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OZET

LYCIUM BARBARUM (KURT UZUMU)’UN DENEYSEL DiYABET
OLUSTURULMUS ERKEK SICANLARDA UREME SiSTEMI VE
CRiSP-1 PROTEIN EKSPRESYONU UZERINE ETKIiSI

Diabetes Mellitus (DM), hiperglisemi ile karakterize, metabolik bir
hastaliktir. Lycium barbarum polisakkaritleri (LBP) hipoglisemik, anti-apoptotik ve
fertilite kabiliyetini artirict ozellikleriyle dikkat ceken dogal bir antioksidandir.
Diyabete bagli oksidatif stres, erkek {ireme sisteminde ¢esitli fonksiyon
bozukluklarina ve infertiliteye neden olmaktadir. Oksidatif stres; sistein amino asit
grubunu iceren proteinlere daha kolay hasar vermektedir. Crisp-1 (Cysteine-rich
secretory protein-1), sisteinden zengin olup epididimis epitelinden salgilanarak
fertilizasyonda onemli roller iistlenen yeni bir proteindir. Calismamizda diyabetin
erkek iireme sistemine verdigi hasarda LBP’nin olas1 koruyucu ve tedavi edici etkisi
ile Crisp-1 protein ekspresyonundaki degisiklikleri arastirmak amaclandi.

Calismamiz icin 3-4 aylik Wistar Albino erkek siganlar kullanildi. Denekler;
Sham kontrol, LBP kontrol, Diyabet ve Tedavi (diyabet + LBP) grubu olmak iizere
toplam 4 gruba ayrildi. Deneysel diyabet olusturmak amaciyla STZ tek doz 55mg/kg
intraperitoneal olarak uygulandi. LBP 15 giin boyunca giinde 200 mg/kg gavaj
yoluyla verildi.

Histolojik incelemelerde, diyabet grubu testis dokularinda intertiibiiler bag
dokusunda artig, konjesyon, vakuolizasyon ve 6dem gozlenirken tedavi grubunda bu
olusumlarin azaldigr goriildii. Tedavi grubunda; hareketli sperm sayisi, Crisp-1
pozitif hiicre sayis1 ve serum Testosteron diizeyinde anlamli artis (p<0.05), apoptotik
hiicre sayis1 ve serum MDA diizeyinde ise anlaml diisiis (p<0.05) tespit edildi.

Sonug olarak LBP’nin diyabete bagli erkek iireme sistemi hasarinda koruyucu
ve ityilestirici bir etki gosterdigi ve Crisp-1 protein ekspresyonunu artirdigi tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Crisp-1, Diyabet, infertilite, Lycium barbarum
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ABSTRACT

THE EFFECT OF LYCIUM BARBARUM ON REPRODUCTIVE SYSTEM
AND THE EXPRESSION OF CRISP-1 PROTEIN IN EXPERIMENTALLY
DIABETIC MALE RATS

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by
hyperglycemia. Lycium barbarum polysaccharides (LBP) are natural antioxidant
having hypoglycemic, anti-apoptotic and fertility enhancing properties. Diabetes-
related oxidative stress leads to many reproductive dysfunctions of males and
infertility. Oxidative stress can easily harm proteins which have cysteine group
amino acids. Crisp-1 (Cysteine rich secretory protein-1) protein is a novel protein,
expressed by the epitelium of epididimis, has important roles in fertilization. In our
study it is aimed to investigate the possible protective and therapeutic effects of LBP
on diabetes-related male reproductive dysfunctions and to examine the changes on
expression rate of Crisp-1 protein.

In this study, 3-4 months old Wistar Albino male rats were used and
randomly placed into 4 groups; Sham control, LBP control (only LBP), Diabetic and
Treatment (diabetic + LBP) group. To generate experimentally diabetic rats, single
dose of 55 mg/kg STZ was injected intraperitoneally. In the treatment group, the
diabetic rats were administered with 200 mg/kg of LBP by gastric gavage, once a
day for 15 consecutive days.

In histological examinations, increased intertubular connective tissue,
congestion, vacuolization and edema were seen in testis tissues of the diabetic group.
On the other hand, the treatment group’s testis tissues were almost similar to sham
control group. In the treatment group, the number of motile sperms, Crisp-1 possitive
cells and serum testosterone level were significantly increased (p<0.05), apoptotic
cell number and serum MDA level were significantly decreased (p<0.05).

As a result, it is concluded that Lycium barbarum polysaccharides have a
protective and therapeutic effect of on the male reproductive damages of diabetes

and also enhances Crisp-1 protein expression.

Anahtar kelimeler: Crisp-1, Diabetes, Infertility, Lycium barbarum
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1. GIRiS

Diabetes mellitus (DM), insiilin liretimi veya etkisiyle ilgili bozukluklar
sonucu gelisen karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki dengesizliklikler ve
kronik hiperglisemi ile nitelendirilen metabolik bir hastaliktir (1). Diabetes mellitus,
tip 1 (insulin baglimli) ve tip 2 (insulin bagimsiz) olmak iizere 2 alt grupta
siniflandirilmaktadir. DM nin sebep oldugu hiperglisemi, oksidatif stresi tetikleyerek
serbest radikal iiretimi ve antioksidan savunmasi arasindaki dengenin bozulmasina
ve doku hasarina sebep olmaktadir (2, 3). Diyabetin en 6nemli patolojisi, hiicrelerin
insulin eksikligi sonucunda glukozdan yararlanamamasidir (4). Alinan besinler ile
dolasima katilan glukoz, hiicrelerin enerji gereksiniminde kullanilmaktadir. Ancak
diyabetik hastalarda insulin salgilanmas1 genellikle ¢ok az miktarda olup bazen de
hi¢ salgilanmamaktadir (5). DM, pek ¢ok organin hasarina ve fonksiyon bozukluguna
sebep olabilmektedir (6). Bu onemli komplikasyonlardan biri de erkek tireme
sistemindeki bozukluktur (7-9). Erkek iireme sisteminin en 6nemli yapilarindan biri
olan sperm hiicreleri, testiste kismen hareketsizdirler fakat epididimal olgunluktan
sonra hareket kazanip bunu muhafaza etmek i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar ve temel
enerji kaynagi olarak glukozdan yararlanmaktadirlar (8-10). Glukoz, kan-testis
bariyerinden pasif difflizyon ile gecis yapar ve temel hiicre aktiviteleri, hareketlilik
ve fertilizasyon kabiliyeti gibi fonksiyonlar i¢in 6nemlidir (11). Ayrica sperm-
yumurta baglanmasi boyunca da glukoza ihtiya¢ duyulmaktadir (12-14). Bu nedenle
anormal glukoz dengesi, erkek gametlerinde ilireme fonksiyonu igin olumsuz
sonuglara sahiptir (7). Hayvan ve insan ile yapilan caligmalarda diyabetin; semen,
DNA fragmentasyonu ve kromatin kalitesi gibi parametrelerde zararli etkileri
gosterilmistir (7-9). Ayrica testikiiler fonksiyon ve spermatogenez, hem tip 1 hem de
tip 2 diyabetli erkeklerde olumsuz yonde etkilenmektedir (7, 14).

Spermin zona pellusidaya baglanip penetre olmasi ve yumurta plazma
membraniyla birlesmesi gibi olaylar hiicre baglantilar1 sayesinde gergeklesir ve her
iki gamette de bulunan spesifik molekiiller tarafindan diizenlenir. Bu molekiillerden
biri de Cysteine-Rich Secretory Protein (CRISP) ailesinin tanimlanmus ilk {iyesi olan
rat epididimal Crisp-1 proteindir (15). Crisp-1, epididimal epitelden eksprese olup

liimene salinir ve burada olgunlasmakta olan spermin yiizeyiyle iligkilidir (16-18).



Yapilan ¢alismalara gore, Crisp proteinleri sperme, hem erkek hem de disi iireme
sisteminden gecisi boyunca eslik eder ve fertilizasyon siirecinde pek ¢ok onemli
fonksiyona sahiptirler (19). Crisp-1 proteini sperm kapasitasyonunda, sperm-zona
pellusida baglanmasinda ve sperm-yumurta flizyonunda rol almaktadir (20-23). In
vitro fertilizasyon c¢alismalarinin sonucunda Crisp-1’den yoksun spermin zona
pellusida (ZP) ile iletisimi ve yumurtayla fiizyon kabiliyetinde dezavantajli oldugu
gosterilmistir (24).

Son yillarda, tedavi alaninda dogal bitkisel ¢6ziimler aranmakta ve bu
calismalar dikkat cekmektedir. Goji berry ya da kurt {iziimii olarak da bilinen Lycium
barbarum, geleneksel Cin tibbinda yiizyillardir bitkisel tedavilerde kullanilmakta
olup oksidatif stresi baskilayic1 antioksidan 6zelligi ile 6n plana ¢ikmaktadir. Lycium
barbarum temel olarak suda ¢oziinebilen polisakkaritler icermekte olup A vitamini,
C vitamini, B2 vitamini, selenyum, kalsiyum, demir, protein ve zengin lif yapisiyla
gliclii bir antioksidan 6zellige sahiptir. Giinlimiizde artarak devam eden c¢aligmalar,
Lycium barbarum polisakkaritlerinin (LBP) immun sistemi diizenleyici, antitumor,
antioksidan, antiradyasyon gibi pek cok onemli ozelligini gostermistir. Ayrica
serebral arteriosklerozis, karaciger hastaliklari, kalp hastaliklar1 ve diyabet
tedavisinde kullanilmistir. Yapilan c¢alismalar ayrica, Lycium barbarum’un kan
sekerini diisiirdiiglinli ve erkek fertilitesini artirict etkiye sahip oldugunu da
gostermektedir. Bu sebeple Lycium barbarum, diyabet tedavisi ve erkek fertilitesinde
etkili dogal bir materyal olarak goze ¢arpmaktadir (25-31).

Konu ile ilgili yapilan kaynak taramalarinda, diyabetin erkek fertilitesine
etkilerini kapsamli bigimde ortaya koyan caligmalarin az sayida oldugu ve Lycium
barbarum’un etkisinin diyabetik erkek sicanlarda {ireme sistemi iizerine
aragtirilmadig goriilmiistiir. Bu nedenle, deneysel diyabet olusturulan Wistar Albino
erkek ratlarda Lycium barbarum’un etkilerini; testis ve epididimisin histolojik
yapilari, sperm hiicreleri ve Crisp-1 protein ekspresyonu iizerinde arastirmay1
amacladik. Bu sayede elde edilecek veriler sonraki caligmalara da kaynak

olusturacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Anatomisi

Erkek iireme sistemi; sperm iireten ve androjenleri salgilayan testislerden,
spermin depolanmasi ve tasinmasindan sorumlu kanallar sistemini olusturan duktus
epididimis, vas deferens (duktus deferens), ejakiilatuar kanal ve iiretranin bir
kismindan, salgilar1 semen Kkitlesini olusturan ve ejekiile spermatozaya besinler
saglayan yardimci bezlerden (seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bez)
ve penisten olugmaktadir.

Testisler viicut boslugu disindaki skrotum igerisinde yer alan ve bir ¢ift
halinde bulunan oval sekilli organlardir (Sekil 2.1). Bu yerlesimleri normal
spermatogenez i¢in gerekli olan, viicut 1sisindan 2-3°C derece daha diisiik, 34-35°C
derecelik bir 1s1da olmalarina yardim eder. Hem testis hem de epididimis skrotal kese
icerisinde spermatik kordon ile asilidir. Spermatik kordon; vas deferens, spermatik
arter, vendz ve lenfatik pleksuslar1 igerir. Testis, kalin bir bag dokusu kapsiilii olan
tunika albuginea ile cevrelenmistir (Sekil 2.2). Testisin posteriyor yiizii boyunca
tunika albuginea kalinlasip igeriye mediastinum testis olarak uzanir. Her bir testis,
kapstilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar tarafindan yaklasik 250 lobiile
boliiniir. Testisin her bir lobiilii, i¢inde sperm iiretilen 1-4 adet seminifer tiibiil ve
interstisyal Leydig hiicrelerinin bulundugu bir bag dokusu (stroma) icerir. Seminifer
tiibiillerin her biri yaklagik 150 mikrometre ¢apinda ve 80 cm uzuklukta olup rete
testise acilir. Tubulus rektus, seminifer tiibiilleri rete testise baglar. Rete testis,
seminifer epitelyumun trlinlerini (sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan

kanallar agidir (32, 33).

Epididimis
Skrotum

Tunika vajinalis Testis

Sekil 2.1. Testisin erkek iireme sistemindeki sematik gosterimi. (32)
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Sekil 2.2. Testisin sagital kesitinin sematik gosterimi. (32)

Gebeligin yaklagik 26. haftasinda testisler abdomenden skrotuma inerler.
Testisler inerken beraberlerinde kan damarlarini, lenf damarlarini, otonomik sinirleri
ve tunika vajinalis adli testis yiizeyini saran abdominal periton uzantisim1 da
stiriiklerler. Her bir testis, abdominal aortanin bir dali olan testikiiler arter yoluyla
kanlanir. Testise yakin alanda kivrimli olan testikiiler arterin ¢evresinde abdominal
venlere testisten aldigi kani tasiyan pampiniform venéz pleksus bulunmaktadir.
Kan damarlarinda karsilikli 1s1 degisimine olanak saglayan bu diizenleme testislerin
diisiik sicaklikta tutulmalarina yardime1 olmaktadir (32, 33).

2.2. Testis Embriyolojisi

Primordiyal germ hiicreleri ilk kez 4 haftalik fetiiste vitellliis kesesi
duvarimin endoderminde ortaya ¢ikar. 4. ve 6. haftalar arasinda, yaklasik 10-100

primordiyal germ hiicresi vitelliis kesesinden bagirsak tiipiine, oradan da mezenter



boyunca arka viicut duvarmin sag ve sol yanlarina gog¢ ederler. Arka viicut duvarinda
yaklasik 2500-5000 primordiyal germ hiicresi, genital tiiberkiil olusumunu uyarir.

Fetal gelisimin 7. haftasina kadar, her iki cinsiyet i¢in genel bir gonad tipi
mevcuttur (33). Heniiz farklanmamis olan gonad yapisi; dista korteks, igte ise
medulladan olusmaktadir. XX kromozomuna sahip embriyoda, farklanmamis
gonadin korteksi ovaryuma farklanir, medullast geriler. XY kromozomlu embriyoda
ise, medulla testise farklanir, korteks geriler (34). Testisin gelisimi, Y
kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesi (sex-determining region of Y
chromosom, SRY) iizerindeki gen tarafindan kodlanan ve testis-belirleyici faktor
(testis-determinig factor, TDF) olarak adlandirilan bir gen iiriinii ile kontrol edilir.

