilikli doku hasarin1 ve diyabetin

komplikasyonlarini 6nledigi gosterilmistir (Sekil 2) (30-32).
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Sekil 2. AG’ nin iIGSU inhibisyonu.

2.2.3. Aminoguanidinin Antioksidan Etkisi

AG’nin, reaktif oksijen radikalleri (ROR) olusumunu, hiicre ve dokudaki lipid
peroksidasyonunu (LPO) inhibe ettigi, ayrica hidrojen peroksit tiirevi hidroksil
radikallerini stipliriicii etkisiyle oksidanlarin indiikledigi apoptoza karsi1 koruyucu
etkisinin oldugu gosterilmistir. Ayrica AG’nin, LPO sonucu olusan 4-
hidroksinonenal (4-HNE) ve malondialdehit (MDA) gibi reaktif aldehidik
bilesiklerle kararli iirtinler olusturmak veya yarismali olarak reaksiyona girmek

suretiyle bu molekiilleri inaktive ettigi gosterilmistir (24).
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2.3. Testis Anatomisi

2.3.1. Skrotum:

Symphysis pubica’nin hemen asagisinda bulunan ve deri, fibréz kiliflar ve bir
miktar kas liflerinden olusmus bir torbadir. Igerisinde, testis ve funikulus
spermatikus bulunur. Embriyolojik olarak sagl sollu bir ¢ift olan skrotum, gelisim
siirecinde orta hat boyunca kaynasir. Bu kaynasma yerine raphe scroti denir. Sol
funikulus spermatikusun daha uzun olmasi nedeniyle skrotumun sol yarisi, sag
yarisina oranla biraz daha asagida bulunur. Skrotumun dis yiiziiniin sekli baz1 sartlara
bagl olarak degisir. Sicakta ve yaslilarda kaslar gevser. Bu nedenle skrotumun
ylizeyi genisleyip diizlesir. Sogukta ve genglerde m. dartos kasmin kasilmasi sonucu,
ylizeyi burusarak kiiciilir ve testisi sikica sarar. Testislerin normal fonksiyon
gorebilmeleri i¢in viicut sicakligindan daha diisiik bir sicaklikta bulunmalar1 gerekir.
Skrotum, yapisindaki Ozellikler (derisinde bol miktarda ter bezleri, diger
katmanlarinda kas lifleri, m. dartos, m. kremaster vb.) sayesinde gerekli diisiik
sicaklig1 (3435 derece) saglamaktadir (34, 40, 41).

2.3.2. Testisler

Testisler erkekte temel {ireme organ1 olup, skrotum icinde funikulus
spermatikus’a asili durumda bulunur. Erigkin insan testisi oval sekilli, 4-5 cm
uzunlukta, 2.5-3.5 cm genislikte, anteroposterior yiizeyi 3 cm ¢apmda ve 20-30 g
agrhigindadir ve erkek tlireme hiicreleri olan spermatozoonlar ile erkek seks
hormonlar1 olan androjenleri tiretir. Organin 6n kenari, her iki yiizii ve uclar1 diiz ve
konveks olup, visseral periton ile kaplidir. Arka kenarmin sadece lateral kismi
peritonla ortiiliidiir. Peritonsuz olan medial boliimiine epididimis tutunur ve buradan
damar, sinir ve kanallar gecer. Erken fetal donemde, karin boslugunda bobreklere
yakin olarak yer alan testisler, fetiis gelistikce asag1 dogru hareket ederek (descensus)
dogumdan hemen Once inguinal kanal araciligiyla skrotuma inerler. Testislerin
normal fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in, karm boslugundan skrotuma inmeleri
zorunludur (34, 39).

Testisler, distan ice dogru olmak iizere tunika vaginalis, tunika albuginea ve

tunika vaskulosa olmak lizere ii¢ tabaka ile sarilmislardir.
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1. Tunika vaginalis testis: Testislerin karin boslugundan skrotum kesesine dogru
inerken, beraberlerinde getirdikleri abdominal periton tabakasi olan en distaki bu
tabaka, mezotelyal hiicrelerle doselidir. iki yapraktan olusur. I¢ yapragi olan lamina
visseralis, testis ve epididimisin ilizerini Orterken; dis yapragi lamina pariyetalis ise
skrotumun i¢ yiizlinii orter (34, 35).

2. Tunika albuginea: Testisin anterolateral ylizeyinde bulunan ve diiz kas
hiicreleri igeren yogun fibroelastik bag dokusundan olugmus, en kalin ve belirgin
tabakadir. Bazal lamina ile tunika vaginalisten ayrilir. Testisi saran sik1 yapili bu
tabaka, mavimsi-beyaz renklidir ve bu tabakayi olusturan beyaz fibroz demetler,
farkli yonlere uzanarak birbirlerinin i¢ine girerler. Tunika albuginea, testis arka
yiiziinde kalinlasarak mediastinum testisi olusturur. Burada testise ait damar ve
sinirler ile beraber, rete testis adi1 verilen kanalciklar bulunur (34, 37).

Tunika albugineanin i¢ yiiziinden ¢ikan, bag dokusundan olusmus septula
testisler, arkada testis parankimasmi 250-300 kadar lobiillere aymrirlar. Koni
bi¢ciminde olan bu lobiillerin tabani testisin dig yiiziine, tepeleride mediastinum

testise dogru yonelmistir (Sekil 3) (34, 36, 41).

Epididymis,

A. testicularis
Caput

) Plexus
Ductuli pampiniformis

efferentes testis

Tunica
albuginea Epididymis,
Corpus
Septulum

testis

Mediastinum
testis'de
rete testis

Mediastinum
testis

R e N o

Sekil 3. Testisin anatomik yapis1 (100).
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3. Tunika vaskulosa: Tunika albuginea’nimn i¢ yiiziinde yerlesmis bir damar agi
tabakas1 olup, tiim bdlmelerin yiizlerini orter. Boylece, testisin igindeki tiim lobuli
testisi de sarmis olur (36, 37). Testis ve epididimis, aorta abdominalisin dali olan a.
testicularisten beslenir. Venleri ise Once funikulus spermatikusu saran pleksus
pampiniformisi, daha sonra da birbirleri ile birleserek vena testicularisi olustururlar.
Sagdaki v. cava inferiora dokiilirken sol taraftaki ise v. renalis sinistraya agilir.
Sempatik sinir lifleri torakal 10—11 medulla spinalis segmentlerinden, parasempatik
lifler ise nervus vagustan gelir (34, 40).

2.3.3. Epididimis

Her bir testisin arka-iist bolimii lizerinde yerlesmis, 5—6 cm uzunlugunda, {ist
bolimii genis, asag1 boliimleri giderek daralan bir eklentidir. Bir kanal sisteminden
ibaret olan epididimis, rete testisten, duktuli efferentes testisler ile aldig1
spermatozoonlar1 duktus deferense (vas deferens) iletmekle birlikte, spermler i¢in bir
olgunlasma ve depolama yeri olarak da gorev yapar. Epididimisin genis {ist kismia
caput epididimis, orta parcasia corpus epididimis, alt parcasina cauda epididimis
denir. 5-6 cm uzunluktaki epididimis i¢inde, kesintisiz sekilde kivrilmis olan
epididimis kanali (duktus epididimis) ger¢ekte 5—7 m uzunluktadir (39). Epididimis
kanal sistemine kadar olan yollardaki spermler olduk¢a hareketsiz olduklar1 halde,
epididimis kanali i¢indeki asit ortamda 18-20 saat ile 3 hafta bekleyen spermler
ovumu dolleyebilecek olgunluga erisirler (40).

2.3.4. Duktus deferens (Vas deferens)

Testisin bosaltma kanalidir ve kauda epididimisin devami seklinde baslayip
duktus ejakulatoryusa kadar uzanir. 40-50 cm uzunlugunda olup, ampulla boélimi
hari¢ sadece spermlerin iletimiyle gorevlidir. Duktus deferensin, kauda
epididimisden itibaren testisin arka kenar1 boyunca yilikselen kismma pars
epididimika denir. Bu kisim testisin iist ucuna geldiginde funikulus spermatikusun
icerisine katilir ve pars funikularis adini alir. Kanalis inguinalis i¢erisinde ilerleyen
parcasina pars inguinalis denir. Inguinal kanaldan pelvis igerisine girince funikulus
spermatikusu olusturan diger yapilardan ayrilir. Disa ve asagiya dogru uzanan bu
kismma pars pelvina denir. Bu yapi, pelvis boslugunun yan duvarinda ilerleyerek
mesanenin arkasina ulasir. Burada mesane tabani ile rektum arasinda yer alir. Duktus

deferensin son bolimii genisler ve ampulla duktus deferentis adin1 alir. Ampullanin
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alt ucunda liimen tekrar daralir ve prostatin tabani yakiminda vesikula seminalisin

kanali ile dar bir a¢1 yapip birleserek duktus ejakulatoryusu olusturur (38).
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2.4. Testis Embriyolojisi

Insanlarda gonadlar, mezonefroz boyunca uzanan mezodermden gelisir. Bu
bolgenin kranial kismindaki hiicreler yogunlasarak adrenokortikal primordiayi,
kaudal kismindaki hiicreler ise, 5. hafta civarinda secilebilir hale gelen genital
kabarikliklar1 olusturmak {izere organize olurlar. Erken evrede bu genital
kabarikliklar, kolomik epitelden koken alan hiicreler ve mezonefrik kabarikliklardan
gelisen hiicreler olmak iizere iki ana hiicre popiilasyonu icermektedir. Gonadlarin
koken aldig1 doku ve hiicreler, posterior karn duvarmi doseyen kolom epiteli
(mezotel) ile bunun altindaki mezenkim dokusu ve ilkel cinsiyet hiicreleridir
(primordial germ hiicreleri) (44, 47).

2.4.1. Primordial Germ Hiicreleri

Gelisimin 4. haftasinda kaudal mezoderm i¢ine giren vitellus kesesinin allantoise
yakin boliimiinde endodermal hiicrelerin farklilasmasiyla olusur. Yiiksek alkali
fosfataz aktivitesi gosteren bu yuvarlak ve biiytlik hiicreler, 19-20. giinlerden itibaren
ameboid hareketlerle allantois iizerinden ve bagwrsagi arkadan gecerek dorsal
mezenter yoluyla plika genitalise dogru goc ederler (42, 43).

2.4.2. Gonadlar

Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasina ragmen, gelisimin 7. Haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik
ozelliklerine sahip degildir. Gonadlar baslangigta bir ¢ift uzunlamasma, kdlemik
epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusmus genital
veya gonadal sirtlar halinde belirirler. Gelisimin 6. Haftasia kadar bu genital sirtlar
icinde germ hiicreleri yoktur. Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin erken evrelerinde
yolk kesesinin allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirir.
Sonbarsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5.
haftanin basinda primitif gonadlara ulasir, 6. haftada da genital sirtlar1 isgal ederler.
Bu hiicreler genital sirtlara ulagamadiklar1 takdirde gonadlar gelisemez. Gonadlarin
over veya testise farklanmasmda primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi
vardir. Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagsmasindan hemen 6nce
ve ulagmasi sirasinda, genital sirtin epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri altindaki

mezensimin i¢ine gomiiliirler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlar1 denilen
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irregiiler sekilli kordonlar1 olustururlar. Hem erkek hem de disi embriyolarda bu
kordonlar yiizey epiteline baghdir ve bu donemde erkek veya disi gonadlarinin
birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. iste bu devredeki gonad,
farklanmamis gonad olarak bilinir (44, 46).

Insanda cinsiyetin belirlenmesi, bazilar1 otozomal olan, ¢ok sayida genin rol
aldig1 kompleks bir siirectir. Cinsiyet dimorfizminde anahtar rolii, kisa kolunda
(Ypll) SRY genini tastyan Y kromozomu iistlenir. Bu genin protein {riinii, heniiz
farklilasma asamasina gegmemis cinsiyet organlarinin kaderini belirleyen genleri
aktive eden bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY proteini, testis belirleyici faktordiir
(TBF) ve bunun varliginda fetus erkek tipinde, yoklugunda ise disi tipinde
gelismektedir (46).

Erkeklerde farklilasma donemi baslangicinda SRY geni transkripsiyon
iirlinlerine ilk olarak genital kabartilarda rastlanir. SRY gen ifadesi veya ileri testis
farklilagsmas1 germ hiicreleri varligina baglh degildir. Cinsiyet belirleyici genler, germ
hiicrelerinden ziyade, testis somatik hiicreleri tizerinde etkilidir. SRY, farklilasmamais
stromal hiicrelerin Sertoli hiicrelerine farklilagsma islemini baglatan Sox-9 geninin
eksprese edilmesini uyarmaktadir. Bu genin ekspresyonu sonucu erkek gonadal
gelisim gliclendirilip hiz kazanir. Genital kabarikliklar, 5. hafta ortalarinda kolomik
epitel hiicrelerinin mezonefrozun medyal sinirlarina dogru go¢ii ve proliferasyonuyla
belirginlesir. Daha sonra primordial germ hiicreleri erken genital kabartilar igine
girer. 6. hafta baslarinda Sox—9 transkripsiyon faktorii etkisiyle genital kabartilar
icinde primitif seks kordonlar1 olusur ve primordial germ hiicreleri, bu kordonlar
icine go¢ eder. 6. hafta sonlarinda bu kordonlar kalinlasip farklilasir ve farklilastikca,
tunika albuginea adindaki yogun bag dokusu tabakasi tarafindan yiizey epitelinden
(germinal epitel) ayrilir. Testikiiler seks kordonlarinin en derindeki kisimlar1 5-7
adet mezonefrik tiibiil ile temas halindedir. Testikiiler seks kordonlarmin dig
kisimlar1 seminifer tiibiillerini olustururken, i¢ kisimlar1 ise rete testisi olusturur. Rete
testis buradan, mezonefrik tiibiillerden kdken alan duktuli efferentese katilir (47, 48).

Genital kabartilardan gelisen lokal steroidojenik hiicrelere ek olarak, Leydig
hiicre onciilleri mezonefrozdan testis icine go¢ edebilir. Bu durum 8. hafta boyunca
kayda deger bir sekil alir ve bu hiicreler androjenik hormonlar (testosteron ve

androstenedion) iliretmeye baslar. Bu hormon aktivitesi onemlidir, ¢iinkii erkek
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seksiiel kanal sistemi ve dis genital organ farklilagsmasi, fotal testis tarafindan
salgilanan hormonlara baghdir. Fotal Leydig hiicreleri, hormona duyarli genital
kanallarin farklilasmas1 doneminde (9-14. haftalar) hormonal salgi {irlinlerini
salgilar. 17-18. haftalar sonras1 fotal Leydig hiicreleri baskilanir ve spermatogenezi
uyardiklar1 donem olan puberteye kadar goriilmezler (45, 47).

