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SIMGE VE KISALTMALAR

DM : Diabetes mellitus

DNA : Deoksiriboniikleik asit

H+E : Hematoksilen + Eozin

INSL3 : Insulin-like factor 3

PCNA : Proliferating cell nuclear antigen
PBS : Phosphate buffer saline

STZ : Streptozotosin

TUNEL  : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling
B : Beta



GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (Diyabet, Seker hastaligl); diinya saglhiginin en Onemli
gostergelerinden biridir. Diinya Saglik Orgiitiiniin raporu ile Tiirkiye Diyabet Onleme ve
Kontrol Programi kapsaminda hazirlanan rapora gore, diinyada diyabetik birey sayisinin,

2030 yilinda 438 milyon kisiyi bulacagi 6n goriilmiistiir (1).

Giiniimiizde diyabetin onemli komplikasyonlar1 arasinda yer alan infertilite; hem
kadin hem de erkeklerde yillardir arastirilan, ancak hala karanlikta kalmis pek ¢ok yont
bulunan bir konudur. Deneysel diyabet olusturulmus erkek si¢anlarin testis dokularinda
goriilen hiicresel degisiklikler, diyabetli insan testis dokularinda goriilen degisiklikler ile
neredeyse aynidir. Diyabetin erkek bireylerde; libido, impotens, testosteron hormonu
diizeyi, semen hacmi, testis agirligi, sperm say1 ve hareketliliginde azalmaya sebep oldugu,
ayrica retrograd ejakiilasyon, erektil disfonksiyonun yani sira, testis dokusunu olusturan
spermatogenik seri hiicreleri, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve interstisyel bag dokuda
histolojik degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir (2-9). Yapilan ¢aligmalarda, diyabetik
testiste apoptozisin arttigit ve bu nedenden dolayr da spermatogenezisde bozulmalarin

meydana geldigi, klinik ve deneysel ¢alismalar ile ortaya konmustur (6-8,10,11).

Diyabet patogenezinde ortaya ¢ikan hiperglisemi nedeniyle, serbest radikal
olusumu artmakta ve sonu¢ olarak oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stres,

antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasina veya bozulmasina neden

olabilmektedir (12,13).



An siitli; ig¢i arillarin  hipofaringeal bezlerinden salgilanan 6nemli bir besindir.
Yapisinda; yaklastk % 60-70 su, %10-12 karbonhidrat, %12-15 protein ve %3-7 lipid
bulunmaktadir (14,15). An siitiiniin; insiilin benzeri etkisiyle birlikte (15-17), antihipertansif,
vazodilatatif (17), antitiimoral, antioksidatif, antiinflamatuar ve immunmodiilator (16-22)

rolleri de gergeklestirilen pek ¢ok bilimsel arastirmayla ortaya konmustur.

Bu c¢alismada, diyabetik bireylerde izlenen kan glukoz seviyelerindeki degisimler ve
oksidatif stresi ortadan kaldirmak amaciyla; ar1 siitiiniin kan glukoz homeostazini diizenleyici
ve antioksidan (15-17) ozelliklerden vyararlanilarak, seminifer tiibiillerde ve Leydig
hiicrelerinde meydana gelen hormonal ve histopatolojik degisikliklere, 6zellikle insulin
benzeri faktor 3 (INSL3) proteinine etkisinin aragtirilmasi planlanmistir. Boylece, ari siitii gibi
oldukca etkin oldugu bilinen bir antioksidanin kullanilmasiyla, diyabetli erkek hastalarin
infertilite tedavisine yonelik katki saglanmasi ve INSL3’lin de, erkek subfertilite ve/veya
infertilitesinin belirlenmesinde yeni bir parametre olarak giindeme gelmesinin saglanmasi

amaclanmugtir.



GENEL BiLGILER

DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus; pankreas dokusundaki beta (B) hiicrelerinden salgilanan insiilin
sekresyonunun ve/veya insiilinin aktivitesindeki yetersizlik sebebiyle meydana gelen kronik
metabolik bir hastaliktir. En belirgin 6zelligi, kronik hiperglisemi olup; karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmalarinda bozukluklara sebep olmaktadir (2,23-25).

Diabetes Mellitus Siniflandirmasi

Diyabet patolojisinin siniflandirmasi, Amerikan Diyabet Orgiitii tarafindan 2016
yilinda; tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, gestasyonel diyabet ve diger spesifik diyabet tipleri olmak
tizere 4 gruba ayrilnistir (1,26).

Tip 1 diyabet: Bu tip diyabet, insiilin bagimli veya juvenil baslangich diyabet olarak
da isimlendirilmektedir. Tip 1 diyabetli hastalar, tiim diyabetik hastalarin yaklasik %5-10’unu
olusturmaktadir. Pankreas dokusundaki [ hiicrelerinin, hiicre araciligit (T hiicre) ile
gerceklesen oto-immiin yikimi sonucu ortaya ¢ikar. Pankreastaki B hiicrelerinin yikim orani
degiskenlik gosterir. Ozellikle yetiskinlerde daha yavas, bebeklerde ve cocuklarda ise hizli
olmaktadir (1,26).



Tip 1 diyabetik hastalar, kalict olarak insiilinopeni tasirlar ve de ketoasidoza
egilimlidirler. Yetiskin hastalarda; yillarca ketoasidoza karst pankreatik B hiicreleri
fonksiyonlarini muhafaza edebilseler de; sonunda bu bireyler, hayatta kalabilmek i¢in insiiline
bagimli hale gelip, ketoasidoz riski tasirlar. Tip 1 diyabet tanisinin 6nemli belirtegleri
arasinda; Glutamik asit dekarboksilaz 65 (GADG65), tirozin fosfataz 1A-2 ve 1A-2B, ginko
transporter 8 (ZnT8) otoantikorlar1 bulunmaktadir (1,26).

Tip 2 diyabet: insiilin bagimli olmayan ya da yetiskin bireylerde baslangi¢c gdsteren
diyabet olarak isimlendirilmektedir. Diinyada en sik goriilen diyabet tipidir ve diyabet
hastalarinin yaklasik olarak %90-95’ini olusturur. Genellikle 40-45 yasindan sonra meydana
gelir ve yas arttikga goriilme olasiligi da artmaktadir. Tip 2 diyabet; insiilin direnci olan ve
genellikle insiilini yeterince salgilayamayan bireylerde goriiliir. Insiilin seviyeleri; normal ya
da normalden biraz fazla oldugundan, hayatlari boyunca insiilin tedavisine ihtiyaclari

olmayabilir (1,26,27).

Tip 2 diyabetik bireylerde ketoasidoz, nadiren spontan olarak goriilmektedir.
Genellikle bir baska hastaligin (enfeksiyon) stresine bagl olarak ortaya ¢ikar. Bu tip
diyabetik bireylerde hiperglisemi ¢ok yavas gelistiginden, yillarca diyabet tanisi konulmadan

yasamlarina devam ederler (26).

Gestasyonel diyabet: Bu tip diyabet; glukoz intoleransi olarak tanimlanmaktadir.
Toplumlara gore goriilme orani degismekle birlikte bu oran genel olarak %1 ile %14

arasindadir. 11k kez gebelik esnasinda goriilen diyabet tipidir (26,28).

Gestasyonel diyabetin goriilme sikligini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri, annenin
yasidir. Yapilan ¢alismalarda 25 yas ve {istli anne adaylarinin, bu tip diyabet i¢in daha fazla
risk tasidig1 gosterilmistir. Ayrica, ailede diyabet Oykiisii olmasi, obezite ve Onceki

gebeliklerde gestasyonel diyabet tanisi almasi da diger risk faktorleridir (26,28).

Diger nedenlere bagh spesifik diyabet tipleri: Pankreatik B hiicre fonksiyonlarinda
defektler, genetik bozukluklar, insiilin fonksiyonundaki bozukluklar, pankreas hastaliklari,
endokrin hastaliklar, ilag ve kimyasal maddelere maruz kalinmasi, ¢esitli enfeksiyonlar
sonucu meydana gelen diyabet tipidir. Diyabetik bireylerin yaklasik olarak %1’lik bir kismini
kapsar (1,26).



DENEYSEL DiYABET MODELLERIi VE STREPTOZOTOSIN

Hastaliklardan korunmak ve hastaligin neden oldugu komplikasyonlar1 arastirmak
amaciyla, hayvan modelleriyle yapilan ¢alismalar uzun bir tarihe sahiptir. ilk olarak von
Mering 1880°1i yillarda hipergliseminin olusumuna 151k tutmus ve Minkowski kopeklerde
pankreatektomi uygulayarak, hiperglisemi mekanizmasini agiklamis ve ardindan bu yontem,
sonraki yillarda Hence tarafindan sican ve farelerde de uygulanmistir. Marjorie ise 1920
yilinda pankreatektomi sonrasinda, insiilini izole etmeyi basarmis ve deneysel caligmalarda
onemli bir yol katetmistir. Banting ve Best ise 1921°de yaptiklar1 caligmalarinda, pankreas
dokusunda yer alan Langerhans adaciklarindan insiilinin salindigini ispat etmislerdir. Bu
calismalarin 15181nda cerrahi yontemler haricinde, B hiicrelerinde tahribat yaratmak kaydiyla

diyabet modelleri olusturulmaya baslanmistir (29,30).

Tarihsel siiregte deneysel diyabet modelleri olusturmak i¢in kullanilan kimyasal
ajanlar; streptozotosin (STZ), alloksan, rodentisid-Vacor, ¢inko selatorleri, diyet
nitrozaminleri olarak siralanabilirler. Bunlardan giinimizde en c¢ok tercih edilenleri,

streptozotosin ve alloksandir (29,30).

STZ, Streptomycetes achromogenes den elde edilmekte olup, hem tip 1 diyabette hem
de tip 2 diyabette model olusturmak amacli kullanilmaktadir. Diyabetojenik etkisinin yaninda,
antineoplastik, antibiyotik 6zellikleri de bulunmaktadir. Etki mekanizmasi; yapisinda mevcut
olan glukoz molekiillerinin, B hiicrelerinde bulunan glukoreseptorlere (GLUT?2) baglanmasi
ve hiicre igine girmesi ile baslamaktadir. STZ nin; pankreatik B hiicrelerinin, glukoza karsi
gosterdigi ilgiyi ortadan kaldirdig i¢in hiperglisemiye neden oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
STZ, B hiicrelerinin DNA’sina zarar verdiginden, kalict hasara neden olmaktadir. STZ nin
diyabetojenik etkilerine karsi, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ve poli ADP-riboz
polimeraz (PARP) inhibitorleri koruyucu olarak kullanilirlar (29,30).

Streptozotosin uygulandiktan sonra; ii¢ fazdan olusan, biyokimyasal bir degisim siireci

baslamaktadir. Bu fazlar;

Gegici hiperglisemi fazi: STZ enjekte edildikten, ortalama bir saat sonra baslayip,
yaklagik olarak 2-4 saat siiren, insiilin salgisinin durmasi ve karacigerde glikojen yikimindan

dolay1 ortaya ¢ikan fazdir.



Hipoglisemik faz: STZ enjeksiyonunu takiben, 4-8 saat sonra goriilmeye
baslamaktadir. Pankreatik [ hiicrelerinin nekrozu sonucunda, kanda asir1 dozda insiilinin
bulundugu faz olarak bilinmektedir. STZ uygulandiktan sonra ilk 24 saatlik donemde
gozlenen denek kayiplari, genellikle bu fazda gergeklesmektedir.

