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SIMGE VE KISALTMALAR

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

DM : Diabetes mellitus

FSH : Folikiil stimiile edici hormon
GnRH : Gonadotropin salgilatict hormon
H&E : Hematoksilen+Eozin

ip . Intraperitoneal

LH > Luteinizan hormon

PBS : Fosfat buffer soliisyonu

PCNA : Prolifere hiicre niikleer antijeni
STZ . Streptozotosin

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase - mediated dUTP-biotin nick end-

labeling



GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), insiilinin tip 1 diyabete bagl olarak gelisen olasi
komplikasyonlar1 nedeniyle organ ve islev kayiplarina yol acabilen, yasam siiresi ve kalitesini
olumsuz etkileyen, kronik metabolik bir hastaliktir (1). Insiilin salmimi, insiilin
fonksiyonlarinda bozulma veya azalma ile karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda
bozulmalar ile karakterize edilmektedir. Bu bozulmalar ile akut (gligsiizliik, poliiiri, polidipsi
vb.) veya kronik (retinopati, ndropati, nefropati, kalp hastaliklari, periferik damar hastaliklar.
vb.) hastaliklarda ve komplikasyonlarda artma olmaktadir (2). Diyabet i¢in yeni ilaglar ile ilag
uygulama teknikleri, adacik transplantasyonu gibi yeni teknikler gelistirilmis ve diyabetten
korunmak i¢in insiilin genleri bulunmaya caligilmis olmasina ragmen (3,4), seker hastalarinda
kronik olarak ortaya ¢ikan ve yasam kalitesini diigiiren komplikasyonlarin niteligi tam olarak
tespit edilememistir. Diyabetin sebep oldugu impotens; hem kadin hem de erkeklerde yillardir
arastirilmis olmasina ragmen, hala karanlikta kalmis pek ¢ok béliimii bulunmaktadir. Onemli
6l¢iide morbiditeye, mortaliteye ve tedavisinden dolay:r da biiyiik bir ekonomik kayba neden
oldugundan, hastalifin etiyoloji, tan1 ve tedavisine yoOnelik c¢aligma sayist her gegen giin
artmaktadir. Uzun vadeli diyabetik komplikasyonlar bir¢ok doku, organ ve sistemin
fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemektedir.

Diinyada DM etkisinde olan milyonlarca insan vardir. DM komplikasyonlar1 nedeniyle
birgok iilkede dliimler meydana gelmektedir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri diyabet
Olim nedenleri siralamasinda yedinci durumdadir ve 15 milyondan fazla diyabetli
bulunmaktadir (5). Diyabet modern diinya sagliginin en 6nemli gostergelerinden birisidir.
Insidans1 her gegen giin hizla artmaktadir. 2000 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan

sunulan raporlarda, gliniimiizde diinyada 177 milyon kisinin diyabetten etkilendigi, ancak bu
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saymin 2025 yilinda yaklasik 300 milyon kisiyi bulacagi bildirilmistir (6). Diyabet, hem
kadinlarda hem de erkeklerde ilireme bozukluklariyla iligkilendirilmektedir. Sigan diyabet
modellerinde gonadotropin releasing hormon (GnRH) hipofiz cevabmin azaldigi
gosterilmektedir. Diyabetik bireylere GnRH uygulandiginda Luteinizan hormon (LH) ve
folikiil stimiile edici hormon (FSH) cevaplarinda dalgalanmalar oldugu bildirilmektedir.
Diyabetiklerde olgunlasmamis ve apoptoza giden, az hareketli, anormal akrozoma ve
morfolojiye sahip sperm yiizdesi oldukga yiiksektir (7). Diyabetin sebep oldugu, azalmis
testosteron diizeyi ve =zayiflamig spermatogenezis, sperm sayr ve hareketliligindeki
degisiklikler, testis agirligindaki azalma, testislerin tunika albugineasinda, seminifer
tiibiillerde, Sertoli hiicrelerinde, interstisyel dokuda ve Leydig hiicrelerindeki histolojik
degisiklikler diyabetli erkeklerde sik¢a rastlanan bulgulardir. Simdiye kadar yapilan
caligmalarda, diyabetli testis dokusunda apoptozisin arttigt ve bundan dolayr da
spermatogenezisde bozulmalarin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (8). Koh "un 2007 yilinda yaptigi
calismaya gore; diyabetli erkek siganlarin Leydig hiicrelerinde farklilasma ve proliferasyonda
azalma, hipofiz-testis ekseninde degisiklikler meydana gelmistir. Bundan dolay1 testosteron
diizeylerinin diismesi; germ hiicrelerinde apoptozise ve normal olmayan spermatogenezise
sebep oldugu ileri siirtilmistiir. Ancak, diyabetli testis dokusundaki, apoptozis mekanizmasina
dahil olan proteinlerin rollerine iliskin ¢alisma sayist olduk¢a azdir (9). Egzersizin diyabet
tedavisinde 6nemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Fiziksel aktivite, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve diyabet riskini azaltir. Fiziksel aktivite kan basincini diisiirmeye yardimci olur, yiiksek
lipoprotein kolestrolii iyilestirir, hatta belirgin kilo kaybi olmadan asir1 kilolu kisilerin
kandaki glikoz kontroliinii saglar, kolon ve meme kanseri riskinin azalmasina neden olur (10).
Egzersiz, halen tip 2 diyabet hastalarinin tedavisinde, 6zellikle insiilin direncinin baskin
oldugu erken donemde, ihmal edilen bir boyuttur. Haftanin 4-5 giiniinde en az 30 dakikalik
hafif egzersiz yapilmasi tavsiye edilir. Tip 1 diyabet hastalarinda, ketoasidoz presipitasyonu
ya da hipoglisemiyi Onlemek i¢in, tedavi rejiminin giivenli egzersizler igerecek sekilde
ayarlanmasi yerinde olacaktir.

Amerikan Tibbi Spor Okulu uygun endurans ve direng egitimi igeren fiziksel
aktivitenin Tip II diyabet i¢in 6nemli bir tedavi edici modalite oldugunu belirtmektedir.
Amerikan diyabet cemiyeti’nin 2001 yilinda ¢ikardigi klinik rehberde, egzersizin Tip II
diyabet tizerindeki gerekliligi ve 6nemini vurgulanmaktadir (11). Bir¢ok galismada, egzersizin
Tip 1I diyabeti olan kisiler icin yararlar1 gosterilmektedir. Insiilin tedavisi ile birlikte diizenli

olarak egzersiz yapildiginda kanda glikoz diizeyinin diistiigii, disaridan ek olarak alinan



insiilin gereksiniminin azaldig1 ve glikoz toleransinin arttigi belirtilmektedir (12). Diizenli
fiziksel aktivite, disiik Tip II diyabet gelisme riskiyle iligkilidir. Aragtirmalarin sonuglarina
gore, diizenli egzersiz yapan aktif bireyler sedanterlere gore daha zayif kalmakta, abdominal
yag oranlar1 daha diisiik olmakta, daha iyi glikoz seviyesine ve insiilin hareketine sahip
olmakta ve Tip Il diyabet gelisme riski daha diisiik olmaktadir (13).

Sunulan bu ¢aligmada; Streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulmus erkek
siganlarin testis dokularinda, DM’nin komplikasyonlarina bagli olarak ortaya ¢ikan; infertilite,
testikiiler sperm sayisi, seminifer tiibiil caplar1 ve testikiiler agirlik degisimindeki gibi
olumsuz sonuglar iizerine egzersizin roliiniin ortaya konmasi amaglandi. Testis dokularinda
meydana gelen degisimler histokimyasal, immunohistokimyasal ve apoptotik boyamalarla

ortaya konmasi planlandi.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Hiperglisemi, dislipidemi, glukoziiri ve bunlara eslik eden birgok klinik ve
biyokimyasal bulgu ile seyreden DM, sistemik kronik bir metabolizma hastaligidir. DM nin
en 6nemli patolojisi, insiilin eksikligi sonucu, hiicrelerin glukozdan yararlanamamasi ve kan
glukoz diizeyinin % 300-1000 mg gibi degerlere yiikselmesidir (hiperglisemi). Ayni
zamanda, yag dokusundan yaglarin mobilizasyonun artarak lipid metabolizmasinin bozulmasi
ve damar c¢eperlerinde lipid birikmesiyle aterosklerozun gelismesi ve doku proteinlerinin
azalmasi diyabetin genel bulgularindandir (14). Diyabet hastaliginin kliniginde sik goriilen
belirtiler; agiz kurulugu, ¢ok su igme, sik idrara ¢ikma, aglik hissinin fazla olmasi ve ¢ok
yemek yemedir. Aclik hissi, insiilin yetersizliginden dolayi hiicrelere yeterli glikoz giremedigi
i¢in olusmaktadir. Insiilinin yoklugu veya etkisizligi sonucu, alian besin hiicre igine girerek
enerjiye dontisemediginden aglik hissi devam etmektedir. Bunun diginda halsizlik, yorgunluk
hiicrelerdeki enerji yetersizligi hiicre fonksiyonlarinda yavaslama ve azalmaya yol agmakta,
bu durum genel viicut giiciinde diismeye neden olmaktadir. Bunlara ek olarak zayiflama,
bulanik gérme, ciltteki yara ve kesiklerin ge¢ iyilesmesi gibi belirtiler de goriilmektedir (15).

Akut metabolik komplikasyonlarin yani sira DM; uzun dénemde vaskiiler, bobrek,
retinal ya da noropatik bozukluklara yol acan, morbitide ve erken mortalite riski yliksek bir
hastaliktir (16). DM etiyolojisine baglh olarak, insulin sekresyonunda azalma, plazma glukoz
kullaniminda azalma ve glukoz yapiminda artma gibi faktorler hiperglisemiye katkida bulunur
(17). Diyabetin etiyolojisi ve patogenezinin giderek daha iyi anlasilmasiyla, hastaligin

siiflandirilmasi da siirekli degismektedir. DM nin tiim tiplerinde temel 6zellik hiperglisemi
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olmakla birlikte, hiperglisemiye neden olan fizyopatolojik mekanizma farklidir. Diyabetin
baz1 formlarinda mutlak insulin eksikligi veya bozuk insulin salgilanmasina neden olan
genetik bir kusur varken, diger baz tiplerinde temel 6zellik insiiline kars1 bir diren¢ olmasidir
(18,19).

Alman besinlerin biiyiik bir ¢cogunlugu, dijestif enzimler tarafindan glukoz gibi daha
kiigiik yapilara ayrigtirilir. Bu doniisiim sonrasinda dolasima katilan glukoz, hiicrelerin enerji
gereksinimlerinin karsilanmasinda kullanilir. Sistemik dolasimdaki ve ekstraseliiler sividaki
glukoz ancak insiilin varliginda hiicre igine girebilir. Besin alindiginda, pankreastan
hiicrelerin glukozu kullanabilmelerine yetecek Olclide insiilin salgilanir. Ancak, diyabetik
hastalarin pankreasindan insiilin ya hi¢ salgilanmaz ya ¢ok az salgilanir ya da bu hastalarin

hiicrelerinin salgilanan insiiline yanit verme yetenegi disiiktiir (20).

Diabetes Mellitus Tipleri

1.Tip I (insiiline bagimh diyabet): Insiilin salgilanmasinda belirgin azalma ile
karakterize olan diyabet tipidir. Beta hiicre yikimi (T lenfositlerin aktivasyonu ile), insiilin
sekresyonunun yoklugu ya da c¢ok diisiik olusu, glukagon gibi uyaranlara C-peptid yanitinin
almamayist genellikle tam insiilin yetmezligine yol agar. “Jiivenil diyabet”, “geng tipi seker
hastalig1” veya “ketoza elverigli sekerli diyabet adlari ile anilan bu hastalik, “insiiline
bagimli” ya da “tip 1 diyabet” olarak isimlendirilir. Erken yaslarda baslar (11-13 yas) ve
hastalar kisa siirede hizla kilo verirler.

Tip 1 diyabet, tiim diyabet vakalarinin yaklasik %7-10 kadarin1 kapsar ve yasamin her
doneminde goriilebilir. Agirlikli olarak 30 yasin altinda ortaya cikar, 10-15 yas grubunda
goriilme oran1 daha yiiksektir. Hastaligin ilk doneminden itibaren insiilin azlig1 veya yoklugu
kendini gosterir. Bu hastalarda insiilin yokluguna bagli olarak dolasimda asir1 miktarda
glukoz ve yag asidi birikir. Glukoz ve yag asitleri hiperozmolalite ve hiperketonemiye neden
olur. Insiilin eksikliginin siddeti ve ortaya ¢ikis hiz1 hastaligin siddetini belirler. Kanda artan

glukoz, glomeriiler reabsorbsiyon sinirini gectiginden idrarla atilmaya baglar (21,22).

2. Tip 1l diyabet (insiiline bagimh olmayan diyabet): Tip 1l diyabet klinik olarak
plazma glikoz diizeyi artis1 ile seyreden ve genellikle baslangigta insiilin gereksinimi olmadan
kontrol edilebilen bir hastaliktir. Heterojen bir hastalik grubu olup, genellikle degisik
diizeylerde insulin direnci, insulin salgilanmasinda azalma ve glukoz yapiminda artma ile

karakterize olan bozukluklart kapsar. Tip II diyabete orta ve ileri yas erigkinlerde daha sik



rastlanir ve genellikle bireyler sismandir. Tiim diyabet vakalarinin % 80’ini olusturan Tip Il

diyabetin toplumdaki siklig1 % 2-5 arasindadir (19).

Diabetes Mellitusun Komplikasyonlari

Gerek tip-1 gerekse tip-2 diyabette akut ve kronik doénem komplikasyonlari
goziikmektedir. Diyabetin akut donemdeki en ©nemli komplikasyonlar1 hiperglisemi ile
hipoglisemi ve bunlara bagh olarak koma durumlaridir. Akut hipoglisemi otonomik
sendromlar (terleme, titreme, carpinti, aglik gibi) veya noroglikopenik sendromlar
(koordinasyon ve konsantrasyon zorlugu gibi) gelismektedir. Diyabetik ketoasidoz 20 yasin
altindaki hastalarda 6liimciil olabilir (23,24).

