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OZET

Diabetes Mellitus, gorilme sikhigi ve yarattigi sorunlar nedeniyle 6nemi
gittikce artan bir saglik sorunudur. Kuersetin meyve, sebze ve tahil gibi farkl
bitkilerde yaygin olarak bulunan gutgll bir antioksidandir.

Bu calismada 3 ayri dozda uygulanan Kuersetinin diyabetik sican testisleri
ve bazi biyokimyasal parametreler Uzerine olasi tedavi edici etkilerinin
arastirilmasi amaclandi.

Her grupta 8 sican olacak sekilde Kontrol (K) , Sham (S), Diyabet (D),
Diyabet+Kuersetin 15mg/kg (Q1), Diyabet+Kuersetin 30mg/kg (Q2),
Diyabet+Kuersetin 60mg/kg (Q3) gruplari olusturuldu. Diyabet modeli
olusturmak icin 50mg/kg/i.p. Streptozotosin uygulamasi yapildi. Diyabet
olustuktan 2 hafta sonra, 28 glin boyunca Q1, Q2 ve Q3 gruplarina Kuersetin
uygulamasi yapildi.

Deney sonunda; sicanlarin deney 6ncesi ve deney sonu viicut agirliklari
ve achk kan sekerleri 6lgulip karsilastirildi. Testosteron dizeyleri 6élgtlmek
Uzere kan ornekleri toplandi. Testisler cikarilip agirliklari kaydedildi ve Testis
Agirhk indeksi (TAI) hesaplandi. Testislerde mikroskobik incelemeler ve
morfometrik dlgiimler yapildi. Testis GLUT2 degdisimi immuhohistokimyasal ve
Western Blot yoéntemleriyle incelendi. -80°C’ye kaldirilan testislerde
Malondialdehit (MDA) seviyelerine bakildi. Sperm parametrelerinin analizi igin
epididimisten spermatozoa aspire edilerek GLUT2 immunreaktivitesine bakildi.

Deney sonunda Kuersetin verilen gruplarda diyabetle birlikte artan acglik
kan sekerinin azaldigi gorildi. Histolojik incelemelerde, Diyabet grubunda
duzensiz sekilli seminifer tubdller, germ hlcre tabakalarinda azalma,
interstisyel alanda 6édem, apikal blebler ve rezidlel cisimcikler saptandi. Q1
grubuna ait seminifer tibulllerde germ hicre tabakasinda azalma ve reziduel
cisimcikler goértilmeye devam ederken Q2 grubundaki seminifer tubdl
sekillerinde ve germ hucre tabakasinda dizelme saptandi. Q3 grubunda ise
germ hucre tabakasinda dizelme gdzlenirken dlzensiz seminifer tibudl yapisi
saptandi.

Kontrol- Diyabet ve Sham- Diyabet gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir TAI artisi gézlendi. Diyabet grubunda azalma gdsteren seminifer
tabdl capi Kuersetin gruplarinda artis gosterdi.

Western blot ve immunohistokimya yontemlerinde diyabet grubunda
testisteki GLUT2 protein miktarinin azaldigi, Kuersetin gruplarindaysa doz
bagimli olarak azalmaya devam ettigi gozlendi.

Sperm yaymalari incelendiginde Kontrol ve Sham gruplarinda spermlerin
akrozom kisimlarinda GLUT2 ekspresyonu gozlenirken, diger gruplarda higbir
reaksiyon gézlenmedi.
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Diyabet grubunda azalan Testosteron seviyesi, Diyabet-Q2 ve Diyabet-Q3
gruplari arasinda istatistiksel artis gdsterdi.

MDA analizinde Diyabet grubunda Kontrol ve Sham gruplarina goére
istatistiksel olarak anlaml bir artis saptanirken, Diyabet ve Kuersetin gruplari
arasinda anlamli bir dlsts goézlendi.

Kuersetinin diyabette artan kan sekerini azalttigi, testiste diyabet sonucu
olusan hasara karsi iyilestirici etki godsterdigi, diyabette diisen testosteron
seviyesini arttirip ve diyabetle ylikselen MDA seviyesini azalttigi gézlenmistir.
En etkili iyilesme Kuersetin 30mg/kg grubunda gbézlendi.

Anahtar kelimeler: diyabet, kuersetin, sican, testis, GLUTZ2, testosteron,
MDA

vii



SUMMARY

Diabetes Mellitus has been a constantly increasing health disorder due to
its frequency and the problems it causes. Quercetin is a strong antioxidant
contained in different plants such as fruit, vegetables and grain.

The groups as Control (C), Sham (S), Diabetes (D), Diabetes+Quercetin
15 mg/kg (Q1), Diabetes+Quercetin 30 mg/kg (Q2), Diabetes+Quercetin 60
mg/kg (Q3) were formed in a way that each will include 8 rats. 2 weeks after
the Diabetes model was formed with 50 mg/kg/i.p. STZ, 15/30/60 mg-kg-i.p.
Quercetin application was conducted to the groups of Q1, Q2 and Q3,
respectively for 28 days.

At the end of the experiment, pre and post body weights and pre-prandial
blood glucose of the rats were measured and compared. Their blood samples
were collected in order to measure their level of testosterone. Their testicles
were removed, their weight was recorded and the relative testis weight (RTW)
was calculated. Microscopic examinations and morphometric measurements
on the testicles were done. The changes in GLUT2 was examined through
immunohistochemical methods and the method of western blot.
Malondialdehyde (MDA) levels of the testicles reserved at - 80°C were
observed. For the examination of the sperm parameters, GLUT2
immunoreactivity was analyzed by sperm aspiration from epididymis.

When the post-experiment body weights were compared, there seemed
to be a significant decrease in the groups compared to the Control and Sham
groups. While the post-experiment blood glucose levels of the rats in Diabetes
group compared to Control and Sham group, the blood glucose increasing due
to diabetes significantly decreased in the Quercetin groups. During the
histologic examinations, in the Diabetes group, atrophied seminiferous
tubules, degradation in the germ cell layers, edema in the interstitial space,
apical blebs and residual particles were detected. Degradation in the germ cell
layer, residual particles were observed in the seminiferous tubules in the Q1
group whereas in the forms of the seminiferous tubules and germ cell layer in
the Q2 group were ameliorated yet residual particles were observed. As for
the Q3 group, an amelioration was detected on the germ cell layer and
atrophied seminiferous tubules.

When the RTW values are compared, there seemed to be a statistically
significant increase between the Control-Diabetes and Sham-Diabetes groups.
Examining the sperm smear, there seemed to be GLUT2 expression in the
sperm acrosomes in the Control and Sham groups while there was no reaction
observed in the other groups.
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The seminiferous tubule sizes with a significant decrease in the group
Diabetes compared to the Control group had a statistically significant increase
in the Quercetin groups.

As the examination of GLUT2 protein amount through western blot and
immunohistochemical methods suggests, the GLUT2 expression decreased in
the Diabetes group compared to the Control and Sham groups, and continued
to dose-dependently decrease in the Quercetin groups.

While a significant decrease was observed in the level of Testosterones in
the other groups compared to the Control and Sham group, a significant
increase was detected between the Diabetes-Q1 and Diabetes-Q2 groups.

In the MDA analysis, a statistically significant increase was seen in the
Diabetes group compared to the Control and Sham groups, a significant
decrease was detected between the Diabetes and Quercetin groups.

Depending on the Quercetin dose-increment, the decrease in the
immunoreactivity and protein amount of GLUT2 could be explained by the
blood glucose level decrease.

Keywords: Diabetes, quercetin, rat, testis, GLUT2, testosterone, MDA
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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM), gorilme sikhdi ve yarattigi sorunlar nedeniyle tim
dinyada 6nemi gittikgce artan bir saglik problemi olarak karsimiza ¢cikmaktadir
(M. Alves vd., 2013; Alves, Martins, Cavaco, Socorro, & Oliveira, 2013; Dias,
Alves, Silva, & Oliveira, 2014).

DM; retinopati, nefropati, kardiyovaskiler hastaliklar ve erkek infertilitesi
gibi ciddi komplikasyonlari iceren bir saglik problemidir (Jangir & Jain, 2014).
Diyabet hastalarinin %5-10'unun Tip 1 diyabetli (T1DM) oldugu bilinmektedir.
T1DM’ nin bircok toplumda gortlme sikliginin arttigi ve bu artisin okul 6ncesi
caglarda daha belirgin oldugu bildirilmektedir. Bu artisin aktif (ireme gagindaki
bircok diyabetli erkedi etkiliyor olmasi, yakin gelecekte DM’ye bagl fertilite
problemlerinin artacaginin gostergesi olarak dislinidlmektedir (Aguiree vd.,
2013; Association, 2014).

Uluslararasi Diyabet Federasyonu’nun (IDF) 2013 yili atlasina goére, 2013
yili itibariyle dlinyadaki diyabetli birey sayisi 382 milyonken bu sayinin 2035
yilinda %55 oraninda artarak 592 milyona ulasacagi 6ngorilmektedir (Aguiree
vd., 2013). Dinya Saglik Orgiitine (WHO) gére diyabet tiim diinyada 6lim
nedenleri arasinda 8. sirada yer almaktadir (Organization, 2015) ve 2013
yilinda tim dinyada 5.1 milyon insanin diyabet ve komplikasyonlari nedeniyle
hayatini kaybettigi bildirilmistir (Aguiree vd., 2013). Fertiliteyle ilgili yapilan
calismalarda, DM'nin gorus sikligindaki artisin dogum oraninda ve fertilitede
azalmayla yakindan iliskili oldugunu gostermektedir (Dias vd., 2014; Jangir &
Jain, 2014). Deney havanlar ve diyabetik hastalarda yapilan calismalarda
erkek Ureme potansiyelinde endokrin bozukluklar, néropati ve artmis oksidatif
stresi iceren DM’ye bagli degisikliklerden sorumlu molekliler mekanizmalar
Uzerinde durulmustur (Vignera, Condorelli, Vicari, D'Agata, & Calogero, 2012).
Bu calismalarda DM'nin erkek Ureme fonksiyonlarinda ntkleer DNA hasarl
spermlere neden olarak sperm kalitesinde bozulmaya, azalmis sperm motilitesi
ve semen volimine neden oldugu, ayrica disik testosteron dizeyleri ve
testikller disfonksiyon gibi olumsuz etkilere sahip oldugu gosterilmistir (M.
Alves vd., 2013; Degisiklikler, 2002; Dias vd., 2014; Jangir & Jain, 2014;
Kanter, Aktas, & Erboga, 2012).

Diyabetik erkek hastalarda, subfertilite ve/veya infertiliteye sebep olan
ana problem, degismis sperm motilitesi, morfolojisi, konsantrasyonu ve DNA
fragmantasyonu gibi abnormal sperm parametreleri gérilmesine neden olan
kusurlu sperm kalitesidir (Dias vd., 2014; MEMiSOéULLARI, 2005). Bu
degisimlere ise DM’ un sebep oldugu oksidatif stres ve hormonal degisikliklerin
neden oldugu distnidlmektedir. Testikller fonksiyonda DM tarafindan uyarilan
bu komplikasyonlar, glukoz homeostazindan sorumlu lider hormon olan
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insdlinin eksikligi ile iliskilendirilmistir. Glukoz alimi ve metabolizmasi, in vivo
spermatogenezin ve erkek spermlerin fertilite kapasitesinin korunmasi icin
oldukca o6nemlidir (Dias vd., 2014). DM esnasinda seker aliminda ve
metabolizmasinda gdrilen bir duzensizlik sperm kalitesini etkileyebilir.
Diyabetik kosullarda mitokondriyal ve nukleer DNA parcalanmasina yol
acabilecek olan oksidatif stres disinda, diyabet hastaliginda insilin
disfonksiyonunun, testis dokusunda ciddi degisiklikler meydana getirdigi
yapilan calismalarda gdsterilmistir (M. Alves vd., 2013; Dias vd., 2014;
Pergialiotis vd., 2016).

Serbest radikaller hicrelerin membranlarina, hlcre yapisindaki ntkleik
asitlere, proteinlere, lipitlere ve DNA'ya zarar verdigi bilinmektedir ve bunun
sonucunda diyabet, kanser, karaciger tahribati gibi cgesitli hastaliklara sebep
olmaktadir. Organizma tarafindan sentezlenen veya besinle alinan
antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu bu olumsuz etkileri 6nleyen,
serbest radikalleri yakalama yetenedine sahip olan molekillerdir (Kasnak &
Palamutoglu, 2015).

Serbest radikal olusumuyla antioksidan savunma mekanizmasi arasinda
bir denge vardir (Jangir & Jain, 2014). Bu dengenin serbest radikaller lehinde
bozulmasi durumunda oksidatif stres olarak adlandirillan durum ortaya
citkmaktadir. Bu nedenle vitaminler, flavonoidler gibi antioksidanlarla beslenme
takviyesi, bircok kronik hastaligin ortaya gikmasini dnlemede veya etkilerinin
azalmasinda 6nemli olabilecegi diisiintiimektedir.

Meyve, sebze ve tahil gibi farkl bitki materyallerinde bulunup en yaygin
diyet antioksidanlarinin biri olan Kuersetinin antikanser, hepatoprotektif,
antidiyabetik, antienflamatuar ve antibakteriyel etkinlikler gibi genis biyolojik
ve saglik tesvik edici etkileri gosterdigi bilinmektedir (Nabavi, Russo, Daglia,
& Nabavi, 2015).

Tam bu bilgiler 1siginda calismamizda flavonoidler arasinda gulcli bir
antioksidan oldugu bilinen kuersetinin diyabetik testis (izerine olasi tedavi edici
etkilerini arastirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Testis

2.1.1. Testis Anotomisi

Erkek Ureme sistemi; iki adet testis, genital kanallar, aksesuar bezler ve
penisten olusmaktadir (M. H. Ross & Pawlina, 2006). Testisler funikulus
spermaticusa asili olarak skrotum icine yerlesmis, sperm Ureten bir cift erkek
Ureme organidir. Skrotumun i¢ skrotal septumla (septum scrotum) iki bélime
ayrilir ve testisler bu bosluklarda bulunur.

Insanda her bir testisin boyutu yaklasik 2.5x3.5 cm, agirligi ise 10-15
gramdir. Yerlesim yerleri nedeniyle testis sicakligi viicut isisindan 2-3 °C daha
dusuktidr. Bu da normal spermatogenez igin gerekli sicaklik olan 34-35 °C ye
karsihk gelmektedir. Testis, sperm Uretimi ve seks hormonlari olan androjen
Uretimi olmak Uzere baslica iki fonksiyona sahiptir (Hassa, 2003; Yildirim,
1999).

2.1.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda belirlenmis olsa da, gelisimin
7. haftasina kadar gonadlar heniiz disiye veya erkege ait morfolojik karaktere
sahip degildir (Hassa, 2003; Sadler, 2005). Erken dénemde genital sistem her
iki cinstede birbirine benzediginden genital sistem gelisiminin baslangig
dénemi seksulel gelisimin ‘farklanmamis safhasi’ olarak adlandirilir.

Gonadlar (testisler ve overler); mezoderm epiteli, embriyonel bag dokusu
ve ilkel germ hicreleri (primordiyal germ hicreleri) olmak Uzere 3 kaynaktan
kdken alirlar. Gonadal gelisimin ilk safhalar 5. haftada, sélom epitelinin
cogalmasi ve embriyonel bag dokusunun yogunlasmasiyla ortaya cikar. Bu
yap! genital kabarti olarak bilinir. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar,
gonadal kordonlar altindaki mezensim icerisine dogru kisa slirede buydrler.
Embriyo genetik olarak erkekse, primordiyal germ hucreleri XY kromozom
kompleksine sahiptir.

Testislerin gelisimi, birlikte calisilan bir takim genlerle saglanir. Y
kromozomunun kisa kolu Gzerindeki cinsiyet belirleyen bdlgede (sex determing
region on Y= SRY) bulunan testis belirleyici faktor (TBF) farklanmamis gonadin
testis olarak gelisiminde anahtar fonksiyon goérmektedir. TBF, gonadal
kordonlari uyararak, onlarin farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru
uzanmasini saglar. Kordonlar dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve
boylece rete testis olusur. Gelisimin daha ileri evrelerinde kalin bir fibréz kapsul



olan tunika albuginea, gonodal kordonlari (seminifer kordonlar) yulzey
epitelinden ayirir (Hassa, 2003; Moore & TVN, 2002; Sadler, 2005).

Fetal testiste, seminifer tibdllerde cogunlukla sertoli hiicreleri olusturulur.
Gelisim sirasinda, testisin ylzey epiteli dlzlesir ve vyetiskin testisin dis
yuzeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, duktuli efferentesleri olusturan,
15-20 adet mezonefrik tibulllerle devam eder. Bu duktuliler, duktus epididimisi
olusturan mezonefrik kanalla baglanirlar (Moore & TVN, 2002). Puberteye
kadar solid halde kalan testis kordonlari pubertede limenleri acilarak seminifer
tiblllere doéntsdr. Seminifer tuabdlller kanalize olur olmaz rete testis
tubdlleriyle birlesir ve duktuli efferenteslere girerler (Sadler, 2005).

