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DM
DNA
FSH
GPx
H-E
LH
PAS-HI
PBS
ROS
SOD
STz
TUNEL

SIMGE VE KISALTMALAR

: Diabetes mellitus

: Deoksiriboniikleik Asit

: Follicle-stimulating Hormone
: Glutatyon Peroksidaz

: Hematoksilen-Eosin

. Luteinizing Hormone

: Periyodik Asit Shiff-Hemalen
: Phosphate Buffer Saline

: Reactive Oxygen Species

: Siiperoksit Dismutaz

. Streptozotosin

: Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick end labeling



GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM, diyabet), diinya niifusunun ortalama % 8.3’inii etkileyen
onemli bir metabolizma hastaliktir (1). Bu oran, Amerika Birlesik Devletleri ve Tiirkiye’de
%12’lere varmaktadir (2). Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF)’nun verilerine gore; 2014
yilinda 20-79 yas araligindaki, yaklasik 5.1 milyon insan diyabet sebebiyle hayatini
kaybetmistir (2,3). Tiirkiye Diyabet Onleme ve Kontrol Programi kapsaminda hazirlanan
eylem planina gore ve Diinya Saglik Orgiitiiniin raporu dogrultusunda, Tiirkiye’de 2000
yilinda 2.920.000 olan diyabetik birey sayisinin, %220’lik bir artis orani ile 2030 yilinda
6.422.000 olacagi 6n goriilmiistiir (4).

Erkek infertilitesine sebep olan karaciger ve koroner kalp hastaliklari, sigara kullanimi
ve vitamin eksikligi gibi pek cok faktor arasinda, diyabet hastaligi son zamanlarda gittikce
onem kazanmaktadir (5). Diyabetik erkeklerde; sperm sayr ve hareketliliginde azalma,
seminal s1vi hacmi ve testosteron diizeylerinde diisiisiin yan1 sira, 6zellikle testis dokusunda
spermatogenez siirecinde izlenen histopatolojik degisimler, klinik ve deneysel ¢aligmalar ile

ortaya konmustur (6-9).

Normal bir spermatogenez siirecini etkileyen tiim bilesenler arasinda, miikemmel bir
koordinasyon gereklidir. Fakat diyabet gibi sistemik hastaliklar sebebiyle, hipotalamus-
hipofiz-testis ekseninde ortaya ¢ikan degisimler, spermatogenez siirecini olumsuz yonde

etkilemektedir (10-13).

Diyabet patogenezinde rol oynayan oksidatif stresin, hiperglisemi sebebiyle ortaya
ciktig1 bilinmektedir. Deneysel diyabet modeli olusturulan bir¢ok calismada, hipergliseminin
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serbest radikal olusumunu arttirdigi ve oksidatif stresin ortaya g¢ikmasinda etkili oldugu

gosterilmistir (1,8,14-16).

Diyabetik hastalarda ve deneklerde ortaya ¢ikan oksidatif stres, antioksidan savunma
sistemlerinin bozulmasma veya yetersiz kalmasina sebep olabilmektedir (1,15). Diyabetik
hastalarda artan oksidatif strese karsi, dogal kaynaklardan elde edilen antioksidanlarin
kullanimi, ortaya ¢ikan olumsuzluklarin giderilmesine yonelik olarak siklikla arastiriimaktadir

(9,16-18).

Cin tibbinda bin yil1 agkin bir siiredir ilag olarak kullanilan fukoidan, kahverengi deniz
yosunlarindan elde edilen siilfatlanmig bir polisakkarittir (19-22). Son yillarda 6zellikle kanser
arastirmalarinda, bunun yani sira; antioksidan, anti-inflamatuvar, immiinomodiilatér ve kan-
glukoz homeostazin1 diizenleyici etkileri sebebiyle de bir¢ok c¢alismada siklikla
kullanilmaktadir (20-23).

Bu calismada; giiclii antioksidan 6zelligi ve kan glukoz homeostazina etkisiyle dikkat
¢eken fukoidanin, deneysel diyabet olusturulmus sigcanlarin testis dokularindaki
histopatolojilere etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Boylece yurtdisinda tablet formunda
bitkisel destek olarak piyasaya sunulan bu antioksidanin, diyabetik erkek infertilite tedavisine

katki saglayabilecegi kanaatindeyiz.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus, pankreastaki beta (B) hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun
yetersizligi veya etkisindeki defektler nedeniyle ortaya c¢ikan, Kkronik bir metabolizma
hastaligidir. Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ile birlikte kronik

hiperglisemi, hastaligin 6nemli parametreleri arasindadir (2,4,11,24,25).

Diabetes Mellitus Simiflandirmasi

Diyabet hastaliginin siniflandirilmasi ilk olarak 1979 yilinda Diyabet Veri Grubu
tarafindan yapilmustir (26). 2015 yilinda yayinlanan Amerikan Diyabet Orgiitii raporundaki
giincel siniflandirma (24) ise soyledir;

Tip 1 diyabet: Diyabetin bu tipi, insiilin bagimli diyabet ya da juvenil baslangigl
diyabet olarak da adlandirilmaktadir. Tiim diyabetik hastalarin yaklasik olarak %5-10’unu
olusturur. Pankreas P hiicrelerinin, hiicre aracili oto-immiin yikimi sonucu ortaya ¢ikar
(2,4,24,27,28). Pankreas [ hiicre yikimi genellikle, bebeklerde ve ¢ocuklarda hizl,
yetiskinlerde daha yavas olmaktadir (24,25). Cocuklar ve genglerde hastaligin ilk belirtisi
genellikle ketoasidoz olabilir. Yetigskinler ise yillarca ketoasidoza karst [ hiicre
fonksiyonlarini muhafaza edebilirler. Fakat nihayetinde bu bireyler, hayatta kalmak icin
insiiline bagimli hale gelip, ketoasidoz riski tasirlar. Glutamik asit dekarboksilaz 65 (GADG65),
tirozin fosfataz bagl adacik antijen 2 (IA-2 ve 1A-2p), ¢inko tasiyici 8 (ZnT8) otoantikorlari,
Tip 1 diyabet tanisinda 6nemli belirteclerdir (24,29-31).



Tip 2 diyabet: Tip 2 diyabet; insiilin bagimli olmayan ya da yetigskin baglangiclh
diyabet olarak isimlendirilmektedir. Tiim diyabetik hastalarin yaklasik olarak %90-95’ini
olusturur. Insiilin sekresyonunda bozukluk, insiilin direncinin bulunmas1 veya her iki
durumun birlikte ortaya ¢ikmasiyla karakterize diyabet tipidir (2,4,24,27). Tip 2 diyabetli
hastalarda ¢ogunlukla insiilin tedavisine ihtiyag duyulmaz (3,24).

Tip 2 diyabette ketoasidoz, genellikle enfeksiyon gibi baska bir hastaligin stresine
bagli olarak ortaya c¢ikar. Bu tip diyabette, hiperglisemi yavas yavas gelisir. Genellikle
hastalar, uzun yillar tan1 konulmadan hayatlarina devam ederler. Bununla birlikte makro ve
mikrovaskiiler komplikasyonlar gibi risk faktorlerine maruzdurlar. Bu hastalarmn, insiilin
seviyeleri genellikle normal veya normalden biraz fazladir. Fakat yag, kas ve karaciger gibi
dokularinda insiilinin etkilerine kars1 gelisen direng, normal veya daha fazla seviyede liretilen

insiilin hormonunun efektif bir sekilde kullanilamamasina neden olur (2,4,24).

Gestasyonel diyabet: 1k kez gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve glukoz intoleransi

olarak tanimlanan diyabet tipidir. Toplumlara gore goriilme orami degismekle birlikte,

insidans1 % 1 ile % 14 arasindadir (2,4,24,32).

Annenin yasi, gestasyonel diyabet goriilme sikligini etkileyen 6nemli bir faktordiir.
Yapilan ¢aligmalar, 25 yas ve iistii anne adaylarinin, gestasyonel diyabet agisindan daha fazla
risk tasidigin1 gostermistir. Ayrica, ailede diyabet Oykiisii bulunmasi, obezite ve Onceki
gebeliklerde gestasyonel diyabet tanisi almis olmakta Onemli risk faktorlerindendir
(4,24,32,33).

Genellikle tarama testleri, hamilelikte diyabetojenik etkilerin ortaya ¢iktigi 24-28.
haftalar arasinda yapilmaktadir (24,32,34).

Diger nedenlere bagh spesifik diyabet tipleri: Bu diyabet tipleri; g¢esitli genetik
defektler, enfeksiyonlar, patolojiler, kimyasal ajanlar ve ilaglara maruziyet sonucu ortaya

¢ikmaktadir. Diyabetik hastalarin yaklasik olarak %1°lik bir kismini olusturur (3,4,24).

DENEYSEL DIYABET MODELLERI VE STREPTOZOTOSIN

Hayvan deneyleri, diyabet arastirma alaninda uzun bir tarihe sahiptir. 1800’lii yillarda
hiperglisemi olusum mekanizmalar1 arastirilirken Minkowski tarafindan kdpekten pankreasin
cikarilmas: fikri ortaya atilmigtir. Kopekten pankreasin ¢ikarilmasini takiben deneklerde

diyabetin 6nemli semptomlart olan polidipsi ve poliiiri olusumu gozlemlenmistir. 1920



yilinda Marjorie’nin kopek pankreas dokusundan insiilini izole etmesiyle birlikte, diyabet
calismalarinda yeni bir donem baslamistir. Banting ve Best ise ilk olarak 1921°de pankreasin

Langerhans adaciklarindan insiilin salgilandigini ileri stirmiislerdir (35,36).

Pankreas-insiilin  iliskisinin ortaya konulmasindan sonra, deneysel diyabet
caligmalarinda, pankreasin Langerhans adaciklarinda bulunan B hiicrelerine karsi spesifik

toksinlerin kullanilmasi giindeme gelmistir (35,37,38).

Bu ¢alismalarin 1s18inda, giintimiize kadar yapilan arastirmalarda kullanilan deneysel

diyabet modelleri;

>

« Kimyasal diyabet modelleri,

L)

¢+ Spontan diyabet modelleri,
+«* Viriis ile olusturulan modeller,
¢+ Transgenik modeller,
% Diger modeller;
o Cerrahi modeller (pankreatektomi, hipotalamik lezyonlar vb.),
o Diyet (yiiksek yagl ve sekerli beslenme),
o Anne karninda malnutrisyon,
o Insiilin karsit1 hormonlarin yiiksek dozlari,

o Hiperinsiilinemiye uzun siireli maruziyet vb.
gibi basliklar altinda toplanmaktadir (35,37-40).

B hiicrelerine kars1 spesifik bir kimyasal ajan olan Streptozotosin (STZ, 2 - deoksi - 2 -
(3 - metil - ditrozoiireido) - D - glukopiranoz), deneysel ¢aligmalarda hem tip 1 diyabet hem
de tip 2 diyabet indiiksiyonu i¢in kullanilmaktadir (39,41). Streptomyces achromogenes’den
elde edilen bu kimyasal ajanin, diyabetojenik etkilerinin yani sira; antitiimoral, antibiyotik ve
karsinojenik etkileri de bulunmaktadir. STZ; yapisinda igerdigi glukoz molekiilii sebebiyle,
pankreas [ hiicrelerinde bulunan glukoreseptorlere (GLUT2) kolaylikla baglanarak hiicre
icerisine alinir ve glukoz ile uyarilan insiilin salinmasin1 bloke eder. B hiicrelerine alinan
STZ’nin ilk etkisini, hiicrenin glukoza olan yanitin1 ortadan kaldirarak gosterdigi
diisiiniilmektedir. Bu olay1 takiben kalici hiicre hasar1 ve sonrasinda kaybi olugmaktadir

(35,39,40).