Fetal testis, tubuli rekti araciligiyla rete testise baglanmis seminifer
kordonlardan olusur. Bu kordonlar; sOlomik epitelden koken alan Sertoli
hiicrelerinden ve primordiyal germ hiicrelerinden koken alan
spermatogonyumlardan olusur. Seminifer kordonlar, mezonefrik mezensimden
koken alan Leydig hiicreleri tarafindan birbirinden ayrilmiglardir. Fetal Sertoli
hiicreleri, Miiller (paramezonefrik) kanallarin gelismesini engelleyen Miillerian
inhibe edici madde (Mullerian Inhibiting Substance, MIS) salgilar. MIS
yoklugunda, Miiller kanallar1 varligini siirdiiriir ve disi genital organlar1 haline gelir.

Gebeligin 8. haftasinda fetal Leydig hiicreleri testosteron iiretir ve bu iiretim,
fetal hipofiz LH salgilamadig icin, plasental human koryonik gonadotropin (human
chorionic gonadotropin, hCG) tarafindan diizenlenir. Wolff (mezonefrik) kanalinin
sefalik ucu epididimi, vas deferensi ve ejakiilatuar kanali olusturur. Vas deferensin
bir ¢ikintis1 seminal vezikiilleri olusturur.

Testisin alt kutbunda gubernakulum olusur, karin duvarii oblik (egimli)
olarak karsidan karsiya gecer ve skrotal siskinlige yapisir. 28. haftada testis, inguinal
halkanin i¢ine dogru asagiya hareket eder. Gubernakulum biiyiir ve testis skrotum
i¢ine iner (33)

Testosteron iiretimi, embriyonik ve fetal gelisimin 8-12. haftalar arasindaki
donemde en yiiksek miktarlara ulasan hCG tarafindan uyarilir (34).

2.3. Testis Histolojisi

Testis, olduk¢a kalin ve siki bag dokusu yapisindaki kapsiil olan tunika

albuginea ile cevrelenmektedir. Kapsiiliin i¢ kism1 olan tunika vaskiiloza ise kan



damarlar1 igeren gevsek bir bag dokusudur. Kapsiilden uzanan bag dokusu
yapisindaki septumlar testisi yaklagik 250 lobiile bolmektedir. Lobiiller, i¢inde
sperm iiretilen yaklasik 1-4 seminifer tiibiilden ve Leydig (interstisyel) hiicrelerinin
bulundugu bag dokusu yapisindaki stromadan meydana gelmektedir. Tunika
albuginea, testisin posteriyor yiiziinde daha da kalinlagarak mediastinum testis adi
verilen yapiy1 olusturur. Kan damarlari, lenf damarlar1 ve genital bosaltim kanallar
testise giris ve ¢ikislarda mediastinumun i¢inden gecer (32).

Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur ve her tiibiil yaklasik
150-250 mikrometre capinda, 30-70 cm uzunlugundadir. Tibiiller kivrimlidir ve
tubuli rekti (diiz tiibiiller) araciligiyla rete testise baglanirlar. Rete testis, epitel ile
doseli kanallarin olusturdugu bir yapidir (35).

Seminifer tiibiiller; iki belirgin hiicre popiilasyonu olan, Sertoli hiicrelerini
ve spermatogenik hiicrelerini (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatitler)
icermekle birlikte merkezi bir liimene sahiptirler. Intertiibiiler alanda ise kan
damarlar1 ve lenfatik sinuzoidlerle birlikte Leydig hiicreleri bulunmaktadir.
Seminifer tiibiiller 6zellesmis bir seminifer epitelden meydana gelmektedirler (Sekil
2.3). Bu seminifer epitel bir bazal membran, kollajen lifler, fibroblastlar ve
kasilabilir miyoid hiicreler ile ¢evrelenmektedir. Miyoid hiicreler, spermleri rete
testise ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur. Spermler ancak

epididimal kanaldan gectikten sonra ileri hareketlilik 6zelligini kazanirlar (33).
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Sekil 2.3. Seminifer epitelin sematik gosterimi. (32)
2.3.1. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler olarak da
adlandirilirlar. Bu hiicreler, puberteye kadar seminifer epitelin dominant hiicre tipidir
ancak puberteden sonra cogalmazlar. Komsu spermatogenik hiicrelerin arasindaki
bosluklar1 doldurarak onlar1 ¢evreleyen, apikal ve lateral uzantilari olan prizmatik ya
da liggenimsi hiicrelerdir. Seminifer epitel boyunca uzanarak tiibiillere yapisal diizen
saglamaktadirlar. Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdegi olukludur ve belirgin bir
cekirdekcige sahiptirler. Komsu Sertoli hiicreleri ile okludens baglantilar
olustururlar. Bu baglantilar sayesinde, gelismekte olan spermatositleri ve
spermatitleri otoimmiin reaksiyonlardan ve diger zararli dis etkenlerden koruyan
kan-testis bariyerini meydana getirirler.

Sertoli hiicrelerinin en onemli gorevleri; spermatogenik hiicrelere destek
saglamak, korumak ve beslemek; spermatitler tarafindan atilan rezidual (artik)
cisimcikleri fagositoz ile ortadan kaldirmak, olgun spermatitlerin tiibiil limenine
salinimii kolaylastirmak ve seminifer tiibiil llimenine proteinler ile iyonlardan

zengin bir salg1 yapmaktir (32, 33).



Sertoli hiicreleri hem ekzokrin hem de endokrin salgi yapabilmektedirler.
Olgunlagsmakta olan spermlerin kanallara ilerlemesini kolaylagtiran sivinin
salgilanmas1 yam sira ¢esitli onemli faktorler de iiretmektedirler. Bunlardan biri
androjen baglayic1 protein (androgen binding protein, ABP)’dir. ABP, gelismekte
olan spermin normal olgunlasmasi i¢in gerekli olan testosteronu seminifer tiibiillerde
konsantre eder. Sertoli hiicrelerinin yiizeyinde FSH ve Testosteron reseptorleri
bulunmaktadir. Bu nedenle hem FSH hem de Testosteron tarafindan salgilama
fonksiyonlar1 kontrol edilir. FSH, ABP sentezini ve sekresyonunu diizenler. Sertoli
hiicreleri ayrica, inhibin ve aktivin de salgilarlar. Inhibin, FSH salinim iizerinde
negatif feedback (geri etki), aktivin ise pozitif etki gosterir.

Miiller inhibe edici faktor (MIF), kok hiicre faktorii (stem cell factor, SCF),
gliyal hiicre kaynakli norotropik faktor (glial cell-derived neurotrophic factor,
GDNF), plazminojen aktivator (demir transport proteini) ve seruloplazmin (bakir

tasiyici protein) gibi faktorler de Sertoli hiicrelerinden salgilanmaktadirlar (32, 33).

2.3.2. Leydig hiicreleri

Interstisyel hiicreler olarak da bilinen Leydig hiicreleri, tiibiiller arasi
(intertiibiiler) alanda yer alan biiyiik, poligonal ve eozinofilik hiicrelerdir. Leydig
hiicreleri, LH ile uyarilmasmmin ardindan testosteron iiretirler. Testosteronun
salgilanmasi; embriyonik gelisim, cinsel olgunluk ve iireme kabiliyeti i¢in gereklidir.
Erkek fetusta, gonadlarin normal gelisimi i¢in, 8. haftada testosteron iiretimi baglar.
Leydig hiicreleri, fetal hayatin yaklasik 5. ayindan puberteye kadar ise inaktif halde
beklerler. Pubertede LH uyarisiyla tekrar aktif hale gecerek yasam boyu aktif
kalirlar. Serumda bulunan testosteronun yaklasik olarak %95’1 Leydig hiicreleri

tarafindan, geri kalan1 da adrenal korteks tarafindan sentezlenmektedir (32, 33).

2.3.3. Spermatogenez
Spermatogenez, testiste meydana gelen ve spermatogonyumlarin olgun sperme
dontistiigii olaylar serisidir. Spermatogenez siireci hormonal bir kontrol altinda olup,
hipotalamus — pitiiiter (hipofiz) — testis ekseni boyunca ger¢eklesen néroendokrin
aktivite ile yonetilir (36) (Sekil 2.4). Bu siireg, puberteden kisa bir siire 6nce pitiiiter

gonadotropinlerin artmastyla baslar ve yasam boyu devam eder.
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Sekil 2.4. Spermatogenezin hormonal kontrolii. (37)

Siire¢ temel olarak ii¢ farkli faza ayrilmaktadir: spermatogonyal faz,
spermatosit fazi ve spermatit fazi. Spermatogonyal fazda spermatogonyal kok
hiicreler mitoz boliinme ile kendi yerlerini alacak hiicreleri ve primer spermatositlere
farklilasacak  olan  spermatogonyum  popiilasyonunu  meydana  getirirler.
Spermatogonyumlar, seminifer tiibiiliin bazalinde yer alirlar. Rutin histolojik
preparatlardaki niikleus goriiniimleri dikkate alinarak temelde 3 tip olarak
siniflandirilmaktadirlar (32, 33).

Tip A Kkoyu spermatogonyumlar yogun bazofilik oval niikleuslara
sahiptirler. Bu hiicrelerin kok hiicreler oldugu diisiiniilmektedir. Boliinerek bir kismi
kok hiicre olarak kalirken bir kism1 da Tip A agik spermatogonyumlari olusturur.

Tip A acik spermatogonyumlar, acik renkte boyanan oval niikleuslara
sahiptirler. Ard arda mitotik boliinmeler ile sayilarin arttirirlar. Farklilagsma stirecine
girerek spermi olusturacak hiicrelerdir.

Tip B spermatogonyumlar, Tip A spermatogonyumlarin birkag

boliinmesinden sonra farklilagmasi ile meydana gelirler. Yogunlasmis kromatinli



yuvarlak nukleuslar1 vardir. Spermatogonyal fazin sonunu temsil ederler. Sonrasinda
Tip B spermatogonyumlar mitoz boliinerek primer spermatositleri iiretirler.

Spermatosit fazinda primer spermatositler iki adet mayoz bdéliinmeye
ugrarlar. Boylece kroromozom sayilarint ve DNA miktarlarini azaltarak spermatit adi
verilen haploid hiicreleri olustururlar. Birinci mayotik béliinme sonucu olusan
hiicreler sekonder spermatosit olarak adlandirilir. Bu hiicreler yeni DNA sentezi
yapmadan ikinci mayoz béliinme gegirirler. Ikinci mayoz tamamlandiginda bir
sekonder spermatositten, her biri 23 tek iplikli kromozom(n) iceren iki haploid
spermatit olusur.

Spermatit fazinda spermatitler olgun sperm hiicrelerine (spermatozoa)
farklilagirlar. Bu farklilagsmaya spermiyogenez adi verilir (32). Spermiyogenezdeki
lic ana olay; akrozom gelisimi, flagellum gelisimi ve nuklear yogunlagmadir.
Akrozom gelisimi; golgi fazi, kep fazi, akrozom fazi ve olgunlagsma fazi olmak iizere
dort ardisik evreden olusmaktadir (33).

Golgi evresinde hidrolitik enzimler Golgi aygitindan akrozomal vezikiile
aktarilir. Akrozomal vezikiil glikoproteinden zengin periyodik asit-Schiff pozitif
boyanan graniillerin bir araya gelerek olusturdugu yapidir. Gelismekte olan spermin
on kutbunu akrozomal vezikiiliin pozisyonu belirler. Ayrica sentriyol ¢ifti de
akrozomal vezikiiliin zit kutbuna goc¢ etmeye baslarlar. Kep evresinde akrozomal
vezikiil yeniden sekillenerek yassilagir. Nukleusun on yaris1 iizerinde yayilarak
cevresini sarmaya baslar. Bu yapiya akrozomal kep denilmektedir. Sentriyol ¢ifti
akrozomal vezikiiliin zit kutbuna ulagmistir. Seminifer tiibiil liimeninde, spermatid
akrozomal bolge bazal kompartmana bakacak sekilde yon degistirir. Akrozomal
evrede spermatid Sertoli hiicresine iyice gomiiliir. Akrozom ¢ekirdegin tigte birlik
bir kismini orter. Manset gelisir. Distal sentriyolden, 9’u periferde 2’si merkezde
olmak tzere 9+2’lik mikrotiibiil ¢iftlerinden olusan aksonem  gelisir.
Mitokondriyonlar gelisen aksonem boyunca goc¢ ederler. Olgunlasma evresinde
keratin igerikli dig yogun lifler (kalin lifler) gelisir ve aksonem boyunca dizilirler.
Mitokondriyonlar, gelismekte olan flagellum (kuyruk) boyunca dizilmelerini
tamamlarlar. Flagellum keratin igerikli dis yogun liflerle (kalin lifler) sarili merkezi
bir aksonemden meydana gelir. Cekirdek yogunlasir ve uzar. Manget kaudale gog

eder ve sonrasinda dagilir (33). Spermatid olgunlagsmasinin bu son fazinda flagellum

10



etrafindaki sitoplazma azaltilir ve olgun spermatozoon meydana gelir. Atilan
sitoplazma kismi rezidiial cisimcik olarak da adlandirilir ve Sertoli hiicreleri

tarafindan fagosite edilir (32).
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Sekil 2.5. Spermatogenez basamaklari. (32)

Spermiyogenezdeki olaylar yapisal olarak essiz bir hiicre olusumu ile
sonuclanmaktadir. Spermatogenezin sonunda spermatitler son olgunlasma evresini
gecirdikten sonra spermiasyon adi verilen bir siire¢ ile seminifer tiibiiliin limenine

salwverilirler (32).
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2.3.4. Spermin yapisi

Olgun sperm; bas, kuyruk ve onlar1 birbirine baglayan bir baglanti (boyun)
parcasindan olugmaktadir (Sekil 2.6). Spermin bas ve kuyruk kismini bir plazma
membran sarmaktadir. Bas kismi, akrozom ile sarilmig yassi ve yogun bir
cekirdekten olusur. Ayrica bu kisim akrozomal hidrolitik enzimler (proteaz, asit
fosfataz, hiyaluronidaz, noéraminidaz ve akrozin) igermektedir. Bu akrozomal
enzimler ile yumurta etrafindaki zona pellusidanin yikilmasi olayma akrozom
reaksiyonu adi verilmektedir. Baglanti pargasi, bir c¢ift sentriyol iceren dar bir
parcadir. Kuyruk kismi; orta, esas ve son par¢a olmak iizere iic boliime ayrilmistir.
Orta parga sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlari, kalin fiberleri ve aksonemal
kompleksi igermektedir. Mitokondriyonlar kuyrugun hareketi i¢in gereken enerjiyi
saglarlar. Orta par¢anin esas parcaya doniistiigli, mitokondriyon sarmalin son halkasi
annulus olarak adlandirilir. Esas parca, kuyrugun en uzun pargasidir. Kalin fiberler
ve aksonemal kompleks ile birlikte bunlar1 saran bir fibroz kilif igermektedir. Son

parca ise sadece aksonem igeren kisa bir parcadir (32, 33).

