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Ozet

Diabetes Mellitus Tip 1 Olusturulmus Erkek Farelerden Elde Edilen Spermlerin IVF
Uygulamalarinda Fertilizasyon ve Embriyo Kalitesi Uzerindeki Etkilerinin

Incelenmesi

Bu ¢alismadaki amacimiz streptozotosin (STZ) uygulamasi ile kronik tip 1 diyabet
olusturulmus erkek farelerden elde edilen spermlerin morfolojisini, motilitesini,
fertilizasyon ve sonrasinda olusan embriyo kalitesini gézlemlemektir.

Calismamizda CD-1 1rki 12 haftalik disi ve erkek fareler kullanildi. Erkek fareler
kontrol ve diyabet grubu olmak iizere ikiye ayrildi. Diyabet grubuna sitrat i¢inde ¢dziinen
streptozotosin intraperitonal olarak uygulanirken, kontrol grubuna sadece sitrat verildi.
Streptozotosin ile meydana gelen tip 1 diyabetin kronikleserek fare lireme sistemine etki
edebilmesi i¢in fareler bir ay sonra sakrifiye edildi. Epididimis ve vas deferensleri alinarak
spermleri toplandi. Disi farelere folikiil gelisimlerini stimiile etmek amaciyla kontrollii
ovaryan stimiilasyon uygulandi. Sonrasinda ovidukt ve ovaryumlar: alinarak oositleri
toplandi. Kontrol ve diyabet grubunda kullanilacak olan oositler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig: saptandi.

Diyabet ve kontrol grubuna ait farelerin sperm yaymalar1 yapildi. Diff-Quik boyasi
ile boyanarak morfolojileri degerlendirildi. Iki grup arasindaki morfoloji kriterleri
kiyaslandi.

Yine bu gruplara ait spermlerin motiliteleri degerlendirildi. En az ii¢ farkli sahada
ileri ve diizgiin dogrusal hareketli spermlerin sayimi1 yapilarak oran cinsinden kiyaslandi.

Elde edilen diyabetik ve kontrol grubu spermler ile oosit hicrelerine IVF
uygulandi. IVF uygulamasindan 16-18 saat sonra fertilizasyon degerlendirilmesi yapilarak
dollenen embriyolar takip edildi. Kontrol grubu spermlerden olugsmus embriyolar ile
diyabet grubu spermlerinden olusmus embriyolar kiyaslandi, bulgular1 degerlendirildi.

Calismamizin sonucunda, diyabetik gruptan topladigimiz spermlerin kontrol
grubuna gore morfolojik olarak, anormal sperm miktarinin daha fazla oldugu, bununla
orantili olarak anormal morfolojiler tek tek degerlendirildiginde her bir anormal kriterin

diyabetli grupta istatistiksel olarak anlamli derecede artis gosterdigini saptadik.
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Motilite agisindan degerlendirdigimizde, spermlerin diyabet grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha yavas oldugunu tesbit ettik (p<0.0001).

Diyabetik farelerin spermi ile dollenen embriyolarda fertilizasyon orani kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik bulundu (p=0.000). Fertilize olan oositlerin
olusturdugu embriyolar, 3. giin sonunda incelendiginde iyi kalite embriyolar (Grade A) iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli ¢ikmadi (p=0.376). Fakat kotii kalite embriyolarin
(Grade B) orani, diyabetik farelerde istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu
(p=0.001). Bu sire sonunda diyabetik farelerde gelisimi durmus embriyo orani istatistiksel
olarak anlamli derecede yliksek bulunmustur (p=0.003).

Cikan sonuglar gostermektedir ki; kronik DM Tip 1 hem sperm morfoloji ve
motilitesini hem de fertilizasyon oranini diisiirmektedir. Ayrica embriyo yariklanma
kabiliyetini azaltmakta, gelisimi duran embriyo oranini arttirmaktadir. Ancak iki grup
arasinda Grade A embriyo orani agisindan anlamli derecede fark olmamasi kullandigimiz
IVF metodunun dogal yollardan iyi kalite sperm se¢me kabiliyetinden kaynaklandigini
diistinmekteyiz. TUm bu sonuclar diyabetin iireme {izerine olumsuz etki gosterdigini

disiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Diff-Quik, DM, kontrollii ovaryan stimulasyon, streptozotosin, IVF.



ABSTRACT

Examining the effects of sperms obtained from male mice with Type 1
Diabetes Mellitus on fertilization and embryo quality in IVF treatments

Our goal in this study is to observe the quality of embryo that occurs after,
morphology, motility and fertilization of the sperms obtained male mice which are made
chronic type 1 diabetic with streptozotocin (STZ) treatment.

In our study, 12-week female and male CD-1 races mice were used. Male mice
were divided into two groups of control and diabetic. Streptozotocin, which dissolves in
citrate, was applied as intraperitoneal to the diabetic group whereas only citrate was given
to the control group. In order to make type 1 diabetes formed by streptozotocin to become
chronic and to effect the reproductive system of the mice, the mice were sacrificed a month
later. The sperms of the mice were collected by taking epididymis and vas deferens of the
mice. Controlled ovarian stimulation was applied to the female mice in order to stimulate
follicle developments of them. Later, oocysts of the mice were collected by taking oviduct
and ovaries of the mice. It was recognized that there weren’t any considerable differences
between oocysts which were going to be used in the control and diabetic groups
statistically.

Smear of sperms of the mice belonging to diabetic and control groups are made.
Their morphologies are evaluated by staining with Diff-Quik stain. The morphology
criteria between the two groups are compared.

The motilities of the sperms again belonging to these groups were evaluated. By
counting the numbers of the sperms with forward and normal linear motility at least in 3
different fields, there were compared in terms of ratio.

IVF was treated in oocyst cells and diabetic and control group sperms obtained.
Fertilized embryos were followed after making fertilization evaluation 16-18 hours after
IVF treatments. The embryos of control group sperms and the embryos of diabetic group
sperms were compared and findings were evaluated.

As a result of our study, we found that the sperms we collected from the diabetic

group have more abnormal sperms than the sperms of the control group morphologically,
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and proportionally, when the morphologies are evaluated one by one, each abnormal
criterion of the diabetic group increased significantly in a statistical manner.

When we evaluated in terms of the motility, the sperms of the diabetic group were
significantly slower than the ones in the control group (p<0.0001).

In the embryos which were fertilized with the sperms of diabetic mice, the ratio of
the fertilization were found considerably lower than the control group (p=0.000). When the
embryos made by fertilized oocyst examined at the end of the third day, there weren’t any
significant difference between the two groups in terms of good quality embryos (Grade A)
statistically (p=0.376). However, the ratio of the bad quality embryos (Grade B) was found
significantly lower in the diabetic mice in a statistical manner (p=0.001). Besides, the ratio
of the embryos of which stopped developing at the end of this time was also found
significantly higher in the diabetic mice (p=0.003).

The results show that; chronic DM Type 1 reduces both the ratio of the morphology
and the mortility and the ratio of the fertilization of the sperms. Besides, it decreases the
cleavage capability of the embryos and increases the ratio of the embryos which stops to
develop. However, we think that the reason for not being any significant difference in
terms of Grade A embryo ratio between two groups is that IVF method we used have the
capability of selecting good quality sperms in natural ways. All these results suggest that

the diabetes shows negative effects on reproduction.

Key words: Diff-Quik, DM, controlled ovarian stimulation, streptozotocin, IVF.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

pl : Mikrolitre

pm : Mikrometre

cm : Santimetre

dl : Desilitre

mg : Miligram

ml : Mililitre

ADA : American Diabetes Association
DM ; Diabetes Mellitus

ED : Erektil Disfonksiyon

GIFT : Gamete Intra Fallopian Transfer
HIV : Human Immunodeficiency Viris
ICSI : Intracytoplasmic Sperm Injection
U ; International Unit

9] : Intrauterin Insemination

IVF : In Vitro Fertilization

I.p : Intraperitonal

kDa : Kilodalton

kg : Kilogram

MESA : Mikroskopik Epididimal Sperm Aspirasyonu
NO : Nitrik oksit

NDDG : National Diabetes Data Group
PGD : Implantasyon Oncesi Genetik Tani
PZD : Partial Zona Dissection

SUZI : Subzonal Sperm Insemination
STZ : Streptozotosin

TEM : Transmission Elektron Mikroskop
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TESE : Testikiler Sperm Ekstraksiyonu

TET : Tubal Embriyo Transfer
WHO : World Health Organization
ZIFT : Zygote Intra Fallopian Transfer
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1.GIRIS

Diabetes mellitus; protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasimnin bozuklugu ile
seyreden, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelistigi kronik ve
kompleks bir metabolik hastaliktir (Hsueh et al. 2004). Insiilin bagimli diabetes mellitus,
insiilin tiretimindeki eksiklige bagl kan glukoz seviyelerindeki ylikselme ile karakterizedir.
Bunun sonucunda organ ve islev kayiplar1 meydana gelmektedir (Lebovitz 2004a, 2004b;
Pmar 1998).

Diyabet diinyada ve iilkemizde hizla artan bir halk sagligi problemidir (Wild et al.
2004). Tiim organlar etkiledigi gibi cinsel organlar da etkilemektedir (Sasaki et al. 2003).
Diyabetik bireyler diyabetik olmayanlara goére cinsel problemlerle daha sik
kargilasmaktadirlar (Yenigiin ve Ener, 2001).

Diyabetik erkeklerde infertilite goriilme yaygmligi olmayanlarina gore daha
yiiksektir (Sexton and Jarow, 1997) ayn1 zamanda partnerlerinde kendiliginden diisiik gibi
olaylara neden olmaktadir (Babbott et al. 1958).

Spermden kaynaklanan implantasyon dncesi embriyo gelisimini etkileyen faktorler
‘paternal etkiler’ olarak bilinir ve yardimla iireme tekniklerinin basarisizliklarina neden
olurlar (Tesarik, 2005). Erken meydana gelen paternal etki, yariklanma hizin1 geciktirir ve
embriyolarin fragmantasyon oranii arttirir (Menezo, 2006). Bu da demek olur ki sperm,
ilk yariklanmay1 ve gelisim potansiyelini etkilemektedir (Comizzoli et al. 2000).