Embriyolojik Sertoli hiicreler1 6—7. haftada Miillerian inhibitér madde (MIS)
iretirken, interstisyel hiicreler ise, testosteron salgilamaya 8. haftada baslarlar.
Testosteron iiretimi, insan koryonik gonadotropik hormonu (hCG) tarafindan stimiile
edilir. Testosteron, erkeklerde mezonefrik duktuslardan erkek genital duktuslarin
olusumunu uyarirken, MIS, paramezonefrik duktusun kaybolmasina neden olur.
Mezonefroz dejenere oldugunda, mezonefrik duktuslardan bazilar1 kalicidir ve
duktuli efferentesleri olustururlar. Bu kanallar, mezonefrik duktusa acilirlar ve
mezonefrik duktus bu bolgede duktus epididimise doniisiir. Epididimis distalinde
mezonefrik duktus, kalin bir diiz kas tabakasi kazanir ve duktus deferens olusur.
Mezonefrik duktuslarin kaudal uclarmin lateralinden disa dogru seminal vezikiiller
gelisir. Bu ¢ift haldeki bezler, spermlerin beslenmesini saglayan sekresyon yaparlar.
Seminal vezikiillerin duktusu ile uretra arasinda kalan mezonefrik duktus bolimi,

ejekulatuar duktus olarak gelismektedir (45, 46).
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2.5. Testis Histolojisi

Erkek lireme sistemi, testisler, testis i¢i ve dis1 genital kanallar, yardimci bezler
ve penisden olusur. Bu sistemin 6nemli bir parcasi olan testisler, embriyonik gelisim,
seksiiel olgunlasma ve iireme fonksiyonlarmi etkileyen, puberteyle birlikte
spermatozoonlarin {iretimi ve beslenmesi ile baslica erkek seks hormonu olan
testosteronun sentezinden sorumlu, endokrin ve ekzokrin fonksiyonu olan bir cift
organdir. FErigkin erkeklerde sperm iiretiminin devam etmesi, sekonder seks
karakterlerinin korunmasi ve yardimci bezlerin fonksiyonlar1 testise bagimlidir. Oval
sekilde, yanlardan basik, iri bir badem biyiikligiinde (her biri 2,5x3x5 cm
boyutlarinda, 10-25 g agirliginda) bir ¢ift organ olan testislerin posterior yiizii
epididimis ile baglantilidir. Testisi disardan saran tunika albuginea tabakasi, testisin
posterior tarafinda kalinlasarak mediastinum testisi olusturur ve organ i¢ine sokulur.
Testise giren ve ¢ikan kan ve lenf damarlar1 ve kanallar bu tabaka i¢inde seyreder.
Mediastinumdan testis i¢ine dogru uzanan ince bag dokusu septumlari, testikiiler
dokuyu, sayilar1 250’ye ulasan lobiillere ayirir. Bu lobiillerde, spermlerin iiretildigi,
krvrimli seminifer tiibiiller bulunur (Sekil 5). Her bir lobiil 1-4 adet seminifer tiibiilii
icermektedir. Seminifer tiibiiller arasindaki bosluk, kan damarlari, sinirleri, lenfatik
kanallari, makrofajlar1 ve Leydig hiicre gruplarini kusatan interstisyel doku ile
doldurulmustur (49, 51, 53).
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Sekil 5. Testisin histolojik yapis1 (49).
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2.5.1. Seminifer Tiibiilleri

Seminifer tiibiilleri, yaklasik 150-200 pm ¢apinda ve 30-80 cm uzunlugunda,
olduk¢a kivrimli kanallardir. Her bir testiste 250-1000 adet bulunur. Seminifer
tiibiiller, anastomoz gosteren kivrimlar seklinde baglar, mediastinuma dogru
birbirlerine yaklasarak kisa ve diiz tiibiiller olan tubuli rekti’ yi olustururlar. Bu diiz
tiibtiller ise, mediastinumda bulunan ve anastomozlasan kanallar olan rete testise
acuirlar. Seminifer tiibiilleri, seminifer epitel veya germinal epitel adi verilen ¢ok
katl bir epitel dokuyla doselidir. Seminifer epiteli, distan bazal lamina ile kollajen
lifler ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan 6zellesmis, ¢ok tabakali bir bag doku
ile sarilmistir. Bu dokuya peritiibiiler doku ya da tunika propria denir. Bu dokudaki
miyoid hiicrelerin organizasyonu tiirlere gore degisiklik gdsterir. Kemiricilerde tek
tabaka halinde diizenlenme gdosterirken, insanlarda ve bazi tiirlerde 3—5 tabakalidir.
Miyoid hiicreler, elektron mikroskobik diizeyde diiz kas hiicrelerine benzeyen, bazal
lamina ile sarili, aktin filamentlerinden zengin hiicreler olarak gozlenir ve
kontraksiyon aktiviteleri sayesinde seminifer tiiblillerin ¢apmi degistirerek,
hareketsiz spermlerin rete testise dogru ilerleyen ritmik hareketini saglarlar.
Seminifer epitelinde yer alan iki ana hiicre grubundan biri germ hiicreleri olan
spematogenetik hiicreler, digeri ise bu hiicrelere destek ve besleme gorevi listlenen
Sertoli hiicreleridir (51).
2.5.2. Sertoli Hiicreleri

Destek hiicreleri adim1 da alan Sertoli hiicreleri, bazalden limene kadar uzanan
biiyiik, prizmatik hiicrelerdir. Bu hiicreler, gelismekte olan sperm hiicrelerini
besleme, koruma ve destekleme 6zelligine sahiptir. Spermatogenetik hiicreler gibi
boliinme yetenekleri yoktur. Bununla birlikte, tam olarak farklilasip olgunlagsamamais
spermatogenetik hiicreleri fagosite edip ortadan kaldirma yetene§ine sahiptirler.
Sertoli hiicreleri, puberteye kadar seminifer epitelin dominant hiicre tipidir fakat
puberteden sonra sayilar1 azalir. Daha ileri yastaki erkeklerde spermatogenetik hiicre
populasyonu azaldig1r zaman, Sertoli hiicreleri tekrar seminifer epitelin ana elamani
haline gelir (49).

Bu hiicrelerin yuvarlak veya tiggen sekilli, 6kromatik niikleuslar1 biiyiik olup
bazal sitoplazmada gozlenir ve 1-2 adet belirgin niikleolus igerir. Niikleuslarmmm en

onemli 6zelligi bir ya da daha fazla derin invaginasyonlar gostermesidir. Elektron
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mikroskobik diizeyde Sertoli hiicreleri sitoplazmalarmin lipid damlaciklar1 yoniinden
zengin olduklar1 goriiliir. Ayrica gelismis graniiler ve agraniiler endoplazmik
retikulum, belirgin Golgi kompleksi, bol mitokondriyonlar, daginik halde serbest
ribozomlar, primer ve sekonder lizozomlar, glikojen graniilleri, mikrotiibiiller ve
mikrofilamentlere sahiptir (50, 51).

Insanlarda ayrica bazal sitoplazmada, ¢ekirdek yakininda yer alan ve Charcot—
Bottcher adi verilen inkliizyon cisimcikleri de goriilebilir. Mitokondriyonlar, tiibiiler
tipte olup hiicrenin bazalinde yer alir ve sekil degistirirler. Bu hiicrelerin sinirlar1 151k
mikroskobik diizeyde zor se¢ilir. Hiicrelerin apikal boliimlerinde, gelismekte olan
spermatozoonlarin bas kisimlar1 bulunur. Birbirlerine komsu olan Sertoli hiicreleri
Ozel baglant1 kompleksleriyle baglanmistir ve bu baglant1 bolgelerinde, komsu
membranlar arasinda 50°den fazla paralel kaynasma bdlgeleri igeren zonula okludens
tiirli baglantilar bulunmaktadir. Bu baglant1 kompleksleri, seminifer epitelini bazal ve
adluminal kompartmanlara ayirir. Ayrica, yine Sertoli hiicreleri arasinda gap junction
tipi baglant1 kompleksleri, Sertoli hiicreleriyle erken donem spermatogenetik
hiicreler arasinda dezmozom tip1 baglant1 kompleksleri ve Sertoli hiicreleriyle bazal
membran arasinda hemidezmozom tipi baglant1 kompleksleri yer almaktadir (49, 51).

Spermatogenetik hiicreler, Sertoli hiicrelerinin lateral uzantilariyla olusturulan
bolmelerde yerlesmislerdir. Seminifer tiibiillerin bazal kismima yakin bdlgelerde
Sertoli hiicreleri arasinda spermatogonyumlar ve erken donem primer spermatositler
yerlesirken, luminal bdlgelere dogru ise daha olgun spermatositler ve spermatidler
yerlesir. Spermatogenetik hiicreler boliiniip olgunlastikca limene dogru ilerlerken,
Sertoli hiicreleri arasindaki baglant1 komplekslerinin olusturdugu bariyeri asmak
zorundadir. Sertoli hiicreleri arasindaki baglanti kompleksleri ayn1 zamanda kan-
testis bariyeri olarak adlandirilan 6zel bir bariyeri de olusturmus olurlar (51).

Sertoli hiicreleri, testosteron ve dihidrotestosterona yiiksek oranda baglanma
afinitesine sahip androjen baglayici protein (ABP) sentezler. ABP sayesinde luminal
bolgede testosteron hormonu yiiksek konsantrasyonlarda tutularak, gelisim ve
farklilasma evrelerinde olan sperm hiicrelerinin olgunlasmalar1 saglanir. Bu
hiicrelerde ayrica FSH hormonu salimimini baskilayan inhibin, plazminojen aktivator

ve transferin sentezlenir (56).
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Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlari:

1-Gelismekte olan spermatogenetik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,
2-Spermiyogenezin  sonunda atilan rezidiiel cisimcikleri veya gelisimini
tamamlayamamis spermatogenetik hiicreleri fagosite etmek,

3- Kan-testis bariyerini olusturmak,

4-Seminifer tiibiil liimenine, sperm transportunu kolaylastiracak, protein ve
iyonlardan zengin bir siv1 salgilamak,

5-Plazminojen aktivator ve transferrin gibi molekiilleri sentezlemek ve ayrica folikiil
stimiile edici hormon (FSH) uyarmmiyla, androjen baglayici protein (ABP)
sentezlemek. (Bu protein, seminifer tiibiil iginde spermatogenez icin gerekli olan
testosteronun yogunlagsmasini saglar).

6-Anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasmi 6nleyen inhibin ve uyaran
aktivin ad1 verilen peptidleri salgilamak,

7-Anti-Miillerian (Miillerian inhibe edici) hormonu iretmek. (Bu hormon
embriyonik gelisim sirasinda, erkek fetusta Miiller (Paramezonefrik) kanallarinin
gerilemesini saglamaktadir) (49, 50, 55).

2.5.3. Kan-Testis Bariyeri

Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglanti kompleksleri sayesinde, interstisyel
dokudaki kan damarlar1 ile seminifer tiibiiller arasinda kan-testis bariyeri olusturulur.
Bu bariyer, germ hiicrelerinin kandan gelen ilaclar, toksik kimyasallar ve mutajenler
gibi zararli ajanlara kars1 korunmasini ve seminifer tiibiillerin iyon, aminoasit,
karbonhidrat ve protein igeriginin, kan ve lenfin iceriginden oldukc¢a farkli olmasini
saglamaktadir (50).

Spermatogonyumlarin farklilagmasi, sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasina
yol agar. Seksiiel olgunlagmanin, immiinolojik yetenegin gelismesinden daha sonra
meydana gelmesi sonucu, farklilasmakta olan sperm hiicreleri yabanci olarak
algilanmaktadir. Bu durum, germ hiicrelerinin 6liimiine sebep olabilecek bir immiin
yanitt1  tesvik etmektedir. Bu  bariyer sayesinde, seminifer tiibiillere
immiinoglobulinlerin ge¢mesi Onlenerek, immiin sistem tarafindan haploid germ
hiicreleri; sekonder spermatosit, spermatid ve spermler ile immiin sistem arasinda

olusabilecek herhangi bir etkilesim ortadan kaldirilir (49, 55).
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2.5.4 Spermatogenetik Hiicreler

Primitif erkek germ hiicreleri olan spermatogonyumlar, puberteyle birlikte
boliiniip farklilasarak sperm hiicrelerini olustururlar ve bu olaya spermatogenez
denir. Diizenli olarak bdliinerek olgun spermlere farklilasan spermatogenetik
hiicreler, 4-8 tabaka hiicre icerirler ve bazalden liimene dogru hiicre tipleri;
spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositler, spermatidler ve
spermatozoonlardir (54, 56).
2.5.4.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, Sertoli hiicreleri arasindaki zonula okludens tipi
baglantilarin altinda yerlesim gosterdikleri i¢cin kan-testis bariyerinin disinda yer alan
ve bazal lamina ile direkt baglant1 halinde olan hiicrelerdir. Tip A koyu, Tip A agik
ve Tip B spermatogonyumlar olmak iizere ii¢ temel morfolojik tipi gozlenir.
Bunlardan Tip A koyu spermatogonyumlar, seminifer epitelin kok hiicreleridirler.
Yogun bazofilik ve ince graniiler kromatinli oval ¢ekirdek icerirler. Puberteden
itibaren mitotik hiicre boliinmeleri gecirerek ya tip A koyu spermatogonyumlari, ya
da tip A acgik spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip A agik spermatogonyumlar,
soluk boyanan, ince graniiler kromatinli oval ¢ekirdek igerirler. Mitotik bdliinmeleri
sonucunda farklilasarak Tip B spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip B
spermatogonyumlar, merkezi yerlesimli c¢ekirdekcige sahiptir. Cekirdek kromatini,
cekirdekcik cevresinde ve ¢ekirdek kilifi boyunca yogunlasma gosterir (Sekil 6) (49,
54).

late spermatid

early spermatid

pachytene
= primary
spermatocyte

junctional complex

basal lamina

Sertoli type A pale peritubular (myoid) cells
type A dark cell  spermatogonium
spermatogonium

type B pale
spermatogonium

Sekil 6. Seminifer tiibiil epiteli (49).
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2.5.4.2. Spermatositler

Tip B spermatogonyumlarm mitoz bdliinmeleri sonucu olusan primer
spermatositler, DNA sentezini tamamladiktan hemen sonra mayoz bdliinmenin
profaz safhasina girerler. Birinci mayoz boliinmenin profazimin alt evreleri; leptoten,
zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez evreleridir. Bu alt evrelerde goriilen temel
olaylar; zigoten-pakiten evresinde homolog kromozomlarin eslesmesini kolaylastiran
sinaptonemal kompleks olusumu, homolog kromozomlarin eslesmesi (sinapsis),
homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri arasinda genetik bilgi
degisimi (krossing-over) ve eslesmis homolog kromozomlarmn ayrilmasi gibi
olaylardir. Profazin yaklasik 22 giin civarinda bir siire almas1 nedeniyle mikroskopta
incelenen hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu primer spermatosit olarak goriiliir. Bu uzamis
profaz evresinden sonra, kardes kromatid ciftleri metafaz, anafaz ve telofaz
evrelerinden geger ve yavru hiicreler olan sekonder spermatositlere dagilirlar.
Ikinci mayoz bdliinme sirasinda bu kez profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri,
kardes kromatidleri yavru hiicreler olan spermatidlere dagitirlar (56).

Spermatogenik seride en biiylik hiicreler, c¢ekirdeklerindeki sinaptonemal
kompleksin varlhigiyla karakterize primer spermatositlerdir. Testis kesitlerinde
sekonder spermatositlerin goriilmesi zordur, ¢iinkii bunlar interfazda kisa siire kalan
ve hizla ikinci mayotik boliinmeye giren hiicrelerdir (54).
2.5.4.3. Spermatidler

Spermatidler, sekonder spermatositlerin ikinci mayoz bdliinmesi ile olusan
haploid kromozomlu hiicrelerdir ve seminifer tiibiiliin adluminal boélgelerinde yer
alirlar. Bunlar, diger hiicrelerden kiigiik boyutlari, yogunlagsmis kromatin bdlgeleri
tastyan c¢ekirdekleri ve seminifer tiibiillerde liimen yakininda Sertoli hiicrelerinin
derin sitoplazmik ¢Okiintiileri i¢ine yerlesmeleri ile tanmirlar. Bu hiicreler,
spermiyogenez adi verilen farklilagsma siireci gecirip metamorfoza ugrarlar. Bu
siirecte; akrozom olusur, c¢ekirdek yogunlasir ve wuzar, kuyruk gelisir ve
sitoplazmanin ¢ogu kaybedilir (49, 56).

Spermatidler, merkezi yerlesimli bir ¢ekirdek, iy1 gelismis bir Golgi kompleksi
ve ¢ok sayida mitokondriyonlara ve bir ¢ift sentriyole sahiptir. Spermatidin olgun
sperme farklilasma siireci 4 faz igerir. Bu fazlar, spermatidlerin 6zel baglantilarla

Sertoli hiicre membranina fiziksel olarak baglandiginda olusurlar (53).
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1) Golgi faz: Cekirdegin bir kutbuna yerlesen Golgi kompleksi, periyodik asit-
Schiff (PAS) pozitif graniiller olan proakrozomal graniilleri birikimi sergiler. Bu
graniiller ¢ekirdek kilifina yakin yerlesim gosteren akrozomal vezikiillerle birlesir.
Sentriyoller, akrozomal vezikiiliin sekillendigi ¢ekirdek bdlgesinin zit kutbuna goc
ederek sperm kuyrugunun sekillenmesini baglatir (49, 53).

2) Sapka fazi: Akrozomal vezikiiliin yerlestigi ¢ekirdek yilizeyinde, yariya kadar
yayillmasiyla karakterizedir. Bu yapiya akrozomal sapka adi verilir. Akrozomal
sapkanin altinda yer alan c¢ekirdek kilifi, porlarin1 kaybederek kalinlasir. Cekirdek
icerigi yogunlasir (51, 53).