Seminifer tubdller, interstisyel hlicreleri olusturan mezensimle ayrilmistir.
8.haftadan itibaren Leydig hucreleri, androjenik hormonlar (testosteron ve
androstenediyon) salgilamaya baslar. Testisler bundan sonra genital kanal ve
dis genital organlarin cinsiyetini etkilemeye baslarlar (Moore & TVN, 2002;
Sadler, 2005). Hormon miktari 8-10 haftalik donemde en ylksek degerine
ulasir. Testosterona ilave olarak, fetal testisler, glikoprotein bir hormon olup
sertoli hicreleri tarafindan salinan antimdlleriyan hormon (AMH) veya
miulleriyan inhibitér madde (MIM) adi verilen hormonu da salgilamaktadir.
Hormonun salinmasi puberteye kadar devam eder ve daha sonra seviyesi
azalir. Antimulleriyan hormon, uterus ve tuba uterinalara farklanan,
paramezonefrik (mdulleriyan) kanallarin gelisimini baskilar (Moore & TVN,
2002).

2.1.3. Testis Histolojisi

Testisler distan testikiler kapsil adi verilen 3 tabakali bir kapsul ile
sarilidir. Bu tabakalar distan ice dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve
tunika vaskllozadir. Fibromiskiler bag dokusu vyapisinda olan tunika
albuginea, testisin posteriyor ylizeyi boyunca kalinlasir ve igeriye dogru
mediastinum testis olarak uzanir. Kan damarlari, lenf damarlar ve genital
bosaltim kanallari testise giris cikista mediastinumun icinden gecger. Her bir
testisi, kapslilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlarla yaklasik 250
piramidal loblle bdler (Hassa, 2003; Junqueira, 2006; M. H. Ross & Pawlina,
2006). Lobiillerin her biri 1-4 seminifer tiibll icerir. Insanda toplam 800-1200
adet, oldukga kivrintili seminifer tabul bulunur. Her piramidal lobun daralmis
tepesinde seminifer tubuller, tubuli rekti denen diz tabdllerle birlesirler. Bu
birlesme noktalari, rete testisi olusturur. Seminifer epitelin Grinlerini
(testikiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar agi olan Rete
testis kanallari anastomoz yaparak, yaklasik 10-20 adet duktuli efferentesle,
epididimin bas kismina baglanmaktadir. Duktuli efferentes testisten gelen
spermatozoay! duktus epididimise iletir (Sekil 2.1) (Hassa, 2003).
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Sekil 2.1 : Testisin sematik gdsterimi (M. H. Ross & Pawlina, 2006).

Her bir seminifer tlibll, bag dokusu tabakasi, seminifer epitel ve bir bazal
membran tarafindan cgevrilidir. Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman,
dlz kas Ozelligi gosteren yassilasmis myoid hticreleri icerir (Hassa, 2003).
Sekil 2.2'de gosterildigi gibi seminifer tibul duvari cok kath kompleks bir
epitelle doselidir. Bu epiteli olusturan hcreler, bélinme 6zelligi olmayan
Sertoli (destek) hicreleri ile germ veya spermatogenik (spermatogonyumlar,
spermatosit-I, spermatosit-II ve spermatid) hicreleridir.

Spermatogenik hucreler 4-8 tabaka halinde dizenlenmislerdir ve dlizenli
olarak cogalarak olgun sperme farklilasirlar. Seminifer ttbdllerin aralklar
oldukca vaskiilarize gevsek bag dokusuyla doludur. Bu bag dokusunda bol
miktarda kan damarlari, lenf damarlari, sinirler ve testosteronu salgilayan
Leydig hiicre kimeleri bulunur (Hassa, 2003; Moore & TVN, 2002; M. H. Ross
& Pawlina, 2006).

Sertoli hlcreleri testislerin islevi acisindan cok 6nemlidir. Bu hicreler
spermatogenez serisindeki hlcreleri saran uzun, piramidal hlicrelerdir. Sertoli
hicrelerinin tabanlari bazal laminaya tutunur, tepe kisimlari ise ¢ogunlukla
seminifer tabdltn limenine uzanir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Testis seminifer tlbul ve interstisyel bag dokusu yapisi (Junqueira, 2006).

2.1.3.1. Spermatogenez

Spermatogenez, olgun spermatozoon Uretim sirecidir. Insanda ginlik
sperm yapimi 4,2 milyon civarinda olup diger tlrlere gére daha azdir (Hassa,
2003). Spermatogenez sulreci, bazal laminanin hemen Uzerinde yer alan
spermatogonyumla  baslar (Junqueira, 2006). Puberteyle  birlikte
spermatogonyumlar mitoz bolinmeyle ¢ogalmaya baslayarak yeni hicreler
olustururlar. Yeni olusan hucreler A tipi spermatogonyum olarak adlandirilan
kdk hucreler olarak bdélinmeyi surdlrebilir ya da strmekte olan mitoz
bélinmeler boyunca farklilasarak B tipi spermatogonyumlari olustururlar. B tipi
spermatogonyumlar éncll (progenitdr) hicrelerdir ve primer spermatositlere
farklilagirlar. 46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA iceren primer spermatositler
olustuktan hemen sonra birinci mayoz bdélinmenin profaz asamasina girer
(Junqueira, 2006). Birinci mayoz bdlinmeden sonra 23 kromozom (22+X veya
22+Y) iceren sekonder spermatositler olusur. Sekonder spermatositlerin
boélinmesiyle 23 kromozom igeren spermatidlerin olusmasiyla sonuglanir.
Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz bélinmeler arasinda S fazi (DNA fazi)
gorilmedidi igin, ikinci bolinmeden sonra hiicrelerdeki DNA sayisi yariya iner
ve haploid (N) hlcreler meydana gelir (Junqueira, 2006).



2.1.4. Testis ve Ureme Sistemi Hormonlari

Cinsel islevlerin kontroll, hipotalamustan salinan gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) salgisiyla baslar. GnRH, &n hipofiz bezini uyararak buradan
baslica iki gonodotropin olan luteinizan hormon (LH) ile foliktl uyarici hormon
(FSH) salgilatir. Testisin fonksiyonlari ve spermatogenez, hipofiz bezinden
salinan gonodotropinlerin kontrolli altindadir. Bu hormonlar buyimenin
dizenlenmesinde, sekslel gelisimde ve Greme fonksiyonunda etkilidirler (M.
Alves vd., 2013). Erkek fertilitesi ise hipotalamus, hipofiz bezi ve testisin
etkilesim halinde dengede olmasina baglhdir (M. G. Alves, L. Rato, vd., 2013).

LH, Leydig hicre fonksiyonunu kontrol ederek testislerden testosteron
salgilanmasi icin gereken baslica uyaranken, FSH 06zellikle spermatogenezi
duzenlemektedir. Bir endokrin hastalik olarak diyabet; endokrin sistemdeki
hormonlardaki degisimlerle hipotolamo-hipofizer-testikiiler aks hormonlarini
etkileyerek, infertiliteye yol acabilmektedir (Ballester vd., 2004; Guyton vd.,
2007).

Seminifer tabdller icinde sadece sertoli hlicreleri Testosteron ve FSH igin
reseptdrlere sahiptir. Bu 6zelliklerinden dolayi sertoli hlicreleri spermatogenezi
dizenleyen hormonal sinyaller i¢cin ana hedeflerdir.

Plazma testosteron miktarindaki bir artis, hipotalamusa giderek GnRH
salinimini inhibe eder. GnRH seviyesinin dismesi ise 6n hipofizden salinan LH
ve FSH Uretiminde azalmaya sebep olur. LH seviyesindeki azalma Leydig
hlicrelerinden testosteron Uretimini azaltmaktadir (Sekil 2.3) (Guyton vd.,
2007). Diyabet hastalarinda yapilan calismalarda FSH, LH, prolaktin ve
blylime hormonunun serum dlzeylerinde azalmalar bildirilmistir (Ballester
vd., 2004).
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Sekil 2.3: Spermatogenezin hormonal kontroli (M. G. Alves, L. Rato, vd., 2013).

2.1.4.1. Testosteron

Testisler testosteron, dihidrotestosteron, androstenedion gibi, androjen
adiyla tanimlanan steroid yapida cgesitli erkek seks hormonlarini salgilar.
Androjenler, testislerde ve adrenal bezlerde kolesterolden veya dogrudan
asetil koenzim A’dan sentezlenirler. Testosteron bunlar iginde en gok bilinenidir
ve 8. haftada interstisyel hlicreler tarafindan salgilanmaya baslar (Hassa,
2003; Moore & TVN, 2002). Erkek fetislin erken farklilasmasinda aktif olan
leydig hucreleri, fetal hayatin 5. ayindan sonra inaktif bir déneme girer.
Pubertede gonadotropik stimtlasyonla birlikte leydig hlcreleri tekrar androjen
salgilamaya baslarlar ve hayat boyunca aktif kalirlar (Guyton vd., 2007; M. H.
Ross & Pawlina, 2006). Testosteronun vicuttaki en édnemli etkisi, sekonder
cinsiyet karakterlerinin olusmasi ve bunlarin devam ettirilmesidir.

Testosteron, 19 karbon atomu iceren ve bir steroid olan androstenedion
tirevidir (Sekil 2.4). Salgilandiktan sonra yaklasik %97'si zayif badlarla
plazma albumini ya da daha siki bir sekilde, seks hormonu baglayan globiilinle
(SHBG) baglanirlar. Bagli hormonun dolasim sisteminde kalma siliresi 1 saat



veya daha uzun olabilir. Bu slire sonunda testosteron dokulara ulasir ya da
inaktif drlnlere dénlserek vicuttan atilir.

Dokulara ulasan testosteronun c¢ogu, 5a-rediktaz enzimiyle hicrelerin
icinde dihidrotestosterona (DHT) donustlrulerek etkin hale gelir. Geri kalansa
karacigerde baslica androsteron ve dehidroepiandrosterona dénlslr (Guyton
vd., 2007). Her iki yapida glukuronid veya silfatlarla birleserek bagl hale
getirilir. Bunlarda idrarla bdbreklerden ve ya safra iginde sindirim kanalindan
ya da atilirlar.

Testosteron sentezi, hipotalamustan salgilanan GnRH ve 6n hipofiz
bezinden salgilanan LH hormonu tarafindan kontrol edilmektedir. LH, Leydig
hicrelerini stimlle ederek testosteron uretimini arttirabilmektedir. Salinan
testosteron seminifer tubdlllere etki ederek, sertoli hcrelerini uyarir.
Testosteron bu gsekilde spermatogenezi stimile etmektedir. Testosteron
Uretimi ise insan koryonik gonodotropik hormonu (hCG) tarafindan stimlle
edilmektedir (Guyton vd., 2007).

Sekil 2.4: Testosteronun kimyasal yapisi.

2.1.4.2. Luteinizan Hormon (LH)

Interstisyel hiicrelerden testosteron salgilanmasi én hipofiz bezinden
salgilanan LH'nin uyarisiyla gerceklesmektedir. LH uyarisiyla salgilanan
testosteron salgisi fazla oldugu zaman, negatif geri bildirim etkisiyle
hipotalamus ve hipofiz bezinin salgisi azaltilir ve testosteron sekresyonu
baskilanarak hormon dizeyi normal hale getirilir (Ballester vd., 2004) (Guyton
vd., 2007). LH, Leydig hiicre reseptérlerine baglanarak cAMP olusumunu ve
dolayisiyla protein kinazlarin etkinligini arttinr. cAMP, Leydig hicreleriden
kolesterol sentezini uyarmaktadir.



2.1.4.3. Folikdal Uyarici Hormon (FSH)

FSH, seminifer tubullerde bulunan FSH reseptorleriyle sertoli hiicrelerine
baglanarak hicrelerin blylimesini ve cesitli spermatogenik maddelerin
salgilanmasini saglar. Leydig hicrelerinden tibdller igine difize olan
testosteron hormonu ise ayni zamanda spermatogenez Uzerinde trofik bir etki
gOsterir. Bu ylizden spermatogenezin baslamasi icin her iki hormonun varligina
ihtiyac vardir (Guyton vd., 2007).

FSH spermatogenezin baslamasi ve spermatozoanin olgunlasmasi icin
gereklidir. Seminifer tabuller sperm yapimini azalttiginda, 6n hipofiz bezinden
FSH salgisi belirgin olarak artmaktayken, spermatogenezin hizlandigi durumda
FSH salgisi azalmaktadir. Bunun sebebi, sertoli hlcrelerinden salgilanan
Inhibin adi verilen baska bir hormondur (Guyton vd., 2007).

FSH, ayni zamanda spermatogoniadaki deoksiribonlkleik asit (DNA)
sentezinin stimilasyonunda anahtar rol oynamaktadir (Babu, Sadhnani,
Swarna, Padmavathi, & Reddy, 2004).

Kandaki LH, FSH ve GnRH dizeyleri, androjenlerin geri bildirimleri ile
dizenlenirler. GnRH ayrica, LH ve FSH’In negatif geri bildirimiyle de kontrol
edilir ve erkeklerde bu geri bildirim gevrimleri, hormonlari oldukca kararh bir
dizeyde tutmaktadir. Hipofiz bezindeki herhangi bir bozulmanin FSH ve LH
eksikliginde testikller fonksiyonda aksamaya yol acarak infertiliteye sebep
oldugu bilinmektedir.

2.2. Glukoz Metabolizmasi

Heksozlarin hiicre igine alimlari molekll agirliklari ve polariteleri nedeniyle
cok yavas ve verimsiz bir sekilde gerceklesmektedir. Bu yuzden hucreler
glukozu almak igin 6zellesmis tasiyicilara ihtiyac duymaktadirlar. Iki farkli
glukoz transport proteini tanimlanmistir. Bunlar; Sodyum Bagh Glukoz
Tasiyicillari (SGLTs) ve Kolaylastirici Glukoz Tastyicillandir (GLUT). Her iki
tastyicl tirld de, 43 aileyi iceren Solute carrier gen dizisine (SLC) dahildir
(SLC1-SLC43) (Bucci vd., 2011; Dias vd., 2014; Wood & Trayhurn, 2003).
GLUT, SLC2 ailesine; SGLT ise SLC5 ailesine dahildir. Bu proteinler yaklasik
500 amino asitten olusur ve 12 transmembran kapsayan alfa heliksine ve tek
bir N-bagl oligosakkarite sahip oldugu tahmin edilmektedir (Bucci vd., 2011).

SGLT'ler dizgun calismak igin enerjiye ihtiyag duyan aktif seker
tasiyicilariyken; GLUT' lar, sekeri enerji kullanimina ihtiya¢g duymadan pasif
olarak tasiyabilmektedirler. GLUT’ lar glukoz tasiyici olarak adlandirilmalarina
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ragmen ayni zamanda fruktoz, mannitol ve bunlarin disinda vitamin ve
glukozamin gibi amino sekerleri de tasirlar. Aktif tasima, spesifik olarak glukoz
biriktirirken, pasif tasima, tim memeli hicrelerinde kan glukozunu ve hicre
ici glukozu dengelemektedir (Kokk vd., 2003). Glukoz ve fruktoz plazma
membraninda kolaylastirilmis difizyon yoluyla memeli hicrelerine girer, bu
sure¢ plazma membranindaki farkli glukoz tasiyici izoformlar tarafindan
dizenlenmektedir.

GLUT'lar ilk kez, kirmizi kan hucrelerinden GLUT1'in izole edilmesiyle
calisiimaya baslanmistir (Bucci vd., 2011; Wood & Trayhurn, 2003). Insanda
simdiye kadar, 14 tane GLUT izoformu (GLUT 1-14) eksprese edilmistir (Bucci
vd., 2011; Dias vd., 2014). Bunlarin farkh amino asit sekanslari, substrat
spesifiteleri, kinetik o6zellikleri ve doku ve hilicresel lokalizasyonlari vardir.
Bunlardan GLUT2; glukoz (km~17 mmol/l) icin benzersiz bir disik afiniteye
sahiptir ve ayni zamanda dusik afiniteli substratlar olarak mannoz, galaktoz
ve fruktozu da kullanabilmektedir. Bununla birlikte, glukozamin igin ylksek bir
afiniteye (km~0.8 mmol/l) sahip oldugu bilinmektedir (Thorens, 2015).

GLUT2, ozellikle karaciger, pankreas, bagirsak ve boébrekte iyi bilinen
kolaylastirici bir glukoz tasiyicisidir. Dasuk afinite ve yuksek kapasite nedeniyle
hiicre icinde ve disinda iki yonli genis glukoz akisi saglar. Ayni zamanda,
fruktoz ve galaktoz gibi diger diyet sekerlerini fizyolojik konsantrasyonlar
araliginda tasidigi bilinmektedir (Leturque, Brot-Laroche, & Le Gall, 2009).
GLUT2' nin karaciger, bagirsak, bobrek ve pankreatik adacik beta hiicrelerinde
oldugu kadar merkezi sinir sisteminde noronlarda, astrositlerde ve
tanyositlerde de eksprese edildigi bilinmektedir (Angulo vd., 1998; Thorens,
2015).

Sekerin  zar reseptdri olarak islev gbéren GLUTZ2, glukoz
metabolizmasindan badimsiz olarak hiicre disi seker varhdini tespit eder ve
seker ortamina goére B-hlcre insilin sekresyonu, boébrek reabsorpsiyonu ve
bagirsak absorpsiyonu da dahil olmak Uzere hiicre islevlerini modile etmek
icin bir sinyal transdiksiyonu yaptigi bilinmektedir (Leturque vd., 2009).

Yapilan calismalarda, GLUT2'nin gesitli mekanizmalarda duzenleyici bir
roli oldugu ortaya konulmustur. Pankreas beta hicrelerinde GLUT2, glukoz
uyariml insillin sekresyonu igin gerekli oldugu gdsterilmistir (Thorens, 2015).