1-Akut komplikasyonlar: Akut olarak gelisen ve hayati tehdit eden, mental ve fiziki
bozukluklara neden olabilen ve acil tedaviyi gerektiren komplikasyonlardir.

* Hipoglisemi komasi

* Hiperglisemik ketoasidoz komast

* Hiperosmolar hiperglisemik nonketotik koma

Hiperglisemi; Kan glikoz diizeyinin normal oranlarin iizerine ¢ikmasidir. Poliiiri,
polifaji ve polidipsinin bulundugu li¢ semptomla birlikte goriilebilmektedir. Hipergliseminin
nedenleri arasinda; insiilin veya oral antidiyabetik ilaglarin ¢ok az alinmasi, ¢ok fazla yemek
yeme ya da yanlis besin ¢esitlerinin alinmasi, aktivite azligi, hastalik yada enfeksiyonlar,
fiziksel veya emosyonel stres sayilabilmektedir (24,25).

Hiperglisemik ketoasidoz komasi; Insiilin ile insiilin karsiti hormonlar arasinda
dengenin insiilin aleyhine bozulmasi sonucu olusan hipovolemiye bagli; dehidratasyon
semptom ve bulgular ile kendini gosteren, tam koma tablosu gibi ciddi biling degisikliklerine
sebep olabilen metabolik bir komplikasyondur (26,27).

Hiperosmolar hiperglisemik nonketotik koma; Diyabetin ketoasidoz olmaksizin,
ileri derecede hiperglisemi, plazma hiperosmolaritesi, dehidratasyon ve mental degisikliklerle
karakterize, mortalite orani yiiksek bir komplikasyondur (26).

Hipoglisemi komasi; Kan glikozunun olmasit gereken degerlerin altina inmesidir. En
stk goriilen metabolik bozukluklardan olan hipoglisemi, diyabetik bireylerde insiilin gibi
ilaglarin kullanimi sirasinda tedavinin yan etkisi olarak akut gelisen komplikasyondur (28).

2-Kronik komplikasyonlar: DM’un ¢esitli organ ve sistemlerde olusturdugu
degisikliklere DM’un kronik komplikasyonlar1 denmektedir. Diyabetin ilerleyen

donemlerinde ortaya ¢ikan ve ciddi problemlere neden olabilen ikincil durumlardir. Belirgin



morbidite ve mortaliteye yol actiklarindan dolayr Onemlidirler. Baslica kronik
komplikasyonlar;

* Mikrovaskiiler komplikasyonlar

- Diyabetik retinopati

- Diyabetik nefropati

* Makrovaskiiler komplikasyonlar

- Ateroskleroz

- Hipertansiyon

- Iskemik kalp hastalig1 ve miyokard infarktiisii

- Serebrovaskiiler atak (inme, iskemik felg)

* Diyabetik noropati

* Diyabetik ayak (29).

DIABETES MELLITUS VE ERKEK INFERTILITESI

Son yillarda yapilan bir¢ok caligsma, erkek reprodiiktif fonksiyonlarinda belirgin bir
azalma ve subfertil erkek popiilasyonunda bir artis oldugunu gostermektedir. Erkek
infertilitesi pek c¢ok degisik nedene bagli olarak ortaya c¢ikar. Gegirilmis enfeksiyonlar,
genetik sebepler, hormonal bozukluklar, diyabet, bobrek yetmezligi gibi metabolik hastaliklar,
inmemis testis gibi patolojiler de gevresel etkenlerden bagimsiz olarak erkek infertilitesinin
baslica nedenleri arasinda yer alir. Bunlarin yani sira beslenme, ¢evre kirliliginin artmasi,
radyasyon, kimyasal maddelere maruz kalma, sigara tiiketiminin artmasi, alkol ve bagimlilik
yapict maddelerin kullanimi gibi ¢evresel sebepler de son donemde erkek infertilitesinin
goriilme sikligini artiran diger nedenlerdendir (30,31).

Diyabet erkek infertiliteye yol agabilir. Kan glikoz miktarinin yiikksek olmas1 viicutta
bircok komplikasyonlara neden olur. Bu problemlerden bazilari1 dogrudan azalan sperm
kalitesi dahil olmak ftizere infertilite ile iliskilidir. Kan iginde asir1 glikoz varsa, testislerde
tiretilen spermlerin délleme kusurlarinin olmast muhtemeldir (31).

Kanda yiiksek glikozun seviyesi iireme yetenegini engeller, bilyiik ve kiiciik damarlara
ve sinirlere zarar verir, bu tahribat hangi organda ise ona ait sorunlarin ortaya ¢ikmasi
seklinde olur. Diyabetin cinsel saglik iizerinde yarattig1 bu etki, kadinlarda vajinal kuruluk,
cinsel isteksizlik ve enfeksiyonlara neden olurken, erkeklerde daha ¢ok cinsel giigsiizliige yol
acabiliyor (32). Diyabetin erkeklerde kisirliga neden olmasinin dogrudan ve dolayli olarak

birgok nedenleri vardir. Kan iginde asir1 glikoz olmasi durumunda, testislerde iiretilen spermin



dollenmeyi engelleyecek kusurlara sahip olmasi nedeniyle kisirlikta 6nemli bir etken olabilir.
Diyabette obezite, yorgunluk, libido kaybi ve ereksiyon korumak icin yetersizligi gibi
belirtilerde vermektedir (33). DM, spermatogenezin normal isleyisini (endokrin kontrolle
veya direkt olarak) bozabilecegi gibi penil ereksiyon ve ejakiilasyonu da etkileyerek, erkek
tireme fonksiyonlarini zayiflatmaktadir. DM gibi sistemik hastaliklarin insidansindaki artigin,
son 50 yildaki semen Kkalitesindeki diisiisii tetikledigi disiiniilmektedir (34). Erkek deney
hayvanlarinda yapilan modellerde siklikla diyabetle baglantili oldugu goriilmiis ve bu yiizden
infertilite, diyabetli erkeklerde yan etki olarak ortaya ¢iktigi goriilir (35,36). Diyabetik
siganlarda; testikiiler agirlik, sperm yogunlugu ve testosteron diizeyinde azalmayla birlikte
siklikla anormal spermatogenezde artig goriilmiistiir. Boylece diyabette, testikiiler germ hiicre
apoptosisi artar ve bu da testiste disfonksiyona sebep olur. Diyabet, insanlarda ve deney
hayvanlarinda fonksiyonel ve yapisal degisikliklere neden olmaktadir. Testislerde meydana
gelen degisiklikler; seminifer tiibiillerde atrofi, tiibiillerin duvarim1 déseyen germ epitelinde
diizensizlik ve hiicre kaybi, spermatogenez ve spermiyogenezin durmasi, bazal membranda
kalinlagsma ile interstisyel dokunun Leydig hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel bozukluklari
kapsamaktadir (37,38). Diyabetik sicanlarda, hipofiz duyarliliginin azalmasi ve effektor
hiicrelere anormal steroid transportu olmasmna bagl olarak hipotalamus-hipofiz yolunda
anormal sekstiel steroid geri bildirimi sergilenmektedir. Sican diyabet modellerinde GnRH
hipofiz cevabinin azaldig1 gosterilmektedir. Diyabetik bireylere GnRH uygulandiginda LH ve
FSH cevaplarinda dalgalanmalar oldugu bildirilmektedir. Bu hipotez, STZ ile diyabet
olusturulmus koyunlarin lateral ventrikiiliine insiilin verilmesi sonucunda LH salinma
sikliginin  artmasiyla desteklenmektedir. Laboratuvar hayvanlarinda diyabetteki gibi
karbonhidrat dengesindeki ylikselme, lireme sisteminin fonksiyonel aktivite bozukluklarinin
hipotalamus-hipofiz yolu ve gonadlar ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Arastirmalar ayrica,
kan glikoz diizeyleri ile sperm kalitesi arasinda dogrudan bir baglanti gostermistir. Yiiksek
kan glikoz diizeyleri olan hastalarda bulunmus olan bozuk veya 6lii sperm insidansi semende
bliytik dl¢iide artmis oldugu bildirilmistir. Ayrica toplam sperm sayis1 onemli dl¢iide diyabetli
hastalarda azalmis oldugu bildirilmistir. Bu da menide sperm sayisinin az olmast nedeniyle
dollenmenin gergeklestirememesi gercegi, diyabet ve infertilite arasindaki dogrudan bir
baglant1 oldugunu gostermektedir. Bu durumdaki diyabetli kisilerin uygun tedavi yontemi
uygulanarak (egzersiz, uygun ilaglar ve beslenme) ile bu olumsuzluklardan kurtulacagi

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (39).



DENEYSEL DIYABET MODELLERI

Birgok hastalik gibi DM i¢in de ¢esitli deneysel modeller gelistirilmistir. Her ne kadar
da olusturulan tiim deneysel model ¢esitleri tam olarak insanlarda olusan DM ile tipatip ayni
olmasa da bu modeller deney hayvanlarinda diyabeti arastirmak ic¢in son derece kullanish

deney ortamlarini bize sunmaktadir. Bes farkli diyabet modelinden s6z edebilir (40,41).

Cerrahi Diyabet Modelleri

En eski deneysel diyabet modeli olmasina karsin giiniimiizde kullanimi azalmaktadir,
clinkii pankreasin diffiiz bir organ olmas1 nedeniyle pankreatektomi ancak kdpek gibi biiyiik
hayvanlarda uygun bicimde yapilabilmektedir. Zahmetli ve pahali olmasi ydntemin

giiniimiizdeki uygulama alanini kisitlamaktadir (42,43).

Kimyasal Diyabet Modelleri

Glinlimiizde en yaygin kullanilan deneysel diyabet modellerinden birisidir. Baz1 ilag
ve kimyasal maddelerin kandaki glikoz miktarinda yiikselme yaptigi Oteden beri
bilinmektedir. Ornegin, siproheptadin ve lityum tuzlar1 kullanildig: siire iginde diyabet
benzeri bir tablo olusturabilmektedir, ancak bunlarin kullanimi bittiginde kandaki glikoz
normalize olmaktadir (44). Tek doz kullanim ile kalic1 diyabet yaptigi ilk saptanan kimyasal
madde alloksandir (45). Daha sonra STZ bulunmustur. Bu iki madde giinlimiizde en ¢ok
kullanilan deneysel diyabet modellerini olusturmaktadir. STZ ya da alloksan kimyasallarindan
herhangi birinin neonatal hayvanlara tek doz verilmesi ile iyi bir tip-2 (insiiline bagimli

olmayan) diyabet modeli ortaya ¢ikarmaktadir (46,47).

Genetik Diyabetik Modeller

Giiniimiizde yaygin bigimde kullanilan diger bir deneysel diyabet modelidir. Ozellikle
spontan diyabetik si¢anlar viicutlarinda hig¢ insiilin tasimadiklarindan ideale yakin bir tip-1
(insiiline bagimli) diyabet modeli olustururlar (48). ob/ob fareler ise obez diyabetik bir model

olustururlar (49).

Viral Diyabetik Modeller
"Eppstein-Barr" viriisii gibi bazi viriisler deney hayvanlarinda diyabet olusturmaktadir.
Ancak, bu diyabet aragtirmalar1 i¢in rutin bir uygulama olmaktan uzak olup model olarak

kullanimi1 ¢ok sinirhidir (50).



Yardime1 Diger Modeller

Diabetes mellitus ve diyabetik komplikasyonlar ile bunlar iizerine etkili ilag
adaylarinin aragtirilmasi i¢in yardimeir baska modeller de bulunmaktadir. Bunlar arasinda
glukoz tolerans testi (glikoz yiikleme testi) ve glukoz dispozal kinetigi deneyleri de yer
almaktadir. Ozellikle tip-2 diyabette ortaya ¢ikan hiperinsiilinemi ve insiilin rezistansimnin
etkilerini aragtirmak i¢inde fruktoz diyet modelleri gelistirilmistir. Yine diyabetik katarakt i¢in

bir model olarak galaktoz diyet modelleri gelistirilmistir (51).

EGZERSIZ

Fiziksel aktivite, iskelet kaslar1 tarafindan olusturulan ve enerji tiiketimine yol agan
herhangi bir viicut hareketidir (52). Egzersiz, iskelet kaslarinin kasilmasi sonucunda iiretilen,
bazal diizeyin iizerinde enerji harcamayi1 gerektiren bedensel hareketlerdir. Egzersiz fizik
aktivitenin alt sinifi olarak kabul edilir. Egzersizin amaci, oksijen dagilimini ve metabolik
stirecleri yola koymak, kuvveti, dayanikliligi gelistirmek, viicut yagini azaltmak, kas ve eklem
hareketlerini iyilestirmektir. Bununla beraber egzersizin canli sistemler lizerine etkisi ¢ok
fazladir. Egzersiz yaparken programli bir sekilde yapilmasi gerekir. Saglik agisindan
egzersizin etkileri diiglintildiigiinde kaslar1 ¢alistirmasi, kalbin pompalama yetenegini dengede
tutmasi, kalp atim sayisinin diizenlenmesi ve kan basincinin diizenlenmesidir. Pek ¢ok hayvan
icin hareketlilik yasamin temelidir. Insanlar igin ise egzersiz; bir siiredir yasamin anlami, bir
yasam bi¢imi, bazen eglence, bazen de tedavi anlamina gelmektedir (53). Hareketli olmanin
ve egzersiz yapmanin tiim viicut fonksiyonlarini ve sagligi koruyucu etkileri vardir. Diizenli
fiziksel egzersizin kardiyovaskiiler hastalik, kanser, osteoporoz ve diyabet riskini azalttigi iyi
bilinen bir gergektir (54). Karmasik mekanizmalara eslik eden etkiler; yag dokusunda azalma,
lipit ve hormon profilinde degisme, reseptdr ve transport proteinlerinde adaptasyon ve
antioksidan savunmadaki degisiklikleri icermektedir. Bu tez ¢alismasinda egzersizin yalnizca

testis lizerine etkileri konusuna deginilmistir.