Kalict hiperglisemi fazi: STZ enjeksiyonundan 12-48 saat sonra ortaya ¢ikan fazdir. B
hiicre nekrozu sonucunda, kanda miktar1 artan insiilin kullanilir, sonrasinda insiilin miktari
diiser ve hiperglisemi tablosu meydana gelir. Bu fazin devamliligiyla, deneklerde diyabetin

semptom ve komplikasyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir (29,30).
TESTIS HISTOLOJiSI VE EMBRIYOLOJiSi

Testis; hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyonu olan bir dokudur. Ekzokrin
fonksiyonunu, sperm tiretimi yaparak, endokrin fonksiyonunu ise baslica testosteron iiretimi
yaparak gergeklestirmektedir. Erkekte esas tireme organidir ve skrotum denilen kesenin i¢inde
iki adet olarak bulunurlar. Yetigskin erkekte her bir testis, yanlardan basik oval sekilde olup,

4-5 cm uzunluga, 2,5-3 cm genislige ve 2- 2,5 cm derinlige sahiptir (31,32).

Epiblasttan kokenlenen primordial germ hiicreleri, primitif ¢izgi boyunca go¢ ederek
3. haftada umbilikal vezikiiliin (vitellus kesesi) allantoise yakin olan duvarindaki, endoderm
hiicreleri arasina yerlesirler. 4. haftada son bagirsagin dorsal mezenteri boyunca ameboid
hareketlerle ilerleyerek, gonadal kabartilara go¢ ederler ve 6. haftada gonadal kordonlara
katilirlar  (33,34). Spermatogonyumlar, primordiyal germ hiicrelerini olustururken;
mezodermden Sertoli, Leydig (interstisyel hiicreler) ve myoid (peritiibiiler kontraktil hiicreler)
hiicreler gelisirler (32,35,36).

Genetik olarak XY kromozomuna sahip embriyoda bulunan primordial germ hiicreleri,
Y kromozomu iizerinde bulunan cinsiyet belirleyici gen (SRY)’in transkripsiyon faktoriiniin
etkisiyle, testis belirleyici faktor (TDF) kodlanarak, primitif cinsiyet kordonlarini yani
medullar kordonlar1 olusturmak iizere prolifere olmaya devam ederler. Testikiiler tayin i¢in
gerekli olan bir bagka etken ise transkripsiyon diizenleyicisi olan SRY-box 9 (SOX9)’un
ekspresyonudur (33,34).

Testisler; viicut boslugu disinda bulunan skrotumun iginde, bir ¢ift olarak yer
almaktadir. Testislerin etrafi distan i¢eriye dogru sirasiyla; Tunica vajinalis, Tunica albuginea

ve Tunica vaskiilosa tabakalarindan olusan bir kapsiille gevrilidir. Tunica vajinalis; testislerin



abdominal kaviteden, skrotuma gog¢ ederken siiriikkledikleri periton tabakasidir. Bu tabaka
mezotel ile doseli olup, testisin anterolateral yiizeyinde bulunur. Tunica albuginea;
fibroelastik bag dokusu yapisindadir, testisin en kalin ve en belirgin tabakasidir. Bu tabaka,
testisin arka yiiziinde kalinlasip “mediyastinum testis” adi verilen yapiy1 olusturur. Kan ve
lenf damarlari, testise giris ve c¢ikista mediyastinum testis kismindan gegerler. Tunica
vaskiilosa ise kan damarlarindan zengin, gevsek bag dokusu karakterindedir. Kapsiilden
testisin i¢ine dogru ilerleyen ince bag doku uzantilari, testisi sayilar1 yaklasik 250 civarlarinda
olan lobiillere ayirir. Bu lobiillerin her birinde; sperm iiretiminin yapildigi, 1-4 adet “tubulus
seminiferous contortus (seminifer tiibiil)” bulunur. Seminifer tiibiillerin etrafininda ise;
Leydig (interstisyel) hiicreleri, kan damarlar1 ve sinir lifleri iceren gevsek bag dokusu yer alir
(32). Leydig hiicreleri; biiylik ve poligonal sekilli olup, interstisyel alanda bulunurlar.
Testosteron salgilayan bu hiicreler; graniilsiiz endoplazmik retikulum, tiibiilovezikiiler kristali
mitokondriyon ve lipid damlaciklar igerirler. Testosteron ise erkek fetusun gonadlarinin
gelisimi, sperm tiiretiminin baslamasi, aksesuar bezlerin sekresyona baglamasi, sekonder seks

karakterlerinin gelismesinden sorumludur (35,36).

Seminifer tiibiillerin her biri; 30-70 cm uzunlugunda ve 150-250 pm capindadir. Her
tiibiil, bazal membranini saran hafif kasilma 6zelligi gosteren “myoid hiicreler”den ve bazal
membran lizerine yerlesmis, ¢ok katli germinal epitelden olusur. Germinal epitel, temel olarak
Sertoli hiicreleri (sustantekular) ve spermatogenik seri hiicrelerinden meydana gelir
(32,35,36).

Sertoli hiicreleri; germinal epitel bazal membranina oturmus ve apikal kisimlari tiibiil
limenine kadar uzanan, prizmatik sekilli hiicrelerdir. Hiicre yapisi incelendiginde; tipik
olarak ticgen ya da oval sekilli niikleuslara, bol miktarda mitokondriye, 1yi gelismis Golgi
komplekslerine, graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulumlara ve lizozomlara sahip
oldugu gozlenir. Spermatogenik seri hiicrelerini destekleyen, besleyen ve koruyan Sertoli

hiicreleri, puberteden sonra boliinme yeteneklerini kaybederler (32,35,36).

Seminifer tiibil epitelini olusturan bir diger hiicre popiilasyonu, spermatogenik seri
hiicreleridir. Sertoli hiicreleri arasinda bulunan bu hiicreler, sirasiyla; bazal membran {izerine
oturan spermatogonyumlar, spermatositler (spermatosit I, spermatosit I1) ve spermatidlerdir.
Bu hiicrelerin  gelisimleri sonucunda olgun spermler meydana gelir. Bu siireg

“spermatogenez” olarak adlandirilir ve 3 farkli asamadan olusur (35,36).



Birinci faz; spermatogonyal faz olup, spermatogonyumlarin mitoz boliinme gegirerek,
prolifere olmasiyla baglar. Spermatogonyumlarin, niikleus ozelliklerine gore {i¢ tipi
tanimlanmistir. Tip A koyu spermatogonyumlar; bazofilik niikleusa sahip olup, bu hiicrelerin
spermatogonyumlar: olusturan kok hiicre oldugu disiiniilmektedir. Mitoz boliinme
gecirmesiyle ya kok hiicre olarak kalirlar ya da Tip A agik spermatogonyumlari olustururlar.
Tip A acik spermatogonyumlar; mitoz bdliinme gecirerek, Tip B spermatogonyumlara
dontgstirler. Tip B spermatogonyumlar ise; yuvarlak niikleusludurlar ve mitoz bdoliinme

gecirerek, “primer spermatositleri (spermatosit 1) meydana getirirler (32,35).

Spermatosit fazi; spermatosit 1’ler mayoz boliinmeye gegmeden 6nce, DNA’ larini iki
katina ¢ikartarak, 2n kromozom ve 4d DNA’ ya sahip olurlar. Birinci mayoz boliinmelerini
gecirdiklerinde; hem kromozom sayilari, hem de DNA miktarlar1 yariya diiser, n
kromozomlu 2d DNA’li “sekonder spermatosit (spermatosit Il)”leri olustururlar. Olusan
spermatosit II’ler; DNA’larim iki katina ¢ikartmaksizin, ikinci mayoz boliinmeye girerler ve

bolinme sonunda n kromozomlu, d DNA’l1 “spermatidleri” meydana getirirler (32,35).

Spermatid  fazda; spermatidler olgun sperm haline gelebilmek igin
“spermiyohistogenez” olarak adlandirilan bir degisim siirecine girerler. Bu degisim siireci 4

asamadan meydana gelmektedir;

Golgi donemi: PAS (+) reaksiyon veren, proakrozomal graniillerin biriktigi ve ¢ok
sayida Golgi kompleksinin bulundugu bu donemde; proakrozomal graniiller, akrozomal
vezikiillerle birleserek, gelisen sperm hiicresinin 6n kutbunu belirler. Ayrica bu donemde
sentriyoller, akrozomun tersi yoniinde hareket ederek, sperm kuyrugunun aksonemini

olusturmaya baglarlar.

Kep (Sapka) donemi: Niikleusun 6n boliimiinii akrozomal vezikiil kaplamis olup,
niikleus membraninin bu yone bakan kismindaki membran kalinlasmis ve porlart yok

olmustur.

Akrozomal donem: Spermin basi, Sertoli sitoplazmasinin i¢ine gomiiliidiir ve spermin
kuyrugu, tiibiil liimeninde belirmeye baslar. Niikleus eliptik bir sekil alir ve akrozom, plazma
membranin apikal ylizeyine iyice yaklasir. Sitoplazma i¢inde bulunan mikrotiibiiller,
akrozomdan baslayip, spermatidin arka kutbuna dogru ilerleyerek, manset (silindirik kilif) ad1

verilen yapiy1 olustururlar.



Olgunlasma doénemi: Spermatidlerin fazla sitoplazmalari bogumlanip, kopar ve bu
artik sitoplazma, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Ayrica bu donemde,
spermatidlerin birbirleriyle olan baglantilar1 kaybolur ve Sertoli hiicreleriyle olan
baglantilarida yikilir (spermiasyon) ve olgun spermlerin seminifer tiibiilii liimenine diistiigi
gozlenir (32,35,36).

INSULIN BENZERI FAKTOR 3 (INSL3)

Leydig hiicre fonksiyonunun bir gostergesi olan testosteron diizeylerinin yani sira, son
yillarda INSL3; yeni bir biyobelirteg olarak dikkat ¢ekmektedir (37-41). INSL3; yetiskin
erkeklerde, Leydig hiicrelerinin fonksiyonel kapasitesi hakkinda bilgi veren 6nemli bir
parametredir. Saglikli erkek bireylerin yaslart ilerledik¢e, INSL3 diizeylerinde azalma
meydana gelmektedir (39).

Hipofizden salinan, luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormon (FSH),
testis dokusundaki belirli hiicreler lizerine etki gostermektedirler (Sekil 1). LH etkisi ile
Leydig hiicrelerinin, testosteron sentezi indiiklenmektedir. Testosteron ise, testis dokusu

icinde otokrin regiilator, komsu Sertoli hiicrelerinde ise parakrin faktor gibi davranmaktadir

(40).

Pituitary
- —— L 3 —_—
1 1
1 I
1 1
1 I
1 1
r Pl EsHf 1 1nhE
1 1
- 1 -
1 1
1 1
1 1
I 1
1 1
[ ]
-~ "
Testis

Sekil 1. Hipofiz-testis ekseni (40).

Leydig hiicreleri ayn1 zamanda, INSL3 salgilamaktadir. INSL3, insiilin relaksin
ailesinin bir tiyesidir (38). Pek ¢ok memeli tiiriiniin testislerinde, fazla miktarda salgilanan bir
transkript dizisi olarak kesfedilmistir (39). Varligi ve etkileri 1990’11 yillarda kesfedilen
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INSL3’iin, gubernakiiler bityimedeki transabdominal fazda 6nemli diizenleyici gorevi vardir.
INSL3’iin reseptorii; relaksin ailesi peptid reseptor 2 olarak bilinir (LGR8). INSL3 geninde
meydana gelen mutasyonlarin, kriptorsidizme (inmemis testis) yol ag¢tigi bilinmektedir.
Prenatal donemdeki testikiiler inisin, ilk fazinda olduk¢a etkendir. Erkek bebeklerde
kriptorsidizm ile ilgili olarak, INSL3 diizeyleri dnem tasimaktadir. Ayrica INSL3, ndral

gelisim ile ilgili genlerin ekspresyonunu da etkilemektedir (42).