Streptozotosin asil etkisini, pankreas 3 hiicrelerindeki deoksiriboniikleik asit (DNA)’i
hedef alarak gosterir. STZ maruziyeti ile hiicre igerisindeki nitroziire gruplar
dekompozisyona ugrar ve sonug olarak; olusan reaktif karbonyum iyonlari, DNA bazlarinda
alkilasyona neden olur. Alkilasyon sonrasinda DNA tamir mekanizmasi devreye girer ve
tamir sirasinda gorev alan poli ADP riboz polimeraz (PARP)’in hiicre igerisindeki
nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD+)’ni kullanmasi nedeniyle NAD depolar1 bosalarak
ATP igerigi azalir. Boylece enerji depolarinin tiiketimi B hiicrelerinde nekroza yol agar

(35,39,41).

Streptozotosin uygulamasini takiben {i¢ fazli biyokimyasal bir degisim siireci baslar
(35,39).

1. Gegici hiperglisemi fazi: STZ enjeksiyonundan sonra baglayan ve yaklasik olarak 2-4
saat siiren, insiilin sekresyonun durmasi ve karaciger glikojeninin ani yikimindan
dolay1 ortaya ¢ikan fazdir.

2. Hipoglisemik faz: STZ enjeksiyonundan 4-8 saat sonra goriilmeye baslayan 3 hiicre
nekrozu sonucu, kana asirt insiilinin salindigi faz olarak bilinmektedir. STZ
uygulamasini takip eden ilk 24 saatlik siirecte meydana gelen denek kayiplar
genellikle bu fazda goriilmektedir.

3. Kaha hiperglisemi fazi: Enjeksiyondan sonraki 12-48. saatlerde olusan ve kalict
hipergliseminin olustugu fazdir. B hiicre nekrozu sonucu kandaki diizeyi fazla olan
insiilinin kullanilmasindan sonra, insiilin diizeyleri diiser ve hiperglisemi tablosu
ortaya cikar. Bu fazin devamliliginin saglanmasi, hayvanlarda diyabet semptomlarinin

ortaya ¢ikmasinda etkilidir.

DIYABET VE OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, atomik ya da molekiiler yoriingesinde oldukg¢a reaktif olan
ortaklanmamis elektron i¢eren kimyasal tirlinlerdir (42-45). En fazla miktarda elektron tagima
sistemlerinde ortaya ¢ikarlar. Serbest radikal reaksiyonlari, nétrofil ve makrofaj gibi viicudun
savunma sistemi hiicreleri i¢in gerekli olsa da, bu radikallerin fazla miktarda iiretimi doku
hasar1 ve hiicre olimiine neden olmaktadir. Serbest radikallerin meydana getirdigi reaktif
oksijen tiirleri (ROS); hiicrelerin DNA, protein, karbonhidrat ve lipid gibi bilesenlerine etki
ederek bu yapilarda bozulmalara yol agmaktadir (6,7,42,43,46).



Oksijen, insan yasami i¢in son derece Onemli olmasina ragmen, metabolizma
stirecinde iiretilen bazit ROS’lar, organizmaya zarar verme potansiyelindedir. Biiyiik bir
kismin1 serbest radikallerin olusturdugu ROS’lar normal oksijen molekili ile

karsilastirildiklarinda oldukga reaktif yapilardir (47).

ROS olusumunu ve bunlara bagli olarak ortaya ¢ikan hasarlar1 6nlemek i¢in viicutta
antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir. Antioksidanlar, hem endojen hem de ekzojen
kaynakli olabilmektedirler ve oksidan molekiillerin hasarlarindan organizmay: korumakla
gorevlidirler. Asil antioksidan savunma sistemini, hiicre i¢i enzimler meydana getirmektedir.
Bu enzimlerden bazilar1 katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit dismutazdir
(SOD) (43,47-49).

ROS iiretimi ve antioksidan savunma molekiilleri arasindaki denge saglandig: siirece,
organizma serbest radikallerin olumsuz etkileri ile kars1 karsiya kalmamaktadir. Fakat serbest
radikallerin artis1 veya bunlarin ortadan kaldirilmasina yetecek antioksidan molekdillerin
tiretilememesi sonucu, bu dengenin ROS lehine bozulmasi, doku hasarina yol agmaktadir. Bu
dengesizlik durumuna oksidatif stres adi verilmektedir (43,45,50). Organizmalardaki; nitrik
oksit (NO-), peroksil radikali (ROO"), stiperoksit anyonu (O3-"), hidroksil radikali (HO-) ve
radikal olmayan hidrojen peroksit (H202) gibi serbest radikaller oksidatif stres durumunun
ortaya ¢ikmasinda etkilidir (43,47).

Oksidatif stres; kalp hastaliklari, yaslanma, kanser, diyabet ve diyabet
komplikasyonlar1 basta olmak {izere ¢ok cesitli patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasinda
onemli bir etmendir (43,46,50,51). Diyabette ortaya ¢ikan oksidatif stres, tam olarak
aydinlatilamamis pek ¢ok mekanizmaya bagli olarak artmakla birlikte, yapilan ¢aligmalarda
diyabetik hastalar ve deneysel olarak diyabet olusturulmus siganlarda; artmis oksidatif stresin,
asirt ROS iretimi ve antioksidan sistemlerdeki bozulmanin sonucu olarak ortaya ¢iktigi

bildirilmistir (52-54).

Diyabet ile birlikte ortaya c¢ikan hiperglisemi, oksidatif stresi arttiran bir faktordiir.
Oksidatif stres artisina bagli olarak diyabetik hastalarin antioksidan savunma sistemlerinin

yetersiz kaldig1 vurgulanmaktadir (7,43,47).

Diyabetik olgularin; eritrosit membran lipidlerinde, plazma lipoproteinlerinde ve
cesitli dokularinda lipid peroksidasyonunun arttigi yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur.

Lipid peroksidasyonunun yani sira diyabetik olgularda artmis protein oksidasyonu da goze
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carpmaktadir. Ozellikle elastin, kollajen ve miyelin kilif etrafinda bulunan ekstraselliiler
proteinlerin oksidasyonu sonucunda; nefropati, retinopati, mikroanjiyopati ve ateroskleroz

gibi diyabetik komplikasyonlarin gelistigi bilinmektedir (43,55,56).

Diyabet ile birlikte oksidatif stres ve germ hiicre apoptozisinin gozlemlendigi; sigan
testikiiler dokularinda 6nemli 6lgiide SOD ve GPx enzim aktivitelerinde azalmanin yani sira,
lipid peroksidasyonu sonucu son iiriin olarak agiga ¢ikan malondialdehit (MDA) aktivitesinde

de bir artigin oldugu vurgulanmistir (6,57).

DIYABET VE TESTIS DOKUSU

Ekzokrin ve endokrin fonksiyonlar1 bilinen testis dokusu, funiculus spermaticus’a
bagli olarak kivrimli deri kesesi ‘scrotum’ igerisinde ¢ift halde bulunmaktadir. Scrotum’un ig
ylizii septum scroti ile iki ayr1 bolmeye ayrilir ve testisler bu bolmelerde yer almaktadirlar.
Her bir testis yetiskin erkeklerde yaklagik olarak 10-14 gram agirliga, 4-5 cm uzunluga ve 2,5
cm enine sahiptir (58,59).

Epiblasttan kdken alan primordial germ hiicreleri, primitif ¢izgi boyunca go¢ ederler
ve 3. haftada vitellus kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasina
yerlesirler. 4. haftada son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek gonadal
kabartilara go¢ ederler ve 6. haftada gonadal kordonlara katilirlar. Gelisimin 7. haftasinda,
XY kromozomuna sahip embriyoda primordial germ hiicreleri, Y kromozomu iizerindeki
testis belirleyici faktorii (TDF) kodlayan seks belirleyici bolge Y (SRY) geninin etkisiyle,
primitif cinsiyet kordonlar1 testis veya medullar kordonlari olusturmak iizere ¢ogalmaya

devam ederler (60,61).

Testisler, distan ii¢ tabakali kalin bir kapsiil ile sarilmislardir. Bu kapsiiliin en dis
tabakasi tunica vajinalis, orta tabakasi tunica albuginea ve en i¢ tabakasi tunica vaskiilosa
ismini alir. Tunica vajinalis, testislerin scrotum’a inerken stiriikledigi abdominal peritonun bir
uzantisidir. Testisin anterolateral ylizeyini kaplayan bu tabaka, mezotel ile doselidir. Tunica
albuginea, testisin en kalin tabakasidir. Fibroelastik bir bag doku yapisina sahiptir ve testisin
arka yiiziinde kalinlasarak ‘mediastinum testis’ adi verilen yapiy1 olusturur. Testislere giren
ve ¢ikan kan damarlari, lenf damarlari ve spermin gegtigi kanallar, mediastinum testis
icerisinde seyreder. Kapsiiliin en i¢ tabakasini olusturan tunica vaskiilosa ise kan damarlari
acisindan zengin, gevsek bag dokusu yapisindadir. Kapsiilden testis igerisine uzanan ince bag

dokusu uzantilar testisi sayilart 200-300 civarinda degisen lobiillere ayirir. Bu lobiillerin her



biri, igerisinde sperm iretiminin yapildigi yiiksek diizeyde kivrimli, 1-4 adet tubulus
seminiferous contortus (seminifer tiibiil)’tan ve tiibiillerin etrafin1 déseyen; kan damarlarini,

sinirleri ve interstisyel (Leydig) hiicreleri i¢eren gevsek bag dokusundan olusur (62-64).

Interstisyel alanda bulunan Leydig hiicreleri; eosinofilik, biiyiikk ve poligonal
hiicrelerdir. Bu hiicreler steroid yapili olan testosteron hormonu salgilarlar. Testosteron;
embriyonik gelisim, cinsel olgunlagsma, sperm iiretiminin baglatilmast ve sekonder seks

karakterlerinin gelisiminden sorumludurlar (62,63).

Her bir seminifer tiibiil, 30-50 cm uzunlugunda ve 150-250 pm ¢apinda olup bazal
membran iizerine yerlesmis ¢ok katli epitel olan seminifer (germinal) epitelden olusmaktadir.
Seminifer epitel, temel olarak Sertoli (sustentakuler) hiicreleri ve spermatogenik seri
hiicrelerinden meydana gelmektedir. Sertoli hiicreleri, gelismekte olan sperm hiicrelerini
koruyan, besleyen ve destekleyen hiicrelerdir. Puberte sonrasi boliinme yetenekleri
bulunmayan bu hiicreler; belirgin niikleolus i¢eren iiggen veya yuvarlak sekilli 6kromatik bir
niikleusa sahiptirler. Iyi gelismis graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum, belirgin Golgi
kompleksi, bol mitokondri, lizozom, glikojen graniilleri ve lipid damlaciklar1 bulundururlar

(62).

Olgun sperm iiretim asamalarint kapsayan spermatogenez, seminifer tiibiillerde
meydana gelen bir siiregtir (Sekil 1). Spermatogonyal faz, spermatosit faz1 ve spermatid fazi

olmak {izere ii¢ asamada meydana gelmektedir (63).

Spermatogonyal fazda; sperm ana hiicreleri olan spermatogonyumlar, mitoz bdliinme
gecirerek kendi yerlerine gececek olan hiicreleri ve primer spermatositleri meydana getirirler.
[nsan spermatogonyumlari, niikleus goriiniimleri dikkate almarak ii¢ tip olarak
siiflandirilmistir. Tip A koyu spermatogonyumlar, seminifer epitelin kok hiicreleri olarak
gorev yaparlar. Mitoz boliinmeleri sonucunda ya kok hiicre olarak kalirlar ya da Tip A agik
spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip A acik spermatogonyumlar, bir dizi mitoz bdliinme
gecirerek Tip B spermatogonyumlari meydana getirirler. Tip B spermatogonyumlar da, mitoz

boliinme gegirerek primer spermatositleri meydana getirirler (62,63).