Defektif paternal genomun zararli etkileri, zigotik gen aktivasyonunun anormal
olmasina neden olur. Béylece hem in vivo hem de in vitro olarak sekiz hiicreli blastomer
sathas1 gecikir, diisiik oranda blastokist gelisimi, bozulmus implantasyon ve gebelik
olgular1 g6zlenir (Lee et al. 2009).

Diyabetik si¢anlarda anormal spermler, hareketsiz spermler ve spermlerin
yumurtay1 dolleme kapasitelerinde azalma gozlenmistir (Singh et al. 2009) .

Diyabet gibi karbonhidrat homeostazisindeki degisimler laboratuar hayvanlarin
tireme sistemlerinde bozukluga yol a¢gmakta, lireme organlari {izerine olumsuz etkiler
yapmaktadir. Diyabetik erkeklerde sperm kalitesi agisindan da dezavantajlar vardir (Niven
et al. 1995).

Garcia-Diez ve arkadaslarmin 1991 yilinda yaptigi ¢alismada, semen Kkalitesine
bakmak icin geleneksel 151k mikroskobu kullanilmistir. Biitiin semen parametrelerindeki

azalma tip 1 diyabetle ilgili 2 ¢alismada gdzlenmistir. Cogu caligmalar gostermistir ki;



diyabetin semen parametreleri tizerine zit etkisi vardir ayn1 zamanda bozulmus metabolik
kontrol ve noropati ile iligkilidir (Sexton and Jarow, 1997).

Kim ve Moley’ in 2008 yilinda yapmis oldugu arastirmada hizli ilerleyen hareketli
spermler azalmis, duragan spermler diyabetik bireylerde artmistir.

Kullandigimiz STZ, DNA metillenmesine ve alkalizasyonuna sebep olabilen, ayrica
serbest radikal tiretimini arttiran, oksidatif stresi yiiksek seviyelere getiren, ipliklerin
kirilmasin tetikleyen ve pankreatik beta hiicre kaybina neden olan, sitotoksik etkideki
genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Bolzan and Bianchi, 2002).

Hayvan ¢aligmalar1 gostermistir ki, STZ ile olusturulmus diyabetli hayvanlarda 15
guin sonra sperm sayisi ve kalitesi diigmiistiir (Scarano et al. 2006). Feng ve arkadaslarinin
2001 yilinda yaptig1 caligmada ise siganlarda diyabetin spermatogenesis lizerine anlamli
derecede zararh etki gosterdigi gozlenmistir.

TEM goriintiileri, diyabet sonucu hastalarin spermlerinde apoptoz ve immun
sistemle ilgili hasarlar olustugunu, akrozomda, mitokondride, cekirdekte ve plazma
membraninda degisiklikler meydana geldigini gostermistir (Bacetti et al. 2002).

Puberte dncesi hayvanlarda diyabet ile fertilite oraninin diismesi daha ¢ok goze
carpmaktadir (Frenkel, 1978). Kontrol grubuna gore daha az sayida diyabetik sigan
ejekulasyona ulagmistir. Bu da bize diyabetik hayvanlardaki kopulasyon organlarinda
bozukluklar oldugunu gosterir (Steger et al. 1989). Steger (1990)’ da g6stermistir ki STZ
ile diyabet olusturulmus si¢anlarda plazma testesteron diizeyleri diismiistiir fakat bu tek
basina seksiiel davraniglardan sorumlu degildir.

STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda ayni zamanda, seksiiel olgunlagsma
sirasinda degisen epididimal epitelin kurulus ve bakimina zararli etkileri vardir
(Soudamani et al. 2005).

Kim ve Moley (2008) caligmasinda, normal sperm grubunda %88.8 oraninda
fertilizasyon orani g0zlemis, %71.7 oraninda ddllenmis embriyolar blastokist agamasina
ulagsmigtir. Diger taraftan, STZ ile diyabet olusturulmus farelerde fertilizasyon orani
anlamli derecede diismiistiir ve dollenmis embriyolarin sadece %50’ si blastokist
asamasina ulasmistir. Esasinda, kontrol grubu oositleri STZ ile diyabet olusturulmus
farelerin spermleriyle dbllendiginde embriyolarda yariklanma asamasinda fragmantasyon
ve kotl kalitede embriyo gelisimi gozlenmistir.

Diyabetik bireylerde oksidatif stres reaktif oksijen iiriinlerinin artmasi ile artmistir

ve antioksidanlara karsi koruma giicii azalmistir (Wiernsperger, 2003). Mitokondriyal


http://www.reproduction-online.org/cgi/content/full/136/3/313#BIB56

DNA mutasyonlar1 diyabetik dokularda artmistir. Bunun oksidatif stres sonucu meydana
geldigi diistintiliir (Lee et al. 1997).

STZ ile diyabet olusturulmus erkek farelerde IVF orani oksidatif stres sonucu 6lii
spermlerin meydana gelmesiyle azalir. Bu farelerden elde edilen spermlerle déllenmis
oositlerde fragmantasyon ve kotu kalitede embriyo gelisimi gozlenir. Diyabet sonucu
azalan spermatogenezis, sperm hareketi ve spermlerin fertilizasyon kapasitesi
diyabetlilerde diismiistiir (Kim and Moley, 2008).

Bu bilgilere dayanarak ¢alismamizda diyabetin, sperm morfolojisi ve motilitesini
nasil etkiledigini ayrica diyabetik spermlerle dollenmis embriyolarin fertilizasyon kalitesi
tizerine etkilerini incelemek amacglanmaktadir. Calismamiz kendi alaninda, diyabetle
iligkili sperm ve embriyonun gelisimine dair yol gosterici ve ilgi uyandiran bir ¢alisma

olacaktir.


http://www.reproduction-online.org/cgi/content/full/136/3/313#BIB32

2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek {ireme sisteminin major olarak 2 6nemli islevi vardir. Birincisi erkek gametin
yani spermin dretimini, beslenmesini ve gegici olarak depolanmasim saglar. Ikincisi erkek
seks hormonlarini yapimi ve salgilanmasindan sorumludur.

Erkek Ureme sistemi; sperm (reten, sentezleyen ve androjenleri salgilayan
testislerden, salgilar1 semen kitlesini olusturan ve spermatozoona besinler saglayan prostat
bezi, seminal vezikil ve bulbo Uretral bezler gibi yardimci bezlerden, disariya
spermatozoon tasimmasindan sorumlu olan, dis kanallar sistemini olusturan genital
bosaltim kanallar1 vaz deferens, epididimis, ejekulatuar kanal ve erektil dokudan olusan

penisten olusur.
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Sekil 2.1. Erkek Ureme Sistemini olusturan yapilarin sematik ¢izimi (Koyuncu, 2008).



2.1.1. Testisler

Testisler; karin boslugu disinda bulunan skrotum iginde yer alan bir ¢ift organdir.
Bu konumlari testislerin viicut 1sisindan 2-3 derece diisiik olmasini saglar. Bu da normal
spermatogenezin verimli olarak ger¢eklesmesi igin gereklidir. Testislerin iginde bulundugu
skrotum, epidermisi ¢ok pigmentli olan ince bir deri tabakasidir. Erigskinde killara bagli
olmayan serbest yag bezleri, merokrin ve apokrin ter bezleri ve seyrek killar igerir

(Erkocak, 1990; Tekelioglu, 2002).

Testis, tunika albuginea ile cevrelenir. Arka yiiziinde tunika albuginea kalinlasarak
mediastinum testisi olusturur ve buradan bezin igine giren fibroz uzantilar testisi 250-300
adet piramidal lopguga boler. Her bir lopguk bir ila dort aras1 seminifer tiibiil igermektedir
(Junqueira and Carneiro, 2009).

testis, epididimis ve vas deferens

vas deferens . ',.:' testikuler arter
sinir ag1

epididinis gévdesi epididimis bas
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-
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Sekil 2.2. Testisin ici ve erkek tireme sistemine ait kanallar
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2.1.1.1. Seminifer Tubuller

Seminifer tiibiil; seminifer epitelyum ile doseli altinda tip I kollajen ile
fibroblastlarin bulundugu bag dokusundan olusur. Seminifer epitel adi1 verilen karmasik
yapida ¢ok katli bir epitel tabakasi ile doselidirler. Bir tiibiiliin toplam uzunlugu 30-70
santimetre arasindadir. Bu tiibiiller ileri derecede kivrimlidir ve uglarina dogru daralarak
duz tuballer (tubuli rekti) adini alir. Bu tubdller seminifer tlbdlleri rete testise baglar.
Sperm, rete testisten eferent kanallar (duktuli eferents) adi verilen yalasik 12 kisa tiibiile
girer. Boylece sperm epididimisin bas kismina ulasir (Moore and Dalley, 1995;
Kierszenbaum, 2006; WHO, 2002).

Seminifer tubullerin  merkezi bir limeni vardir ve iki belirgin hiicre
populasyonundan meydana gelmistir. Bunlar; (1) Somatik Sertoli Hiicreleri ve (2)
Spermatogenik Hucrelerdir.

(1) Somatik Sertoli Huicreleri;

Bazal laminadan liimene dogru uzanan hicrelerdir. Bazale yerlesmis bir iki ¢entikli
oval ¢ekirdekleri vardir, sitoplazmalar1 eozinofiliktir ve ¢ekirdekgik belirgindir (Erkogak,
1990; Tekelioglu, 2002). Mitotik aktiviteleri olmadigi i¢in ¢ogalamazlar.

Komsu sertoli hiicreleri bazal membrana yakin alanda birbirlerine siki baglantilar
ile baglanmistir. Bu sayede kan-testis bariyeri olusur. Bu bariyer imminolojik koruma
saglar. Sertoli hiicreleri ayrica spermatogenik hiicrelerinin beslenmesinde gorev alir ve
mekanik destek vererek hiicrelerin liimene dogru hareketine aktif olarak katilirlar. Ayrica
spermiyogenez sirasinda ortaya ¢ikan sitoplazma artiklarini fagosite ederler.

Sertoli Hucreleri anti-millerian hormon, androjen baglayici hormon, inhibin ve
aktivin salgilar.

-Anti-mallerian  hormon; embriyo gelisiminde salgilanir. Miiller kanalinin
olusumunu baskilar. Boylece embriyo gelisimi erkek olarak tayin edilir (Gartner and Hiatt,
2001).