EGZERSIZIN ERKEK INFERTILITESINE ETKISI

Fiziksel olarak fit erkekler saglikli sperme sahip olma egilimindedir, ancak asiri
egzersiz (Ozellikle yasadis1 viicut gelistirici steroid ve diger ilaglarin kullanimi ile birlikte)
testosteron tiretimi ve sperm sayisini disiirebilir. Egzersizin kilo kontroliinde yardimci oldugu
ve stres hormonlarinin olugsmasinda 6nleyici etkisinin olmasi ile viicuda katkida bulundugu

goriilmiistiir (55). Egzersizin saglik i¢in Oonemli bir etkisi oldugunu, diizenli egzersizin,
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saglikli bir viicut agirhigy, iyi bir sirkiilasyon, normal ruh sagligi, iyi bir sindirim ve saglikli bir
viicuda destek sagladigi ve liremeye yardimer oldugu ispatlanmistir (56). Uygun diyet ve
egzersiz optimal iireme fonksiyonu i¢in son derece dnemlidir. Kadin sporcular menstriiel
siklus tizerinde egzersiz etkisinin aksine, erkek iireme sistemine fiziksel aktivitenin etkisi
bilimsel literatiirde ¢ok az tartistlmistir (57). Erkek tireme sistemi hipotalamus-hipofiz {inite
ve testislerden olusur. Testisler sperm ve androjenler, 6zellikle testosteron iiretiminden
sorumludur (58). Androjenler ikincil erkeklik 6zelliklerinin, kas ve kemik gelisimi, kirmizi
kan hiicreleri, cinsel diirtii ve diger davranigsal yonlerinin gelisiminden de sorumludur. Erkek
tireme ekseni tizerine fiziksel aktivitenin etkisi, siddeti ve siiresi aktivitenin, bireyin fitness
seviyesine ve beslenme durumuna baglidir (59). Kisa ve yogun olarak yapilan aerobik ve
anaerobik egzersiz genellikle serum testosteron diizeyini artirir. Egzersizde serum,
testosteronun azalmasi nadiren diisiik libido ve diisiik sperm tiretimi ile iliskili olabilir (60).
Ayrica, egzersiz diislik testosteron diizeyi, kas gelisiminin azalmasi, kas hasarinda onarimin
azalmas1 ve kas rehabilitasyon zayiflamasi gibi bir¢cok yerde 6nemli bir rol oynayacagi
bildirilmistir. Diger taraftan diisiik testesteron seviyesinde azalmanin kemik yogunlugu, ruh
hali ve davranis {izerine olumsuz etkisinin oldugu tespit edilmistir. Cok sasirticidir Ki, tibbi iyi
denetimli elit sporcularda, testosteron diizeylerindeki degisiklikler, performans ve saglik
tizerindeki etkileri nadiren degerlendirilir (61).

Diizenli egzersiz programlari, bireylerin fiziksel olarak zindelik kazandirmasinin yani
sira, fiziksel ve ruhsal agidan kendini iyi hissetmesine de neden olmaktadir. Egzersiz, insiiline
duyarlhiligini arttirarak ovaryan fonksiyonu ve gebe kalma sansini arttirmaktadir (62). Beden
kitle indeksine yonelik yapilan diizenlemelerden sonra her hafta yogun egzersiz programinin
ovulatuar infertilite riskini %5 oraninda azaltabilmektedir. Bu durum, beden kitle indeksinden
bagimsiz olarak fiziksel aktivitenin ovarian fonksiyonlarini koruyabilecegine dair bulgular
oldugunu gostermektedir (63). Obez ve infertil kadinlarla yapilan bir ¢alismada; kilo
vermenin, fiziksel zindeligi gelistirmenin ve psikolojik iyi olma halinin, ovulasyon ve gebelik
oranlarini artirdigi belirlenmistir. Orta seviyedeki egzersiz ve iyi ayarlanmis bir diyetin genel

saglik yararlart yaninda fertiliteyi de olumlu etkileyecegi diigiiniilmektedir (64).
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TESTIS HISTOLOJISI

Testisler, skrotum iginde yerlesik olan, testosteron hormonu yani sira
spermatozoonlarin iiretiminden sorumlu organlardir. Testislerde giinde milyonlarca sperm
iiretimi meydana gelmektedir. Saglikli bir erkekte giinde ortalama 150 x 10° sperm lretildigi
bilinmektedir. Olgun bir erkegin her bir testisi ortalama 4 cm uzunlugunda, 2-3 cm
genigliginde ve 3 cm kalinligindadir. Testiste her biri 1-4 seminifer tiibiil iceren 250-350
kadar lobiil bulunur. Insanda iki testiste her biri 30-80 cm uzunlugunda olan toplam 800-1200
adet seminifer tiiblil bulunur. Her piramidal lobun daralmis tepesinde seminifer tiibiiller tubuli
rekti denen diiz tiibiiller ile birlesirler. Bu birlesme noktalari, mediyastinum testisteki bag
dokusu igerisinde bulunan ve bosluklari epitelle doseli bir agi, rete testisi olustururlar. Bundan
sonra gelen duktus efferentesin epiteli prizmatik sekilli, kinosilyum igeren tek katl
hiicrelerden olusur ve testisten gelen spermleri duktus epididimise iletir (65,66).

Testisler distan ice dogru ii¢ tabakadan meydana gelen kalin bir kapsiil ile sarilidir.
Bunlar tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza olarak adlandirilir (67). Tunika
vaginalis; testislerin skrotuma dogru go¢ etmesi sirasinda her bir testis yapisinin kendisiyle
beraber gotiirdiigli abdominal periton tabakasidir. Bu tabaka dista pariyetal ve igte visseral
yapraklara ayrilir ve testisin tunika albuginea kismimi orter (67,68). Testisler, “tunika
albuginea” adi verilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil ile ¢evrilidirler. Bu
kapsiilin hemen altinda “tunika vaskiiloza” ad1 verilen yiiksek oranda kan damarina sahip
gevsek bir bag dokusu, testislerin vaskiiler kapsiiliinii yapar (69). Tunika albuginea testisin
arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testis ad1 verilen yapiy1 olusturur. Buradan bezin i¢ine
giren fibroz uzantilar bezi testikiiler lobiiller denilen yaklasik 250 adet piramidal bolmeye
ayirir. Bu uzantilar tam degildir ve bolmeler ¢ogunlukla birbiri ile iliski i¢indedir. Bu bag
dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri)
igerir. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlar iiretir. Leydig hiicreleri

ise testikiiler androjenleri salgilar (70) (Sekil 1).
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Sekil 1. Erkek genital sistemi (70)

Testis; intersitisyel hiicreler ve seminifer tiibiiller olmak {izere iki dnemli bilesenden
olusur (71,72). Spermatozoonlar, seminifer tiibiil epitelinde iiretilir ve sonrasinda kisa ve dar
bir kanal olan “tubuli rekti” ye girer. Tubuli rekti, rete testise acilir. Spermatozoonlarin, rete
testisten, “duktuli eferentes” ad1 verilen ve epididimise ulagan 10-20 adet kisa tiibiil sayesinde
ayrilir. Her bir testisin damar destegi testikiiler arterden koken alir. Testikiiler arter, duktus
deferens (vas deferens) ile birlikte skrotum igindeki testise iner. Testikiiler arter, testis
kapsiiliinii delip testis icindeki damar elemanlarina ulagsmadan 6nce bir¢ok dala ayrilir.
Testislerin kapiler yatagi, pek ¢cok venin bir araya gelmesi ile olusur. Venlerin pampiniform
pleksuslari, testikiiler arter ¢evresinde paketlenmislerdir. Arterler, venler ve duktus deferens
birlikte, “spermatik kordon™u yaparlar. Spermatik kordon inguinal kanaldan gecerek

abdominal kavite yoluyla skrotuma geger (69). Venlerin pampiniform pleksuslarindaki kanin
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sicaklig1 testikiiler arterdeki kana oranla daha disiiktiir. Bu sayede, testislerdeki sicakligin
viicut sicakligindan daha diisiik kalmasi saglanmis olur. Boylece bu diisiik sicaklikta (35
°C)’da normal spermatozoonlar gelisirken viicut sicakliginda gelisen spermatozoonlar
sterildirler (73) (Sekil 2).

"\
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Sekil 2. Testis ve genital kanallarin sematik gosterimi (73)

Seminifer Tiibiiller

Her testiste yaklasik 800-1200 seminifer tiibiil bulunur. Her seminifer tiibiil karmagik
yapidaki c¢ok katli bir epitel ile doseli olup, yaklasik 150-250 um c¢apinda ve 80 cm
uzunlugundadir. Sikica biikiilmiis i¢i bos tiip seklindeki yapilar olan testis seminifer tiibiilleri
igerisinde, spermatogenez olay1 gerceklesir (74,75). Tiibiiller komsu tiibiille birlesen, ikili-
ticlii anastomatik lup bigiminde baslarlar. Tibiiliin iki kolu her zaman ayni lobiil iginde
bulunmaz ve septumun kesikli oldugu yerlerden 2 lobiil arasi baglanti kurulur. Lobiiliin

tepesine dogru kivrimlarmi kaybederek, diiz tiip bigimini alir (tiibiili rekti). Tiibiili rektiler
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bosaltict duktuslarin ilkidir. Tunika albuginea’nin kalinlagmasiyla olusmus, damardan ¢ok
zengin olan mediastinum igine yerlesmis, birbirileriyle anastomozlasan tiibiiler yapilar (rete
testis) adini alir (68). Seminifer tiibiiller bir fibr6z bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina
ve karmagsik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran tunika
propria birkag¢ fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en
icteki katman diiz kas Ozellikleri gosteren yassilasmis myoid hiicrelerden olusur. Tubulus
epiteli iki tip hiicreden meydana gelmektedir: Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenik

seriyi olusturan hiicreler (76).

Spermatogonyumlar

Diploid spermatogenik hiicreler olan spermatogonyumlar kan-testis bariyeri disinda
kalan, bazal lamina ile iliskide bulunan hiicrelerdir. Spermatogonyum yaklagik 12 um
capinda, bazal laminanin hemen iistiinde yer alan gorece kiiciik bir hiicredir. Cinsel olgunluk
caginda spermatogonyumlar mitoz boliinmeyle ¢ogalmaya baslarlar ve yeni hiicreler olusur.
Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilirler: “Tip A spermatogonyumlar” olarak
adlandirilan kok hiicreler boliinmeyi siirdiirebilir ya da siiregiden mitotik dongiiler boyunca
farklilasarak tip B spermatogonyumlart olustururlar. “Tip B spermatogonyumlar” primer
spermatositlere farklilasan onciil hiicrelerdir. Primer spermatositler spermatogenik serinin en
biiyiik hiicreleridirler (68). Spermatogonyumlar mitotik hiicre bdliinmeleri gegirmeye puberte

doéneminde baglarlar (77).

SPERMATOGENEZ

Spermatogenez, spermatogonyumlarin olgun hiicreler olan spermlere doniistiigi,
apoptozisi de igeren, hormon bagimli kompleks bir hiicresel gelisim siirecidir. Bu olayda;
cogalma evresi (Spermatositogenez), biiyiime evresi (Mayoz) ve olgunlasma evresi
Spermiyogenez) goriiliir (78). Bu siire¢ primitif bir germ hiicresi olan spermatogonyum ile
baglar. Birinci mayoz bdliinmenin sonunda sekonder spermatosit olarak adlandirilan daha
kiiclik hiicreler olusur. Sekonder spermatositlerin boliinmesi spermatidlerin olusmasiyla
sonuclanir  (68). Siganlardaki spermatogenez, germ hiicrelerinden asamali olarak
spermatozoonlarin olusumuna kadar uzanan 48-53 giinliik bir siirectir. Germ hiicreleri
seminifer epitel icerisinde ilerlerken spermatogonyumlarin mitoz béliinmeleri sonucunda yash

hiicrelerin yerine, 12-13 giin i¢inde, geng hiicreler gelir (79).
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Spermatositler

Tip B spermatogonyumlar, ard arda mitotik bolinmeler gegirdikten sonra, son S
fazinin hemen ardindan mayoz boliinmenin profaz agamasina girerler. Primer spermatosit 4C
DNA miktarina sahiptir. Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak
lizere birinci mayoz boliinmeye girer. Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir sekilde ikinci
mayoz bolinmeye giderler. Her bir sekonder spermatosit artik herhangi bir hiicre boliinmesi
gostermeden sperm seklinde olgunlasan iki adet spermatid meydana getirir. Birinci mayoz
boliinmenin sonunda primer spermatositin 4C olan DNA miktar1 sekonder spermatositte
2C’ye diiser. lkinci mayoz béliinmenin sonunda ise 2C olan DNA miktar1 1C’ye diiser.
Sonucta meydana gelen spermatidler haploid kromozom sayisina sahiptirler ve

spermiyogenez siirecine girerler (80).

Spermatidler
Haploid spermatidler 7-8 um c¢apa sahip kiigiik boyutlar1 ve yogunlasmig kromatin
bolgeleri iceren nukleuslar ile ayirt edilebilirler. Seminifer tiibiil igerisinde liimene yakin

yerlesim gosterirler (81) (Sekil 3).

@ permafogonyum
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Sekil 3. Spermatogenez ve spermatogenik seriye ait hiicrelerin sematik gosterimi
(81)
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Spermiyogenez

Spermiyogenezde, akrozom olusur, ¢ekirdek yogunlasir ve uzar, flagellum gelisir;
sitoplazmanin da tamamina yakii kaybedilir. Spermatidlerin olgun birer spermatozoon
halinde seminifer liimene birakildiklari bu donem 3 fazda incelenebilir:

Golgi fazi: Kiigiik, PAS (+) proakrozomal graniiller Golgi kompleksinde yogunlasir.
Bu graniillerin birlesmesi ile akrozomal graniil belirir. Sentriyoller akrozomun olustugu
bolgenin karsisinda yer alarak flagellar aksonemanin sekillenmesini baglatirlar.