ARI SUTU

Ik kez 1623 yilinda, sadece kralice ar1 igin iiretildigi ve arilardan elde edilen iiriinler
arasinda (Sekil 2), en zengin besin maddesi olarak kesfedilmistir. ingilizce’de 6nce krallara
0zgl anlaminda “Gelatine Reale” adi kullanilmis olsa da, daha sonra ise “Royal Jelly-Ari

stitti” ad1 verilmistir (43).

Sekil 2. Bal petegi icine salgilanan ar siitii (44).

An Siitiiniin Tanim

Geng isci (5-15 giinliik yastaki) arilarin, hipofaringeal ve mandibular bezlerinden
sekrete edilen bir triindir. Kralice ar1 ve is¢i ar1 arasindaki farklilasma, larval donem
siiresince yapilan beslenmeyle iliskilidir. Dollenmis ar1 yumurtalarinin tamamu, ilk dort giin
boyunca, ar siitiiyle beslenir ve tiimiinden kralige ar1 gelisebilir. Ancak, sadece larval gelisim

déneminin tamaminda ar1 siitii ile beslenenlerden, kralice ar1 olusmaktadir (45). Bu beslenme
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durumundan dolayi, kralice ar1 ile is¢i arilar, arasinda bir¢cok acidan onemli farkliliklar

gozlenmektedir. Bunlar:

Morfolojik gelisimleri: Ar siitii ile beslenerek, larval donemlerini tamamlayan
kralice arilarin, lireme organlar1 iyi gelisirken; is¢i arilarin, kovanda yapilan islerle ilgili
olarak polen sepeti, mandibulalari, kulucka salg1 bezi ve balmumu salg1 bezleri gibi organlari

iyi geligmistir.

Yasam siireleri: Kralice arilar birkag yil yasayabilirken, isci arilar sadece birkag ay
yasayabilirler. Ayrica larval donemlerindeki yasam siireleri de, birbirinden farklilik
gostermektedir; kralice arilarin bu donemi 15,5 giin iken, is¢i arilar 21 giinde bu asamay1

tamamlamaktadir.

Davramis farklari: Kralice arilar; giinde birka¢ bin adet yumurta birakirlarken, isci
arilar ara sira yumurta birakirlar. Kralige arilar kovanla ilgi aktivitelere katilmazken, is¢i arilar

kovan ile ilgili ortak faaliyetlere katilirlar (46).
An Siitiiniin Fiziksel Ozellikleri

A siitii; beyazimsi, kemik renginde olup, zamanla sarimtirak renge doniisen, homojen
karaktere sahip ve kremsi kivamdadir. Kendine has kokusuyla, yakici-eksimsi bir lezzete,
yaklasik 1,1 g / cm® ozgiil agirhiga (yogunluk) sahiptir ve su da kolaylikla ¢oziinebilen
karakterdedir (46,47).

Ar siitlinii saklanma kosullar1 degistiginde, fiziksel 6zelliklerinde de degisim olabilir.
Mesela 5 °C'de saklanan art siitiindeki renk ve viskozite, oda sicakliginda saklanan ari

stitiinden farklidir. Ancak -40 °C'de saklanan ar1 siitiinde, degisim gozlenmemistir (48).
An Siitiiniin Kimyasal Ozellikleri

An siitiiniin temel bilesenlerini; su, proteinler, karbonhidratlar, yaglar, vitaminler ve
mineraller olusturmaktadir. Bu maddelerin ar1 siitinde bulunma oranlarn ise; % 60-70
oraninda su, % 12-15 oraninda protein, % 10-12 oraninda karbonhidrat, % 3-7 oraninda lipid,
% 0,5-2 oraninda esansiyal aminoasitler, % 0,8-4 oraninda tanimlanamayan maddeler
bulunmaktadir (14,15,45). iginde barindirdig1 biyolojik aktiviteye sahip vitaminlere; tiamin,
niasin, riboflavin gibi pek ¢cok 6rnek verilebilir (49,50). Ayrica ari siitiiniin iginde; kalsiyum,

potasyum, sodyum, demir gibi mineraller bulunmaktadir (50).
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Arn siitiiniin temel bilesenlerinden olan 10-hidroksi-2-dekenoik asit (10 HDA), ar
stitiiniin kalitesini belirleyen bir yag asididir (Sekil 3). Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE)’ne
gore art siitiinde, en az % 1,40 oraninda 10-HDA bulunmalidir (51).

OH
HOWW\C’
|

0

Sekil 3. 10-HDA kimyasal yapisi (52).

A siittinde bulunan 10-hidroksi-2-dekenoik asit; Micrococcus pyogenes, Escherichia

coli gibi pek ¢ok bakteriye ve mantara kars: antibiyotik aktivite sergilemektedir (53,54).
An Siitiiniin Fertilite Uzerine Etkileri

Abdelhafiz ve Muhamad’in (55) 2008 yilinda yaptiklari g¢alismada; erkeklerde
astenozoospermiye (ileri hizli sperm oraninin referans degerinin altinda olmasi) bagh
infertilitede, bal ve ar1 siitiinlin tedavi edici olumlu etkileri arastirilmistir. Ar1 siitiiniin erkek
bireylerde, sperm sayisini arttirdigi yoniindeki bulgular, Karacal ve ark. (56)’nin 2006 yilinda

yaptiklar1 ¢alisma ile de benzerlik gostermektedir.

Hassan (57)’mn 2009 yilinda yaptigi1 c¢alismada, erkek ratlara 1 g/kg ar1 siitii
uygulanmasiyla; testesteron diizeyi, sperm sayisi/canli sperm oranmnin anlamli derecede
arttigi, sperm anormali yiizdesinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu

belirtilmistir.

Elnagar (58) ise erkek tavsanlarda sicaklik stresine bagli infertiliteyi Onlemek
amaciyla ar siitiinii kullanilmistir. Degisik dozlarda (200, 400, 800 mg/kg) art siitii verilen
tavsanlar ile olusturulan gruplarda; kontrol grubuna gére, sperm motiliteleri, ejekulat hacmi,
sperma konsantrasyonu, seminal plazmanin igerdigi fruktoz orani ve testesteron diizeylerinin
artigy ileri siiriilmistiir. 200, 400, 800 mg/kg art siitii verilen gruplarda sirasiyla, anormal
spermlerin %24, %24, %15 ve o6li spermlerin %27, %25, %17 oranlarinda oldugu, yani
istatistiksel anlamlilikla, bu degerlerde ar1 siitiiniin azaltict yonde etkili oldugunu

gostermislerdir.
12



Karaca ve ark. (8); diyabetik si¢anlara 400 mg/kg/giin dozda ar1 siitii verdikleri
caligmada; diyabet grubuna gore, deneysel diyabet olusturulduktan sonra ar1 siitii verilen
grupta, deneklerin viicut, testis agirliklart ve serum testosteron diizeylerinin anlamli artig

gosterdigini ileri stirmiiglerdir.

Ghanbari ve ark. (14) ise diyabetik siganlara 6 hafta siiresince 100 mg/kg dozda ar1
stitli uygulanmasinin; testikiiler agirhigi, sperm say1r ve motilitesini, sperm canliligini ve

testosteron diizeylerini arttirdigini tespit etmislerdir.

13



GEREC VE YONTEMLER

Calismanmiz Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na sunulmus ve
2016.07.04 nolu karar ile onay alinmistir (Ek 1). Etik kurul onayinin ardindan, Trakya
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne (BAP) maddi destek icin bagvurulmus ve

2016/167 no’lu proje olarak desteklenmesine karar verilmistir.

Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nden, 3 aylik, agirhiklar1 280-
340 gr arasinda degisen 30 adet Wistar albino erkek si¢an temin edilmistir. Biyolojik ve
fizyolojik olarak ayni 6zelliklere sahip olan deneklerimiz; deney siiresince, stabil laboratuvar
kosullari altinda tutulmus (2241 °C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda), giinliik
icme suyu ile birlikte ham %?21 protein igeren pelet yemlerle (Purina, Bursa, Tiirkiye)

beslenmistir.
Deneklerimizden;

1. Grup: Kontrol grubu; sitrat tamponu (pH’s1 4,2 olan; 0,1M’lik) intraperitoneal +
steril su, intragastrik verilen grup (n=6),

2. Grup: Diyabet grubu; 50 mg/kg STZ tek doz, intraperitoneal (sitrat tamponunda
¢ozilerek) verilen grup (n=8),

3. Grup: 50 mg/kg STZ tek doz, intraperitoneal + 400 mg/kg/giin intragastrik ar1 siitii
(steril suda seyreltilerek, diyabet olusturulduktan sonra, 4 hafta boyunca) verilen

grup (n=6) olmak iizere {i¢ farkli grup olusturulmustur.
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Diyabet olusturmak i¢in kullandigimiz STZ (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya)’nin
stabilitesini korudugu ve iyi ¢6ziindiigii bir soliisyon olan sitrat tamponu, Steril enjeksiyonluk
su ile hazirladiktan sonra pH’1 4.2’ye ayarlanmistir. STZ, sitrat tamponunda ¢oziildiikten

hemen sonra deneklere uygulanmastir.

Deneklerin kuyruk veninden aliman kan orneklerinden, kan glukoz diizeylerine;
baslangicta, STZ verilmesini takiben model olusumunu gézlemek i¢in 48 saat sonra ve deney
sonuna kadar her hafta glukometre (IME-DC, Hof, Almanya) ile bakilmistir. STZ
uygulandiktan sonra, kan glukoz degerleri 250 mg/dI’nin tizerinde olan denekler, “diyabetik”
olarak kabul edilmislerdir. Viicut agirliklar1 ise deneyin baslangicindan, sonuna kadar her

hafta ol¢iilmiistiir.

Tiim deneklerin, planlanan bir aylik deney siiresinin sonunda, ketasol (Ricterpharma,
Viyana, Avusturya) ve basilazin (Rompun, Istanbul, Tiirkiye) anestezisi altinda, sag ve sol
testis dokular1 total olarak ¢ikarilmis, agirliklart oOlciildiikten sonra, 151k mikroskobik ve

immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in islemlendirilmistir.
ISIK MiKROSKOBIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMELER

Isik mikroskobik rutin boyamalar ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in; testis doku
ornekleri, %10’luk formaldehitle fikse edildikten sonra, dokular yikanarak, dehidratasyon
islemine gecilmistir. Dehidratasyon asamasindan sonra, saydamlastirma basamagi ig¢in
dokular, toluol (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) ile muamele edilmis, 6nce yumusak
parafin (Merck Millipore) ve sonrasinda sert parafine (Merck Millipore) alinarak, parafin
bloklar elde edilmistir. Dokulardan histolojik ve morfometrik analizler i¢in alinan 5 pm
kalimligindaki  kesitlere, testisin  histolojik  yap1  Ozelliklerini  ortaya koyacak
hematoksilent+eozin (H+E) boyasi uygulanmistir. Entellan ile kapatilarak, daimi preparat
haline getirildikten sonra, Olympus BX-51 mikroskobunda incelenerek, farkli biiyiitmelerde

fotograflar1 ¢ekilmistir.