3) Akrozomal faz: Bu evrede ¢ekirdek yogunlasir ve yassilasip uzar. Sitoplazmik
kisim posteriorda kalir. Sitoplazmik mikrotiibiiller silindirik bir kilif olan manset
seklinde diizenlenir. Akrozomal ylizeyin zit kutbuna go¢ eden ve kuyrugun erken
gelisimini baslatan sentrioller, modifiye olarak spermin boyun bodlgesini sekillendirir.
Plazma membrani arka kisima dogru uzanirken manset kaybolur ve mitokondriyonlar
sitoplazma derininden boyun bdlgesi ve uzantisina goc¢ eder ve orta parca
sekillendirilmis olur (53, 56).

4) Olgunlasma fazi: Sitoplazmik artiklarin spermden atildigi fazdwr. Bu yapilar,
Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Spermatidler artik birbirleriyle baglanti
halinde degildir ve seminifer tiibiiliin limenine salinirlar (49, 53).

2.5.4.4. Spermatozoonlar (Spermler)

Olgunlasmis erkek germ  hiicreleridir. Insanda  spermatogonyumdan
spermatozoon olusumu arasinda gecen siire yaklasik 64 giindiir. Olgun insan
spermatozoonu bas, boyun ve kuyruk boliimlerinden olusur. Spermin bas ve kuyruk
kisimlarini plazma membrani sarar (50).

Bas boliimii, akrozomla sarilmis c¢ekirdekten olusur. Cekirdek yassilasmis
sekilde olup, yogun halde kromatin igermektedir. Cekirdegin anterior yarisini
akrozom orter. Ozel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom, akrozin denilen
tripsin benzeri proteazlar, asit fosfataz, hyalurodinaz ve néroaminidaz gibi hidrolitik
enzimler igerir. Bu enzimlerin, oositleri ¢evreleyen korona radiyata hiicrelerini
birbirinden ayirdig1 ve zona pellusidayr sindirdigi bilinmektedir. Boyun, bas ve
kuyruk arasindaki baglantiy1 saglayan bir ¢ift sentrioliin bulundugu dar bir pargadir.

Distal sentriol, sperm kuyrugunun merkezi pargasi olan aksonemaya kaynaklik



26

yapar. Boyun aksonemi, yogun fibroz halkalarla kusatilmistir. Insan
spermatozoonlarinin boyun bolgelerinde genelde belli bir miktar sitoplazma
bulunmaktadir (54).

Kuyruk boliimii, yapisal yonden silyuma benzer ve orta parca, esas parga ve son
parca olmak iizere ilic bdlgeye ayrilmistir. Orta parca, sarmal olarak dizilmis
mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonema ve dis yogun
lifler ad1 verilen sperm boynundaki baglant1 par¢asindan kuyruk boyunca uzanan
dokuz adet uzunlamasina seyreden filamandan olusur. Esas par¢a kuyrugun en uzun
parcasidir. Yedi dis yogun lifle sarili merkezi aksonema ve bir fibroz kiliftan olusur.
Hem dis yogun lifler hem de fibroz kilif, spermin 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler
kayma ve kivrilma i¢in saglam bir iskelet olusturur. Son parga, dig yogun lifler ve
fibroz kilifin erken sonlanmasindan dolay1 sadece aksonem bulunan kuyrugun ¢ok
kisa bir parcgasidir (49, 55).

2.5.5. Interstisyel Doku

Testisde seminifer tiibiillerin arasi, Leydig hiicreleri, gevsek bag dokusu
elemanlari, sinirler, kan ve lenf damarlariyla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler
pencereli tiptedir ve kan proteinleri gibi makromolekiillerin serbest¢e gegmesine izin
verirler. Interstisyum, Leydig hiicreleri, fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu
hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar1 icermektedir (49, 52, 55).

2.5.6. Leydig Hiicreleri

Leydig veya testisin interstisyel hiicreleri, interstisyel alanda kan veya lenf
damarlarina yakm bulunan, yuvarlak ya da poligonal sekilli, eozinofilik bir
sitoplazmaya sahip biiyiik hiicrelerdir. Merkezi yerlesimli ¢ekirdekleri bir veya iki
adet olup, kromatin graniilleri ve belirgin c¢ekirdek¢ik igerir. Steroid sentezleyen
hiicre ozelliklerini tasiyan sitoplazma, yaygin agraniiler endoplazmik retikulum,
kiigiik lipid damlaciklari, tiibiilovezikiiler kristali mitokondriyonlar, lipofuksin
graniilleri ile Reinke Kkristali ve prekiirsorlerine sahiptir. Leydig hiicreleri, sekonder
seks karekterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu
iiretirler. Serumda bulunan testosteronun yaklasik %95°1 Leydig hiicreleri tarafindan,
geri kalan kismui ise adrenal korteks tarafindan iiretilir. Testosteron sentezi sirasinda
plazma kolesterolii hiicreye girer, asetil koenzim A (CoA) tarafindan esterlestirilir ve

sitoplazmada lipid damlaciklar1 seklinde depolanir. Diiz endoplazmik retikulumda
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yag asitleri  kolesterole donistiiriilir. Kolesterol, yag damlaciklarindan
mitokondriyonlara steroidogenik akut regiilator protein (StAR) araciligiyla tasinir
ve mitokondriyonlardaki sitokrom P450 enzimi olan kolesterol dezmolaz enzimi
tarafindan pregnenolon iretilir. Diiz endoplazmik retikulumdaki enzimler,
pregnenolonu progesterona ve onu da testosterona doniistiiriir (50, 52, 56).

Interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri, hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara
baghdir. Androjenik hormonlar, gelisim sirasinda, erkek fetus gonadlarinin gelisimi
ve genital organlarm farklilasmasi gibi olaylar igin gereklidir. Insanda hamilelik
sirasinda plasenta tarafindan iiretilen gonadotropik hormon, anne kanindan fetiise
gecer ve androjenik hormonlari iireten bol miktardaki fetal testis interstisyel hiicreleri
uyarir. Bu hormonlarin varligi, erkek genital organlarinin embriyonik farklilasmasi
icin gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin 4. ayma kadar tamamen
farklilasmis olarak kalirlar ve sonra testosteron sentezinde bir azalmayla birlikte
gerilerler. Daha sonra gebeligin geri kalanm1 boyunca hipofizden salgilanan LH
hormonu uyaris1 altinda, testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 puberte
oncesi doneme kadar dinlenme halinde kalirlar (52, 55).
2.5.7. Rete Testis

Damardan c¢ok zengin olan mediastinum i¢ine yerlesmis, birbirleriyle
anastomozlagan tiibiiler yapilardir ve bir tubulus agi olustururlar. Tubuli rekti adi
verilen diiz seminifer tiibiiller, mediastinum testiste yer alan bu kanal agina agilir.
Tek kath kiibik veya alcak prizmatik epitelle doseli, diizensiz bu kanallarm epitel
hiicreleri, tek bir apikal silyum ve birka¢ kisa mikrovillus igerir, niikleuslar1 cok koyu
boyanir ve bu hiicrelerin yaslandig1 bazal membran, mediastinumun bol kan damarlh
bag dokusu ile sarilmistir. Spermler, tubuli rekti ve rete testisten hizla gegtiginden,
kesitlerde liimende spermlere nadiren rastlanir (51, 53).
2.5.8. Duktuli Efferentes

Rete testisi epididimise baglayan ve sayilar1 yaklasik 20 adet olan bu kivrimli
kanallar, yalanci cok kathh prizmatik epitel ile doselidir. Bu kanallar, testisten
cikarken ¢ok kivrimli bir bir sekil alip, koni vaskulosi ad1 verilen 610 adet konik
yapilar1 olusturur ve bu konilerin bazal kisimlarinda efferent kanallar, epididimis

kanalina agilir (49).
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Efferent kanallarin epitelindeki hiicreler prizmatik ve kiibik hiicrelerdir. Uzun
boylu hiicrelerinde silyum bulunurken, kisa boylu hiicrelerinde silyum yerine ¢ok
sayida mikrovillus, apikal sitoplazmalarinda bol miktarda lizozom, mikropinositotik
vezikill ve membranla sinirli yogun cisimler bulunur. Seminifer tiibiillerden
salgilanan sivinin biiyiik bir boliimii, bu hiicreler tarafindan geri emilir. Bazal
membrana komsu yerlesen kiibik sekilli bazal hiicreler ise, diger hiicrelere
dontisebilen kok hiicrelerdir. Ayrica elastik lif iceren, sirkiiler ince bir kas tabakasi
bu kanali kusatmaktadir. Bu kas tabakasi ve silyumlarin hareketi, spermlerin bu
kanallar boyunca ilerlemesini saglar (51, 53).

2.5.9. Epididimis

Bu organ duktus efferentes ve duktus epididimisten olusur. Testislerin arka yiizii
boyunca uzanan bu yapi, bas, govde ve kuyruk olmak {izere ii¢ boliimden olusur.
Bas kisminda efferent duktus bulunur. Duktus epididimis ise, son derece kivrimli,
uzun bir kanal olup, epididimisin govde ve kuyruk kisminda bulunmaktadir. Bu
kanali saran siki bag dokusu, kan damarlar1 ve diiz kas hiicreleri bakimindan
zengindir. Yalanct ¢ok katli sterosilyali prizmatik epitel, bazal hiicreler ve esas
hiicrelerden olusur. Esas hiicreler, ¢ok sayida uzun sterosilyalara sahip, uzun boylu
prizmatik hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda yaygin graniiler ve agraniiler endoplazmik
retikulum ag1 ve belirgin bir Golgi kompleksi bulunur. Bazal hiicreleri, kok hiicre
ozelligindedir. Epitel icinde, Halo hiiceleri ad1 verilen lenfositlere rastlanabilir. Bas
ve govde boliimlerinde bag dokusu disinda sirkiiler diiz kas tabakasi bulunur (49,
51).

Duktus epididimis, spermlerin, bu bdliimden gegerken hareket ve fertilite
yetenegi kazandiklar1 6zel bir kanaldir. Ayrica, duktuli efferentesten geriye kalan
absorbe edilmemis sivinin geri emilimi ve Sertoli hiicreleri tarafindan ortadan
kaldirilmamig artik cisimlerin ve dejenere spermlerin fagosite edilmesi gibi olaylar
burada gerceklesir. Esas hiicreler, sperm olgunlagsmasini saglayan siyalik asit,
gliserofosfokolin ve glikoproteinleri salgilar (51).

2.5.10. Duktus deferens

Epididimisin kuyrugunun devami olup, kalin duvarli miiskiiler bir borudur.

Testisin arka yiiziinden asag1 dogru uzanip, spermatik kordonun bir eleman1 olarak

inguinal kanaldan gecip karin bosluguna ulasir. Mesane seviyesinde genisleyerek
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ampulla kismimi olusturur ve bu yapinin son kisminda seminal vezikiiliin kanallar1 da
katilir. Duktus deferens daha sonra prostata girer ve iiretraya agilir. Prostata giren
segmente ejekulatuar duktus adi verilir. Epiteli, yalanci ¢cok katl prizmatik epiteldir
ve hiicrelerinin ¢ogunun yiizeyinde sterosilyum bulunur. Epitel altinda elastik
liflerden zengin lamina propriya bulunur. Mukoza, limene dogru katlantilar yaptigi
icin liimen diizensiz goriliir. Kas tabakasi, icte ve dista longitudinal, ortada sirkiiler
seyreden kas liflerinden olugsmus kalin bir tabakadir (51).

2.5.11. Duktus ejakulatoryus

Yaklasik 1 cm uzunlugunda, basit prizmatik epitelle doseli, kisa ve diiz bir
kanaldir. Prostat bezine girer ve prostatik iiretraya agilir. Mukoza limenine dogru
katlantilar yapar. Duvarinda diiz kaslar bulunmaz (50).

2.5.12. Vesikula seminalis

Yaklasik 15 cm uzunlugunda, kivrimli ve tiibiiloalveolar yapiya sahip bir ¢ift bez
olan bu bezlerin i¢ kisminda, liimene dogru uzanan salgi epitelinin dosedigi bag
dokusu girinti ve ¢ikimtilart bulunur. Cok ince katlar olusturan mukoza, dalli ve
birbirine baglantilar olusturan petekli bir goriinime sahiptir. Labirent seklinde
izlenen liimeni yalanci ¢ok kath epitelle doselidir. Kisa, bazal hiicreler ve prizmatik
hiicreler igerir. Epitelin yiiksekligi testosteron hormonuna bagli olarak degisir. Bazi
hiicreler mikrovillus icerirken, bazilarinda tek bir flagellum vardwr. Hiicreler bol
silindirik mitokondriyon, graniillii endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi igerir.
Yogun salgi graniilleri vardir. Epitelin altinda fibroelastik bag dokusu ve bu dokunun
altinda, icte sirkiiler dista longitidunal kaslar bulunur. En dis kisimda ise bag
dokusundan bir kapsiil yer almaktadir (50, 52, 57).

Insanda ejakiilatin %70’lik boliimii bu bezin salgisidir. Bu bezler, viskdz,
sarims1 renkte, spermatozoonlar1 aktive eden sitrat, inozitol, prostoglandinler ve
cesitli proteinler gibi maddeleri igeren bir salgi liretir. Bu salgida ayrica bol miktarda
fruktoz bulunur ve spermatozoonlar bu monosakkarid sayesinde, hareketleri i¢in
gerekli enerjiyi elde ederler (52).

2.5.13. Prostat Bezi

Normal erigkin prostat1 kestane boyutunda ve yaklasik 20 gr agirhigindadir.

Retroperitonal yerlesim gosteren bu organ, mesane boynu ve iiretranin g¢evresini

sarar. Ceperinde ince, belli belirsiz bir fibroelastik bag dokusu kapsiille karisik diiz
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kas ve arka tarafinda ise ejakiilator kanallarin girisi bulunur. 30-50 adet dallanmis
tiibiiloalveoler bezden olusur ve bu bezlerin kanallar1 prostatik iiretraya bosalir.
Prostatta bulunan {i¢ ayr1 bolgeden birincisi, bez hacminin %25’ini kaplayan
merkezi bolgedir (santral kusak). Bu bolgenin epiteli yalanci ¢ok kath epiteldir.
Bezin %70’in1 kaplayan ikinci bolge periferik bolgedir (perifer kusak) ve prostat
kanseri bu bolgede gelisir. Ugiincii bolge gegis bolgesidir (gegis kusagi) ve bu bolge,
1y1 huylu prostat hiperplazilerinin biiyiik bir boliimiiniin kaynaklandig1 bolgedir (52,
57).

Prostat bezlerinin limeninde siklikla ¢apt 0.2-2 mm olan, glikoprotein yapili,
kiigiik kiiresel cisimcikler bulunur. Bunlar prostat taslar1 veya korpora amilasea
olarak adlandirilir. Onemi anlasilamamis olmakla birlikte, sayilar1 ilerleyen yasla
birlikte artmaktadir. Prostat bezi epiteli yalanci ¢ok katli epiteldir ve bazal hiicreler
ile salg1 yapan hiicrelerden olusur. Prostat salgisi, ejakiilat sivisinin yaklasik %15’in1
olusturur ve asit fosfataz, amilaz ve fibrinolizinden ¢ok zengindir (52, 58).