GLUT2'nin bilinen fonksiyonu sadece plazma membranlarinda glukozun pasif
tasinmasini katalize etmek olmasina ragmen, knock-out fareler (zerinde
yapilan calismalar, bu tasima aktivitesinin, gen ekspresyonunu etkileyen
hicresel mekanizmalarin kontroll, hicre igi metabolik yollarin dlizenlenmesi
icin 6nem tasidigi, hormonal ve ndéronal sinyallerin indlksiyonuyla birlikte
glukoz homeostazini kontrol etmek icin entegre bir organlar arasi iletisim
sisteminin temelini olusturdugu go6sterilmistir (Thorens, 2015).
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Testis dokulari ve cesitli tdrlerin spermlerindeki GLUT ve SGLT
ekspresyonlarini tanimlamak ve karakterize etmek icin gesitli calismalar
yapilmistir. GLUTS5, insan testisinde ve spermde bulunan ilk glukoz tasiyicisidir.
Daha sonra, GLUT1 ve GLUT2'nin insan spermatozoasinin akrozomal
bélgesinde ve ayni zamanda bas ve kuyruk parcalarinda da mevcut oldugu
bildirilmistir (Sekil 2.5) (Bucci, 2010; Bucci vd., 2011; Dias vd., 2014). Genel
olarak, veriler insan spermatozoasinin GLUT1, GLUT2, GLUT3 ve GLUTS'i
eksprese ettigini gostermektedir (Angulo vd., 1998).

Yapillan calismalarda insan testisinin, GLUT2'yi eksprese ettigi
gbsterilmistir. Bunun yani sira insan sperm hlicre membraninda, GLUT1,
GLUT2, GLUT3 ve GLUTS5 proteinlerin varligi ortaya konulmustur (Angulo vd.,
1998).

Sican testis dokusunda, sertoli hicrelerinde, peritibller myoid
hicrelerde, spermatositlerde, spermatidlerde, testikiler endotel hlicrelerinde
ve makrofaj benzeri interstisyel hlcrelerde sican testislerinde GLUT2 igin
pozitif immun reaksiyon tespit edilirken leydig hicrelerinde gdzlenmemistir
(Kokk vd., 2003).
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Sekil 2.5: Insan sperm hiicresinin sematik temsili ve spermatozonun farkli kisimlarinda,
GLUT1, GLUT2, GLUT4 ve GLUTS5 izoformlarinin lokalizasyonu (Dias vd., 2014).
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2.2.1. Sperm Hiicrelerinde Glukozun Alimi ve Metabolizmasi

Spermatogenezin devamlilidi, siki bir hormonal kontrol altinda olan gesitli
testis hicreleri arasindaki isbirligine baghdir. Spermatogenezle birlikte ortaya
cikan olgun sperm hucreleri spesifik metabolik ihtiyaglar icin ana substrat
olarak glukoz, fruktoz gibi heksozlari kullanirlar. Primer ve sekonder
spermatositler ve spermatidler kan-testis bariyerinin icinde bulunur, ancak
spermatogonia bariyerin disindadir. Bu nedenle, spermatogonia, enerji
kaynagdi olarak kandaki glukozu kullanabilmektedir. Kan testis bariyeri iginde
bulunan germ hicreleri, glukozu metabolize etme yetenedine sahip olmayip
enerji uretmek icin laktati kolayca kullanabilirler ve ylUksek oranda laktat
Uretebilen somatik sertoli hiicreleriyle metabolik isbirligi yapmaktadir. Bu
isbirligi germ hicrelerinin hayatta kalmalar ve farklilasmalari igin kritik bir
onem tasimaktadir (Boussouar & Benahmed, 2004; Dias vd., 2014).

Sertoli hicreleri tarafindan yapilan laktat Gretimi agirlikh olarak FSH,
instlin ve insdlin benzeri biyume faktérd I (IGF-1) gibi endokrin sistemin
kontroliinde olup glukozun piruvat ve laktata doénidsmesini kolaylastirdigi
gosterilmistir (Boussouar & Benahmed, 2004).

Glukoz, in vivo olarak spermatogenezin korunmasi icin gereklidir. Sperm
yuksek bir glikolitik kapasiteye sahiptir ve glukozu etkili bir sekilde kullanabilir.
Ayrica, sperm hiperaktivasyonu ve kapasitasyonu oldukca glukoz bagimhdir
(Control & Group, 1993). Bu da sekerin genel erkek tGreme fonksiyonundaki
duzenleyici rolinin édnemini gostermektedir (Boussouar & Benahmed, 2004).
Bundan dolayi sperm hiicrelerinde, ATP Uretimiyle ilgili herhangi bir degisikligin
sperm kalitesinde anormalliklere sebep olmasindan dolay! fertilitede
problemlerin meydana gelmesi beklenir (Dias vd., 2014).

Sperm hicreleri tarafindan enerji alimiyla ilgili ilk calisma 1975 yilinda
Peterson ve Freund tarafindan, spermlerin kendi bulundugu ortamdan enerji
substratini alip almadiklarinin arastirilmasina yénelik yapiimistir. Devaminda
yapilan calismalar, daha c¢ok sperm hicresindeki ya da gamet &ncl
hicrelerindeki seker tastyicilarinin varhgini ve islevini acikliga kavusturmak igin
gerceklestirilmistir. Bu calismalar, sperm hicreleri tarafindan seker alim
kabiliyetinin  degerlendirimesinde ve metabolik vyolaklardaki seker
transportunun ve kullaniminin segiciligini anlamak icin gok 6énemlidir (Bucci,
2010).

Sperm kapasitasyonuyla iliskili gesitli metabolik degisiklikler, oksidatif
stresi indukleyebilmekte ve sonrasinda sperm fonksiyonunda azalmaya sebep
olabilmektedir (Dias vd., 2014).

Sperm hiucresinin  fertilizasyon potansiyeli, tirozin fosforilasyon,
hiperaktive motilite, kalsiyum hareketleri ve akrozom reaksiyonu gibi bazi
onemli degisiklikleri icerir. Bu nedenle glukozun alinmasi ve metabolizmasi
erkek fertilitesinin korunmasinda 6nemli bir role sahiptir, glukoz sadece
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spermatogenezin in vivo devamliiginin strdirilmesi igin dedil, ayni zamanda
sperm hicreleri tarafindan dogurganlik kapasitesinin elde edilmesi igin de cok
onemlidir.

2.3. Diabetes Mellitus

Diyabet, insilin eksikligi ve/veya insllin direnci sonucunda kanda glukoz
seviyesinin ylkselmesine bagli gelisen, kronik ve akut komplikasyonlara neden
olabilen endokrin bir hastaliktir (Jangir & Jain, 2014). IDF raporuna goére, 2013
yili itibariyle tim dinyada diyabetli hasta sayisi 382 milyonken 2035 yilinda
bu sayinin %55 oraninda artarak 592 milyona ulasacagi 6ngérilmektedir
(Aguiree vd., 2013). Bu artisin nedenleri olarak yaslanma, sagliksiz beslenme,
nifus artisi ve kentlesmenin getirdigi yasam tarzi degisikligi sonucunda fiziksel
inaktivitenin ve obezitenin artmasi oldugu distntlmektedir. Yine IDF raporuna
gbre, 2013 yilinda tim dunyada yaklasik 5.1 milyon insanin diyabet ve
diyabetin neden oldugu komplikasyonlar nedeniyle hayatini kaybettigi
bildirilmistir (Aguiree vd., 2013). Diinya Saglik Orgiti’nin (WHO) 2015 vyili
raporuna goreyse, diyabet dinyada 6lUm nedenleri arasinda 8. sirada yer
almaktadir (Organization, 2015).

Diyabet; karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda bozukluklara
sebep olmaktadir. Hastaligin en énemli bulgusu olan hiperglisemi kontrol altina
alinmazsa, zamanla diyabetin neden oldugu otonom ve periferik néropati,
nefropati ve retinopati gibi komplikasyonlar gelisebilmektedir (Jangir & Jain,
2014; Vincent, Russell, Low, & Feldman, 2004). Yapilan deneysel ve klinik
calismalarda, Tip 1 ve tip 2 diyabette metabolik kontrolin yeterince
saglanmasi durumunda bu komplikasyonlarin  dnlenebilecedgi veya
geciktirilebilecegi gosterilmistir (Control & Group, 1993; Group, 1995; Health,
2015).

Diyabet; tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, gebelikte ortaya cikan Gebelik
diyabeti (gestasyonel diyabet) ve bazi genetik defektler veya ekzokrin
pankreas hastaliklarinin sebep oldugu Spesifik nedenlere bagl diyabet olmak
Uzere baslica 4 gruba ayrilir (Health, 2015). Diyabetli hastalarin cogunlugunu
ise tip 1 ve tip 2 diyabetli bireylerin olusturdugu bilinmektedir (Association,
2014).
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2.3.1. Tip 1 Diyabet

Tipl diyabet, instline bagimh diyabet ya da ‘juvenil diyabet’ olarak da
adlandinimaktadir. Cogunlukla pankreas B hicrelerinin otoimmin hasarina
bagl olarak insulin eksikligi gértilmektedir. Tip 1 Diabetes Mellitus’lu (T1DM)
hastalarin bir kisminda viral enfeksiyonlar ya da otoimmin bozukluklar
pankreas B hicrelerinde hasar olusturabildigi gibi kalitimda bu hicrelerin
hasara karsi yatkinhklarini belirlemektedir (Aguiree vd., 2013; Guyton vd.,
2007).

Tip 1 diyabeti olan hastalarin %90 inda otoimmun (Tip 1A) B hlcre yikimi
goralir. Genetik yatkinligi olan kisilerde cevresel faktorlerinde (virlsler,
toksinler) etkisiyle otoimmunite tetiklenir ve ilerleyici B hicre hasari baglar.
Geri kalan %10’ unda ise otoimmunite disindaki bazi nedenlerden kaynakl
non-otoimmun (Tip 1B) B hicre yikimi s6z konusudur ve kanda adacik
otoantikorlari bulunmaz.

Tip 1 diyabet, erken yasta baslar ve belirtileri hizla ciddilesmektedir.
Pankreas B hicrelerinin otoimmin harabiyetinden ve buna bagli olarak
yeterince insdlin Uretememelerinden kaynaklandigi igin insdlin
enjeksiyonlarina yanit vermektedir. insiilin tedavisi ve dengeli beslenmeyle
insdlin dozu dengesinin hayat boyu korunmasi gerekir (Health, 2015). Diyabet
hastalarinin %10 civar Tip 1 diyabetlidir ve glinimuzde Tip 1 diyabetli birey
sayisinin gittikce arttigi bilinmektedir (Association, 2014). Yaklasik 497.100
cocugun Tip 1 diyabet ile yasadigi ve her yil 15 yas alti 79.100 cocukta gelistigi
tahmin edilmektedir. Ginlimizde Tip 1 diyabet acgisindan hastaligin gelismesi
veya ilerlemesini 6nleyecek yeterince guvenilir bir korunma ve/veya tedavi
yontemi bulunmamaktadir (Aguiree vd., 2013; Association, 2014; Health,
2015). Yapilan birgok klinik calismada ve hayvan deneylerinde erkek lUreme
potansiyelinde DM’ ye bagli degisikliklerden sorumlu molekiler mekanizmalar
Uzerine odaklanilmistir. Bu calismalar ise 0zellikle; endokrin bozukluklar,
noéropati ve artmis oksidatif stresi icermektedir (Vignera vd., 2012).

2.4. Insiilin ve Metabolik Etkileri

Insiilin, pankreas beta hirelerinden sentezlenen, birbirine disiilfit
koprileriyle baglanmis iki aminoasit zincirinden olusan ve molekil agirligi 5808
dalton olan kiiglik bir proteindir. Insiilin ilk olarak 1922 yilinda Banting ve Best
tarafindan izole edilmistir (Guyton vd., 2007).

Insilin, karbonhidrat metabolizmasi Uzerinde ©6nemli bir etki
gostermektedir. Karbonhidrat igerikli bir besinin alinmasindan sonra kana
gecen glukoz, pankreastan hizla insulin salinmasina neden olur. Insulin,
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glukozun 6zellikle karaciger, kas ve yag dokusu tarafindan hizla yakalanmasi,
depolanmasi ve kullanilmasini sadlar. Kan-glukoz seviyesi dismeye
basladiginda, instlin salgilanmasi azalir. Karaciger glikojeninin parcalanmasi
sonucu serbest kalan glukoz, kan-glukoz konsantrasyonunun dusmesini
engellemek icin kana geri birakilir. Uzun streli diyabeti olan hastalarda protein
sentez yetenegindeki azalma, dokularin tilkenmesine ve birgok hiicresel islev
bozukluklarina yol acmaktadir. Ayrica diyabetli hastalardaki élimlerin nedeni
olan asidoz ve ateyoskleroz gibi tablolarin ortaya c¢ikmasi yag
metabolizmasindaki bozukluklara baghdir. Dolayisiyla insilin karbonhidrat
metabolizmasinin yani sira yag ve protein metabolizmasini da etkilemektedir
(Guyton vd., 2007). insilin kana salindiinda dolasimda neredeyse tiimiyle
serbest halde bulunmaktadir ve plazmadaki ortalama yari d6mri 6 dakika
oldugundan 10-15 dakika icinde plazmadan temizlenir. Insilinin hedef
hicredeki etkilerinin baslayabilmesi icin 6nce zar reseptériine baglanmasi
gerekir ve bundan sonraki sureci aktive olmus bu reseptér olusturur (Guyton
vd., 2007).

2.5
2.6. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet, metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayni zamanda artmis bir
oksidatif stres durumudur. Diyabette goérilen hiperglisemi durumunda,
oksidatif stresin arttigi, antioksidanlarin ise azaldigi bilinmektedir. Son yillarda
yapilan calismalar géz 6niinde bulunduruldugunda diyabetin neden oldugu
komplikasyonlarin gelismesinde en &nemli etken olarak oksidatif stres
gosterilmektedir (Vural, Sabuncu, Arslan, & Aksoy, 2001).

Diyabette artan serbest radikaller lipid, protein ve nukleik asitlerle
etkileserek hilicrelerde membran bitinliginin kaybolmasina, proteinlerde
yapisal  degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir
(MEMISOGULLARI, 2005). Yapilan calismalarda serbest oksijen radikallerinin
(ROS) ve lipid peroksidasyonunun kardiyolojik hastaliklar, ndrolojik
hastaliklar, diyabet, astim, romatolojik hastaliklar gibi bircok hastalgdin
patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (Altan, Dincel, & Koca, 2006).
Diyabetin neden oldugu nonenzimatik glikasyon, dokulardaki oksijen
miktarinin azalmasi, metabolik stres ve iskemi-reperflizyon sonucu olusan
doku hasarinin vicuttaki antioksidan savunma sistemini azalttigi ve serbest
radikal Uretimini arttirdigi bilinmektedir (Guyton vd., 2007; Jangir & Jain,
2014).

Diyabetle ilgili yapilan bazi c¢alismalar diyabetin neden oldugu
komplikasyonlarla artmis lipid peroksidasyonu arasindaki iliski GUzerinde
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durulmustur. Bu calismalardan bazilarn, diyabetik gruplardaki plazma ve
dokudaki lipid peroksidasyon Urtnlerini kontrol gruplaryla karsilastirdiklarinda
belirgin bir artis gordlklerini bildirmislerdir. Diger taraftan diyabetli hastalarda
antioksidan  kapasitenin  azaldigi  bildirilmistir. Bu sebeple lipid
peroksidasyonunun kontroli 6nemlidir ve bu bulgular, diyabetik hastalarin
tedavisine yeni yaklasimlar getirebilmektedir.

Diyabette antioksidan tedavisinin glisemik indeksi yuUkselttigi, diyabetik
komplikasyonlari azalttigi ve serbest radikalle uyariimis oksidatif strese karsi
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica oksidatif stresin, erkek lUreme
disfonksiyon ve anomalileriyle ilgili diyabetin patofizyolojisinde dénemli rol
oynadigi bilinmektedir (Jangir & Jain, 2014). Yapilan calismalardaysa,
hastalarin antioksidan sistemlerinin desteklenmesi Onerilmistir
(MEMISOGULLARI, 2005).

2.7. Diabetes Mellitus ve Erkek Infertilitesi

Infertilite, popililasyonda %15 oraninda goérilen ve 1 vyil boyunca
korunmasiz ve dizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusamamasi durumu
olarak tanimlanir (Dias vd., 2014; Hassa, 2003). Ureme islevinin eksiksiz ve
sorunsuz olarak gerceklesebilmesi icin kadinin ve erkegin hormonal, fizyolojik
ve anatomik sistemlerin birbiriyle uyumlu galismasi gerekmektedir. Tersi bir
durumda Ureme islevlerinde bozulmalar meydana gelmekte ve sonug olarak
da infertilite ortaya cikmaktadir. Erkegin infertilitedeki etkisi; % 30 olguda tek
basina, % 20 olguda kadin faktortyle birlikte olmak Uzere %50 oranindadir
(Hassa, 2003).

Erkek infertilitesi cesitli nedenlere bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Infertilitenin baslica sebepleri olarak hormonal bozukluklar, gecirilen
enfeksiyonlar, diyabet, bobrek yetmezligi gibi metabolik hastaliklar
gosterilmektedir. Inmemis testis gibi patolojiler de cevresel etkenlerden
bagimsiz olarak infertiliteye sebep olmaktadir. Son dénemde erkek
infertilitesinin gortlme sikhdini artiran diger nedenler arasinda kot beslenme,
artmis cevre kirliligi, cesitli kimyasal maddelere maruz kalma, radyasyon,
sigara tuketimi, alkol ve bagdimlilik yapici maddelerin kullanimi gibi cevresel
sebepler de yer almaktadir.