-Androjen Dbaglayict hormon; leydig hiicrelerinden salgilanan testosteronu
baglayarak seminifer tiibiil llimenine oradan da epididimise iletilmesine yardimci olur
(Gartner and Hiatt, 2001; Waart et al. 2006).

Hipotalamustan salgilanan GnRH hormonu hipofizden FSH ve LH hormonunun
salgilanmasini saglar. LH hormonu leydig hiicresinden testosteron salgilanmasini artirirken

hipofizden salgilanan FSH hormonu seminifer tiibiillerde sperm iiretimini saglar. FSH

6



hormonunun etkisiyle testislerdeki sertoli hiicrelerinden inhibin ve aktivin isimli hormonlar
salgilanir.
-Inhibin; Hipofizden FSH hormonu salgilanmasini azaltir.

-Aktivin; Hipofizden FSH hormonu salgilanmasini arttirir.
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Sekil 2.3. Seminifer tubuldeki spermatojenik hticreler ve sertoli hiicresi
https://courses.stu.gmul.ac.uk/smd/kb/microanatomy/humandev/index.htm

(2) Spermatogenik Hucreler

Spermatojenik hiicreler seminifer tiibiil epitelinin biiylik cogunlugunu olusturan
hiicrelerdir. Bu hiicreler bazalden liimene dogru farklilasir ve olgunlasmanin evreleri
siralanirlar. Bu sira; spermatogonium, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid

ve spermatozoon seklindedir (Ozdamar, 2002).
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2.1.1.2. Spermatogenez

Spermatogonyumdan spermatozoon olusumuna kadar erkek esey hicrelerinin
gosterdigi histolojik siire¢ spermatogenez olarak adlandirilir. Spermatositogenez, mayoz
boélinme ve spermiyogenez olmak Uzere birbirini takip eden ti¢ evreye ayrilir (Gartner and
Hiatt, 2001).

-Spermatositogenez:  Spermatogoniumlarin  mitozla ¢ogalmasi ve primer
spermatosite farklilasmasi donemidir.

-Mayoz Bo6lunme: Primer spermatositin birinci mayoz boélinmeyi gecirmesiyle
sekonder spermatosit; sekonder spermatositin de mayozun ikinci olgunluk bdélinmesini
gostermesiyle spermatidler meydana gelir.

-Spermiyogenez: Spermatidler belirgin  hiicresel degisikliklere ugrayarak
spermatozoonlara doniisiirler.

Hucreler birbirleriyle spermatogoniumdan itibaren sitoplazma koprileriyle
baglantilidirlar. Spermatozoonun liimene atilmasina kadar sitoplazma devamliligi devam
eder. Boylelikle hiicreler birbirleriyle iletisim halinde kalir ve eszamanli gelisim goriiliir
(Gartner and Hiatt, 2001).

Erkek esey hiicrelerinin spermatozoon olana kadar gegirdigi siire¢ su sekildedir;

Spermatogonyumlar; Spermatogonyal kok hucrelerden koken alan diploid germ
hiicreleridir. Bu hiicreler puberteden itibaren testesteron etkisiyle basarili mitotik hiicre
boliinmeleri gegirirler (Sermin, 1990). iki temel spermatogonyal hiicre tipi gdzlenmektedir.
Bunlar; (1) tip A spermatogonyum ve (2) tip B spermatogonyum. Germinal epitelin bazal
membranina komsu yerlesimli Tip A spermatogonyum denilen ilkel spermatogonyum 4
kez mitozla boliinerek 16 adet, daha farklilagsmis hiicreler olan Tip B spermatogonyumu
meydana getirir. B tipi spermatogonyumlar, primer spermatositlere farklilasan onciil
hicrelerdir. Ortalama 24 ginlik bir sure sonra Sertoli hiicre bariyerini gecen her
spermatogonyum mitoz bdliinmeler gecirir ve primer spermatositi olusturur.

Primer Spermatositler; Spermatojen serinin en buyuk hicreleridir. Diploid sayida
kromozom igerir ve spermatogoniumlarin mitoz boliinmesiyle olusur. Cekirdekleri iri,
vesikil gorinimindedir (Gartner and Hiatt, 2001).

Sekonder spermatositler; Haploid sayida kromozom igerirler. 24 giniin sonunda
primer spermatositler birinci mayoz bolinmeyi gecir ve her bir primer spermatositten iki

sekonder spermatosit olusur.



Spermatidler; Haploid sayida kromozom igeren, sekonder spermatositlerin
mayozun ikinci olgunluk bolinmesi sonucu olustur ve kiglk, yuvarlak hicrelerdir.
Kuyruklar1 gelistikge bunlar sertoli hiicrelerinin apikal kisimlarinda ¢ikintilar seklinde
goralir (Karacagil, 2002). Spermiyogenez sonunda spermatidler olgun germ hiicreleri olan
spermatozoonlara doniisiirler.

Spermiyogenez

Spermiyogenez; sperm {iretilmesinin son agamasidir ve ovuma erkek DNA’ sini
aktarmak i¢in gecirilen spermatazoona doniisme siireci olarak adlandirilir. Bu siiregte
hlcre bolinmesi meydana gelmez.

Spermatidlerin yogunlagmis kromatin bolgeleri igeren nukleuslart vardir ve
boyutlar1 kiigiiktiir. Spermiyogenez; akrozom olusumunu, ¢ekirdek yogunlagsmasini ve
uzamasini, kamg1 gelismesini ve sitoplazmanin biiyiik boliimiiniin kaybolmasini igeren bir
stirectir. 3 evreye ayrilir:

(1)Golgi Fazi: Spermatid sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda yer alan belirgin bir
golgi kompleksi, bir cift sentriyol, serbest ribozomlar, mitokondriler ve diiz endoplazmik
retikulum tdbdllerini ihtiva eder. Graniler endoplazmik retikulum (GER) ile Uretilen
hidrolitik enzimler Golgi kompleksine gelir ve burada zarla cevrili kicik proakrozomal
graniiller adi1 verilen kiigiik ve PAS pozitif grantller birikir. Bu proakrozomal grantller
birlesir ve tek bir akrozom graniilii olustururlar.

Bu sirada sentriyoller hiicrenin ters kutbuna dogru hareket eder. Arka arkaya
durarak proksimal ve distal sentriyolleri yaparlar (Gartner and Hiatt, 2001; Waart, 2001).

(2)Akrozomal Faz: Akrozom vezikiilii ve graniili yogunlagsan cekirdegin On
yarisini kaplar ve akrozom adin1 alir. Akrozom, asit fosfataz, néraminidaz, hiyaliironidaz,
ve proteaz gibi hidrolitik enzimler icermesiyle 6zel bir lizozom olarak islev goriir. Bu
enzimler yumurta gevresindeki korona radyata hiicrelerini birbirinden ayirir ve zona
pellusidayi sindirir. Spermatozoonlarin bir yumurta hiicresi ile karsilagtiklarinda akrozom
enzimlerinin hiicre disina boslatmasiyla akrozomal reaksiyon gergeklesir. Spermiyogenez
olayinda akrozom olugmasinin ardindan kromozom hacmi ve c¢ekirdek hacmi azalir.
Cekirdek yassilasir, tiire 6zgii seklini alir. Ayn1 zamanda mitokondriler ¢ekirdegin hemen
altinda aksonemay1 silindir seklinde sarar. Sonugta kamgi sekillenir (Gartner and Hiatt,
2001). Kamginin proksimal kismi etrafinda mitokondriyumlar toplanir ve orta pargayi

olusturur. Bu bolge sperm hareketleri i¢in enerji kaynagidir. Kamg1 hareketlerinin kaynagi



ise dinein adli ATPaz aktivitesine sahip bir protein, ATP ve mikrotiibiillerdir. Akrozom

graniilii vezikiiliin i¢ini doldurur ve akrozomun yapimi tamamlanir (Tekelioglu, 2002).
(3)Olgunlasma Fazi: Sertoli hiicresi ile baglanti bozulur, olgunlasan

spermatozoonlar tiibiiliin liimenine birakilirlar. Artik sitoplazma sertoli hiicreleri tarafindan

fagosite edilir (Erkogak, 1990; Ozdamar, 2002).
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Sekil 2.4. Erkek Ureme Sistemini olusturan yapilarin sematik ¢izimi

http://legacy.owensboro.kctcs.edu/gcaplan/anat2/notes/API1Notes2%20spermatogenesis.ht
m

2.1.1.3. Spermatozoon

Olgun erkek iireme hiicreleridir. Eriskin insan spermi yaklasik 50-70 pm
uzunlugundadir. Bas, boyun kismi, orta parg¢a ve kuyruktan olusmaktadir. (Gartner and
Hiatt, 2001)(6).

Bas; Cekirdek ve akrozomdan olusan spermin bag kismi, yogunlasan ¢ekirdegi tasir.
Sperm bas1 farkli memeli tiirlerinde ¢esitlilik gosterir. Akrozom zarla cevrilidir ve
¢ekirdegin 2/3°liik 6n kismini saracak sekilde basin 6n kismina yerlesmistir (Snell, 1998).
Akrozom glikoprotein yapisindadir ve eritici enzimler igerir.

Boyun kismi; Bu bolge basi kuyruga baglar ve kisadir. Bir ¢ift sentriyol igerir.
Distal sentriyolden ¢ikan mikrotiibiiller 9+2 seklinde diizenlenerek aksonemayi yaparlar.
Aksonemanin ¢evresi yogun fibréz yapida halkalarla ¢evrilidir. Bolgede sitoplazma artig

seklinde fazla sitoplazma kisimlar1 gozlenir.
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Orta parca; Bu parca spermatozoona enerji saglayan, dairesel diizenlenmis
mitokondri igerir. Bu boliimiin yapist biitin memeli tiirlerinde aynidir. 5-7 pm
uzunlugundadir.

Kuyruk; Esas parca ve son par¢adan olusmaktadir

Esas parc¢a; Kuyrugun en uzun boliimiidiir ve yaklasik 45 um’dir. Aksonema ve
dis lifler burada da devam eder. Bunlarin disinda enine bu pargayi gevreleyen fibroz yapida
halkalar vardir.

Son parga; Fibroz kilifin sonlandigi kuyruk kismidir. 5-7 um uzunlugundadir.
Sadece aksonemden olusur. Bu nedenle silyuma benzer (Hassa, 2003).