2.5.14. Bulboiiretral Bezler (Cowper Bezleri)

Caplar1 3-5 mm olan ve iiretranin membrandz kisminin proksimalinde
yerleserek buraya bosalan bezlerdir. Bu bezler, mukus salgilayan tek katli silindirik
epitelle doseli tiibiiloalveoler bezlerdir. Fibroblast, diiz kas ve ¢izgili kas iceren bir
kapsiilii vardir ve kapsiilden ayrilan bdlmeler bezi loblara ayirir. Bezin salgisi,

kayganlastirici islevi goren berrak bir mukustur (50, 52).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezinden temin edilen Sprague Dawley cinsi, 32 adet erigkin erkek sigan
kullanild1. Sicanlar, viicut agirliklar1 6lciildiikten sonra rastgele secilip dort gruba
ayrildi: Kontrol grubu (K; n=8), sadece AG verilen (AG; n=8), diyabet grubu (D;
n=8) ve diyabet olusturulup, AG ile tedavi edilen grup (DAG; n=8). Sicanlarin deney
oncesi kan glikoz seviyeleri, kuyruk venlerinden alinan kanlarinin el glukometresi
(Accu Chek Glukometre - Roche) ile Olgiimii sonucu belirlendi. Diyabet
olusturulacak siganlar i¢cin 450 mg Streptozotosin (STZ) (Sigma, USA), 10 cc distile
su icinde iyice ¢oziiliip (45 mg/kg tek doz), hayvan agirliklarmma gore, intraperitonal
(1.p) olarak insiilin enjektorleri ile uygulandi. D ve DAG gruplarma uygulanan STZ
enjeksiyonundan 72 saat sonra tekrar kan alinip, glukometreyle kan glikoz seviyeleri
olciildi. Kan glikoz seviyeleri 270 mg/dL ve {lizerinde olanlar calismaya dahil edildi.
AG, siganlara ¢cesme suyu icerisinde 1 gr/L doz oraninda, iyice ¢oziilerek hazirland1
ve hergiin sabah saat 9:00°da deneklere verildi. 10 haftalik deney siiresinde; tiim
hayvanlar standart sican pellet yemi ve AG verilen gruplar disindakiler normal igme
suyu aldilar. Sicanlarin giinliikk icme suyu tiiketimleri mezur ile 6l¢iiliip, her sicanin

bir glinde tiikettigi ortalama AG miktar1 mg olarak hesaplandi.

3.1. Testislerin Alinmasi

Deney sonunda, hayvanlarin viicut agirliklar1 ve deney sonu kan glikoz
seviyeleri olciildii. Ketamin ve ksilazin (1.2-1.4 g/kg) anestezisi altinda sigcanlar
sakrifiye edildi. Hayvanlarm testisleri alinip, testis agirliklar1 6l¢iildii. Sol testisler
biyokimyasal ¢alismalar i¢in derin dondurucuya alinirken, sag testisler histolojik
calismalar i¢cin, %10 formalin soliisyonu ic¢inde tespit edildi (24 saat). Rutin doku
takibi (sirasiyla, %70, %80, %96, %100 dereceli alkol serilerinde birer saat, ksilen ve
parafinde ikiser saat bekletme) sonrasinda parafine gomiilen dokulardan mikrotom

(Leica RM 2245) cihaziyla 5 um' lik kesitler lamlara alind.
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3.2. Histolojik Boyama

Lamlara alinan kesitlere, Hematoksilen-Eozin (H-E), Masson trikrom ve
Toluidin mavisi boyama ydntemleri uygulandi ve kapatma islemlerini takiben
preparatlar, 151k mikroskobunda (Leica DFC-280) incelendi.

3.2.1. Mayer’s Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu
Lamlara alinan doku Ornekleri 1 saat etiivde bekletilerek doku ¢evresindeki

parafinin erimesi saglandi. Daha sonra kesitlere sirasi ile asagidaki boyama metodu

uygulandu.

Ksilenl 5 dakika
Ksilen II 5 dakika
Ksilen III 5 dakika
%80 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Absolii alkol 3 dakika
Absolii alkol 3 dakika
Distile suda yikama 5 dakika
Mayer’s Hematoksilen 5 dakika
Cesme suyu 25 dakika
Eozin 2 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Absolii alkol 3 dakika
Absolii alkol 3 dakika
Ksilen I 5 dakika
Ksilen II 5 dakika
Ksilen III 5 dakika

Bu islemler uygulandiktan sonra lamlarin {izerine entellan damlatilarak lamel ile

kapatildi.
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3.2.2. Masson Trikrom Boyama Metodu
Lamlara alman doku ornekleri 1 saat etiivde bekletilerek doku ¢evresindeki
parafinin erimesi saglandi. Kesitler distile suya gelinceye kadar ksilen ve alkol

serilerinden gecirildi. Ardindan asagidaki islemler uygulandi.

Demirli Hematoksilen 10 dakika
Cesme suyunda yikama 5 dakika
Biebrich scarlet-asit fuksin 15 dakika
Distile suda yikama 5 dakika
Fosfomolibdik asit &

Fosfotungustik asit soliisyonu 15 dakika

Light green 1 dakika
Distile suda yikama 5 dakika
Fosfotungustik asit 15 dakika

Bu islemler uygulandiktan sonra kesitler distile su ile yikandi, alkol ve ksilen
serilerinden geg¢irildi ve kapatildi.
3.2.3. Toluidin Mavisi Boyama Metodu

Lamlara alman doku ornekleri 1 saat etiivde bekletilerek doku ¢evresindeki
parafinin erimesi saglandi. Kesitler distile suya gelinceye kadar ksilen ve alkol
serilerinden gecirildi. Kesitler Toluidin mavisi soliisyonunda 2-3 dk bekletildikten

sonra distile su ile yikandi, alkol ve ksilen serilerinden ge¢irildi ve kapatildi.

3.3. Immiinohistokimyasal Boyama

Testis dokularindan alman 5 pum'lik kesitler, immunohistokimyasal boyama i¢in
polilizin kapli lamlar ilizerine alindi. Deparafinizasyon isleminden sonra preparatlar
suya getirildi, %0,05 tween 20 - sitrat buffer (pH 7,6) i¢ine alind1 ve mikrodalga
firinda 30 dk 1sitildi. Oda sicakliginda sogutulduktan sonra, kesitler PBS ile yikand.
Sonra kesitlere %0,3’liikk hidrojen peroksit (H,O,) uygulandi. Kesitler primer tavsan
poliklonal kaspaz 3 antikor ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi (NeoMarkers,
USA). Sonra PBS ile yikandi, 30 dk biyotinlenmis anti-polivalentle ve 30 dk
streptoavidin peroksidazla inkiibe edildi. Boyanma 15 dakika kromojen + substratta
bekletilerek tamamlandi. Boyamanmn ardindan preparatlar 151k mikroskobu ile

incelendi.
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3.4. Histolojik Degerlendirme

H-E ile boyanmis preparatlarda seminifer tiibiil ¢aplar1 ve germinal epitel
kalmliklar1 6lgiildii. Olgiimler, her preparattan 100 adet seminifer tiibiil sayilarak
gerceklestirildi. Histolojik skorlama, tiibiillerin saglam, dokiilmiis, atrofiye, ¢ok
cekirdekli dev hiicreli ve dejenere hiicrelerin varligma gore, her bir preparattan X20
biiytitmede 10 farkli alan incelenerek yapildi. Trikrom ile boyanmis preparatlarda
tunika albuginea tabakasi kalmliklar1 dlgiildii. Olgiimler X40 biiyiitmede, her bir
preparattaki testis tunika albuginea tabakasinin 5 farkli noktasindaki kalinliklarin
Olciilmesi ve ortalamalarmin alinmasi sonucu gercgeklestirildi. Toluidin mavisi ile
boyanan preparatlarda, X40 biiyiitmede tunika albuginea igerisinde gozlenen tim
mast hiicreleri sayilip ortalamalar1 alinarak degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal degerlendirmeler, her bir preparattan X20 biiyiitmede 20
adet tiibiil sayilarak yapildi. Kaspaz 3 boyanmasi, boyama yogunluguna ve
yaygimhigma gore; boyanma yok (0), zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
simiflandirildi. Tiim preparatlarin inceleme ve degerlendirmeleri Leica Q Win Image
Analiz sistemi (Leica Micros Imaging Solution Ltd, Cambridge, UK) kullanilarak
yapild1

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Dokularin Homojenizasyonu

Testis dokusu 1/5 w/v oraninda PBS tamponu (pH 7,4) eklenerek buz izolasyonu
altinda IKA-Werke T25 homojenizatorii ile tim doku pargalanincaya kadar
homojenize edildi. Elde edilen homojenattan 1 mL MDA 6l¢timii i¢in ayrildi. Kalan
homojenatlar, Sonics VCX130 sonifikatorde 30 saniyelik araliklarla 4 defa 15 saniye
sonifiye edildi. Sonifiye islemlerinin ardindan 10.000 g’de, +4 °C’de 10 dakika Niive
NF 800R mikrosantrifiij aletiyle santrifiij islemi yapildi. Boylece enzim aktiviteleri
ve protein tayinin yapilacagi silipernatan elde edildi. Siipernatan 6rnekleri 6l¢tim
islemleri yapilincaya kadar -70 °C de derin dondurucuda saklandi.
3.5.2. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck H. yontemine gore yapildi (59). Katalaz
Olciimiinde kullanilmak iizere spektrofotometrede 240 nm’de absorbans 0,7-0,9

oluncaya kadar Na-K-fosfat tampon ¢ozeltisine derisik (% 35 ‘lik) H,O, ilave edildi.
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Numunelerin katalaz igerigini belirlemek i¢in hazirlanan bu karisimdan 1000 pl
almip kiivete kondu ve tlizerine ¢alisma araligma bagli olarak 30 pl’den baslayarak
gittikce artan konsantrasyonlarda siipernatan eklendi ve bir kez karistirilip Shimadzu
1601-UV visible spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 30 sn siireyle H,O, nin
(6=0,0396 cm’ pmol”) absorbans degisimi okundu. Okunan bu optik dansite
farkindan mL’deki enzim {inite sayis1 hesaplandi.
3.5.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev alan SOD enziminin aktivite
tayini McCord J.M, Fridovich 1 (60) yontemine gore yapilmis olup yontemin esasi
ksantin-ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom-C’yi

indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanur.

Siiperoksit dismutaz cesitli yollarla ortaya cikan siiperoksit (O,") radikalinin

hidrojen peroksite (H,O,) dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. SOD enzim

aktivitesi ksantin—ksantin oksidaz (XO) sistemi ile iiretilen O, radikallerinin
sitokrom ¢ okside etmesi sonucu olusan renk degisimi 550 nm’de takip edilerek
belirlendi. Bu reaksiyona dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD
tarafindan reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi. Bu reaksiyonu % 50 inhibe eden
orneklerdeki SOD miktar1 1 Unite (U) olarak kabul edildi ve sonuglar U/mg protein
olarak verildi.

Gerekli ¢ozeltiler:

A ¢ozeltisi:

-- 5 umol ksantinin 0.001 N NaOH* daki ¢ozeltisi: 10 hacim

-- 2 umol sitokrom-C’nin 50 mM pH 7,8 ve 0,1 mM EDTA iceren fosfat
tamponundaki ¢ozeltisi: 100 hacim.

B Cozeltisi:

-- Ksantin oksidazin 0,1 mM EDTA’daki ¢6zeltisi 0.2 U/mL.

Yontem :

1) 3 mL’lik spektrofotometre kiivetine 2,9 mL A ¢ozeltisi eklendi.

2) 50 pL ornek ilave edildi.

3) Tepkime 50 pL B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi.

4) Daha sonra Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm’deki
absorbans degisimi (1 dk.) okundu.
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5) Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine SOuL distile su eklendi.
6) Orneklerin % inhibisyon degerleri hesaplandi.
3.5.4. Total Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

5-tio-2-nitrobenzoat (TNB) olusumu, 412 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciildi. Ekstrakt icindeki GSH miktari, ticari bir GSH standart olarak kullanilarak,
nmol/mg protein cinsinden belirlendi (61).
3.5.5. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Serbest radikal saldirilar1 sonucu hiicre membraninda bulunan lipitlerin
peroksidasyonu, son iriin olan malondialdehit (MDA) miktarmm Beuge J.A
yontemine gore belirlenmesiyle bulundu (62).
Gerekli ¢ozeltiler:
-- % 15 ‘lik TCA ¢o6zeltisi : 1 hacim
-- % 0.375 ‘lik TBA ¢ozeltisi : 1 hacim
-- 0.25 N ‘lik HCI ¢ozeltisi : 1 hacim
Yukaridaki ti¢ ¢Ozeltinin hassas bir sekilde hazirlanip belirtilen hacim oranlarinda
karistirilmasiyla bir soliisyon hazirlandi.
Yontem :
1-10 mL’ lik santiftij tiipleri alind1 ve biitiin tiiplere hazirlanan soliisyondan 4 mL
kondu.
2- Kor tiipleri hari¢ tutularak ornek tiiplerine 1 mL homojenat kondu.
3- Bir kez siddetli bir sekilde karistirildi.
4- Kaynar suda ( 95-100 °C ’de ) 20 dk. bekletildi.
5- Daha sonra tiipler sogutuldu ve 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.
6- Elde edilen siipernatanin Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometresinde 535
nm’deki MDA-TBA kompleksi ‘nin (g : 1.56 x 10° M'cm™) absorbans1 okunarak
MDA miktar1 hesaplandi.
3.5.6. Nitrik Oksit (NO) Olgiimii

NO canli organizmada katildig1 reaksiyonlar ile nitrit (NO*) ve nitrat (NO>) son
iirtinlerini olusturmaktadir. Bu iki son {riiniin oranlar1 degiskendir. Bu nedenle total
NO (tNO) iiretiminin en iyi gdstergesi NO* ve NO*’iin birlikte &lciilmesidir.
Calismamizda testis dokusundaki tNO diizeyleri, Griess reaksiyonu kullanilarak,

nitrat rediiktaz ile NO’in indirgenmesi ile olusan nitrit (NO*) ve nitrat (NO”)
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diizeylerinin Cayman florometrik kitleri (Cayman Inc. Ann Arbor, MI, USA)

kullanilmasiyla belirlendi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 13.0 programu ile Kruskal Wallis ve Mann
Whitney-U testi kullanilarak yapildi. Kruskal Wallis ile gruplarin ortalama degerleri,
Mann-Whitney-U ile gruplar arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadig: test edildi.
Grup i¢indeki degisim testi ise Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi ile yapildi. Tim
sonuglar ortalama * standart hata (SE) olarak ifade edildi ve P<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhklan ve Kan Glikoz Degerleri
Deney baglangic1 ve deney sonu viicut agirlik kazanimlari bakimindan diyabet

ve kontrol grubu sigcanlar1 arasindaki fark, istatistiksel olarak anlamli bulundu
(P=0.001). Diyabet grubuna AG verilmesi, viicut agirlik kaybini azaltt1 (P=0.003).
Ancak kontrol grubundaki sicanlar gibi agirlik kazanmasini da saglayamadi. DAG
grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemliydi (P=0.006).

D grubundaki sicanlarda STZ enjeksiyonundan (72 saat sonra) deneyin sonuna
kadar hiperglisemi gézlendi. Diger yandan DAG grubunda, D grubuna goére final-
baslangic kan glikoz seviyeleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd:
(P=0.001). Kontrol grubu ile DAG grubu arasinda final-baslangi¢ kan glikoz
seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (P>0,05). Sicanlarin deneyin baslangic

ve sonundaki viicut agirliklar1 ve kan glikoz degerleri Tablo I’de verildi.

Tablo I. Gruplarin baslangig - final viicut agirliklar1 ve kan-glikoz degerleri.

Gruplar

Parametreler K (n=8) AG (n=8) D (n=8) DAG (n=8)
Bagslangic viicut agirligi (g) 282.1+4.3 | 290.6+49 319.443.7 319.74£3.6
Final viicut agirlig1 (g) 323.9+6.4 | 326.448.18 207.1+£6.3 294.6£18.2
Viicut agirlik farklari (g) ¢ 417467 | 4574109 | ()112247.5 | (-)25.1£18.2
Baslangi¢ kan-glikoz (mg/d 128.6+2.5| 132.25+6 383.3+14.1 283.58+6.1
Final kan-glikoz (mg/dl) 154.443.4| 167.0£13.2 587.04£5.0 334.6+7.8
Kan-glikoz farklar1 (mg/dl) ¢

25.7£3.5 32.748.7 203.6+11.9 51.1+8.5
P Degerleri
Gruplar Viicut agirhk farklan Kan glikoz farklar:

K-D 0.001 0.001
K -DAG 0.006 > 0.05 (FY)
D - DAG 0.003 0.001
AG - DAG 0.009 > 0.05 (FY)

Not: K: Kontrol grubu, AG: Aminoguanidin grubu, D: Diyabet grubu, DAG: AG verilmis diyabet
grubu. n: Sigan sayisi ¢: Final-Baslangi¢ farklar1 FY: Fark yok.
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4.2. Testis Agirhklan

Siganlarin deney sonu ortalama testis agirliklar1 sag ve sol testis olarak ol¢tildii.
Diyabet grubundaki siganlarin testis agirliklarinda (sag; 0.7+0.1 g, sol; 0.8+£0.1 g)
kontrol grubuna gore (sag; 1.4+0.003 g, sol; 1.6+0.1 g) istatistiksel olarak dnemli bir
azalma gozlendi (P=0.001). AG verilmesi diyabetik hayvanlarda izlenen testis agirlik
kaybimi 6nledi. D grubu testis agirliklart sag ve sol 0.7£0.1 g ve 0.8+0.1 g iken DAG
grubunda 1.55+0.07 g ve 1.53+0.008 g’a yiikseldi. Testis agirliklar1 bakimindan
DAG grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (FY).
Nitekim kontrol grubu sicanlarin testis agirliklar1 (sag; 1.4+0.003 g, sol; 1.6+£0.1 g)
ile DAG grubu siganlarin testis agirliklar1 (sag; 1.55+0.07 g, sol; 1.53+0.008 g)
birbirine yakindi (P>0.05). Deney gruplarinin testis agirliklari ve bu agirliklarin
gruplar arasindaki farklarinin istatistiksel degerlendirmeleri Tablo II’de ve testis

agirliklar1 grafigi Grafik 1°de verilmistir.