Spermatosit fazinda; Tip B spermatogonyumlarin meydana getirdigi primer
spermatositler, mayoz bolinme gec¢irmeden hemen 6nce DNA’larini replike ederler. Bu
yiizden her primer spermatosit ‘2n’ kromozom ve ‘4d’ DNA igerir. Mayoz I asamasinda,

kromozom sayisi ve DNA miktar1 yariya iner. Mayoz I sonucunda ‘n” kromozomlu ve ‘2d’
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DNA igeren sekonder spermatositler meydana gelir. Bu hiicreler yeniden DNA sentezlemeden
mayoz II’ye gecerler. Bu boliinme tamamlandiginda ‘n” kromozomlu ve ‘d” DNA igeren

spermatidler olusur (63).

Spermatid fazinda; haploid spermatidler, olgun spermi meydana getirmek iizere
spermiyogenez ismi verilen farklilasma siirecine girerler. Farklilasma siireci; akrozom
olugmasi, niikleer yogunlasma, kuyruk gelisimi, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmanin artan

parcalarini fagosite etmesi ve olgun spermin meydana gelmesiyle sonuglanir (62,63).

Sertoli hicresi

Seminifer tubil

Sekil 1. Spermatogenez (65)

Diyabetik erkeklerde ve deneysel diyabet olusturulmus hayvan modellerinde yapilan
caligmalarin sonucunda; spermatogenez disfonksiyonu, testiste dejeneratif ve apoptotik
degisiklikler, azalmig testosteron sentezi ve salgilanmasi, erektil ve ejakiilasyon
disfonksiyonu, diisiik libido ve kan-testis bariyerinde meydana gelen degisiklikler ile DM’nin
infertiliteye neden oldugu bildirilmistir (6,11,12,66-68). DM, ayrica hipotalamus-hipofiz-
gonad eksenine etki ederek folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)’larin

salinmasindaki kontrol mekanizmalarini da degistirmektedir (11-13).

Diyabetik si¢anlarda; spermatogonyum ve spermatositlerde yogunlasmis niikleer
kromatin, sperm DNA’sinda fragmantasyonlar, Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyonlar ve

Leydig hiicrelerinde biriken lipid damlaciklarinin yani sira seminifer epitel kalinliginda,
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testisin toplam alaninda ve serum testosteron diizeylerinde 6nemli 6l¢iide azalmanin oldugu
belirtilmistir (11,69-72). Ayrica testis dokusunda; spermatogenez bozuklugu, germ hiicre
kaybi, interstisyel dokuda 6dem, germinal epitel kalinliginda ve seminifer tiibiil ¢aplarinda
azalma, ayrica ultrastriiktiirel olarak da Sertoli hiicrelerinde serbest endoplazmik retikulum

organellerinde bir azalmanin meydana geldigi ¢alismalarda gosterilmistir (11,70,71,73).

FUKOIDAN

Fukoidan, kahverengi deniz yosunlari ve bazi deniz omurgasizlarinda bulunan, énemli
ol¢iide L-fukoz ve siilfat ester gruplarini igeren bir polisakkarittir. Bu polisakkarit ilk olarak
1913 yilinda Kylin tarafindan kahverengi deniz yosunlarindan elde edildiginde ‘fukoidin’
olarak isimlendirilmistir (74,75). Daha sonrasinda, Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya

Birligi (IUPAC) kurallarina gore “fukoidan” olarak isimlendirilmesine karar verilmistir (75).

Son yillarda farkli tiirlerden elde edilen fukoidanlar; antioksidan (76), antikoagulan
(76), antitrombotik, antiviral (77), antitimor (20), immiinmodilator (21), anti-inflamatuvar
(22) ve kan glukoz homeostazini1 diizenleyici etki (23) gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri,
yaygin olarak bulunabilmesi ve ucuz olmasi sebebiyle, diger siilfatlanmis polisakkaritlere

nazaran, arastirmalarda siklikla kullanilmaya baglanmistir (75) .

Temel olarak fukoidan olarak adlandirilan molekiiler yapilar, birbirlerine benzerlik
gostermelerine ragmen, elde edilen tiire gore de biiyiik farkliliklar icerebilmektedir. Ornegin;
Cladosiphon okamuranus’tan elde edilen fukoidanin, meme kanseri modelinde plateletlerin
adezyonunu inhibe etmedigi, fakat Fucus vesiculosus’tan elde edilen fukoidanin %80

oraninda bu inhibisyonu gergeklestirdigi belirtilmistir (78).

Toksikoloji raporlarinda, Laminaria japonica ve Undaria pinnatifida tiirlerinden elde
edilen fukoidanlarin, fazla miktarlarda tiiketilmesinin hayvan modellerinde giivenilir oldugu
bildirilmistir (79,80). Insanlar {izerinde yapilan sinirli sayidaki klinik arastirmalarda ise oral
yoldan alinan Fucus vesiculosus (%85) ve diger 2 tiirden elde edilen fukoidan preparatlarinin
3 ay boyunca her giin 1 gr. (81) veya Undaria pinnatifida tiiriinden elde edilen preparati 12
giin boyunca her giin 3 gr. (82) alan kisilerde herhangi bir toksisiteye rastlanmamustir.

Kimyasal icerigi
Kylin’in fukoidani izole etmesinden bu yana, farkl tiirlerde kahverengi yosunlardan
elde edilen fukoidanlarin kimyasal yapilar1 incelenmistir. Basit kimyasal yap1 olarak fukoz ve

stilfat gruplarindan olusan fukoidanlarin, kimyasal igerikleri olduk¢a karmasiktir. Fukoz ve
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stilfatin yani sira monosakkaritler (mannoz, galaktoz, glukoz, ksiloz vb.), iironik asitler, asetil
gruplart ve proteinler de fukoidanlarin kimyasal yapisinda bulunan maddelerdir. Ancak

fukoidan elde edildigi tiire gore farkli kimyasal kompozisyona ve igerige sahip olmaktadir
(75,83).

Avustralya biyoteknoloji sirketi Marinova Pure Source-Pure Science (Marinova Pty
Ltd.) tarafindan standardize edilmis metodlar kullanilarak tanimlanan cesitli tirlerdeki

fukoidan igerikleri Tablo.1’de sunulmustur (78).

Tablo 1. Cesitli tiirlerde bulunan fukoidan icerikleri

Tiir Fukoz Siilfat Ksiloz Galaktoz Uronik Katyonlar Diger
() (%) (%) (%) Asit (%) (%) (%)
Fucus vesiculosus 45.9 32.0 3.3 4.3 7.0 7.6 0.92
(Sigma Crude)
Laminaria japonica 34.1 31.7 1.0 4.2 14.4 13.2 2.3
Undaria pinnatifida 32.6 29.6 0.0 25.2 4.0 1.7 1.75
Macrocystis pyrifera 30.5 32.4 2.2 5.6 124 15.1 2.8
Ecklonia radiata 19.0 19.1 11.0 12.0 25.5 54 8.35

Kan-Glukoz Homeostazi, Antioksidan ve Anti-inflamatuvar Etkisi

Diyabetik fareler iizerinde yapilan c¢alismada; ham fukoidanmn, kan-glukoz
seviyelerine 6nemli Olgiide etki ettiginin ve Ozellikle Undaria pinnatifida’dan elde edilen
silfath  fukoidanin, diyabetin komplikasyonlarinda potansiyel bir madde olarak
kullanilabilecegi ileri siirmiislerdir (23). Saccharina japonica’dan elde edilen fukoidanin
diyabetik sigcanlarda kan glukoz diizeylerine etkisinin arastirildigi ¢caligmada, Wang ve ark.
(19) tarafindan 8 hafta boyunca 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarinda fukoidan
uygulanmis ve sadece 300 mg/kg fukoidan verilen grupta kan glukoz seviyelerinde 6nemli

Olciide diisilis gozlemlenmistir.

In vitro ve in vivo calismalar sonucunda, fukoidanin gii¢lii bir antioksidan oldugu ve
serbest radikal aracili hastaliklarin Onlenmesinde biiyilk bir potansiyele sahip oldugu
saptanmigtir. Laminaria japonica’dan elde edilen fukoidanin, diyabetik farelerin dalak ve

karaciger dokularinda lipid peroksidaz aktivitesini 6nledigi ileri siiriilmistiir (75) .

12



Fukoidanin antioksidan aktivitesi; siilfat icerigi ve molekiiler agirligina baghdir.
Cesitli tiirlerden elde edilen fukoidanlarin molekiiler agirliklar1 Tablo.2’de gosterilmistir (78)

(Marinova Pty. Ltd. tarafindan standardize edilen veriler).

Tablo 2. Cesitli tiirlerde bulunan fukoidanin molekiiler agirhklar:

Tiir Molekiiler agirhik (kDa)
Fucus vesiculosus 20.7
(Sigma crude)
Laminaria japonica 395.4
Undaria pinnatifida 51.7
Macrocystis pyrifera 176.4
Ecklonia radiata 528.2

Biyolojik sistemlerde tiretilen ROS’lardaki artig, bir¢ok hastaligin molekiiler temelini
olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalarda kahverengi deniz yosunlarindan elde edilen

polisakkaritlerin, potansiyel ROS siipiiriicii oldugu vurgulanmustir (84).

Fucus vesiculosus’tan elde edilen fukoidanin, hidroksil ve siiperoksit radikalleri

olusumunu inhibe edici bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (75,85).

Inflamatuvar yanit, cok sayida 16kdsitin (ndtrofil, monosit, makrofaj, mast hiicreleri)
iltihapli bolgeye infiltre olmasi ile karakterizedir. Bu inflamatuvar hiicreler, inflamasyon
aracilar1 tarafindan tetiklenirler ve siiperoksit, nitrik oksit gibi radikalleri meydana getirirler.
Bu sebeple, antioksidan ve anti-inflamatuvar aktiviteler birbirleri ile yakin iliski halindedirler
(86).

Kan glukoz homeostazina etkisi, antioksidan ve anti-inflamatuvar etkilerinin yani sira
fukoidanlarin; antitiimoral ve immiinmodiilator etkileri de bilinmektedir. Melonoma B16 ve
Lewis akciger karsinoma hiicreleri {izerine ham fukoidanin etkilerinin incelendigi ¢alismada,
melonoma hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda ham fukoidan
ekstraktinin, hem akciger hem de deri kanseri modellerinde, dogal hiicre dldiiriiciilerin (NK

cell) aktivitesini de arttirdigi ileri stiriilmistiir (87).

Immiin sistemi baskilanmis farelerde fukoidan tedavisinin, immiin sistem iizerine
diizenleyici bir rolii oldugu, makrofaj ve T lenfositler iizerine de direkt olarak

immiinmodiilator etki yarattigi gosterilmistir (75).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na sunuldu ve
2014.02.03 no’lu karar ile onay alind1 (Ek 1). Etik kurul onaymin ardindan Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na (TUBITAK) maddi destek icin bagvuruldu ve 1145153

no’lu projenin bir boliimii olarak desteklenmesine karar verildi.

Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nden, 3 aylik, agirliklar1 260—
340 gr arasinda degisen 24 adet Wistar albino erkek sigan temin edildi. Biyolojik ve
fizyolojik olarak ayni ozelliklere sahip olan deneklerimiz deney siiresince stabil laboratuvar
kosullar1 altinda (221 °C sicaklikta, 12 saat aydimlik/karanlik siklusunda) tutuldu. Giinliik
igme suyu ile birlikte ham %21 protein igeren pelet yemlerle (Purina, Bursa, Tiirkiye)

beslendi.
Deneklerimizden;

1. Grup: Kontrol grubu; sadece sitrat tamponu (pH’s1 4,2 olan; 0,1M’lik) + %0.9’luk
serum fizyolojik intraperitoneal (ip.) verilen grup (n=6).