2.1.1.4. Interstisyel Doku

Interstisyel (testisin ara dokusu) dokunun igerisinde; leydig hicreleri, mast
hiicreleri, farklasmamis mezensim hiicreleri, fibroblastlar, lenf damarlari, sinirler ve bol
kilcal damarlar bulunur (Erkogak, 1990; Tekelioglu, 2002). Kiitlesinin yaklasik %25-30’
unu gevsek bag doku olusturur.

Leydig hicreleri, seminifer tibiller arasindaki tiggenlerde gruplanirlar. Testosteron
hormonu {iretimi ve salgilanmasindan sorumludurlar. Uretilen testosteron ihtiyaca gore
sentezlenir ve bekletilmeden kana verilir (Erkogak, 1990; Tekelioglu, 2002). Leydig
hicrelerinin noroendokrin ve parakrin fonksiyonlara sahiptir. Parakrin salgilarina oksitosin,
b-endorfin, substans-P 6rnek olarak verilebilir. iki cekirdekli olabilirler. Cok iyi gelismis
granilsiiz endoplazmik retikuluma sahiptirler. Ayrica golgi kompleksi, asidofil
sitoplazmalarinda yag damlaciklari ve tiibiiler tip kristali mitokondriler de igerirler.

2.1.2. Yardimci Genital Bezler

Yardime1 genital bezler; prostat bezi, seminal vezikiller ve bulbodretral bezlerdir.

Prostat bezi; 30-50 adet dallanmis tiibiiloalveoler bezden olusur. Prostat bezi,
prostat sivisini iiretir ve bu s1viyi ejakiilasyon sirasinda firlatir.

Seminal vezikiiller; sarimsi renkte ve viskdzdiir. Spermatazoonlar: aktive eden
prostaglandin, inozitol, sitrat ve ¢esitli proteinleri i¢eren salgi tiretmektedir.

Bulbolretral bezler; bu bezin salgisi, kayganlastirict islev goéren berrak bir
mukustur.

2.1.3. Genital Bosaltim Kanallar

Bunlar testiste iiretilen spermatozoonlari penise dogru tasiyan kanallar olan duktus

epididimis, duktus deferens ve tiretra’ dir.
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Duktus epididimis, olduk¢a kivrimli bir kanal olup, spermin kanallara ilerlemesine
yardim eder. Ayn1 zamanda duktus epididimisin yalanct ¢ok katli stereosilyali prizmatik
epiteli, spermatogenez sirasinda olusan artik cisimleri sindirmeye yardimci olur. 3 bolime
ayrilir; kaput (bas), korpus (gévde), kauda (kuyruk) (Fawcett, 1962).

Duktus deferens, kalin duvar ve diiz kas tabakasi igeren epididimisi takip eden
kanaldir. Duktus deferensin kalin diiz kas tabakasi, ejekulasyon sirasinda
spermatozoonlarin figkirtilmasini saglar.

Prostatik iiretra ise; duktus deferensin prostata agildigi bolgedir.

2.1.4. Penis

Penis; U¢ erektil doku kitlesi ve Uretray1 igermektedir. Digtan deri tabakasi ile
sartlmistir. Bu silindirlerden ikisi penis korpus kavernozumlari, iiglinciisii ise ventral olarak
yerlesen korpus spongiyozum olarak isimlendirilir. Korpus kavernozumlari, tunika
albuginea ad1 verilen tikiz bag dokusu ile gevrilidir.

Penisin arteriyel kan akimi i¢ arterlerden gelir. Bunlardan penisin derin ve dorsal
arterleri ¢ikar.

Penisin ereksiyonu, penisin arteriyel kaslarinin aldiklari sinirsel uyartilar ile penisin
damar bosluklarinin duvarlarindaki diiz kaslarin kasilmasi ile kontrol edilir. Penis yumusak
durumda iken kan akimi ¢ok azdir. Parasempatik uyarilar, kaverndz diiz kasin ve penil
damarlarin gevsemesini saglar ve ereksiyon olusur. Kavernéz bosluklarda ve penil
arterlerdeki bu genisleme sonucu kan akiminda artis meydana gelir ve penis sertlesir.

Ejekiilasyon ve orgazmdan sonra parasempatik aktivite azalir ve penis yumusak
haline geri doner.

2.2. Disi Ureme Sistemi

Disi lireme sistemi 2 ovaryum, 2 tuba uterina (ovidukt, fallop tipleri), uterus, vajina

ve dis genital organlardan olusur.

2.2.1. Ovaryum

Ovaryum; dista korteks, icte medulla olmak iizere iki farkli katmandan olusmustur.
Kortekste, primordiyal folikiillerden Graaf folikiillerine kadar degisik gelisim
asamalarindaki yumurta bulunur. Daha alttaki medulla tabakasi ise kan damarlarindan
zengin gevsek bag dokusundan olusur.

Embriyonik hayatin birinci aymndan sonra primordiyal germ hiicreleri

(oogonyumlar) vitelliis kesesi endoderminde ortaya ¢ikarlar. Bu hiicreler birkag defa mitoz
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bolinme gecirirler. Fetal hayatin besinci ayina kadar mitoz boliinmeler devam eder. Bu
stire¢ itibariyle her bir ovaryum 3 milyonun iizerinde oogonyum ihtiva eder. Bazi
oogonyumlar fetal hayatin iiglincii ayindan itibaren birinci mayoz boliinmenin profazina
girerler. BOylece primer oositler haline gelirler. Insan fetusunda bu siire¢ gebeligin yedinci
aymin sonuna kadar devam eder. Bu donem iginde bir¢ok primer oosit “atrezi” denilen
dejenerasyon sureci ile ortadan kaybolur.

Erigkin, normal bir kadinin iki ovaryumundaki toplam folikiil sayis1 yaklasik
400.000 kadardir. Bu folikiillerin 6nemli miktar1 kadinin dogurganlik siireci boyunca
atreziye ugrar.

Ovaryum folikiilleri; bir folikiil ile bunlar1 ¢evreleyen bir ya da daha fazla tabaka
olusturmus granuloza hiicreleriyle (folikiil hiicreleri) ¢evrili bir oositten meydana gelir.

A- Primordiyal Folikiiller: Tek sira yass1 folikiil hiicreleri ile ¢evrili primer oositten

olusur. En ¢ok dogum 6ncesi doneminde bulunur.

B- Biiylimekte Olan Folikiiller: Folikiil hiicreleri mitozla c¢ogalarak c¢ok kath
graniiloza tabakasini olustururlar. Bu folikiller “Primer folikiil”  olarak
isimlendirilir. Folikiiller biiylidiikk¢e graniiloza hiicrelerinin arasinda folikiil
stvist toplanmaya baglar. Bu sivilar birleserek “antrum’’ adini verdigimiz tek bir
bosluk meydana gelir. Dis kisminda ise folikiiliin bitisiginde folikiilii cevreleyen
stroma farklilasarak “teka interna” ve “teka eksterna” tabakalarini olusturur. Bu
Ozelliklerinden dolay1 bu folikiile “sekonder folikul” ad1 verilir.

C- Olgun Folikiiller: Ovum etrafindaki graniiloza hiicreleri zona pellusidaya dogru
uzayarak “korona radiata” y1 olusturur. Bu tabaka ovum ovaryumu terk ederken
ona eslik eder.

2.2.2. Fallop tupleri

Biiytlik hareketlilik gosteren, miiskiiler 6zellikteki bir kanaldir. Bir ucu uterusun i¢
kismina, diger ucu ovaryum yakininda periton bosluguna acilir. Serbest ucu ¢ok sayida
parmaksi uzantilardan olusan “fimbriya” denilen sagaklanma gosterir.

Fallop tiiplerinin duvari ii¢ tabakadan yapilmistir. Bunlar; mukoza, muskularis ve
visseral peritondan olusan serozadir. Mukoza, en ¢ok ampulla bolgesinde katlantilar igerir.
Mukoza epitelindeki silyalar ve bunlarin arasina serpistirilmis seketuvar hiicreler ovum
icin koruyucu ve besleyici 6zellik gosterirler. Bu bolge, ovum veya zigotun uterusa dogru

yonelimine yardim eder. Buna ilaveten spermin kapasitasyonuna yardimeci olurlar.
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Fallop tiipleri, ovaryum tarafindan serbest birakilan ovumu yakalayarak uterusa
dogru tasir.

2.2.3. Uterus

Govde (korpus) ile serviksten olusan bir organdir. Fallop tiiplerinin uterusa girdigi
bolgenin yukarisinda kalan govde bolimine “fundus” adi verilir. Uterus duvari dista
bulunan perimetriyum, uterusun farkli boliimlerine gore ya seroza (bag dokusu ve mezotel)
ya da adventisyadan (bag dokusu) yapilidir. Diger uterus katmanlari ise, kalin bir diiz kas
tabakas1 olan miyometriyum ile endometriyum ya da uterus mukozasidir.

2.2.4. Vajina

Vajina (Latince, kilif anlamina gelir) duvarinda bezler yoktur ve ii¢ tabakadan
olusur: Tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika adventisya. Erigkin bir kadinda vajina
mukozasinin epiteli cok katl yassi epiteldir. Hiicreleri az miktarda keratohiyalin igerebilir.
Vajinadaki asidik ortam bazi patojen mikroorganizmalara karsi koruyucu bir etki saglar.
Vajinanin kas tabakas1 birbirlerinden kesin bir sinirla ayrilmayan iki diiz kas tabakasindan
olusur. Tunika adventisya, kalin elastik liflerden zengin tikiz bag dokusundan olusur ve
vajinay1 ¢evre dokularla birlestirir.

2.2.5. D1s Genital Organlar

Dis genital organlar diger adi ile “vulva”; labia mindrler, labia majorler, klitoris ve
baz1 bezlerden meydana gelmistir.

Klitoris ve penis, histolojik yap1 ve embriyonik koken bakimindan birbirinin esidir.
Klitoris ¢ok tabakal1 yasst epitel ile ortiiliidiir. Kiigliik dudaklarin i¢ ve dis ylizeylerinde yag
ve ter bezleri bulunur. Biiyiikk dudaklar, bol miktarda yag dokusu ve ince bir diz kas
tabakasi iceren deri katlanmalaridir. Di1s genital organlarda, cinsel uyarilma fizyolojisine
katkida bulunan Pacini ve Meissner cisimcikleri gibi ¢cok sayida duysal sinir sonlanmalari
bulunur (Junqueira and Carneiro, 2009).