Tablo II. Gruplarin sag ve sol testis agirliklar1 ve istatistiksel P degerleri.

Gruplar Sag Testis Agirhigi (g) | Sol Testis Agirhg (g)
K 1.4+0.003 1.6+0.1
AG 1.55+0.003 1.51+0.008
D 0.7£0.1 0.8+0.1
DAG 1.55+0.07 1.53+0.008

P Degerleri

Gruplar P Degeri
K-D 0.001
K -DAG > 0.05 (FY)
D - DAG 0.001
AG - DAG > 0.05 (FY)




Grafik 1. Gruplarin sag ve sol testis agirliklari.
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4.3. Hayvanlarin Su Tiiketimi
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Deney siiresince her bir hayvanin tiikettigi su miktar1 ve aldigi AG miktar1

hesaplandi. Buna gore kontrol grubundaki her bir hayvanin giinliik su tiiketimi

ortalama 65.75 ml idi. Diyabet ve DAG grubunda siganlarm giinliik su tiikketimleri

kontrol grubuna gore anlaml derecede artmisti. Diyabet grubunda her bir hayvan

127.87 ml su tiiketirken DAG grubunda su tiiketimi 144.87 ml’ye ulasti. Deneyde

kullanilan tiim gruplardaki si¢anlarin giinliik su ve AG tiiketimi ve gruplar arasindaki

giinlik su ve AG tiiketim farklarmmin istatistiksel degerlendirmeleri Tablo III’de

verildi.

Tablo III. Siganlarm giinliik ortalama su ve AG tiiketimi ile istatistiksel P degerleri.

Giinliik ortalama su Giinliik alinan ortalama

Gruplar tiiketimi (ml) AG miktar1 (mg)
K 65.75+1.37
AG 67.62+1.28 67.62+1.28
D 127.87+1.68
DAG 144.87+1.31 144.87+1.31

P Degerleri

Gruplar P Degeri
K-D 0.001
D - DAG 0.001
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4.4. Isik Mikroskobik Bulgular

4.4.1. Kontrol Grubu
Kontrol grubu pankreaslarinda Langerhans adaciklar1 oval ve yuvarlak sinirlari

ile normal goriiniimdeydi (Resim 1).

Resim 1. Kontrol grubunda normal goriiniimdeki pankreas Langerhans adacig
(oklar). H-E; X40.

Testisler, trikrom boyama metodu ile distan yesil renkte ayit edilen bag dokusu

kapsiilii tunika albuginea ile sariliydi (Resim 2).

' &P

Resim 2. Kontrol grubu testis tunika albuginea tabakasi (oklar). Masson
Trikrom; X40.
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Tunika albuginea bu grupta 33.19 + 1.6 pm kalinlikta 6l¢iildii. Seminifer tiibiiller
normal histolojik gériinimdeydi. Tiibiiller belirgin bir bazal lamina lizerine oturmus
seminifer epitelinden olusmaktaydi. Seminifer epitelindeki Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik seri hiicreleri belirgin olarak ayirt edilmekteydi. Spermatogonyumlar
yuvarlak ve oval sekilleriyle bazal membranin hemen {iizerinde yer alirken

spermatidler liimende izlendi (Resim 3).

* oo

Resim 3. Kontrol grubu seminifer tiibiiliinde spermatogonyumlar (oklar),
Sertoli hiicreleri (ok uclari) ve spermatidler (yildiz). H-E; X40.

Bu grupta; seminifer tiibiil ¢aplar1 254.6 + 5.17 um ve germinal epitel yiiksekligi
ise 64.5 £ 0.83 um olarak oOlciildii. Tibiillerin arasindaki interstisyel bag doku
icerisinde kapiller damarlar ve eozinofilik sitoplazmalar1 ile ayirt edilen Leydig

hiicreleri bulunmaktaydi (Resim 4).
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Resim 4. Kontrol grubu interstisyel alanindaki eozinofil sitoplazmah Leydig
hiicreleri (oklar). H-E; X100.

Toluidin mavisi boyama metodu ile boyanan kesitlerde, tunika albuginea

tabakasinda mor graniilleri ile mast hiicreleri gézlendi (Resim 5).

Resim 5. Kontrol grubu tunika albuginea tabakasindaki mor graniillii mast
hiicreleri (oklar). Toluidin mavisi; X40.

Bu grupta tunika albuginea tabakasindaki mast hiicre sayis1 13.4 + 2.9 olarak
tespit edildi. Seminifer tiibiiller arasindaki bag dokuda mast hiicreleri izlenmedi

(Resim 6).
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Resim 6. Kontrol grubunda, interstisyel alanda mast hiicreleri izlenmemekte.

Toluidin mavisi; X40.

Seminifer tiibiillerde 6zellikle spermatidlerin sitoplazmik artiklarinin kaspaz—3
ile pozitif boyandig1 goriildii. Bu grupta orta (++) ve siddetli (+++) pozitif boyanan

spermatogenik hiicrelere rastlanmadi. (Resim 7).

Resim 7. Kontrol grubunda spermatidlerin pozitif boyanan sitoplazmik artiklar
(oklar). Kaspaz-3; X20.
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4.4.2. AG Grubu
Bu grupta Langerhans adaciklarinin histolojik goriinlimii kontrol grubuna

benzerdi (Resim 8).

Resim 8. AG grubunda pankreas Langerhans adacigil. H-E; X40.

Tunika albuginea kalinlig1 32.35 + 1.1 um, Seminifer tiibiil ¢aplar1 233.4 + 6.39
um ve germinal epitel yiiksekligi 60.1 £+ 2.08 um olarak 6l¢iildii. Bu degerler kontrol
grubuna benzerdi (P>0.05) (Resim 9).

Resim 9. AG grubunda tunika albuginea tabakas (oklar). Masson Trikrom; X40.
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Seminifer tiibiil sinirlarinin diizglin oldugu ve spermatogenik germ hiicrelerinin
diizenli olarak dizildikleri goriildii. Tibiillerde, spermatogonyumlardan spermatide

kadar spermatogenezin tiim evrelerindeki germ hiicreleri mevcuttu (Resim 10).

X

Resim 10. AG grubunda spermatogenik hiicreler; spermatogonyumlar (ok
uclari), primer spermatositler (oklar) ve spermatidler (yildiz). H-E; X40.

Mast hiicreleri tunika albuginea igerisinde tek tek ya da gruplar halinde izlendi

(Resim 11). Bu grupta mast hiicre sayis1 12.2 + 1.8 olarak tespit edildi.

N

Resim 11. AG grubunda tunika albugine icerisinde izlenen mast hiicreleri
(oklar). Toluidin mavisi; X40.
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Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile kontrollere benzer olarak, seminifer
tiibiillerin limeni igerisinde kii¢iik sitoplazmik pargaciklar pozitif boyanmis olarak
izlendi (Resim 12). Bu grupta da kontrol grubunda oldugu gibi orta (++) ve siddetli

(+++) boyanan spermatogenik hiicrelere rastlanmadi.

Resim 12. AG grubunda tiibiil icerisinde kaspaz-3 pozitif boyanan sitoplazmik
artiklar. Kaspaz-3; X20.
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4.4.3. D Grubu
Langerhans adaciklarinin ¢aplar1 kiictilmiistii. Adacigin merkezinde yer alan

hiicrelerin bazilar1 sismis ve nukleuslar1 irilesmisti (Resim 13).

Resim 13. D grubunda Langerhans adaciginin merkezinde izlenen iri niikleuslu
ve sismis hiicreler (oklar). H-E; X40.

Tunika albuginea bu grupta, belirgin olarak kalinlagsmisti (69.5 = 4.3 um) ve yer

yer diizensiz gorliiniimliiydi (Resim 14).

Resim 14. D grubunda kalinlasmis tunika albuginea tabakasi. Masson Trikrom;
X40.
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Izlenen bu kalinlasma kontrol, AG ve DAG grubuna gore istatistiksel olarak
onemli derecede anlamliydi (P<0.05). Seminifer tiibiillerin ¢aplar1 ve germinal epitel
yiiksekligi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak belirgin derecede azalmisti
(P=0.009). 20’lik objektifin gordiigii alanda incelenen seminifer tiibiillerin ortalama
3.7 £ 2.1°nin dejenere, 1.0 £ 1.3 tiibiiliin dokiilmis, 0.7 £ 0.9’nin dev hiicreli, 2.3 +
1.8’nin atrofiye ve sadece 0.3 + 0.8 tiibiiliin saglam oldugu tespit edildi.

Seminifer tiiblil yapilar1 kiigiilmiis ve birbirlerinden ayrilmis goriiniimdeydi.

Kendilerine 6zgii sekillerini kaybederek biiziilmiis ve diizensizlesmisti (Resim 15).

Resim 15. D grubunda biiziilmiis ve diizensiz seminifer tiibiilleri (yildiz)
izlenmekte. H-E; X10.

Tiibiil epitelini olusturan spermatogenik hiicrelerin sayilariin azaldigi, seminifer
tiibiiller arasindaki interstisyel alanda genis bosluklar olustugu ve birbirlerinden

ayrildigi gozlendi (Resim 16).
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Resim 16. D grubunda interstisyel alanda genis bosluklar (y1ldiz). H-E; X20.

Bazi tiibiillerde germinatif epitelden ayrilan ve gelisimini tamamlamamis
spermatogenik seriye ait hiicrelerin imen igerisinde biriktigi tespit edildi (Resim

17).

f)' N

Resim 17. D grubunda liimende biriken spermatogenik seriye ait hiicreler
(oklar). H-E; X40.
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Bazi tiibiillerde de eozinofilik sitoplazmali, mayozun belli asamalarinda
duraksamis (Resim 18) ve farkli sekillerde izlenen dejenere hiicrelere rastlandi

(Resim 19, 20).

Resim 18. D grubunda mayoz béliinme sirasinda duraksamis germ hiicreleri
(oklar). H-E; X40.

Resim 19. D grubunda dejenere hiicreler (oklar). H-E; X100.
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Resim 20. D grubunda dejenere hiicreler (oklar). H-E; X100.

Diger bazi tiibiillerde ise germinatif epiteli olusturan spermatogenik hiicreler
azalmigt1. Bu seminifer tiibiillerde spermatogonyumlar disinda, spermatogenik seriye

ait diger hiicrelerin higbiri ayirt edilemedi (Resim 21).

Resim 21. D grubunda, spermatogonyumlar disinda diger spermatogenik
hiicreler izlenmemekte. H-E; X40.
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Dikkat ¢eken diger bir bulgu, birden fazla sayida niikleus i¢eren dev hiicrelerin
goriilmesiydi (Resim 22).

Resim 22. D grubunda ¢ok niikleuslu dev hiicre (ok). H-E; X100.

Toluidin mavisi boyama metodu ile mast hiicreleri tunika albuginea igerisinde,

gruplar halinde ve degraniile olarak gézlendi (Resim 23).

Resim 23. D grubunda tunika albuginea i¢inde degraniile olmus mast hiicreleri
(oklar). Toluidin mavisi; X100.
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Mast hiicre sayis1 24.6 = 1.8 olarak tespit edildi. Bu gruptaki mast hiicre sayisi,
diger biitiin gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artmist1
(P<0.05). Gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda mast hiicre sayis1 en yiiksek
bu grupta tespit edildi.

Kaspaz-3 immiin boyama yOntemiyle boyanan hiicrelerin sitoplazmalari

boyanmanin siddetine gore kahverenginin tonlarinda boyandi (Resim 24).

. "
i .‘b-}

Resim 24. D grubunda kaspaz-3 pozitif boyanan kahverengi germ hiicreleri
(oklar). Kaspaz-3; X40.

Diyabet grubunda pozitif boyanan hiicrelerin yogunlugu ve sayist kontrol
grubuna gore anlamli  derecede artti (P<0.05). En zayif boyanma
spermatogonyumlarda izlendi (Resim 25). Leydig hiicreleri, gruplarin hig¢birinde
kaspaz-3 ile pozitif (+) olarak boyanmadi. Seminifer tiibiillerin etrafinda ve arasinda

yer alan bag doku hiicreleri de kaspaz-3 ile ayrica negatif (-) reaksiyon verdiler.
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Resim 25. D grubunda zayif boyanan spermatogonyumlar (oklar). Kaspaz-3;
X40.
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4.4.4. DAG Grubu

Langerhans adaciklarinin ¢aplar1 diyabet grubuna gore daha biiytlik ve diizenliydi

(Resim 26).

Resim 26. DAG grubunda Langerhans adaciginin goriiniimii. H-E; X40.

Tunika albuginea kalinligi 43.03+£2.0 um olarak ol¢iildii. Bu grupta tunika
albuginea kalinlig1 diyabet grubuna gore istatistiksel olarak Onemli derecede
azalmigt1 (P=0.000). Ancak kontrol grubu seviyesine ulasamadi (P=0.001) (Resim
27).

Resim 27. DAG grubunda tunika albuginea tabakasi (oklar). Masson Trikrom;
X40.
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Bu grubun seminifer tiibiil ¢aplar1 (226.3 £ 8.96 um) diyabet grubuna gore
artmigt1 ve bu artig istatistiksel olarak anlamliyd: (P=0.009). Diger yandan kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, tiibiil ¢aplar1 ve germinal epitel yliksekligi bakimmdan
istatistiksel olarak fark anlamsizdi (P>0.05). 20’lik objektifin gordiigii alanda
incelenen seminifer tiibiillerden, ortalama 0.4 + 0.6 tiibiilin dejenere, 0.3 = 0.5
tlibiiliin dokiilmiis, 0.04 + 0.1’nin dev hiicreli ve 0.3 = 1.0’nin atrofiye oldugu tespit
edildi. Saglam tiibiil sayist1 3.8 £ 0.8’d1. Diyabet grubuna gore saglam tiibiil sayis1
istatistiksel olarak anlamli derecede artmist1 (P=0.00).

Diyabet grubuna gore seminifer tiibiillerin ¢ogu daha diizenli ve saglamdi.
Ancak bazi tiibiiller normal sekilleri disinda yer yer kiiclilmiis ve biiziilmiis sekilde

gozlendi (Resim 28).

Resim 28. DAG grubunda saglam (oklar) ve biiziilmiis (y1ldizlar) tiibiiller. H-E;
X10.

Diyabet grubunda tiibiiller arasinda izlenen genis interstisyel bosluklar bu grupta

izlenmedi (Resim 29).
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Resim 29. DAG grubunda seminifer tiibiilleri ve interstisyel alanlarin
goriiniimii. H-E; X10.

Mayozun belli asamalarinda duraksamis spermatogenik hiicrelere DAG
grubunda da rastlandi. Duraksamis spermatogenik hiicreler igeren tiibiil sayist
diyabet grubuna gore daha seyrek olarak izlendi. Bu tiibiillerin etrafinda normal
gelisimini siirdiiren germinatif epitele sahip saglam tiibiiller yer almaktaydi (Resim

30).

Resim 30. DAG grubunda mayoz béliinme sirasinda duraksams germ hiicreleri
(oklar) ve hemen yaninda saglam bir tiibiil (yildiz). H-E; X40.
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Toluidin mavisi boyama metodu ile bu grupta da mast hiicreleri tunika albuginea

icerisinde, tek tek veya gruplar halinde gozlendi (Resim 31).

\X-X’

Al

Resim 31. DAG grubunda tunika albuginea tabakasinda mast hiicreleri (oklar).
Toluidin mavisi; X40.