In situ DNA ug isaretleme metodu- terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick end
labeling (TUNEL) tekniginin uygulanmasi ve immiinreaktivitelerinin degerlendirilebilmesi
icin; 5 um kalinhgindaki testis kesitleri, poli-L-lisin kapli lamlara alinmis ve tiretici firmanin

onerileri dogrultusunda immiinohistokimyasal islemler uygulanmistir.
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Hematoksilen+Eozin Boyama Prosediirii

Parafin bloklardan aldigimiz 5 um kalinligindaki kesitler, parafini uzaklagtirmak i¢in 30
dk. boyunca toluol ile muamele edildikten sonra, sirasiyla %100, %96, %90, %70’lik alkol
serilerinden gecirip suya indirilmistir. Kesitlere, 10 dk. boyunca Mayer’s hematoksilen
(Merck Millipore) boyas1 uygulanmis, morartma islemi i¢in akan ¢esme suyu altinda 10 dk.
bekletilmislerdir. Daha sonra sitoplazma boyamasi i¢in Eozin (Merck Millipore) boyasinda 1
dk. muamele edilmislerdir. Dehidratasyon islemi i¢in; artan derecelerdeki alkol serilerinde
(%70, 90, 96, 100) gegirilen kesitler, sonrasinda 30 dk. toluol ile muamele edilmis ve entellan

(MerckMillipore) ile daimi preparat haline getirilmislerdir.
TUNEL Prosediirii

Bu calismada, apoptozisin belirlenmesi amaciyla TUNEL tekniginden yararlanilmistir.
Bu amagla; 5 um kalinliginda alinan kesitler, bir gece 37°C’lik etiivde bekletilmis ve ardindan
oda 1sisinda 5 dk sogumaya birakilmigtir. Deparafinizasyon islemi i¢in toluol ve
dehidratasyon islemi icin alkol serilerinden gecirilen kesitler, daha sonra fosfat tampon
solisyonu (PBS; pH 7.4, Invitrogen, Californiya, ABD) ile yikanmistir. Proteinlerin
sindirilmesi i¢in, proteinaz K soliisyonu (Merck Millipore) ile muamele edilen kesitler,
ardindan distile sudan gegirilmistir. Bundan sonraki asamalar iiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda, ApopTaq Plus Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon SA.
Merck Millipore) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kisaca; endojen peroksidazlarin bloke
edilmesi i¢in kesitler, %3’liikk H,O,’e alinmis ve daha sonra kesitler dengeleme tamponu ile
oda 1sisinda 30 dk. bekletilmis, ardindan sirasiyla terminal deoksiniikleotidil transferaz (Tdt)
enzimi, durdurma/yikama tamponu ve anti-digoxigenin peroksidaz ile muamele edildikten
sonra, 3,3'-diaminobenzidine tetrahidroklorid dihidrate (DAB) kullanilarak kromojenize
edilen kesitlere, hematoksilen zit boyamasi uygulanmistir. Yiikselen alkol serilerinden ve
toluolden gegirilen kesitler, entellan (Merck Millipore) yardimu ile kapatilarak, daimi preparat

haline getirilmiglerdir.
Immiinohistokimya Prosediirii

Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve insiilin benzeri peptid-3 (INSL3)
antikorlariin  aktivitelerini immiinohistokimyasal olarak degerlendirmek i¢in; Spum
kalinligindaki parafin kesitler, poli-L-lisin kapli lamlara almip 56°C’de bir gece bekletilmis ve

deparafinizasyon isleminden sonra, azalan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edilmistir.
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Antijen geri kazanimi islemi icin kesitler, 6zel salelere alinip pH=6.0 olan sitrat buffer
sollisyonu ile mikrodalga firinda (Vestel, 1550) maksimum konumunda 4 kez 5’er dakika
inkiibe edilmistir. Oda 1si1sinda sogutulan kesitler, sonra pH 7,2-7,4 olan 0,01M’lik phosphate
buffer saline (PBS)’de 3 kez 5’er dakika yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke
etmek i¢in su ile hazirlanan %3’lik H,O; (hidrojen peroksid) soliisyonu iginde 5 dakika
bekletilmis, PBS ile 3 kez 5’er dakika tekrar yikanmistir. Ozgiil olmayan antikor
baglanmalarini bloklamak tizere kesitlere %1°lik preimmiin rabbit serum (Ultra V Block,
LabVision, TA-015-UB, ABD) 5 dakika siireyle uygulanmasmin ardindan, bu serum
uzaklastirllmig, antikor diliie etme soliisyonuyla (Invitrogen) hazirlanan tavsan monoklonal
PCNA antikoru (1/16.000 dilusyonda, oda 1sisinda 1 saat, Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, ABD) ve tavsan poliklonal INSL3 antikorlarinda (1/500 dilusyonda, gece
boyunca +4°C Novus Biologicals, Kolorado, ABD) inkiibe edilmislerdir. Negatif kontrol
kesitleri, primer antikor yerine PBS ile muamele edilmistir. Tiim kesitler bu asamadan sonra,
primer antikorun tiretildigi tlire karsi olan biyotinlenmis sekonder antikorda (Invitrogen) 10’ar
dakika ve son olarak HRP-streptavidin (Invitrogen) ile oda 1sisinda muamele edilmislerdir.
DAB (Invitrogen) ile kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen ile zit boyama yapilmis ve
entellanla kapatilmiglardir. Hazirlanan preparatlar BX-51 Olympus marka arastirma

mikroskobunda incelenerek, fotograflari ¢ekilmistir.
HUCRE SAYIMI VE iSTATISTIKSEL ANALIiZLER

Hazirladigimiz preparatlardan H+E boyas: uygulananlar kullanarak, tim deneklerin
testis doku orneklerinde seminifer tiibiil ¢aplarinin 6l¢iimii; X200’lik biiylitmede, okiiler
mikrometreyle yuvarlak veya yuvarlaga yakin, her preparatta rastgele secilen 10 tiibiiliin

enine kesiti alinarak gergeklestirilmistir.

TUNEL teknigi uygulanan her bir testis kesitinde yer alan, ortalama 100 seminifer
tiibiilde; en az 3 ve daha fazla apoptotik hiicre bulunduran seminifer tiibiiller sayilarak
“apoptotik tiibiil indeksi” ve seminifer tiibiillerde yer alan ortalama 1000 hiicredeki (3 veya 4

seminifer tiibiil), apoptotik hiicreler sayilarak da “apoptotik hiicre indeksi” hesaplanmustir.

Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) uygulanan preparatlarda; ortalama 1000 adet
hiicrede (3 veya 4 seminifer tiibiil), PCNA ile pozitif reaksiyon verenleri sayilarak,

proliferasyon indeksi hesaplanmistir.
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INSL3 preparatlarinin skorlamasi ise; her bir testis kesitinde 10 farkli Interstisyel
sahanin mm? olarak 6l¢iimii yapilmis, bu alanlardaki pozitif reaksiyon veren hiicreler sayilmis

ve 1 mm?alandaki hiicre sayis1 hesaplanarak, skorlama tamamlanmstir.

Istatistiksel analizler; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim
Anabilim Dalinda SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi kullanilarak yapilmis ve
sonuglar Ortalama + Standart Sapma olarak gosterilmistir. Niceliksel verilerin normal
dagilima uygunlugu, tek 6rneklem Kolmogorov Smirnov testi ile incelenmistir. Gruplarin
normal dagilan niceliksel degerlerinin karsilastirilmasinda ise tek yonli ANOVA testi
kullanilmistir. Gruplar arasi farki ortaya koymak i¢in, grup varyanslarinin homojen olmasi
durumunda Tukey, heterojen olmasi durumunda Tamhane ¢oklu karsilagtirma testi
kullanilmistir. Gruplardaki baslangic ve deney sonu; agirlik ve kan glukoz degisimlerinin

karsilastirilmasinda eslestirilmis t testi kullanilmistir.
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BULGULAR

KAN GLUKOZ, TESTOSTERON DUZEYI VE AGIRLIK BULGULARI

Kontrol, diyabet ve ari siitii gruplarinin; kan glukoz diizeyleri, deneye baslamadan 6nce
ve deney siiresince her hafta kayit edilmistir. STZ verildikten sonraki 48. saatte, kan glukoz
diizeyleri yeniden 6lglilmiis ve 250 mg/dl’nin {izerinde olan tiim denekler, diyabetik olarak
kabul edilmislerdir ve deney siiresince, kan glukoz diizeyleri bu sekilde izlenmistir. Ayrica
deneklerin viicut agirliklari, deneyin baslangicinda ve sonrasinda her hafta dl¢tilmiistiir. Testis
agirliklar1 ise deneyin sonunda alinmistir. Elde edilen veriler, Tablo 1 ve Tablo 2’de

verilmistir.

Denekler sakrifiye edilmeden hemen once odlgiilen kan glukoz degerleri; diyabet grubu
ve ari siitii grubunda, kontrol grubundaki deneklere gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikselmistir (P<0.001; Tablo 1). Ayrica; diyabet ve ar1 siitii gruplart arasinda son kan glukoz
degeri anlamli olarak artis gostermistir (P=0.002; Tablo 1).

Deneklerin kan ornekleri; kardiyak ponksiyon ile alinmis, santrifiij edilerek serumlar:
elde edilmistir. Kan serumlarinda testosteron diizeylerine bakilmig ve ortaya ¢ikan istatistiksel
sonuglara gore; diyabet grubu ve ari siitii gruplarindaki deneklerin, kontrol grubundaki
deneklere gore testosteron diizeylerinin anlamli olarak azaldigi (P=0.002; Tablo 1)
gozlenirken, ar1 siitii ve diyabet grubu deneklerinin testosteron diizeyleri arasinda anlamli bir

fark bulunmamistir (P=0.686; Tablo 1).
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Tablo 1. Kan glukoz ve testosteron diizeyi degerleri

Kontrol Diyabet Grubu An Siitii Gruplar Arasi
Grubu (n=6) (n=8) Grubu (n=6) P
IIk kan glukoz | 105.83 £8.280 | 94.00 + 3.464 97.33 £4.131
degeri (mg/dl) (99-120) (90-99) (93-102)
Son kan glukoz | 108.67 £6.154 | 501.00 +22.984 | 544.67 + 23.712
degeri (mg/dl) (101-116) (456-525) (522-586)
P <0.001* <0.001* <0.001
0.0021
Testosteron 143.13+£38.277 34.08+7.815 39.46+10.540
Diizeyi (ng/ml) | (88.24-202.88) | (22.43-47.03) (31.98-60.43)
P 0.002* 0.002* <0.001
0.686"

. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, T Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul

edilmistir.

Gruplar olusturulurken denekler rastgele gruplanmasina ragmen; kontrol, diyabet ve ar1

stiti gruplar1 arasinda ilk agirlik verileri incelendiginde, istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamustir. Sakrifikasyon oncesinde 6lgiilen, son agirliklarinin ise diyabet ve ar1

stitii gruplarinda, kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir (P<0.001 ve

P=0.002; Tablo 2). Diyabet grubu ve ar siitii gruplarinin son agirlik verilerine bakildiginda,
anlaml bir farklilik bulunmamugtir (P=0.255; Tablo 2).

Tablo 2. Viicut ve testis agirhk degerleri

Kontrol Grubu | Diyabet Grubu | An Siitii Grubu | Gruplar Arasi
(n=6) (n=8) (n=6) P
Ik agirhk 314.50 £20.560 | 305.63+15.547 | 307.83 +£13.615
(gn) (290-340) (280-325) (286-323)
0.596* 0.771* 0.613
0.967t
Son agirhik 328.50 + 18.163 21488 £4.518 | 243.83 +£34.284
(gr) (306-351) (209-221) (205-293)
<0.001* 0.002* <0.001
0.255%
Testis agirhk 1.35+0.120 1.16 £ 0.084 1.33+£0.151
(gr) (1.23-1.56) (1.03-1.27) (1.11-1.47)
0.018* 0.904* 0.012
0.044t

“: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, T, Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul

edilmistir.
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Sakrifiye edilen deneklerin testis agirliklar1 Olgilildiigiinde ise diyabet grubu
deneklerinde, kontrol grubundaki deneklere gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
tespit edilmistir (P=0.018; Tablo 2). Ar siitii grubu ve kontrol grubu testis agirliklar: arasinda
bir farklilik bulunmazken (P=0.904; Tablo 2), ar1 siitii ve diyabet grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptanmistir (P=0.044; Tablo 2).