2.3. Fertilizasyon

Fertilizasyondan once meydana gelen iki olay sperm maturasyonu ve disi lireme
kanallarinda sperm kapasitasyonudur.

Sperm epididimisi gecerek kuyruga yakin bolgesinde depolanmayi igeren iki
haftalik olgunlagsma siirecini tamamlayarak dollenme igin gerekli olan ileri hareket
kabiliyetini kazanir. Ejekulasyondan sonra uterusta kapasitasyon siirecine giren sperm,

fallop kanalinda oositin fertilizasyonunu gergeklestirir.
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Fertilizasyon yetenegine sahip sperm hem maturasyonunu hem de kapasitasyon
slirecini sperm-oosit fiizyonundan dnce tamamlamalidir. Kapasitasyon in vitro kosullarda
meydana gelebilir ve in vitro fertilizasyon gergeklesebilir.

Fertilizasyon siireci akrozom reaksiyonu, ZP3 baglanmas1 ve sperm-00sit fizyonu
olarak {ige ayrilir.

Akrozom reaksiyonu ile korona radiyataya yakinlasan sperm, akrozomal igerigin
salinmasiyla akrozom reaksiyonunu gergeklestirir. Hiyaliironidaz enziminin rol oynadigi
bu reaksiyonda korona radiyata hiicreleri arasindaki materyal erir.

Bu olaydan sonra sperm zona pellusidaya ulasir. Zona pellusidanin {ig
glikoproteininden biri olan ZP3’ e baglanir. Bu baglanmada akrozin adinda, sperm basinin
zonaya girigini kolaylastiran, i¢ akrozomal membrandan salinan enzimin salinimi
gergeklesir.

Bunlarin neticesinde zona pellusiday1 gecen ilk sperm, oositin plazma membraniyla
birlesir ve plazma membrani altindaki kortikal graniillerin Ca** bagimli ekzositozunu
uyarir. Plazma membran flizyonu hiicre ylizey molekiilii olan disintegrin tarafindan

uyarilir.
2.4. Infertilite

Infertilite, ¢iftlerin bir y1l siire ile korunmaksizin diizenli cinsel iliskide (haftada iki
giin) bulunmasina ragmen gebe kalamamasidir (Kisnisci ve ark. 1996). Ureme cagindaki
ciftlerde infertiliteye rastlanma orani yaklasik %10-15 tir. Infertilitenin nedenleri ve
sikliklar1 toplumlara gore farklilik gostermektedir. Ciftlerin % 40-50" sinde kadin, % 30-
40’ indan erkek, % 10-15 ciftte ise mevcut standart tanisal testler ile agiklanamayan

infertilite mevcuttur (Kisnisgi ve ark. 1996; Shoham et al. 1991).

Giliniimiizde infertilitenin degisik etmenlerden dolay1 hizli bir sekilde artmasiyla
bilim adamlarinin ilgisi bu yone dogru kaymis ve bu yonde degisik teknikler
gelistirmisleridir. Bununla paralel yardimci iireme tekniklerinin gelismesi, medyanin
yardimla iireme teknikleri hakkinda bilgilendirdigi ciftlerin sayisindaki artis ve de bu
konuyla ilgili yardim arayisi i¢inde olan ¢iftlerin bagvurularindaki artista bu tekniklerin
gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Ayrica 30 yasindan sonra kadinlarin infertilite

oraninin hizla arttig1 da bilinmektedir (Speroff et al. 2007).
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Infertiliteye ¢are olarak gelistirilen yardimci iireme teknikleri; Intra Uterin
Insemination (1Ul), Gamete Intrafallopian Transfer (GIFT), Zygote IntrafallopianTransfer
(ZIFT), Tubal Embriyo Transferi (TET), In Vitro Fertilization (IVF), Partial Zona
Dissection (PZD), Subzonal Sperm Inseminasyonu (SUZI) ve Intrastoplazmic Sperm
Injeksiyonu (ICSI)’ dur. Bunlardan IVF en sik kullanilan yontemdir.

Intra Uterin Inseminasyonu (1UI);

Infertilite olgularinda ilk tedavi secenegi olarak kullanilan, diisiik maliyetli fakat
etkili bir yontemdir (Alic1 ve ark. 2000; Kilig¢ ve ark. 2005).

IUI; Uterus icine, oosite yakin bir yere, bir kaniil vasitasi ile laboratuar ortaminda
islemden gecirilmis kaliteli spermlerin birakilmasidir (Akylz, 2003; Dikencik, 2001;
Gunalp ve Yicel, 2006). Boylece konsantre ve motil spermler fertilizasyon i¢in dogal
konumunun yakinina yerlestirilmis olur (Dikencik, 2001; Gunalp ve Yicel, 2006).

Gamet Intra Fallopian Transfer (GIFT);

Sperm ve oositin tubanin ampullasina yerlestirilerek fertilizasyon olusturulmasi
esasina dayanir. En az bir adet normal fallop tiiplerine ihtiya¢ vardir. IVF’ ten farki
fertilizasyonun in vivo olmasidir boylece fertilizasyon dogal ortamda gerceklesmis olur
(Dikencik, 2001).

Zigot Intra Fallopian Transfer (ZIFT);

Basarisiz GIFT uygulamalarinda, oositlerin déllenemedigi ve agir erkek infertilitesi
gibi fertilizasyonun azaldigi durumlarda tercih edilir. Tek dezavantaji hastanin iki
kademeli operasyon gecirmek zorunda olusudur (Demircan ve ark. 1992; Dikencik, 2001).

Tubal Embriyo Transferi (TET);

4-8 hiicre sayisina ulasmis déllenmis yumurta fallop tiiplerine birakilir. Spermin
direkt olarak sitoplazma igine yerlestirilmesi esasina dayanir.

In Vitro Fertilizasyon (IVF);

IVF yontemi, laboratuar ortaminda yumurta ve spermin dollenmesi demektir. Bir ya
da daha fazla yumurta ultrasonografi esliginde, igne vasitasiyla ve anestezi altinda
yumurtaliklardan toplanir. Erkegin spermleri ile laboratuar ortaminda dollendirildikten
sonra dollenmis embriyolar bir katater yardimi ile yaklasik 3-5 gin sonra ana rahmine
verilir.

IVF yonteminin asamalart; folikiillerin gelistirilmesi, yumurtalarin toplanmasi,
spermlerin hazirlanip yumurtalarin déllendirilmesi, gerekliyse embriyo zarinin inceltilmesi

(assisted hatching yontemi) ve embriyolarin transferidir.
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Baslangicta sadece tubal faktorlere bagli infertilitesi olan hastalar i¢in kullanilan bu
teknik, glinlimiizde endometriyozis, peritoneal faktor, erkek faktorii, agiklanamayan
infertilite, immunolojik faktorler i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadir (Dikencik, 2001;
Gunalp ve Yicel, 2006).

Siddetli erkek infertilitesinde ve konvansiyonel IVF uygulamalarinda sonug
alimamayan durumlarda kullanilmak tizere mikromaniiplasyon teknikleri sunlardir:

Partial Zona Dissection (PZD): Spermin oosite ulasabilmesi i¢in zona pellusidada
spermin gegebilecegi bir aciklik olusturulduktan sonra oositin insemine edilmesidir
(Kisnisci ve ark. 1996).

Subzonal Sperm Inseminasyonu (SUZI): Spermlerin zona pellusida bariyerini
asarak direk olarak perivitellin araliga birakilmasidir (Kisnisgi ve ark. 1996).

Intrasitoplazmik Sperm Injeksiyonu (ICSI):

Tek bir spermin ¢ok ince bir pipet yardimiyla oosit sitoplazmasina enjekte
edilmesidir. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ilk kez Lazendorf ve
arkadaslarinca 1988 yilinda yapilmis, ilk insan gebeligine ise 1992 yilinda Palermo ve
arkadaglarinca ulasilmistir (Giinalp ve Yiicel, 2006).

Ayni zamanda gelistirilen diger teknolojiler de; testislerden sperm c¢ikartilmast;
TESE, mikroskopik epididimal sperm aspirasyonu; MESA, yardimli embriyo tutunma
teknigi (assisted hatching) ve implantasyon 6ncesi genetik tan1 (PGD)’ dir.

2.4.1. Infertilite nedenleri

Infertilite nedenleri; biyolojik faktérler, yasam bicimi faktorleri, cevresel faktorler
ve fiziksel faktorler olmak iizere dort temel kisimda ele almir. infertilite en sik fiziksel
faktorlere bagli olarak gozlenir. Bunlar; ovulatuar bozukluk, tubal ve peritoneal faktorler
ve erkek faktorleridir. Bunlarin sikligi yasla birlikte degismektedir. Geng¢ kadinlarda
ovulasyon bozukluklar1 ¢ok siktir, tubal ve peritoneal patoloji geng ve yaslilarda esit
sikliktadir. Erkek faktorii ve agiklanamayan infertilite yash ciftlerde daha sik olarak
gorilmektedir.
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Cizelge 2.1. Fiziksel Infertilite Nedenleri (Miller et al. 1999)

1. Kadina ait nedenler (% 40-45)
Ovulatuar (% 30-40)
Tubal/Peritoneal Faktor (% 20-40)

Servikal ve immiinolojik Faktorler (% 1-2)

Diger

2. Erkege ait nedenler (% 30-40)

3. Agiklanamayan (% 10-15)

2.4.1.1. Biyolojik Faktorler

Yas

Kadin dogurganlifi menarsla birlikte baslar, yirmili yaslarda zirveye ulasir,
menepoza kadar yavas yavas azalir ve menepozla sonlanir. Yagla birlikte erkeklerde sperm
kalitesi, disilerde ise oosit sayis1 ve kalitesi diismektedir. Gebeliklerini otuzlu yaslardan
sonraya erteleyen kadinlarda fertilitedeki azalmaya bagli olarak gebelik sans1 da azalir
(Akyuz, 2003; Dicker ve ark. 1991; Erdem ve Yildirim, 2003; Eskenazi et al. 2003,
Montella et al. 2000; Orshan, 2008; Plas et al. 2000).

Cinsel Yolla Bulasan Enfeksiyonlar

Birden fazla cinsel partneri olan insanlar, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar
acisindan risk altindadir. Pelvik enfeksiyonlara miidahele edilmezse zamanla fallop tlpleri
tikanabilir veya daralabilir boylelikle fertilizasyon azalabilir (Coskun ve ark. 2005; Orshan,
2008).