Akrozomal faz: Akrozomal vezikiil ve graniil yogunlasan ¢ekirdegin 2/3 likk kismini
kaplayacak sekilde yayilir ve akrozom adini alir. Cekirdek uzarken kromatini daha yogunlasir.
Mikrotiibiiluslar manget ile hiicrenin uzamasini yonlendirir. Sentriyollerden bir tanesi
geliserek flagelluma doniisiir. Mitokondriler de flagellumun orta pargasi etrafinda yerlesirler.
Bu bolge spermatozoonun hareket kaynagini olusturur. Akrozom; hyaluronidaz, nérominidaz,
asit fosfataz, akrozin, proteaz, B-N-asetilglukoz-amidaz, aril siilfataz gibi hidrolitik enzimler
icerir. Bu enzimler sayesinde spermiumun corona radiata ve membrana pellusiday1 asmasi
miimkiin olur.

Olgunlagsma fazi: Spermatidden arta kalan sitoplazma pargasi Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite olur. Spermatozoonlar tiibiil liimenine holokrin sekresyon seklinde verilir.
Bu sirada fonksiyonel olarak olgun degildirler, olgunlagsmalar1 biiyiik oranda epididimisde

beklerken ve daha sonra ejekiilasyon ile tamamlanir (82) (Sekil 4).
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Sekil 4. Spermiyogenezin sematik gosterimi (82)

Interstisyel doku ve Leydig hiicreleri

Interstisyel doku, sinirler, kan ve lenfatik damarlar ve interstisyal Leydig hiicrelerini
icerir. Testosteron salgilayan Leydig hiicreleri bir veya iki ovoid veya diizensiz sekilli
cekirdekeik, cok sayida graniilsiiz endoplazmik retikulum, tiibiiler mitokondriumlar, bol
miktarda lipid damlaciklar ile glikojen partikiillerini igerirler. Leydig hiicreleri insanda orta
yasin tlizerinde veya infertilite olgularinda Reinke kristaloidlerine sahip olabilirler. Bu
hiicreler androjen sekresyonu olan testosteron yapimi yanisira ACTH-MSH, B-endorfin,
methionin-enkefalin, inhibin, aktivin, oksitosin, renin-anjiotensin, kortikotropin yonlendirici

faktor ile P bliylime faktorii ve substans-P gibi sekresyon iiriinlerinden de sorumludurlar (80).

Sertoli hiicreleri
Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis piramidal

hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uglar ise siklikla
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seminifer tiibiiliin limenine uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli hiicresinin sinirlar1 belirsiz
olarak goriiliir, ¢linkli bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini gevreleyen ¢ok sayida lateral
uzantilar1 vardir. Ozellesmis testikiiler somatik hiicreler olan Sertoli hiicreleri, sahip olduklar
bu topografik diizen sayesinde diger testikiiler hiicre gesitleriyle iliski kurarlar (83). Sertoli
hiicreleri, gelismekte olan germ hiicreleri ile kurduklart bu yakin iligki sayesinde onlara
metabolik destek sagarlar (84,85). Sertoli hiicreleri ile germ hiicreleri arasindaki iliski ayni

zamanda yapisal destek gorevi de iistlenerek spermatogenezde 6nemli rol oynar (86).

Sertoli hiicrelerinin en az dort 6nemli fonksiyonu vardir:

1. Destek ve Beslenme:  Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi,
korunmasi ve beslenmelerinin diizenlenmesi

2. Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler
seklinde atilir. Bu sitoplazmik parcaciklar Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar tarafindan
fagosite edilir ve sindirilir.

3. Sekresyon: Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir sivi salgilarlar. Androjen baglayici
protein (ABP) sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan FSH ve testosteron kontrolii altinda
gerceklestirilir. Bu protein, seminifer tiibiil icinde spermatogenez igin gerekli olan
testosteronun yogunlagsmasin1 saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu oOstradiol haline
cevirebilirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini
onleyen inhibin adi verilen bir peptid salgilar.

4. Anti-Miillerian Hormon iiretimi: Bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek
fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir.

Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallardan koken alan yapilarin gelismesini saglar (68).

PROLIFERE HUCRE NUKLEER ANTIJENI

Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA), genomik DNA replikasyonu,
rekombinasyonu, tamiri ve DNA polimeraz gama icin gerekli hiicre proliferasyonunun
baslamasinda onemli rolii olan temel bir proteindir (87,88). PCNA, hiicrede iki ¢esit
immunreaktivite sekli gosterebilir. Graniiler reaksiyon, muhtemelen replizoma bagli PCNA
kaynaklidir. Sitoplazmik reaktivite ise mitotik hiicrede saptanmaktadir. S fazinda graniiler

PCNA immunreaktivitesi, alt fazlara gore farkliliklar gostermektedir. Erken S fazinda
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niikleusta, dagilim1 homojen olmayan kiiciik noktaciklar seklinde izlenir. Bu noktalar, niikleus
periferinde ve periniikleoler kisimda bulunmazlar. Muhtemelen ¢ok sayida replizom demetleri
bulunduran, replikom bolgelerine baglidir. S fazina ilerledikge, noktaciklarda belirgin artis
vardir. Daha sonra niikleus periferinde ve periniikleoler alanda da noktaciklar izlenir. S
fazinin sonlarina dogru, noktaciklarin sayisinda ve boyutlarinda artis olmaktadir. Bunun
nedeni, ge¢ replike olan heterokromatin yakinlagsmasidir. S fazinin sonunda ise DNA
replikasyonu olmaktadir ve noktaciklarda artis smirli sayidadir (89). Spermatogenezin
etkinligi; spermiyohistogenez, mayozdaki germinal hiicre kaybi1 ve spermatogonyum
proliferasyon aktivitesine baglidir. PCNA, germinal hiicre kayiplarinin teshisinde kullanilir.
Ciinkii germinal hiicre kayb1 veya DNA sentezinde bozulmalar oldugu zaman PCNA diizeyi
azalir. Ayrica PCNA, DM’nin spermatogenez iizerine etkilerinin, histolopatolojik bulgularla

dogrulanmasinda ve germ hiicre kinetiginin degerlendirilmesinde de kullanilmaktadir (90).

APOPTOZIS

Programli hiicre 6liimii, hiicre intihar1 ve fizyolojik hiicre 6liimii terimleri apoptoz ile
ayni anlamda kullanilir. Apoptozis hiicre proliferasyonunu kontrol igin veya DNA hasarina
yanit olarak hiicrelerin kullandigr bir 6lim seklidir. Bir organizmanin yasayabilmesi ve
cogalabilmesi i¢in sahip oldugu genetik bilginin sifrelendigi DNA molekiillerinde meydana
gelen hasarlar organizmanin ¢aligmasini bozmakta ya da durdurabilmektedir. DNA hasarlari,
dis etkenler (radyasyon, cevre kirliligi ya da kimyasal maddeler) veya i¢ etkenler (serbest
radikaller, metabolik tiriinler, DNA replikasyonundaki arizalar) ile olusmaktadir. Hiicrede
olusan DNA hasar1 tamir mekanizmas1 ile giderilemiyorsa, hiicrenin geriye doniisiimsiiz
bekletilmesi (replikatif 6liim) ya da apoptozis ile devre disi birakilmasi beklenir. Plazma
membranindaki hasarlar ise ¢ogunlukla, hiicreleri nekrotik 6liime gotiirmektedir.

Apoptozis, nekrozun tam tersine genetik olarak kontrol edilen, iyi organize olmus
dokularda hiicre sayisin1 belirlemek i¢in ¢ok dnemli olan hiicre 6liimiiniin 6zel bir ¢esididir.
Hiicre proliferasyonu ve hiicre oliimii arasinda homeostatik dengenin diizenlenmesi, ¢ok
hiicreli organizmalarin gelisim siireci ve doku devamlilig1 icin ¢ok Onemlidir. Asir1 hiicre
artigt apoptoz ile dengelenir (91,92). Ayrica menstriiel sikliis sirasinda endometriumun
hormon-bagimli involusyonu, sitokin azligindan sonra immiin hiicrelerin 6limi, T-
hiicrelerinin gelisen timusta negatif seleksiyon yolu ile silinme mekanizmasinda oldugu gibi
cok sayida fizyolojik olayda apoptozisin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Apoptozis ve mitozis

dokuda siirekli bir denge halindedir. Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozisi,
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glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlagmamis timus hiicrelerinde gergeklestirmis ve
apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigiiniin
kalmadigini, apoptotik hiicre i¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin
olustugunu gostermistir (93). Cohen 1993 yilinda yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus
hiicreleri iizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozisi
segmedigini, hiicre Olimiine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptozise
yonlendirdigini bildirmistir (94). Boylece apoptozisin genler tarafindan diizenlenen bir hiicre

oliimii oldugu ortaya ¢ikmustir (95) (Sekil 5).
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Sekil 5. Apoptotik 6liim yollar1 (95)

Apoptozis, testikiiller dokuda da sik saptanan bir fenomendir. Spermatogenez,
spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik boliinmeler sonucu hiicre farklilagmasi ile
olgun sperm olusmasidir. Normal spermatogenez icinde, hiicre gelisimi ve farklilagmasina
ilave olarak germ hiicre 6liimii de gortiliir ve bu sperm olusumunda kritik rol oynar (96,97)

Apopitozis, spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyada programli
hiicre 6liimiine yol agar (98). Germ hiicrelerindeki bu 6liim spermatozoanin normal gelisimi
icin mutlak gereklidir (99). Kerr (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada, testiste devamli

olarak spontan apoptozis gerceklestigi bildirilmistir (100). Testiste, defektif germ hiicrelerinin
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yok edilmesine yonelik bu islemde erkek germ hiicrelerinin % 75'1 apoptozise maruz kalir
(101). Erken gelisimsel evrede baslayan bu apopitotik hiicre eliminasyonu, olgunlasmakta
olan germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik
fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir (102,103). Androjen eksikliginde, azoospermik ya
da oligospermik hastalarda, deneysel kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, sicaklik artiginin
oldugu olgularda testislerde olusan programli hiicre 6liimlerinde artma bulunabilir (99,104).
Seminifer tiibiil epitelinin sicaklifi, radyasyon veya diyabet gibi faktorlere olan sensitivitesi
de germ hiicrelerinin programlanmis hiicre Oliimlerini artiran diger bir faktordiir (105).
Sonugcta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimiilanlarin varliginda fizyolojik olmayan
diizeyde apoptozis gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde bozulma ve infertilite

olusabilir (106,107).

TUNEL Teknigi

Apoptotik hiicre fraksiyonlari, ilk kez Gavrieli ve ark. (108) tarafindan tanimlanan
“Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)- mediated dUTP-biotin nick end-labeling”
(TUNEL) yontemi ile ortaya konulabilir ve sayilabilir. Tepkime olduk¢a ozgiindiir ve
yalnizca apoptotik c¢ekirdekler boyanir. Yontem deoksiniikleotidil transferaz (Tdt)’in
“polydeoxynucleotide” polimerinin sentezini takiben DNA’nin 3’-OH uglarina 6zgiin olarak
baglanmasi iizerine dayanir. Kesitlerdeki ¢ekirdek DNA’s1 dnce proteolitik bir isleme tabi
tutulur ve terminal TdT, DNA kirilmalarimin oldugu alanlarda biotinli deoksitiridini
birlestirmek i¢in kullanilir (108,109). Serbest olarak bulunan nukleotidler digoksigenenin-
konjugat eklenmesiyle bir oligomer olustururlar. Daha sonra digoksigenin ile konjuge olan
niikleotidler peroksidaz reaksiyonu verebilen anti-digoksigenin antikoru ile baglanmasi
saglanir. Boylece baglanmis peroksidaz antikoru, immunohistokimya ve immunositokimyada
hassas goriinim saglayan kromojenik substratlarla baglanmasi saglanir. Sonu¢ olarak
apoptotik cisimciklerde ¢ok yiiksek oranda bulunan 3'-OH uglarinin hassas ve spesifik

boyanmasi saglanir (110).

22



GEREC VE YONTEMLER

DENEKLER

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Birimi'nde iiretilen,
agirliklart 250-300 g arasinda degisen, ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip Sprague
Dawley tiirii 42 adet eriskin erkek sigan kullanildi. Deney siiresi boyunca, tiim deneklerimiz,
optimum laboratuvar kosullar1 (22+1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinlitk
icme suyu ve % 21 ham protein igeren pelet yemlerle (Purina) beslendi. Diizenli olarak kafes
bakimlari yapildi. Deneyde toplam 4 grup olusturuldu.

Grup I (Kontrol, n=6): Sitrat tamponu (pH’s1 4,2 olan; 0,1M’lik) intraperitoneal ip
olarak tek doz verilen grup.

Grup 1I: (Diyabet, n=12): Streptozotosinin (pH’s1 4,2 olan; 0,1M’lik sitrat tamponunda
coziilerek), ip yoldan 40 mg/kg tek doz olarak verilen grup.

Grup IlI: (Yogun egzersiz, n=12): Egzersize STZ ile diyabet (40 mg/kg tek doz)
olusturulmadan 3 giin 6nce baslayarak, deney sonuna kadar haftada 5 giin yiiksek hizda
egzersiz (30 m/dk hizda 30 dk) uygulanan grup.

Grup IV: (Hafif egzersiz, n=12): Egzersize STZ ile diyabet (40 mg/kg tek doz)
olusturulmadan 3 giin Once baslayarak, deney sonuna kadar haftada 5 giin diisiik hizda
egzersiz (10 m/dk hizda 30 dk) uygulanan grup.