2. Grup: Diyabet grubu; 40 mg/kg STZ 5 ardisik giin ip. (pH’s1 4,2 olan; 0,1M’lik

sitrat tamponunda ¢oziilerek) verilen grup (n=6).

3. Grup: 40 mg/kg STZ, 5 ardisik giin ip. + 50 mg/kg ip. fukoidan (%0.9’luk serum
fizyolojik igerisinde ¢oziilerek, son STZ enjeksiyonundan sonra 6 hafta boyunca,

iki glinde bir) verilen grup (n=6).
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4. Grup: 40 mg/kg STZ, 5 ardisik giin ip. + 50 mg/kg ip. fukoidan (%0.9’luk serum
fizyolojik igerisinde ¢oziilerek, diyabet olusturulduktan 15 giin sonra, 6 hafta

stiresince, iKi giinde bir) verilen grup (n=6)’lar olusturuldu.

Diyabet olusturmak ig¢in kullandigimiz STZ (Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Almanya)’nin iyi ¢oziindiigii ve stabilitesini korudugu bir soliisyon olan sitrat tamponu, steril
enjeksiyonluk suyla hazirlandi ve pH’1 4.2’ye ayarlandi. STZ, sitrat tamponunda ¢oziildiikten

hemen sonra deneklere uygulandi.

Deneklerin viicut agirliklari, deneyin basglangicindan sonuna kadar her hafta 6l¢iildii.
Kuyruk veninden alinan kan orneklerindeki, kan glukoz diizeylerine; deneyin baslangicinda,
STZ verilmesini takiben 48 saat sonra ve deney sonuna kadar her hafta glukometre (IME-DC,
Hof, Almanya) ile bakildi. STZ uygulandiktan 48 saat sonra, kan glukoz degerleri 250
mg/dI’nin iizerinde olan denekler “diyabetik” kabul edildi.

Tiim deneklerin, planlanan deney siiresinin sonunda, ketasol (Ricterpharma, Viyana,
Avusturya) ve basilazin (Rompun, Istanbul, Tiirkiye) anestezisi altinda, sag ve sol testis
dokular1 total olarak ¢ikarildi, agirliklar1 6lciildiikten sonra, 15tk mikroskobik ve

immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in islemlendirildi.

ISIK MiKROSKOBIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMELER

Isik mikroskobik rutin boyamalar ve immiinohistokimyasal incelemeler, Trakya
Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Rutin Laboratuvari’nda gerceklestirildi.
Bu incelemeler i¢in; testis doku ornekleri, %10’luk formaldehitle (Sigma Aldrich) fikse
edildikten sonra, dokular yikanarak, dehidratasyon islemine gecildi. Dehidratasyon
asamasindan sonra, saydamlastirma basamagi icin dokular, toluol (Merck Millipore,
Darmstadt, Almanya) ile muamele edildi, 6nce yumusak parafin (Merck Millipore) ve
sonrasinda sert parafine (Merck Millipore) alinarak, parafin bloklar elde edildi. Dokulardan
histolojik ve morfometrik analizler igin mikrotom ile alinan 5 um kalinhigindaki kesitlere,
testisin histolojik yap1 6zelliklerini ortaya koyacak Hematoksilen-Eosin (H-E), Periyodik asit
shiff-Hemalen (PAS-HI) boyalar1 ve apoptozisi belirlemek amaciyla terminal
deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick end labeling (TUNEL) metodu uygulanda.
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Hematoksilen-Eosin Boyas1

Bes um kalinligindaki kesitler, parafinin giderilmesi i¢in 30 dk boyunca toluol ile
muamele edildi. Parafinden uzaklastirilan kesitler sirasiyla %100, %96, %90, %70’lik alkol
serilerinden gegirilerek, suya indirildi. Kesitler 10 dk. boyunca Mayer’s hematoksilen (Merck
Millipore) boyasi ile muamele edildi. Daha sonra morartma islemi i¢in akan ¢esme suyu
altinda 10 dakika bekletilen kesitlere, 1 dk. Eosin (Merck Millipore) boyasit uygulandi.
Dehidratasyon igin; sirasiyla yiikselen derecelerdeki alkol serilerinden gegirildikten sonra,
kesitler toluol ile muamele edildi ve entellan (Merck Millipore) ile daimi preparat haline

getirildiler.

Periyodik Asit Shiff-Hemalen Boyasi

Uygun kalinlikta alinan kesitler, H-E boyamasinda oldugu gibi oncelikle suya
indirildi. Daha sonra 5 dk %1’lik periyodik asit (Merck Millipore) soliisyonu igerisinde
bekleyen kesitler, bu siire sonunda 30 dk boyunca shiff soliisyonu ile muamele edildi. Shiff
soliisyonun ardindan, 3 kez 5 dk. yikama soliisyonlarindan gegirilen kesitler, yiikselen alkol

serileri ve toluolden gegirilerek, entellan ile kapatildilar.

Johnsen Skorlamasi
Johnsen skorlamasi; testis doku ornekleri i¢in 1970 yilindan beri kullanilan ve
giiniimiizde de gecerliligini koruyan bir yontemdir. Bu ydntem spermatogenezi kategorize

etmek i¢in kullanilmaktadir (88).

Tablo 3. Johnsen skorlamasi

Skor 1 Seminifer tiibiillerde hiicre yok.

Skor 2 Spermatogenik hiicreler yok, yalnizca Sertoli hiicreleri var.

Skor 3 Sadece spermatogonyumlar var.

Skor 4 Spermatid yok, sadece birkag tane spermatosit var

Skor 5 Spermatid yok; ancak spermatositler var.

Skor 6 Sperm yok, az spermatid mevcut.

Skor 7 Bol spermatid mevcut; ancak sperm yok.

Skor 8 Germinal epitel ¢ok sirali; ancak limende 10°dan az sayida sperm var.

Skor 9 Germinal epitelde ¢ok sirali; ancak diizgiin olmayan goériiniim mevcut, liimende obliterasyona
yol agan hiicre dokiilmesi var.

Skor 10 Cok sirali, bol spermatozoa ve santralde agik liimen iceren tiibiiller var.
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Bu calismada Johnsen skorlamasi; her bir denege ait H-E boyamasi uygulanan
preparatlarda, 10 farkli sahada, rastgele segilmis 10 farkli seminifer tiibiilde gerceklestirildi.
Degerlendirme kriterleri Tablo 3’de belirtilmistir (88,89). Bu inceleme i¢in; Olympus BX51
marka mikroskobun, x400’lik biiylitmesi kullanildi.

TUNEL PROSEDURU

Apoptozisin belirlenmesi amaci ile TUNEL tekniginden yararlanildi. Bu amagla 5 um
kalinliginda alinan kesitler, bir gece 37°C’lik etiivde bekletildi ve ardindan oda 1sisinda 5 dk
sogumaya birakildi. Deparafinizasyon islemi i¢in toluolden ve dehidratasyon iglemi igin alkol
serilerinden gegirilen kesitler, daha sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS; pH: 7.4, Invitrogen,
Kaliforniya, ABD) ile yikandi. Proteinlerin sindirilmesi igin, 15 dk oda 1sisinda proteinaz K
soliisyonu (Merck Millipore) ile muamele edilen Kesitler, distile sudan gegirildi. Bundan
sonraki agamalar, iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda, ApopTaq Plus Peroksidaz In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon SA. Merck Millipore) kullanilarak gerceklestirildi.
Endojen peroksidazin bloke edilmesi igin kesitler 5 dk, %3’liik H2O>’e alindi. Daha sonra
kesitler dengeleme tamponu ile oda 1sisinda 30 dk bekletildi ve ardindan terminal
deoksiniikleotidil transferaz (Tdt) enzim soliisyonu ile 37°C’de inkiibe edildiler. 10 dk
durdurma/yikama tamponu yapildiktan sonra, oda 1sisinda 30 dk anti-digoxigenin peroksidaz
ile muamele edilen kesitler, 3,3'-diaminobenzidine (DAB) ile kromojenize edildikten sonra,
hematoksilen zit boyamasi yapildi. Son olarak kesitler, alkol ve toluol serilerinden gegirilerek

kapatildi.

HUCRE SAYIMI, BAZAL MEMBRAN KALINLIKLARI VE ISTATISTIKSEL
ANALIZLER

Tim gruplarin H-E, PAS-HI ve TUNEL boyalar1 uygulanan preparatlari, Olympus
BX-51 mikroskobunda incelenerek, farkli biiyiitmelerde fotograflari ¢ekildi.

Hazirladigimiz H-E boyasi uygulanmis preparatlarin kullanimiyla, tiim deneklerin
testis doku Orneklerinde seminifer tiibiil ¢aplarinin olgiimii; X200’lik biiylitmede, okiiler
mikrometre kullanilarak, yuvarlak veya yuvarlaga yakin, rastgele segilen, her preparatta 10

tiibiiliin enine kesiti alinarak gerceklestirildi (90).

Periyodik asit shiff-nemalen boyasi uygulanan testis kesitleri kullanilarak; bazal
membran kalinliklar 6lgiildii. Her gruptan 6 farkli preparat ve her preparattan 5 farkli alanda

yapilan 6lgiimlerin ortalamalar1 alind1 (Argenit Kameram 2.11.5.1, istanbul).
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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 apoptotik

hiicreler sayilarak da “apoptotik hiicre indeksi” hesapland1 (91).

Istatistiksel analizler icin; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali’nda SPSS 20.0 programi (Lisans no: 10240642) kullanildi, degerler
ortalama + standart sapma (SD) olarak alindi. P<0.05 degeri anlamli kabul edildi. Mann-
Whitney U testi ile; 1., 2., 3. ve 4. grup deneklerin kan-glukoz diizeylerinde, viicut
agirliklarinda, testis agirliklarinda, testis boyutlarinda ve bazal membran kalinliklarinda
gruplar arasinda farklilik olup olmadig arastirildi. Tiim deney gruplarindaki deneklere ait
Johnsen skorlamasi, seminifer tiibiil ¢ap1 Ol¢iimleri, apoptotik seminifer tiibiil ve apoptotik

hiicre indeksleri, Mann-Whitney U testi uygulanarak degerlendirildi.
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BULGULAR

KAN GLUKOZ DUZEY], VUCUT VE TESTIS AGIRLIKLARI

Deneklerin kan glukoz diizeyleri; deney baslamadan 6nce, diyabet olusturduktan 2 giin
sonra ve deney siiresince her hafta 6lgiilmiistiir. Deney baslamadan 6nce 6lgiilen kan glukoz
diizeyi degerlerinde, tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir
(Tablo 4). Deney sonunda o6lgiilen kan glukoz diizeyleri; sadece diyabet indiiksiyonu yapilan
2. grup, diyabet indiiksiyonundan hemen sonra fukoidan uygulanmaya baglanan 3. grup ve
diyabet indiiksiyonundan 15 giin sonra fukoidan uygulanmaya baslanan 4. grupta, kontrol
grubu olan 1. gruba gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.05; Tablo 4). STZ
uygulanan tiim gruplarda kan glukoz diizeyleri, deney siiresince diyabetin devam ettigini
gosterir sekilde, 250 mg/dl’nin {izerinde tespit edilmistir. Diyabet olusturulduktan sonra
fukoidanin farkli zamanlarda uygulandigt 3. ve 4. gruplarin degerleri, 2. grup ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (sirastyla P=0.926,

P=0.449).

Tiim deney gruplarinda yer alan deneklerin viicut agirliklari, deney baslamadan 6nce
ve deney sonunda 6l¢iilmiis, ortalama degerler Tablo 4’te sunulmustur. Deney baslangicinda
viicut agirlik ortalamalar1 birbirine yakin bulunmasina ragmen, deney sonu dl¢iimlerinde 1.
gruba gore diger tiim gruplarda anlamli bir azalma gériilmiistiir (P<0.05; Tablo 4).