MORFOMETRIK BULGULAR

Kontrol, diyabet ve ar1 siitii grubu deneklerinin seminifer tiibiil ¢aplar1 incelendiginde;
diyabet ve ar1 siitii grubu deneklerinin seminifer tiibiil ¢aplari, kontrol grubu deneklerinin
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (sirasiyla P<0.001, P<0.001;
Tablo 3). Ayrica; ar siitii grubunun, diyabet grubuna gore seminifer tiibiil ¢aplar1 anlaml

olarak artis gostermistir (P<0.001; Tablo 3).

Deneklerin testis uzunluk olgtimleri karsilastirildiginda; testis uzunluklarinin diyabet
grubunda, kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldig: tespit edilmistir (P=0.003; Tablo

3). Ancak ari siitii grubu testis uzunluk 6lg¢iileri, kontrol grubuna gore farklilik géstermemistir
(P=0.596; Tablo 3).

Tablo 3. Seminifer tiibiil capi, testis uzunluk ve genislik degerleri

Kontrol Grubu | Diyabet Grubu | An Siitii Grubu | Gruplar Arasi
(n=6) (n=8) (n=6) P
Seminifer 316.00 + 3.688 254.63 £ 1.996 290.67 + 3.983
tiibiil capa (311-321) (252-258) (286-298)
(nm)
P <0.001* <0.001* <0.001
<0.001"
Testis 1.85+0.084 1.73 £0.046 1.82 £0.041
Uzunlugu (1.8-2.0) (1.7-1.8) (1.8-1.9)
(cm)
P 0.003* 0.596* 0.003
0.026"
Testis 1.10 +0.894 0.83+0.116 0.75+0.055
Genisligi (cm) (1.0-1.2) (0.7-1.0) (0.7-0.8)
P <0.001* <0.001* <0.001
0.326"

“: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, T Diyabet grubu ile karsilagtirildiginda, P<0.05 anlamhi kabul

edilmistir.
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Testis genislikleri karsilastirildiginda ise; diyabet ve art siitii gruplari, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterirken (P<0.001; Tablo 3), kendi aralarinda

karsilastirildiginda anlamli bir degisim gézlenmemistir (P=0.326; Tablo 3).

MORFOLOJIiK BULGULAR

Kontrol Grubuna Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubu deneklerinden alinan 5pum kalinligindaki testis dokusu kesitleri, rutin
H+E boyasi ile boyanip incelendiginde; seminifer tiibiilleri déseyen epitelde organizasyon
biitiinliigl izlenmistir (Sekil 4,5).

Seminifer tiibiillerde bazal membranin hemen {izerine, spermatogonyumlar ve Sertoli
hiicreleri yerlesmistir. Spermatogonyumlarin iizerinde konumlanmis olan spermatosit-I’ler ise
belirgin niikleuslari, genis sitoplazmalari ve en biiyiik ¢apa sahip olmalariyla, spermatogenik
seri hiicreleri arasindan Kolaylikla ayirt edilmektedir. Spermatosit-II’ler ise ¢ok sik
goriilememekle birlikte, spermatosit-I’lerin hemen tizerinde konumlanmaktadir. Spermatidler;
liimene yakin yerlesmis olup, koyu boyanmis niikleuslariyla, ge¢ spermatidler; liimene bakan
kuyruklariyla izlenirken, spermler; uzun, ig seklindeki niikleuslar: ile limende izlenmektedir
(Sekil 4,5).

Seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel bag dokuda yeralan Leydig hiicreleri, H+E
boyanmis kesitlerde genellikle poligonal sekilleri, eosinofilik boyanmis sitoplazmalari,
yuvarlaga yakin niikleuslari, kan damarlar1 etraflarindaki yerlesimleri ile diger hiicrelerden

rahatlikla ayirt edilebilmektedir (Sekil 4).

Kontrol grubuna ait deneklerden alinan kesitlerin 151k mikroskobik bulgular

incelendiginde normal bir testis doku organizasyonu sergiledigi goriilmektedir (Sekil 4,5).
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Sekil 4. Kontrol grubu deneklerinden ahmnan testis dokusu kesitlerinde; seminifer
tiibiiller(*), bazal membran (Bm), Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlar
(Sg), spermatosit-1 (St1), spermatid (Sd), Leydig hiicresi (Ly), kan kapilleri
(K) ve spermler (S) gozlenmektedir. H+E, X200.

Sekil 5.  Kontrol grubuna ait bu fotomikrograftaki seminifer tiibiilde; bazal membran
(Bm), Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (Stl),
spermatid (Sd) ve spermler (S) gozlenmektedir. H+E, X400.
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Diyabet Grubuna Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Diyabet grubu deneklerinden alinan 5um kalinligindaki, H+E boyasi uygulanan, testis
doku Kesitlerinde; seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda ondiilasyonlar dikkati
¢ekmektedir (Sekil 6-9). Caplarinin, kontrole gore anlamli derecede azalmis (P<0.001; Tablo
3) oldugunu tespit ettigimiz seminifer tiibiillerin ¢cogunda, sekil bozukluklari izlenmistir. Bazi
seminifer tiibiil limenlerinde, olgunlagmasini tamamlayamadan dokiilen spermatogenik seri
hiicrelerinin varlig1 ve spermatogenezin kesintiye ugramasi dikkati ¢ekmistir (Sekil 7).
Ayrica, seminifer tlibiilliin bazal membrani ile germinal epitel arasinda, kontrol grubunda
gozlenmeyen ayrismalar bulunmaktadir (Sekil 8).

Germinal epitelde bulunan bazi hiicreler arasinda, yer yer genis vakuollerin olustugu
gozlenmektedir (Sekil 6,8). Seminifer tiibiillerin; normal sekil, biiyiikliik ve yapisindan farkli
olmasi sebebiyle, etrafini ¢evreleyen interstisyel bag dokuda da kalinlagsmalarin meydana
geldigi dikkat ¢ekmistir (Sekil 7,8).

Seminifer tiibiillerde; germinal hiicrelerinin diziliminde bozulma, hiicre kayiplar1 ve
organizasyon biitiinliigiinde bozukluklar gozlenmistir (Sekil 6-9). Sertoli hiicreleri ve
spermatogonyum  ve  spermatosit-I’lerden  olusan  seminifer tiibiillerle  birlikte;
spermatogonyum, spermatosit-I, spermatid ve sperm bulunduran tiibiiller de bulunmaktadir

(Sekil 6-8). Ayrica baz1 seminifer tiibiillerde dev hiicre gelisimi de izlenmistir (Sekil 6,9).
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kiiciilen seminifer tiibiillerde ise; bazal membranlarda ondiilasyonlar (—),
germinal seri hiicrelerinde vakuolizasyonlar (V) ve dev hiicre gelisimi (»)
goze carpmaktadir. H+E, X200.
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Sekil 7. Diyabet grubu mikrografinda; seminifer tiibiill (*) ve spermatogenik seri
hiicrelerinde diizensizlik (—) dikkati cekmektedir. H+E, x200.
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Sekil 8. Diyabet grubuna ait fotomikrografta; Tunica albuginea (Ta), germinal seri
hiicrelerinde vakuolizasyonlar (V) ve bazal membran ile spermatogenik seri
hiicreleri arasindaki ayrismalar (—) goze ¢arpmaktadir. H+E, X400.
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Sekil 9. Diyabet grubuna ait fotomikrografta; seminifer tiibiillerde dev hiicre gelisimi
(™) ve bazal membranda ondiilasyonlar (—) goze ¢arpmaktadir. H+E, X400.

An Siitii Grubuna Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Diyabet olusturulduktan hemen sonra, ar1 siitii uygulanmaya baslanan bu gruba ait testis
doku Kkesitleri incelendiginde; kontrol grubuna gore, tiibiil caplarinin istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldigi (P<0.001; Tablo 3) gozlenmesine ragmen, diyabet grubunun tiibiil
caplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis (P<0.001; Tablo 3) oldugu dikkat
¢ekmektedir.

Seminifer tiibiilin bazal membranindan, tiibiil limenine dogru siras1 ile
spermatogonyumlar, spermatosit I’ler, spermatosit II’ler, erken ve ge¢ spermatidler ile tiibiil
limeninde spermlerin yer aldigi normal histolojik yapida izlenen tiibiillerde, diyabet grubuna

gore bazal membran ondiilasyonlarinin azalmis oldugu, gézlenmektedir (Sekil 10-13).

Bazi seminifer tiibiillerde; az sayida spermatid ve spermlerin gozlendigi ya da
spermlerin hi¢ bulunmadigi da izlenmistir. Germinal seri hiicrelerinde ise sitoplazmik
kayiplar, vakuolizasyonlar gézlemlenmistir (Sekil 11-13). Ayrica, seminifer epitel ile bazal

membran arasinda ayrigsmalarin bulunmasi dikkati ¢ekmektedir (Sekil 10,11).

26



H+E,

; 2% e & 3 %@%ﬂﬂ OLI.-
»ﬁwvmmﬁmwf o
-

£ R T o

.uﬁt.v.-c m.i.\ik.w«’ e A .w./tu-. 5
N e

y LA o W 74
SONE
£ yjﬁ“ﬁl,. B0

St )

R o 2
T A
R A T

st
i . A~ (=5

OISR 1L & PO %
f e
DA RIS aiﬂnm
RO
o =

.
"3
.
.
B G R]
S il L s

hiicrelerinin arasinda

seri

mikrografta; seminifer tiibiillerde (*), spermlerin

gozlendigi (S), ancak baz tiibiillerde yer yer bazal membran ile spermatogenik
seri hiicreleri arasindaki ayrismalar (—) bulundugu izlenmektedir.

Sekil 10. An siitii grubuna ait bu
x100.

bazal membran ile spermatogenik seri

mikrografta;

Sekil 11. An siitii grubuna ait bu

hiicreler arasinda ayrisma (—),

germinal

vakuolizasyon (V) oldugu goriilmektedir. H+E, x200.
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Sekil 12. An siitii grubuna ait bu fotomikrografta; seminifer tiibiil epitelinin normal
organizasyonda izlendigi, Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlardan (Sg)
itibaren tiim seri hiicrelerin bulundugu ve spermlerin (S) liimende yer aldig
gozlenmektedir. Ancak bazal membranda (Bm) ondiilasyonlar ve yer yer
izlenen vakuolizasyonlar (V) bulunmaktadir. H+E, x400.

.

Sekil 13. Seminifer tiibiillerde; germinal seri hiicrelerinde vakuolizasyonlar (V), baz
dejeneratif bozukluklar ve spermatogonyumlar (Sg) gozlenmektedir. H+E,
x400.
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TUNEL Bulgular:

Kontrol, diyabet ve ar1 siitii gruplarinda TUNEL metoduyla, apoptotik hiicreler
gosterilmeye calisilmistir. Apoptozisin degerlendirilmesinde, “apoptotik hiicre indeksi” ve
“apoptotik tiibiil indeksi” olmak tizere iki farkli yontem kullanilmistir.

Kontrol ve deney gruplar karsilastirildiginda; apoptotik tiibiil indeksinin diyabet
grubunda, kontrole gore anlamli derecede arttigi goézlenmistir (P<0.001; Tablo 4). Ancak
diyabet olusturulduktan sonra ar1 siitii uygulanan grupta, apoptotik tiibiil indeksinin diyabet
grubuna kiyasla anlamli derecede diistiigii tespit edilmistir (P<0.001; Tablo 4).