Yapilan birgok klinik ve deneysel calismada, DM'nin, testiste dejeneratif
ve apoptotik dedisikliklere neden olarak spermatogenezde bozulmaya,
bozulmus sperm kalitesine, yuksek oranda nukleer DNA hasarl
spermatozoalara, kan testis bariyerinde degismis glukoz metabolizmasina,
testosteron sentez ve salgisinda azalma ve libidoyu azaltarak erkek
infertilitesine sebep oldugu bildirilmistir. Bu degisimlere DM’ye bagi oksidatif
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stres ve hormonal degisikliklerin neden oldugu dislnilmektedir (Aitken &
Roman, 2008; M. Alves vd., 2013; Khaki vd., 2009; Sexton & Jarow, 1997;
Singh, Devi, & Pankaj, 2016).

Sperm metabolizmasi ve DM, oksidatif stres ile yakindan iliskilidir.
Diyabetik hastalarda genellikle yliksek seviyede oksidatif stres ve dolayisiyla
asiri ROS dretiminin yani sira antioksidan savunma dlzeylerinde azalma
gorulmektedir. Bu kosullar erkeklerin Greme potansiyeli icin oldukca tehlikelidir
cunkl diyabetik bireylerin fertilizasyon kapasitesi, hipergliseminin neden
oldugu ylksek oksidatif stres seviyelerinden kaynaklanan spermde artan DNA
hasari ylzinden tehlike altindadir. Spermdeki ROS lretimi c¢ogunlukla
mitokondriyal kompleks I ve kompleks III' te bu organelden gelen elektron
kacaklarini icermektedir (Dias vd., 2014).

Testiste damarlanmanin zayif olmasi nedeniyle burada oksijen miktari
dusuktdr. Bu dluslk oksijen seviyesi testiste serbest radikal hasarindan kendini
koruyabilmesini saglayan mekanizma parcalarindan biridir. Fakat her ne kadar
testiste dlslik oksijen miktari olsa da, doymamis yag asitleri ve ROS olusturan
sistemlerin varligi nedeniyle, testis oksidatif stres bakimindan oldukga
hassastir. Oksidatif stresin sonucu olarak testiste hem spermatogenez hem de
Leydig hicre steroidogenezi hasar gorebilmektedir (Aitken & Roman, 2008;
Peltola, Huhtaniemi, & Ahotupa, 1992). Spermatogenez, testiste aktif olarak
tekrarlanarak saniyede vyaklasik 1000 sperm dretilir. Bu sidrecte hicre
bélinmesi sirasinda germinal epitel tarafindan ylksek miktarda mitokondriyal
oksijen tuketimi gergeklesir (Aitken & Roman, 2008).

DM’ de glukoz homeostazisinin basarisiz olmasi, 6zellikle seks hormonlari
Uzerinde degisikliklere sebep olmaktadir (Singh vd., 2016). DM'nin neden
oldugu bu hormonal degisiklikler, testis ve sperm hicrelerinin glukoz algilama
mekanizmalarini etkileyerek diyabetik hastalarin plazmasinda tanimlanan
luteinizan hormon (LH) ve folikil wuyarict hormon (FSH) dlzeylerini
azaltmaktadir (Dias vd., 2014). Ayrica hipotalamohipofizeal aksta cinsel
steroitlerle anormal geribildirimlerde bulunmasina ve hipofiz duyarlihidinin
azalmasina sebep olmaktadir. Bu degdisiklikler, ozellikle testikiler islevselligi,
spermatogenezi, spermiyogenezi ve sperm metabolizmasini etkilemektedir
(Ballester vd., 2004). Glukoz homeostazi, in-vivo spermatogenezin ve
spermlerin fertilite kapasitesinin korunmasi igin cok dnemlidir (Dias vd., 2014).
Testikller fonksiyonda DM tarafindan uyarilan bu komplikasyonlar, glukoz
homeostazindan sorumlu lider hormon olan insdlinin  eksikligiyle
iliskilendirilmistir.  Beyindeki insilin  sinyali Greme  fonksiyonunun
diizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir (Briining vd., 2000). Insilinin,
hipotalamik GnRH noronal hiicre dizisinde GnRH sekresyonunu arttirdigi ve
hipofiz hlcre kiltlrlerinden gonadotropin salgilanmasini ve kiltire edilmis
leydig hiicrelerinden testosteron salinimini uyardigi gosterilmistir (Pitteloud
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vd., 2005). Yapilan deneysel calismalarda, dusik plazma insllin seviyesinin,
plazma LH seviyesini disirdiga bilinmektedir (Pitteloud vd., 2005).

Fertiliteyle ilgili yapilan calismalar, DM' nin gortlme sikligindaki artisin
fertilitede azalmayla yakindan iliskili oldugunu géstermektedir (Dias vd., 2014;
Jangir & Jain, 2014). Yapilan son calismalar, tip 1 ve tip 2 diyabete sahip gencg
hasta sayisinda devam eden bir artis oldugunu géstermektedir. Bu artisin aktif
Ureme cagindaki bircok diyabetli erkegi etkiliyor olmasi, yakin gelecekte DM’
ye bagli fertilite problemlerinin artacaginin gostergesi olarak distnulebilir.
Ayrica DM ile iliskili hormonal ve metabolik degisikliklerin de erkek
infertilitesinin gelismesinde anahtar rol oynadigi bilinmektedir. Glukoz
homeostazisi, spermatogenezin devaminda ve spermin fertilizasyon
kapasitesinin korunmasinda kritik bir 6nem tasididindan DM’nin testiste
meydana getirdigi komplikasyonlar, glukoz homeostazisinde ©6nde gelen
hormon olan insilin yokluguyla ilgili oldugunu distndirmektedir (Dias vd.,
2014).

2.8. Deneysel Diyabet Modelleri

Gunumuzde c¢esitli hastaliklara tani konulmasi, patogenezlerinin
aydinlatilmasi, hastaliklardan korunma ve uygun tedavi ydntemlerinin
incelenebilmesi icin deneysel hayvan modellerinin kullanimi oldukga yaygindir.
Tanimlanmig birgcok diyabet modeli bulunmakla beraber, bu modeller insan
diyabetiyle esdegder tutulmamaktadir.

Diyabetle ilgili galismalarda, ilk olarak 1880’ lerde Von Mering tarafindan,
yaglarin  badirsaktan absorbsiyonu arastirilarak hiperglisemi olusum
mekanizmasina Isik tutmustur. 1920 yilinda Marjorie’ nin bir kopek pankreas
dokusundan insulini izole etmesi, hayvan deneyleri tarihinde 6nemli bir yer
almistir. Banting ve Best 1921 vyilinda insdlinin pankreasin Langerhans
adaciklarindan salgilandidini bulmuslardir ve hiperglisemi calismalarinda,
cerrahi disi yéntemlerle pankreasin harap edilmesine ve beta hilicre spesifik
toksinler kullanilmaya baslamistir (Vignera vd., 2012). Kimyasal ajanlarin
kullanilmasiyla olusturulan deneysel diyabet modellerinde Alloksan,
Streptozotosin (STZ), cinko selatdérleri (8-hidroksikinolin, dithizone), diyet
nitrozaminleri gibi diyabetojenik etkisi bulunan toksinler kullaniimistir (Sexton
& Jarow, 1997). GuUnUmizde yaygin olarak kullanilan toksinler STZ ve
Alloksandir (Kurcer & Karaoglu, 2012) STZ ve Alloksan pankreatik
hlicrelerine karsi spesifik toksisite gostererek B hicrelerinde deformasyona
neden olmaktadir.

19



2.8.1. Streptozotosin (STZ)

Laboratuvar hayvanlarinda deneysel diyabet modeli, yaygin olarak
pankreatik [ hicrelerine karsi spesifik toksisite gdsteren STZ ile
olusturulmaktadir.

Kimyasal adi 2-Deoksi-2-(3-Metil-3-Nitrozouredio)-D-Glikopiranoz olan
STZ, streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen, neoplastik,
antineoplastik ve diyabetojenik 0&zellikleri olan genis spektrumlu bir
antibiyotiktir (Sekil 2.6). STZ’ nin pankreas B hicrelerinde yarattigi hasar
sonucu gelisen hipoinsillinemi, hiperglisemi ve instlin bagimh tip 1 ve insdlin
bagimli olmayan tip 2 diyabet modellerini olusturmak icin sikhkla
kullanilmaktadir (Kanter, Uysal, Karaca, & Sagmanligil, 2006; Szkudelski,
2001).
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Sekil 2.6 : Streptozotosin’in kimyasal yapisi (Lenzen, 2008).

2.8.1.1. STZ’nin etki mekanizmasi

STZ, yapisinda bir glukoz moleklll icerir ve pankreas B hiicrelerine GLUT2
aracih@iyla alinarak burada birikir (Sekil 2.7) (Lenzen, 2008; Schnedl, Ferber,
Johnson, & Newgard, 1994). Bodylece glukoz tasiyicilari ile etkilesmeyen
hicreler STZ' ye karsi direngli kalmis olurlar (Vignera vd., 2012).

STZ’ nin ilk etkisi, pankreatik B hicrelerinin glukoza yanitini ortadan
kaldirmaktir (irer & Alper). Bu olayi kalici B hiicre hasar ve kaybi izler.
Sicanlara STZ verildikten yaklasik 2 saat sonra kan glukoz dlizeylerinde ani bir
artis ve 6 saat sonrasinda kandaki instlin dlizeyindeki ytukselmeye bagl olarak
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hipoglisemi gdzlendidi bilinmektedir. Insilin diizeyindeki azalmayla gelisen
hiperglisemiyle STZ'nin diyabetik etkileri kendini géstermeye baslar (West,
Simon, & Morrison, 1996). STZ’ nin asil hedefinin B hicresinin DNA'sI oldugu
distnulmektedir. STZ' nin hlcre icinde nitrozlre gruplarinin dekompozisyonu
sonucu meydana gelen reaktif karbonyum iyonlari, DNA bazlarinda alkilasyona
sebep olmaktadir. Bunu DNA tamiri izler ve tamir sirasinda goérev alan poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP) hicre icindeki nikotinamid adenin dinukleotidi
(NAD) kullanarak NAD depolarini bosaltir ve ATP icerigini azaltir. Boylece
hicresel enerji depolarinin tiketimi beta hlicresinde nekroza yol acar (Lenzen,
2008; Murata, Takahashi, Saito, & Kawanishi, 1999). STZ oksidan &zellik
gosteren bir kimyasal oldugu vyapilan calismalarda gosterilmistir. STZ
uygulandiktan sonra, ksantin oksidaz sisteminin aktive oldugu ve buna bagh
hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin Gretildigi bildirilmektedir. STZ’ nin
glukoz oksidasyonunu, instlinin biyosentezini ve sekresyonunu azalttigi da
bildirilmektedir (Kurcer & Karaoglu, 2012).

| STZ |

'

B hiicresine GLUT2 araciligla spesifik

alinmasi ‘

Alkilasyon yoluyla B
hiicre toksisitesi

|

Nekrozla B hiicre
oliimii

{

| insiilin bagimh DM

Sekil 2.7: STZ'nin toksik etkilerinin sematik gésterimi (Lenzen, 2008).

2.8.1.2. STZ’nin Kullanim Sekli ve Doz

STZ dokulara karsi irritan oldugundan uygulanimi sirasinda damar disina
sizdinimamalidir. Uygulanmadan 6nce taze olarak hazirlanip pH’ si 4,5 olan
sitrat tampon iginde ¢dzllerek hemen kullaniimahdir (Irer & Alper). Sicanlarda
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tek doz 50-100 mg/kg dozunda i.v. veya i.p. olarak uygulanabilmektedir. Tablo
2.1’ de farkli hayvan turlerinde uygulanilan STZ dozlari verilmistir.

Tablo 2.1. STZ doz araliklari (Kurcer & Karaoglu, 2012).

TUR STZ DOZ ARALIGI
40-80 mg/kg-i.v.
Sican
35**-150 mg/kg- i.p.
60-100 mg/kg- s.c.
60-200 mg/kg *** i.v.
Fare
50-180 mg/kg-i.p.
Direng go6sterir
Tavsan
20-30 mg/kg i.v.
Kopek

i.v. intravendz; i.p. intraperitoneal; s.c, subkutan; i.m.
intramuskduler
* Tekrarlayan dozlarda kullanim seklinde uygulanmaktadir.
** Yiksek yagli diyetle birlite uygulanmaktadir.
**x* Nikotinamid (NAD) tedavisiyle birlikte uygulanmaktadir.

2.9. Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikalleri

Canlilar igin hayati 6nem tasiyan oksijen, htcre ici gerekli olan enerji
Gretiminde kullanilir. Enerji Gretiminin dogal bir yan trinU olan serbest oksijen
radikalleri énemli derecede zararli maddelerdir (Kasprzak, 2002). Serbest
radikallerin neden oldugu hastaliklara ¢d6zim getirmek oncelikle serbest
radikallerin olumsuz etkilerini azaltmak ve hastaliklarin olusumunu
engellemekle gerceklesebilir. Insan vicudunda bunu engelleyebilecek
antioksidan savunma sistemi mevcut olsa da karsilasilan gevresel etmenler bu
savunma direncini dusuUrebilmektedir. Organizma icinde serbest radikallerin
olusum hiziyla ortadan kaldirilma hizlari arasinda oksidatif bir denge vardir.
Oksidatif denge saglandigi slirece, organizma serbest radikallerden
etkilenmez. Fakat bu radikallerin olusum hizindaki bir artis ya da ortadan
kaldirilma hizlarindaki dlslts bu dengenin bozulmasina sebep olarak oksidatif
stres olarak adlandirilan durumun ortaya ¢gikmasina neden olur (Kuyvenhoven
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& Meinders, 1999). Bu sebeple her hicre igin intrinsik oksidasyon ve
antioksidanlar  arasindaki dengenin fizyolojik  sinirlarda  tutulmasi
organ/dokular icin 6nemlidir (Boots, Haenen, & Bast, 2008; Yilmaz, 2010).
Oksidatif strese bagli olarak proteinler, enzimler, karbonhidratlar, lipidler ve
DNA zarar goérebilmekte, membranlarda olusan hasarin neticesinde DNA
zincirinde rastgele kirilmalar ve baglantilar meydana gelebilmektedir. Protein
ve enzimlerin zarar gormesi hicrenin 6limiyle sonlanabilecegi gibi kanser,
noérodejeneratif ve kardiyovaskiler hastaliklarla diyabet ve otoimmin
bozukluklarin gelisiminde molekiler temeli olusturmaktadir (Cemeli,
Baumgartner, & Anderson, 2009; Yilmaz, 2010).

Serbest radikaller, hidroksil, stiperoksit, lipit peroksit ve nitrik oksit gibi
farkh kimyasal yapilara sahiptir ve en dnemli serbest radikaller, oksijenden
olusan radikallerdir. Stperoksit gruplarinin olusturdugu singlet oksijen, hiicre
zarlarinin yapisindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek gesitli lipid
peroksidasyon urunlerini olusturur. Lipid peroksidasyonunun en énemli Grinu
malondialdehid (MDA)’ dir. MDA, (¢ veya daha fazla cift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonuyla meydana gelen bir gesit aldehittir. Bu nedenle
MDA miktar dokulardaki lipid peroksidasyonunun derecesini yansitmaktadir.
MDA, serbest oksijen iyonunun azalmasina sebep olarak stuperoksit anyonu ve
hidrojen peroksit (H202) olusumuna neden olur. Bu Urinler de hiicre ve
dokularda hasara sebep olurlar. Olusan MDA, hlicre membranlarindan iyon
alisverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol
acarak iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz
etkilere neden olur (Mercan, 2004).

Artmis oksidatif stresin neden oldugu hastaliklarin ¢6zimi ©Oncelikle
serbest radikallerin olumsuz etkilerini azaltmak ve hastaliklarin olusumunu
engellemekle gerceklesebilir. Insan vicudunda bunu engelleyebilecek
antioksidan savunma sistemi mevcut olsa da karsilasgilan gevresel etmenler bu
savunma direncini disirmekte ve codu kez yetersiz kalmaktadir.

2.10. Antioksidanlar

Vicutta olusan veya disaridan alinan serbest radikallerin olusturdugu
hasara karsi vicudun antioksidan savunma mekanizmalari vardir. Bu
antioksidan mekanizmalar serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonu
durdurarak, oksijeni veya metalleri baglayarak, oksidasyonun sebep oldugu
zararlarn engellerler. (Cemeli vd., 2009; NIiZAMLIOGLU & Sebahattin, 2010).
Antioksidanlarin insan saglindaki baslica etkisi, serbest radikalleri nétralize eden
ve zincir kiran mekanizmalarda aktif rol almasiyla ortaya ¢cikmaktadir (Boots vd.,
2008).
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Antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak
siniflandinlabilirler (So, Guthrie, Chambers, & Carroll, 1997). Enzimatik
antioksidanlar suUperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon rediktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GPx) , sitokrom oksidaz ve
katalazdir (KAT). Enzimatik olmayan antioksidan bilesikler ise mineral (SE,
Zn), vitamin (A,C,K,E), antioksidan kofaktoérler ve polifenoller seklinde
incelenmektedir (Kasprzak, 2002). Antioksidanlarin serbest radikalleri ve
reaktif tdrevleri stpirme, dolayisiyla oksidatif stres ve oksidatif stresle
baglantili olan hasari azaltmalari nedeniyle, besinlerle antioksidan takviyesi
hakkinda sayisiz calisma ve saglik onerileri yapilmistir (So vd., 1997). Bazi
gida antioksidanlarinin oksidasyonu engelleyerek arteroskleroz, malarya,
romatoid artrit ve diyabette faydali olabilecegi, antitimoral, antitrombotik,
antillser, antikarsinojenik, antihipertansif, antinakteriyel, antifungal, antiviral
etkileri oldugu yapilan in- vivo galismalarda goésterilmistir (Kasprzak, 2002).