Kimyasal yolla deneysel diyabet olusturabilmek amaciyla STZ (Sigma Aldrich
Chemicals, USA) kullanildi. Diyabet, yogun egzersiz ve hafif egzersiz grubunu olusturacak
olan 36 adet si¢ana sitrat tamponu icerisinde eritilen STZ tek doz 40 mg/kg ip olarak enjekte
edilmistir. STZ’nin rahat ¢6ziinebildigi ve stabilitesini korudugu bir soliisyon olan sitrat

tamponu; 4,1543 gr sodyum sitrat tribazik dihidrat (Merc, A419548, Germany) ve 2,284 gr
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sitrik asit monohidrat: (J.T. Baker, A18592, Austria) 250 ml steril distile suda ¢ozerek
hazirlanmis ve pH’s1 4.2’ye ayarlanmistir. STZ enjeksiyonu bittikten 2 giin sonra glukometre
ile kan glukoz diizeyleri kuyruk veninden alinan kan ornekleriyle Olcililerek hayvanlarin
diyabet olup olmadiklari tespit edildi. Kan glukoz degerleri 250 mg/dl ve {izeri olan hayvanlar
diyabetik olarak kabul edilip, bunlardan deney gruplari olusturuldu. Ayrica deneklerin kan-
glukoz diizeylerine; deneye baslamadan 6ncesinde de kuyruk veninden alinan kan 6rnegiyle
glukometre ile bakildi. Ayn1 zamanda deneyin basinda ve sonunda tiim deneklerimizin viicut
agirliklar ile yine deney sonunda, her iki testis agirliklar1 6lgiildii. Diyabet olusturulduktan ve
egzersiz isleminden 4 hafta sonra, Alfamine (90 mg/kg) (Ketamidor, Alfasan, Hollanda) ve
Rompun (10 mg/kg) (Rompun, Bayer, Tiirkiye) anestezisi altinda, tim deneklerin testisleri
total olarak ¢ikarildi ve agirliklar1 6lgiildii. Alinan testis 6rnekleri Bouin fiksatifinde (75 cc
pikrik asit+25 cc formalin+5 cc Asetik asit) tespit edildi. Dokularin 1sik mikroskopik
incelemeleri icin islemlendirilmeleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dal1 Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

EGZERSIZ iSLEMi

Kontrol grubuna sadece diger gruplara verilene esit miktarda sitrat tamponu verilirken,
diyabet grubuna ise tek doz 40mg/kg streptozotosin uyguladi. Hafif egzersiz ve yogun
egzersiz grubuna ise diyabet olusmadan 3 giin dnce Trakya Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Birimi’'nde egzersize baglanip 3 giin sonra tek doz 40 mg/kg STZ verildi ve
deneyin sonuna kadar egzersiz uygulanarak 4 hafta sonra deney sonlandirildi. Siganlar igin
hazirlanmis motorlu kosubandi kullanilarak yogun egzersiz grubuna haftada 5 giin kosu
bandinda 30 m/dk hizda 30 dk, hafif egzersiz grubuna ise haftada 5 giin kosu bandinda 10
m/dk hizda 30 dk egzersiz programi uygulandi.

ISIK MiKROSKOBIK iINCELEME

Isik mikroskobik incelemeler igin testis dokulari, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 Isik Mikroskopi Laboratuvar’inda islemlendirildi. Bu
amagcla testis dokulart Bouin fiksatoriinde 4 giin fikse edildikten sonra yikama islemine
gecildi. Dokular 2 giin %70’lik alkolde yikanarak, dehidratasyon islemine gegildi. Dokular
artan alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100) 1’er saat tutuldu. Dehidratasyon asamasindan sonra
saydamlastirma basamagi i¢in dokular 3 seri 15’er dk toluol ile muamele edildi. Gomme

isleminden 6nce dokular yumusak parafinde 1 gece tutuldu. Bir sonraki giin testis dokulart
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yumusak parafinden alinarak 1 saat sivi sert parafinde tutularak, bloklandi. Bu bloklardan
Leica RM-2245 silindirli mikrotom kullanilarak 5 um kalinligindaki kesitler alindi. Testisin
histolojik yap1 degisikliklerini ortaya koyabilmek amaciyla alinan kesitler hematoksilin eozin
(H&E) (Hematoksilen+ Eozin) ile boyandi. Isik mikroskobunda (Olympus CX31-Japan)
incelenerek, bulgularin fotograflar ¢ekildi.

Ayn1 preparatlarin  kullanimiyla, tiim deneklerin testis biyopsi materyallerinde
seminifer tiibiil ¢aplari, X20’lik biiylitmede, okiiler mikrometre kullanilarak dl¢iimlenmis ve
bu Olclimler, her hayvandan alinan testis kesitlerinde, yuvarlak veya yuvarlaga yakin rastgele
secilmig 10 tiibiiliin enine kesiti alinarak gergeklestirilmistir (111). Ayrica hazirlanan
preparatlardan 10’ar adet seminifer tiibiil gelisi giizel secilerek Olympus CX31 marka
mikroskopta X40’lik biiylitmede germinal epitelin diizenli olup olmadigina ve
spermatogenetik faaliyetin hangi asamasinda olduguna bakildi. Bunun i¢in Tablo 1’de

gosterilen Johnson Skoru kullanildi (112).

Tablo 1. Johnson Skorlamasi (112)

Skor 1 Seminifer tiibiillerde hiicre yok.

Skor 2 Spermatogenik hiicreler yok, yalnizca Sertoli hiicreleri var.

Skor 3 Sadece spermatogonyumlar var.

Skor 4 Spermatozoa veya spermatid yok, 5’ten az spermatosit var.

Skor 5 Spermatozoa veya spermatid yok; ancak spermatositler var.

Skor 6 Spermatozoa yok, 10°dan az spermatid mevcut.

Skor 7 Bol spermatid mevcut; ancak spermatozoa yok.

Skor 8 Germinal epitel ¢ok sirali; ancak limende 10°dan az sayida spermatozoa 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 igeren tiibiiller var.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Immiinohistokimyasal inceleme igin testis dokusundan 5 pm kalinhginda kesitler
alindi1 ve deparafinizasyon islemini takiben kesitler suya indirildi. Suya indirilen kesitler
antijen retrival i¢inde mikrodalga firinda 20 dk kaynatildi. Oda sicakliginda 20 dk sogumaya
birakildiktan sonra kesitler fosfat buffer sollisyonu ile yikandi. Bu asamadan sonra hidrojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde (Riedel-de Hden 24229) hazirlanan
%3’liik hidrojen peroksit (H20,) ile 20 dk muamele edildi. Distile su i¢inde calkalanarak
kesitler PBS (pH 7,6) ile yikandi. Ozgiil olmayan antikor baglanmalarini1 bloklamak iizere
kesitlere %1 preimmiin rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi.
Daha sonra kesitler nemli chamber iginde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor ile 1
saat siire ile inkiibe edildi. Kullanilan antikor, mouse monoclonal anti-PCNA antibody (MS-
106-B, Thermo LabVision, USA) idi. Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dk
sekonder antikor soliisyonunda (Biotinylated Goat Anti-Mouse, LabVision, TM-015-BN)
tutuldu. 3 kez PBS’de yikanan kesitlere 20 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu (Streptavidin
Peroxidase, LabVision, TS-015-HR) uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 10
dk 3-amino 9 etil karbazol (AEC) kromojen soliisyonu (LabVision, TA-002-HAC)
uygulamasi yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 5 dk Mayer hematoksilen
uygulanarak zit boyama yapildi. Akarsuda 5 dk yikanan kesitler kapatma soliisyonu
(Mounting Medium, LabVision, TA-060-UG) konarak lamel ile kapatildi ve 1s1k
mikroskobunda degerlendirmeye alindi.

Proliferasyon indeksi i¢in her preparatta 10 seminifer tiibiil sayimi yapildi. Kirmizt ile
boyanan germ hiicreler pozitif olarak degerlendirildi. Boyanmis ve boyanmamis germ
hiicrelerin her ikisi de sayild1 ve toplam germ hiicre sayisiyla boyanan hiicrelerin orant PCNA

indeksi olarak hesaplandi (88).

TUNEL BOYAMA

Parafin bloklardan lam iizerine alman 5 pm’lik kesitler 1 gece 37 °C’lik etiivde
tutulduktan sonra toluolde 3x5 dk bekletilerek parafinden iyice arindirilarak azalan alkol
serilerinden (%100, %95, %70) 3’er dk gegirilip distile suya indirildi. 5 dk distile suda tutulan
kesitlere daha sonra antijen iyilestirme amaciyla 15 dk oda sicakliginda proteinaz K (20
pg/ml, Chemicon, 21627) uygulandi. Distile su ile yikanan kesitler endojen peroksidazi
bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %3’lik H,O,’de 5 dk bekletildi. Distile su ve PBS ile
calkalandiktan sonra lam iizerinde kesitlerin etrafi hidrofobik kalem (Zymed, 00-8899) ile
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gizilerek havuz olusturuldu ve kesitlere 5 dk oda sicakliginda dengeleme tamponu uygulandi.
Daha sonra kesitler 37 °C’de TdT enziminde 1 saat bekletildikten sonra durdurma/yikama
tamponuyla 15 saniye ¢alkalandi ve oda sicakliginda 10 dk bekletildi. 3 kez PBS’de yikanan
kesitlere antidigoksigenin konjugati uygulandi ve oda sicakliginda 30 dk tutuldu. Kesitlere 3
kez PBS ile yikama sonrasinda 10 dk diamino benzidin (DAB) kromojen soliisyonu
(LabVision, TA-002-HAC) uygulamasi yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 10 dk
Metil green uygulanarak zit boyama yapildi. Distile sudan hizla gegirilen kesitler %100 N-
Butanolden de hizla gegirildi. Dehidrate edilen kesitler 3x2 dk toluolde tutulduktan sonra
kapatma soliisyonu konarak lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda degerlendirmeye alindi.
Apoptotik indeks TUNEL boyamasi ile boyanan {i¢ ya da daha fazla apoptotik hiicreleri
iceren seminifer tiibiiller hesaplanmasi ve seminifer tiibiillerin toplam sayisinin pozitif
boyanma gdsteren apoptotik hiicre iceren seminifer tiibiillere oranina bdliinmesiyle elde
edildi.

Apoptotik indeks; Toplam Seminifer Sayis1 / TUNEL pozitif boyanan seminifer

tiibiillerin sayis1 apoptozis ylizdesi olarak bilinir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler icin, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Bilgi Islem
Merkezi’ndeki S0064 Minitab Release 13 programi (Lisans No: WCP1331.00197) kullanildu.
Tim veriler ortalama (+) standart sapma (S.S) olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki
sonuglarin farkliliklar1 Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Anlamli fark
bulunan gruplar arasindaki karsilastirmalar i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05

olmas1 durumunda fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

MORFOMETRIK BULGULAR

Kan Glukoz Diizeyleri

Tiim deneklerin STZ uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda, glukometre ile kan glukoz
degerleri Olciilmiistiir. Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarina ait deneklerin; kan-glukoz
diizeyleri degerlendirildiginde baglangigta tiim gruplarin kan glikoz seviyesinin yaklagik
olarak 100 mg/dl oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunun kan glikoz seviyesinde deney
baslangicindan bitimine kadar istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik bulunmamistir.
Deney gruplarinin deney baglangicinda kan glikoz degerleri (STZ uygulandiktan 2 giin sonra)
kontrole gore anlamli derecede yiikseldi (p<0.0001). Egzersiz isleminden sonra ise Olgiilen
kandaki glikoz seviyesi diyabet grubuna gore yogun egzersiz p<0.01 anlaml, hafif egzersiz
p<0.001 anlamli ¢ikmustir (Sekil 6).
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Sekil 6. Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarina ait kan glukoz diizeyleri

A:Yogun egzersiz B:Hafif egzersiz

*p<0.0001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, **p<0.01diyabet grubu ile kiyaslandiginda, ***p<0.001

diyabet grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.
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Viicut Agirhklar

Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarina ait siganlarin ilk ve son viicut agirliklarinin

karsilastirilmast Sekil 7°de gosterilmistir. Deney sonundaki viicut agirliklart kiyaslandiginda

kontrol grubundaki sicanlarin viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlenmezken, diyabet grubu ve egzersiz gruplarinda ise istatistiksel agidan anlaml

derecelerde azalma oldugu gozlemlenmistir. Bu azalma diyabet grubunun kontrole gore

p<0.001, diyabet grubu yogun egzersiz grubuna gore p<0.05, diyabet grubu hafif egzersiz

grubuna gore ise p<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarina ait viicut agirhklari.

A:Yogun egzersiz B:Hafif egzersiz

*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, **p<0.05 diyabet grubu ile kiyaslandiginda, ***p<0.01

diyabet grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.
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Testis Agirhiklar:

Tiim deney gruplarinda kontrole gore kiyaslandiginda, testis agirliklarinda anlaml
derecede azalma oldugu goézlendi. Bu azalma istatistiksel olarak diyabet grubunda p<0.001,
diyabet grubu yogun egzersiz grubuna gore p<0.05, diyabet grubu hafif egzersiz grubuna gére
ise p<0.01 seviyesinde anlamliyd1 (Sekil 8).

[y
-
(=)}
1
—

**k%x
**

o e
(oo} N
1 1

Testis Agirhg (gr)

Kontrol Diyabet A B

Sekil 8. Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarina ait testis agirhklari.