Plazma
‘ membrani
u B" Akrozom
Gekirdek
] Baglanti f
P&Q&Sl F
USon Orta parga
pege Mitokondriyal u
sarmal \
O Annulus
\ Il
) Esas parga 0

Sekil 2.6. Spermin genel yapisi. (33)
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2.4. Epididimis Histolojisi

Testislerde iiretilen spermler, seminifer tiibiil liimeninde, Sertoli hiicrelerinin
salgilamis oldugu bir sivi igerisindedir. Kasilabilen miyoid hiicrelerin peristaltik
hareketleri sayesinde spermler buradan ayrilarak kanallar boyunca ilerlemeye
baslarlar. Seminifer tiibiillerden tubuli rektiye (diiz tiibiiller) gecerler, oradan
sirastyla rete testis, duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens yolunu
izleyerek ejakiilatuar kanala ulagip buradan da ejakiilasyon ile disariya atilirlar.
Epididimis testisin siiperiyor ve posteriyor yilizeyleri boyunca uzanan, hilal sekilli ve
kivrimli bir tiibiil yapisidir. Bu yap1 duktuli eferentes, duktus epididimis, diiz kas,
damarlar ve bag dokusu ortiisiinden olusmaktadir. Epididimis kanali; bas (kaput),
govde (korpus), kuyruk (kauda) olarak ii¢ ana boliime ayrilmaktadir (Sekil 2.7).
Epididimis epiteli stereosilyali yalanci ¢ok kath prizmatiktir. Epitel 2 ana hiicre
tipi icermektedir. Esas hiicreler, liimene uzanan, stereosilyali uzun prizmatik
hiicrelerdir. Bazal hiicreler ise bazal lamina iizerindeki daha kiiclik yuvarlak

hiicrelerdir (33).

‘Gdvde (korpus) ' Kuyruk (kauda) |
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Sekil 2.7. Epididimisin béliimleri. (33)

2.5. Crisp-1 (Cysteine Rich Secretory Protein-1)

Crisp-1 (Cysteine Rich Secretory Protein-1) ilk olarak 1976’da rat
epididiminde tanimlanan androjen bagimli bir glikoproteindir (15). Cysteine Rich
Secretory Protein ailesinin tanimlanan ilk iiyesi olan Crisp-1 proteini, diger iki
epididimal protein olan Asidik Epididimal Glikoprotein-1 (AEG-1) ve
ARP/HCRISP-1 ile %100 homoloji sergilemektedir (38).
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Cysteine Rich Secretory Protein ailesinin bilinen 4 iiyesi bulunmaktadir ve
hepsi ekspresyon yeri, fonksiyon vb. gibi pek cok agidan farklilifa sahiptirler.
CRISP-2 yalnizca testiste, CRISP-4 hem epididim hem testiste CRISP-3 ise prostat,
ovaryum, tiikriik bezi, pakreas gibi ¢esitli organlarda bulunurlar (19, 39-42).

CRISP-1, epididimisin biitiin kisimlarinda bulunsa da temel olarak kauda
bolgesinden eksprese olmaktadir. Epididim epitelindeki esas hiicreler tarafindan
eksprese edilen CRISP-1 liimene salinir ve buradan da sperm yiizeyine baglanir (43).
Spermde Once akrozomun dorsaline yerlesip, akrozom reaksiyonu sirasinda
ekvatoryal segmente go¢ eder (44, 45). Crisp-1 proteini, D ve E olmak iizere iki
izoformdan meydana gelmektedir ve bu yiizden DE protein olarak da bilinir.
Crispl’in %70’lik kismin1 D formu olusturmaktadir. D formunun dekapasitasyon
faktor olarak, E formunun ise 6zellikle fertilizasyonda gorev aldigi diistiniilmektedir
(17, 46).

D formu daha gevsek, E formu ise daha siki bir sekilde baglanir ve akrozom
reaksiyonundan sonra da sperm yiizeyinde kalir. Boylece zona pellusidaya baglanma
ve gamet flizyonu gibi fertilizasyondaki 6nemli agsamalarda rol alir (24, 45, 47, 48)
(Sekil 2.8).

CRISP1
v epididimal
A B c
7\
Tyrosine (5
fosforilasyonu A
sperm-ZP gamet
kapasitasyon etkilesimi fiizyonu
T D
CRISP2
v testikiler

Sekil 2.8. Crisp1’in genel fonksiyonlari. (24)
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Crisp-1’in fertilizasyondaki gorevlerini arastirmak i¢in yapilan in vitro
fertilizasyon c¢alismalari, Crisp-1’den yoksun spermlerin zona pellusidaya ve
yumurta plazma membranina baglanmada kontrol grubuna kiyasla dezavantajh
oldugunu gostermistir (24). Ayrica zona pellusidasiz (zona-free) yumurtalarin
kullanildigr in vitro ¢alismalarinda da Crisp-1’den yoksun spermin flizyon
yeteneginde anlamli bir azalma gosterilmistir (24, 45). Farkli deneysel ¢alismalar ile
Crisp-1’in rat sperm kapasitasyonu sirasinda tyrosine fosforilasyonunu inhibe ettigi
rapor edilmis, kapasitasyon sirasinda spermden Crisp-1 proteinin salindigi da
gosterilerek dekapasitasyon faktor olarak rol aldigi sonucuna da varilmistir (17, 46,
47). Yapilan bu calismalarla edinilen bilgilerin 1s18inda Crisp-1; spermin zona
pellusidaya baglanmasi ve yumurtaya baglanip birlesebilmesi igin gerekli olup
dekapasitasyon faktor olarak davranmasi da fertilizasyon siireci i¢in ¢ok onemlidir.

2.6. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller bir ya da daha fazla paylasilmamis elektrona sahip reaktif
kimyasallardir. Serbest radikaller hiicre komponentleri ve molekiilleriyle tepkimeye
girerek onlarin oksidasyonuna sebep olur ve boylece hiicre hasarini indiiklerler (49).

Canli organizmada aerobik sartlarda serbest radikallerin en 6nemli kaynagi
molekiiler oksijendir. Yani aerobik ortamda serbest radikallerin ¢ogu oksijen
radikali halindedir (50, 51).

Hiicrelerde endoplazmik retikulum ve mitokondride oksijen molekiilii ve
stiperoksit olusur. Bu olusumda peroksizomlarda yerlesik olan flavin oksidaz gibi
enzimler rol oynar. Radikallerin ¢ogu mitokondrideki elektron transport zinciri ile

meydana gelir. Organizmanin soludugu oksijenin %95 i H,O’ ya indirgenirken, kalan

%051 reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) meydana getirir
(52-54).
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijen molekiilii iceren kimyasal reaktif

molekiiller olup radikal olan hidroksil iyon (OH), stiperoksit iyon (O,), nitrik oksit
iyon (NO) ve radikal olmayan ozon (O,), oksijen (O,), lipid peroksit (LOO), hidrojen
peroksit (H,O,) gibi molekiilleri temsil eder (55).
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ReaktifOksijen Bilesikleri Reaktif Olmayanlar

'O : Siiperoksit |H:0: - Hidrojen Peroksit
‘OH : Hidroksil 02 Singlet Oksijen
HO"~  :Hidroperoksil HOCI :Hipokloroz Asit
RO : Alkoksil ONOO- : Peroksinitrit Radikali
ROO™ : Peroksil 03 : Ozon
NO : Nitrik Oksit LOOH : Lipid Hidroperoksit

NO~ : Azot Dioksit

Sekil 2.9. Oksijen Tiirevleri

Stiperoksit Radikali (O,); Oksijen molekiiline bir elektron eklenmesiyle

meydana gelir. Koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile

artan stiperoksit dismutaz (SOD) araciligiyla H,O,’e indirgenir. Stiperoksit radikali

cok fazla toksik olmayan bir serbest radikaldir.

Hidrojen Peroksit Radikali (H,0,); Oksijen molekiiliiniin 2 elektron ve 2 H+

ile tepkimeye girmesiyle meydana gelir. Biyolojik sistemlerde iki siiperoksit
molekili iki hidrojenle reaksiyona girerek H,O, ve O, olusur. Biyolojik
membranlar1 kolayca gegebilir ve uzun Omiirlii bir oksijen bilesigidir. Hidrojen
peroksit, serbest oksijen radikalleri i¢cinde sayilan ve serbest radikal biyokimyasinda
onemli rol oynayan bir iiriindiir (56).

Hidroksil Radikali (OH); En kisa Omiirlii ve en reaktif radikal olarak
ozellikle yakin ¢evresindeki dokularda biiylik hasara sebep olur.

Nitrik oksit Radikali (NO’); Oldukga reaktif bir molekiil olup yagda ¢oziiniir
ve biyolojik membranlardan kolaylikla gegebilir. Endotel hiicresi, sinir hiicresi, diiz
kas hiicresi, makrofaj ve trombosit gibi ¢esitli hiicrelerde, nitrik oksit sentaz enzimi
araciligiyla sentezlenir. Diisiik dozda bulunmasi yararli iken yiiksek dozu zararhidir
(57).

Serbest oksijen tiirleri farkli reaksiyonlarda meydana gelirler ve reaktif
olurlar (58-60).
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Sekil 2.10. Serbest radikal iiretiminin sematik gosterimi. (61)

'Oyte+H' — HOy | Hidroperoksil radikali (HO;")

'HOy — H + Oy | Siiperoksit radikali (O,7)

0y +2H + ¢ — H,0, | Hidrojen peroksit (H;0,)
H,0,+ ¢ — OH + OH- Hidroksil Radikali (OH-)
OH: + e+ H — H,0, Hidrojen peroksit (Hz0,)

Sekil 2.11. Serbest radikallerin olusum reaksiyonlari

Organizmada serbest radikallerin iiretim hizi ile bunlar1 ortadan kaldiran
antioksidan savunmasi hizi bir denge icerisindedir ve buna “oksidatif denge”
denilmektedir. Oksidatif stres ise bu dengenin bozulmasi durumudur (62).

Oksidatif stres; DNA, lipidler ve proteinler dahil biitiin biyomolekiillere hasar
verebilir. Bu oksidatif hasar DNA zinciri kirilmalarina, lipid peroksidasyonuna ve
amino asit modifikasyonlarina yol agabilir. Amino asitlerden bazilar1 oksidasyona
daha fazla maruz kalabilmektedir. Bunlar; terminal silfidril grubu bulunduran

(metionin, sistein) amino asitler ile aromatik amino asitlerdir (63).
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2.6.1. Lipid peroksidasyonu

Serbest radikallerin zararli etkilerinden en ¢ok etkilenen yapilardan biri de
membran lipidleridir. Hiicre membranindaki yaglar serbest radikallerle reaksiyona
girip peroksidasyona neden olmaktadirlar. Lipid peroksidasyonu sonucunda

malondialdehit meydana gelir (63-69).

RH Re Re ROOe
Xe XH A H O—0e
LJ
WMW—»W#W
L]
H H H
RH
O O - H OOH
M < N R
H H
Malondialdehyde Endoperoxide Hydroperoxide
ROOH

Sekil 2.12. Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan Malondialdehit (MDA) olusumu. (70)

Lipid peroksidasyonunun organizmadaki bazi etkileri sunlardir (71);
1. Membran akigskanligi azalarak normalde hiicreye giremeyen
maddelerin girisi artar.
2. Lipid peroksitler ve alkoksil radikaller; triptofan ve sistein gibi
aminoasitlere zarar vererek proteinin yapisini bozarlar.

3. Hiicre membranina yakin bulunan DNA molekiilleri hasar goriir.

2.6.2. Oksidatif stresin proteinler iizerine etkileri

Serbest radikal hasarinin proteinleri ne kadar etkileyecegi aminoasit igerigine
baghdir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi
aminoasitlere sahip proteinler oksidatif hasardan daha kolay bir sekilde

etkilenmektedirler (60, 72).

2.6.3. Oksidatif stres ve antioksidan iliskisi

Oksidatif hasar1 engellemek icin viicudun dogal bir antioksidan savunma
mekanizmasi vardir. Antioksidanlar, hayati molekiiller hasarlanmadan 6nce serbest

radikallerle tepkimeye girip siireci sonlandiran molekiillerdir (73). Endojen ve
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ekzojen antioksidanlar olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Endojen antioksidanlar,
biyolojik molekiillerin oksidasyonunu engelleyen enzimatik antioksidanlari igerir.
Bunlar; stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz
(GR) ve katalaz (CAT) dir. Bu enzimler birlikte galisarak O, and H,0, <y daha

zararsiz olan H,O, ve O, ‘ye cevirirler. Ekzojen antioksidanlar ise ¢ogunlukla
meyve ve sebzelerde bulunup viicuda disaridan alinirlar (55).

2.6.4. Oksidatif stres ile iliskili hastalhiklar

Oksidatif stres pek ¢ok dejeneratif hastalikla iliskilidir (74-76). Ateroskleroz,
astim, vaskiler hastaliklar, kronik obstruktif pulmoner hastalik, kalp yetmezIligi,
hipertansiyon, pndmoni, grip, hepatit, kanser, inflamatuar hastaliklar ve diyabet
oksidatif stres ile iliskili baz1 hastaliklardandir (77).

2.7. Diabetes Mellitus

2.7.1. Tanmm ve simiflandirilmasi

Diabetes Mellitus (DM) hiperglisemi ile karakterize olup insiilin
sekresyonunda veya c¢alismasindaki bozukluktan kaynaklanan metabolik bir
hastaliktir (1). Diinya genelinde yaklasik 382 milyon insanin, yani toplam niifusun
%8.3’1inlin, diyabet oldugu tahmin edilmektedir (78).

Diyabet i¢in 2014 yilinda Amerikan Diyabet Birligi’nin yaptigi
siniflandirmaya gore; Tip 1 ve Tip 2 diyabet olmak {izere 2 ana gruba ayrilmistir
(79).

Tip 1 DM, pankreastaki Langerhans adaciklarinda insiilin salgilayan beta
hiicrelerinin kaybi sonucu olusan tam insiilin eksikligi ile karakterize olup giiclii
inflamatuar etkiye sahip kronik bir otoimmiin hastaliktir (80).

Tip 2 DM, diisiik insiilin iiretimi ile birlikte temelde insiilin direnci ile
karakterizedir. Yasam tarz1 ve genetik ile iliskilidir. Obezite, diisiik fiziksel aktivite,
zayif beslenme, stres ve kentlesme gibi faktorler tip II diyabet gelisimindeki 6nemli
faktorlerdendir. Diyabet hastalarinin biiyiik kismini (yaklasik %85ini1) olusturur (81-
83).