Afrika; infertilite oraninin en yiiksek oldugu iilkelerin basini ¢ekmektedir. Burada
yapilan bir ¢aligmada, HIV enfeksiyon oraninin infertil kadinlarda fertil kadinlara oranla
O6nemli derecede yuksek oldugu saptanmistir (Favot et al. 1997).

Genetik Faktorler

Genetik faktorler de infertiliteye neden olabilmektedir. Ornegin erkekte Kleinfelter
sendromu ve Kistik fibrozis genetik kokenlidir. Kistik fibrozis bilateral vas deferens
yoklugu ile ilgilidir. Kadinda ise Turner adi verdigimiz X kromozomlarindan birinin bozuk
ya da olmamasina bagl olarak gelisen sendrom infertiliteye neden olmaktadir (Kosar ve

Ozcelik, 2007; Orshan, 2008; Sahin, 2006).
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2.4.1.2. Yasam Bicimi Faktorleri

Obezite; erkekte testesteron seviyesinde ve de semen kalitesinde azalmaya, kadinda
ise polikistik over sendromuna neden olarak infertiliteyi olumsuz yoénde etkilemektedir
(Kort ve ark. 2006; Renato ve ark. 2008).

Ayrica sigara kullanimiyla da fertilite olumsuz ydnde etkilenmektedir. Ustelik kalp,
akciger ve kan damarlar da alkol, sigara gibi bireyin yasam kalitesini etkileyecek segimler
sayesinde olumsuz yonde etkilenir (Joesoef, 1994; Laurent, 1992; Orshan, 2008).

2.4.1.3. Cevresel Faktorler

Sicaklik, travma, 151n gibi fiziksel ¢evre kosullar fertiliteye karsi 6nlem alinmadigi
taktirde tehlike olusturmaktadir. Ayrica kimyasal etkenler ve stres, ekonomik diizey gibi
psikolojik etkenler de kadin ve erkek infertilitesine neden olan gevresel faktdrlerdendir
(Orshan, 2008).

Hava kirliligi, karbondioksit ve kursun, nikel gibi metallere maruz kalmak sperm
DNA harabiyetlerine neden olacagindan erkek tiremesi i¢in toksiktir (Cemal ve ark. 2007).

2.4.1.4. Fiziksel Faktorler

2.4.1.4.1. Kadina Bagh Faktorler

Bozuk endometrial gelisim, anovulasyon, tiimor gibi ¢esitli uterin faktorler kadin
infertilitesine neden olan karmagik faktorlerdir. Bunun gibi vajinal ve spermin serviksten
gegisini etkileyen servikal faktorler kadinda infertiliteye neden olmaktadir (Akyiiz, 2003).

2.4.1.4.1.1. Ovulatuar Bozukluklar

Kadia bagl infertilitenin % 30-40’11 ovulatuar bozukluklar olusturur. Ovulasyon,
hipotalamus, hipofiz ve over dongiisiiniin diizenli ¢aligmasiyla saglanir. Bu aksin herhangi
bir asamasindaki bozukluk sonucu, anovulasyon olusabilir (Hoff ve ark. 1983; WHO,
1980). Ovulatuar bozukluklar, anovulasyon, amenore ve adet dlzensizlikleriyle kendini
gosterir.

2.4.1.4.1.2. Tubal-Peritoneal Faktorler

Tubalarda tikaniklik veya hasar sonucu meydana gelen anomalilerdir. Kadin
infertilitesinin % 20-40 oraninda tubal ve peritoneal faktorler sorumludur (Berek, 1998;
Blackwell, 1989; Musich and Behrman, 1983; Speroff et al. 2007).

Pelvik inflamatuar hastalik (PID), fallop tiipleri, uterus ve pelvik organlarin
enfeksiyonudur. Genellikle serviksten baslayan bu hastalik sonrasinda tiiplere ve overlere
yayilir. Tedavi edilmedigi taktirde tiiplerde yapisikliga ve dolayisi ile infertiliteye neden
olur (Akyuz, 2003).
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Fallop tiiplerinin motilitesi, igindeki sivinin aktivitesi ve tlp igindeki epitel
hlcrelerinin silier aktivitesindeki hasar infertiliteye zemin hazirlamaktadir (Kavlak, 1999).

Tubal faktorlerin tedavisi cerrahi olarak yapilmaktadir. Yardimla iireme
tekniklerindeki basar1 oranlarinin giderek artmasiyla, tubal faktor infertilitesinde cerrahi
yaklagim endikasyonlari giderek azalmaktadir (Berek, 1998).

2.4.1.4.1.3. Servikal ve Immunolojik infertilite

Servikste ve servikal mukusta meydana gelen bozukluk, sperm gegisini
etkileyeceginden infertiliteye neden olmaktadir.

Ovulasyona yakin donemlerde servikal mukus incelir ve 12-72 saatlik zaman
diliminde spermin iletimi kolaylasir (Akyiiz, 2003; Kavlak, 1999).

Serviks inflamasyonunda ya da enfeksiyonunda spermlerin yapisi degisebilir ve
penetrasyonu zorlasabilir. Immiinolojik infertilite yoniinden degerlendirmek igin,
antisperm antikorlarin tanisinda sperm agliitinasyon, sperm kompleman bagimli
immobilizasyon, miks agliitinasyon testleri gibi ¢ok ¢esitli testler mevcuttur. Bu testler,
IVF ile fertilizasyon basaris1 diisiik olan ¢iftlerde dogrudan ICSI yapilmasi igin yol
gosterici olabilir (Forti and Krausz, 1998). Servikal faktorun, infertilite Uzerine etkisi post
koidal test adli klasik bir yontemle degerlendirilebilir. Test 3-4 giinliik cinsel perhiz sonrasi
yapilan, servikal kanaldan alinan, servikal mukus ve spermlerin incelenmesidir (Aksu,
2006).

2.4.1.4.1.4. Uterusa Ait infertilite Nedeni

Gebeligin olustugu ve gelistigi organ oldugu icin ¢ok dnemlidir. Uterusta herhangi
bir defektin olmasi infertiliteye sebep olmaktadir (Aksu, 2006; Akyuz, 2003; Orshan,
2008).

Uterus mukozasinin uterus disinda baska bir bolgede bulunmasina endometriozis
ad1 verilir. Kadinlarin %25’ inde endometriyozis gozlenmektedir (Akytiiz, 2003).

Uterusa ait miyomlar kesin bulgular olmamakla birlikte infertiliteye neden
olmaktadir. Ayrica travma ve enfeksiyona bagli uterin yapisikliklarinda  fertiliteye
olumsuz etki ettigi bilinmektedir (Aksu, 2006).

2.4.1.4.1.5. Vulva ve Vajene Ait infertilite Nedenleri

Vulva ve vajene ait anatomik bozukluklar spermin vajene girmesini 6nleyeceginden
infertiliteye sebebiyet vermektedir (Kavlak, 1999).

Ayn1 zamanda vajende meydana gelen enfeksiyon sonucu, vajen pH’1 asidik hale

gelebilir boylelikle spermin uterusa gegisi engellenebilir (Akyiiz, 2003).
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2.4.1.4.2. Erkege Bagh Faktorler

Normal fertil bir erkekte giinde 120 milyon adet sperm yapilmaktadir. Ureme
cagindaki erkeklerin infertilite olgularina bakildiginda, infertiliteye sahip yaklasik %90
kadar erkegin infertilite nedeninde bozulmus spermatogenez vardir (Bernard et al. 2002).

Ozellikle spermin yapr, kalite ve hareketliliginde meydana gelen bozukluklar erkek
infertilitesinin baslica nedenlerindendir (Urman, 1997). Sperm miktari, mililitredeki ya da
tek bir ejekulasyondaki sperm sayisidir. Normal sperm sayist bir ejekulasyonda 20
milyon/ml” dir (Akytz, 2003; Orshan, 2008). Hacimde meydana bagli azalmalar sonucu
ejekulasyon problemleri ortaya ¢ikar. Bu nedenle normal sperm hacminin en az 2 ml
olmasi gerekmektedir (Orshan, 2008).

Travma veya viicut 1sisin1 arttiran herhangi bir nedenden dolayr sperm motilitesi
diismektedir (Akyliz, 2003; Orshan, 2008). Bu yiizden spermlerin viicut 1sisindan daha
diisiik sicaklikta bekletilmesi gerekir (Akytliz, 2003). Normal morfolojideki ve sayidaki
sperm miktari en az % 60 olmalidir (Akytiz, 2003; Orshan, 2008).

Radyasyon, asir1 ilag ve alkol kullanimi da infertiliteye neden olmaktadir (Perk et
al., 2005). Ayrica genislemis testis venleri ile karekterize olan toplumda sik rastlanan
varikosel hastaliginin ise infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (Akyiiz, 2003; Resorlu
ve ark. 2006).

Ozetle erkege ait baz1 infertilite nedenleri sunlardir;

- Seminifer kanallarda, tiibiillerde ya da damarlardaki tikaniklik,

- Otoimmun nedenlerden kaynaklanan hareketsiz spermler

- Sperm hiicrelerinin yapisini degistiren spermatogenezisteki bozukluk

- Seminal plazmanin kalitesinde meydana gelen degisiklik

- Ejekulasyon problemleri

- Sperm depolanmasi hasarlar1 (Akylz 2003; McKinney et al. 2005).

Erkek infertilitesindeki etyolojik gruplar testislere gore pretestikiler, testikiler ve
posttestikiiler olarak siniflandirilmaktadir.

2.4.1.4.2.1. Pretestiktler Nedenler

Pretestikiiler nedenler, primer spermatogenezin etkilendigi patolojilerdir. En sik
endokrin ve kromozomal nedenlere bagli olur. Testisin kendisini ilgilediren patoloji yoktur.
Bu durumlara 6rnek olarak Kleinfelter sendromu, hiperprolaktinemi, diabetik ndéropati

verilebilir.
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2.4.1.4.2.2. Testiktler Nedenler

Bizzat testisin kendisini ilgilendiren patolojilerdir. Primer spermatogenez etkilenir.
Bu durumlara 6rnek olarak varikosel, radyasyon, 1s1, enfeksiyon, konjenital patolojiler
ornek verilebilir.