Tablo 4’te degerleri belirtilen apoptotik hiicre indekslerinin ise; diyabet grubu
deneklerinde, kontrol grubu deneklerine gore anlamli derecede arttigi belirlenmistir (P<0.001;
Tablo 4). An siitii uygulanan deneklerin diyabet grubundaki deneklere gore apoptotik hiicre
indeksleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigli (P<0.001; Tablo 4) saptanmustir.

Tablo 4. Apoptotik tiibiil ve apoptotik hiicre indeksleri

Kontrol Grubu Diyabet Grubu An Siitii Gruplar Arasi
(n=6) (n=8) Grubu (n=6) P
Apoptotik 4.50 +1.871 28.88 +£4.357 7.33 +£2.066
tiibiil indeksi (2-7) (23-36) (5-10)
P <0.001* 0.093* <0.001
<0.001"
Apoptotik 2.67+0.816 16.38 £4.373 3.50£1.049
hiicre indeksi (2-4) (12-25) (2-5)
P <0.001* 0.402* <0.001
<0.001"

“: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

edilmistir.

: Diyabet grubu ile karsilastirldiginda, P<0.05 anlamh kabul

Apoptotik hiicrelerin belirlenebilmesi amaciyla kullanilan TUNEL yo6ntemi; kontrol

grubuna ait testis kesitleri incelendiginde, seminifer tiibiillerde az sayida hiicrede pozitivite
gostermis ve bunlarin 6zellikle spermatogonyum hiicreleri oldugu tespit edilmistir (Sekil
14,15). Diyabet grubuna ait testis kesitlerindeki seminifer tiibiillerde, spermatogenik seriye ait
¢ok sayida hiicrede TUNEL pozitivitesi izlenmistir (Sekil 16-18). Arn siitii grubunda ise
kontrol grubuna goére anlamli bir fark izlenmezken, diyabet grubuna gore istatistiksel

anlamlilig olan, bir azalma tespit edilmistir (Sekil 19-21).
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Sekil 14. Kontrol grubuna ait bu fotomikrografta; seminifer tiibiillerde, az sayida
TUNEL pozitif hiicre (—) goriilmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit
boyamasi, X200. I¢sel sekil; negatif kontrol, hematoksilen zit boyamasi,
X200.

Sekil 15. Kontrol grubuna ait testis dokusunda; seminifer tiibiildeki, TUNEL pozitif
hiicre (—) goriilmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 16. Diyabet grubuna ait bu fotomikrografta; seminifer tiibiillerdeki ¢ok sayida
TUNEL pozitif hiicreler (—) izlenmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit
boyamasi, X100.

s

AP

Sekil 17. Deneysel diyabet olusturulan gruba ait bu kesitte; seminifer tiibiillerdeki
TUNEL pozitif hiicreler (—) goriilmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit
boyamasi, X200.
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Sekil 18. Diyabet grubuna ait bu fotomikrografta; seminifer tiibiillerdeki spermatogenik
seriye ait farkli hiicrelerde immiinpozitif reaksiyon (—) goriilmektedir.
TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 19. An siitii grubuna ait bu fotomikrografta; seminifer tiibiillerdeki TUNEL
teknigi ile pozitif reaksiyon veren hiicreler (—) izlenmektedir. TUNEL ve
hematoksilen zit boyamasi, X100.
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Sekil 20. Arn siitii gruba ait bu fotomikrografta; TUNEL pozitif reaksiyon veren
hiicreler (—) goriilmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 21. TUNEL teknigi ile belirlenen apoptotik hiicreler (—) ile belirtilmistir. TUNEL
ve hematoksilen zit boyamasi, X400.



Immiinohistokimyasal Bulgular

Tim gruplara ait testis dokusu kesitlerine uygulanan PCNA immiinreaktivitelerinin
degerlendirilmesi; her preparatta 1000 hiicredeki (ortalama 3 veya 4 seminifer tiibiil)
immiinpozitif hiicreler sayilarak “proliferasyon indeksi” yapilmistir. INSL3 immiinreaktivitesi
ise her preparattaki 10 farkli interstisyel alanda pozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin

sayilmast ile hesaplanan, Imm? alandaki Leydig hiicre sayisin1 gostermektedir (Tablo 5).

Tablo 5. PCNA (Proliferasyon indeksi) ve INSL3 immiinreaktivite degerleri

Kontrol Grubu | Diyabet Grubu | An Siitii Grubu Gruplar
(n=6) (n=8) (n=6) Aras1 P
PCNA 205.00 = 18.708 | 105.00 + 12.247 160.83 + 6.646
(180-230) (90-125) (150-170)
P <0.001* 0.004* <0.001
<0.001"
INSL3 570.67 £16.943 | 311.63 £65.384 414.67 £15.578
(552-591) (265-419) (392-430)
P <0.001* <0.001* <0.001
0.008"

“: Kontrol grubu ile karsilastirlldiginda, T Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul

edilmistir.

PCNA immiinreaktivite bulgulari: Kontrol grubuna ait testis dokularindan alinan
kesitler incelendiginde; seminifer tiibiillerde yer alan spermatogonyumlarda, hiicresel

lokalizasyonu niikleer olan, ¢ok sayida immiinpozitif hiicre izlenmistir (Sekil 22,23).

Diyabet grubuna ait testis dokularinda izlenen PCNA immunpozitif hiicre sayisi, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (P<0.001; Tablo 5). Bu bulgu
bize; spermatogonyumlarin béliinerek, yeni spermatogenik seri hiicrelerinin tiretimine olanak

veren spermatogonyum sayisinin azaldigini gostermektedir (Sekil 24,25).

Ar siitii grubundaki deneklerden alinan testis dokusu kesitleri incelendiginde; seminifer
tiibiillerde PCNA (+) reaksiyon veren spermatogonyumlarin, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde az oldugu (P=0.004; Tablo 5), ancak diyabet grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli artis gosterdigi tespit edilmistir (P<0.001; Tablo 5; Sekil 26,27).
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Sekil 22. Kontrol grubuna ait bu mikrografta; seminifer tiibiillerde ¢ok sayida
spermatogonyumun (—) PCNA ile pozitif reaksiyon verdigi gériilmektedir.
I¢sel sekil; negatif kontrol, hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 23. Kontrol grubu kesitinde; PCNA (+) hiicreler (—) gozlenmektedir. PCNA ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.



Sekil 24. Diyabet grubuna ait bu fotomikrografta; seminifer tiibiildeki az sayida PCNA
pozitif reaksiyon veren hiicreler (—) izlenmektedir. PCNA ve hematoksilen zit
boyamasi, X200.

Sekil 25. PCNA ile pozitif reaksiyon veren hiicreler (—) goriilmektedir. PCNA ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.



Sekil 26. An siitii grubunda; seminifer tiibiillerde PCNA ile pozitif reaksiyon veren
hiicreler (—) gozlenmektedir. PCNA ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 27. An siitii grubuna ait bu fotomikrografta; diyabet grubuna gore seminifer
titbiillerdeki  immiinpozitif hiicrelerin  (—) sayica fazlahg dikkat
cekmektedir. PCNA ve hematoksilen zit boyamasi, X400.



INSL3 immiinreaktivite bulgulari: INSL3, Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda
lokalize olan bir proteindir. Kontrol grubuna ait deneklerin testis dokularindaki ¢ok sayida

immiinpozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin bulunmasi 6nemlidir (Sekil 28-30).

Diyabetik grubun testis preparatlarindaki seminifer tiibiillerin arasinda bulunan
interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde immiinlokalizasyonu sitoplazmik olan, az sayida
immiinpozitif hiicre izlenmistir. Diyabet grubu testis preparatlarinda bulunan immiinpozitif
Leydig hiicre sayisinda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmistir (P<0.001; Tablo 5, Sekil 31-33).

At siitii grubundan alinan testis dokusu kesitleri incelendiginde ise; Leydig hiicrelerinin
sayisi, kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmasina ragmen (P<0.001; Tablo 5), diyabet
grubuna gore ise izlenen artis (P=0.008; Tablo 5) istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 34-36).

Sekil 28. Kontrol grubuna ait bu fotomikrografta; seminifer tiibiillerin etrafindaki
interstisyel alanda ¢ok sayida Leydig hiicresinin (—) INSL3 ile pozitif
reaksiyon verdigi goriilmektedir. Icsel sekil; negatif kontrol, INSL3 ve
hematoksilen zit boyamasi, X200.
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a D ALY AN
Sekil 29. Interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinin (—), INSL3 ile pozitif reaksiyon
verdigi izlenmektedir. INSL3 ve hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 30. INSL3 pozitif reaksiyon veren Leydig hiicreleri (—) izlenmektedir. INSL3 ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 31. Diyabet grubuna ait bu fotomikrografta; interstisyel alanda az sayida bulunan
Leydig hiicrelerinin (—) INSL3 ile pozitif reaksiyon verdigi gozlenmektedir.
INSL3 ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 32. Diyabet grubu testis dokusu Kkesitlerinde, Interstisyel alandaki, Leydig

hiicrelerinin (—) INSL3 immiinreaktivitesi goriilmektedir. INSL3 ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.
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4

Sekil 33. Diyabet grubuna ait bu fotomikrografta; interstisyel alanda INSL3 ile pozitif
reaksiyon veren Leydig hiicreleri (—) izlenmektedir. INSL3 ve hematoksilen
zit boyamasi, X400.

Sekil 34. An siitii grubundaki testis doku Kkesitlerinde, bir¢cok Leydig hiicresinin (—)
INSL3 ile pozitif reaksiyon verdigi gozlenmektedir. INSL3 ve hematoksilen zit
boyamasi, X200.
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Sekil 35. A siitii grubuna ait bu fotomikrografta; Interstisyel alanda bulunan Leydig
hiicrelerinin (—) INSL3 immiinreaktiviteleri izlenmektedir. INSL3 ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 36. Interstisyel alandaki INSL3 (+) reaksiyon veren Leydig hiicreleri (—)
goriilmektedir. INSL3 ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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TARTISMA

Glinlimiiziin en biiyiikk saglik sorunlarindan biri olan diyabetin, subfertilite ve/veya
infertiliteye sebep oldugu bilinmektedir. Diyabetik erkek infertilitesi, son zamanlarda diyabet
komplikasyonlar1 arasinda dikkat ¢eken ve molekiiler mekanizmalar1 yoniinden,
aciklanamayan pek ¢ok arastirma sorusu igeren bir konudur. Diyabetin, erkek genital sistemde
meydana getirdigi histopatolojik, biyokimyasal ve endokrinolojik degisimler, bircok deneysel

caligma ile ortaya konmustur (2-6,8).

Diyabetik erkek bireylerde; retrograd ejakiilasyon, libido azalmasi, hipogonadizm,
erektil disfonksiyon, testikiiler hacimde azalma, iirogenital sistemde mikrobiyal aktivitede
artig, testosteron seviyelerinde diislis, sperm say1r ve hareketliliklerinde azalma, semen
hacminde azalma oldugu tespit edilmistir. Histopatolojik degisiklikler arasinda ise testikiiler
apoptozis, anormal spermatogenez ve seminifer tiibiil caplarinin azalmasi en belirgin
bulgulardir (2,3,59-61).

Bu c¢alismada, STZ uygulanmasiyla, deneysel diyabet modeli olusturulmus ve kan
glukoz diizeyleri 250 mg/dl’in iistiinde olan denekler, diyabetik olarak (8,10,62-64) kabul
edilmistir. Art siitii grubundaki deneklerin diyabet grubuna gore kan glukoz diizeylerinde,
istatistiksel olarak anlamli artis olmasinin (P=0.002), literatiir bilgisiyle ayni olmadigi
gozlenmistir. Karaca ve ark. (8); deneysel diyabet modeli olusturduktan sonra 4 hafta boyunca
400 mg/kg/glin ar siiti uyguladiklar1 deneklerin, diyabet grubuna gore kan glukoz
diizeylerinin azaldigini belirtmislerdir. Ghanbari ve ark. (14); 6 hafta siireyle 100 mg/kg/giin

43



dozunda ar siitii verdikleri grup ile diyabet grubu arasinda, kan glukoz degerlerinin azaldigi

tespit etmiglerdir.