Diger DM tipleri: Gestasyonal diyabet, diyabet siirecinde ortaya ¢ikip tanisi
konulan glukoz intoleransidir (79). Malnutrisyon (yetersiz beslenme) ile iliskili
diyabet, insiilin mekanizmasindaki genetik defekt ile iliskili diyabet ve ilag-kimyasal

ile indiiklenen diyabet ¢esitleri de mevcuttur (79, 84).
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Diyabet; 06zellikle renal, gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve seksiiel
fonksiyon bozukluklari olmak iizere cesitli organlarda fonksiyon bozukluklarina
sebep olmaktadir (85). Diyabetin ve komplikasyonlarinin gelismesinde oksidatif
stres 6nemli rol oynar. Serbest radikal iiretiminin artist ya da antioksidan
savunmasinin yetersizligi hastaligin ilerleyisine eslik etmektedir (86-88).

2.7.2. Diyabete bagh oksidatif stres ve erkek infertilitesi

1980’1 yillardan beri reaktif oksijen tiirlerinin diyabetteki rolii genis capl
tartisilan bir konu olup son yillarda oksidatif stres ve diyabet arasindaki iligkilerin
mekanizmalar1 ile ilgili yapilan c¢aligmalar artmistir (89, 90). Hiperglisemi ile
uyarilan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yiiksek miktarda {iretimi sonucunda

meydana gelen oksidatif stres, diyabetle ilgili 6nemli komplikasyonlardan

sorumludur (91).

Hiperglisemi

| 1. Glikasyon reaksiyonu
. Mitokondriyal elektron transport zinciri
. Hegsozamin yolu

3
\ S
Oksidatif stres
1 ’ \. Glukoz
Vo)

—»  Glukokinaz

N

l Apoptozis A insu]in‘ > Insiilin

salgilanmasi
... Q
B~ hiicre sayilanindaki
disiis

-

Pankreatik B-hiicreleri

Sekil 2.13. Diyabete bagh gelisen oksidatif stresin beta hiicrelerine etkisi. (92)
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Sekil 2.14. Hiperglisemideki oksidatif stresin kaynagi olan temel mekanizmalar. (92)

Diyabetin en onemli komplikasyonlarindan biri erkek ilireme sistemindeki
bozukluklardir (7, 8). Diyabetin neden oldugu oksidatif stres erkek lireme sistemine
cesitli zararlar vererek infertiliteye neden olmaktadir (8, 93, 94).

Infertilite; en az bir sene boyunca korunmasiz iliski sonucu gebelik
saglanamayan bir iireme sistemi hastaligidir (95). Ciftlerin %15°ten fazlasinda
infertilite goriilmektedir. Erkek infertilitesinin ana sebeplerinden bazilari; hormonal
dengesizlikler, genetik bozukluklar, varikosel, inmemis testis ve testis torsiyonudur
(37).

Diyabet, lireme ¢agindaki geng erkeklerin ¢ogunlugunu etkilemektedir (96).
Son yillarda yapilan ¢alismalar ile diyabetik erkeklerde infertilite olgularinda artis
goriilmiistiir. Diyabet c¢esitli yollarla erkek iireme fonksiyonlarimi etkiler. Spermin
temel enerji kaynagi olarak kullandig1 maddelerden biri olan glukoz, spermatogenez
sirasinda kan-testis bariyerinden pasif difiizyonla gecer ve spermin temel hiicre
aktiviteleri, spesifik fonksiyonlari, motilitesi ve ferzilizasyon kabiliyeti i¢in 6nemli
role sahiptir. Dolayisiyla tiibiil i¢cindeki glukoz seviyesi spermatogenezin siirekliligi
icin ¢ok Onemli olup diyabetteki hiperglisemik durumla meydana gelen glukoz
dengesizlikleri spermatogenezin siirekliligini bozmakta ve sperm kalitesini olduk¢a

etkilemektedir. Yapilan calismalar ile diyabetli hastalarda diisiik sperm hareketliligi

21



ve diisiik sperm sayis1 goriilmiistiir. Diyabetin spermde DNA hasarina sebep oldugu
da bilinmektedir. Ayrica diyabet, LH ve FSH salimimindaki kontrol mekanizlarin
degistirmektedir. Bu hormonal dengesizlikler hem Sertoli hiicrelini hem de spermleri
olumsuz etkiler. Diyabet, hipofiz bezinden LH salinimini bozarak Leydig

hiicrelerinden testosteron salinimi diizeyini de azaltmaktadir (96-101)

2.7.3. Apoptozis

Apoptozis; embriyonik ve yetiskin siirecte dokulardaki hiicre popiilasyonunu
dengede tutmak i¢in gerekli olan programli bir hiicre oliimii ¢esididir. Genellikle
canlinin yasami boyunca yarar saglayan diizenli bir mekanizmadir.

Apoptoziste meydana gelen degisimler; ¢ekirdekte kromatin yogunlasmasi,
hiicrenin hacim kaybederek biiziiliip kiigiilmesi, DNA’nin kirilmas1 ve apoptotik
cisimciklerin olugsmasi seklinde 6zetlenebilir (102-104).

Apoptozis belli bir oranda gerceklestigi siirece zararli degildir ancak
apoptotik denge bozuldugunda cesitli tahribatlara ve hastaliklara yol agmaktadir.
Apoptoz azalip hiicre birikimi arttifinda kansere ve viral enfeksiyonlara; apoptoz
artip hiicre kayb1 arttiginda ise Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklara neden
olmaktadir. Apoptotik hiicre, ¢ekirdek materyali ve organelleri igeren kiigiik
sitoplazmik vezikiillere pargalanir. Bu vezikiillere apoptotik cisim adi verilir ve
bunlar fagositik hiicreler tarafindan hizli bir sekilde ortadan kaldirilirlar.

Apoptozisin meydana geldigi 2 temel mekanizma vardir (Sekil 2.15). Bunlar;
intrinsik yol (mitokondriyal) ve ekstrinsik yol (61iim sinyalleri ile) olarak adlandirilir.
Alternatif mekanizmalar ise Granzim B/perforin (Sitotoksik T lenfositleri ile) ve p53
yoludur (102, 103, 105-107).

Apoptozis mekanizmasinda rol alan Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) proteinleri,
pro-apoptotik ve anti-apoptotik olmak iizere 2 ana gruba ayrilirlar. Anti-apoptotik
olanlar, sitokrom C’nin salinmasini bloke ederler. Pro-apoptotik olanlar ise (6rnegin;
Bax) bu salinimi tesvik ederler. Sitokrom C, mitokondriyal hiicreler arasi zardan
sitoplazmaya salinarak kaspazlarin faaliyetlerini aktive eder. Kaspazlar, sistein-
protez grubu enzimler olup inaktif olarak sentezlenirler. DNA onarimi ve
replikasyonunda gerekli olan enzimleri inaktive ederler. Kaspazlar, bastatici,
sonlandirict (6ldiirticii) ve inflamasyon diizenleyici kaspazlar olmak fizere iige

ayrilmaktadir. Baglatic1 kaspazlar 2, 8, 9 ve 10; oldiiriicii kaspazlar 3, 6 ve 7;
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inflamasyon diizenleyiciler ise 1, 4, 5, 12, ve 14’tiir. Apoptozisi uyaric1 bir bagka
protein ise p53 geni tarafindan kodlanan p53 proteindir. Bu protein, DNA hasar
gordiigiinde tamir proteinlerini harekete gegirir. Ancak DNA tamir edilemeyecek
kadar zarar gordiiyse apoptozisi baglatarak hiicre dongiisiinii diizenler. Apoptoz
inhibitér proteinleri (AIP) de apoptozisi diizenleyici bir grup proteindir ve kaspaz
aktivitesini inhibe ederler. Ozellikle kanserde, diizensiz ¢alisan apoptozis proteinleri

gozlenmistir (102, 103, 105, 106, 108, 109).
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Sekil 2.15. Apoptozisin mekanizmalari

Apoptozisi belirlemede kullanilan en yaygin yontemler immiinohistokimyasal
yontemlerdir. Bunlar; Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL) yontemi, Anneksin V yontemi ve Caspase-3 isaretleme yontemidir.

Anneksin V, apoptotik hiicrenin zarindaki negatik yiiklii Phosphatidylserine
(PS)’e baglanarak apoptotik hiicreyi belirler.

TUNEL yonteminde, apoptotik parcalanma sonucu DNA uglari, terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak isaretlenir.

Caspase-3, hem intrinsik hem ekstrinsik yol ile aktive olabilen ve hiicre

Oliimiinde rol alan bir proteindir (110) (Sekil 2.16). Caspase-3 yontemi ile apoptotik
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aktif
yapilabilmektedir (111).
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Sekil 2.16. Apoptoziste kaspaz aktivasyon mekanizmasi
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Diyabette artmis olan serbest radikaller ve oksidatif stres ile indiiklenerek
izlenen yol sonucunda apoptozis meydana gelir. Diyabet, testis germ hiicrelerinde
apoptozisi artirarak testisin fonksiyon bozukluklarina sebep olur (112, 113).

Bir¢cok caligmada diyabetin testis dokusunda biyokimyasal ve histolojik
acidan cesitli 6nemli degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir (97, 114, 115). Bu
degisiklikler; seminifer tiibiillerde atrofi ve tiibiil duvarindaki epitelde diizensizlik,
apoptozis, bazal membran kalinliginda ve interstisyal alan hacmindeki artis,
tiibiillerdeki sperm sayisinda azalma, tiibiillerde dev hiicrelerin goriilmesi,

vakuolizasyon ve konjesyon seklinde 6zetlenebilir (100, 115).

2.8. Lycium Barbarum Polisakkaritleri

Insan viicudu kendi dogal antioksidanini iiretir ancak serbest radikal iiretimi
cok yiiksek oldugunda bu endojen antioksidanlar yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden
viicut disaridan alacagi ekzojen antioksidanlara ihtiyag duyar (116, 117). Ekzojen
antioksidan takviyesi; hayvan {riinleri, meyve ve sebzelerdeki vitamin ve
minerallerin  alinmasiyla saglanabilir (118). Antioksidan takviyesi endojen
antioksidanlarin hastalik riskini diisiirmesi ve engellemesi i¢in destekleyicidir.
Organizmay1 oksidatif strese ve onun sebep oldugu hasarlara karsi korur. Ayrica
ROS {iretimini inhibe edip engeller (119-121).

Diyabet tedavisi i¢in kullanilan pek ¢ok kimyasal ilag bulunmaktadir. Ancak
bu ilaclar, uzun tedavi siireci de goz oniine alindiginda, olumsuz ve ciddi yan etkilere
sahiptirler. Bu yilizden giinlimiizde bitkisel tedavi arayisiyla yapilan caligsmalar
artmakta ve biiylik 6nem tagimaktadir (122, 123).

Aragtirmacilar, dogal iriinlerde yer alan ¢ok c¢esitli aktif molekiiller
kesfetmislerdir ve bu iirlinlerin polisakkaritleri diyabet tedavisi i¢in yiiksek
potansiyele sahip goriilerek yogun arastirma konusu haline gelmistir (124). Dogal
polisakkaritlerin  Diabetes Mellitus’ta  hipoglisemik etki  gdsterdigi  olasi
mekanizmalar;

1- Plazma insiilinin yiikselmesi ve pankreatik glukagonun diisiisii

2- Insiilin duyarliliginin artis1 ve insiilin direncinin gelismesi

3- Bagirsaktaki a-glikosidaz enzimlerinin tutulmasi ve karbonhidrat emiliminin
azalmasi

4- Hepatik glikojenin yiikselmesi ve seker displazisinin inhibe edilmesi
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5- Periferik dokuda glukoz kullaniminin artmasi
6- Serbest radikallerin ve lipid peroksidasyonunun temizlenmesi olarak

Ozetlenebilir (122).

Kurt liziimii ya da Goji berry olarak da bilinen Lycium barbarum; Cin,
Hindistan ve Asya’nin diger boélgelerinde yaygin olarak yetisen Solanaceous
familyasina ait bir ¢ali bitkisi tlirtidiir. Parlak kirmizi-turuncu, elips sekilli 1-2 cm
boyunda {iziim meyvesi liretmektedir.

Lycium barbarum meyvesi, Cin’de geleneksel bitkisel tip alaninda 2 bin
yildan fazla siiredir kullanilmaktadir. Cesitli ¢alismalar ile Lycium barbarum’un
diyabete, inflamasyona ve kanser gibi rahatsizliklara karsi birgok biyolojik etki
sergiledigi gosterilmistir (28, 125-128).

Lycium barbarum’un temel aktif bilesenleri; polisakkaritler, flavonoidler ve
karotenoidlerdir. Bu aktif bilesenler i¢inde, yiiksek antioksidan 6zelligi sebebiyle, en
cok calisilan1 polisakkaritlerdir (128).

Lycium barbarum polisakkaritleri (LBP); hipoglisemik, antioksidan, anti-
tiimor, immiin diizenleyici etkilere sahiptirler. Ayrica lireme fonksiyonunda
koruyucu etkiye sahip olup fertilite kabiliyetini artirma o6zellikleri de vardir. Son
yillarda aragtirmacilar LBP’nin oksidatif stresteki koruyucu etkisi {iizerine
yogunlasmislardir (26, 127).

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada; testis torsiyonu olusturulan sicanlarda
iskemi reperfiizyon sonucu testis dokusundaki hasara kars1 Lycium barbarum’un
antioksidan etkisinin koruyucu 6zelligi gosterilmistir (25). Yakin zamanda yapilan
diger c¢alismalarda ise Lycium barbarum polisakkaritlerinin, Bisphenol A ile
indiiklenen testis hasarina koruyucu etkisi, oksidatif strese kars1 koruyucu etkisi ve
diyabet olusturulan farelerde iyilestirici etkisi gosterilmistir (26). Dolayistyla Lycium
barbarum polisakkaritleri hem antioksidan hem hipoglisemik hem de iireme sistemi
icin olumlu etkilere sahip oldugundan diyabete bagl infertilitede ve oksidatif stres

hasarinda tedavi potansiyeli yiiksek bir madde olarak dikkat cekmektedir (27).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz, Abant Izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’ndan 2016/04 no’lu karar ile onay alinarak (Bkz. Ek-1) Abant Izzet Baysal
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yiiriitiildii.
Ayrica Abant izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

2016.08.03.1098 proje numarasi ile desteklendi.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan deney hayvanlari AIBU Deney Hayvanlari
Merkezi’nden (DEHAM) temin edildi. Hayvanlar calisma baslayincaya kadar ve
calisma siiresince AIBU DEHAM da, standart kosullarda 12 saat aydmlik/karanlik
dongiisiine uygun 25+3°C’lik ortamda tutularak ad libitum besin ve su ile
beslendiler. Calismaya 40 adet (3-4 aylik) saglikli erkek Wistar Albino sigan ile
basland1 ancak diyabetin komplikasyonlarina bagli 6liimler dolayisiyla 31 6rnek ile

tamamlandi.