A:Yogun egzersiz B:Hafif egzersiz
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, **p<0.05 diyabet grubu ile kiyaslandiginda, ***p<0.01

diyabet grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.
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Johnson Skorlamasi

Kontrol, diyabet, yogun egzersiz ve hafif egzersiz gruplarinin testis dokulari
histopatolojik olarak incelenirken; seminifer tiibiillerin genel yapisi, tiibiill igerisindeki
spermatogenik seri hiicrelerinin varligi ve interstisyel alanin goriiniimii goz Oniinde
bulunduruldu. Bunlar1 degerlendirirken Johnson skorlama yontemi kullanildi. Her grupta
rastgele 10 seminifer tiibiil igerisindeki spermatogenetik seri hiicrelerinin hangi asamada
olduguna ve tiibiillerin yapisina bakilarak her bir tiibiil i¢in ayr1 bir skor verildi ve bunlarin
istatistiksel olarak hesaplanan ortalamasi ile gruplarin ortalama Johnson skorlar1 belirlendi.
Kontrol grubuna kiyasla diyabet grubunun p<0.001, diyabet grubu yogun egzersiz grubuna
gore p<0.05, diyabet grubu hafif egzersiz grubuna gore ise p<0.01 seviyesinde istatistiksel

olarak anlamli oldugu goriildii (Sekil 9).
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Sekil 9. Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarina ait Johnson Skor Degerleri
A:Yogun egzersiz B:Hafif egzersiz
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, **p<0.05 diyabet grubu ile kiyaslandiginda, ***p<0.01

diyabet grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.
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Seminifer Tiibiil Caplar

Diyabete bagli meydana gelen seminifer tiibiillerdeki degisiklikler tiibiil ¢aplarinin
Olgiilmesi ile gosterilmistir. Deney gruplarinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda diyabet grubu
seminifer tiibiil ¢caplar istatistiksel olarak p<0.001, diyabet grubu yogun egzersiz grubuna gore
seminifer tiibiil c¢aplart p<0.05, diyabet grubu hafif egzersiz grubuna gore ise p<0.01

seviyesinde anlamli derecede azalma gostermistir.
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Sekil 10. Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarina ait Seminifer Tiibiil Caplari
A:Yogun egzersiz B:Hafif egzersiz
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, **p<0.05 diyabet grubu ile kiyaslandiginda, ***p<0.01

diyabet grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.

33



MORFOLOJIK BULGULAR

Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait 1sitk mikroskobik bulgular: Kontrol grubuna ait deneklerden
alinan ve H&E ile boyanan testis doku kesitleri incelendiginde seminifer tiibiiller genellikle
diizenli yapida olup, ¢ap ve biiyiikliikleri bakimindan diizgiin oldugu goriildii. Seminifer tiibiil
epitelleri diizglin, Sertoli hiicreleri bazal membran iizerinde dizilim gostermekteydi.
Spermatogenik seriye ait hiicreler, spermatozoalari da igerecek sekilde izlenmekteydi.
Cogunlukla poligonal sekilli olan Leydig hiicreleri, diizglin yuvarlaga yakin oval bi¢imli
¢ekirdegi ve normal sinirlar iginde eozinofilik boyanan sitoplazmasi ile ayirt edildi. Seminifer
epiteli olusturan Sertoli hiicreleri ile bunlarin destekledigi germinal hiicrelerin diizenli bir seri

olusturacak sekilde yerlestikleri gozlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Kontrol grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Sinirlar diizgiin yuvarlak
yapida seminifer tiibiiller (‘) ve diizenli dizilim gosteren germ hiicreleri (*)
goriilmekte. Interstisyel sahada yerlesmis olan poligonal sekilli Leydig
hiicrelerinin (9) oval bicimli niikleusu ve eozinofilik boyanan sitoplazmasi
dikkati cekmekte. X400.
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Diyabet grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Diyabet grubuna ait deneklerden
alinan testis dokularinin H&E ile boyanarak incelendiginde; seminifer tiibiiller ve interstisyel
alanda kontrole gore diyabet olusumuna bagli bir takim degisiklikler goriildii. Diyabet
grubunun testis dokusunda seminifer tiibiillerin ¢ogunda atrofik degisiklikler izlendi. Bu
atrofik tiibiillerin boyutlarindaki kii¢lilmenin yanisira normal yapinin bozuldugu, hiicrelerin
bazal membrandan ayrilarak liimene dokiilmesi dikkat c¢ekiciydi. Atrofik tiibiillerde Sertoli
hiicreleri disinda spermatogenik seri hiicrelerinden primer spermatosit ve spermatidler izlendi,
spermatozoa ise yok denecek kadar azdi. Tiibiillerde germ hiicre serisine ait bazi germinal
epitel hiicrelerinin kaybolmasi ve spermatogenezin bozulmasi; ayrica tiibiillerin bazal kismina
yakin olarak yerlesmis bulunan Sertoli hiicre dejenerasyonu sebebiyle, germinal epitel
katmanin da yer yer genis vakuollerin ortaya ciktig1 belirlendi. Tiibiil ¢aplarinin azalmasina
bagl olarak Ve interstisyel alandaki bosluklarin arttig1 gozlendi. interstisyel alandaki Leydig
hiicrelerinin normal poligonal yapilarinin bozuldugu ve sitoplazmik kayiplariin yaninda

cekirdek yapilarinin da diizensizlestigi gortildi (Sekil 12).

Sekil 12. Diyabet grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Seminifer tiibiillerde
diizensizlik ve spermatogenik hiicre diziliminin bozuldugu, germinal seri
hiicrelerinde kayiplar (), hiicrelerin bazal membranlarindan ayrildig,
tiibiillerin bazal kisimlarinda ise vakuoller (9 ) goriilmekte. Leydig
hiicrelerinin proliferasyonu ve c¢ogunlukla poligonal yapilart bozulmus,
sitoplazma kaybi ve ¢ekirdekleri diizensiz Leydig hiicreleri dikkati cekmekte
(=), X400.
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Yogun egzersiz grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Yogun grubuna ait
deneklerden alinan ve H&E ile boyanan testis doku kesitleri incelendiginde; seminifer
tiibiillerin diyabet grubuna kiyasla daha iyi durumda olduklar1 belirlendi. Diyabet grubunun
testis dokusunda seminifer tiibiillerin cogunda izlenen atrofik degisiklikler, tiibiiller arasindaki
sekil ve boyut farkliliklarmin yogun egzersizde daha az oldugu goriildii. Seminifer tiibiillerin
cogunda hiicrelerin bazal membrandan ayrilip limene dokiildiigii ve spermatozoalari da
igeren spermatogenetik seri hiicrelerinin varligimi korudugu izlendi. Ayrica Sertoli hiicre
dejenerasyonunun varlig: tespit edildi. Interstisyel alandaki Leydig hiicrelerindeki hasarin da

diyabet grubuna gore azaldig goriildi (Sekil 13).

Sekil 13. Yogun egzersiz grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Simirlar1 diizelme
gosterdigi seminifer tiibiillerde, Sertoli hiicrelerinin uzantilar1 arasinda germ
hiicre dizilimindeki bozulmanin giderildigi ve germinal hiicre kayiplarinin
azaldigx (F&) goriilmekte. Leydig hiicrelerinin (9) sitoplazmalarindaki kayip
ve ¢ekirdek yapilarindaki diizensizliklerin az olmasi dikkati ¢ekmekte X400.
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Hafif egzersiz grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Hafif egzersiz grubuna ait
deneklerden alinan ve H&E ile boyanan testis doku kesitleri incelendiginde, Sertoli ve germ
hiicreleri arasinda diizenli yerlesim, saglam hiicreler arasi baglantilar gézlemlendi. Sertoli
hiicreleri ve spermatogenik seriye ait hiicrelerin yogun hasar ve kayiplarinda, diyabet ve
yogun egzersiz grubuna gore diizelme oldugu goriildii. Seminifer epitelde yogun hiicre
kaybinin azaldigi, yogun derecede seminifer tiibiil dejenerasyonu ve atrofik tiibiil sayisinin
onemli derecede azalma oldugu gozlemlendi. Ayrica spermatogenik hiicrelerin sayisinda da
artis saptandi. Interstisyel bag dokusunda ise kapiller damarlar cevresinde daha diizgiin

goriiniimlii Leydig hiicreleri izlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Hafif egzersiz grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Seminifer tiibiillerin
stmrlariniin  daha diizgiin oldugu gériilmekte ( ), Sertoli hiicrelerinin
uzantilar1 arasinda germ hiicre dizilimdeki bozulmanin ve spermatogenik
hiicre kayiplarinin daha az oldugu (‘) dikkat cekmekte. X400.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Kontrol, diyabet, yogun egzersiz, hafif egzersiz gruplarinda saptanan PCNA indeks
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. PCNA indeksi,
kontrol grubu diyabet grubuna gore kiyasladiginda p<0,001, diyabet grubu yogun egzersiz
grubuna gore kiyaslandiginda p<0,05, diyabet grubu hafif egzersiz grubuna gore
kiyaslandiginda ise p<0,01 diizeyde istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 15).
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Sekil 15. Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarinin proliferasyon indeks degerleri
A: Yogun egzersiz B: Hafif egzersiz.

*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, **p<0.05 diyabet grubu ile kiyaslandiginda, ***p<0.01
diyabet grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.

PCNA immiinboyanmasi yapilmis preparatlar incelendiginde gruplar arasinda pozitif
hiicre siklig1 bakimindan farkliliklar gozlendi. Kontrol grubundaki seminifer tiibiillerde ¢ok
sayida spermatosit ve spermatogonyumun PCNA pozitif reaksiyon verdigi goézlenirken,
diyabet grubunda kontrol grubundan daha az oldugu goriildii. Yogun egzersiz ve hafif
egzersiz grubunda ise PCNA pozitif hiicre sayisinin diyabet grubuna gore arttig1 gozlemlendi

(Sekil 16).
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Sekil 16. Kontrol grubuna ait testis kesitinde PCNA immﬁnboyamaSL Seminifer
tiibiillerde ¢ok sayida boyanmis PCNA pozitif hiicre spermatogonyum (9)
ve primer spermatosit (okbasi) goriilmekte. Immiinoperoksidaz, hematoksilen
z1t boyamasi, X400.
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Sekil 17. Diyabet grubuna ait testis kesitinde PCNA immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerde kontrolden daha az sayida boyanmis PCNA pozitif hiicre,

spermatogonyum (9) ve primer spermatosi (okbasi) goriilmekte.
Iimmiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 18. Yogun egzersiz grubuna ait testis kesitinde PCNA immiinboyamasi. Seminifer

tiibiillerde diyabet grubuna gore boyanmus PCNA pozitif hiicre sayisinin

arttigi spermatogonyum (% ve primer spermatosit (okbasi) goriilmekte.
Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 19. Hafif egzersiz grubuna ait testis kesitinde PCNA immiinboyamasi. Seminifer

tiibiillerde yogun egzersiz grubuna gore boyanms PCNA pozitif hiicre
sayisinin arttifi spermatogonyum (

) ve primer spermatosit (okbasi)
goriilmekte. Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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TUNEL BULGULARI

Apoptotik hiicreler tiim gruplarda TUNEL boyamasi ile belirlendi. Kontrol, diyabet,
yogun egzersiz, hafif egzersiz gruplarinda saptanan apoptotik indeks degerleri
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Apoptotik indeks, kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda, istatistiksel olarak diyabet grubunda p<0.001, diyabet grubu

yogon gruba gore p<0.05, diyabet grubu hafif gruba gore ise p<0.01 anlamli bulundu (Sekil
20).
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Sekil 20. Kontrol, diyabet ve egzersiz gruplarinin apoptotik indeks degerleri
A:Yogun egzersiz B:Hafif egzersiz

*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, **p<0.05 diyabet grubu ile kiyaslandiginda, ***p<0.01 diyabet

grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.

Kontrol grubunda ¢ok az sayida TUNEL pozitif hiicre gézlemlenmistir. Bununla
birlikte TUNEL pozitif hiicre sayisinin diyabet grubunda onemli 6lgiide arttigr goriildi.
Yogun egzersiz ve hafif egzersiz gruplarinda ise apoptotik hiicrelerin sayisinin diyabete gore
azaldig tespit edilmistir. Fakat hafif egzersiz grubundaki apoptotik hiicrelerin sayisinin yogun

egzersiz grubuna gore daha az oldugu tespit edildi.
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Sekil 21. Kontrol grubuna ait testis kesitinin (—) ) TUNEL boyamasi, X400.
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Sekil 22. Diyabet grubuna ait testis kesitinin TUNEL boyamasi. TUNEL pozitif hiicre
(9 ) sayisinda artis goriilmekte, X400.
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Sekil 23. Yogun egzersiz grubuna ait testis kesitinin TUNEL boyamasi. TUNEL pozitif
hiicre (9) sayisinin diyabet grubuna gore azaldig: dikkat ¢ekmekte, X400.
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Sekil 24. Hafif egzersiz grubuna ait testis kesitinin TUNEL boyamasi. TUNEL pozitif
hiicre (9) sayisin yogun egzersiz grubuna gore azaldigi goriilmekte, X400.
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TARTISMA

Diabetes mellitus, diinyada sik rastlanan ¢ok yonlii ve birgok organi erken donemde ve
gec donemde etkisi altina alan bir metabolik hastaliktir. Zimmet ve ark. (113)’na gore son 25
yilda diinyanin en 6ldiiriicii ya da yasam kalitesini diisiiriicii hastalig1 olarak bilinmektedir.
Diyabetin viicudun tiim organlarina primer ya da sekonder donemlerde olmak iizere zarar
verdigi bilinmektedir. Gorililen bu erken dénem ve ge¢ donem komplikasyonlar genelde
diyabetli hastalarda kardiyomiyopati, retinopati, nefropati, noropatilerdir. Enzlin ve ark. (114)
ve Beshay ve ark. (115)’nin yapmis oldugu c¢alismalarda diyabetin hem erkek hem disi
bireylerde iiremeyle ilgili rahatsizliklara da neden oldugunu gostermektedir.