Mast hiicre sayis1 18.2 £ 1.9 olarak tespit edildi. Diyabet grubuna gore bu grupta
mast hiicre sayisi istatistiksel olarak anlamli derecede azalmisti (P=0.036). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ise aradaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(P>0.05).

Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile siddetli (+++) pozitif boyanan hiicrelerin
sayis1 diyabet grubuna gore anlamli derecede azaldi (P=0.004) (Resim 32). Orta
siddette boyanan hiicreler ise en ¢ok bu grupta gozlendi (Resim 33).
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X40.

Resim 33. DAG grubunda kaspaz-3 orta siddette boyanan germ hiicreleri.
Kaspaz-3; X40.
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Seminifer tiibiillerinin cap-germinal epitel ylikseklik Olctimleri Tablo IV de,
histolojik skorlama bulgular1 Tablo V’de, kaspaz-3 ile boyanan hiicre sayisi-
yogunlugu Tablo VI'da verildi. Ayrica gruplarin tunika albuginea kalinlik 6lgiimleri

Grafik 2’de ve ortalama mast hiicre sayilar1 Grafik 3’de gosterildi.

Grafik 2. Gruplarin ortalama tunika albuginea kalinliklar1 ve istatistiksel P

degerleri.
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Grafik 3. Gruplarin tunika albuginea tabakasindaki ortalama mast hiicre sayilar1 ve

istatistiksel P degerleri.
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Tablo IV. Seminifer tiibiil caplar1 ve germinal epitel kalinliklar1 Olcimi ve

istatistiksel P degerleri.

Gruplar
Parametre K AG D DAG
TC (um) 254.6 +5.17 233.4+6.39 142.0 £ 19.27 226.3 +8.96
GEY (um) 64.5+0.83 60.1 £2.08 38.6 £5.42 61.4+1.93
P Degerleri

Gruplar TC GEY
K-D 0.009 0.009
D - DAG 0.009 0.009
K -DAG 0.05 (FY) 0.35 (FY)
K-AG > 0.05 (FY) > 0.05 (FY)

Not: TC : Tibiil ¢cap1 , GEY : Germinal Epitel Yiiksekligi.



Tablo V. Histolojik skorlama bulgular1 ve istatistiksel P degerleri.

Gruplar Saglam Dejenere | Dokiilmiis | Dev hiicreli Atrofiye
K 444+0.7 0.0+0.0 0.04 + 0.1 0.0+0.0 0.06 +0.0
AG 42409 0.06+2.3 0.1+0.3 0.0+0.0 0.06 +0.0
D 0,3+0.8 3.7£2.1 1.0+ 1.3 0.7£0.9 23+1.8
DAG 3.8+£0.8 04+0.6 0.3+0.5 0.04 + 0.1 03+1.0

P Degerleri

Gruplar Saglam Dejenere | Dokiilmiis | Dev hiicreli Atrofiye
D - DAG 0.00 0.00 0.014 0.000 0.000
D-K 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
K -DAG 0.001 0.000 0.000 0.15 (FY) 0.14 (FY)

Tablo VI. immiinohistokimyasal analiz bulgular1 ve istatistiksel P degerleri.

Gruplar KASP 0 KASP + KASP ++ KASP +++
K 11.3+3.2 8.6+3.2 0.0+0.0 0.0+0.0
AG 8.6+1.9 11.3£1.9 0.0+0.0 0.0+0.0
D 0.0+0.0 0.5+0.5 6.1£1.8 13.1+2.0
DAG 23+3.6 7.5£3.1 9.0£3.5 1.1£1.3

P Degerleri

Gruplar KASP 0 KASP + KASP ++ KASP +++
D - DAG 0.14 0.003 0.1 0.004
D-K 0.002 0.003 0.002 0.002
K -DAG 0.004 0.4 (FY) 0.002 0.06 (FY)

Not: KASP 0: Kaspaz ile boyanmayan tiibiil sayisi. KASP+: Zayif boyanan tiibiil sayisi.

KASP++: Orta siddette boyanan tiibiil sayisi. KASP+++: Siddetli boyanan tiibiil sayisi.




64

4.5. Biyokimyasal Bulgular

Diyabet grubundan alinan testis dokularindaki MDA seviyelerinin, kontrol
grubuna ait degerler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis
oldugu tespit edildi (P=0.004). Diger yandan, AG verilmesi MDA seviyesini 6nemli
derecede azaltti. DAG grubu MDA seviyesi, D grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmist: (P=0.01). DAG ile kontrol seviyeleri
arasindaki istatistiksel fark anlamsizdi (P>0.05).

Diyabet grubundaki siganlarin testis dokularindaki SOD, CAT ve GSH
aktivitelerinin ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 goriildii. Ancak DAG grubunda SOD, CAT ve GSH aktiviteleri diyabet
grubuna gore artmusti. Bu artis istatistiksel olarak Onemliydi (P=0.004). DAG
grubunda CAT disinda biitiin biyokimyasal parametreler kontrol grubuna benzerdi.

NO seviyesi (nitrat ve nitrit) en yiiksek diyabet grubunda (442.256 + 38.03)
sonra sirastyla kontrol grubu (307.148 + 37.68), DAG grubu (221.86 £ 21.7) ve en
diisiik AG grubunda (201.282 + 22.48) tespit edildi. Diyabet grubundaki NO seviyesi
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli derecede ylikselmisti (P=0.03). Ancak AG
verilmesi NO seviyesini belirgin olarak diisiirdii. Nitekim D ile DAG grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak Onemliydi (P=0.004). Gruplarmn biyokimyasal

analiz bulgular1 ve istatistiksel P degerleri Tablo VII’de verilmistir.

Tablo VII. Biyokimyasal analiz bulgular1 ve istatistiksel P degerleri.

MDA GSH
CAT (U/mg SOD (U/mg (nmol/mg (nmol/mg NO (nmol/mg

Gruplar protein) protein) protein) protein) protein)
K 7.704 £0.37 | 34.475+0.92 | 1.576+0.09 | 26.472+£0.97 | 307.148 =37.68
AG 6.270+£0.92 | 32.275+0.43 | 1.165+0.08 | 25.136 £2.50 | 201.282 +22.48
D 3.699+£0.23 | 25.428+0.81 | 2.62+0.24 | 15371 £1.12 | 442,256 +38.03
DAG 6.196+£0.49 | 32.662+1.10 | 1.237+0.18 | 25.490+0.77 221.86 £21.7

P Degerleri

Gruplar CAT SOD MDA GSH NO
D-K 0.004 0.004 0.004 0.004 0.03
D - DAG 0.004 0.004 0.01 0.004 0.004
K - DAG 0.003 0.26 0.07 0.7 0.07
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5. TARTISMA

Diyabetin neden oldugu kronik komplikasyonlarin patogenezinde artmis
oksidatif stres ve IGSU’lerin 6nemli oldugu bilinmektedir (2). Bu ¢alismada;
deneysel diyabet olusturulan si¢anlarin testislerinde meydana gelen hasar {izerine
antioksidan ve iIGSU olusumunu engelleyici 6zellikleri bilinen AG’nin tedavi edici
ozellikleri arastirildi.

Tip I deneysel diyabet modelleri, pankreatik B hiicrelerine toksik etkisi olan
ajanlarin verilmesi ile olusturulmaktadir. Bu amacla en sik kullanilan kimyasallar
Alloksan ve STZ’dir. Siganlarda diyabet olusturmak i¢cin STZ, 40-60 mg/kg dozunda
ve tek enjeksiyon seklinde uygulanmaktadir (10, 63, 64). Biz bu calismada,
streptomyces chromogen tarafindan {iretilen bir antibiyotik olan STZ’yi 45 mg/kg ve
tek doz olarak kullandik. STZ enjeksiyonu yapilan sicanlarda deneyin 3. giiniinden
deneyin sonuna kadar hiperglisemi izlendi. AG ile tedavi edilen grupta ise kan glikoz
degerleri diyabet grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmisti. Bu
sonuglar, diyabetik sicanlara uygulanan 8 haftalik AG tedavisinin plazma glikoz
seviyeleri iizerinde anlamli bir azalmaya neden oldugunu bildiren Liptakova ve ark.
(2), Vardi ve ark. (65) ve diger calismalar (66, 67) ile uyumludur.

STZ, B hiicrelerine glikoz tastyict GLUT-2 ile girer ve DNA alkilasyonuna
neden olur (metil-etil gruplarmin DNA iskeletindeki fosfatlara baglanmasi). Olusan
bu DNA hasar1 ADP-ribozilasyonunun aktivasyonuna neden olur. Olusan bu DNA
hasar1 Poly ADP-ribozilasyonu (DNA hasari tespiti ve tamirinde rol oynar, enzimleri
PARP’tir ve substrat olarak NAD’a ihtiya¢ duyar), hiicresel NAD ve ATP yikimina
yol agar. Yiikselmis ATP defosforilasyonu, ksantin oksidaz i¢in substrat vererek
siiperoksit radikallerinin (O") olusumuna yol acar. Sonrasinda hidrojen peroksit
(H20,) ve hidroksil radikalleri meydana gelir. Clinkii siiperoksit radikalleri SOD ile
H,0,’ ye déniistiirtiliirler (69). STZ’ nin bir NO vericisi oldugu anlasildiktan sonra, f3
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinde NO’nun da rolii oldugu bir¢ok calisma ile
dogrulanmistir (68). Ancak STZ nin sitotoksik etkisinde tek sorumlu molekiilde NO
degildir (69). Sonug olarak; STZ’ nin diyabetojenik etkisini B hiicrelerinde hem NO

hem de reaktif oksijen radikallerinin iiretimine neden olarak gdsterdigi bilinmektedir.
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Nitekim NOS inhibitdrleri ve antioksidanlar uygulanmasinin STZ’nin neden oldugu
hiperglisemiyi durdurdugu gozlenmistir. Kisa ve uzun siireli deneysel diyabet
calismalarinda, diyabetik siganlarin viicut agirliklar1 diizeylerinde kontrol grubuna
gore azalma oldugu bildirilmistir (67, 70-73, 92, 99). Bu calismada da diyabet
grubundaki si¢anlarmn, kontrol grubundaki sicanlara gore belirgin oranda kilo
kaybettigini saptadik. Cam ve ark. (71), Aksoy ve ark. (99) ve Unliiger¢i ve ark. (67),
antioksidan tedavisinin diyabetiklerde viicut agirlig1 iizerine onemli bir etkisinin
olmadigini rapor ettiler. Diger yandan Giineli ve ark. (73) ve Andallu ve ark. (92)
serbest radikal siipiiriicii 6zellikteki dogal ya da kimyasal ajanlarin, diyabetik
siganlarda kilo kaybini onledigini bildirmistir. Bizim ¢alismamizda ise AG verilen
diyabetik sicanlar, diyabetik sicanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede kilo
kazandi. Diyabetik siganlarda izlenen viicut agirlik kaybi hiperglisemik duruma bagl
olarak olusan doku proteinlerinin asir1 yikimi sonucu meydana gelen kas kaybina
baglanmistr (92). AG ile viicut agirhigimmm diizelmesinde muhtemelen
hipergliseminin belli oranda kontrol altma alinmast ve bu sekilde yikimin
azalmasinin rolii olabilir.

Ricci ve ark. ¢alismalarinda, 12 mmol’den yliksek kan glikoz seviyelerine sahip
sicanlarda dramatik olarak viicut ve testis agirliklarinda azalma izlendigini, kan
glikoz seviyesi 8 ile 12 mmol oranda olan si¢anlarda viicut agirliginda bir degisiklik
gozlenmezken, testis agirhigmnin 6nemli derecede azaldigmi bildirmektedir (70).
Navarro-Casado, diyabetik sicanlarin testis agirliklarinda kontrollere gore %20
azalma oldugunu rapor etmistir (91). Bizim de ¢alismamizda tespit ettigimiz diger bir
bulgu, diyabetik sicanlarin testis agirliklarinda, kontrol grubu sicanlara gore belirgin
bir azalmaydi.

Testikiiler hacmin %90’nin1 seminifer tiibiiller olusturmaktadir. Seminifer
tibiillerdeki  hasar testis agirhigmi da etkilemektedir. Erkek fertilitesi,
spermatogonyumlarin devamli kendini yenilemesi ve spermatogenik hiicrelere
farklilasmasma baglidir. Bir¢ok arastirmaci tarafindan diyabetin seminifer tiibiil
capinda azalma, germinatif epitelde organizasyon bozuklugu ve mayozun farkl
basamaklarindaki germ hiicrelerinin limene dokiilmesine neden oldugu rapor
edilmistir (70, 91). Bizde calismamizda, literatiir bilgileriyle uyumlu olarak,

diyabetin seminifer tiibiillerinde atrofiye, heniliz olgunlasmamis spermatogenik
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hiicrelerin birbirinden ayrilarak liimene dokiilmesine ve apoptoza yol actigini
gozlemledik.

Sayim (74), germinal epitel hiicrelerinin birbirinden ayrilmasi ve liimene
dokiilmelerinin, hiicreler arasindaki baglantilarin bozulmasmin bir gostergesi
oldugunu bildirmistir. Nitekim Ricci ve ark. (70), STZ verilen siganlarin testis
dokularinda okludin dagiliminin baz: tiibiillerde diizensiz, diger bazi tiibiillerde ise
hi¢ bulunmadigini rapor etmistir. Ayrica artmis oksidatif stresin seminifer tiibiillerde
E-kadherin ve a-katenin ifadelerini 6nemli derecede azalttig1 bildirilmektedir (97).
Diger yandan diyabetin testislerde kiicliik damar yogunlugunu arttirdigi ve bdylece
testikiiler 1s1y1 arttirarak spermatogenik hiicre gelisimini olumsuz yonde etkiledigi
rapor edilmistir (75).

Kaspazlarin apoptozis siirecinde proteolitik yariklanma kaskadini baslattigi ve
boylece apoptotik olaylarin gelisiminde kritik bir rol oynadiklari bilinmektedir.
Kaspaz ailesinin 14 {iyesinden biri olan kaspaz—3, apoptozun erken basamaklarinda
aktive olan anahtar bir proteazdir (80). Bu calismada testikiiler dokudaki apoptotik
hiicreler, kaspaz—3 aktiviteleri kullanilarak belirlendi.

Diyabetin testis dokusunda oksidatif stresi arttirdigi 6nceki caligmalarda
gosterildi (4, 76, 77). Artmis oksidatif stres altinda, reaktif oksijen radikalleri DNA
ve proteinlerin oksidatif hasar1 ile membran lipid peroksidasyonunu igeren cesitli
mekanizmalarla hiicresel hasara neden olur. Oksidatif stres giiclii bir apoptoz
mediyatorii olarak bilinmektedir. Apoptotik siiregte mitokondri 6nemli bir rol oynar.
Oksidatif stresle olusan mitokondriyal hasar sitokrom C’nin salinimina, ardindan da
kaspaz aktivasyonuna ve sonu¢ olarak apoptotik 6liime neden olur (78). Deneysel
diyabette LH ve FSH hormonlarmmin serumda diisiik seviyelerde tespit edilmistir.
Diger yandan LH ve FSH seviyelerinin azalmasi, germ hiicrelerinin farkli gelisim
basamaklarinda apoptoza ugramasma neden olmaktadir (79). Diyabette testikiiler
fonksiyon bozukluklarinin apoptotik hiicre 6liimii nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir
(75).

Apoptozu indiikleyen molekiillerden biri de NO’dur. NO aracili apoptozisde bir
kaspaz-3 substratt olan poly (ADP-riboz) polimeraz (PARP) enziminin yikildig:
saptanmistir. Yani NO olusumu kaspaz aktivasyonunu arttirir. Bu nedenle NO

inhibisyonu saglanarak kaspaz-3 aracili apoptotik siire¢ inhibe edilebilir (80). Bu
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calismada, diyabetik grupta kaspaz pozitif hiicrelerin sayis1 ve yogunlugunun énemli
derecede arttig1 gozlendi. AG verilmesi, apoptotik germ hiicrelerinin sayisini ve
aktivitelerini azaltti. Hammes ve arkadaslari da in vivo olarak diyabetin neden
oldugu miiller hiicre apoptozunu AG tedavisiyle Onlediklerini bildirmistir (96). AG
verilmesiyle apoptotik hiicrelerin azalmasinda, oksidatif stres ve NO inhibisyonunun
rolii oldugunu diistinmekteyiz.