3.2. Deney Gruplari

Denekler rastgele secilerek; Grup 1: Sham kontrol grubu (n=6), Grup 2: LBP
kontrol grubu (sadece LBP) (n=6), Grup 3: Diyabet grubu (STZ) (n=9) ve Grup 4:
Tedavi grubu (STZ+LBP) (n=10) olmak iizere 4 ayr1 gruba ayrildi. Deneye
baslanmadan 6nce siganlardan alinan kan 6rnegiyle kan-glukoz diizeylerine bakilarak
normal degerlere sahip denekler ¢alismaya alindi. Deneysel diyabet olusturmak
amaciyla Streptozotosin (STZ) (Sigma Aldrich, CAS no: 18883-66-4) kullanildi.
Grup 3 ve 4’1 olusturan sicanlara sitrat tamponu (0.1 M pH:4.5) igerisinde eritilen
STZ tek doz 55mg/kg intraperitoneal olarak enjekte edildi. STZ enjeksiyonu bittikten
48 saat sonra, kuyruk ucu kesilerek elde edilen kan 6rnegiyle kan-glukoz diizeyleri
Olctilerek diyabet olup olmadiklar tespit edildi. Kan-glukoz degerleri 250 mg/dl ve
tizeri olan siganlar diyabetik olarak kabul edildi. Grup 4’i olusturan siganlar
diyabetik olarak kabul edildikten sonra Lycium barbarum polisakkaritleri (LBP) 15
giin siireyle giinde 1’er kez 200 mg/kg gavaj yoluyla verildi. 15 giiniin sonunda,
hayvanlar belirtilen dozlarda uygulanan anestezik maddelerle muamele edilip
sakrifiye edildi. Dokular %10’luk formaldehite alinip tespit edildi. Sperm yayma
islemi i¢in epididim 6rnekleri PBS’e (phosphate buffered saline) konuldu.
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3.3. Diyabet Olusturma Modeli

Deneysel diyabet olusturmak amaciyla Streptozotosin (STZ) (Sigma Aldrich,
CAS no: 18883-66-4) kullanildi. Diyabet olusturulurken, STZ enjeksiyonundan 12
saat once siganlar hiperglisemiye karsin a¢ birakildilar. Enjeksiyon oncesi siganlar
tartilip, aglik kan-glukoz degerleri kuyruk ucu kesilerek elde edilen kandan ACCU-
CHECK GO cihazi kullanilarak 6lgiildii. Ayrica sicanlarin viicut agirligina gore STZ
¢Ozelti miktar1 hesaplandi. STZ ¢ozeltisi; pH s1 4.5 olarak ayarlanan 0.1 molar sitrat
tampon ic¢inde c¢oziilerek hazirlandi. Tek doz 55 mg/kg STZ intraperitoneal olarak
uygulandi. Enjeksiyondan sonraki 24 saatte ise sicanlarin su kaplarma hipoglisemik
sok nedenli oOliimleri engellemek i¢in %30’luk dekstroz konuldu. STZ
enjeksiyonundan 48 saat sonra sicanlarin kuyruk ucundan alinan kandan kan-glukoz
degerleri dlgiilerek diyabet tayini yapildi. Kan-glukoz degeri 250mg/dl ve {izeri olan
siganlar diyabetik kabul edildi.

3.4. Lycium Barbarum Polisakkaritlerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak satilan kurutulmus kurt iiziimi (Lycium barbarum)
meyvesinden toplam 2 kg alindi. 250 gr kurutulmus meyve blender ile toz haline
getirildi. Yag kisimlarimi ayirmak igin; kloroform: metanol (2:1) ile iki kere;
oligosakkaritleri ayirmak i¢in ise %80 etanol ile 80°C’de refluxed edildi. Kalan
kismin dort kat1 kadar sicak su eklenerek dort defa ekstre edildi. Sonra siiziilen sivi
kisim birlestirilerek rotaride 60°C’de konsantre edilip sirasiyla %95 etanol, %100
etanol ve aseton ile ¢oktiirme islemi yapildi. Coken kisim toplanarak vakum ile
kurutuldu. Kurutulmus bu kisim polisakkarit kismina ait olup 6ziit taze hazirlanarak

kullanildi.

Sekil 3.1. Lycium barbarum polisakkariterinin hazirlanisi
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3.5. Gavaj Uygulamasi
LBP kontrol ve tedavi grubunu olusturan si¢anlara, insulin enjektorii ve gavaj
ignesi yardimiyla, 15 giin stlireyle glinde 1’er kez 200 mg/kg LBP gavaj yoluyla
verilmistir.
3.6. Isik Mikroskobik incelemeler
. Dokular %10’luk formaldehit ile tespit edildi.

—

. Akan musluk suyu altinda yikandi.

. %70’lik alkolde iki saat bekletildi.

. %80’lik alkolde iki saat bekletildi.

. %96’ lik alkolde bir saat bekletildi.

. %96’ lik alkolde bir saat bekletildi.

. %100’liik alkolde bir saat bekletildi.

. %100’liik alkolde bir saat bekletildi.

. Ksilol I’de bir saat bekletildi.

10. Ksilol II’de bir saat bekletildi.

11. Esit miktarlarda hazirlanan Ksilol-Parafin karisiminda 64°C etiivde 30 dakika
bekletildi.

12. Parafin I’de 64°C etiivde ii¢ saat bekletildi.
13. Parafin II’de 64°C etiivde li¢ saat bekletildi.

O o0 3 N »n B~ W DN

14. Takip edilen dokular bloklama kaplarinda parafine gomiilerek etiketlendi.
Hazirlanan bloklardan Leica® RM 2125 RT mikrotom ve Leica mikrotom
cihaz1 ile 3-4 mikron kalimhiginda kesitler alindi. Bu kesitlere genel dokuyu
degerlendirmek icin Hematoksilen-Eozin ve Masson Uglii boyamasi; apoptozisi
gostermek i¢in TUNEL ve Caspase-3, Crisp-1 protein ekspresyonunu gostermek i¢in
Crisp-1 antikor ile immiinohistokimyasal boyamalar yapildi.
3.6.1. Hematoksilen-eozin boyamasi

1. Parafin kesitler 60-64°C’lik etiivde 30 dakika bekletildi.

2. Ksilol I’de 2 dakika bekletildi.

3. Ksilol II’de 2 dakika bekletildi.

4. Tki defa %100’liik alkolde 1’er dakika bekletildi.
5. 1ki defa %96’lik alkolde 1’er dakika bekletildi.
6. Akan suda yikandi.
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7. Hematoksilen boyasinda 4-5 dakika bekletildi.

8. Akan suda yikandi.

9. Asit alkole iki kere daldirildi.

10. Akan suda yikandi.

11. Amonyakli suda 10 saniye bekletildi.

12. Akan suda yikandi.

13. %80’1ik alkolde 1 dakika bekletildi.

14. Eozin boyasinda 1 dakika bekletildi.

15. Iki defa %96’ lik alkolde 2’ser dakika bekletildi.
16. Iki defa %100°liik alkolde 2’ser dakika bekletildi.
17. Ksilolde 10 dakika bekletildi, ¢cikarilip entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.6.2. Masson’un iiclii boyamasi
1. Parafin kesitler 60-64°C’lik etiivde 30 dakika bekletildi.
Ksilol I’de 2 dakika bekletildi.
Ksilol II’de 2 dakika bekletildi.
Iki defa %100’liik alkolde 1’er dakika bekletildi.
Iki defa %96°lik alkolde 1’er dakika bekletildi.
Akan suda yikand.

S A A R

Esit miktarda A ve B soliisyonlarinin karistmiyla hazirlanan Weigert’s

Hematoksilen dokularin tizerine damlatilarak 20 dakika bekletildi.

*

Suda yikandi.

9. Ponceau Fuchsin damlatilarak 5 dakika bekletildi.

10. Distile su ile yikandi.

11. Phosphotungstic asit damlatilarak 10 dakika bekletildi.

12. Yikamadan Metil Blue damlatild1 5-10 dakika bekeltildi.

13. Distile su ile yikandi.

14. Iki defa %96’ lik alkolde 2’ser dakika bekletildi.

15. Iki defa %100°liik alkolde 2’ser dakika bekletildi.

16. Ksilolde 10 dakika bekletildi, ¢ikarilip entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.
Boyama prosediiriinde boyama kitine (Atom Scientific LTD, Code: RRSK20-

100) ait olan protokole uyuldu.

30



3.7. immunohistokimyasal incelemeler

3.7.1. TUNEL isaretleme
Dokudaki apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢cin TUNEL yontemi kullanildi.

Parafin bloklardan adezyonlu (polizinli) lamlara 3-4 mikron kalinliginda kesitler

alindi. Kesitler boyama isleminden bir gece once 37 derecelik etiivde bekletildi.

Ertesi sabah 30 dakika 64°C’lik etivde bekletildi.

1.

o ® 2o kWD

._
e

11.
12.
13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

Iki kere 5’er dakika Ksilol’de bekletildi.
%100’1iik alkolde 5 dakika bekletildi.
%96’ 11k alkolde 3 dakika bekletildi.
%70’1ik alkolde 3 dakika bekletildi.
%350’1ik alkolde 3 dakika bekletildi.
PBS’te 5 dakika bekletildi.
Dokularin etrafi pap-pen ile ¢izildi.
Proteinaz K damlatilarak 15 dakika bekletildi.
Iki kere PBS ile yikandi.
%3’liikk Hidrojen peroksit hazirland1 (3 ml H202 +27 ml PBS) ve kesitlerin
iizerine damlatilarak 5 dakika bekletildi.
Iki kere PBS ile yikandi.
Dengeleyici buffer damlatilarak 30 dakika bekletildi.
Taze olarak Tdt hazirlandi;
77 mikrolitre Reaksiyon buffer
33 mikrolitre Tdt enzim
Toplam 110 mikrolitre (3 preparat i¢in) seklinde hesaplandi.
Hazirlanan Tdt damlatilarak {izeri parafilm ile kapatildi ve 37°C etiivde 1 saat
inkiibasyona birakildi.
Ucg kere PBS ile yikandh.
Stop/Wash buffer damlatilarak 10 dakika bekletildi.
Ucg kere PBS ile yikandh.
Anti-Digoxigenin peroksit damlatilarak 30 dakika bekletildi.
Ucg kere PBS ile yikandh.
Taze hazirlanan DAB soliisyonu damlatilarak karanlik ortamda 30 saniye

bekletildi.
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21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.

Distile su ile yikandh.
Taze olarak 1:3 oraninda hematoksilen distile su karisimi hazirland1 ve kesitlere
damlatilarak 15 saniye bekletildi.
Distile su ile yikanda.
%70’lik alkolde 30 saniye bekletildi.
%96’1l1k alkolde 30 saniye bekletildi.
%100’1iik alkolde 1 dakika bekletildi.
Ksilol I’de 1 dakika bekletildi.
Ksilol II’de 1 dakika bekletildi.
Ksilol’den c¢ikarilan kesitler entellan damlatilip lamel ile kapatildi. Isik

mikroskobunda degerlendirilecek olan preparatlar, boyanin solmamasi i¢in lam
kutusunda muhafaza edildi. TUNEL kiti olarak orjinal MERCK Millipore
ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (cat no: S7100) kullanildi.

3.7.2. Crisp-1 immiin isaretleme

Parafin bloklardan adezyonlu (polizinli) lamlara 3-4 mikron kalinhi§inda

kesitler alindi. Kesitler boyama isleminden bir gece once 37 derecelik etiivde

bekletildi. Ertesi sabah 30 dakika 64°C’lik etiivde bekletildi.

1.

® N kWD

10.

11.
12.

Iki kere 5’er dakika Ksilol’de bekletildi.

%100’1iik alkolde 5 dakika bekletildi.

%96’ 11k alkolde 3 dakika bekletildi.

%70’lik alkolde 3 dakika bekletildi.

%50’lik alkolde 3 dakika bekletildi.

Distile suda 3 dakika bekletildi.

Kesitler sonra PBS’e alind.

Taze hazirlanan Citrate Buffer (x10) soliisyonuna alinan kesitler 360°C’de 5
dakika kaynatildi.

Soliisyon seviyesi kontrol edilip azaldiysa soliisyon eklenerek 5 dakika daha
360°C’de kaynatildi.

Soguduktan sonra dokularin etrafi pap-pen ile ¢izildi ve kurumamalar1 i¢cin PBS
damlatildi.

Hidrojen peroksit damlatilarak 15 dakika bekletildi.

Iki kere PBS ile yikandi.
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13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

Serum block damlatilarak 10 dakika bekletildi.
Crisp-1 (MyBioSource; cat no: MBS2032807) antikoru i¢in 1:100 diliisyon
oranina gore hesaplama yapilarak Crisp-1 antikor + diluent karisimi taze olarak
hazirlandi.
Kesitlere Crisp-1 antikor damlatilarak {izeri parafilm ile kapatildi ve +4°C’de bir
gece inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin kesitlerin parafilmi dikkatle ¢ikarilarak iki kere PBS ile yikandi.
Pap-pen kontrol edildi, silinenlerin tekrar etrafi ¢izildi.
Biotinylated antikor (sekonder) damlatilarak 30 dakika bekletildi.
PBS ile yikandi.
Streptavidin damlatilarak 15 dakika bekletildi.
PBS ile yikandi.
Taze hazirlanan DAB soliisyonu damlatilarak karanlik ortamda 30 saniye
bekletildi.
Distile su ile yikanda.
Taze olarak 1:3 oraninda hematoksilen distile su karisimi hazirland1 ve kesitlere
damlatilarak 15 saniye bekletildi.
Distile su ile yikandh.
%50’lik alkolde 1 dakika bekletildi.
%70’lik alkolde 1 dakika bekletildi.
%96’ 11k alkolde 1 dakika bekletildi.
%100’1iik alkolde 1 dakika bekletildi.
Ksilol I’de 1 dakika bekletildi.
Ksilol II’de 1 dakika bekletildi.
Ksilol’den c¢ikarilan kesitler entellan damlatilip lamel ile kapatildi. Isik

mikroskobunda degerlendirilecek olan preparatlar, lam kutusunda muhafaza edildi.