Sakrifikasyondan sonra elde edilen sag ve sol testis agirliklarinin; 2. ve 4. gruplarda, 1.
grubuna gore istatistiksel bir anlamlilikla azaldig: tespit edilirken (sirasiyla sag testis P=0.009,
P=0.009; sol testis P=0.009, P= 0.016), 3. grupta kontrole gére anlaml1 bir fark bulunmamaistir
(sag testis P=0.100, sol testis P=0.100; Tablo 4).
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Tablo 4. Kan glukoz diizeyi, viicut ve testis agirhk degerleri

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
Kan glukoz diizeyi 100.80 +4.43 101.40 £ 6.04 98.50+3.14 99.40 + 7.95
Baslangic (mg/dl)
Kan glukoz diizeyi 108.75 + 8.34 563.40 +37.78" 541.00 + 81.98" 558.40 + 78.31"
Deney sonu (mg/dl)
Baslangig viicut 307.40 £ 14.99 318.60 £7.70 286.16 + 6.58 306.00 +3.16
agirhik (g)
Deney sonu viicut 313.20 £ 6.05 221.2 +£38.51" 204.00 + 30.10" 224.60 +9.81"
agirhik (g)
Sag testis agirhik (g) 1.34£0.05 1.06 £0.22" 1.24+£0.12 1.09 £0.15"
Sol testis agirhk (g) 1.33+£0.03 1.02+0.22" 1.22+£0.12 1.09+0.16"

*: 1. grup ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmistir.

MORFOMETRIK BULGULAR

Sakrifikasyondan sonra o6lgiilen testis uzunluk ve genislikleri kiyaslandiginda; testis
uzunluklarinin 2., 3. ve 4. gruplarda, 1. gruba gore anlamli derecede azaldig1 tespit edilmigtir
(P=0.014, P=0.007, P=0.007; Tablo 5). Testis genislikleri karsilagtirildiginda ise sadece 2.
grupta, 1. gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulunmustur (P=0.006; Tablo 5).

Hematoksilen-Eosin ~ boyanmis  preparatlarin  kullanimiyla — gergeklestirdigimiz
seminifer tiiblil ¢aplarmin; 2., 3. ve 4. gruplarda, 1. gruba gore anlamli olarak azaldigi
saptanmugtir (sirasiyla P=0.009, P=0.006, P=0.009; Tablo 5). Ikinci ile 3. grup degerleri
karsilagtirildiginda ise 3. grupta, 2. gruba gore anlamli bir artis tespit edilmistir (P=0.006;
Tablo 5). Ancak 2. ve 4. gruplarin degerleri arasinda anlamli herhangi bir fark bulunamamistir
(P=0.076; Tablo 5). Fukoidan uygulamasina, diyabet indiiksiyonundan hemen sonra ya da 15
giin sonra baslanilmasi seminifer tiibiil ¢aplarini etkilememis, 3 ve 4. grup degerleri kendi
iclerinde karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir

(P=0.465; Tablo 5).

Periyodik asit shiff-Hemalen boyasi uyguladigimiz preparatlar1 kullanarak olgiilen
bazal membran kalinliklar1 ise 2. ve 4. gruplarda, 1. gruba goére anlamli olarak artarken

(P=0.028, P=0.011; Tablo 5), 3. grup ile 1. grubun bazal membran kalinliklar1 arasinda

20



anlamli bir fark tespit edilmemistir (P=0.855). Ugiincii ve 4. gruplarin bazal membran
kalinliklari, 2. gruba gore anlamli olarak azalmistir (sirastyla P=0.015, P= 0.032; Tablo 5).
DM indiiksiyonu sonrasi hemen fukoidan uygulanan 3. grup ile fukoidan uygulanmasina 15
giin sonra baglanan 4. grubun bazal membran kalinlik ortalamalar karsilastirildiginda ise 3.

grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (P=0.016; Tablo 5).

Tablo 5. Testis uzunluk ve genislik, seminifer tiibiil cap1 ve bazal membran kalinhk

ol¢iimleri

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup

Testis Uzunlugu (cm) 2.07+0.11 1.80£0.18" 1.81£0.87" 1.76 £0.11"
P 0.014" 0.007 0.007"
0.828f 0.5167
0.365%

Testis Genisligi (cm) 1.12+0.25 0.96 +0.14" 1.06 £ 0.06 0.98 +0.15
P 0.006" 0.062" 0.066"
0.161f 0.826%
0.196*

Seminifer tiibiil cap1 299.96 + 3.48 218.94 +25.38" 279.20 + 4.87%1 270.12 +38.77"
(rum)
P 0.009" 0.006" 0.009"
0.006" 0.076%
0.465*
Bazal membran 1.13+0.12 1.85+0.40" 1.14+0.17% 1.42+0.10%%
kalinhig: (nm)
P 0.028 0.0157 0.0117
0.0327
0.016*
1. grup ile Kkarsilastirildiginda, *: 2. grup ile karsilastrildiginda, *: 3. Grup ile

karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmistir.

JOHNSEN SKORLAMASI

Tiim deney gruplarindan elde edilen ortalama Johnsen skor degerleri, 1. grup degerleri
ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (tim gruplar i¢in
P<0.05; Tablo 6). Ikinci grup ile 3. grup kendi iglerinde karsilastirildiginda ise 3.gruptaki
Johnsen skor degerlerinin anlamli derecede yiiksek oldugu (P=0.003; Tablo 6) ve ayni1 sekilde
2 ve 4. gruplar kiyaslandiginda ise 4. grup degerlerinin istatistiksel bir anlamlilikla artig
gosterdigi (P=0.003; Tablo 6) saptanmistir. Fukoidanin farkli zamanlarda uygulandig1 gruplar
arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmemistir (P=0.198; Tablo 6).
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Tablo 6. Johnsen skorlamasi degerleri

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
Johnsen
skorlamasi 8.76 £ 0.20 6.47+0.23" 7.73 £ 0.48™F 7.38+0.17"F
Ort. £ Ss. (8.55-9.00) (6.15-6.70) (7.35-8.65) (7.10-7.65)
(Min. — Max.)

0.004" 0.018" 0.006"

P 0.003" 0.0037

0.198¢

“ 1.grup ile karsilastirlldi@inda, * 2. grup ile karsilastirildiginda, ¥ 3. grup ile karsilastirildiginda,
P<0.05 anlamh kabul edilmistir.

MORFOLOJIK BULGULAR

Birinci Gruba Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Birinci gruba ait H-E ve PAS-HI boyalari ile boyanmis 5 um kalinligindaki kesitler
incelendiginde; testis dis yiizeyinde bulunan bag doku tabakas1 Tunica albuginea (Sekil 2) ve
seminifer tiibiil duvarimi doseyen spermatogenik seri hiicrelerinde, organizasyon biitiinligi
gozlenmistir (Sekil 2-5).

Seminifer tiibiil epitelinin bazal membranindan itibaren, tiibiil liimenine dogru;
spermatogenik seri hiicrelerinin spermatogonyum, spermatosit-1, spermatosit-11, erken ve geg
spermatidlerin sirasi ile yer aldigi ve spermlerin, Sertoli hiicre sitoplazmasina gémiilii bir

sekilde bulundugu, kuyruklarinin liimene dogru yer aldigi izlenmistir (Sekil 2-5).

Spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri bazal membran tizerinde yer almaktadir.
Spermatosit-1 hiicreleri, spermatogonyumlarin iizerinde yerlesmis, belirgin niikleuslar1 ve
diger spermatogenik seri hiicrelerine nazaran daha genis sitoplazmalar ile tiibiil duvarinda
ayirt edilebilmektedirler. Testis kesitlerinde seminifer tiibiil duvarinda nadiren gdzlenebilen
spermatosit II’ler, hemen spermatosit I’lerin tizerinde bulunmaktadir. Spermatidler ise liimene
yakin konumlariyla, seminifer tiibiillerin normal histolojik yapist ile bir biitlinliik

olusturmaktadirlar (Sekil 2,3).
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Sekil 2. Birinci grup testis kesitinde; normal yapida seminifer tiibiiller(*), Tunica
albuginea (Ta), Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-
I’ler (Stl), spermatidler (Sd), Leydig hiicreleri (») ve spermler (S)
izlenmektedir. H-E, X200.

Sekil 3. Birinci gruba ait bu mikrografta seminifer tiibiillerde; bazal membran (Bm),
Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (Stl),
spermatidler (Sd), Leydig hiicreleri (»), kan kapilleri (K) ve spermler (S)
gozlenmektedir. H-E, X400.
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Bu bulgulara ek olarak, PAS-HI boyasi uygulanmis kesitlerde; PAS (+) reaksiyon
veren bazal membran {izerine yerlesmis, germinal seriye ait hiicreler ve yine PAS (+)
akrozom yapilariyla dikkat ¢eken, kiiciikk koyu niikleuslar: ile taninan ge¢ spermatidler ve
spermler izlenmektedir (Sekil 4,5).

Seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel sahada yer alan Leydig hiicreleri, hem H-E
hem de PAS-HI boyanmis kesitlerde genellikle poligonal sekilleri, eosinofilik boyanmis
sitoplazmalar1 ve kan damarlar etraflarindaki yerlesimleri ile diger hiicrelerden kolayca ayirt
edilebilmektedir (Sekil 2-5).

Sekil 4. PAS (+) reaksiyon veren bazal membran (—) ve interstisyel sahadaki kan
kapillerleri (K) ve Leydig hiicreleri (Lh) izlenmektedir. PAS-HI, x200.

24



} A -
: b Bm
N &
sd
é\ 3\
% s
..{ [
sd
- -
= S—
g »
‘ v
E =" $
- 4 [y

.
- / S /
i » \ \

» y /! £ ‘
\“ / : 1"’ N _ «“

[ ' /
~ _

_—

Sekil 5. Birinci grup seminifer tiibiillerinde; PAS (+) bazal membran (Bm), gec
spermatidlerin (sd) ve spermlerin (S) akrozomlar1 goriilmektedir. PAS-HI,
x400.

Ikinci Gruba Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Ikinci gruba ait H-E kesitlerinde gerceklestirilen seminifer tiibiill caplari
degerlendirilmesinde, 1. gruba gore tiibiil ¢aplarinin anlamli derecede azaldigi tespit edilen bu
grupta (P=0.009; Tablo 5), seminifer tiibiillerin sekillerinde de degisimler izlenmistir. Tiibiil
caplarinin kiigiilmesine bagli olarak yer yer tiibiillerin birbirinden ayrildigi, ancak bu

mesafelerin bag doku tarafindan doldurulmaya g¢alisildigi dikkati gekmektedir (Sekil 6-10).

Bazal membrandan itibaren, seminifer tiibiil liimenine dogru olan spermatogenik seri
hiicre organizasyonunda gozlemlenen bozulmalar, neredeyse tiim germinal seri hiicrelerinde
vakuolizasyonlar ve seminifer epitel ile bazal membran arasinda ayrismalarin bulunmasti, bu

grupta izlenen 6nemli bulgular olarak dikkati ¢cekmektedir (Sekil 6-9).
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Sekil 6. Ikinci grupta caplan kiiciilen seminifer tiibiiller (*) ve spermatogenik seri
hiicrelerinde diizensizlik (—) dikkat ¢ekmektedir. H-E, x200.

Sekil 7. Seminifer tiibiillerinde; dev hiicre gelisimi (—), germinal seri hiicrelerinde
vakuolizasyonlar (v) ve bazal membranda ondiilasyonlar (») goze
carpmaktadir. H-E, X400.
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Sekil 8. Ikinci grup testis Kesiti seminifer tiibiillerinde; spermatogenezin tam olarak
izlenmedigi tiibiiller (*), bazal membran ondiilasyonlar1 (» ), vakuolizasyonlar
(v), bazal membran ile spermatogenik seri hiicreleri arasindaki ayrismalar
(—) dikkat ¢cekmektedir. H-E, x400.