2.4.1.4.2.3. Posttestikuler Nedenler

Bunun nedenleri, obstriiksiyon bozuklugundan ve ejakiilasyon disfonksiyonundan
kaynaklanabilir. Ornek olarak, aksesuar bez enfeksiyonlar;, immunolojik nedenler,
epididimal konjenital anomaliler ve enfeksiyonlar verilebilir.

2.4.1.4.3. Aciklanamayan Infertilite

Yaklasik % 10-15 oraninda goriilen agiklanamayan infertilite, kadin ve erkeklerin
fertilite testlerinin normal olmasina kars1 gebeligin olugsmadigi durumlar ifade eder. Tek
basina oldugunda infertiliteye neden olmayan bir durum birka¢ faktoriin bir araya
gelmesiyle infertilite olusturabilir.

Psikolojik sebepler de aciklanamayan infertiliteye sebep olabilmektedir. Bu yiizden
bireyler fiziksel degerlendirilmelerinin yan sira psikolojik acidan da degerlendirilmelidir
(Kizilkaya, 1992; Oguz, 2004; Orshan, 2008).

2.5. Fare Sperm Degerlendirilmesi

2.5.1. Fare Sperm Morfolojisinin Belirlenmesi

Spermlerin morfolojik degiskenlikleri, sperm morfolojisinin degerlendirilmesini
giiclestirmektedir. Buna ragmen zona pellusida yiizeyinden ve kadin iireme yolundan elde
edilen, yumurtay1 dolleyebilen spermlerin morfolojisinin esas alinmasiyla normal bir
spermatozoonun gorinimii belirlenmistir (Fredricsson and Bjork, 1977; Liu and Baker,
1992; Menkveld et al. 1990; Mortimer et al. 1982).

Bazi laboratuarlarda ise Diff-Quik adli hizli boyama yontemi kullanilmaktadir. Bu
boyalarla basin akrozomal bolgesi soluk mavi, post-akrozomal bdlgesi koyu mavi, orta
kisim hafif kirmizimsi, kuyruk kismi ise mavi olarak boyanir (Kruger et al. 1987).

2.5.2. Fare Sperm Motilitesinin Belirlenmesi

Her spermatozoanin motilitesi a, b, ¢ ya da d olarak derecelendirilir.
a. Hizl ileri hareketli

b. Yavas veya tembel ileri hareketli

c. Yerinde hareketli

d. Hareketsiz
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Fare spermasindaki motilite dinamigi insan, kdpek, kedi, boga, aygir, gibi bas kismi1
oval yapidaki diger spermalardan farklidir. Fare spermasinin bas kism1 orak seklinde olup
asimetrik yapisi ve kuyrugun kendine has hareketinden dolayr medyum igerisinde asagi ve
yukar1t olmak tiizere hareket eder. Kuyruk spiral bir donme hareketinden ziyade daha

karmasik bir hareket dinamigi gosterir (Woolley, 2003).

Farelerde spermatozoonlar ileri dogru diizgiin dogrusal hareketin disinda, bas
kisminda yer alan apikal kanca yardimiyla diger spermatozoonlara tutunarak 10 — 50
hicreli motil guruplar olusturup hareket edebilme yetenegine sahiptir. Bu olay, motilite
muayenesinde agliitinasyon gibi goriilse de aslinda normal bir gériintimdiir (Moore et al.
2002).

2.5.3. Sperm Defektlerinin Siniflandiriimasi

Spermlerin normal morfolojik degerleri belirlenirken kesin kriterler kullanilmalidir
(Menkveld et al., 1990). Bir spermatozoonun normal olarak kabul edilebilmesi igin sperm
basi, boynu, orta kismi ve kuyrugu normal kriterlerde olmalidir. Sperm degerlendirmesinde
bir kag¢ farkli kriter vardir. "Kruger kriterleri" 6zellikle spermdeki sekil bozukluklarini goz
oniine alan mikroskobik bir degerlendirme metodudur. Ozel bir boyama sonrasi sperm
sekil (morfoloji) 6zellikleri incelenerek sperm Orneginin fertilite (dogurganlik) kapasitesi
belirlenir. Normal ve normale yakin morfolojiye sahip sperm hiicrelerinin segilmesi,
infertilite tedavisinde son derece énemlidir.

Defekt kategorileri su sekildedir;
a) Bas defektleri:

I.  Akrozom anormallikleri; Spermin yumurtaya girmesi icin gerekli enzimleri
iceren onemli bir bélge oldugundan, akrozom anormallikleri spermin
yumurtaya baglanmasinda sorun yaratir. Globozospermia, akrozom yoklugu
anlamina gelmektedir ki bdyle anomaliye sahip spermlerin dolleme
kabiliyeti yoktur.

Il.  Cekirdek anormallikleri; DNA igerik bozuklugu anlamina gelmektedir. Bu
da saglikl1 bir embriyo gelisimini engellemektedir.

I1l.  Sitoplazmik artiklar; spermin olgunlagsmadigr anlamina gelmektedir.
Genelde orta kisim cevresinde bulunurlar. Sperm bas alaninin 1/3° den
biiyiik olanlardir.

Bas defektlerine; genis, kiiciik, yassi, yuvarlak, armutlagsmis, sekilsiz, vakuolli,

kiigiik akrozomal bolge igeren baslar ve ¢ift baslar 6rnek olarak verilebilir.
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b) Boyun ve orta kisim defektleri: Orta parca, mitokondrilerin oldugu 6nemli bir

kisimdir. Buradaki anormallikler enerji desteginin noksanligina neden olmaktadir.

Bu durum hareketliligi direkt etkilemektedir.

Kalin, sekilsiz orta kisim, anormal derecede ince veya basa asimetrik girigli orta
kisim, biikiik boyun, boyun ve orta kisim defektlerine 6rnek olarak verilebilir.

c) Kuyruk defektleri: Sperm baginin tam ortasindan ¢ikmadiginda yani aksi bozuk

oldugunda spermin ileri yonde hareket yetenegi diismektedir

Kisa, kirik, birden ¢ok, kivrik veya biikiik kuyruklar, diizensiz genislikte kuyruklar,
halkali kuyruklar bu defektlere 6rnek verilebilir. Sadece kuyrugu olan spermatozoalar
‘pinhead’ defektini olusturanlar, kopuk veya serbest sperm baslari spermatozoalar olarak
kabul edilmezler.
2.6. Diabetes Mellitus
2.6.1. Diabetes Mellitus Tanim1 ve Simiflandirilmasi

Diabetes mellitus (DM), karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin bozuklugu
ile seyreden, makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelistigi kronik ve
kompleks bir metabolik hastaliktir (Hsueh et al. 2004; Lebovitz, 2004a; Pmar, 1998;
Tanyeri, 1996). Diyabet, insiilinin fonksiyonel yetmezligi sonucu olusur ve olusturdugu
komplikasyonlar nedeniyle islev ve organ kayiplarina yol agar (Pmar, 1998; Lebovitz,
20044, 2004b).

Ik kez 1979 yilinda National Diabetes Data Group (NDDG) ve daha sonra World
Health Organization (WHO) tarafindan 1985 yilinda diyabetin genis bir siniflandirilmasi
yapilmistir. WHO’ nun yaptig1 siniflandirmaya gore diyabet terminolojik olarak insiiline
bagimli (IDDM) ve insiiline bagimli olmayan (NIDDM) olarak adlandirilmistir. (NDDG,
1979; WHO, 1985). Daha sonra American Diabetes Association (ADA) tarafindan 1998
yilinda yeni bir smiflandirilma onerilmistir. Bunlar insiiline bagimli ve insiiline bagiml
olmayan siniflandirilma yerine tip I ve tip Il diyabet terminolojisidir.

Tip 1 (IDDM), pankreastan salgilanan insiilinin yokluguna veya eksikligine baglh
olarak gelisir. Dolayisiyla fonksiyonel B hiicresi ya hi¢ yoktur ya da olduk¢a azdir. Bu
yiizden tedavisinde mutlaka insiilin gereklidir. Her yas grubunda ortaya ¢ikabilir. Bu grup

icinde en sik pankreas beta hiicrelerinin idiopatik otoimmun yikimi gézlenmektedir.
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Tip 2 (NIDDM), toplumda en sik goriilen diabetes mellitus tipidir. Genellikle
polidipsi, poliiiri, polifaji ve kilo kaybi1 gibi klasik belirtiler ile ortaya cikar. Pankreas
instilin Uretir fakat insiilin direncinde veya salgisinda bozukluk mevcuttur. Insiilin tedavisi
cogu kez gerekli degildir.

NIDDM ayni zamanda obezite ile yakindan iligkilidir. Obezite insiilin direncini
arttirarak hiperglisemiyi agirlastirir. Bu yiizden obez NIDDM’ de insiilin direnci daha
onemliyken (Golay et al. 1988), non obez NIDDM’ de insulin sekresyon bozuklugu 6n
plana gecer (Reaven et al. 1989).

Diyabet diinyada ve ililkemizde hizla artan bir halk sagligi problemidir. Diinyada
2000 yilinda 171 milyon olan diyabetli sayisinin 2030 yilinda 366 milyona ulasacag:
tahmin edilmektedir (Wild et al. 2004).

Diyabet tiim organlarn etkiledigi gibi cinsel organlar1 da etkilemektedir (Pinar,
1998; Sasaki et al. 2003; Saenz de Tejada and Goldstein, 1998; Yilmaz ve Imamoglu,
2000). Cinsel problemlerin olusmasina neden olan baslica etkenler diyabet siiresi, kronik
komplikasyon (6zellikle néropati ve anjiyopati) varligi, hastanin yasi, diyabet siiresi, alkol
alimi, ilag ve sigara kullanimidir. Bu fizyolojik faktorlerin yani sira psikolojik etkileri de
hastanin cinsel yasamini ve tireme sistemini etkileyebilmektedir (Kadioglu ve Kaplancan,
1997; Vinik and Richardson, 1998; Yenigun ve Ener, 2001).

Uzun siire diyabeti olan erkeklerin yaklasik yarisinda erektil disfonksiyon ‘ED’
goralir (Kendirci ve Kadioglu 2002, De Berardis ve ark. 2002). Ve erkeklerde diyabeti
olan bireylerin olmayanlara gore 3 kat daha ED goriildiigii saptanmistir (Feldman et al.
1994; Johannes et al., 2000; McKinley, 2000).