3.7.3. Caspase-3 immiin isaretleme

Parafin bloklardan adezyonlu (polizinli) lamlara 3-4 mikron kalinliginda

kesitler alindi. Kesitler boyama isleminden bir gece once 37 derecelik etiivde

bekletildi. Ertesi sabah 30 dakika 64°C’lik etiivde bekletildi.

l.
2.

Iki kere 5’er dakika Ksilol’de bekletildi.
%100’liik alkolde 5 dakika bekletildi.
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10.

11.
12.
13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.
26.
27.

%96’ 11k alkolde 3 dakika bekletildi.

%70’lik alkolde 3 dakika bekletildi.

%50’lik alkolde 3 dakika bekletildi.

Distile suda 3 dakika bekletildi.

Kesitler sonra PBS’e alind.

Taze hazirlanan Citrate Buffer (x10) soliisyonuna alinan kesitler 360°C’de 5
dakika kaynatildi.

Soliisyon seviyesi kontrol edilip azaldiysa soliisyon eklenerek 5 dakika daha
360°C’de kaynatildi.

Soguduktan sonra dokularin etrafi pap-pen ile ¢izildi ve kurumamalar1 i¢cin PBS
damlatildi.

Hidrojen peroksit damlatilarak 15 dakika bekletildi.

Iki kere PBS ile yikandi.

Serum block damlatilarak 10 dakika bekletildi.

Caspase-3 (Thermo Fisher Scientific; cat no: PA5-16335) antikoru igin 1:100
dilisyon oranina gore hesaplama yapilarak Caspase-3 antikor + diluent karigimi
taze olarak hazirlandi.

Kesitlere Caspase-3 antikor damlatilarak {izeri parafilm ile kapatildi ve +4°C’de
bir gece inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin kesitlerin parafilmi dikkatle ¢ikarilarak iki kere PBS ile yikandi.
Pap-pen kontrol edildi, silinenlerin tekrar etrafi ¢izildi.

Biotinylated antikor (sekonder) damlatilarak 30 dakika bekletildi.

PBS ile yikand.

Streptavidin damlatilarak 15 dakika bekletildi.

PBS ile yikandi.

Taze hazirlanan DAB soliisyonu damlatilarak karanlikta 30 saniye bekletildi.
Distile su ile yikandh.

Taze olarak 1:3 oraninda hematoksilen distile su karisimi hazirland1 ve kesitlere
damlatilarak 15 saniye bekletildi.

Distile su ile yikanda.

%50’lik alkolde 1 dakika bekletildi.

%70’lik alkolde 1 dakika bekletildi.
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28. %096’lik alkolde 1 dakika bekletildi.
29. %100’liik alkolde 1 dakika bekletildi.
30. Ksilol I’de 1 dakika bekletildi.
31. Ksilol IT’de 1 dakika bekletildi.
Ksilol’den c¢ikarilan kesitler entellan damlatilip lamel ile kapatildi. Isik
mikroskobunda degerlendirilecek olan preparatlar, lam kutusunda muhafaza edildi.
3.8. Semen Analizi (Spermiyogram)
Semen analizi i¢in, PBS icgerisindeki kauda epididimden tiftikleme yontemi
ile agiga ¢ikarilan spermler, Makler sperm sayma kamerast (Makler counting
chamber sefi- medical instruments) kullanilarak 151k mikroskobunda 20x biiyiitmede

sayildi.

Sekil 3.2. Spermiyogram asamalari

Semen analizinde sayi, hareketlilik ve morfoloji parametreleri incelendi.
Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) kriterlerine gére;

a-1leri Hizli hareketli

b-1leri Yavas hareketli

c-Yerinde hareketli

d-Hareketsiz

olarak smifland.

3.8.1. Anilin mavisi boyamasi

Asidik  Anilin mavisi boyamasi, sperm kromatin kondensasyonunun
degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir.

1. PBS igerisindeki epididim dokusundan tiftikleme yontemi ile agiga cikarilan
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spermlerden birer damla lamlara damlatilarak yayma yapildi.

2. Sperm yayma preparatlari kurutulduktan sonra %3’liikk gluteraldehit’te 30
dakika bekletilip fikse edildi.

3. Preparatlar Anilin mavisi (pH:3,5) boyasinda 10 dakika bekletildi.

4. Iki kere PBS’te yikand1 ve kurumaya birakildi.

5. Preparatlar 151k mikroskobunda 100x biiylitmede immersiyon yagi

kullanilarak incelendi.

3.9. Biyokimyasal incelemeler

Biyokimyasal analizler i¢in, anestezi altindaki sicanlardan vena kava inferior
ve kalpten kan Ornekleri alindi. Sonrasinda aort kesilerek sakrifikasyon
gerceklestirildi. Aliman kan Ornekleri sar1 kapakli 5 ml’lik jelli vakumlu serum
separator tiipleri icerisine konularak 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi. Elde
edilen serum kisimlari, ependorf tiiplere alinarak calisilacagi giine kadar -80°C’de
muhafaza edildi. Biyokimyasal analizlerin yapilacagi giin kademeli olarak
¢Ozdiirlilen serum orneklerinde; Testosteron (T) (Elabscience, Catalog no: E-EL-
0072), Follikiil Uyarici Hormon (FSH) (Elabscience, Catalog no: E-EL-R0391) ve
oksidatif stres parametresi olan malondialdehit (MDA) (Elabscience, Catalog no:
BC0025) diizeylerine bakildi. Bu parametrelerin analizinde ‘Enzim Bagh
Immunosorbent Analizi’ (ELISA) ydntemi ve thiobarbituric acid (TBA) metodu
kullanildi.  Analizlerde kullanilan kitler orjinal Elabscience (Elabscience
Biotechnology Co. Ltd; WuHan; P.R.C.) kitleri olup iiretici firmanin belirttigi
prosediire uygun olarak kullanildilar. Sonuglar; Testosteron ve FSH i¢in ng/ml,
MDA ig¢in ise nmol/ml olarak ifade edildi.

3.10. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS (IBM Statistics for Mac Os, Version 21.0) istatistik
programi kullanilarak analiz edildi. Iki bagimsiz grup arasinda, non-parametrik
(normal olmayan) degiskenlerin karsilastirllmasinda Mann Whitney-U testi
kullanildi. Tim gruplar arasindaki fark i¢in non-parametrik verilerin
karsilastirilmasinda ise Kruskal Wallis testi kullanildi. Parametrik veriler i¢in One-
Way ANOVA testi uygulandi. Sonuglar, anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilerek
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Deney Oncesi ve sonrasi tartilan ratlarin viicut agirliklart Tablo 4.1 ve Grafik
4.1’de gosterilmistir. Diyabet grubundaki deneklerin ilk ve son agirliklar1 arasinda
anlamlh fark gorildii (p=0.000, p<0.05). Diger gruplardaki deneklerin ilk ve son
agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p>0.05). Tedavi

grubundaki deneklerin deney sonunda kilo verdikleri gézlendi ancak anlamli bir fark

tespit edilmedi.

Ayrica deneysel diyabet olusturulan ratlarda poliiiri gézlendi.

Tablo 4.1. Gruplarin ilk agirhik ve son agirhk degerleri

Gruplar Sham kontrol | LBP kontrol Diyabet Tedavi
p (+SD) (+SD) (+SD) (#SD)
213,17 + 162,00 + 201,89 + 225,10 +
Ik agarlik (gr) 37,23 29,10 14,22 18,80
233,33 + 201,67 + 250,11 + 217,20 +
Son agirhk (gr) 27,48 31,68 16,49 34,10
300
250
=
20 200
£
- 150
oy = i1k agirhik (gr)
‘§ 100 ® Son agirlik (gr)
>
50
0
Sham kontrol LBP kontrol Diyabet Tedavi
GRUPLAR

Grafik 4.1. Gruplarn ilk ve son agirhiklarina ait grafik

37




Deneysel diyabet olusturulan iki grupta STZ enjeksiyonundan once Olgiilen
aclik kan glukoz degerleri, 48 saat sonra diyabet tayini yapilmak icin Olgiilen kan
glukoz degerleri ve deney sonunda sakrifiye oncesi Olgiilen kan glukoz degerleri
Tablo 4.2.’de verilmistir.

48 saat sonra Ol¢iilen kan glukoz degerleri 250 mg/dl ve {istli olan denekler
diyabet olarak kabul edildi ve deney sonunda da sakrifiye Oncesi degerlere gore

diyabetin devam ettigi, degerlerin 250 mg/dl ve iistii oldugu tespit edildi.

Tablo 4.2. Gruplarin kan glukoz degerleri

Gruplar Diyabet (=SD) Tedavi (£SD)
Aglik kan glukoz (STZ 102,89 + 13,99 98,90 + 6,24
oncesi) (mg/dL)
Kan glukoz (STZ'den
48 saat sonra) (mg/dL) 488,22 +£ 69,61 490,40 + 68,23
Kan glukoz
(Sakrifikasyon oncesi) 349,22 + 45,77 367,00 + 116,45
(mg/dL)

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Histolojik bulgular

Sham kontrol grubuna ait testis dokularinda herhangi bir yapisal bozukluk
goriilmedi; seminifer tiiblillerin ve spermatogenik hiicrelerin yapisal biitlinliiklerini
korudugu goriildii. Diyabet grubuna ait testis dokularinda seminifer tiibiiller
icerisinde vakuol olusumu, intertlibiiler alanda bag dokusu artis1 ve damarlarda
konjesyon gozlendi. Ayrica seminifer tiibiil liimeninde hiicre dokiintiileri ve
intertlibiiler alanlarda 6dem goriildii. Tedavi grubuna ait testis dokularinda genel
yapisal biitiinliik ve intertiibiiler bag dokusu sham kontrol grubuyla benzer sekilde
goriildi.

Sham kontrol ve diyabet gruplarinin epididimis dokular1 arasinda herhangi bir
fark goriilmedi, tiibiil yapilar1 normal ve tiibiil i¢i sperm yogunlugu birbirine benzer

sekilde gbzlendi.
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Sekil 4.4. Diyabet grubuna ait testis, Hematoksilen-Eozin Boyamasi, 4x
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Sekil 4.5. Intertiibiiler alanlarda 6dem ve konjesyon (—) Diyabet grubuna ait testis,

Hematoksilen-Eozin Boyamasi, 10x

Sekil 4.6. intertiibiiler alanlarda 6dem (—) Diyabet grubuna ait testis, Hematoksilen-Eozin

10x

Boyamasi,
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Sekil 4.7. intertiibiiler alanlarda konjesyon (—) Diyabet grubu, Hematoksilen-Eozin
Boyamasi,10x

Sekil 4.8. intertiibiiler alanlarda konjesyon (—) Diyabet grubu, Hematoksilen-Eozin
Boyamasi,10x
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Sekil 4.9. Seminifer tiibiil limeninde hiicre dokiintiisii (%), Diyabet grubu, Hematoksilen-Eozin
Boyamasi, 20x
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Sekil 4.10. Seminifer tiibiil liimeninde hiicre dokiintiisii (%), Diyabet grubu, Hematoksilen-
Eozin Boyamasi, 20x
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Sekil 4.11. Seminifer tiibiil liimeninde hiicre dokiintiisii (%), Diyabet grubu, Hematoksilen-
Eozin Boyamasi, 20x
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Sekil 4.12. Tedavi grubuna ait testis, Hematoksilen-Eozin Boyamasi, 10x
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Sekil 4.13. Tedavi grubuna ait testis, Hematoksilen

Sekil 4.14. Sham kontrol grubuna ait testis, Masson Uclii Boyamasi, 10x
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Sekil 4.15. intertiibiiler bag dokusunda artis, Diyabet grubuna ait testis, Masson Uclii
Boyamasi, 10x
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Sekil 4.16. Intertiibiiler bag dokusunda artis (—) Diyabet grubuna ait testis, Masson Uclii
Boyamasi, 10x
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Sekil 4.17. Seminifer tiibiil icinde vakuol olusumu (—) Diyabet grubuna ait testis, Masson Uclii
Boyamasi, 20x

Sekil 4.18. Seminifer tiibiil icinde vakuol olusumu (—) Diyabet grubuna ait testis, Masson Uclii
Boyamasi, 20x

47



s

7
£

7o

7
74
s !

=
S
—
-
w)
4
£
s
>
>
~ BN
=
p—
@
3=
=
S
172}
w
W

Sekil 4.19. Tedavi grubuna ait testis,
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Sekil 4.20. Sham kontrol grubuna ait epididimis, Hematoksilen-Eozin Boyamasi, 10x
48



Sekil 4.22. Tedavi grubuna ait epididimis, Hematoksilen-Eozin Boyamasi, 10x
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4.2.2. Spermiyogram bulgulari
Sakrifikasyondan hemen sonra sperm sayimlar1 yapilan gruplarin toplam

sperm sayilar1 ve hareketli sperm sayilar1 Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Gruplarin toplam sperm sayilari

Sham kontrol | LBP kontrol Diyabet Tedavi

Gruplar (=SD) (£SD) (£SD) (+SD)

Toplam
sperm sayisi1| 106,5 + 26,65 165,5+ 67,21 |111,89+50,29 | 191 + 103,54
(x10°)

Tablo 4.4. Gruplarin hareketli sperm sayilari

Gruvlar Sham kontrol LBP kontrol Diyabet Tedavi
P (+SD) (+SD) (SD) (:SD)
Hareketli
sperm sayist| 18,17+9,15 | 1533+19,13 0£0 28,20+ 20,14
(x10%)

Toplam sperm sayisi i¢in sadece diyabet ve tedavi gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p=0.000, p<0.05). Diyabet grubunda toplam
sperm sayisinin tedavi grubuna kiyasla daha az olmasi, diyabetin sperm sayisinda
azalmaya sebep oldugunu gosterdi. Hareketli sperm sayisi i¢in tiim gruplar arasinda
anlaml fark vardi (p=0.003, p<0.05). Diyabet grubunun hareketli sperm sayis1 sham
kontrol ve LBP kontrol gruplarina kiyasla daha azdi. Istatistiksel olarak da diyabet ve
sham kontrol grubu arasinda p=0.004, p<0.05 anlamlilik diizeyinde, diyabet ve LBP
kontrol grubu arasinda da p=0.002, p<0.05 anlamlilik diizeyinde fark tespit edildi.
Tedavi grubundaki hareketli sperm sayisinin diyabet grubuna kiyasla anlamli olarak
arttig1 tespit edildi (p=0.000, p<0.05).