Ayrica tiibiil liimenine yakin ya da liimende normalde bulunmamasi gereken, heniiz
olgunlagsmasini tamamlayamadan dokiilen germinal seri hiicrelerin varligi ve bazi tiibiillerde
spermatogenik seriye ait tiim hiicrelerin bulunmadig tespit edilmistir (Sekil 8-10). Sadece
spermatogonyum, spermatosit-I1 ve Sertoli hiicrelerinden olusan seminifer tiibiillerin yani sira,
tiim seri hiicrelerini bulunduran tiibiiller de bulunmaktadir (Sekil 6,7). Bu gruba ait tiim
kesitlerde ve her sahada olmasa da, baz tiibiillerde dev hiicre gelisimi gézlemlenmistir (Sekil

7.8).

Periyodik asit shiff (+) reaksiyon veren bazal membranlarda, 1. gruba kiyasla
kalinlasma ile birlikte (P=0.028; Tablo 5), ¢ogu tiibiilde gozlenen ondiilasyonlar (bazal

membran i¢e katlanmalar1) bulunmaktadir (Sekil 9,10).

Normal yapisindan farkli olan seminifer tiibiillerin etrafin1 ¢evreleyen interstisyel bag

dokusundaki artis, diyabetik testis dokusunda izlenen bulgulardan biridir (Sekil 6).
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Ikinci grup seminifer tiibiillerinde; kalinlasmis (—) ve ondiilasyonlar yapmus

(™) bazal membranlar izlenmektedir. PAS-HI, x200.

Sekil 9.

bazal membranlar (—)
asamalarindaki hiicreler

Sekil 10. Bu gruba ait testis doku kesitlerinde, kalinlagmis

PAS-HI, x400.

son

Spermatogenezin
akrozom yapisi ayirt edilememektedir.

b

cekmektedir.
den

gozlenmedigin

dikkat
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Uciincii Gruba Ait Isikk Mikroskobik Bulgular

Diyabet olusturulduktan hemen sonra fukoidan uygulanmaya baslanan bu gruba ait
kesitlerde, 1. gruba gore; tiibiil ¢aplarinin anlamli olarak azaldigi gozlenmesine karsin
(P=0.006; Tablo 5), 2. grubun tiibiil ¢aplarmna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig
(P=0.006; Tablo 5) oldugu dikkati gekmektedir (Sekil 11).

Seminifer tiibiillerin bazal membranindan, tiibiil limenine dogru sirasi ile
spermatogonyumlar, spermatosit I’ler, spermatosit II’ler, erken ve ge¢ spermatidler ile birlikte
Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmasina gomiilii bas kisimlariyla spermlerin yer aldigi
tiibiiller daha ¢ok izlenmektedir. Johnsen skorlamasi sonuglarina paralel olarak, bu gruptaki
tiibiillerde, 2. gruba kiyasla, spermatogenik hiicre seri organizasyonun daha diizenli oldugu

tespit edilmistir (Sekil 11-14).

Sekil 11. Uciincii grup testis kesitinde; normale yakin ¢aph (*), spermlerin gézlendigi
(S), ancak baz tiibiillerde yer yer vakuolizasyonlarin (v) bulundugu
izlenmektedir. H-E, x200.

Ancak bazi seminifer tiibiillerde; az sayida spermatid ve spermlerin gézlenebildigi ya
da spermlerin hi¢ bulunmadigi da izlenmistir. Germinal seri hiicrelerinde sitoplazma
kayiplari, vakuolizasyonlar ve ayrica seminifer epitel ile bazal membran arasinda ayrilmalarin

bulunmasi dikkati cekmektedir (Sekil 11-14).
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Sekil 12. Uciincii grup seminifer tiibiillerinde; organizasyon biitiinliigii (*) ve
spermlerin bulunmasinin (S) yani sira, yer yer vakuolizasyonlar (v) ve bazal
membran ayrilmalari (—) goze carpmaktadir. H-E, x400.

Diyabet olusturulduktan sonra, fukoidan tedavisi uygulanan bu grubun tiibiiler bazal
membran kalinliklar1 (Ortalama 1.14 £ 0.17 um; Tablo 5); Sekil 13 ve 14°te izlendigi gibi, 1.
grup degerlerine (Ortalama 1.13 + 0.12 um; Tablo 5) olduk¢a yakin bulunmustur. Ikinci grup
ile arasindaki fark ise PAS-HI mikrograflar1 incelendiginde agik¢a fark edilebilmektedir
(Sekil 10,14).
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Sekil 13. Uciincii grup seminifer tiibiillerinde; Tunica albuginea’da biitiinliik (Ta),

normale yakin kalinhkta bazal membranlar (—) goriilmektedir. PAS-HI,
X200.

Sekil 14. Uciincii grup kesitlerinde diizgiin bazal membran yapilarinin yaminda, bazi
tiibiillerde ondiilasyonlar da izlenmektedir (—) ve PAS(+) akrozom yapilari
goriilmektedir (»). PAS-HI, X400.
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Dérdiincii Gruba Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Diyabet olusturulduktan 15 giin sonra fukoidan uygulanmaya baglanan bu gruba ait
kesitler, 1. grup ile kiyaslandiginda, tiibiil ¢aplarindaki anlamli azalma (P= 0.009; Tablo 5)
Sekil 2 ve Sekil 15°te izlenebilmektedir. Bu gruba ait tiibiil ¢aplar1 degerleri, 2. ve 3. grup ile

kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (sirasiyla P=0.076, P=
0.465; Tablo 5) .

Hematoksilen-Eosin boyanmis dordiincti grup kesitlerinde, normal yapida seminifer
tiibiller izlenmekle birlikte; tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerindeki vakuolizasyonlar ve
Sertoli hiicre baglantilarindaki zayiflamalar, 6zellikle 2. gruba kiyasla daha az izlenmektedir
(Sekil 15,16). Ayrica baz tiibiillerde spermatid ve spermlerin yokluguyla birlikte, germinal

epitel hiicreleri ile bazal membranlari arasindaki ayrilmalar da goze ¢arpmaktadir (Sekil 15-
17).
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Sekil 15. Dordiincii grup Kkesitlerinde; organizasyon biitiinliigii gosteren ve sperm
bulunduran tiibiillerin (*) yam sira spermatogenik seri hiicreleri (») ve bazal
membran ile germinal epitel arasinda ayrilmalarin (—), vakuolizasyonlarin (V)
bulundugu tiibiillerde goze ¢arpmaktadir. H-E, X200.
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Sekil 16. Dordiincii grup Kesitlerde; seminifer tiibiillerde bulunan spermler (S) ve baz
tiibiillerde ayrismalar (—), Sertoli hiicreleri (Sh) gozlenmektedir. H-E, x400.

Bu grubun; PAS (+) reaksiyon veren bazal membran kalinliklarmin, 1. ve 3. gruba
gore arttigi (sirasiyla P=0.011, P=0.016; Tablo 5) ve 2. gruba kiyasla istatistiksel olarak
azaldig1 (P=0.032; Tablo 5) tespit edilmistir. Diyabetik testis dokusunda izlenen belirgin
bulgulardan biri olan bu parametrenin, fukoidan etkisinde oldugu Sekil 17 ve 18’de

izlenmektedir.
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Sekil 17. Dordiincii grup seminifer tiibiillerinde; PAS (+) boyanms yapilar
izlenmektedir. Bazal membran (—), spermler (S). PAS-HI, X200.

Sekil 18. Bu gruba ait kesitlerde, PAS-HI boyanan bir mikrograf goriilmektedir.
Spermatidlerin akrozomlar: (») izlenmektedir. PAS+HI, X400.
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TUNEL Bulgular:
Tim gruplara uygulanan TUNEL metodu ile apoptotik hiicreler belirlenmeye
calisilmis ‘apoptotik tiiblil indeksi’ ve ‘apoptotik hiicre indeksi’ yontemleri kullanilarak

apoptozis degerlendirilmistir.

Deney gruplarinda apoptotik tiibiil indekslerinin; 1. gruba gore, 2., 3. ve 4. gruplarda
anlamli derecede artarken (sirasiyla P=0.008, P=0.006, P=0.008; Tablo 7); tiglincii ve 4. grup
degerlerinde 2. gruba gore istatistiksel bir azalma tespit edilmistir (sirasiyla P=0.035,

P=0.009; Tablo 7).

Apoptotik hiicre indeksi sonuglar1 gruplar arasinda kiyaslandiginda ise 1. gruba gore
tim gruplarda artis izlenirken (P<0.05; Tablo 7); fukoidan verilen 3. ve 4. gruplardaki
degerler 2. grupla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma (sirasiyla
P=0.006, P=0.008; Tablo 7) gozlenmistir. DM indiikksiyonu yapildiktan sonra farkli
zamanlarda fukoidan uygulanmaya baslanan gruplar arasinda ise apoptotik tiibiil indeksi
acisindan bir farklilik bulunmamistir (P=0.408). Apoptotik tiibiil indeksi degerlerinde oldugu
gibi, apoptotik hiicre indeksi degerlerinde de 3. ve 4. gruplar arasinda anlaml bir farklilik

saptanmamustir (P=0.513; Tablo 7).

Tablo 7. Apoptotik tiibiil ve hiicre indeksi

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
Apoptotik tiibiil 6.60 + 1,94 25.80 £4.81" 16.66 +7.58"F 13.00 £ 3.39" F
indeksi
P 0.008" 0.006" 0.008"
0.035% 0.009"
0.408!
Apoptotik hiicre 3.20+£1.30 19.60 +3.78" 6.83 +1.72% 1 6.00 +2.00™
indeksi
P 0.009" 0.013" 0.043"
0.006% 0.008f
0.513¢

1. grup ile Kkarsilastinldiginda, *: 2. grup ile Kkarsilastinldiginda, *: 3. grup ile
karsilastirildiginda, P<0.05 anlaml kabul edilmistir.
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Sekil 19. Birinci gruba ait seminifer tiibiil kesitlerinde, az sayida TUNEL pozitif hiicre
(—) goriilmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X100.

Sekil 20. Birinci gruba ait kesitte TUNEL pozitif hiicreler(—) izlenmektedir. TUNEL ve
hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Birinci gruba ait testis kesitlerinde az sayidaki TUNEL pozitif hiicrelerin genellikle
spermatogonyumlar oldugu gozlenmistir (Sekil 19,20).

Ikinci grupta ise ¢ok sayida spermatogonyumun yaninda, spermatogenik seriye ait
diger hiicrelerde de TUNEL pozitif reaksiyon gozlenmistir (Sekil 21,22).

Fukoidan verilen 3. ve 4. gruplarda ise genellikle TUNEL pozitif reaksiyon gosteren

hiicrelerin, diyabetik olan ikinci gruba kiyasla, daha az sayida oldugu tespit edilmistir.
izlenebilmektedir (Sekil 23-26).

Sekil 21. Ikinci gruba ait seminifer tiibiil kesitlerinde, organizasyon bozukluguyla
birlikte ¢cok sayida TUNEL pozitif hiicreler (—) dikkat cekmektedir. TUNEL
ve hematoksilen zit boyamasi, X100.