Bu calismada, diyabet grubunda MDA ve NO seviyeleri artarken SOD, CAT ve
GSH aktiviteleri azaldi. Diyabet, serbest radikal iiretiminin artmasi ve antioksidan
savunma sisteminin bozulmasi ile seyreder. Hipergliseminin; glikolizisin artmasi,
intraseliiler sorbitol (polyol) yolunun aktivasyonu, glikoz oto-oksidasyonu ve non-
enzimatik glikozilasyon gibi 4 farkli yolla serbest radikal olusumunu arttirdigi
bilinmektedir. Glikoz, reaktif ketoaldehit ve siiperoksit radikallerine okside olur.
Stiperoksit anyonlar1 SOD ile H;O,’ye doniisiir. Eger CAT veya Glutatyon
peroksidaz (GPx) ile parcalanmazsa reaktif hidroksil radikallerinin olusumuna yol
acar. Ustelik siiperoksit anyonlar1 NO ile de birlesip reaktif peroksinitrit radikallerine
de doniisebilir (83). NO aktivitesinin son iirlinii olan nitrat ve nitritin diyabetik
siganlarda yiikseldigi gozlendi. Benzer sonuglar Anwar (93), Angerred (94) ve Welsh
(95) tarafindan da bildirildi. Her ikiside NO’dan daha giiclii oksidatif ve sitotoksik
etkiye sahiptir.

Hiicrede ROR’un kontrolii, enzimatik (SOD, CAT) ve non-enzimatik (GSH)
antioksidanlardan olusan antioksidan savunma sistemi tarafindan diizenlenir. Asir1
miktarda ortaya ¢ikan serbest radikaller hiicresel proteinlere ve niikleik asitlere
baglanarak zarar verir (83). Ayrica membrandaki diisiik yogunluklu lipoprotein lipid
peroksidasyonunu arttirir. MDA dokularda lipid peroksidasyonunu gostermek igin
kullanilan en yaygin parametredir. MDA seviyelerinde yiikselme, serbest radikaller
tarafindan olusturulan hiicre membran hasarini gosterir. Kanter ve ark. (77) diyabette
testis dokusunda MDA seviyesinin yiikseldigini rapor etmistir. Sperm plazma
membrani, polisatiire yag asitleri ve sfingomiyelin igerigi yiiksek spesifik bir lipid
kompozisyonuna sahip oldugundan, serbest radikallerin yol actig1 lipid
peroksidasyonuna diger hiicrelere gore daha hassastir (84).

SOD ve CAT enzim aktivitesinde ve GSH seviyesinde azalma, oksidatif stresin

artmas1 anlamma gelmektedir. Nitekim hiperglisemi, hiicrelerde NADPH’1 azaltarak
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GSH seviyesinin azalmasina neden olmakta ve hiicreyi ROR’lara kars1 zayiflatip,
oksidatif stresi arttirmaktadir. Hiicre igerisinde biriken glikoz, polyol yoluyla
metabolize edilir. Glikoz, aldoz rediiktaz ile sorbitole indirgenir. Aldoz rediiktaz
aktivitesi icin NADPH gereklidir. Polyol yolunun aktiflesmesi, intraseliiller NADPH
miktarim azaltir. GSH i¢in gerekli olan bu kofaktoriin yoklugu, serbest radikal
hasarma karsi hiicreleri korumada dnemli olan GSH seviyesini diisiiriir (85). Boylece
reaktif metabolitler GSH’ye baglanamaz ve biiyiik dl¢lide doku proteinlerini, lipidleri
ve makromolekiilleri okside eder (86).

Calismamizda AG tedavisinin, diyabetin neden oldugu lipid peroksidasyonunu
onemli derecede diisiirdiigii gozlendi. Ayrica SOD ve CAT aktivitesi ve GSH
seviyesi de diyabetik gruba gore onemli Olciide yiikseldi. Philis-Tsimikas, AG’nin
ROR olusumu ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini daha 6nceki ¢aligmalarinda
rapor etmistir (81). Giardino, AG’nin hidroksi radikalleri {iizerine etkisini
arastirmistir. AG konsantrasyonu arttikca hidroksillenmis benzoat
konsantrasyonunun azaldigini goézlemlemistir (82). Ayrica Agardh, AG’nin ayni
zamanda hem reaktif okso-gruplarini bloke ederek, hem de dikarboksilleri siiptirerek
de gliko-oksidasyon siirecini inhibe edebilecegini bildirmistir (3).

Calismamizda diyabet grubundaki sicanlarin tunika albuginea kalinliklarinda
kontrollere gore belirgin bir artis izledik. Tunika albuginea testisi disarda saran bir
bag doku kapsiiliidiir. Diyabette tunika albuginea kalinlagsmasi, hiperglisemiyle
aktive olan bag doku elemanlarmna bagh olabilir. Yiiksek glikoz iceren medyumlarda
kiiltiire edilmis hiicrelerde Tip-IV kollajen, laminin ve fibronektin sentezinin,
kontrole gore %50—60 arttig1 gésterilmistir (87).

Karbonhidratlarin karbonil gruplari ile proteinlerin amino gruplar:1 arasinda non-
enzimatik glikoksidasyon reaksiyonlar1 aracilifiyla olusan reaktif IGSU’ler, plazma
glikoz oranlarinin arttig1 durumlarda artar ve makromolekiillere baglanarak, hiicrenin
normal islev gosterme yetenegini bozan biiyiik, ¢capraz bagli; glioksal, metilglioksal
ve 3-deoksiglukazon (3-DG) gibi oksoaldehit molekiillerinin olusmasia neden olur.
IGSU tiirevi bu bilesikler, fizyolojik sistemlerde birikerek, hiicre proteinlerinin yap1
ve fonksiyonlarini bozar ve glikozillenmis proteinlerden ROR olusumuna neden olur
(24, 31). Ayrica hiperglisemide artan {GSU modifiye proteinlerin, fare ve insanda
Tip-IV kollajen stimulasyonunu aktive ettigi bildirilmistir (98). Diyabette tunika
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albuginea kalinlasmasinda hem yiiksek hiperglisemik durum, hem de IGSU modifiye
proteinlerinin etkisi olabilir.

Calismamizda tunika albuginea mast hiicreleri sayismin, diyabet grubunda
kontrollere gore onemli Ol¢iide arttigin1 gézlemledik. Mast hiicreleri, sigan, fare,
kopek, kedi, boga, domuz ve geyik gibi hayvanlarda tunika albuginea i¢inde veya
yakinindaki kan damarlariyla iliskili olarak yerlesmektedir. Bu hiicrelerin esas
salgilama Triinii olan serin proteaz triptaz enzimi, fibroblastlar icin potansiyel bir
mitojen gibi gorev yapmakta ve kollajen sentezini arttirarak fibrozis ve sklerozis gibi
erkek infertilitesinde gozlenen histolojik degisikliklere sebep olabilmektedir (88). Bu
nedenle diyabette izlenen tunika albuginea kalinlagmasinda mast hiicrelerinin de rolii
olabilecegini diisiinmekteyiz. AG verilen siganlarda tunika albuginea kalinlhigi
diyabet grubuna gére 6nemli derecede azalmist.

Diyabetik siganlarda NO {iretiminin artmasi, profibrotik yolaklar1 uyararak
diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesine neden olmaktadir. AG, NOS inhibisyonu
ile profibrotik sitokin liretimini baskilayarak tunika albuginea kalinlagmasini 6nlemis
olabilir. Diyabetle ilgili yapilan ¢alismalarda, hipergliseminin iNOS enzimini uyarip
NO iiretimini arttirdig1 bildirilmektedir (89, 90). iNOS ile yiliksek miktarda iiretilen
NO, proinflamatuar ve profibrotik yolaklar1 uyararak diyabetik komplikasyonlarin
ilerlemesine neden olmaktadir. AG uygulanmasinin, gerek NOS inhibisyonu, gerek
yiiksek profibrotik sitokin iiretimini baskilamasi sonucu diyabetik komplikasyonlari

tyilestirdigi diisiiniilmektedir (66).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismanin  sonucunda, STZ ile olusturulan diyabetin, sican seminifer
tiibiillerinde atrofi, tunika albuginea tabakasinda kalinlagma ve mast hiicre sayisinda
artig, tibil caplar1 ve germinatif epitel yiiksekliklerinde azalma, spermatogenik
hiicrelerde dokiilme, dejenerasyon ve apoptoza neden oldugu goézlendi. Ayrica
biyokimyasal analizlerde, MDA ve NO seviyelerinde artis ve CAT, SOD ve GSH
aktivitelerinde azalma saptandi.

Diger yandan diyabetik sicanlara AG verilmesinin, diyabetin testislerde
meydana getirdigi hasar1 hafiflettigi gozlendi. Nitekim, ¢alismamizda AG verilen
siganlarda diyabet grubuna gore, kan glikoz seviyelerinde azalma gozlenirken, viicut
ve testis agirliklarinda artma gozlendi. Bu grupta Seminifer tiibiilleri daha diizgiin
yapida izlendi. Tiibiil ¢aplar1 ve germinatif epitel yilikseklikleri kontrol grubuna
benzerdi. Spermatogenik seri hiicrelerinde ddkiilme, dejenerasyon ve apoptozun
diyabet grubuna gore hafifledigi izlendi. Ayrica diyabet grubuna gére MDA ve NO
seviyelerinde azalma gozlenirken, CAT, SOD ve GSH aktivitelerinde belirgin bir
artis gozlendi.

Sonug¢ olarak bu calisma, kronik AG uygulanmasinin sigcanlarda, STZ ile
olusturulan diyabetin neden oldugu testikiiler hasar1 hafiflettigini gdstermektedir.
Serbest radikal siipiiriici ve 1INOS inhibitorii olan AG’nin, diyabetik
komplikasyonlarin 6nlemesinde hem antioksidan 6zelliginin, hem de NO inhibisyonu
ozelliginin etkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte, AG’nin diyabette

etkinligi tizerine daha ileri caligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.



72

KAYNAKLAR

1. Crawford, J.M., Cotran, R.S. (1999). The Pancreas. In: Cotran, R.S., Kumar, V.,
Collins, T. Robbins Pathologic Basis of Disease (6th ed.). Philadelphia: WB
Saunders Company. 913-20.

2. Liptakova, A., Carsky, J., Ulicna, O., Vancova, O., Bazek, P. (2002). Influence of
B- Resorcylidene aminoguanidine on selected metabolic parameters and antioxidant
status of rats with diabetes mellitus. Physiol Res; 51, 277-284.

3. Agardh, C.D., Stenram, U., Torffvitt, O., Agardh, E. (2002). Effects of inhibition
of glycation and oxidative stress on the development of diabetic nephropathy in rats.
Journal of Diabetes and Its Complications, 16, 395-400.

4. Baynes, J.W., Thorpe, S.R. (1999). Role of oxidative stress in diabetic
complications: a new perspective on an old paradigm. Diabetes, 48, 1-9.

5. Wolff, S.P., Jiang, Z.Y., Hunt, J.V. (1991). Protein glycation and oxidative stress
in diabetes mellitus and ageing. Free Radic Biol Med; 10, 339-52.

6. Armagan, A., Uz, E., Yilmaz, H.R., Soyupek, S., Oksay, T., Ozcelik, N. (2006).
Effects of melatonin on lipid peroxidation and antioxidant enzymes in
streptozotocin-induced diabetic rat testis. Asian J Androl; 8(5), 595-600.

7. Amaral, S., Oliveira, P.J., Ramalho-Santos, J. (2008). Diabetes and the impairment
of reproductive function: possible role of mitochondria and reactive oxygen species.
Curr Diabetes Rev, 4(1), 46-54.

8. Thm, S.H., Yoo, H.J., Park, SW., Ihm, J. (1999). Effect of aminoguanidine on
lipid peroxidation in streptozotocin induced diabetic rats. Metobolism,; 48, 1141-5.

9. Ritz, E., Rychlik, I. (1999). Nephropathy in Type 2 diabetes. Oxford: Oxford
Press. 45-50.

10. Maiti, R., Janav, D., Das, U.K. (2004). Antidiabetic effect of aqueous extract of
seed of Tamarindus indica in streptozotocin-induced diabetic rats. J Ethnopharm, 92,
85-91.

11. Morris, S.M., Billiar, T.R. (1994). New insights into the regulation of inducible
nitric oxide synthesis. Am J Physiol; 266(6), 829-39.



73

12. Satman, 1., Imamoglu, S., Yilmaz, C. (2009). Diabetes Mellitus ve
Komplikasyonlarmm Tanmi, Tedavi ve Izlem Kilavuzu (4. Baski). Ankara: Bayt
Bilimsel Arastirmalar Basin Yaym $ti. 15-28, 95-126.

13. Scobie, I.N. (2007). Atlas of Diabetes Mellitus (3th ed.). UK: Informa UK Ltd.
1-14, 63-69.

14. Belfiore, F., Mogensen, C.E. (2000). New Concepts in Diabetes and Its
Treatment. Basel: Karger. 3—19.

15. Bagriacik, N. (1997). Diabetes Mellitus: Tanimi, Tarihgesi, Siniflamasi ve
Sikligr. 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Siirekli Tip Egitimi Etkinlikleri Diabetes
Mellitus Sempozyumu. Istanbul-1997, 9—18.

16. Kahn, R., Weir, C., King, L., Jacobson, M., Moses, C., Smith, J. (2008). Joslin’s
Diabetes Mellitus (14.Bask1). (V. Yumuk Cev.). Istanbul: Istanbul Medical
Yayincilik Ltd. Sti. 333-348.

17. Poretsky, L. (2010). Principles of Diabetes Mellitus (2nd ed.). London: Springer.

18. Bagriacik, N. (1997). Tani, Komplikasyonlara Yaklagim, Tedavi Konsensus El
Kitab1. Istanbul: Novo Nordisk Diyabet Servisi Yaymlar1. 3-24.

19. Myers, A.R. (1998). Endokrin ve Metabolik Hastaliklar-NMS I¢ Hastaliklar: (3.
Baski). Istanbul: Nobel Tip Kitabevi. 449-92.

20. Robins, C. (1995). Temel Patoloji. Endokrin Sistem Hastaliklar: (3. Baski).
Istanbul: Nobel T1p Kitabevi. 643—80.

21. iligin, G., Biberoglu, K., Siileymanlar, G., Unal, S. (2003). Temel I¢ Hastaliklar:
(2. Baski). Istanbul: Giines Kitabevi. 2321-23.

22. Klein, R., Klein, B. (1992). Epidemiyology of proliferative diabetic retinopathy.
Diabetes care; 15, 1875-91.

23. Damci, T. (2000). Insiilin Tedavisi. Diyabet, Obezite ve Metabolizma
Hastaliklar1 Sempozyumu. Istanbul-2000, 37-46.

24. Ozgiines, H., Atasayar, S. (2009). Aminoguanidin ve Hastaliklardaki Onemi.
Tiirkiye Klinikleri J Med Sci; 29(4), 976-86.

25. Nilsson, B.O. (1999). Biological effects of aminoguanidine: An update. Inflamm
Res; 48(10), 509-15.



74

26. Tirker, K., Kayaalp, S.O. (1998). Eikazonoidler ve diger otokoidler. (Ed:
Kayaalp, S.O.). Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji (9. Baski). Ankara:
Hacettepe-Tas Kitapgilik Ltd. Sti. 1513-48.

27. Hayashi, Y., Abe, M., Murai, A., Shimizu, N., Okamoto, I., Katsuragi, T. (2005).
Comparison of effects of nitric oxide synthase (NOS) inhibitors on plasma
nitrite/nitrate levels and tissue NOS activity in septic organs. Microbiol Immunol;
49(2), 139-47.

28. Chen, X.L., Huang, S.S., Li, W.B., Wang, D.H., Wang, X.L. (2001). Inhibitory
effect of aminoguanidine on bleomycin-induced pulmonary toxicity in rat. Acta
Pharmacol Sin; 22(8), 711-5.

29. Corbett, J.A., Tilton, R.G., Chang, K., Hasan, K.S., Ido, Y., Wang, J.L. (1992).
Aminoguanidine, a novel inhibitor of nitric oxide formation, prevents diabetic
vascular dysfunction. Diabetes; 41(4), 552—6.

30. Edelstein, D., Brownlee, M. (1992). Mechanistic studies of advanced
glycosylation end product inhibition by aminoguanidine. Diabetes, 41(1), 26-29.