ROS ve antioksidanlar arasindaki dengenin korunmasi, oksidatif stresten
kaynaklanan hasarin dnlenmesinde 6nemli bir mekanizmadir. Organizmanin
antioksidan kapasitesinin yetersizligi durumunda, metabolik reaksiyonlar
hlicreler icin zararli olmaktadir. Bu reaksiyonlar koroner damar hastaliklari,
diyabet, Alzheimer, Parkinson ve dedisen kanser tirlerinin olusmasina zemin
hazirlamaktadir (Kasprzak, 2002). Bu nedenle, vitaminler ve flavonoidler gibi
antioksidanlar ile beslenme takviyesi, bircok kronik hastaligin énlenmesinde
kullanilmaktadir. Antioksidanlar serbest radikallerin neden oldugu zararl
etkileri, dlisik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) ve lipoprotein oksidasyonunu
dnleyerek yapabilirler (NIZAMLIOGLU & Sebahattin, 2010).

2.10.1. Polifenoller

Polifenoller olarak isimlendirilen antioksidanlar, zengin biyoaktif
bilesiklerdir. Bitkilerin meyve, sebze, tohum, cicek, gbévde, dal ve yapraklarinda
bulunup pek ¢ok gidanin tat ve aromasina katkida bulunurlar (Kasnak &
Palamutoglu, 2015; NIZAMLIOGLU & Sebahattin, 2010). Beslenme fizyolojisi
acisindan olumlu etkileri nedeniyle ‘biyoflavonoid’ olarak da isimlendirilirler. Bu
bilesiklerin diyetteki gtnltik 1 gr tiketimi, vitamin C tiketimine gére 10 kat daha
dederli olmasi nedeniyle polifenoller glcli antioksidanlar olarak kabul edilirler
(Kasnak & Palamutoglu, 2015; NIZAMLIOGLU & Sebahattin, 2010; Scalbert,
Johnson, & Saltmarsh, 2005). Fenolik bilesikler, gida maddelerinin gérinus, tat
ve lezzet gibi tlketim agisindan 6nemli olan o6zellikleriyle dogal antioksidan
olarak insan saghg Uzerinde gosterdikleri olumlu etkileri nedeniyle oldukga
onemli bilesenlerdir (NIZAMLIOGLU & Sebahattin, 2010).

Fenolik bilesiklerin antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antitrombotik etkiye sahip oldugu
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yapilan arastirmalarla gdsterilmistir. Antioksidan olarak fenolik bilesiklerin
kanser, kalp hastaliklari, katarakt, géz hastaliklari ve Alzheimer gibi hastaliklara
karsi koruyucu 06zellik gosterdikleri bilinmektedir. Polifenollerin antioksidan
aktivitelerinin ise, serbest radikalleri baglama kapasitesi veya demiri indirgeme
glclne dayandigi bilinmektedir (Kasnak & Palamutoglu, 2015; NIZAMLIOGLU &
Sebahattin, 2010).

Polifenoller, fenolik asitler ve flavonoidler olmak uzere ikiye ayrilirlar.
Flavonoidler, bitkisel polifenollerin en yaygin grubunu olustururlar ve 6nemli
dizeyde antioksidan ve selatlama o6zelliklerine sahip difenilpropanoidler olup
insan vucudunda sentezlenememektedirler (Boots vd., 2008). Fenolik asitlerse,
aromatik karboksilik asitlerin hidroksi tlrevleridir. Dodal olarak meydana gelen
bu bilesikler; birgcok kronik hastaliga sebep olan serbest radikallere ve diger
reaktif oksijen turlerine karsi glglu antioksidan 6zellik gosterirler (Kasnak &
Palamutoglu, 2015; NIZAMLIOGLU & Sebahattin, 2010).

2.10.2. Flavonoidler

Flavonoidler dogada en yaygin bulunan polifenollerdir. Bitkisel caylarin,
meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda bulunan ve insan saghgi tzerinde olumlu
etkileri olan, polifenolik antioksidanlardir (Boots vd., 2008; Nabavi vd., 2015;
NIZAMLIOGLU & Sebahattin, 2010; So vd., 1997). Meyveler yapraklar, glgekler
kdk ve tohumlar gibi bitkilerin farkl bolumlerlnde bulunurlar (Nabavi vd., 2015).
Biyolojik aktiviteleriyle ilgili ilk calisma 1936 yilinda Rusznyak ve Szent- Gyorgyi
tarafindan yayinlanmistir (Giiven, Otkun, & Boyacioglu, 2010).

Yapilan calismalar flavonoidlerin anti-inflamatuar, antioksidan, antialerjik,
antitrombotik, antiviral ve antikarsinojenik aktivitelere sahip oldugunu
gbstermistir (Cemeli vd., 2009).

2.10.3. Flavonoidlerin Genel Ozellikleri

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciriyle
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6)
yapisindadir. Flavonoid iskeleti (Sekil 2.8) heterosiklik (C) bir halde bulunan 3
karbonlu bir zincirle baglanmis iki fenolik (A,B) halkadan olusur ve flavonoidlerin
karakteristik o6zelliklerini bu heterosiklik halkanin belirledigi bilinmektedir
(Gibellini vd., 2011; Nabavi vd., 2015; So vd., 1997). Ayni zamanda, B
halkasindaki hidroksilasyon da antioksidan aktivitelerine katkida bulunmaktadir
(CIMEN, 1999).
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Sekil 2.8: Flavonoid iskeleti.

Dogada, 5000'den fazla flavonoid oldugu belirlenmistir ve bunlar
molekdler yapilarina gore 5 sinifta toplanmaktadirlar (Tablo 2.2) (Boots
vd., 2008; Gibellini vd., 2011; NIZAMLIOGLU & Sebahattin, 2010) ;

1. Flavon
2. Flavanon

3. Flavonol

4. Antosiyanidin

5. Flavanol (Katesin)

6. Izoflavonlar

Tablo 2.2: Flavonoidlerin siniflandirilmasi ve 6rnekler

SINIF ORNEKLER
Flavonlar Apigenin,Chrysin, Luteolin
Flavonoller Kaemferol,Miricetin, Kuersetin
Flavanonlar Hesperidin, Naringenin
Flavanoller Epikatesin,Gallocatecin
Antosiyanidinler Cyanidin,Malvidin,Pelargonidin
izoflavonlar Genistein, Daidzein
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Flavonodiler, serbest radikal slUpuriclt bazi enzim aktivitelerini
dizenlemeleri, hiicre ¢cogalmasini inhibe etmeleri ve antibiyotik, antialerjen
ozellik gostermelerinden dolayl 6nem tasimaktadir (Kasnak & Palamutoglu,
2015).

Flavonoidlerin superoksit (O-), lipid alkoksil (RO-), lipid peroksil
(ROO-), nitrik oksit (NO) radikal temizleme, demir ve bakir selasyon,
fonksiyonlarina ek olarak; vazodilatatér, immdinstimutlan, antiallerjik,
Ostrojenik, antiviral (HSV,HIV, influenza) etkileri vardir. Fosfolipaz-A2,
siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonuyla da antiinflamatuar
ozellik gdsterdikleri bilinmektedir (CIMEN, 1999).

Ortalama yiyeceklerle glnlik flavonoid aliminin 26 mg/gln oldugu ve
predominant flavonoidin kuersetin oldugu belirlenmistir (CIMEN, 1999).

2.10.4. Kuersetin

Kuersetin (3,3',4’,5,7-pentahidroksiflavon), meyve, sebze ve tahil gibi
farkh bitki materyallerinde yaygin olarak bulunan glgliu bir antioksidandir (59).
3 halka ve 5 hidroksil grubundan olusur (Sekil 2.9) (Khaki vd., 2009; Kocabas,
2008; Nabavi vd., 2015).

Kuersetin, antikanserojenik, antiastmatik, antiviral, antialerjenik,
antihipertansif, hepatoprotektif, antidiyabetik, anti-inflamatuar,
kardiyoprotektif ve antibakteriyel etkinlikler gibi genis biyolojik etkilere sahip
bir antioksidandir. EIma, sodan ve kirmizi sarap basta olmak Uzere, greyfurt,
siyah cay, ahududu, yaban mersini, kiraz, brokoli gibi sebze ve meyvelerde
bulunan, glnlik 25-30 mg tiketiminin insanlar igin yeterli oldugu bir
flavonoiddir (Gibellini vd., 2011; Kelly, 2011; Nabavi vd., 2015; Yilmaz,
2010).
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Sekil 2.9: Kuersetinin kimyasal yapisi (Nabavi vd., 2015).
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Kuersetinin insan sagligi Gizerinde birgok faydasi oldugu bilinmektedir.
Bazi durumlarda klinik galismalar yapilmis olsa da diger alanlarda yapilan
mevcut arastirmalarin tamami veya c¢ogu o6n Kkliniktir (Kelly, 2011).
Kuersetin, in-vitro ve in-vivo sartlar altinda, guglu bir antioksidan ve reaktif
oksijen ve azot tdrleri (ROS ve RNS) supuracidstudiar (Nabavi, Nabavi,
Mirzaei, & Moghaddam, 2012). Superoksit ve hidroksil radikallerine, nitrik
oksite (NO) ve peroksinitrite (ONOO) karsi gugla bir toplayici aktivite gésterir
(Nabavi vd., 2015). Ayni zamanda deneyel diyabet calismalarinda oksidatif
stresi azalttigi ve lipid peroksidasyonuna karsi koruma gosterdigi de
bilinmektedir (Kanter vd., 2012). Diger pek ¢ok antioksidan gibi, Kuersetinin
konsantrasyonu da antioksidan aktivite seviyesini belirlemektedir. DlUsuUk
konsantrasyonlarda (1uM), kuersetin antioksidan aktivite gosterirken ylksek
konsantrasyonlarda (100 uM), bir oksidandir ve cift sarmalli DNA
kirllmalarina neden olabildigi bilinmektedir (Miles, McFarland, & Niles, 2014).

2.10.4.1.Kuersetinin Yapisi ve Kaynaklari

Kuersetin, sari renkte, kristalize kati bir maddedir (Nabavi vd., 2015).
Suda c¢ozinmemekle birlikte alkolde kismen, yadgda ise oldukga iyi
¢6zUndugi bilinmektedir (J. A. Ross & Kasum, 2002). Kuersetin genelde rutin
adh flavonoid glikozidin hidrolizi ile elde edilse de kimyasal sentezide
mimkindir (Kihnau, 1976). Insan diyetinde yaygin olarak bulunan
kuersetinin diger glikozit formlari, 3-rutinosit (siyah cay), 4’-O-glukozit
(sogan), kuersetin galaktozitleri (elmalar) ve kuersetin arabinosidlerdir
(meyveler) (Hollman, de Vries, van Leeuwen, Mengelers, & Katan, 1995;
Kelly, 2011).

Tablo 2.3: Kuersetinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

KUERSETIN
Molekiil Formiilii C15H1007
Molekiil Agirhdgn 302.24 g/mol
Fiziksel Ozellikleri Sar, toz
Coziiniirliik 1M NaOH'da 50
mg/mL
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2.10.4.2. Kuersetinin Biyoyarlaninimi

Kuersetin dogada aglikon veya glikozid formlarinda bulunabilmektedir.
Flavonoid aglikonlar hiicre membranindan serbestce gecebilirken glikozitler
badirsaga girmeden 6nce seker kismindan ayrilmaktadir. Diyette cogunlukla
glikozid seklinde bulunan kuersetin, bagirsaktan emilebilmesi igin klglk
molekil adirhkli  formlara donidsmesi gerekmektedir. Bunun igin
gastrointestinal sistemde serbest fenolik kisimlari ayrilir. Glikozidlerinin
c¢ozlilmesi bagirsaklarda bulunan mikroorganizmalar tarafindan gerceklesir.
Yaklasik %1'i bozulmadan, bluyUk bir kismi ise c¢esitli hidroksiaromatik
asitlere donustlrilerek bdobreklerden atilir (Nijveldt vd., 2001). Kuersetinin
distriblUsyon yari d6mru 3.8 saat; eliminasyon yari émri ise 16.8 saattir
(Elliott, Scheiber, Thomas, & Pardini, 1992). Emilen flavonoidler karacigere
tasinir ve cgesitli metabolik reaksiyonlara maruz kalarak glukoronitler,
stlfatlar ve metillenmis tlrevleri gibi gesitli formlara dénusurler (Sekil 2.10).
Yapilan bazi galismalarda flavonoidlerin saglik Gizerine gosterdikleri olumlu
etkilerin bu metabolitlerinin sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir (Glven
vd., 2010; Nijveldt vd., 2001).

Kuersetin glikozid Kuersetin siilfat
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Sekil 2.10: Kuersetinin yaygin metabolik trinlerinin yapisi (Miles vd., 2014).
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2.10.4.3. Kuersetinin Antioksidan Mekanizmasi

Kuersetinin antioksidan potansiyeli Uzerine birgok in vivo ve in vitro
calismalar yapilmistir. Bu calismalar, kuersetinin antioksidan etkisinin beyin,
kalp, testis ve diger dokulari iskemi-reperflizyon hasarindan, toksik
bilesiklere ve oksidatif strese neden olan diger faktorlere karsi koruyucu
oldugunu gostermistir (Kelly, 2011). Kuersetin, ROS ve RNS tutma
Ozelliklerinde dolayi glclu bir antioksidan olarak kabul edilmektedir. Ayrica
dogrudan lipid peroksitleri yok ettigi (Baghel, Shrivastava, Baghel, Agrawal,
& Rajput, 2012) ve dolayli olarak enzimatik antioksidanlarin etkinligini arttip,
nonenzimatik antioksidanlarin Gretimini arttirdigi bilinmektedir (Nabavi vd.,
2012). Kuersetinin antioksidan ve serbest radikal stpuriict potansiyelinden
sorumlu olan is B halkasinda ve serbest hidroksil gruplarindaki katekol
kisminin varligi oldugu bilinmektedir (Boots vd., 2008; Nabavi vd., 2015).

Kuersetinin in vitro antienflamatuar, anti-proliferatif ve gen ekspresyonu
kapasitelerine sahip bir antioksidan oldugu kanitlanmistir. Fakat simdiye kadar
in vivo sartlarda sadece antioksidatif ve antienflamatuar etkileri gosterilmistir.
Kuersetin’in bu iki etkisi oksidatif stres ve inflamasyonun bazal dizeyleri
ylksek oldugunda daha da belirgin gorinmektedir. Bu etki, kuersetin
takviyesinin hipertansiyon ve sarkoidoz gibi her iki siirecle iligkili bir hastaligi
olan insanlarda o6zellikle verimli oldugunu ortaya koymaktadir (Boots vd.,
2008).

Kuersetin tedavisi diyabete bagh testikiler disfonksiyon ve histopatolojik
hasarlari azaltmaktadir. Kuersetin, antioksidan enzimlerin aktivitelerini
arttinrken, ROS seviyelerini dislrdagl, diyabetik sican testisindeki PCNA
aktivitesini ve TUNEL pozitif hlcrelerin sayisini azaltarak diyabetin neden
oldugu oksidatif DNA hasarini ve sican testisindeki apoptozu iyilestirici etkileri
vardir (Kanter vd., 2012).

Kuersetinin plazma glukozunu disirdiglu (Adewole, Caxton-Martins, &
Ojewole, 2007; Khaki vd., 2010; Vessal, Hemmati, & Vasei, 2003), glukoz
tolerans testlerini normallestirdigi, pankreatik B-hicre butinligini ve
fonksiyonunu korudugu ve deneysel diyabet olusturulmus sicanlarda,
diyabetin neden oldugu bilis, ruh hali ve bébrek fonksiyonlarinda dusise karsi
korudugu bilinmektedir (Adewole vd., 2007).

Kuersetin birgok 6nemli enzimin aktivitesini de etkilemektedir. Diyabetik
katarakt olusumunda aldoz redliktaz inhibitériinin 6énemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (Kelly, 2011). Anjiyotensin doénustlrtct enzim (ACE) inhibe
ettigi de bilinmektedir. Kuersetinin bu etkisi kismen hipertansiyonun
azaltilmasinda sorumlu olabilmektedir (Miles vd., 2014).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi

Calismamiz icin Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan (491/2016) onay alindiktan sonra Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezinden (TICAM) deneyimizde
kullanilmak UGzere 8-10 haftalik 270-320 g agirlhiginda toplam 48 adet Wistar
Albino cinsi erkek sican temin edildi. Sicanlar 1 hafta boyunca yeni ortam
kosullarina alismalari icin birakildilar. Hayvanlar standart kosullar altinda (oda
sicakhgl 24-26 °C, % 55+5 nem orani, 12 saat aydinlk, 12 saat karanlik 1sik
periyodu olan odada) barindirildi ve saglik durumlari giinlik olarak takip edildi.
Sicanlarin beslenmesi icin standart hazir pelet yem ve cesme suyu kullanildi.

3.2. Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

Deneysel diyabet modeli Diyabet, Q1, Q2 ve Q3 gruplarina vicut agirligina
gore tek doz 50 mg/kg STZ (Glentham Life Sciences,Ingiltere) pH’si 4,5 olan
0,1M sodyum sitrat tamponunda ¢ézilerek i.p. verilerek olusturulmustur.