Deney siiresinin (4 hafta) sonunda, kardiyak ponksiyon ile alinan kan serumlarinda, tiim
gruplarin testosteron seviyelerine bakildiginda; diyabetik deneklerin testosteron diizeylerinin,
kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldigi (P=0.002) ve bu sonucun, bir¢ok arastirma
(2,5,7,8,64-69) ile paralel oldugu belirlenmistir. Karaca ve ark. (8)’nin 2015 yilinda yaptigi
calismada; diyabet grubunda izlenen testosteron diizeylerindeki azalmaya ragmen, diyabet
olusturulduktan sonra 4 hafta siiresince giinliik 400 mg/kg ar siitii verilen grupta, diyabet
grubuna gore testosteron diizeylerinin istatistiksel anlamlilikla arttig1 tespit edilmistir. Bizim
calismamizda; diyabet ve ar1 siitii uygulanan diyabetik grup arasinda, testosteron
seviyelerinde izelenen artisin (P=0.686) anlamli olmadig1 gozlemlenmistir. Kontrol ve diyabet
grubu arasindaki sonuglarin uyumluluguna ragmen, Karaca ve arkadaslarmin galismasiyla
ayni doz ve siirelerde uyguladigimiz ari siitiine, testosteron diizeyleri agisindan elde ettigimiz

sonuclarin; deneklerin cevaplarinin farkli olmasiyla agiklanabilecegi kanisindayiz.

Deneysel diyabet olusturulmus sicanlarla yapilan pek ¢ok ¢alismada, diyabetik
deneklerde viicut (2,3,8,10,63,70-73) ve testis agirliklarinin (2,8,10,63,65,72,74-76) kontrol
grubuna kiyasla azaldigi belirtilmis olup, yaptigimiz c¢aligmadan elde ettigimiz verilerle
paraleldir (8,63,72). Pankreastaki B hiicrelerinden salinan insiilin hormonunun yeterince
salgilanamamasi veya glukoz intolerans1 sonucunda, glukozun hiicre i¢ine alinmasinda olusan
aksakliklar neticesinde, hiicrelerin enerji kaynagi olarak kendi yaglarmi ve proteinlerini
kullanmaya baslamalar1 sonucunda; diyabet ile birlikte, viicut agirhginda azalma meydana

gelmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada; deneysel diyabet modeli olusturulduktan sonra ari siitii verilen
grup ile diyabet grubu viicut agirliklarimi karsilastirdigimizda, anlamli bir fark bulunmazken
(P=0.255); testis agirliklarinin istatistiksel olarak anlamli bir artis (P=0.044) gosterdigi
saptanmistir. Ve bu bulgu, deneysel diyabet olusturulup, farkli dozlarda ar1 siitii uygulanan

caligmalarla da benzerlik gostermektedir.

Khaneshi ve ark. (77)’larmin yapmis olduklari calismada; diyabet patogeneziyle
birlikte, testis dokusunun uzunlugunda ve hacminde azalma oldugunu, fakat susam yagi
kullandiklar1 grupta, kontrol grubuna hemen hemen yakin degerler elde ettiklerini ifade

etmislerdir. Ersoy (11)’un 2016 yilinda yaptig1 ¢alismada ise; diyabetik erkek sicanlardan
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olusan grupta, kontrol grubuna gore testis uzunluklarinda, istatistiksel olarak anlamli bir
azalma tespit edildigi bildirilmistir. Testis genisligi ile ilgili degerlerin ise; kontrol grubuna
kiyasla diyabetik grupta, istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigini ifade etmislerdir.
Yaptigimiz c¢alismada; diyabetle birlikte testis uzunluk (P=0.003) ve genislik (P<0.001)
degerlerinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir. Deneysel diyabet
modeli olusturulup ar1 siitii verilen grubun, diyabet grubuna gore testis uzunlugunda anlaml
bir artis bulunmustur (P=0.026). Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bu verilerin, diyabet

etkisiyle, testis agirliginin azalmasi ile yakindan iliskili oldugunu diisiinmekteyiz.

Diyabetin sebep oldugu hiperglisemi, serbest oksijen radikallerinin (ROS) olusumunu
arttirmakta ve olusan bu ROS’larin ortamdan yeterince hizli kaldirilamamasi sonucunda,
oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stres; hiicrenin enerji ihtiyacini karsilayan, basta
mitokondri olmak tizere, tiim hiicre organellerinin ve hiicrenin genetik materyalinin
tahribatina neden olmakta, sonu¢ olarak da hiicreyi apoptozise siiriikleyen siireci
baglatmaktadir. Bu durum, diyabet ile yapilan g¢alismalarda, erkek ve disi {irogenital

sistemlerde disfonksiyona sebep olmaktadir.

Koroglu ve ark. (72), diyabetle ortaya ¢ikan oksidatif stresin, testikiiler bozukluklara
sebep oldugunu bildirmislerdir. Diyabetle birlikte; LH, FSH ve testosteron seviyelerinde
azalma oldugu (78) ve insiilin metabolizma bozukluklariyla da birlikte, seminifer tiibiillerdeki
spermatogonyumlarin sayisinin ve insiilin-aracili hiicre proliferasyonunun azalmasi nedeniyle,
seminifer tiibiil ¢aplarinda diisiis gozlendigi disiiniilmektedir. Daha 6nceden yapilmis pek ¢ok
calisma (3,12,64,65,70,79-82) gibi bizim ¢alismamizda da, diyabet grubuna ait seminifer
tiiblil ¢aplarinda, kontrol grubuna gére anlamli bir azalma (P<0.001) meydana gelmistir.
Ancak ar siitli grubunda, diyabet grubuna gore izlenen seminifer tiibiil ¢aplarindaki artigin
(P<0.001) anlamli olmasi bize, ar1 siitiiniin antioksidan etkisinin ortaya ¢iktigini

diistindirmektedir (14,83).

Oksidatif stresin artmasiyla, diyabetik gruplarin testis dokusu kesitlerinde histopatolojik
olarak; baz1 seminifer tiibiillerde ¢ok niikleuslu dev hiicreler, spermatogenik seri hiicrelerinde
organizasyon bozuklugu, gelisimini tamamlayamadan tiibiil liimenine dokiilen hiicreler,
hiicresel vakuolizasyonlar, bazi tiibiillerde atrofi, anormal spermatogenez, interstisyel bag
dokuda kalinlagma ve tiibiil bazal membranlarinda kalinlagmalar izlenmistir. Benzer bulgular
pek ¢ok calismada gosterilmistir (3,6,10,64,70,72,82,84). Deneysel diyabet olusturulduktan

sonra, dort hafta siiresince hergiin 400 mg/kg ar1 siitii uygulamasinin; diyabetik deneklerin
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testis histopatolojilerinde gézlemlenen pozitif degisim, seminifer tiibiil ¢aplarinda (P<0.001)
ve proliferasyon indekslerinde izlenen artisin (P<0.001) yaninda, apoptotik tiibiil (P<0.001)

ve apoptotik hiicre (P<0.001) indekslerinin azalmasiyla da, istatistiksel olarak dogrulanmuistir.

Diyabetik testis dokusunu inceleyen c¢aligmalarda, testikiiler fonksiyon bozuklugunun,
apoptozisi ile yakindan iliskili oldugu bildirilmistir (2-6,10,11,14,37,38,59,60,62-72,74-
76,79-82,84,85). Hipergliseminin neden oldugu ROS artisi, oksidatif stresin gelismesine
neden olup, hiicre organelleriyle birlikte DNA’ya da zarar vermektedir. Mitokondriden
sitokrom C salinmasina, kaspazlarin aktivasyonuna ve tiim bunlarin sonucunda apoptozun
indiikksiyonuna neden olmaktadir (74,86). Hiicresel apoptoziste, DNA kiriklart meydana
gelmektedir. Kirilmis olan DNA pargalarinin, 3'-OH uglarin1  belirlemek ig¢in
immiinohistokimyasal bir yontem olan TUNEL metodu genellikle kullanilmaktadir
(6,74,76,80,81,85,86). Sundugumuz calismada, kontrol grubuna ait deneklerden alinan testis
doku kesitlerini inceledigimizde; az sayida TUNEL pozitif hiicrelerin bulundugu goriilmiistiir.
Diyabet grubuna ait kesitler incelendiginde ise; kontrol grubundaki deneklere gore apoptotik
tibiil (P<0.001) ve apoptotik hiicre (P<0.001) indekslerinin istatistiksel olarak anlamli
derecede artis gosterdigi ve bu sonuglarin, birgcok c¢alisma ile paralel oldugu
(8,66,68,76,85,87-89) saptanmistir. Ari siitii grubunda ise diyabetik gruba gore apoptotik
tiibiil (P<0.001) ve apoptotik hiicre (P<0.001) indekslerinde izledigimiz azalmanin, oldukga
dikkat cekici oldugu goze ¢arpmaktadir. Bu parametrelerde elde ettigimiz ortalama degerler,
neredeyse kontrol grubuna esdegerdir (Tablo 4). Diyabetik deneklere ar1 siitii uygulanmasiyla,
testis dokusunda ortaya cikan apoptozisle ilgili yolaklardaki proteinlerin roliine iliskin,
yapilan diger calismalar ise Karaca ve Ghanbari’ye aittir. Karaca ve ark. (8); 4 hafta boyunca
400 mg/kg/giin ar siitii uyguladiklar1 deneklerde, kaspaz-3 immiinreaktivitesinin diyabetik
deneklere gore anlamli olarak azaldigini ifade etmislerdir. Ghanbari ve ark. (14)
calismalarinda; deneysel diyabet olusturduktan sonra, deneklere 6 hafta siireyle 100
mg/kg/giin ar1 siitli uygulamislar ve diyabetik deneklerle karsilastirildiginda, sperm DNA ve

kromatin hasar1 dahil, pek ¢ok reproduktif parametrenin iyilestigini gostermislerdir.

Bir dokudaki hiicre proliferasyonunun degerlendirebilmesi (prolifearsyon indeksi) igin,
PCNA immiinreaktivitesi siklikla kullanilmaktadir. Yapmis oldugumuz ¢alismada, Altay ve
ark. (3) ile Donmez ve ark. (10)’nin ¢alismalarindaki gibi; diyabetik deneklerin, kontrol
grubuna gore proliferasyon indekslerinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi

(P<0.001) belirlenmistir (6,10,14,83). Ghanbari ve ark. (83), 6 hafta siireyle 100 mg/kg/giin
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ar1 sitii uyguladiklar1 deneklerin testis dokularinda, spermiyogenez indeksi (SPI), Sertoli
hiicre indeksi (SCI) ve mayotik indeks (MI) degerlendirmelerini yapmuslardir. Diyabetik
deneklerde, kontrol grubuna kiyasla SPI, SCI ve MI ’lerde anlaml1 bir azalma gozlenirken; ari
stitii uygulanmasi ile bu parametrelerin, anlamli olarak artis gosterdigini bildirilmiglerdir.
Testiste diyabet nedeniyle meydana gelen hasarlarin, muhtemelen ari siitiiniin antioksidan
etkisiyle iyilestigini ifade etmislerdir. Calismamizda, ar1 siitii uygulanan grupta tespit edilen
proliferasyon artisinin, bu gruptaki apoptoz indeksleri ve histopatolojik hasarlardaki
iyilesmeler gboz Oniline alinarak, ar1 siitiiniin  koruyucu etkileriyle aciklanabilecegi

kanisindayiz.