31. Singh, R., Barden, A., Mori, T., Beilin, L. (2001). Advanced glycation end-
products: a review. Diabetologia; 44(2), 129-46.

32. Unliiger¢i, Y., Kogak, H., Seferoglu, G., Bekpmar, S. (2001). The effect of
aminoguanidine on diabetes-induced inactivation of kidney Na(+), K(+)- ATPase in
rats. Pharmacol Res; 44(2), 95-98.

33. Eiserich, J.P., Patel, R.P., O’Donnell, V.B. (1998). Pathophysiology of nitric
oxide and related species: Free radical reactions and modification of biomolecules.
Molec Aspects Med; 19, 221-357.

34. Arinci, K., Elhan, A. (2001). Anatomi (3. Bask1). Ankara: Giines Kitabevi Ltd.
Sti.

35. Trainer, T.D. (1987). Histology of the normal testis. Am J Surg Pathol; 11, 797-
809.

36. Leeson, T.S., Leeson, C.R., Paparo, A.A. (1988). Text/Atlas of Histology.
Philadelphia: W.B. Saunders Co.

37. Kuran, O. (1993). Sistematik Anatomi (3. Baski). Istanbul: Filiz Kitabevi.

38. Unur, E., Ulger, H., Ekinci, N. (2005). Anatomi (2. Baski). Kayseri: Medical
Kitabevi.



75

39. Yildirim, M. (1997). Insan Anatomisi (3. Baski). Istanbul: Nobel T1p Kitabevleri.
184-190.

40. Gray, H., Standring, S. (2005). Gray’s Anatomy-The Anatomical Basis of
Clinical Practise (39th ed.). London: Elsevier Churchill Livingstone.

41. Dere, F. (1994). Anatomi Ders Kitabi. Adana: Okullar Pazar1 Kirtasiye ve Tic.
Paz. Ltd. Sti

42. Petorak, I. (1989). Medikal Embriyoloji (2. Bask1). Istanbul: Beta Basin-Yayim-
Dagitim A.S. 220-227.

43. Kayal, H., Satiroglu, G., Tasyiirekli, M. (1989). Insan Embriyolojisi (6. Baski).
Istanbul: Evrim Basin-Yaymm-Dagitim A.S. 207-214.

44. Seftalioglu, A. (1998). Genel ve Ozel Insan Embriyolojisi (3. Baski). Ankara:
Tip&Teknik Yaymeilik Ltd. Sti. 346-354.

45. Moore, K.L, Persaud, T.V.N. (2002). Insan Embriyolojisi (6. Bask1). (H. Dalgik
ve M. Yildirim Cev.) istanbul: Nobel T1p Kitabevleri. 323-330.

46. Sadler, T.W. (2005). Langman’s Medikal Embriyoloji (9. Baski). (A.C. Basaklar
Cev.). Ankara: Palme Yayincilik. 328-349.

47. Carlson, B.M. (2004). Human Embryology and Developmental Biology (3rd ed.).
Philadelphia: Mosby-Elsevier. 418-25.

48- Schoenwolf, G.C., Bleyl, S.B., Brauer, P.R., Francis-West, P.H. (2008). Larsen’s
Human Embryology (4th ed.). UK: Churchill Livingstone. 503—14.

49. Ross, M.H., Pawlina, W. (2006). Histology: A Text And Atlas (5th ed.).
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins. 728—748.

50. Junqueria, L.C., Carneiro, J., Kelley, R.O. (2009). Temel Histoloji Text ve Atlas.
(S. Solakoglu Cev.). Istanbul: Nobel T1p Kitabevleri. 418-433.

51. Esrefoglu, M. (2009). Ozel Histoloji. Malatya: Medipres Matbaacilik Ltd. Sti.
254-267.

52. Tekelioglu, M. (2002). Ozel Histoloji, Ince Yapi ve Gelisme. Ankara: Antip A.S.
231-244.

53. Paker, S. (1993). Histoloji (2. Bask1). Bursa: Uludag Universitesi Basimevi. 258
278.

54. Young, B., Heat, J.JW. (2000). Wheater’s Functional Histology, A Text and
Colour Atlas (4th ed.). London: Churchill Livigstone. 328-339.



76

55. Cormack, D.H. (2001). Essential Histology (6th ed.). USA: Lippincott Williams
& Wilkins. 412-426.

56. Kierszenbaum, A.L. (2006). Histoloji ve Hiicre Biyolojisi-Patolojiye Giris. (R.
Demir Cev.). Ankara: Palme Yayncilik. 531-560.

57. Ovalle, W.K., Nahirney, P.C. (2009). Netter Temel Histoloji. (S. Miiftiioglu Cev.)
Ankara: Giines T1p Kitabevleri. 378-395.

58. Gartner, L.P, Hiatt, J.L. (2009). Renkli Histoloji Atlasi (4. Baski). (A. Dagdeviren
Cev.). Ankara: Gilines T1p Kitabevleri. 369-382.

59. Luck, H. (1963). Methods of enzymatic analysis. New York: Verlag Chemie
Academic Press. 885-888.

60. McCord, J.M., Fridovich, I. (1969). Superoxide dismutase: An enzymic function
for Erythrocuprein (Hemocuprein). The J of Biological Chemistry, 244(22), 6049-55.
61. Theodorus, P., Akerboom, M., Sies, H. (1981). Assay of glutathione, glutathione
disulfide and glutathione mixed disulfides in biological samples. Methods Enzymol;
77, 373-383.

62. Buege, A.J., Aust, S.D. (1978). Microsomal lipid peroxidation. Methods
Enzymol; 52, 302-310.

63. Usta, M.F., Bivalacqua, T.J., Koksal, I.T., Toptas, B. (2004). The protective
effect of aminoguanidine on erectile function in diabetic rats is not related to the
timing of treatment. B J U International; 94, 429-432.

64. Khaki, A., Fathiazad, F., Nouri, M. (2010). Beneficial Effects of Quercetin on
Sperm Parameters in Streptozotocin-Induced Diabetic Male Rats. Phytother. Res; 10,
1-7.

65. Vardi, N., Iraz, M., Giil, M., Oztiirk, F., Ucar, M., Otlu, A. (2006). Diyabetin
Bobreklerde Neden Oldugu Histolojik Degisiklikler Uzerine Aminoguanidinin
Iyilestirici Etkileri. Tiirkiye Klinikleri J Med Sci; 26, 599-06.

66. El-Shazyl, A.H.M., Mahmoud, A.M, Darwish, N.S. (2009). Potential
prophylactic role of aminoguanidine in diabetic retinopathy and nephropathy in
experimental animals. Acta Pharm; 59, 67-73.

67. Unliigerci, Y., Bekpinar, S., Kogak, H. (2000). Testis Glutathione Peroxidase and
Phospholipid Hydroperoxide Glutathione Peroxidase Activities in Aminoguanidine-

Treated Diabetic Rats. Academic Press,; 379, 217-220.



77

68. Turk, J., Corbett, J.A., Ramanadham, S., Bohrer, A., McDaniel, M.L. (1993).
Biochemical evidence for nitric oxide formation from streptozotocin in isolated
pancreatic islets. Biochem Biophys Res Commun, 197, 1458—-64.

69. Szkudelski, T. (2001). The Mechanism of Alloxan and Streptozotocin Action in
B Cells of the Rat Pancreas. Physiol. Res; 50, 536-546.

70. Ricci, G., Catizone, A., Esposito, R., Pisanti, F.A., Vietri, M.T., Galdieri, M.
(2009). Diabetic rat testes: morphological and functional alterations. Andrologia; 41,
361-368.

71. Cam, M., Yavuz, O., Giiven, A., Ercan, F., Bukan, N., Ustundag, N. (2003).
Protective effects of chronic melatonin treatment against renal injury in
streptozotocin-induced diabetic rats. J Pineal Res; 35, 212-20.

72. Sadik, N.A.H., El-Seweidy M., Shaker, O.G. (2011). The Antiapoptotic Effects
of Sulphurous Mineral Water and Sodium Hydrosulphide on Diabetic Rat Testes.
Cell Physiol Biochem, 28, 887-898.

73. Guneli, E., Tugyan, K., Ozturk, H., Gumustekin, M., Cilaker, S., Uysal, N.
(2008). Effect of Melatonin on Testicular Damage in Streptozotocin-Induced
Diabetes Rats. Eur Surg Res,; 40, 354-360.

74. Sayim, F. (2007). Histopathological Effects of Dimethoate on Testes of Rats.
Bull Environ Contam Toxicol; 78, 479-484.

75. Cai, L., Chen, S., Evans, T., Deng, D.X., Mukherjee, K., Chakrabarti, S. (2000).
Apoptotic germ-cell death and testicular damage in experimental diabetes:
prevention by endothelin antagonism. Urol Res, 28, 342-347.

76. Giugliano, D., Ceriello, A., Paolisso, G. (1996). Oxidative stress and diabetic
vascular complications. Diabetes Care; 19, 257-267.

77. Kanter, M., Aktas, C., Erboga, M. (2012). Protective effects of quercetin against
apoptosis and oxidative stress in streptozotocin-induced diabetic rat testis. Food and
Chemical Toxicology; 50, 719-725.

78. Leon, J., Acuna-Castroviejo, D., Escames, G., Tan, D.X., Reiter, R.J. (2005).
Melatonin mitigates mitochondrial malfunction. J Pineal Res; 38, 1-9.

79. Cai. L., Hales. B.F., Robaire. B. (1997). Induction of apoptosis in the germ cells
of adult male rats after exposure to cyclophosphamide. Bio/ Reprod; 56, 1490-1497.



78

80. Briine, B., Von-Knethen, A., Sandau, K.B. (1998). Nitric oxide and its role in
apoptosis. Eur J Pharmacol; 26;351(3), 261-72.

81. Philis-Tsimikas, A., Parthasarathy, S., Picard, S., Palinski, W., Witztum, J.L.
(1995). Aminoguanidine has both pro-oxidant and antioxidant activity toward LDL.
Arterioscler Thromb Vasc Biol; 15, 367-376.

82. Giardino, I., Fard, A.K., Hatchell, D.L., Browlee, M. (1998). Aminoguanidine
inhibits reactive oxygen species formation, lipid peroxidation, and oxidant-induced
apoptosis. Diabetes, 47, 1114-20.

83. Maritim, A.C., Sanders, R.A., Watkins, J.B. (2003). Diabetes, Oxidative Stress,
and Antioxidants: A Review. J Biochem Molecular Toxicology, 17(1), 24-38.

84. Makker, K., Agarwal, A., Sharma, R. (2009). Oxidative stress & male infertility.
Indian J Med Res; 129, 357-367.

85. Bonnefont-Rousselot, D., Bastard, J.P., Jaudon, M.C., Delattre, J. (2000).
Consequences of the Diabetic status on the oxidant/antioxidant balance.
Diabetes &Metabolism,; 26, 163—176.

86. Kaplowitz, N., (2000). Mechanism of Liver Cell Injury. J. Hepatol; 32, 39-47.
87. Ayo, S.H., Radnik, R.A., Garoni, J.A., Gloss, W.F., Kreisberg, J.I. (1990). High
glucose causes an increase in extracellular matrix proteins in cultured mesangial
cells. Am J Pathol; 136, 1339-48.

88. Fijak, M., Meinhardt, A. (2006). The testis in immun privilege. Immunol. Rev,
213, 66-81.

89. Noh, H., Choi, K.H., Han, D.S., Lee, H.Y. (2002). High glucose increases
inducible NO production in cultured rat mesengial cells. Possible role in fibronectin
production, Nephron, 90, 78-85.

90. Ahanchi, S.S., Varu, V.N., Tsihlis, N.D., Martinez, J, Pearce, C.G., Kapadia, M.
R., Jiang, Q. (2008). Heightened efficacy of nitric oxide-based therapies in type II
diabetes mellitus and metabolic syndrome. Am. J. Physiol. Heart. Circ. Physiol; 295,
2388-98.

91. Navarro-Casado, L., Juncos-Tobarra, M.A., Chafer-Rudilla, M., iﬁiguez, L.,
Blazquez-Cabrera, J.A., Miralles-Garcia, J.M. (2010). Effect of experimental
diabetes and STZ on male fertility capacity. Study in rats. Journal of Andrology, 31,
584-592.



79

92. Andallu, B., Varadacharyulu, N.C. (2003). Antioxidant role of mulberry (Morus
indica L. cv. Anantha) leaves in streptozotocin-diabetic rats. Clinica Chimica Acta;
338: 3—-10.

93. Anwar, M.M., Meki, A.M.A. (2003). Oxidative stress in streptozotocin-induced
diabetic rats: effects of garlic oil and melatonin. Comparative Biochemistry and
Physiology Part A; 135, 539-547.

94. Anggered, E. (1994). Nitric oxide: mediator, murderer and medicine. Lancet,
343, 1199-1206.

95. Welsh, N., Eizirik, D.L., Sandler, S., (1994). Nitric oxide and pancreatic beta-cell
destruction in insulin dependent diabetes mellitus: don’t take no for an answer.
Autoimmunity; 18, 285-290.

96. Hammes, H.P., Federoff, H.J., Brownlee, M. (1995). Nerve growth factor
prevents both neuroretinal programmed cell death and capillary pathology in

experimental diabetes. Mol Med; 1, 527-534.

97. Ha, H.K., Park, H.J., Park, N.C. (2011). Expression of E-cadherin and a-catenin
in a varicocele-induced infertility rat model. Asian J Androl; 13(3), 470-475.

98. Suzuki, D., Miyata, T., Saotome, N. (1999). Immunohistochemical evidence for
an increased oxidative stres and carbonyl modification of proteins in diabetic
glomerular lesions. J Am Soc Nephrol; 10, 822-32.

99. Aksoy, N., Vural, H., Sabuncu, T., Aksoy, S. (2003). Effects of melatonin on
oxidative-antioxidative status of tissues in streptozotocin-induced diabetic rats. Cell
Biochem Funct; 21, 121-125.

100. Schiinke, M., Schulte, E., Schumacher, U., Voll, M., Wesker, K. (2009).
Prometheus Anatomi Atlas: (M. Yildirim Cev.). Istanbul: Nobel T1p Kitabevleri.



EKLER
EK 1. Etik Kurul Onay Formu

80

INONT UNIVERSITESL
TIF FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi : 28.12.2009

Toplant: Yeri : Tip.Fak.Toplantr Salonu-Malatya
Aragtirma Protokol no.su : 2009/47

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsi  : Sigcan

Deneyde Kullanilacak Hayvanm Soyu  : Wistar

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayist : 50

Deneyde Kullamlacak Hayvanin Yagt  : 8-12 haftahk
Deneyde Kullamlacak Hayvanin Agirhgi : 250 gram

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Dog. Dr. Nigar VARDI'min  yiriitiiciisti - oldugu
“Diyabetin Sican Testislerinde Neden Oldugu Histolojik Degisiklikler Uzerine Aminoguanidinin
Etkilerinin Arastiniimas1” isimli 2009/47 Protokol no.lu calismanin dosyasi incelendi.

Adi gecen aragtirmanin; arastirma protokoliine tamamen uyulmak, inénii Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonergesi'nde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve
sorumluluk aragtinicilara ait olmak iizere calismanin yapilmasinda herhangi bir etik sakinca
bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.

Prof.Dr. Yusuf TURKOZ Dog.Dr.Nigar VARDI Prof.Dr. Yunus KARAKOC
Baskan Baskan Yard. Raportir
T .” r'j 3 A \s
i\ | o
N P

7
f

if ALADAG

. n."’"":{‘_ “‘\.,_
Prof.Dr. AhmetKIZILAY Dog.Dr.Abdurrahman KARAMAN ~ Yid:

Uye Uye
'; N
ZDAG”)  Bekir UNAL Zafer KIRCUVAL
- Sivil Uye Sivil Toplum Orgiitii Uyesi
b adtleviaald k';"-*‘\"\oc.h




81

OZGECMIS

Adt: Dogan

Soyadi: ORMAN

Dogum Yeri: Yesilyurt/Malatya
Dogum Tarihi: 16. 01. 1983

Egitim Bilgileri

e Turgut Ozal Anadolu Lisesi — Malatya (1997-2001).

e Pamukkale Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Lisans Egitimi —

Denizli (2003-2007).

e inodnii Universitesi, Tip Fakiiltesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Egitimi — Malatya (2009-2012).

Yabana Dil: Ingilizce

Tletisim: doorman1983@hotmail.com