Sitrat tamponu; 0,960615 g sitrik asit (CeHsO7-H2>0) ve 1,4705 g sodyum
sitrat dihidrat (CeHsO7Na3-2H20), 1 litre % 0,09'luk serum fizyolojik iginde
cozunerek hazirlanmistir. STZ uygulamasindan sonra, siganlara 24 saat
boyunca sekerli su (%10 glukoz sollisyonu) verildi (Kurger & Karaoglu, 2012).
STZ uygulamasindan 72 saat sonra siganlarin kan seker dlzeyleri élgtldi. Kan
seker duzeyleri 270 mg/dL ve ustinde cikan siganlar diyabet kabul edildi
(Ontirk & Ozbek, 2007).

3.3. Kuersetin Uygulamasi

Kuersetin (Glentham Life Sciences,ingiltere), STZ uygulandiktan 2 hafta
sonra (Maneesh, Jayalakshmi, Singh, & Chakrabarti, 2006) her gin taze
olarak %0.9 luk serum fizyolojik (SF) icinde sulandirilmis %20 lik gliserol
karisiminda ¢o6zllerek 28 gun boyunca i.p. olarak uygulanmistir (Khaki vd.,
2010). Kuersetin uygulamasi 3 farkh grupta, 3 farkli dozda (15 mg/kg,
30mg/kg ve 60 mg/kg) yapilarak doza bagl etkisine bakilmistir.
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3.4. Deney Gruplan

Calismamizda kullanilan 48 adet sican 6 gruba ayrilmis olup her grupta 8
denek bulunmaktadir. Deney gruplari asagidaki gibidir.

1.

2.

Kontrol grubu: Bu gruptaki sicanlara herhangi bir uygulama
yapilmamistir.

Sham grubu: Bu grubu olusturan sigcanlara, tek doz 0.8 cc sitrat
tamponu i.p. uygulanmistir.

. Diyabet grubu: Bu grubu olusturan her bir sicana tek doz 50

mg/kg STZ i.p. uygulanmistir. Enjeksiyondan 72 saat sonra STZ
uygulanan hayvanlara 12 saatlik aclik sonrasi kuyruk venlerinden
alinan kandan glikometre ile kan-glukoz dizeyleri élgilmustir. Kan-
glukoz dizeyi 270 mg/dl Uzerinde olan sicanlar diyabetik olarak
kabul edilmistir.

Diyabet+ Kuersetin 15mg/kg grubu: Bu grubu olusturan
sicanlara, diyabet modeli olusturulduktan 2 hafta sonra 28 giln
boyunca (15mg/kg/i.p.) Kuersetin verilmistir.

. Diyabet+ Kuersetin 30 mg/kg grubu: Bu grubu olusturan

sicanlara, diyabet modeli olusturulduktan 2 hafta sonra 28 gin
boyunca (30mg/kg/i.p.) Kuersetin verilmistir.

. Diyabet+ Kuersetin 60mg/kg grubu: Bu grubu olusturan

sicanlara, diyabet modeli olusturulduktan 2 hafta sonra 28 gin
boyunca (60mg/kg/i.p.) Kuersetin verilmistir.

3.5. Viicut agirliklarinin dlgiimii

Deneye baslarken ve deney sonunda siganlarin vicut agirliklar tartilarak
kaydedildi.

3.6. Kan sekeri olcumi

Deneye baslamadan 6nce her bir sicanin kan sekeri dlgullp not edildi. STZ
uygulandiktan 72 saat sonra, 12 saatlik achda birakilan sicanlarin kan seker

dizeyleri,

kan sekeri 6lcim cihazi (Lifechek compact TD-4283, TaiDoc

Technology Corporation, Taiwan) aracihdiyla kuyruk veninden alinan kan
damlasi ile dlgulda.
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3.7. Bouin Fiksatifinin Hazirlanisi
Testis dokularinin tespitinde kullanilan Bouin Solisyonu hazirlanisi;
o Doymus Pikrik Asit ¢ozeltisi: 75 ml
o Formaldehit (%37): 25 ml
o Glasiyal Asetik Asit: 5 ml

Molekil agirhdi kadar tartilan pikrik asit (12,2 g), 1000 ml distile su
icinde eritilerek iyice ¢dzduruldid. Dipte tortu kalmamasina dikkat edilerek
gerekli miktarda pikrik asit kullanildi. Bouin tespitini hazirlamak icin 6nce
doymus pikrik asit c¢ozeltisi formaldehit ile iyice karistirildi, sonra lzerine
yavasca glasiyal asetik asit eklenerek tekrar karistirildi (Tablo 3.1) (Bancroft
& Gamble, 2008).

Tablo 3.1: Doku takip yontemi

Kimyasal Uygulama Siiresi
Bouin Tespiti 24 saat
%50 Alkolde yikama 3 defa

% 70’lik Alkol 1 saat

% 80'lik Alkol 1 saat
%90’lik Alkol 1 saat
%96-1 'lik Alkol 1 saat
%96-1I'lik Alkol 1 saat
%1001tk Alkol 10 dakika
Ksilol I 20 dakika
Ksilol II 20 dakika
Parafin+ Ksilol 15 dakika
Parafin I 30 dakika
Parafin II 1 saat
Parafin III 1 saat
Bloklama asamasi
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3.8. Dokularin Alinmasi

Deney sonunda sicanlar anesteziye [Ketalar 90 mg/kg (ketamin) +
Alfazyne 10 mg/kg i.p. (ksilazin)] alinarak kalbin sag ventriklliinden
biyokimyasal analizler icin kan alindi. Hizli bir sekilde hayvanlarin karin bélgesi
acllarak testisleri cikarildi. Testis agirliklari sag ve sol olarak ayr ayrn 6lclldu.
Histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler icin sag testisler
Bouin ve formaldehit fiksatiflerinde 24 saat sireyle fikse edildi. Sol testisler ise
protein ve MDA incelemeleri icin -80°C’ ye kaldirildi. Sicanlarin sol
epididimislerinden sperm parametrelerinin analizi icin epididimis kaudasindan
spermatozoa aspire edildi (Vaez, Mardani, & Razavi, 2014).

3.9. Testis Agirhiklarinin Olgiimii

Gruplardaki her sicanin sa ve sol testisleri OHAUS AV264C Adventurer Pro
marka hassas terazi ile tartildi.

3.10. Testis Agirlik iIndeksinin (TAI) Hesaplamasi

Deneyin son gunu 6lcilen vicut agirhdi ile ayni sicana ait sol ve sag testis
a§|_rI|kIar| toplami asagida verilen formile gére hesaplanarak her bir sican igin
TAI degerleri belirlendi (Sahinturk, Guclu, & Baycu, 2007) ;

TAI: [(sol testis agirhdi +sag testis agirhgi)/ viicut adirligi] x 100

3.11. Histolojik Incelemeler icin Dokularin Hazirlanmasi

Testislerin kapsuillerine enjektér ucuyla karsilikh birkag delik acgildi. Taze
hazirlanan Boin ve formaldehit fiksatiflerinde 24 saat bekletildikten sonra
testisler enine 6nce ortadan iki esit parcaya daha sonra bu parcalarda tekrar
ikiye boélunerek doku takip kasetlerine alindi. Rutin doku takibi islemleri
sonrasu hayvana ait parafin bloklar hazirlandi. Her testisten 4 parafin blok elde
edildi. Parafin bloklar hazirlamak icin uyguladigimiz doku takip ydnteminin
basamaklari Tablo 3.1 de gdsterilmistir.
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3.12. Kesitlerin Alinmasi ve Hematoksilin-Eozin
Boyamasi

Her blok 15 pm trimlendikten sonra 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Her
bloktan alinan kesitler 1stk mikroskobunda inceleme yapilmasi icin
Hematoksilin-Eozin (H-E) ile boyandi ve DP 70 dijital kamera ekli 1sik
mikroskobunda (Olympus Corp. Tokyo, Japonya) incelenerek gruplari temsil
eden goéruntller elde edildi. H-E boyama ydntemi Tablo 3.2 de gosterilmistir
(Bancroft & Gamble, 2008).

Tablo 3.2: H-E boyama yontemine ait uygulama slreleri.

H-E Boyama Yontemi

Ksilol-I 10 dakika
Ksilol-1II 10 dakika
%96-1 ‘lik Alkol 5 dakika
%96-2" lik Alkol 5 dakika
%90’ ik Alkol 5 dakika
%80’ lik Alkol 5 dakika
%70’ lik Alkol 5 dakika
Distile Su 5 dakika
Hematoksilen 1 dakika
Cesme Suyu Akan su altinda 5 dakika
Eosin 5 dakika
%70 lik Alkol 3 dakika
%80 lik Alkol 3 dakika
%90’ ik Alkol 3 dakika
%96-1" lik Alkol 3 dakika
%96-2’ lik Alkol 3 dakika
Ksilol-I 10 dakika
Ksilol-II 10 Dakika
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3.13. Seminifer Tiibiil Caplar Olgiimii (STC)

Testisteki hasarin bir baska gdstergesi olarak STC o6lcim ydntemi
kullanildi. Olgim sirasinda her bir gruptan x20 objektif blyiltmede, farkli
alanlardan 20’ser olmak Uzere toplam 120 seminifer tubul ¢capi gorintl isleme
ve analiz programiyla (BAB soft pro) o&lguldid ve veriler uygun istatistik
programlarinda dederlendirildi (Songur, Karateke, Tosun, Gonil, &
Turamanlar, 2016).

3.14. Parafin Kesitlerde Immunohistokimya Yéntemi

Tum gruplar icin hazirlanan bloklardan poli-L-lizinli lamlara 5 pm
kalinliginda kesitler alindi.  Kesitler, bir gece 37°C etlivde tutuldu. Boyama
baslamadan 6nce etlvin sicakligi 60°C’ ye cikarilarak 1 saat beklendi ve 2x15
dk ksilolde tutuldu. Gerekli bilgiler lamin Gzerine kursun kalemle yazildi.
Kesitler; %96, %80, %70 ve %60'lik etil alkolde 2'ser dk tutuldu ve distile su
ile yikandi. Kesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile gizildi. PBS soltsyonu ile 3x5
dk yikandi. Kullandigimiz antikor igin 6nerilmis olan antijen “retrival” yontemi
uygulandi. PBS sollsyonuyla 3x5 dk yikandiktan sonra Endojen peroksit blokaji
yapildi (% 3 H20: igerisinde 5 dk) ve tekrar PBS sollsyonuyla 3x5 dk yikandi.
Kesitlerin Ustine blok solisyonu damlatildi ve 1 saat oda isisinda beklendi.
Blok solisyonu uzaklastirildi ve dilisyonu yapilmis 70 uyl primer antikor
damlatildi (GLUT-2 Santa Cruz), kapagi kapali olan nemli kutuda 1 saat
boyunca bekletildi. PBS solisyonuyla 3x5 dk yikandiktan sonra Primer
antikorla uyumlu olan biyotinlenmis sekonder antikor damlatildi, kapali nemli
kutuda 30 dk oda isisinda bekletildi. PBS solisyonu ile 3x5 dk yikandi.
Streptavidinle isaretli olan sekonder antikor damlatilip oda isisinda kapagdi
kapatilmis nemli kutuda 30 dk PBS sollsyonu ile tekrar 3x5 dk yikandi. AEC
sollisyonu (Thermo Scientific, USA) damlatilip kapagi kapali nemlendirilmis
kutuda 10-15 dk bekletildi. PBS solisyonu ile 3x5 dk yikandiktan sonra distile
su ile yikandi. Mayerin hematoksilin boyasi ile gekirdek boyamasi yapildi.
Kesitler son olarak distile suda yikanarak kapatma medyumu kullanilarak
kesitler kapatildi.
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3.15. Biyokimyasal Analizler
3.15.1. MDA Diizey Olciimii

Lipid peroksidasyonunun bir Grind olan MDA, hicre ve dokulardaki
oksidatif stresin godstergesi olarak kullanilmaktadir. Calismamizda gruplarin
MDA seviyeleri, tiyobarbitlrik asit (TBA) reaktivitesi yéntemiyle o6lculdi
(Uchiyama & Mihara, 1978). Yag asidi peroksidasyonunun son drinid olan
MDA, TBA ile reaksiyona girerek sicak ve alkali ortamda, 530-540 nm dalga
boyunda maksimum absorbans veren renkli kompleks olusturur. Bu renkli
kompleksin okunan absorbansindan faydalanilarak MDA dederleri elde edildi.
MDA analizinde Cayman TBARS (item no: 700870) ticari kiti kullanildi. Kitin
protokoll takip edildi.

Analiz proseduri:

-80°C’de muhafaza edilen testis dokulari galisma gunu cikarildi. Gruptaki
her bir sicandan 300 mg’lik dokular tartildi. Dokular igerisinde demir misketler
ve RIPA liziz tamponu (Radioimmunoprecipitation assay buffer) olan
homojenizatdr tldplerine kondu. Dokular homojenizatér cihazinda 2 dakika
homojenize edildi. Tapler 1600 g de 4°C'de 10 dk santrifij edildi. Sipernatan
ayri tiplere kondu.

1. Tuplere 100 pl 6rnek veya standard eklendi.

2. % 10'luk (w/v) trikloroasetik asit (TCA) go6zeltisi konup vorteksle
karistirildi.

3. Her tlipe 800 pul Color reagent eklenip vortekslendi.

4. Agz kapatilan tlpler 1 saat boyunca 100°C’de su banyosunda bekletildi.

5. Reaksiyonu durdurmak icin tlpler buz banyosunda bekletildi ve
sogutulduktan sonra 4°C, 1600 g de 10 dakika boyunca santriflij edildi.

6. Santrifijden sonra 96 kuyucuklu plakalarin 1. sitununa standartlar artan
dilisyon oranlarinda ylklendi. Diger sltunlara ise (2.-12.) deney
orneklerinden 200’er ul ylklenerek 535 nm’de mikroplaka okuyucuda
(Thermo Multiskan GO, Japonya) sonuglar alindi.
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3.15.2. Testosteron Seviyesinin ELISA Yontemiyle Olgiilmesi

Deney sonunda intrakardiyak yoldan tim gruplarin kanlari toplanarak
testosteron serum seviyeleri dlculdl. Kan érnekleri 10 dk boyunca 11000 rpm'
de santrifij edildi. Toplanan serumlar analiz ginline kadar -80 derecede
tlpliklerde saklandi. Testosteron analizinde YH biosearch Laboratory ticari Kiti
kullanildi. Kitin protokoll takip edildi.

Analiz prosedirti:

96 kuyucuklu plakalarin 1. sdtununa 50 pl standart-Biotin + 50 pl
streptavidin-HRP ylklendi. Diger sltunlara ise (2.-12.) oda isisina getirdigimiz
her gruba ait 6rneklerden 40 pl + 10 pl testosteron antikoru + 50 pl
streptavidin-HRP yuklendi. Plakalar 60 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Sure sonunda kuyulardaki sivilar plakanin ters gevrilmesi suretiyle bosaltildi.
Kuyularin tamamen bosaltilmasi amaciyla plakalar hafifcge kurutma kagidi
Uzerine vurularak érnekler uzaklastirildi. Sonrasinda 350 ul yikama sollisyonu
ile 5 kez yikandi. Yikamalar sonunda kuyularin tamamen bosaltiimasi amaciyla
hafifce kurutma kagidi tzerine vurularak kurulandi. Yikama isleminden sonra
kuyulara 50 pyl kromojen reagent A + 50 pl kromojen reagent B eklendi,
karistirildi ve 37°C’de karanlikta 10 dk inktbasyona birakildi. Kuyulara 50 pl
durdurma soltisyonu eklenerek spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda
okutuldu. Tum islemler her kuyuya esit solisyon veren mikropipetor
kullanilarak yapildi.

3.16. Western Blot Yontemi

Testisler kiguk parcalara ayrilarak homojenizasyon tlptne boncuklarla
beraber konuldu. Tilpe, icerisinde proteinaz kokteyli bulunan doku liziz
tamponu konuldu. Tlpler homojenitdr cihazinda (Benchmark BeadBlaster, Cin)
2 dk boyunca homojenizasyona birakildi. Tlpler 14000 g de 4°C'de 10 dakika
santrifij (Kubota-3500, Japonya) edildi. Santrifij sonucunda sitozolik
proteinlerin bulundugu Ustteki slipernatan alindi, daha sonra florometrik olarak
Qubit 2.0 Fluorometer cihaziyla protein konsantrasyonu 6&lclldi. Her grupta
esit miktarda total protein olacak sekilde proteinler 4:1 oraninda 6rnek
tamponuyla esitlenerek vortekslenip, santriflij edilerek tekrar buz Uzerine
konuldu. Daha sonra 5 dk 95°C’de kaynatilarak tekrar vortekslenip, santrifij
edilerek buz Gzerine yerlestirildi. 80 ug total protein % 10'luk SDS jel igerisine
elektroforez yontemi ile ayrilmasi icin kondu, ardindan PVDF membrana
transfer edildi. Membranlar % 5'lik BSA (Bovine serum albimin) olan bloklama
tamponu ile oda sicakhdinda 1 saat boyunca bloklandi. Daha sonra gece
boyunca 4°C'de GLUT2 primer antikoru ile inktibe edildi. Membranlar 10 dakika
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boyunca 3 kez ylkama solUsyonu ile yikandiktan sonra uygun sekonder
antikorlar ile inkibasyon vyapildi, immdidnreaktif bantlardaki proteinlerin
ekspresyon seviyeleri goérintileme sistemiyle (C-Digit, Licor, Cambridge,
Ingiltere) gézlenir hale getirildi. Goriintli sonuglarinin analizleri Image Studio
Digit Ver. 5.0 ile yapildi.