Deneysel diyabetin olusturulmasinda kullanilan maddelerden biri olan STZ,
diyabetojenik etkisini pankreastaki [ hiicrelerini tahrip ederek gostermektedir. Yapilan
caligmalar, yetiskin si¢anlarda deneysel olarak insiiline bagimli diyabetin, ¢ogunlukla, 40-60
mg/kg STZ’nin tek doz intravendz veya en az 40 mg/kg ip olacak sekilde enjeksiyonu ile
olusturulabilecegi bildirilmistir (116,117). STZ enjeksiyonundan 2 saat sonra, kan insiilininin
ani dististiyle birlikte hiperglisemi olugmaktadir. Yaklasik 6 saat sonra ise, kan insiilin
diizeyinin yiikselmesiyle hipoglisemi meydana gelir ve sonunda hiperglisemi geliserek, kan
insiilin konsantrasyonu diiser. Kan glukoz ve insiilin konsantrasyonlarindaki bu degisiklikler,
B hiicre fonksiyonunda anormalliklere neden olmaktadir. Bolaffi ve ark. (1987) ve Nukatsuka
ve ark. (1990)’nin yapmis oldugu c¢alismalarda, STZ’nin glukoz oksidasyonunu bozdugu ve
insiilinin biyosentezi ile salinmminin azaltigin1 gosterilmistir (118,119). Baynes ve ark.
(1999)’na gore, diyabetin verdigi bu =zarar dokularda oksidatif stresin olusumuna

baglanmaktadir (120). Shrilatha ve ark. (121)’nin ¢alismasinda ise oksidatif stres serbest
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Oksijen radikallerin olusumu ve bunlari ortadan kaldirmakla gorevli enzimlerin aktivitelerinin
bozulmasi sonucu meydana geldigi bildirilmistir. Oksidatif stresin hiicrenin genetik
materyalinde meydana getirmis oldugu zarar, DNA’nin kendini replike etmesinde dolayisiyla
hiicre boliinmesinde bir engel teskil etmekle kalmayip ¢ogu zaman hiicreyi apoptozise kadar
gotliren bir silireci baglatmaktadir. Bu durum, diyabetin tiremeyle ilgili fonksiyonlarin
gerceklestigi disi ve erkek genital sistemlerinde disfonksiyona sebep olmaktadir. Yapilan
calismalarda, insanlarda meydana gelen bu hasarin siganlara yapilan tek doz STZ enjeksiyonu
ile olusturulan deneysel diyabet modellerinde de goriildiigii gosterilmistir (122,123). DM goz,
bobrek, sinir sistemi, gastrointestinal ve kardiyovaskular sistem gibi bir¢ok organ ve sistemi
etkilemektedir. Bunlarin patofizyolojisi olduk¢a iyi bilinmektedir. Ancak, diyabetin lireme
sistemi iizerine olan etkileri tam olarak anlasilamamistir. STZ ile diyabet olusturulan
modellerde androjen reseptorlerinin testiste, epididimisde ve prostat bezinde azaldigi
gosterilmigtir. Lin ve ark. (124)’min ¢alismalarinda androjen reseptorlerinin azalmasi,
diyabetik sicanlarda hormon sentezinde ve seksiiel fonksiyonlarda bozukluklara ve bununla
birlikte, sperm sayisinda, hareketliliginde ve kalitesinde, ayrica, testis agirliginda azalma gibi
anormalliklere neden oldugu gésterilmistir.

Altay ve ark.(2003)’nin c¢aligmalarinda bunlara ek olarak, si¢an testislerinden alinan
biyopsi pargalar1 incelendiginde, seminifer tiibiillerin duvarlarinda kalinlagmalarin, Sertoli
hiicrelerinde vakuolizasyonun oldugu, iireme hiicrelerinin sayica azaldigi saptanmistir (90).
Testis fonksiyonlar1 sinirsel, hormonal ve bu organda iiretilen hormonlarin miktarlarina bagl
olarak diizenlenmektedir. Cai ve ark. (125)’nin yaptiklari ¢alismada, diyabetik sicanlarda
seminifer tiibiillerde atrofi gozlemlemislerdir. Koh’un (2007) yaptigi g¢alismada, sperm
sayisinda azalma, Leydig hiicrelerinde farklilasma, spermatogonyum ve spermatositlerde
apoptotik hiicre Oliimiinde artma ve hipofizyel-testikiiler aksda degisikliklerin oldugu
bildirilmistir (36). Bu degisiklikden dolay1; diyabette testosteron diizeyinin azaldigi, anormal
spermatogenezin ve germ hiicre apoptozisinin indiiklenebilecegi goriisleri ileri stirtilmiistiir.

Oztiirk ve ark. (2002) diyabetli sicanlarda testis tiibiillerinin bazilarinda Sertoli hiicre
ve spermatogenik seri hiicrelerinin tiibiil duvarinda var oldugunu ancak, birbirlerinden
ayrildigint bildirmislerdir (126). Yukarida adi gecen calismada bazi tiibiillerde ise Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmalarinda vakuollesme izlenirken, spermatogenik seri hiicrelerinin biiyiik
oranda kayboldugu ve bu tiibiillerde ¢ok niikleuslu dev hiicrelerin varli§i gozlemlenmistir.
Cameron ve ark. (127)’nin yapmis oldugu c¢alismalarinda STZ ile deneysel diyabet

olusturulmus siganlarda; testiste tiibiiler atrofi, tiibiil duvarinda hiyalinizasyon, Sertoli hiicre
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vakuolizasyonu, interstisyel alanda, seminifer tiibiil duvarinda, kan damar etrafinda ve
ekstraseliiler alanda kollajen artis1 izlemislerdir. Oztiirk ve ark. (126)’nin calismasinda
diyabetin, gonadal fonksiyonlar1 etkileyerek, diisiikk testosteron diizeyleri, testikiiler
disfonksiyon ve yetersiz spermatogenez olusturdugu deney hayvanlarinda gosterilmistir.
Diyabete bagli olarak testislerde, tunika albugineada, seminifer tiibiillerde, interstisyel bag
dokusu i¢inde ve Leydig hiicrelerinde histolojik degisiklikler izlenmektedir.

Ciddi yeti yitimine yol agan komplikasyonlari nedeniyle Tip II diyabet giderek
biiyiiyen bir halk sagligi sorunudur. Bu komplikasyonlarin gelisim riski optimal glisemik
kontrol ile 6nemli diizeyde azaltilabilmektedir (128,129). Glisemik kontroliin saglanmasi,
dogru tedavi ve aym1 zamanda hastanin kendi kendine diyabet kontrolii ile miimkiindiir.
Tedavi kapsaminda; evdeki kan glikoz takipleri, gercek ihtiyaclara uygun ila¢ dozunun
belirlenmesi, giinliik ihtiyaglara gore degisen beslenme ve diizenli egzersiz yer almaktadir
(130,131). Egzersiz, diyet diizenlemeleri ve ilaglara ek olarak uzun yillardan beri diyabet
tedavisinin {i¢ temel komponentinden biri olarak digiiniilmektedir. Olas1 Tip II diyabetin
gelisimini 6nlemek acisindan rolii de vurgulanarak Tip II diyabetli hastalarin fiziksel
aktivitelerini arttirmak icin cesaretlendirilmeleri gerektigi ifade edilmektedir. Bunun da
Otesinde diizenli egzersizin bir yasam bi¢imi olarak benimsenmesi onemli goriilmektedir.
Bdylece hiperglisemi ve viicut yag oraninin azaltilabilecegi, kalp damar hastaliklart ile ilgili
diyabetik komplikasyonlarin gelisimine karst korunulabilecegi belirtilmektedir. Diisiik
maliyet ve farmakolojik olmayan 6zelligi nedeniyle terapatik yaklagimlar arasinda egzersize
olan ilgi artmaktadir (132). Amerikan Diyabet Cemiyeti ‘nin 2001 yilinda ¢ikardigi klinik
rehberde, egzersizin Tip II diyabet tizerindeki gerekliligi ve dnemi vurgulanmaktadir. Birgok
calismada, egzersizin Tip II diyabeti olan kisiler i¢in yararlar1 gdsterilmistir. Insiilin tedavisi
ile birlikte diizenli olarak egzersiz yapildiginda kanda glikoz diizeyinin diistiigii, disaridan ek
olarak alinan instilin gereksiniminin azaldig1 ve glikoz toleransinin arttig1 belirtilmektedir.

Diyabette egzersizin 6nemi uzun siireden beri kabul edilmekle beraber; konuyla ilgili
bilgilerde yakin zamana kadar eksiklikler oldugu vurgulanmaktadir. Bu anlamda Amerikan
diyabet cemiyeti tarafindan yayimlanan egzersiz ve diyabet konulu makale, giincel bir kaynak
olarak kabul edilmektedir (133). Sozii edilen rapora gore, Tip II diyabette egzersiz
miidahalelerine dair meta analiz calismalar1 vardir. Bu caligmalarda, egzersizin viicut
agirligindan bagimsiz olarak HbAlc diizeylerini azaltmada etkinligi ve egzersiz egitim siddeti
ile HbAlc diizeyi arasindaki iligski gosterilmektedir (134). HbAlc degerlerindeki diisme
diyabetli kiside hastaligin kontrol altinda tutuldugunun bir gostergesidir. Egzersiz, psikolojik

46



durumu, kalp dolagim sistemi ve metabolizmay1 etkiler. Diizenli egzersiz kandaki glikoz
seviyesini diisiiriir ve bu da diyabet hastaliginin kontroliinde ¢ok 6nemlidir. Son birkag yilda
cesitli hastaliklarin gelisme riskini egzersizin azaltigi ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte agir
egzersiz ve antrenmanin erkeklerde iireme kapasitesi ve testis yapisin1 bozdugu, diizenli bir
egzersizinde tip 2 diyabette, kardiyovaskiiler hastaliklar ve baz1 kanser tiirlerinde
azaltilmasinda Onemli bir yere sahip oldugu bildirilmistir (135). Diyabetik erkeklerin
testosteron iiretiminde ve spermatogenezde bir takim degisiklikler oldugu bilinmemektedir.
Hayat boyu diizenli egzersiz yapan diyabetli bir kisinin testis dokusunda diyabete bagli olarak
meydana gelen bazi degisiklikleri korudugu bildirmektedir. Sunulan bu g¢alismada, sigan
testislerinde diyabet kaynakli olarak meydana gelen hasarin egzersiz uygulamasi ile
diizeltilebilirligi histolojik olarak arastirilmistir (136).

Sunulan bu aragtirmada kontrol grubuna ait sicanlarin seminifer tiibiilleri normal ve
saglikli olarak gozlemlenirken, diyabet grubunda histopatolojik degisikliklere rastlanmustir.
Seminifer tiibiillerin yapisinda bozulmalar, germinatif epitelin bag dokudan ayrilmasi, tiibiil
duvarinda invaginasyonlar, primer spermatositlerden itibaren seminifer tiibiil epitel hiicreleri
arasinda acilmalar goriildi. Tim bu degisiklikler diyabetin testiste olusturdugu hasari
gostermektedir. Bu mikroskobik bulgular Oksanen’in yapmis oldugu calismayi destekler
niteliktedir (137). Ricci ve ark. (138)’nin yapmis oldugu calismalarinda kontrol grubunda
goriilen Sertoli hiicrelerinin bazal membran iizerindeki normal dizilimi diyabet grubunda
goriilmedi. Bununla birlikte spermatozoalarin da bulundugu spermatogenetik hiicreler
beklenildigi gibi saglikli hayvanlarda diizgiin bir yapilanmaya sahipken, diyabetik
hayvanlarda primer spermatosit ve spermatidler bulundugu, spermatozoa bulunmadigi
gozlendi. Bu durum spermatogenez dongiisiinlin spermatozoa gelisim evresinde bir sorun
oldugunu gostermektedir. Buna karsin diyabet olusturulmus ve egzersiz uygulanmis
sicanlarda saglikli sicanlara benzer bir sekilde spermatozoalarin varliginin tespit edilmesi,
egzersiz uygulamasinin olumlu etki gosterdigi yoniinde bir bulgu olmasi yoniinden 6nem arz
etmektedir. Dejeneratif ve sklerotik degisiklikler diyabetik siganlarin testislerinde belirgindi,
ama hafif egzersiz grubunda bu degisikliklerin azaldigi yogun egzersiz grubunda ise bu
degisikliklerin hafif egzersiz grubuna gore daha az oldugu goriildii.

Insiilinin testosteron salinimini hormonal olarak diizenledigi, kan insiilin diizeyindeki
diisiisiin testosteron diizeyinin diigmesine neden oldugu, insanlarda ve deney hayvanlarinda
gosterilmistir. Insiilinin testosterona etki mekanizmasi, LH ve FSH salgilanmasini

baskilayarak caligmaktadir. Testosteron, Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenerek salgilanir.
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LH, Leydig hiicrelerinin reseptdrlerine baglanir ve testosteron salgilanmasini uyarir.
Testosteron hem Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarinin gergeklesebilmesi igin, hem de
spermatogenezin olusabilmesi i¢in gerekli bir hormondur. Sertoli hiicrelerinden FSH
stimiilasyonu ile salgilanan androjen baglayici protein, seminifer tiibiillerde testosteronun
tutulmasini saglar. Testosteron diizeyinin diigmesi diyabette izledigimiz testikiiler atrofinin
neden olustugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, seminifer tiibiillerde sertoli hiicreleri ve
spermatogenik seri hiicrelerinin beslenmesi interstisyel bag doku i¢indeki kan damarlarindan
difiizyonla olmaktadir. Bu kan damarlar1 Leydig hiicrelerinin ve tiibiiliin beslenmesi icin
gereklidir. Interstisyel kan damarlarindaki kalinlasmalarin, tiibiil beslenmesini azaltarak,
tiibiiler atrofisine neden olabilecegi de savunulmaktadir (126). Yapilan bu ¢alismada yogun
egzersiz grubunda gergeklesen seminifer tiibiillerin ¢ogunda izlenen atrofik degisiklikler,
tiibiiller arasindaki sekil ve boyut farkliliklar1 gibi bu olaylarda diizelmelerin, hafif egzersiz
grubuna gore daha az oldugu izlendi. Boylece egzersizin testis dokusunda gergeklesen bu
degisikliklere kars1 iyilestirici etkisinin olabilecegi goriildii.