Leydig hiicre fonksiyonunun bir gostergesi olan testosteron diizeylerinin yani sira, son
yillarda INSL3; yeni bir biyobelirte¢ olarak dikkat ¢ekmektedir (37-41). Deneysel diyabet
modellerinde (2,5,7,8,64-69) ve insanlarda (2,5) serum testosteron seviyelerindeki azalma,
yaptigimiz  bu ¢alisma ile bir kez daha onayladigimiz bir bulgudur. INSL3
immunreaktivitelerini degerlendirdigimizde ise kontrol grubuna goére, diyabetik testis
dokusunda anlamli olarak azaldigi (P<0.001) tespit edilmistir. Diyabetik bireylerde Leydig
hiicre disfonksiyonu sebebiyle, serum INSL3 seviyelerinin azaldigin1 gosteren ¢alismalara
ragmen (90-92); Ermetici ve ark. (38), 2009 yilinda tip 2 diyabetli hastalarda yapmis oldugu
caligmada, serum INSL3 diizeylerinin degismemis oldugunu ve testosteron seviyeleriyle,
INSL3 degerleri arasinda korelasyon olmadigini ifade etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
diyabet grubu ve ari siitli grubu karsilastirildiginda; testosteron seviyelerindeki artis anlaml
degilken (P=0.686) ve INSL3 degerlerinin istatistiksel anlamlilikla arttigi (P=0.008) tespit

edilmistir.

Ivell ve ark. (39), 2011 yilinda yaymladiklar1 derlemede; dolasim kaninda azalan
testosteronun, hipotalamus-hipofiz-testis  ekseninindeki  geribildirim  mekanizmalarinm
etkiledigini bildirmislerdir. Bu etkilesimde, Leydig hiicrelerinin ve dolayistyla INSL3’iin de

rol aldigin1 diistinmekteyiz.

Ar siitiiniin molekiiler diizeyde etkili olabilen giiglii bir antioksidan oldugunu gdsteren
aragtirmalar, caligmamizin bagladigi giinden bugiine kadar giincelligini korumaktadir.
Ozellikle diyabetik testis dokusundaki etkinliklerini, INSL3 ekseninde degerlendirdigimiz bu

caligmayla literatiire onemli bir katki sagladigimiz kanisindayiz.
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[lIk kez diyabetik testis dokularinda ar1 siiti  etkisiyle, INSL3 protein
immunreaktivitelerindeki degisimlerin gosterildigi bu ¢alismayla; gerek diyabetik erkek
subfertilite/infertilitesi gerekse in vitro fertilizasyon uygulamalari siirecinde testosteron
haricinde, INSL3’tin rutin kontrollere eklenmesi gereken bir parametre oldugunu ve ayni
zamanda art siitiintin de, etkili bir antioksidan olarak erkek subfertilite ve /veya infertilitesinin

tedavisinde rol oynayabilecegi goriisiindeyiz.
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SONUCLAR

Diyabetik erkek subfertilite ve infertilitesi; giinlimiizde tizerinde pek ¢ok arastirma
yapilan diyabet komplikasyonlarindandir. Diyabetik erkek subfertilite ve infertilitesinde etkili
olabilecegini diisiindiigiimiiz ar1 siitiiniin, diyabetik erkek sigan testis dokularina etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in ve testis dokusundaki olasi etkisine gore, yeni tedavi protokollerinin
belirlenmesine katki saglamay1 amacladik. Ayrica INSL3 gibi son yillarda dikkat ¢eken bir
biyobelirtecin kullanimiyla, diyabetik deneklerde azalan testosteron diizeylerine ek olarak, bir

baska bakis agis1 getirebilecegimizi diisiindiik.

Bu calismamizda; ayni biyolojik ve fizyolojik kosullar altinda tutulan Wistar albino
erkek siganlardan, kontrol grubu (n=6), tek doz 50mg/kg streptozotosin uygulanan diyabet
grubu (n=8) ve tek doz 50mg/kg streptozotosin + 400 ml/kg/giin ar1 siitii uygulanan ari siitii
grubu (n=6) olmak tizere 3 grup olusturulmus ve denekler dort haftalik deney siiresi sonunda

sakrifiye edilmislerdir.

Elde ettigimiz sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir;

1-  Deney siiresi sonunda, kan glukoz degerleri karsilastirildiginda; ar1 siitii grubunun kan

glukoz diizeyleri, diyabet grubuna gore artig (P=0.002) gostermistir.

2-  Sakrifikasyondan once kardiyak ponksiyon ile alinan kan serumlarindaki testosteron
diizeyleri karsilagtirildiginda; ar1 siitii grubu degerleri ile diyabet grubu degerleri arasinda

anlamli olmayan bir artis (P=0.686) gézlemlenmistir.
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3-  Deneklerin viicut agirliklart 6lgiildiigiinde; diyabet ve ar1 siitii grubu viicut agirlik
degerlerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi (sirasiyla
P<0.001 ve P=0.002); ancak ar1 siitii grubunun, diyabet grubuna goére viicut agirlik
ortalamalarindaki artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (P=0.255) tespit edilmistir.

4-  Testis doku agirlik Olgiimlerinin; diyabet grubunda, kontrol ve ar1 siitii grubu
degerlerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli oranda azaldig: (sirasiyla P=0.018, P=0.044),
ar1 siiti denekleri ile kontrol grubu denekleri arasindaki azalmanin anlamli olmadigi

(P=0.904) ve degerlerin birbirlerine ¢ok yakin oldugu gozlenmistir.

5-  Seminifer tiibiil ¢aplar1 karsilastirildiginda ise; diyabet ve ar1 siitii gruplarinda bulunan
deneklerin, kontrol grubuna ait deneklerin verilerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 (sirasiyla P<0.001, P<0.001), ancak ari siitii grubu seminifer tiibiil ¢ap1 degerlerinin,
diyabet grubuna gore anlamli olarak arttig1 (P<0.001) belirlenmistir.

6-  Apoptotik tiibiil indeksi diyabet grubu sonuglarinin, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede arttigi (P<0.001), ar1 siitii grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi

(P<0.001) tespit edilmistir.

7-  Apoptotik hiicre indeksi sonuglari, apoptotik tiibiil indeksi degerleriyle dogru oranti
gostermektedir. Diyabet grubuyla karsilastirildiginda, ari siitii grubunun apoptotik hiicre

indeksi degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma (P<0.001) tespit edilmistir.

8- PCNA immunreaktivite sonuclari ise; diyabet ve ar1 siitii grup degerlerinin, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdigi (sirasiyla P<0.001 ve P=0.004),
ancak ar1 siitii grubunda PCNA immunreaktivitesinin, diyabet grubuna gore istatistiksel

olarak anlaml artig gosterdigi (P<0.001) yoniindedir.

9-  Bir mm? interstisyel alandaki INSL3 immiinpozitif Leydig hiicre sayisinin; diyabet ve
art sliti grubunda, kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi (sirasiyla P<0.001,
P<0.001); ancak art siitii ve diyabet grubu degerleri arasinda yapilan karsilagtirma sonucunda,
elde edilen artisin (P=0.008), istatistiksel olarak anlamli olmasi, bu ¢alismanin en 6nemli

sonucudur.

Deneysel diyabet olusturdugumuz calismamizdan elde ettigimiz tiim bu sonugclarla;
diyabetik erkek bireylerde karsilasilan subfertilite ve/veya infertilite olgularinda, dogal bir
antioksidan olan ar siitii kullaniminin, énemli bir katki saglayacagi ve bu fonksiyonu da
Leydig hiicrelerine olan etkisiyle gergeklestirebilecegi yoniinde bir goriise varilmastir.
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OZET

Gilintimiizde diyabetik erkek bireylerin subfertilite ve/veya infertilitesi dikkat ¢ceken bir
konu oldugundan, iizerinde siklikla arastirma yapilan bir konu haline gelmistir. Diyabetik
erkeklerde subfertilite veya infertiliteye neden olan, diyabetik testis dokusunda ortaya ¢ikan
histopatolojik degisikliklerden en 6nemlisi artmis apoptozisdir. Bu ¢aligmada, diyabetik si¢an
testis dokularinda ar siitiiniin; Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick and labeling
(TUNEL) teknigi kullanilarak apoptozis, prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) kullanilarak
proliferasyon ve insulin benzeri faktor 3 (INSL3) kullanilarak da Leydig hiicreleri {izerine
etkisinin incelenmesi ve bdylece diyabetik erkek infertilitesine, ar1 siitlinlin olas iyilestirici

etkisine gore, yeni tedavi protokollerinin belirlenmesine katki saglanmasi amaglanmaistir.

Stabil laboratuvar kosullar1 altinda tuttugumuz Wistar albino erkek siganlardan,
kontrol grubu (n=6), tek doz 50 mg/kg streptozotosin uygulanan diyabet grubu (n=8) ve tek
doz 50mg/kg streptozotosin uygulandiktan sonra 400mg/kg/giin ar1 siitii verilen grup (n=6)
olmak tizere ii¢ grup olusturulmustur. Diyabet grubuna gore, diyabet olusturulduktan sonra ar1
stitii verilen grupta; testis agirlik (P=0.044), testis uzunluk (P=0.026) ve seminifer tiibiil

caplarinin (P<0.001) istatistiksel olarak anlamli oranda arttig1 tespit edilmistir.

Diyabet grubuna gore ar1 siiti grubu proliferasyon indeksi (P<0.001) istatistiksel
anlamlilikla artarken; apoptotik tiibiil (P<0.001) ve apoptotik hiicre (P<0.001) indekslerinin

anlamli olarak azaldig1 saptanmuistir.
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Interstisyel alanda bulunan Leydig hiicre sayismin INSL3 immunreaktivitesi ile
belirlendigi bu calismada; diyabet grubu ile karsilastirildiginda, ar siitii verilen grupta Leydig

hiicre sayisinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi (P=0.008) gézlenmistir.

Sonug olarak; diyabetin sebep oldugu erkek infertilitesinde, ari siitiiniin koruyucu

etkisinin olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Testis, INSL3, PCNA, Apoptozis
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EFFECT OF ROYAL JELLY ON APOPTOSIS, PROLIFERATION AND
IMMUNOREACTIVY OF INSL3 IN RAT DIABETIC TESTES TISSUE

SUMMARY

Subfertility or infertility in diabetic male has become a major problem recently. One of
the most important histopathological changes in the diabetic testicular tissue are apoptosis.
We aimed to contribute the identification of new treatment protocols based on the possible
therapeutic effect of royal jelly using terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end
labeling (TUNEL) for apoptosis, proliferating cell nuclear antigen (PCNA) for proliferation
and insulin-like factor 3 (INSL3) for Leydig cell function in diabetic testicular tissue.

Twenty Wistar albino male rats under stable laboratory conditions were divided into
three groups. The groups were designated as the control group (n=6), the diabetic group (n=8)
was administered a single dose 50 mg/kg of streptozotocin and royal jelly group (n=6) given
400 mg/kg/day royal jelly after a single dose of 50 mg/kg streptozotocin. Testicular weights
(P=0.044), testis lengths (P=0.026) and seminiferous tubule diameters (P <0.001) were
significantly higher in royal jelly group compared to the diabetic group.

While proliferation index (P <0.001) were significantly increased, apoptotic tubule
indices (P <0.001) and apoptotic cell indices (P <0.001) were significantly decreased in the

royal jelly group compared to the diabetic group.

The number of INSL3 immunopositive cells (P =0.026) was significantly increased in

the royal jelly groups compared to the diabetic group.
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As a result, we believe that the protective effect of royal jelly may be effective in

preventing male subfertility/infertility caused by diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, Testes, INSL3, PCNA, Apoptozis
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