3.17. Istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen bulgularin analizi IBM SPSS statistics 21
programiyla yapildi. Deney sonu vicut agirliklari, Kan sekeri dizeyi, Testis
agirlik indeksi, histopatolojik skorlama, MDA dlizeyleri, testosteron
seviyelerinin normal dagiima uygunlugu Shapiro-Wilk normalite testi ile
arastirilmistir. Gruplarin her birinin normal dagihm goésterdigi degiskenlerde
gruplar tek yonli varyans analizi ile karsilastirilmistir. Tek yonli varyans
analizinde varyanslarin homojenligi Levene testi ile 6lgiimustir. Varyanslarin
homojen oldugu durumlarda Tukey HSD, olmadigi durumlarda Tamhane's T2
coklu karsilastirma testi yapilmistir. Gruplarin her birinin normal dagihm
gostermedigi degiskenlerde Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Karsilastirma
sonuglari dederlendirilirken p<0,05 oldugu durumlarda anlaml fark bulundugu
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Deney Sonu Viicut Agirhiklarn

Deneklerin deney basindaki adirliklari ile deney sonundaki agirhiklari
karsilastirildiginda; kontrol, sham ve diyabet gruplarinin ilk ve son agirliklari
arasinda anlamhl bir fark bulunurken, Q1, Q2 ve Q3 gruplarin vicut
adirliklarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Gruplarin deney sonu
adgirhiklarini karsilastirdigimizda ise kontrol-diyabet, kontrol-Q1, kontrol-Q2,
kontrol-Q3, sham-diyabet, sham-Q1, sham-Q2, sham-Q3, gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir dusts saptandi (P<0,05) (Sekil 4.1, Sekil 4.2).

SrEa.

300 1
I
250
200
150
100
5

Viicut Agirhg (g)

(=]

]

Once Sonra Once Sonra Once Sonra Once Sonra Once Sonra Once Sonra
Kantro Sham Diyabet Kuersetin 15mg/kg Kuersztin 30 mgfkg Kuersstin 60
mg/kg
Gruplar

Sekil 4.1: Sicanlarin deney 6ncesi ve sonrasi vicut agirhigi farki. Gruplar arasinda * p<0,05

dizeyinde anlaml fark vardir.
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Kontrol Sham Diyabet Kuersetin ~ Kuersetin 30 Kuersetin 60
15mg/kg mg/kg mg/kg
Gruplar

Sekil 4.2: Gruplarin deney sonu vicut adirliklar. Gruplar arasinda * p<0,05 dlizeyinde

anlamli fark vardir.

Diyabetle azalan vicut adirliklan kuersetin uygulamasiyla artis gosterse de bu artis

istatistiksel olarak anlamli degildi.
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4.2. Kan sekeri diizeyi sonuglari

Sicanlarin deney basindaki ile deney sonundaki kan sekeri duzeyleri
karsilastirildiginda Q1, Q2 ve Q3 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
disls gozlendi (Sekil 4.3). Deney sonundaki kan sekeri dizeyleri gruplar arasi
karsilastirildiginda diyabet grubunda kontrol ve sham gruplarina gore belirgin
artis gozlendi. Diyabet ile artan kan sekeri dizeyi, tg farkh dozu uygulanan
Kuersetin ile dusmustir (Sekil 4.4). Bu dlisusiun diyabet-Q1, diyabet-Q2 ve
diyabet-Q3 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi
(P<0,05).

Ii
T

350
T 300
s
i
=
= 250
200 ]:
150
100
50

Once  Sonra | Once Sonra | Once Sorra | Once Sonra | Once Sonra | Once Sorra

Kan sekeri

Korntro Sham Dy abet Kuerssetin Kuerssetin Kuers=tin
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Sekil 4.3: Gruplarin deney 6ncesi ve deney sonrasi kan sekerlerinin karsilastirilmasi. Gruplar

arasinda * p<0,05 dlizeyinde anlaml fark vardir.

42



Deney sonu kan sekeri

o
-q-DD | * *®
!
350
__ 300
-
=n 250
E
= 200 I
"
w
U 150
y
i}
=~ 100
50
]
Kontrol Sham Diyabet Kuersetin 15Kuersetin 30Kuersstin 60
mg/kg mg/kg mg/ke
Gruplar

Sekil 4.4: Gruplar arasi deney sonu kan seker diizeyleri. Gruplar arasinda * p<0,05 dizeyinde

anlamli fark bulunmustur.
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4.3. Testis agirlhik indeksi (TAI) analizi

Deney sonunda alinan sag ve sol testislerin agirliklarinin vicut agirhgina
bélintp 100 ile garpilmasi ile elde edilen testis agirlik indeksine ait bulgular
Sekil 4.5’ te gortlmektedir. Tim gruplar arasinda karsilastirdigimizda kontrol-
diyabet ve sham-diyabet gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptanmistir (P<0,05). Diyabet-Q3 gruplari arasinda testis agirlik indeksinde
disls gozlense de istatistiksel olarak anlamh degildir (P>0,05).
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Sekil 4.5: Testis adirlik indeksi. Gruplar arasinda * p<0,05 diuzeyinde anlaml fark vardir.

44



4.4. Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve sham gruplarindaki (0.8 cc sitrat tamponu, i.p.) sicanlarin
testisleri incelendiginde, dizenli bir seminifer tibil, intersitisyel alan ve germ
hicre tabakalar goézlendi (Sekil 4.6).

Diyabet grubuna ait seminifer tibul 6érnekleri incelendiginde ise diizensiz
sekilli seminifer tibuller, germ hiicre tabakalarinda azalma, interstisyel alanda
0dem, apikal blebler ve reziduel cisimcikler belirlendi (Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Kuersetin gruplarinda ise, 15 mg/kg Kuersetin uygulanan Q1 grubuna ait
seminifer tlbullerde germ hiicre tabakasinda azalma ve rezidlel cisimcikler
gozlendi (Sekil 4.9).

30 mg/kg Kuersetin uygulanan Q2 grubuna ait seminifer tiblllerde ise,
germ hcre tabakalarinda kontrol grubuna yakin bir dizelme gézlenmekle
beraber tlbul icerisinde vakuolizasyon ve rezidlel cisimcikler saptandi (Sekil
4.10).

Son olarak 60 mg/kg Kuersetin uygulanan Q3 grubuna ait seminifer
tibullere baktigimizda ise intersitisyel alanda konjesyonun yani sira diizensiz
sekilli seminifer tibuller g6zlense de germ hicre tabakalarinin kontrol ve sham
gruplarina benzer oldugu belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.7: Diyabetik sicanlarda seminifer tiibiiller. Intersitisyel alanda ddem (*) (A), apikal

blebler ( l ) (B), germ hiicre kaybi (} )(C), (Bar=50 ym, 100 ym, H-E).
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50 ym, H-E).
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Sekil 4.9: Kuersetin 15 mg/kg (Q1 grubu) uygulanan diyabetik sican seminifer tibdlleri. (A)

-E).

H

B) (Bar=100 ym, 200 ym,

) (A,

ve germ hicre kayiplari (»
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Sekil 4.10: 30 mg/kg Kuersetin (Q2 grubu) uygulanan diyabetik rat seminifer tibulleri. Tabdul

igerisinde vakuolizasyon (—') (A, B) ve Reziduel cisimcikler (A ) (B) (Bar=100 ym, 200
Um, H-E).
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Sekil 4.11: Kuersetin 60 mg/kg (Q3 grubu) uygulanan diyabetik sican seminifer tibdlleri.

Dilzensiz seminifer tlbul yapilari (‘) (A, B) ve intersitisyel alanda konjesyon (_>) (B)
(Bar=100 ym, 200 ym, H-E).
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4.5. Sperm H-E bulgulari

Kontrol ve sham grubunun morfolojik olarak benzer oldugu saptanmistir.
Diyabet grubunda spermlerin kuyruk bélimiinde ondllasyonla beraber yapisal
bozulma gobzlenmistir. Kuersetinin doz bagimh olarak bu kuyruk
dejenerasyonunu azalttigi tespit edilmistir (Sekil 4.12).

A
-
\ v il
A 20.0 ym \ B 20. o‘
/
C . 20.0 ym D 20.0
E I 20.0 pm | F 20.0 pm

Sekil 4.12: Sperm H-E boyamasi Kontrol grubu (A), Sham grubu (B), Diyabet grubu (C), Q1

grubu (D), Q2 grubu (E), Q3 grubu (F) (, : ondilasyon gosteren kuyruk ) (Bar=20.0 ym,
H-E).
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4.6. Immiinohistokimyasal Bulgular

Tum deney gruplarina ait testis kesitlerinde anti- GLUT2 antikorunun
immdinohistokimyasal (IHK) ekspresyonunu inceledigimizde kontrol ve sham
gruplarinda 0&zellikle spermatidler olmak (zere primer spermatosit ve
interstisyel alanda ylUksek dlzeyde GLUT-2 immun reaktivite gézlendi. Diyabet
grubunda bu reaksiyon 6zellikle interstisyel alan ve spermatozoonlar ile sinirli
kaldi. Q1 grubunda bu reaksiyon gdézlenmeye devam etse de Q2 ve Q3
gruplarinda oldukga azaldi (Sekil 4.13).

TOm gruplara ait sperm yaymalari incelendiginde ise kontrol ve sham
gruplarinda spermlerin akrozom kisimlarinda GLUT-2 ekspresyonu
gozlenirken, diger gruplarda higbir reaksiyon gézlenmemistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13: Seminifer tibiillerde GLUT 2 Immiinohistokimya ekspresyonlari ("’). Kontrol
grubu (A), Sham grubu (B), Diyabet grubu (C), Q1 grubu (D), Q2 grubu (E), Q3 grubu (F)
(Bar=100 ym).
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Sekil 4.14: Spermlerde GLUT 2 Immiuinohistokimya ekspresyonlari (->). Kontrol grubu (A),
Sham grubu (B), Diyabet grubu (C), Q1 grubu (D), Q2 grubu (E), Q3 grubu (F) (Bar=20.0
ym). Kontrol ve Sham gruplarina ait sperm akrozomlarinda GLUT2 reaksiyonu gézlenmekte.
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4.7. Seminifer Tiibiil Capi Olciimii

Istatistiksel verilerde, Kontrol-diyabet ve Sham-Diyabet gruplari arasinda
anlamli bir dlsts saptanirken (p<0.05 *) Diyabet-Q1, Diyabet- Q2, Diyabet-
Q3 gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.05
*) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 : Gruplardaki seminifer tibul caplan 6lcimui. Gruplar arasinda p<0.05 * dlizeyinde

anlamli fark bulunmustur.
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4.8. Gruplarin MDA diizeylerinin karsilastirilmasi

Deney sonunda alinan testis doku o&rnekleri Uzerinde yapilan MDA
analizlerini inceledigimizde Kontrol-Diyabet ve Sham-Diyabet gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir artis saptanirken (p<0.05 *), Diyabet-Q1,
Diyabet-Q2 ve Diyabet-Q3 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
dusus gozlenmistir (P<0,05). (Sekil 4.16, Sekil 4.17).
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Sekil 4.16: Gruplar arasi MDA seviyelerinin karsilastirilmasi. Gruplar arasinda * p<0,05

dizeyinde anlamh fark bulunmustur.
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4.9. Gruplarin Testosteron seviyelerinin karsilastirilmasi

Deney sonunda tim deney gruplarindan alinan kan érneklerinde serum
testosteron diizeyleri karsilastirildiginda Kontrol-Diyabet, Kontrol-Q1, Kontrol-
Q2, Sham-Diyabet, Sham-Q1 ve Sham-Q2 gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir disis gézlendi (p<0.05%*).

Diyabet-Q2 ve Diyabet-Q3 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
artis belirlendi (p<0,05%*) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: Gruplar arasi serum testosteron seviyesi. Gruplar arasinda * p<0,05 dizeyinde

anlamli fark vardir.

59



70
y =41,834x - 11,247

R?=0,9765
60

50

40

30

Testosteron (UM)

20

10

0 0,2 0,4 0,6

Sekil 4.19: Testosteron standart grafigi

0,8

Absorbans
450 nm

60

1,2

14

1,6

18



4.10. Western Blot Sonuclan

Tum deney gruplarina ait testis drneklerinde Western Blot yéntemi ile
GLUT-2 protein miktari diizeyini inceledigimizde kontrol ve sham gruplarina
goére diyabet grubunda GLUT-2 protein miktarinin 0,71 kat, Q1 grubunda 0,55
kat, Q2 grubunda 0,46 kat ve Q3 grubunda ise 0,24 kat azaldigi goralmustir
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: GLUT2 proteinin gruplara gére Western blot analizi.
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Tablo 4.1: Gruplar arasi GLUT2 proteini kat degisimi

Gruplar Cihaz Renk Birimi Kat Degisimi
Kontrol 188000 1

Sham 188000 1

Diyabet 134000 0,712
Kuersetin 15 mg/Kg 104000 0,553
Kuersetin 30 mg/Kg 86200 0,458
Kuersetin 60 mg/Kg 44400 0,236
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5. TARTISMA

Diabetes Mellitus, insilin eksikligi veya insilin direnci sonucu gelisip
hiperglisemi ve glikozUriyle kendini gdsteren, kronik ve akut komplikasyonlara
neden olabilen endokrin bir hastaliktir (Jangir & Jain, 2014). Son yillarda
yapilan calismalar géz 6ninde bulunduruldugunda diyabetin neden oldugu
komplikasyonlarin gelismesinde en &6nemli etken olarak serbest radikal
olusumuyla antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizlik sonucu
olusan oksidatif stres goésterilmektedir (Vural vd., 2001). Oksidatif stresin
erkek Ureme disfonksiyon ve anomalilerinin patofizyolojisinde énemli rol
oynadidi bilinmektedir (Jangir & Jain, 2014).

Diyabetin farmakolojik yénden tedavisi hipoglisemik ilaglar ve insulin
Uzerine kurulmustur. Diyabet tedavisi icin geleneksel bitki tedavilerine siklikla
basvuruldugu bilinmekte olup bitkilerin hipoglisemik etkileri Uzerinde de
bilimsel galismalar yapilmaktadir. Antioksidanlarin buyuk olasilikla diyabette
bozulan oksidatif stresin, protein glikasyonunun ve glukoz metabolizmasinin
diizeltiimesinde ®énemli etkiler olusturabilecekleri diisiiniilmektedir (Ontiirk &
Ozbek, 2007).

Deney hayvanlarinda diyabet modeli kimyasal ajanlarla, spontan olarak
veya virls aracihdiyla yapilabilmektedir. STZ bu amagla yaygin olarak
kullanilan kimyasal maddelerden biridir (Kurger & Karaoglu, 2012). Tip I
diyabet olusturmak igin yetiskin sicanlarda i.p. yoldan 40-60 mg/kg arasindaki
bir dederin tek doz kullanimi yeterlidir (Green vd., 1996). Calismamizda,
deneysel Tip 1 diyabet modeli olusturmak tGzere 50mg/kg STZ kullaniimistir.

STZ ile deneysel diyabetin olusturuldugu calismalarda, diyabetik
sicanlarin agirliklarinin ilerleyen glnlerle birlikte anlaml bir sekilde azaldigi
bildirilmistir (Ballester vd., 2004; Kanter vd., 2012; Khaki vd., 2010;
Seethalakshmi, Menon, & Diamond, 1987). Diyabetik sicanlarin vicut
agirliginin protein ve lipidlerin yikilmasi, terleme ve asiri idrar atilimiyla olusan
dehidratasyon sonucu azaldigi disidndlmektedir. Bizim calismamizda da
literatlrlerle uyumlu sekilde diyabet grubunun vicut agirhdinin istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldigi saptanmistir.

Gelismekte olan teknoloji, cevre kirliligi, X-UV isinlari, ilaglar, sigara gibi
pek cok etken oksidatif stres olusturan maddelerle karsi karsiya kalmamiza
neden olmaktadir. Bu etkiler kendini serbest radikal olusumuyla
gbstermektedir. Serbest radikaller ise hlicre yapisindaki lipitlere, proteinlere
ve nukleik asitlere karsi oksidatif hasar yapmakta ve hicre igindeki yapilari
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bozarak DNA’ya zarar vermektedir. Vicutta artmis serbest radikal dizeyleri,
diyabet, koroner hastaliklar, kanser, karaciger tahribati, katarakt gibi cesitli
hastaliklara yol acabilmektedir (Boots vd., 2008; NIZAMLIOGLU & Sebahattin,
2010). Ayrica diyabetik dokularda oksidatif stresle iliskili mitokondriyal DNA
mutasyonlari bildirilmistir (Ramalho-Santos, Amaral, & Oliveira, 2008).
Oksidatif stresle mitokondride olusacak bir hasar, spermlerin gelismesi icin
gerekli olan enerji seviyesinde bir dislise neden olabilmektedir (Dias vd.,
2014). Antioksidanlar ise serbest radikallerin yikici etkilerini engelleyerek, pek
cok hastalia neden olabilecek reaksiyonlari ©nleyebilen molekillerdir.
Antioksidan aktivite gdsteren flavonoidlerin, serbest radikal toplayici 6zelligi
oldugu bilinmektedir. Dogada en yaygin bulunan flavonoid olan kuersetinin
diger flavonoidlere gore oldukca glcli bir antioksidan etkinlik gosterdigi
yapilan calismalarda go6sterilmistir. Yapilan in-vitro calismalar kuersetinin
serbest radikalleri temizleme 0&zelliklerine ilave olarak antienflamatuar,
antiviral, antialerjik, antitrombotik, antiaterosklerotik, antitimoral ve
kardiyoprotektif etkileri de olduguni gostermektedir (Kelly, 2011). Kuersetin,
oksidatif radikallerin temizlenmesi ve lipit peroksidasyona karsi koruma
gosterdigi ve deneysel diyabet olusturulmus hayvanlarin tedavisinde oksidatif
stresi azalttigi bilinmektedir (Kanter vd., 2012; Mahesh & Menon, 2004).