Prolifere hiicre niikleer antijeni; germ hiicrelerinin proliferasyon durumunu belirlemek
icin kullanilan ucuz, basit ve dogru bir belirtegtir. PCNA; proleptoten, leptoten ve pakiten
evrelerinde hiicre niikleuslarinda reaktifken, Sertoli hiicre niikleuslarinda ise reaktif degildir
(89). Yapilan caligmalarda, spermatogenezin verimliligi, spermatogenezin mayoz boyunca
germ hiicrelerinin kaybt PCNA ile gosterilmistir (139). Germinal bdlgede 6nemli 6lgiide
DNA sentezinde bozulmalarin oldugundan dolay1 germinal bolgede PCNA seviyesi onemli
Olglide azalmistir. Bu PCNA seviyesindeki diisiiklik DNA sentezinin bozuk oldugunun bir
gostergesidir. Sunulan bu g¢alismada literatiirlere uygun olarak diyabet grubunda PCNA
pozitif hiicre saysinda onemli derecede azalmanin oldugunu tespit edildi. Sunulan bu
arastirmada PCNA immiinreaktivitesi, kontrol grubu testisi seminifer tiibiillerde,
spermatogonyumlarda ve spermatositler fazla oldugu goriildii. Sertoli hiicrelerinde PCNA
reaktif degildi. Diyabet grubunda ise germinal hiicre kayiplarindan dolay1 sadece birkag¢ seri
spermatogenik hiicreler orta siddette olup, gogunlukla ise hafif immunreaktivite gézlemlendi.
Bu degerlendirmeler sonucunda, PCNA immiinreaktivetesinin diyabet, yogun egzersiz ve
hafif egzersiz gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldig: belirlendi. Bununla
birlikte yogun egzersiz ve hafif egzersiz gruplarinda ise bu azalmanin daha az oldugunu
goriildii. Yogun egzersiz grubundaki PCNA seviyesinin hafif egzersiz grubuna gére daha az
oldugunu saptadik. Kontrol grubu ile diyabet grubu kendi i¢inde kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlamli farkliliklar saptanmistir (P<0.001). Diyabet grubu ile yogun egzersiz grubu
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kiyaslandiginda istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli oldugu goriildii. Diyabet grubu ile hafif
egzersiz grubu kiyaslandiginda PCNA hiicre sayisinin anlamli olarak azaldigi (P<0.01)
saptandi. Boylece egzersizin diyabetik testis dokusunda germ hiicrelerinde olusan hasarin
onlenmesinde 6nemli bir faktor olabilecegi sonucuna vardik. Altay ve ark. (90)’nin Tip |
diyabet olusturulmus siganlarda yaptiklari ¢calismalarinda, PCNA immunreaktivitesinin, bizim
bulgularimizda oldugu gibi diyabet gruplarinda diistiiglinii gostermiglerdir. Salama ve ark.
(140)’nin g¢alismalarinda ise, yash Tip II DM’lu deneklerde PCNA diizeyinin azaldigini ve
bunun, diyabetin si¢an testis dokusunda olusturdugu germ hiicre azalmasi veya yoklugu ile
paralel bir bulgu oldugunu savunmuslardir.

Testis hiicresel hasara neden olan c¢evresel olaylara oldukca duyarhidir. Yapilan
caligmalar germ hiicrelerindeki apoptozisi, diyabet, iskemi, hipertermi ve radyasyon gibi
fizyolojik olmayan stresler sirasinda olusabildigini gosterilmistir (92). Cai ark. (125)’
tarafindan yapilan ¢alismada STZ’nin neden oldugu diyabette sigan ve farelerde seminifer
tiibiillerde apoptozisin arttigin1 gosterilmistir. Apoptozisin diyabetle ilgili mekanizmasi1 agik
degildir. Ama mevcut ¢alismalarda, diyabet-aracili oksidatif stresin apoptozisi uyaranlardan
oldugu gosterilmistir. Yapilan bu arastirmada, TUNEL boyamas1 sonucu yalnizca apoptotik
cekirdekleri boyanan hiicrelerin degerlendirilmesi sonucu elde edilen apoptotik indeks
degerleri karsilagtirildiginda kontrol, diyabet ve egzersiz gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmistir. Kontrol grubu ile diyabet grubu karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde TUNEL (+) hiicre sayisinin arttig1 tespit edildi (P<0.001). Diyabet
grubu ile yogun egzersiz grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05) anlaml
farklilik belirlenmistir. Diyabet grubu ile hafif egzersiz grubu karsilastirildignda istatistiksel
olarak (P<0.01) anlamli oldugu goriildii. Diyabet grubunda seminifer tiibiillerede apoptozisin
cok fazla oldugunu tespit ettik. Yogun egzersiz ve hafif egzersiz gruplarinda ise apoptozisin
azaldigini tespit ettik. Ama hafif egzersiz grubundaki seminifer tiibiillerdeki apoptozisin diger
deney gruplarina gore daha az oldugunu gordiik.

Calismamizdan elde edilen veriler sonucunda diyabetin erkek hastalarda infertiliteye
sebep oldugu, tedavisinde hafif egzersizin dnemli bir rol oynadigini yogun egzersizinde az da
olsa Oonemli oldugunu tespit ettik. BoOylece elde ettigimiz sonuglarin literatiire katki
saglamasinin yanisira, diyabetik infertilitenin agiklabilmesi igin daha ileri diizeydeki

calismalara ihtiya¢ duyuldugu da kaginilmaz bir gercektir.
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SONUCLAR

Histoloji ve Embriyoloji AD yapilan bu ¢alisma; STZ ile diyabet olusturulmus
sicanlarin testis dokularinda, diyabetin komplikasyonlarina bagli olarak meydana gelen
histolojik degisiklikleri TUNEL ve PCNA metodlariyla gosterildi. Boylece diyabetli testis
dokusunda goriilen normal olmayan spermatogenez ve germ hiicre kaybina egzersizin tedavi
edici etkisinin olup olmadigini goste amaciyla planlandi. Tiim bu degerlendirmeler sonucunda
asagidaki bulgulara ulasildu.

1. Kan glukoz degerleri incelendiginde diyabet grubunun kontrole gdre anlamli
derecede yiikseldigi, viicut ve testis agirliklart ve Johnson skorunda ise anlamli derecede
azalma oldugunu gozlemledik.

2. Isik mikroskobisi altinda incelemede kontrol grubunda bulunan siganlarin testis
dokular1 histolojik olarak degerlendirildiginde normal testis dokusuyla ayni oldugunu tespit
ettik.

3. Diyabetik hayvanlarin testis dokularindan hazirlanan kesitler 151k mikroskobunda
incelendiginde, seminifer tiibiiliin biitlinliigiinlin bozuldugu; germinatif epitelin bag dokudan
ayrildigi, tibiil duvarlarinda invaginasyonlarin oldugu tespit edilmistir. Hafif egzersiz
grubunda ise patolojik bulgularin azaldigini gézlemledik. Yogun egzersiz grubunda ise bu
patolojik bulgularin hafif egzersiz grubuna gore daha hafif seyrettigini tespit ettik.

4. Immiinohistokimyasal olarak degerlendirildigimizde kontrol grubunda ¢ok sayida
PCNA pozitif hiicre gozlenirken, diyabet grubunda PCNA pozitif hiicre sayisinin azaldigini
tespit ettik. Hafif egzersiz grubunda ise PCNA pozitif hiicre sayisinda artisin oldugu yogun

egzersiz grubunda ise bu artigin daha az oldugunu gozlemledik.
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5. TUNEL metoduyla yapilan boyamada apoptotik hiicreler TUNEL pozitif olarak
gdzlemlenmistir. Immiinohistokimyasal olarak degerlendirdigimizde kontrol grubunda ¢ok az
sayida TUNEL pozitif hiicre gozlenirken diyabet grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisinin
arttigini tespit ettik. Hafif egzersiz grubunda ise TUNEL pozitif hiicre sayisinda azalmanin
oldugunu, yogun egzersiz grubunda ise bu azalmanin daha az oldugunu gézlemledik.

6. Sonug olarak ¢aligmamiz; diyabet bir¢ok dokuda oldugu gibi testis dokusunda da
hasarlar meydana getirmektedir. Bu hasarlar1 Onlemek amaciyla egzersiz uygulamasi
giiniimiizde oldukga sik tercih edilir hale gelmistir. Yaptigimiz hafif egzersizin testis dokular
tizerinde meydana gelen diyabet kaynakli hasar1 6nlemede etkili oldugu yogun egzersizin ise

daha az etkili oldugunu histolojik olarak gosterilmistir.
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OZET

Diinya popiilasyonunun biiyiik bir kismini etkisi altina alan metabolik bir hastalik olan
diabetes mellitus, hastaligin erken ve ge¢ donemlerinde bir¢ok doku ve organda hasara yol
acmaktadir. Sperm tiretiminin gerceklestigi yer olan testislerde diyabetli kisilerde ciddi hasar
meydana geldigi bilinmektedir. Bu nedenle yapmis oldugumuz ¢alismada, streptozotosin ile
deneysel diyabet olusturulan sicanlara egzersiz uygulamasinin testis dokusuna olasi olumlu
etkileri histolojik olarak arastirilmasi, PCNA ve TUNEL metodlar1 kullanarak ortaya ¢ikacak
degisiklikleri gostermeyi amacladik.

Calismamizda agirliklart 250-300 gr arasinda degisen, ayni biyolojik ve fizyolojik
ozelliklere sahip 42 adet Sprague Dawley erkek si¢an kullanildi. Kontrol grubu, diyabet
grubu, yogun egzersiz ve hafif egzersiz grubu olmak tizere 4 farkli grup olusturduk. Diyabet
grubuna tek doz 40mg/kg streptozotosin uyguladi. Yogun egzersiz ve hafif egzersiz grubuna
ise diyabet olusmadan 3 giin Once egzersize baslanip 3 giin sonra tek doz 40mg/kg
streptozotosin verilerek deneyin sonuna kadar egzersiz uygulandi. Dort hafta siiren deneyimiz
sonunda deneklerimizin testis dokular1 alinarak histolojik ve immiinohistokimyasal boyamalar
uygulandi. Morfometrik olarak da; viicut, seminifer tiibiil ¢aplar testis agirliklari, kan-glukoz
diizeyi ve Johnson Skoru 6l¢iidii.

Calismamizdaki bulgularda diyabete bagli olarak viicut ve testis agirligi ve Johnson
skorunda azalmanin meydana geldigi gozlemlendi. Kontrol grubuna ait testis dokusu normal
goriiniimlii  iken, diyabet grubunun testis dokusunda ise tiibiillerin ¢ogunda atrofik
degisikliklere ragmen primer spermatosit ve spermatidler izlenmekteydi. Bazi hiicrelerin

bazal membrandan ayrilarak limene dokiildigii goriildi. Yogun egzersiz gurubunda seminifer
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tiibiillerin ¢ogunda hiicrelerin bazal membrandan ayrilip limene dokiildiigii ancak sertoli
hiicreleri ve spermatozoalart da iceren spermatogenetik seri hiicrelerinin varligin1 korudugu
izlendi. Hafif egzersiz grubunda seminifer tiibiillerin ¢ogu normal yapiya yakin olup kontrol
grubuyla mikroskobik yonden onemli bir fark olmadigi goriildii. Apoptotik indeks diyabet
grubunda artarken yogun egzersiz ve hafif egzersiz grubunda azaldig1 goriildii. PCNA indeks
degerlerinin diyabet grubunda azalirken yogun egzersiz ve hafif egzersiz grubunda arttigini
gozlemledik.

Sonug olarak, diyabetin sebep oldugu infertilite olgularinda egzersizin 6nemli bir rol
oynayabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, erkek infertilitesi, apoptozis, PCNA, sigan.
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THE PROTECTIVE EFFECTS OF EXERCISE ON EXPERIMENTAL
DIABETES IN RAT TESTIS

SUMMARY

Diabetes is a metabolic disorder effecting most of the world’s population causes
damage in many tissue and organs in both early and late stages. It is already known that in
diabetic patient there is serious damage in testes where sperms are produced. Therefore, we
have done this study, streptozotocin (STZ) diabetic rats with the literature, which has been
shown that effects of exercise, slow and fast application of testicular tissue, the possible
positive effects of exercise and were investigated histologically changes and PCNA and
TUNEL methods will be aimed to show the revealing of changes.

In our study, we used 42 Sprague Dawley male rats with similar biologic and
physicologic characteristics and which were between 250-300 gr. A control group was the
group of diabetes, groups intensive exercise and mild exercise have make up the four different
groups. Applied a single dose of 40mg/kg streptozotocin diabetic group. Diabetes occurred in
group diabetes exercise intensive and diabetes exercise mild was started 3 days ago 3 days
after exercise and try a single dose of 40mg/kg streptozotocin give exercise was performed
until the end. At the end of four weeks, the rats testicular tissues were obtained, histological
and immunohistochemical stains were performed. The morphometric tests were: body and
testicular weights, blood glucose levels and Johnson score. The findings in our study, showed
that diabetes induced reduction in body and testicular weights and in the Johnson score.
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. Apparently normal testicular tissue of the control group, while the majority of tubules
in the testis tissue of diabetic group of primary spermatocytes and spermatids were observed
in spite of atrophic changes. It was remarkable that the cells were leaved the basal membrane
and poured to the lumen. Intensive exercise group flows into the lumen of seminiferous
tubules, but left the basement membrane, most cells, including Sertoli cells and
spermatogenic Spermatozoa were protected by the presence of cells in series. Normal
structure of seminiferous tubules in group mild exercise is often a significant difference was
observed in the control group of microscopic ways. Apoptotic index was noted in the diabetic
group, while intensive exercise and mild exercise group. PCNA index values decreased in the
diabetic group intensive exercise and group mild exercise. We have observed a marked
increase.

As a result of, diabetes may play an important role in exercise-induced infertility.

Keywords: Diabetes mellitus, male infertility, apoptozis, PCNA, rat.
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