Spermlerin morfolojisi agisindan gruplar arasinda herhangi bir fark
goriilmedi. Ayrica sperm DNA biitiinliigiinii belirlemek i¢in yapilan Anilin mavisi

boyamasinda gruplar arasinda herhangi bir fark tespit edilmedi.
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Sekil 4.23. Sham kontrol grubuna ait sperm yayma, Anilin Mavisi Boyamasi, 10x
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Sekil 4.24. Diyabet grubuna ait sperm yayma, Anilin Mavisi Boyamasi, 10x
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4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

4.2.1. TUNEL immiin isaretleme

Apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in TUNEL yontemi uygulandi. Kirilan DNA
parcalarinin  3’-OH wuglar1 terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi
kullanilarak digoksigenin isaretli dUTP ile in situ olarak isaretlendi. TUNEL boyama
uygulanan testis dokularinda; sham kontrol, LBP kontrol, diyabet ve tedavi
gruplarinda apoptotik hiicreler gozlendi. Her denege ait doku kesitinde mikroskopta
bes farkli alanda 20x ile apoptotik hiicre sayimi yapildi. Gruplarin TUNEL pozitif
hiicre sayilar1 Tablo 4.5.te ve Grafik 4.2.°de gosterilmistir. Apoptotik hiicre
sayilarinda biitiin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildi (p=0.000,
p<0.05) Sham kontrol grubuyla diyabet grubu arasinda beklendigi gibi istatistiksel
olarak anlaml fark vardi (p=0.001, p<0.05). Diyabet ve tedavi grubu arasinda da
istatistiksel olarak anlaml fark goriildii (p=0.024, p<0.05).

Diyabet grubunda TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisindaki anlamh artis,
diyabetin spermatogenik hiicreleri hasarlayarak apoptozise yol actifini gosterdi.
Ayrica tedavi grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisinda anlamli bir diisiisiin olmasi
beklendigi gibi spermatogenik hiicre hasarmin ve apoptozisin diyabet grubuna

kiyasla daha az oldugunu gosterdi.

Tablo 4.5. Gruplarin TUNEL pozitif hiicre sayilar

Sham kontrol LBP kontrol

Gruplar (#SD) (=SD)

Diyabet (xSD) | Tedavi (=SD)

TUNEL
(hiicre | 6,17 +4,579 7,50 + 8,167 24,11 +£9,981 | 14,70 + 3,129
sayisi)
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Grafik 4.2. Gruplarin TUNEL pozitif hiicre sayis1 grafi

Sekil 4.25. Sham kontrol grubuna ait testis, TUNEL immiin isaretleme, 10x
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Sekil 4.27. Diyabet grubuna ait testis, TUNEL immiin isaretleme, 20x
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Sekil 4.29. Diyabet grubuna ait testis, TUNEL immiin isaretleme, 40x
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Sekil 4.31. Tedavi grubuna ait testis, TUNEL immiin isaretleme, 10x
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4.2.2. Caspase-3 immiin isaretleme
Apoptotik hiicreleri belirlemek amaciyla Caspase-3 immiin isaretleme yapilan
testis dokularinda apoptotik hiicreler koyu kahverengi goézlenerek, her grup igin

pozitif hiicre sayimi yapildi (Tablo 4.6. ve Grafik 4.3.’te gosterilmistir).

Tablo 4.6. Gruplarin Caspase-3 pozitif hiicre sayilar

Cruvlar Sham kontrol | LBP kontrol Diyabet Tedavi
P (#SD) (£SD) (#SD) (+SD)

Caspase-3

. 14,67 = 7,28 14,50 = 6,19 40 + 24,79 16 £10,43
(hiicre sayis1)

CASPASE-3

- wv ) ~
o (=] =] o

L]
(=)
1

—
o

=

Sham kontrol LBP kontrol Diyabet Tedavi
GRUPLAR

CASPASE-3 (hiicre sayis1)

Grafik 4.3. Gruplarin Caspase-3 pozitif hiicre sayis1 grafigi

Caspase-3 pozitif hiicre sayimi yapilan gruplar i¢in, sham kontrol ile LBP
kontrol grubu arasinda anlamli fark yoktu (p=0.937, p>0.05). Sham kontrol ve
diyabet grubu arasinda anlamh fark tespit edildi (p=0.026, p<0.05). Diyabet
grubunda caspase-3 pozitif hiicre sayisindaki artis, diyabetin testis dokusunda
caspase-3 aktivasyonunu artirarak apoptozisi indiikledigi gosterdi. Tedavi
grubundaki pozitif hiicre sayis1 diyabet grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir azalma
gosterdi (p=0.013, p<0.05). Tedavi grubundaki bu azalma, LBP’nin testis dokusunda
caspase-3 aktivasyonunu azalttigin1 gosterdi. Ayrica sham kontrol grubu ile tedavi

grubu arasinda anlamli fark goriilmedi (p=0.958, p>0.05).
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Sekil 4.32. Sham kontrol grubuna ait testis, Pozitif boyanan hiicreler (—) Caspase-3 immiin
isaretleme, 20x
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Sekil 4.33. Sham kontrol grubuna ait testis, Pozitif boyanan hiicreler (—) Caspase-3 immiin
isaretleme, 20x
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Sekil 4.34. LBP kontrol grubuna ait testis, Pozitif boyanan hiicreler (—) Caspase-3 immiin
isaretleme, 20x

T

Sekil 4.35. Diyabet grubuna ait testis, Pozitif boyanan hiicreler (—) Caspase-3 immiin
isaretleme, 40x

59



| AR

i, £ o
o e
Sekil 4.36. Diyabet grubuna ait testis, Pozitif boyanan hiicreler (—) Caspase-3 immiin
isaretleme, 20x
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Sekil 4.37. Diyabet grubuna ait testis, Pozitif boyanan hiicreler (—) Caspase-3 immiin
isaretleme, 20x
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Sekil 4.39. Tedavi grubuna ait testis, Pozitif boyanan hiicreler (—) Caspase-3 immiin
isaretleme, 20x
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4.2.3. Crisp-1 immiin isaretleme

Epididimis epitelinden Crisp-1 protein ekspresyon diizeyini belirlemek
amaciyla yapilan Crisp-1 immiin isaretlemede, biitiin gruplarda stereosilyumlarin ¢ok
belirgin boyandig1 gorildii. Ayrica epididimisin epitel hiicrelerinde pozitif
sitoplazmik boyanma gozlendi.

Epididimis tiibiil limenlerinin igerisindeki spermlerin de pozitif boyandigi
tespit edildi. Ayrica hem liimen igerisinde hem de epitel hiicreleri ylizeyinde liimene
dogru ¢ikint1 yapan ve pozitif boyanan vakuol benzeri salg1 yapilar1 goézlendi.

Her grup i¢in Crisp-1 pozitif hiicre sayimi yapildi (Tablo 4.7. ve Grafik
4.4 °te gosterilmistir). Sham kontrol ve diyabet grubu arasinda anlamhi fark
goriilmedi (p=0.346, p>0.05). Diyabet ve tedavi grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamlh fark vardi (p=0.002, p<0.05). Sham kontrol ve tedavi grubu arasinda da
istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p=0.013, p<0.05).

Diyabet grubuna ait epididimis dokusunda Crisp-1 pozitif hiicre sayisinda
azalma oldugu ancak sham kontrol gurubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml fark olmadigi tespit edildi. Tedavi grubunda ise Crisp-1 pozitif hiicre
sayisinda hem diyabet hem de sham kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artigin

oldugu tespit edildi.

Tablo 4.7. Gruplarin Crisp-1 pozitif hiicre sayilari

Cranlar Sham kontrol | LBP kontrol Diyabet Tedavi
P (*SD) (=SD) (=SD) (=SD)
Crisp-1 4542466 | 42,17+1245 | 34+2383 [9830+ 54,52
(hiicre sayis)
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CRiSP-1

CRISP-1

Sham kontrol LBP kontrol Diyabet Tedavi
GRUPLAR

Grafik 4.4. Gruplarin Crisp-1 ekspresyonu grafigi

Sekil 4.40. Sham kontrol grubuna ait epididimis, Pozitif boyanan stereosilyumlar (%) ve epitel
hiicreleri (—) Crisp-1 immiin isaretleme, 20x
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Sekil 4.41. Sham kontrol grubuna ait epididimis, Stereosilyumlarda ve epitel hiicrelerinde
pozitif sitoplazmik boyanma, Crisp-1 immiin isaretleme, 20x

Sekil 4.42. Sham kontrol grubuna ait epididimis, Crisp-1 immiin isaretleme, 100x
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Sekil 4.43. Diyabet grubuna ait epididimis, Stereosilyum, epitel hiicreleri (—) ve tiibiil
liimeninde (%) pozitif boyanma, Crisp-1 immiin isaretleme, 20x

Sekil 4.44. Tedavi grubuna ait epididimis, Pozitif boyanan cok sayida epitel hiicresi (—) Crisp-1
immiin isaretleme, 40x
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Sekil 4.45. Tedavi grubuna ait epididimis, Pozitif boyanan epitel hiicreleri (—) , Crisp-1 immiin
isaretleme, 100x

Sekil. 4.46. Sham kontrol grubuna ait epididimis, Pozitif boyanan vezikiil (epididimozom)
yapilar1 (—) , Crisp-1 immiin isaretleme, 40x
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Sekil 4.47. Sham kontrol grubuna ait epididimis, Pozitif boyanan epitel hiicresi (»), vezikiil
(epididimozom) yapilar: (—) ve liimendeki spermler (%) Crisp-1 immiin isaretleme, 20x

Sekil 4.48. Sham kontrol grubuna ait epididimis, Pozitif boyanan epitel hiicresi ve vezikiil
(epididimozom) yapisi (A ), Crisp-1 immiin isaretleme, 100x
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Sekil 4.49. Diyabet grubuna ait epididimis, Pozitif boyanan epitel hiicreleri (A ) ile vezikiil
(epididimozom) yapilari (—) Crisp-1 immiin isaretleme, 100x

Sekil 4.50. Tedavi grubuna ait epididimis, Pozitif boyanan vezikiil (epididimozom) yapis1 (A)
Crisp-1 immiin isaretleme, 40x
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

Tiim gruplarda serumda MDA, Testosteron ve FSH diizeylerine bakildi. Elde

edilen degerler tablo (4.8, 4.9, 4.10) ve grafiklerde (4.5, 4.6, 4.7) gosterildi.

4.3.1. MDA (Malondialdehit)

Sham kontrol ve diyabet guruplari arasinda MDA agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0.768, p>0.05). Diyabet ve tedavi gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi. (p=0.050, p<0.05). Sham kontol ve

tedavi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0.065,

p>0.05)

Diyabetik grupta MDA degerlerinde az miktarda da olsa artisin olmasi
beklendigi gibi lipid membran hasarin1 gosterdi. Tedavi grubunda MDA ’nin anlamhi

olarak diistiigli, yani lipid peroksidasyonunun azaldigi goriildii. Tedavi grubunun

MDA degerleri sham kontrol grubu degerlerine yakin olarak tespit edildi.

Tablo 4.8. Serumda tespit edilen MDA degerleri

Gruplar Sham kontrol | LBP kontrol Diyabet Tedavi
i (:D) (:SD) (=SD) (-SD)
(nrmn 9,51+4,44 4,62+1,55 | 11,89+723 | 599+2,10
MDA
25
= 20
£
2 15
£ T
8
< 10
a
B .
0
Sham kontrol LBP kontrol Diyabet Tedavi
GRUPLAR

Grafik 4.5. Tiim gruplar icin dl¢ciilen MDA degerleri
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4.3.2. Testosteron

Sham kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
vardi (p=0.015, p<0.05). Diyabet ve tedavi gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak
anlaml bir fark vardi (p=0.003, p<0.05). Sham kontrol ile tedavi gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark goriilmedi (p=0.515, p>0.05).

Diyabet grubunda testosteron degerlerinin anlaml olarak diismesi beklendigi
gibi erkek ilireme sistemindeki hasar1 ve spermatogenezin olumsuz etkilendigini
gosterdi. Tedavi grubunda, testosteronun anlamli olarak arttigi yani spermatogenezi
olumlu etkiledigi goriildii. Ayrica tedavi grubunun testosteron degerleri sham kontrol

grubu ile anlamli bir fark gostermeyerek birbirine yakin olarak tespit edildi.

Tablo 4.9. Serumda tespit edilen Testosteron degerleri

Gruplar Sham kontrol | LBP kontrol Diyabet Tedavi
P (+SD) (+SD) (4SD) (SD)
Testosteron 10,61 £11,77 | 13,58 +12,71 | 2,69 +2,06 |14,87 +11,08
(ng/ml)

TESTOSTERON

30

N
wv

N
o

|

TESTOSTERON (ng/ml)

|

.

Sham kontrol LBP kontrol Diyabet Tedavi

GRUPLAR

Grafik 4.6. Tiim gruplar icin dl¢iilen Testosteron degerleri
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4.3.3. FSH (Follikiil uyarici hormon)
Gruplarin tespit edilen FSH degerleri Tablo 4.10. ve Grafik 4.7.’de
gosterilmistir. Biitiin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi

(p=0.112, p>0.05). Ozellikle fark beklenen iki grup olan diyabet ve tedavi gruplari

arasinda da anlaml bir fark yoktu (p=0.356, p>0.05).

Tablo 4.10. Serumda tespit edilen FSH degerleri

Gruplar Sham kontrol | LBP kontrol Diyabet Tedavi
P (#SD) (#SD) (#SD) (#SD)
FSH (ng/ml) | 13,14 + 6,43 22,75 £ 6,43 15,07 + 8,27 | 22,59 + 12,05
FSH
40
35
30
g 2
)
£ 20
=
£ 15
10
5
0
Sham kontrol LBP kontrol Diyabet Tedavi
GRUPLAR

Grafik 4.7. Tiim gruplar icin dl¢iilen FSH degerleri
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5. TARTISMA

Diabetes Mellitus (DM), diinya genelinde olduk¢a yaygin bir metabolik
hastalik olup en oOnemli komplikasyonlarindan biri erkek {ireme sisteminde
spermatogenik fonksiyon bozuklugudur (129-133).

Anormal spermatogenez ve spermin fonksiyon bozuklugu ile ortaya ¢ikan
erkek infertilitesi diinya genelinde artis gosteren 6nemli bir problemdir (134-136).

Oksidatif stres diyabetle birlikte artis gosterir ve iireme fonksiyonunu
etkileyip hasar verir. Organizmadaki antioksidan tiretimi ile serbest oksijen radikal
iiretimi dengesinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres, hem testis hem de
epididimis dokularina direkt olarak zarar verir (137).

Diyabete bagli oksidatif stres 6zellikle DNA biitiinliigiine, niikleik asitlere,
proteinlere ve sperm plazma membranindaki yag asitlerine hasar vererek sperm
kalitesini bozar (137).

Crisp-1 proteini; kapasitasyon, sperm yumurta etkilesimi ve gamet fiizyonu
gibi 6nemli olaylarda rol alarak fertilizasyonu diizenleyen molekiillerden biridir.
Epididimal epitel hiicrelerinden salgilanip liimene verilen Crisp-1 protein epididimal
gecis sirasinda sperm yiizeyine baglanir (17, 18).