STZ ile diyabet olusturulan sican testislerinde testis agirliginda azalma,
seminifer tibdl yapisinda bozulmayla birlikte seminifer tublllerde atrofi ve
spermatogenik seri hiicrelerinde azalmalarin gorildigad bildirilmistir (Kanter
vd., 2012; Khaki vd., 2010; Kianifard, Sadrkhanlou, & Hasanzadeh, 2012;
Ramalho-Santos vd., 2008; Scarano, Messias, Oliva, Klinefelter, & Kempinas,
2006) . Ayrica Ballester vd., 2004 yilinda yaptiklari calismada diyabetik sican
testislerinde Leydig hicre sayisinda azalma bildirirken; Kianifard,2012 yilinda
yaptiklari calismada ise interstisyel dokuda édem goézlemlemislerdir (Ballester
vd., 2004; Kianifard vd., 2012). Bizde calismamizda literatlrlere paralel olarak
diyabet grubunu olusturan sicanlarda kontrol grubuna goére dizensiz sekilli
seminifer tibuller, germ hlicre tabakalarinda azalma, interstisyel alanda édem,
apikal blebler ve rezidlel cisimcikler gbézlemledik.

Yapilan deneysel diyabet calismalarinda, diyabet grubunu olusturan
sicanlarin seminifer tlbll capinda kontrol grubuna goére azalma oldugu
bildirilmistir (Cai vd., 2000; Kanter vd., 2012; Kianifard vd., 2012).
Calismamizda sicanlarin seminifer tlbdl caplarini Olctigimizde diyabet
grubunu olusturan sican seminifer tibll caplarinda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptadik.

Diyabetik testiste spermatogenez sirasinda kontrolstiiz apoptozisin
meydana geldigi bildirilmistir. Bu nedenle, diyabetik erkeklerdeki testikiler
fonksiyon bozuklugunun patogenezinde apoptozisin énemli bir rol oynadidi
disinulmektedir (Cai vd., 2000).
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Khaki & Arash,2010 yilinda yaptiklari diyabet calismasinda kuersetin
tedavisi uygulanan grupta apoptotik indeksin azaldigi, seminifer tibdl yapisinin
ve epitelinin iyilestigini gdstermislerdir. Kanter, 2012 yilinda yaptigi calismada
ise kuersetinin testis dokusu Uzerindeki benzer iyilestici etkisini gézlemistir.
(Kanter vd., 2012; Khaki vd., 2010). Khaki & Arash, 2009 yilinda yaptiklari
calismalarinda kuersetinin diyabetik sican testislerinde koruyucu etkisini
incelemislerdir ve kuersetinin epididimal sperm kalitesini arttirdigi bildirilmistir
(Khaki vd., 2009). Bizde calismamizda Kuersetin gruplarinda; seminifer tibdl
epitelinde ve tubll capinda dlizelme ve epididimden alinan spermlerin
kuyruklarinda diyabetin neden oldugu ondilasyonlarda azalmalar gozlemledik.
Kuersetin tedavisinin sican testislerinde histolojik olarak iyilesme sagladigini
sOyleyebiliriz. Diyabette artan serbest oksijen radikallerinin Bu iyilesmeler ise
en fazla kuersetin 30mg/kg grubunda gézlenmekteydi.

Diyabetin neden oldugu Leydig hiicre fonksiyonlarindaki degisimler, bu
hlicrelerin toplam sayisinda ve androjen sentezinde bir azalmayi icermektedir
(Khaki vd., 2010) ve bu etkilerin bir arada erkek libidosunu olumsuz ydnde
etkiledigi bilinmektedir.

Khaki & Aras (2010) ve Kanter (2012) yaptiklari calismalarda diyabette
azalan testosteron hormonu seviyesinin Kuersetin tedavi grubunda tersine
dondagund bildirmislerdir (Kanter vd., 2012; Khaki vd., 2010). Bizim
calismamizda da Diyabet ile birlikte Testosteron seviyesinin azaldigi
saptanmistir. Kuersetin uygulanan gruplarda ise disen testosteron seviyesi
istatistiksel olarak anlamli bir artis goéstermistir. En ylUksek artis Kuersetin
30mg/kg verilen grupta gézlenmistir.

Diyabette disen Testosteron seviyesini gosteren deneysel galismalara
paralel olarak yapilan klinik galismalarda bulunmaktadir. Maneesh vd., 2006
yilinda Tip1l Diyabetli 35 erkek hasta ve 25 sadlikli erkekle yaptiklari klinik
calismalarinda, diyabetik erkeklerin disik Testosteron seviyesiyle birlikte
dismis LH ve FSH seviyelerine ve artmis oksidatif strese sahip olduklarini
bildirmislerdir (Maneesh vd., 2006).

Serbest radikal dlzeylerinin in vivo olarak 6lgllmesi ylksek reaktiviteleri,
kisa yarilanma omudarleri ve disuk konsantrasyonlari nedeniyle zordur. Bu
yuzden Kklinikte lipid peroksidasyonunun gdstergesi olan MDA ve lipid
peroksitler gibi oksidatif hasarin ikincil reaksiyon Urinlerinin tayin edildigi
metotlar kullanilmaktadir. MDA, (¢ veya daha fazla cift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonuyla meydana gelen bir cesit aldehittir ve lipid
peroksidasyonunun son drindidr. Bu nedenle MDA miktarinin dlgimu
dokulardaki lipid peroksidasyonunun derecesini yansitmaktadir. MDA,
molekUller oksijen azalmasina sebep olarak superoksit anyonu ve hidrojen
peroksit olusumuna neden olur. Bu urilnlerinde hicre ve dokularda hasara
sebep oldugu bilinmektedir. Biyolojik ortamlarda MDA hem serbest hem de
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protein ve nlkleik asit gibi makromolekullerin sulftir (SH) ve amin (NH2)
gruplarina bagh bulunmasindan dolayi, genellikle total (serbest ve baglh) MDA
degerlendirilmektedir (Young & Woodside, 2001). Olusan MDA, hicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasina yol acarak iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonuglara neden oldugu bilinmektedir (Mercan, 2004).

Yapilan diyabet calismalarinda diyabet sicanlarin MDA seviyelerinin
kontrol gruplarina gére artan oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu ile paralel
olarak istatistiksel bir sekilde artis gosterdigi bildiriimektedir (Adewole vd.,
2007; Mohasseb, Ebied, Yehia, & Hussein, 2011).

Calismamizda oksidatif hasarin belirteci olarak tim gruplarin testis doku
MDA seviyelerini karsilastirdik. Diyabet grubunda MDA seviyesi kontrol ve
sham gruplarina goére artis gostermistir. Bulgumuz literattrle paralellik
gostermektedir. Kuersetin uygulanan gruplarda ise doz bagimli olarak
dlismustir. Glgli bir antioksidan oldugunu bildigimiz Kuersetinin, diyabetle
birlikte artan oksidatif stresi azaltarak diyabette artan MDA seviyesini
dlsirdiginid dasinmekteyiz.

Adewole (2007), STZ kaynakh diyabetik sicanlarda kuersetin tedavisinin
pankreatik B hicresinin batinliginin korundugu ve bunu direkt olarak lipid
peroksitleri azaltarak ve dolayli olarak endojen antioksidan UGretimini arttirarak
yaptigini bildirmislerdir (Adewole vd., 2007). Kuersetinin lipid peroksidasyonu
Uzerindeki inhibasyon 06zelligi baska calismalarda da goésterilmistir (Coskun,
Kanter, Korkmaz, & Oter, 2005; Mahesh & Menon, 2004).

Olgun sperm hicresi yuksek bir glikolitik kapasiteye sahiptir ve glukozu
etkili bir sekilde kullanabilmektedir. Sperm htcresinin fertilizasyon potansiyeli,
akrozom reaksiyonu gibi bazi 6nemli degisikliklerinin devamhligi igin glukozun
varhigina ihtiyag duyulurken sperm hareketliligi icin de glukozun gerekli oldugu
yapilan galismalarda gdsterilmistir (Boussouar & Benahmed, 2004).

Glukozun hicre igine alinmasi igin 0Ozellesmis tasiyicilara ihtiyag
duyulmaktadir. GLUT’lar, glukozu enerji kullanimina ihtiyag duymadan pasif
olarak tagirlar. Bu pasif tasima tim memeli hicrelerinde kan glukozu ve hicre
ici glukozun dengelenmesini saglamaktadir (Kokk vd., 2003). GLUT'lar glukoz
disinda fruktoz, vitamin ve glukozamin gibi amino sekerleri de tasidiklari
bilinmektedir.

Insanlarda 14 farkli glukoz tasiyici oldugu bilinmektedir. Bunlardan GLUT2
glukoz disinda mannoz, galaktoz ve fruktozu da tasiyabilmektedir (Thorens,
2015). GLUT2, ozellikle karaciger, pankreas, bagirsak ve bobrekte iyi bilinen
bir glukoz tasiyicisidir ve merkezi sinir sisteminde ndéronlarda, astrositlerde ve
tanisitlerde de eksprese edilmektedir (Leturque vd., 2009).
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Kokk vd., 2003 yilinda yaptiklari calismalarinda sican testislerinde sertoli
hicrelerinde, peritlibiler myoid hlcrelerde, spermatositlerde, spermatidlerde
ve testikller endotel hiicrelerinde GLUT2 varhdini gostermislerdir (Kokk vd.,
2003). Bizde calismamizda testis dokusunda kontrol ve sham gruplarinda
Ozellikle spermatidler olmak Uzere primer spermatosit ve interstisyel alanda
yuksek dlizeyde GLUT-2 immun reaktivitesi gézlemledik. Diyabet grubunda bu
reaksiyon 6zellikle interstisyel alan ve spermatozoonlarla sinirliydi. Kuersetin
15mg/kg grubunda bu reaksiyon nispeten artsa da Kuersetin 30mg/kg ve
Kuersetin 60mg/kg gruplarinda oldukca azalmisti.

Insan spermatozoasinin GLUT1, GLUT2, GLUT3 ve GLUTS5'i eksprese ettigi
bilinmektedir. Angulo vd., 1998 sican spermlerinde, sperm basinda sadece
akrozom seviyesinde GLUT2 reaksiyonu goérduklerini belirtirken, reaksiyonun
sperm kuyrugu boyunca oldukca dislik seviyede oldugu bildirilmislerdir
(Angulo vd., 1998). Bizde calismamizda kontrol ve sham grubuna ait
spermlerde bu literatirle uyumlu olarak akrozomda kuvvetli GLUT2 reaksiyonu
gozlemlerken diger gruplarda reaksiyon gézlenmedi.

Arastirmalarimiz  sonucunda diyabetik sican testislerinde GLUT2
ekspresyonunu irdeleyen bir calisma bulunmamaktadir. Bu noktada
calismamiz diyabetik testislerdeki GLUT2 kanallarinin degisimini gosteren ilk
calismadir. Ballester vd., 2004 yilinda STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda
yaptiklari calismalarinda testis ve sperm hiicrelerinde varligi bilinen bir diger
glukoz tasiyici olan GLUT3 ekspresyonunu Westen Blot ve immunohistokimya
analizleriyle arastirmislardir. Western blot sonuclarina bakildiginda gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. IHC sonuglarinda ise kontrol grubunda
daginik bir GLUT3 reaksiyonu goézlenirken, diyabetik sicanlarda intersitisyel
alanda belirgin bir reaksiyon dlsutsu gozlemlediklerini bildirmislerdir (Ballester
vd., 2004).

Angulo vd., 1998, insan testinde GLUT2 immunoreaktivitesinin testikiler
hicrelerin plazma membraninda ve sitoplazmasinda oldugunu bildirmislerdir
(Angulo vd., 1998).

Guz, Nasir & Teitelman, 2001 yilinda yaptiklari galismada pankreas adacik
hiicrelerinde GLUT2'nin sitoplazmik ve plazma membraninda yerlesim
gosterdigini bildirmislerdir (Guz, Nasir, & Teitelman, 2001).

Calismamizda testis dokusundan sitoplazmik total protein izolasyonu
yapildiktan sonra western blot analiziyle gruplar arasi GLUT2 ifadesi arastirildi.
Tum gruplarda GLUT2 ifadesi gé6zlendi. Gruplar arasi karsilastirma
yaptigimizdaysa GLUT2 miktarinin diyabetle beraber distligld, kuersetin
uygulamalariyla distsin doz bagimli olarak devam ettigini saptadik.
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Yamamoto, Fukumoto, Koh, Yano, Yasuda, Masuda, Ikeda, Imura &
Seino, (1991) STZ ile induklenen diyabetik sicanlarda yaptiklar calismada
disik insdlin ve yuksek glukoz seviyesinin karacigerdeki GLUT2
ekspresyonunu arttirdigini  goézlemlemislerdir (Yamamoto vd., 1991).
Miyamoto, Hase, Taketani, Minami, Oka, Nakabou,& Hagihira (1991),
Diyabetik sicanlarin ince badirsaginda Glukoz tasiyicilarin gen ekspresyonunu
inceledikleri calismalarinda GLUT2 mRNA ekspresyonunun arttigini
bildirmislerdir (Miyamoto vd., 1991). Tersine, Thorens vd., 1992 diyabetik
pankreaslarda GLUT2 ekspresyonunun gozle gorilir sekilde azaldigini tespit
etmislerdir (Thorens, Wu, Leahy, & Weir, 1992). Cesitli dokularda diyabet
durumunda GLUT2 ifadesinde farkhh sonucglar elde edilmistir. Bizde
calismamizda diyabetle beraber GLUT2 ifadesinin testiste azaldigini, kuersetin
uygulamasiyla doz bagimli bir diistis saptadik.

Flavonoidlerin GLUT'lar Gzerindeki inhibisyon etkisi daha 6énce GLUT1 ve
GLUT4 Uzerinden tanimlanmistir. GLUT2 tasiyicilarinin seker ve Kuersetin
molekdill icin farkli baglanma bdlgelerine sahip oldugu gdésterilmistir (Kwon
vd., 2007).

GLUT2'nin glukoz ve fruktozu badirsak Iimeninden enterositlere tasidigi
bilinmektedir. Kwon vd., 2007 yilinda yaptiklar calismalarinda Kuersetin ve
metabolitlerinin yeterli dizeyde bulunmalarinin intraluminal alanda apikal ve
bazolateral GLUTZ2’leri inhibe ettigi, GLUT2 tarafindan glukoz ve fruktoz
tasinmasinin durdugunu goéstermislerdir. Bu sekilde glukoz emilimi inhibe
edilerek kan glukozunun dizenlendigi géstermislerdir (Kwon vd., 2007).

Yapilan c¢calismalar kuersetinin, uzun vadeli calismalarda belirgin
toksisitesi olmadigini géstermistir. Oral yoldan verilen 1 g Kuersetinin 50-100
g glukozun emilimini engelleyebilecegi disintlmektedir (Kwon vd., 2007). Bu
durum diyabetli kisilerde hipergliseminin azaltilmasi ve diyabet hastaliginin
getirdigi ikincil hastaliklarin tedavisinde alternatif bir tedavi yaklasimi olarak
kuersetinin kullanilabilecedini géstermektedir.
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6. Sonuc ve Oneriler

Sonuclar

Deney sonu vicut agirliklari diyabet grubunda dists gostermistir.
Kuersetin gruplarinda diyabet grubuna gdre kilo artisi gérilse de bu
artis kontrol grubunun altinda gézlenmistir.

Diyabetle birlikte artan kan sekeri dlzeyleri Kuersetin gruplarinda doz
bagimli olarak azalma goéstermistir.

Testis dokusunun histopatolojik incelemesinde diyabet grubunda
gorilen dejenerasyonu en iyi 30mg/kg kuersetinin giderdigi
gorulmustar.

Diyabetle olusan sperm hasarinin kuersetinle dizeldigi gérilmastir.
Diyabet grubunda azalma gésteren seminifer tibul caplar kuersetin
gruplarinda anlamh bir sekilde artmistir.

Diyabet grubunda azalan serum testosteron seviyesi 15mg/kg ve
30mg/kg kuersetin gruplarinda anlaml bir artis géstermesine karsin en
belirgin artis 30mg/kg kuersetin grubunda gérulmustur.

Kontrol grubuna goére diyabet grubunda anlamli bir artis gésteren MDA
seviyesi, Kuersetin gruplarinda doz bagimli olarak azalma gdstermistir.
Kuersetinin oksidatif stresi azalttigi saptanmistir.

Kuersetin uygulanan diyabetik sicanlarda GLUT?2 ifadesinin testislerde
doz bagimli distigi gortulmustar.

Diyabet ve Kuersetin gruplarinin spermlerinde GLUT2 ekspresyonu
gorulmemistir.

Oneriler

Bu bulgular farmakolojik olarak, inhibitér bir flavonoid oldugu bilinen

kuersetinin bagirsak limeninde glukoz absorpsiyon oranini veya mutlak
miktarini azaltarak diyabetin alternatif bir tedavisi olabilecegini gostermistir.
Kuersetin ve diyabet konularn temel alinarak ilag gelistirme galismalar
yapilabilir.
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