37



Sekil 22. Tkinci gruba ait Kkesitte, cok sayida TUNEL pozitif hiicreler (—) izlenmektedir.
TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 23. Uciincii gruba ait seminifer tiibiil kesitlerinde, TUNEL pozitif hiicreler (—)
goriilmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X100.
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Sekil 24. Uciincii grup seminifer tiibiil kesitlerinde, TUNEL reaksiyonu veren hiicreler
(—) izlenmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 25. Dordiincii gruba ait Kesitlerde, az sayida TUNEL pozitif hiicreler (—)
goriilmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X100.
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Sekil 26. Dordiincii grupta az sayida TUNEL pozitif hiicreler (—) dikkati ¢ekmektedir.
TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X200.
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TARTISMA

Diyabetin bir¢ok énemli komplikasyonlarinin yani sira son zamanlarda erkek genital
sistem {izerindeki etkileri de oldukg¢a dikkat cekmektedir. Erkek infertilitesi ve diyabet iligkisi,
karanlikta kalmis bir¢ok yonii bulunan ve daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulan bir konudur.
Diyabetin uzun siireli komplikasyonlarinin ilaglar ile tedavisi, tilkelere agir bir ekonomik yiik
olusturmaktadir. Bu sebeple; hastaligin tedavisi i¢in son zamanlarda, kan sekerini diizenleyici

ve antioksidan igerigi yiiksek olan dogal iriinlere yonelim s6z konusudur (23,92,93).

Diyabetin erkek bireylerde; retroglad ejakiilasyon, libido azalmasi ve erektil
disfonksiyona sebep olmasi gibi sorunlar, bir¢ok ¢alismada vurgulanmistir (8,9,11,66,67).
Bunlarla birlikte; hipotalamus-hipofiz-testis ekseninde meydana gelen degisiklikler ile birlikte
testosteron seviyelerindeki diisiis, sperm say1 ve hareketliliklerinde azalma da diyabetin klinik
bulgularindandir (9,13,93).

Diyabet ile birlikte insanlarda ortaya ¢ikan histopatolojik degisiklikler, siganlar
tizerinde yapilan deneysel diyabet modelleriyle de izlenebilmektedir. Bu sebeple, diyabetin
semptom ve komplikasyonlarinin tedavisi, diyabet patogenezinin aydinlatilmasi igin si¢anlar
tizerinde olusturulan deneysel modeller siklikla kullanilmaktadir. Deneysel diyabet
olusturmak i¢in; genellikle STZ ve alloksan gibi kimyasal ajanlar, farkli doz ve siirelerde
kullanilmaktadir (35,39,41).

Yapilan bu ¢alismada, 5 ardisik giin 40 mg/kg STZ uygulamasi ile sicanlarda deneysel
diyabet modeli olusturulmustur (41,71,94). STZ uygulamasinin ardindan, diger ¢alismalarda

41



oldugu gibi (69,94,95) kan glukoz seviyeleri 250 mg/dl {izerinde olan denekler, diyabetik
kabul edilmislerdir.

Streptozotosin, pankreas [ hiicrelerine spesifik olarak etki ederek, insiilin
salgilanmasini azaltir. Azalan insiilin salgisi ile birlikte, kan glukoz seviyeleri 6nemli 6l¢iide
yiikselmektedir (35). STZ kullanilarak diyabet olusturulan birgok calismada da (94-96)
kontrol grubuna kiyasla diyabet olusturulan gruplarda, kan glukoz seviyelerinde 6nemli
derecede bir artisin oldugu bildirilmistir. Bu calismalara paralel olarak; STZ kullanarak
diyabet olusturulan 2., 3. ve 4. gruplarin kan glukoz seviyelerinde, 1. gruba gore istatistiksel
olarak anlamli derecede bir artis tespit edilmistir. Fukoidanin kan glukoz homeostazina etkisi
oldugunu ileri siiren Kim ve ark. (23), genetik olarak diyabetik olan C57BL/KSJ db/db tiirii
farelere 6 hafta boyunca 45 mg/kg fukoidan uygulamislar ve kan glukoz seviyelerinde
azalmalarm oldugunu ileri siirmiiglerdir. Fakat bu arastiricilarin aksine, calismamizda diyabet
indiiksiyonundan sonra farkli zaman dilimlerinde (3. grup ic¢in son STZ enjeksiyonundan
hemen sonra, 4. grup i¢in son STZ enjeksiyonundan 15 giin sonra) 6 hafta boyunca giinasir
50 mg/kg fukoidan verilen gruplar ile sadece diyabet indiiksiyonu yapilan 2. grup arasinda
kan glukoz diizeyleri bakimindan herhangi bir fark tespit edilmemistir. Wang ve ark. (19) ise
STZ ile diyabet olusturduklar1 Wistar ratlara; 8 hafta boyunca 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300
mg/kg dozlarinda fukoidan uyguladiklari ¢aligsmalarinda, sadece 300 mg/kg fukoidan verilen
grupta kan glukoz seviyelerinde onemli Olgiide diisiis elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu
bilgiler dogrultusunda, kan glukoz homeostazinin diizenlenmesinde daha yiiksek dozlarda
fukoidan kullanilmasina ihtiya¢ duyulabilecegi kanisindayiz. Ayrica fukoidanin elde edildigi

tiire 6zgii kimyasal bilesimlerindeki farkliliklarin da, etkisinin olabilecegini diislinmekteyiz.

Insiilin hormonunun mutlak veya goreceli olarak azalmas1 ya da glukoz intoleransi
sonucunda, glukozun hiicre igerisine aliminda olusan problemler nedeniyle, hiicreler enerji
kaynag1 olarak kendi proteinlerini ve yaglarimi kullanmaya baglarlar. Bunun sonucunda
diyabet ile birlikte, azalan viicut agirligi tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Diyabet etkisiyle viicut
agirliklarinda kayiplarin gozlenmesi, bircok ¢alisma ile ortaya konmustur (97-99). Bunlarla
dogru orantili olarak; ¢alismamizda da, tiim gruplar arasinda deney Oncesi Olgiilen viicut
agirliklarinda bir fark bulunmazken, deney sonunda 6lciilen viicut agirliklarinin; 2., 3., ve 4.
gruplarda, 1. gruba gore anlamli derecede azaldig1 tespit edilmistir (P<0.05). Ikinci grup ile 3.
ve 4. gruplar arasinda, viicut agirliklar1 bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. Kim ve

ark. yaptiklar1 iki farkli ¢alismada (23,100), fukoidan uygulamasinin besin alimini ve viicut
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agirhiklarimi  etkilemedigini  bildirmisglerdir. Calismamizda, diyabet grubu ile diyabet
indiiksiyonu sonrasi fukoidan uygulanan gruplar arasinda viicut agirliklart agisindan bir fark

bulunmamasi, bu ¢alismalar ile benzerlik géstermektedir.

Diyabet ile birlikte viicut agirliklarinin yan sira, testis agirliklarinda da bir azalmanin
meydana geldigini bildiren g¢alismalar bulunmaktadir (101-103). Sunulan bu arastirmada,
deneklerin testis agirliklari; 2. ve 4. gruplarda, 1. gruba gore azalirken, 1. ve 3. gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. Ugiincii grup ile 1. grup degerlerinin birbirine yakin
olmasi diyabetin testis dokusundaki etkileri ortaya c¢ikmadan baslanan fukoidan
uygulanmasindan kaynaklandigini ve bdylece testis agirlik kayiplarini onlemede etkili

oldugunu diisiinmekteyiz.

Khaneshi ve ark. (18) diyabet ile birlikte, testis uzunluk ve hacminde bir azalma
meydana geldigini, fakat susam yagi uyguladiklar1 grupta, kontrol grubuna yakin degerler
elde ettiklerini ileri siirmiislerdir. Bizim ¢alismamizda; diyabete maruz kalan 2., 3. ve 4.
gruplarda, 1. gruba gore testis uzunluklarinda, anlamli bir azalma tespit edilmistir. Fakat
antioksidan uyguladigimiz gruplar ve diyabet grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.
Testis genislik degerleri ise gruplar arasinda karsilastirildiginda; sadece 2. grupta, 1. gruba
gore anlamli bir azalma bulunmustur. Elde ettigimiz bu sonuglarin, diyabet etkisiyle meydana

gelen, testis agirlik azalmasiyla yakindan iliskili oldugu kanisindayiz.

Diyabetik bireylerde hiperglisemiyle ortaya ¢ikan oksidatif stresin; testis dokusunda
histopatolojik degisimlere yol agtigi bilinmektedir (7,57). Diyabetik sicanlarin serum LH,
FSH ve testosteron diizeylerinde diismelerin oldugu (8,70) ve bununla birlikte insiilin
yetersizliginden kaynaklanan, insiilin-aracili hiicre proliferasyonunun ve seminifer
tiibiillerdeki spermatogonyum sayilarinin azalmasi sonucunda, seminifer tiiblil ¢aplarinin da
kiigiildiigt bildirilmistir (97,104). Diger birgok ¢aligmada oldugu gibi (69,70,105), sunulan bu
caligmada da diyabete maruz kalan gruplarin seminifer tiibiil caplarinda, 1. gruba gore anlaml
bir azalmanin oldugu saptanmistir. Fukoidanin DM indiiksiyonu sonrast hemen uygulanmaya
baslandig1 3. grup deneklerin tiibiil gaplarinda, 2. gruba gore anlamli derecede artis tespit
edilirken; 15 giin sonra fukoidan uygulanmaya baslanan 4. grup ile 2. grup arasinda anlaml
bir fark bulunmamistir. Bu bulgular bize; diyabet indiiksiyonu sonrasi lokal kan glukoz
diizeylerinin  testis dokusundaki etkileri ortaya ¢ikmadan hemen &nce fukoidan

uygulanmasinin etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
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Cameron ve ark. (106) diyabete bagli olarak, seminifer tiibiillerin bazal
membranlarinda kalinlagma tespit ettiklerini ve damar duvarlarinda kalinlasma ile zaten
bozulan tiibiil beslenmesinin, bu kalinlasma ile birlikte daha da bozularak, spermatogenezi
olumsuz yonde etkiledigini bildirmislerdir. Leydig hiicre disfonksiyonu ile birlikte azalan
testosteron hormonu ve tiibiil bazal membranlarinin kalinlagmasi, testosteronun tiibiil icerisine
diffiizyonunu zorlastirarak, spermatogenezi olumsuz yonde etkilemektedir (68). Guneli ve
ark. (97) diyabetin, seminifer tiibiil bazal membranlarinda kalinlasmaya neden oldugunu ileri
stirmiisler ve bulgular1 Sisman ve ark. (105) tarafindan da desteklenmistir. Bu ¢alismalarla
paralel olarak, morfometrik dl¢iimlerimiz sonucunda; 2. grupta, 1. gruba gore bazal membran
kalinliklarinda anlamli bir artis saptanmistir. Uciincii grupta tespit edilen bazal membran
kalinlik ortalamalar1, 1. grup degerlerine olduk¢a yakindir. Dordiincii grup degerlerinin ise 1.
ve 3. gruplara gore istatistiksel anlamlilikla yiiksek oldugu bulunmustur. Elde ettigimiz bu
sonuglar, DM indiiksiyonundan sonra hemen fukoidan uygulamasinin, bazal membranlarda
kalinlasmay1 onleyebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak testis dokusunda deneysel diyabetin
etkilerinin izlenebildigi 15. giinden sonra fukoidan uygulanmasinin, kalinlagsmis bazal
membranlardan zorlukla gergeklesen hormon ve madde diffiizyonunu etkilemesinin, gii¢

oldugunu akla getirmektedir.

Johnsen (88) 1970 yilinda seminifer tiibiillerde spermatogenik maturasyon derecesine
gore testis kesitlerini degerlendirebilmek i¢in, Johnsen skorlamasini ortaya koymustur.
Sonraki yillarda, bu skorlama yaygin olarak testis kesitlerindeki spermatogenezi
degerlendirmek amaciyla kullanilmaya baslanmistir (94,97,107). Calismamizda Johnsen
skoru kullanarak yaptigimiz degerlendirmede; 1. grup ile 2., 3. ve 4. gruplar arasinda anlaml
bir azalma oldugu saptanmustir. Ugiincii ve 4. gruplarin Johnsen skor degerleri, 2. gruba gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Diyabet indiiksiyonu sonrasi1 fukoidan uygulanan
gruplarda, diyabet grubuna gore biitiinliigii korunmus daha fazla tiibiil gézlemlenmesi bize;
diyabetik bireylerde fukoidan uygulanmasmin tiibiil histofizyolojisini, histopatolojisini ve

ozellikle spermatogenezi koruyucu etki gosterebilecegini diistindiirmektedir.