Lycium barbarum, geleneksel Cin tibbinda yiizyillardir tedavi amagh
kullanilan bir bitkidir. Lycium barbarum polisakkaritleri (LBP) ise bu bitkiden elde
edilen temel aktif bilesikler olup antioksidan, anti-hiperglisemik, anti-apoptotik ve
fertilite artiric1 6zellikleriyle dikkat cekmektedir (138).

Yapilan kaynak taramalarinda; LBP’nin diyabete bagli oksidatif stres sonucu
olusan erkek iireme sistemi hasarina etkisi ile ilgili ¢alismalarin ¢cok az sayida oldugu
goriiliip, fertilizasyonda 6nemli roller iistlenen Crisp-1 protein ekspresyonuna etkisi
ile ilgili bir calismaya rastlanilmamaistir.

Sénmez ve arkadaglari, diyabetin testis dokusunda seminifer tiibiil
biitiinliigiinde bozukluk, konjesyon, vakuol olusumu, tiibiill liimeninde hiicre
dokiintiileri1 gibi etkilerini gozlemlediklerini bildirmislerdir (139). Ramzy ve
arkadaglar1 diyabet grubuna ait testis dokusunda interstisyal alandaki bag dokusunda
artis gozlemlediklerini bildirmislerdir (140). Mohomed ve Gawad yaptiklar

calismada diyabet olusturulan grubun testis dokusunda seminifer tiibiillerin
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biitiinliigiinde bozukluk, tiibiil icerisinde vakuolizasyon ve intertiibiiler bag dokuda
kalinlasma goézlemlemislerdir (141). Bizim c¢alismamizin bulgular1 da bu
caligmalarin sonuglariyla uyumlu olup; diyabetin, testis dokusunda intertiibiiler bag
dokusunu artirdigi, seminifer tiibiiller igerisindeki spermatogonyal hiicreler arasinda
vakuol yapilarmi olusturdugu, interstisyal damarlarda konjesyon, genel tiibiil
biitlinliigiinde bozukluk ve liimende hiicre dokiintiisii olusumuna sebep oldugu
goriilmiistiir. Onceki calismalardan farkli olarak testis dokusunda intertiibiiler
alanlarda 6dem de gozlenmistir.

Cheng ve Kong yaptiklar1 calismada ethanol ile indiikledikleri oksidatif stres
hasarinda Lycium barbarum polisakkaritleri kullanarak lipid peroksidasyon iiriinii
olan MDA ’nin anlamli olarak azaldigini bildirmislerdir (142). Zhang ve arkadaglari,
toksik bir madde olan Bisphenol-A ile indiikledikleri testis hasarinda Lycium
barbarum polisakkaritlerinin testisteki spermatogenik hiicre biitiinliiglinii normale
dondiirdiigiinii, MDA seviyesini azalttigini ve testosteron diizeyini de anlamli olarak
artirdigini bildirmislerdir (26). Ramzy ve arkadaslar1 diyabetle indiiklenen oksidatif
stresin testis dokusunda MDA diizeyinde artisa sebep oldugunu bildirmislerdir (140).
Mohamed ve Gawad yaptiklar1 calisma sonucunda diyabet grubunda MDA
diizeyinde anlamli bir artis oldugunu, plazma testosteron seviyesinin ise kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir diislis gosterdigini rapor etmislerdir (141). Li yaptig
calismada diyabetin sebep oldugu oksidatif strese karsilik LBP uygulamistir ve
MDA’da anlamli bir diisiis tespit ederek LBP’nin diyabetik siganlarda anormal
seviyeye ulagsmis lipid peroksidayon iiretimini normale dondiirdiigiinii bildirmistir
(126). Fernandes ve arkadaslarinin ¢alismasi sonucunda ise deneysel diyabet
olusturulmus ratlarda FSH diizeyinin hiperglisemiden etkilenmeyerek azalma
gostermedigi bildirilmistir (143). Dursun ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, testiste
torsiyon uygulayarak iskemik hasara karsi Lycium barbarum ektresinin koruyucu
etkisini aragtirmiglardir. Lycium barbarum ekstresi verilen tedavi grubunda oksidan
seviyesinin azalarak total antioksidan kapasitesinin anlamli olarak arttifin1 rapor
etmisglerdir (25).

Calismamizdaki biyokimyasal incelemeler sonucunda, diyabet grubuna ait
siganlarda serum MDA seviyesinin anlamli olarak arttigi (p<0.05), LBP verilen

tedavi grubunda ise bu seviyenin anlamli olarak azaldig1 (p>0.05) tespit edilmistir.
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Ayrica serum Testosteron diizeyi diyabet grubunda anlamli bir diisiis gosterirken
(p<0.05) LBP grubunda anlamli olarak artmistir (p<0.05). Serumda o6l¢iilen FSH
diizeyinin ise gruplar arasinda fark gostermedigi tespit edilmistir.

Histolojik incelemelerde, testisteki intertlibiiler bag dokusunun diyabet
grubunda artis gosterdigi gozlenmistir. LBP verilen tedavi grubuna ait testis
dokusunda ise intertiibiiler bag dokusu gerileyerek sham kontrol grubuna benzer
sekilde gozlemlenmistir. Ayrica diyabet grubunda siklikla gbzlenen spermatogonyal
hiicreler arasindaki vakuol olusumunun LBP verilen tedavi grubunda azaldig
goriilmiistiir.

Testiste meydana gelen oksidatif stres, hiicre apoptozisini uyaran ana
faktorlerden biridir (143). Yapilan c¢alismalar, apoptozisin diyabete bagh
spermatogenik fonksiyon bozuklugunda c¢ok onemli rol oynadigini gostermektedir
(137, 144).

Kanter ve arkadaglari, testis dokusunda TUNEL yontemi ile belirledikleri
apoptotik hiicrelerin deneysel diyabet olusturduklar1 grupta anlamh olarak arttigin
tespit etmislerdir (144).

Shi ve arkadaglar1 ise LBP’nin, diyabetik sicanlarin testis dokularinda
apoptozis gostergesi olan caspase-3 ekspresyonunu azaltarak anti-apoptotik etki
gosterdigini bildirmislerdir (145).

Calismamiz sonucunda, diyabet grubuna ait testis dokusundaki TUNEL
pozitif apoptotik hiicre sayilarinin anlamli olarak arttig1 (p<0.05), LBP verilen tedavi
grubunda ise TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayilarinda anlamli bir azalma oldugu
(p<0.05) tespit edilmistir. Testis dokularinda yapilan Caspase-3 immiin isaretleme
calismamizdaki bulgular, onceki calismalarla uyumlu olup, diyabet grubundaki
caspase-3 ekspresyonunun sham kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak arttig
(p<0.05), LBP verilen tedavi grubunda ise anlamli olarak azaldigi (p<0.05) tespit
edilerek LBP’nin caspase-3 aktivasyonunu azalttig1 goriilmiistiir.

Kim ve Moley ‘in ¢aligmasinda diyabet grubunun sperm konsantasyonu ve
sperm hareketliliginde anlaml diisiis oldugu bildirilmistir (12). Shi ve arkadaslari
diyabetin sperm sayisinda ve sperm hareketliliginde azalmaya sebep oldugunu,
LBP’nin ise sperm hiicre biitlinliiglinii koruyarak sperm parametrelerini artirdigin

bildirmislerdir (145).
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Calismamizda elde edilen veriler dnceki c¢aligmalarin sonuglartyla uyumlu
olup, diyabet grubuna ait hareketli sperm sayisinin anlamli olarak azaldig (p<0.05),
LBP’nin ise hareketli sperm sayisin1 anlamli olarak artirdigi tespit edilmistir
(p<0.05). Ancak toplam sperm sayisi1 agisindan, diyabet grubu ile sham kontrol grubu
kiyaslandiginda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). LBP verilen tedavi
grubunun toplam sperm sayisinda ise anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir
(p<0.05).

Crisp-1 proteini ilk olarak Cameo ve Blaquier tarafindan rat epididimisinde
tanimlanmistir. Cameo ve Blaquier Crisp-1’in epididimiste salgilandiktan sonra
epididimal gegiste sperm yiizeyine yerlestigini bildirmislerdir (15). Cuasnicu ve
arkadaglari, Crisp-1 proteinini bloke etme amaciyla poliklonal anti-Crisp-1
uyguladiklarinda spermin oositle fiizyonunun engellendigi rapor edilmistir (146).
Busso ve arkadaslar1 epididimal Crisp-1 proteinin yumurta yilizeyindeki ilgili
bolgelere baglanarak gamet fiizyonunda ve sperm-ZP etkilesiminde rol aldigim
bildirmislerdir (48). Da Ros ve arkadaslari, Crisp-1 proteinden yoksun knock-out
farelerle yaptiklar1 c¢alismada Crisp-1 proteini olmayan spermin, fertilizasyon
yeteneginde ve fiizyon kabiliyetinde kontrollere kiyasla anlamli bir azalma
gosterdigini, dolayisiyla hem ZP ile etkilesim hem de fiizyon olayinda dezavantajh
oldugunu bildirmislerdir (19). Ernesto ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, Crisp-1
proteininin hiperaktiviteyi azaltip linear hareketi artirdigini ve kalsiyum kanallarini
inhibe ederek CatSper aktivitesini ve kapasitasyonu diizenleyen bir protein oldugunu
rapor etmislerdir (147).

Epididimozomlar, epididimal proteinlerin sperme transferinde rol alan
membrandz vezikiiller olarak tanimlanarak Sullivan ve arkadaglar1 tarafindan rapor
edilmislerdir (148, 149). Thimon ve arkadaslari, epididimozomdaki protein
kompozisyonlarin1 arastirip Crisp-1 proteininin de dahil oldugu birgok protein
icerdigini tespit ederek, Crisp-1 proteininin epididimiste salgilandiktan sonra
epididimozomlarda toplandigini rapor etmislerdir (150). Reddy ve arkadaslar
yaptiklar1 immiinohistokimyasal g¢alismada; epididimisin kaput, korpus ve kauda
bolgelerinde Crisp-1 pozitif boyanma gozlemlemislerdir. Pozitif boyanmanin
ozellikle epididimis epitelindeki esas hiicrelerin sitoplazmalarinda, epitel boyunca

uzanan stereosilyumlarda ve epididimal limendeki spermlerde oldugunu
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bildirmislerdir. ~Ayrica epididimozom yapilarinda da pozitif boyanma
gozlemlediklerini bildirmeleri Thimon ve arkadaslarinin yaptigi proteomik analiz
calismasi sonucu ile de uyumludur (43).

Yaptigimiz immiinohistokimyasal ¢alismada, biitiin gruplara ait epididimis
dokularinda Crisp-1 immiin isaretleme yapilarak epitel hiicrelerin sitoplazmalarinda
Crisp-1 pozitif boyanma gozlemlenmis olup ¢alismamiz Reddy ve arkadaslarinin
bulgularini destekler niteliktedir. Pozitif hiicre sayimi sonucunda Crisp-1 protein
ekspresyonu, diyabet grubunda sham kontrole kiyasla anlamli bir azalma
gostermemistir (p>0.05). Ancak LBP verilen tedavi grubunda Crisp-1 protein
ekspresyonunda anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0.05). Bu calisma ile fertilite
artirict etkisi bilinen LBP’nin ilk kez Crisp-1 protein ekspresyonuna etkisi arastirilip,
anlamli bir artigsa sebep oldugu gosterilmistir.

Yapilan kaynak taramalarinda, epididimis epitelinden salgilandigi bilinen
Crisp-1 protein ekspresyonuna ait mikroskobik goriintiilerin ¢ok az sayida oldugu
goriiliip, Crisp-1 pozitif boyanma sergileyen epididimozom vezikiillerine ait
mikroskobik goriintiilere rastlanilmamistir. Crisp-1 immdiin isaretleme ¢alismamizda,
epitel boyunca uzanan stereosilyumlarin ve epididimal liimende bulunan spermlerin
Crisp-1 pozitif boyandigin1 goriilmistiir. Epididimal epitelden c¢ikinti yaparak
liimene uzanan ve epididimal liimende de serbest halde bulunan yuvarlak
vezikiillerin Crisp-1 pozitif boyanma gosterdigi gozlemlenerek bunlarin Crisp-1

protein i¢eren epididimozom vezikiilleri olabilecegi kanisina varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Deneysel diyabet olusturulup 15 giin LBP uygulanan bu g¢alisma sonucunda
diyabet grubuna goére LBP tedavi grubunda MDA seviyesinin azalmasi LBP’nin
diyabete bagl oksidatif stresi anlamli 6l¢iide engelledigini gostermistir.

2. LBP verilen tedavi grubunda Testosteron seviyesinin anlamli 6lgiide artmasi,
diyabetin sebep oldugu erkek iireme sisteminin hormonal hasarinda LBP’nin
tyilestirici etkisini géstermistir.

3. Testis dokusundaki Caspase-3 aktivasyonunun diyabet grubunda artis gosterdigi,
ancak LBP verilen tedavi grubunda anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir. Tedavi
grubundaki Caspase-3 aktivasyonunun azalmasi, LBP’nin anti-apoptotik etkisini
gostermistir.

4. Diyabet grubundaki TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisindaki artisin LBP
uygulanan tedavi grubunda biiyiik Ol¢lide azalmasiyla LBP’nin erkek iireme
sistemindeki apoptozise kars1 koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir.

5. Sperm hareketliliginin diyabet grubunda anlamli 6lgiide azalmasina karsilik LBP
uygulanan grupta artis gostermesi ile LBP’nin sperm kalitesini artiric1 etkisi
gosterilmistir.

6. Fertilizasyonda onemli roller iistlenen Crisp-1 protein ekspresyonunun diyabet
grubunda anlamli bir degisiklige ugramadig1 goriilmiistiir. Ancak LBP uygulanan
tedavi grubunda Crisp-1 protein ekspresyonundaki artis, LBP’nin erkek iireme
sisteminde fertiliteyi artirdig1 yoniinde yorumlanmustir.

7. Bu c¢alisma ile diyabete bagl erkek infertilitesinde LBP’nin koruyucu ve
tyilestirici etki gosterdigi, Crisp-1 ekspresyonunu artirarak fertilite kabiliyetini
artirict bir antioksidan oldugu tespit edilmistir.

8. Erkek infertilite probleminin genellikle hiicresel ve molekiiler seviyede olmasi
sebebiyle tedavi ¢alismalarinin ¢ogu smirli bir basar1 oran1 yakalanmaktadir. Bu
sebeple fertilizasyonda rol alan proteinlerle yapilan molekiiler c¢aligsmalar

yayginlagmalidir.
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