Histolojik incelemelerimiz  sonucunda 2. grubun testis doku kesitlerinde;
spermatogenik seri hiicrelerinde organizasyon bozuklugu, germ hiicre kayiplari, atrofik
tibiiller, hiicresel vakuolizasyonlar, normal olmayan spermatogenez, gelisimini
tamamlayamadan tiiblil liimenine dokiilen hiicreler, bazi tiibiillerde ¢ok niikleuslu dev

hiicreler ve tiibiil bazal membranlarinda kalinlagmalar izlenmistir. Bizim bulgularimiza benzer
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bulgular Bozdemir (94) ve Amaral (7)’1n calismalarinda da gdsterilmistir. Ikinci grupta ortaya
cikan bu degisimlerin, diyabet indiiksiyonundan sonra farkli zamanlarda fukoidan
uyguladigimiz 3. ve 4. gruplarda belirgin sekilde ortadan kalktigi; Johnsen skoru, seminifer

tiibiil ¢ap1 6l¢limleri ve apoptotik indeksleme yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Diyabetin sebep oldugu testikiiler disfonksiyon ile apoptozisin yakin iliskili oldugu ve
oksidatif stresin, apoptozisi indiikledigi pek ¢ok c¢alismada bildirilmistir (94,101). Cesitli
antioksidanlarin kullanimi ile serbest radikallerin siipiiriilmesiyle, germ hiicre apoptozisinde
gerilemelerin meydana geldigini bildiren galismalar da mevcuttur (57,108,109). Hiicrelerde
apoptozisin son asamasinda meydana gelen, DNA parcalarinin 3’-OH wuglar1 TUNEL
yontemiyle isaretlenmekte ve ¢alismalarda apoptozisi in situ olarak tanimlanmakta, siklikla
kullanilmaktadir (104,105,110). TUNEL yontemi kullanilarak, apoptotik tiibiil ve apoptotik
hiicre indeksleri degerlendirildiginde; diger calismalarda (101,111) oldugu gibi bizim
calismamizda da, diyabet olusturulan 2. grupta, 1. gruba gore anlamli derecede bir artis
bulunmustur. Fukoidan uygulanan 3. ve 4. gruplarda ise 2. gruba gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma tespit edilmistir. indeksleme ydntemi sonuglarina gére fukoidanin; diyabet

ile birlikte ortaya ¢ikan apoptosizte etkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

Gergeklestirilen bu ¢alismanin tiim sonuglar1 degerlendirildiginde; yurtdisinda lisansh
olarak tiiketici kullanimina sunulan fukoidanin, farkli doz ve siirelerde, in vitro ve in vivo
caligmalarla da desteklenerek, diyabetik erkek infertilite tedavisinde ya da infertiliteden

korunmak amaciyla da kullanilmasiin miimkiin olabilecegi goriisiindeyiz.
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SONUCLAR

Diyabet ve erkek infertilitesi arasindaki iligski, son yillarda siklikla galisilan bir

arastirma konusudur. Fukoidanin ¢ok giiglii bir antioksidan olmasi ve ayrica diyabetik

bireylerde kan glukoz homeostazini diizenleyici etkisi oldugunu gdsteren calismalardan

hareketle planladigimiz bu projeden elde edilen bulgulari kisaca 6zetleyecek olursak;

1.

Deney sonunda 6lgiilen kan glukoz diizeyleri; 2., 3. ve 4. gruplarda, kontrol grubu olan
1. gruba gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.05). Ancak, diyabet
indiiksiyonundan sonra farkli zamanlarda 50 mg/kg fukoidan uygulanan gruplar ile
sadece diyabet indiiksiyonu yapilan grup arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Deney baslangicinda deneklerin viicut agirlik ortalamalari birbirine yakin bulunmasina
ragmen, deney sonu dl¢limlerinde 1. grubuna gore diger tiim gruplarda anlamli derece
bir azalma goriilmistiir (P<0.05).

Sakrifikasyondan sonra elde edilen sag ve sol testis agirliklarinin; 2. ve 4. gruplarda,
1. grubuna gore anlamh bir sekilde azaldigi tespit edilirken (sirasiyla sag testis
P=0.009, P=0.009; sol testis P=0.009, P=0.016), 3. grupta kontrole gére anlamli bir
fark bulunmamustir.

Sakrifikasyondan sonra oOlgiilen testis uzunluk ve genislikleri kiyaslandiginda; testis
uzunluklar 2., 3. ve 4. gruplarda, 1. gruba gore anlamli derecede azalmistir (P=0.014,
P=0.007, P=0.007). Testis genislikleri karsilagtirildiginda ise sadece 2. grupta, 1.
gruba gore anlamli bir azalma saptanmistir (P=0.006).

Ikinci, 3. ve 4. gruplarin seminifer tiibiil caplari; 1. grup ile kiyaslandiginda anlamli

bir azalma bulunmustur (sirasiyla P=0.009, P=0.006, P=0.009). ikinci ile 3. grup
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degerleri karsilastirildiginda ise 3. grupta, 2. gruba gore anlamli bir artis tespit
edilmistir (P=0.006). Ancak 2. ve 4. gruplarin degerleri arasinda anlamli herhangi bir
fark bulunmamustir.

Bazal membran kalinliklar1; 2. ve 4. gruplarda, 1. gruba gore anlamli olarak artarken
(P=0.028, P=0.011), 3. grup ile 1. grubun bazal membran kalinliklar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (P=0.855). 3. ve 4. gruplarin
bazal membran kalinliklari, 2. gruba gore anlamli olarak azalmistir (sirasiyla P=0.015,
P=0.032).

Tim deney gruplarindan elde edilen ortalama Johnsen skor degerleri; 1. grup ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (tiim gruplar
i¢in P<0.05). Ikinci grup ile 3. ve 4. gruplar karsilastirildiginda ise 3. ve 4. gruplardaki
deneklerimizin Johnsen skor degerlerinin, istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu bulunmustur (P=0.003, P=0.003). Fukoidanin farkli zamanlarda uygulandigi
gruplar arasinda, istatistiksel bir fark tespit edilmemistir (P=0.198).

Apoptotik tiibiil indekslerinin ise; 1. gruba gore, 2., 3. ve 4. gruplarda anlamlh
derecede artarken (sirasiyla P=0.008, P=0.006, P=0.008); 3. ve 4. gruplarin
degerlerinde, 2. gruba gore istatistiksel bir azalma tespit edilmistir (sirasiyla P=0.035,
P=0.009). Fukoidan uygulanan gruplar arasinda ise apoptotik tiibiil indeksi agisindan
fark bulunmamistir (P=0.408).

Apoptotik hiicre indeksi sonuglari, gruplar arasinda kiyaslandiginda ise 1. gruba gore,
tim gruplarda artis izlenirken (P<0.05); fukoidan verilen 3. ve 4. gruplardaki degerler,
2. grupla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma (sirastyla P=0.006,
P=0.008) gozlenmistir. Apoptotik hiicre indeksi degerlerinde, 3. ve 4. gruplar arasinda
ise anlamli bir farklilik saptanmamustir (P=0.513).
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OZET

Bu calismada; giiclii bir antioksidan olan fukoidanin, diyabet ile birlikte ortaya ¢ikan
hiperglisemi ve oksidatif strese karsi, diyabetik erkek infertilite tedavisinde kullanilabilirligi

arastirilmistir.

Yirmi dort adet Wistar albino cinsi erkek sigan kullanilarak; 1.grup: Kontrol grubu
(n=6), 2.grup: Diyabet grubu; 40 mg/kg STZ, 5 ardisik giin ip. (n=6), 3.grup: 40 mg/kg
STZ+50 mg/kg ip. fukoidan (Son STZ enjeksiyonundan sonra, 6 hafta boyunca, giinasiri,
n=6), 4.grup: 40 mg/kg STZ+50 mg/kg ip. fukoidan (diyabet olusturulduktan 15 giin sonra, 6

hafta siiresince, giinasir1, n=6) olmak tizere gruplar olusturulmustur.

Kan glukoz diizeyleri; 1. gruba gore, diger tiim gruplarda anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (P<0.05). Seminifer tiibiil ¢aplar1 ise 1. grup ile kiyaslandiginda, diger gruplarda
anlamli olarak azalirken (P=0.009, P=0.006, P=0.009); 3. grupta ise 2. gruba gére anlaml1 bir
artig tespit edilmistir (P=0.006).

Bazal membran kalinliklart; 2. ve 4. gruplarda, 1. gruba gore anlamli olarak artarken
(P=0.028, P=0.011), 3. ile 1. grup arasinda anlaml bir fark tespit edilmemistir (P=0.855).
Ugiincii ve 4. gruplarin bazal membran kalinliklari, 2. gruba gére istatistiksel anlamlilikla

azalmistir (sirasiyla P=0.015, P=0.032).

Johnsen skoru sonuglari; tim gruplar, 1. grupla karsilastirildiginda anlamli olarak
azalirken (P<0.05); 2. gruba gore, 3. ve 4. gruplarda istatistiksel anlamlilikla artmistir
(P=0.003, P=0.003).
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Apoptotik tiibiil ve hiicre indeksi; 1. gruba gore 2., 3. ve 4. gruplarda anlamli derecede
artarken (P=0.008, P=0.006, P=0.008), 3. ve 4. gruplarin degerlerinde 2. gruba gore
istatistiksel bir azalma tespit edilmistir (sirastyla P=0.035, P=0.009).

Sonug olarak; diyabetin neden oldugu erkek infertilite olgularinda, fukoidanin

koruyucu etki gosterebilecegi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, Testis, Apoptozis, Fukoidan
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF FUCOIDAN IN TESTICULAR
TISSUES OF DIABETIC RATS

SUMMARY

In this study, fucoidan which is a powerful antioxidant has investigated availability on

treatment of diabetic male infertility.

Twenty four Wistar albino rats were divided into four groups; 1.group: Control group,
2.group: 40 mg/kg STZ, ip., 5 consecutive days), 3.group: 40 mg/kg STZ+50 mg/kg fucoidan
ip. (after the last STZ injection, every other day, during six weeks), 4.group: 40 mg/kg
STZ+50 mg/kg fucoidan ip. (after fifteen days induction of diabetes, every other day during

six weeks).

The seminiferous tubules diameters has been significantly decreased in other groups
(P=0.009, P=0.006, P=0.009) compared with the 1st group; in the 3rd groups values has been
significantly increased compared with the 2nd group (P=0.006).

The thickness of basement membrane has been statistically increased in the 2nd and
4th groups when compared with 1st group (P=0.028, P=0.011), no significant difference has
been detected between 3rd and 1st groups (P=0.855). In the 3rd and 4th groups values were
significantly decreased compared to 2nd group (P=0.015, P=0.032, respectively).

Johnsen score values were significantly decreased in all groups compared with 1st

group (P<0.05). There were significantly increased in 3rd and 4th groups compared to 2nd
group.
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Apoptotic tubule and cell indices in the experiment groups were significantly
increased compared to 1st group (P=0.008, P=0.006, P=0.008, respectively). It was
statistically reduced in the 3rd and 4th groups compared with the 2nd group.

As a result of this study, we think fucoidan may show a protective effect in the

infertility cases caused by diabetes.

Keywords: Diabetes mellitus, Testes, Apoptosis, Fucoidan
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