ED, genellikle birden fazla etkenin bir araya gelmesi ile olusur. Doku
proteinlerinde glikolizasyonun son iiriinlerinin birikimi ile baglayan bu siire¢ sonunda diiz
kaslarda, endotele bagimli gevseme azalir. Bunlarin yani sira mikroanjiyopati,
hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara kullanim1 gibi faktorler de vaskiiler yetersizlik ortaya
cikarir ve riskleri arttirir (Kendirci ve Kadioglu, 2002; McKinley, 2000). Diyabetik
mikroanjiyopatide penis kanlanmasi azalir, hemostaz mekanizmasinda ve oksijen
tasinmasinda degisiklikler olusur, damar duvarinin bazal membraninda kalinlasma
meydana gelir (Goldstein et al. 2003). Diyabetlilerde testikiler fonksiyonun ve testesteron

diizeyinin azaldig: diistiniilmektedir (Kendirci ve Kadioglu, 2002; McKinley, 2000).

25



Diyabet erkek bireyleri etkiledigi kadar disi bireyleri de etkilemektedir. Diyabetik
kadinlarda nérolojik, psikolojik, vaskiiler bozukluklar gdzlenmektedir (Goldstein et al.
2003; Y1ildiz ve Pinar, 2004).

2.6.2. Tip 1 Diabetes Mellitus’un Patogenezi

Tip 1 diyabet; pankreatik beta hiicrelerinin yikilmasina bagli olarak meydana gelen,
insllin yetersizligi ile ortaya ¢ikan bir durumdur. Diyabet populasyonunun yaklasik %10’
unu olusturur. Yapilan c¢alismalar Tip 1 diyabetin, klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan
uzun bir preklinik siirecinin oldugunu gostermistir. Preklinik donemden klinik doneme
gecis siiresince insiilin gereksinimini arttiran ¢esitli faktorler mevcuttur. Bu faktorler stres,
bakteriyel, viral enfeksiyonlar olabilir. Diyabet yas1 baslangici da bu siireci arttirabilir.
Insiiline bagl tip 1 diyabetin gelisimine neden olan en 6nemli neden otoimmun yikimdir.
Beta hiicrelerine organizmanin savunma sistemi immun saldirida bulunur. Saglam beta
hiicrelerinin orant %20’ lere diisene kadar diyabet semptomsuz seyreder. Ve bu oranin
altina diistiiginde Tip 1 diyabet semptomlari ortaya ¢ikar (Eisenbarth, 1986).

Tip 1 diyabet patogenezi su sekilde siniflandirilabilir;

a) Genetik Yatkinhk ve immunogenetik Patogenez :

Tip 1 diyabet, ailesel gecis orani yiiksek bir hastaliktir. Tip 1 diyabetin gelisme
risklerini arttiran 14 gen saptanmistir. Bu genler iginde en énemlisi IDDM1’ dir. IDDM1
geni, 6. kromozomun kisa kolunda bulunan HLA (Human Leucocyte Antigen) bolgesini ile
iligkilidir.

b) Beta Hucrelerine Yonelik Hiicre Aktivasyonu :

Beta hiicrelerinin virlis veya toksinlerle dogal yapist bozulur ve buna karsilik
antijenik peptidler ve sitokinler salgilamaya baslar. Bunlarin salgilanmasiyla immun sistem
elemanlarinin uyarilmasi gergeklesir (Busehard et al. 1990; Harrison et al. 1989).

¢) Beta Hiicre Immuntoleransinin Bozulmasina Neden Olan Etkenler :

Saglikli insanlarda hiicresel biitlinliigii bozan bir¢ok faktér immunotoleransin
bozulmasina neden olur. Beta hiicrelerinin immunotoleransinin bozulmasina ve
otoimmunitenin aktivasyonuna neden olan etkenlere 6rnek olarak toksinler, virisler ve
baz1 gida maddeleri 6rnek olarak verilebilir.

Viriisler, beta hiicrelerini yikima ugratabilirler veya infekte edebilirler. Beta
hicresini infekte eden virisler ya spesifik veya nonspesifik otoimmunite yoluyla ya da
direkt lizis yaparak etkili olurlar (Garstein, 1994; Karam et al. 1992; Malaisse et al. 1982).
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d) Insulitis ve Beta Hiicre Oliimii :

Gec¢ faz aktif donem, infiltrasyon ve inflamatuar donemi ya da insulitis olarak
adlandirilir. Adaciklarin sindiriminde makrofajlar, CDS8 sitotoksik T lenfositleri, CD4
lenfositleri, NK hcreleri ve B lenfositler gorev alir ve yikima ugratir.

e) Beta Hiicre Otoantijen ve Otoantikorlari :

Son yillarda otoimmiin T hiicreleri ile reaksiyona giren bir¢ok beta hiicre
antijeninin tanimlamas1 yapilmistir. Insiilin 69kDa adacik hiicre otoantijeni (ICA69),
38kDa adacik mitokondriyal otoantijen (Imogen), glutamik asit dekarboksilaz GADG65 ve
GADG67 gibi proteinler beta hiicre antijeni olarak rol oynayabilirler (Becckeskov et al.
1990; Karounos et al. 1990; Palmer, 1987; Pietropaolo et al. 1993; Roep et al. 1991,
Shimada et al. 1993; Tisch et al. 1993).

2.6.3. Diyabetin Kalp ve Damar Hastaliklarina Etkisi

Diyabetiklerde, kardiyovaskiiler hasar insidansi biitiin yaslarda ve iki cinsiyette
yiiksektir. Kadinlar ortalama 3 kat, erkeklerde ise ortalama 2 kat risk gozlenir.

Bozulmus glukoz toleransi ve aymi zamanda diyabetli olmayan hiperglisemide
kardiyovaskiiler problemler agiga ¢ikar (DCCT Research Group, 1993; Yenigin, 1995;
Yenigun, 1997).

Diyabet hastaliginda morbidite ve mortaliteye yol agan nedenler arasinda en sik
periferik damar hastaliklar1 ve serebrovaskiler hastaliklar gelmektedir. Diyabet hastalarda
bu riskler diyabet olmayanlara gore yaklasik 2-4 kat daha ylksektir.

Total kolesterol, HDL kolesterolii, VLDL kolesterolii, trigliserid, kan basinci ve
hematokrit gibi aterojenik risk faktorleri diyabetlilerde diyabet olmayanlara gore daha
fazladir.

Diyabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlar; diyabetik makroanjiyopati ve
diyabetik mikroanjiyopati ile ifade edilebilir. Diyabetik makroanjiyopatik degisimlere
hizlanmis arteriyoskleroz ve arteroskleroz ile diyabetik metabolik bozukluklar neden olur.

Bunlara karsilik, diyabetik mikroanjiyopatide direk olarak diyabeti akla getiren
patolojik damar bozukluklar1 ve diyabete has 6zellikler mevcuttur.

Kanda ytikselen glikoz seviyesi eritrositlerin yetenekleri olan esneklik ve egilip-
biikiilebilmelerini azaltarak dokulara oksijen tasiyabilmesini engeller ve de kapiler bazal
membrani kalinlastirarak membranin kimyasal alt yapisin1 bozamaktadir.

Diabetes mellitus’ lu hastalarin kalpleri histolojik olarak incelendiginde,

perivaskiller ve interstisyel fibroz, kiigiik damar duvarlarinda kalinlasma ve intima
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proliferasyonu ayni zamanda lipid ve glikoprotein birikimi gézlenmistir (James et al.
1985).

Diyabetin en 6nemli sonuglarindan biri mikrovaskiiler komplikasyonlardir. Uzun
siire boyunca devam eden bu hastalikta biiyiik kiiglik biitiin kan damarlar1 anormallesir
(Yenigiin, 1995; Yenigun, 1997). Dolayis1 ile damarin ana gorevi olan damarlarin ihtiyaci
olan besinleri saglamak ve spesifik dokulardan artik materyali almak aksar veya
gerceklesemez hale gelir (Green and Lattimer, 1986).

Bir diger faktér de, diyabetin mikroanjiyopatide vaskiiler hiicrelerde meydana
getirdigi degisikliklerdir. Bunlar genel olarak koagiilasyon, permeabilite, rejenerasyon,
akim ve kontraktilite son olarak insiilin reseptorlerinin uyarilmasi olmak {izere
siniflandirilabilir.

2.6.4. Diabetes Mellitus ve Hemostaz Bozukluklar:

Tromboembolik olaylar diyabetik hastalarda daha c¢abuk gelismektedir.
Prokoagulan aktivitesinin artig1 kardiyovaskiiler problemleri de beraberinde getirir ve buna
bagli mortalite ve morbidite oranlar1 artar. Diyabetik hastalarda hemostaz bozuklugu
nefropati, retinopati ve aterogenezin gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Vine and
Samama, 1993).

Diyabetiklerde koagulasyon faktorleri olan faktor VI, faktor VI, faktor X, faktor
XI, faktor XIlI ve fibrinojen diyabetik olmayanlara gore daha yiiksek bulunmustur
(Coriello, 1993; Kassler et al. 1998). Diyabetiklerde fibrinojen, vaskiler komplikasyonu
olan hastalarda daha belirgindir. Ayrica hasta olmayan normal kisilerde de aglik glisemisi
ve faktor VII diizeyleri arasinda direk iliski mevcuttur (Coriello, 1993).

Diyabetiklerde tromboksan sentezi, trombosit hacmi, trombosit agregasyon ve
adezyonu artmustir. Metabolik kontrol iyilestiginde, trombosit hiperaktivitesinde olumlu
yonde gelisme olmaktadir (Vicari and Macagni, 1990).

Normal ve patolojik durumlarda organizmada, damar i¢i ve disindaki fibrini
eriterek yok eden sisteme fibrinolitik sistem adi verilir. Bu sistemin, diyabetik hastalarda
aktivitesinin azaldig: ile ilgili ¢calismalar kaydedilmistir (Keskin ve ark. 1995). Fibrinin
normal jel yapisi, normalden daha farkli ve kalin aym1 zamanda fibrinolitik enzimlerin
nifusunun engellenerek fibrinolizisi bozdugu belirlenmistir (Jorneskog, 1996).

Vaskiiler hemostazin saglanmasinda endotel hiicrelerin énemli rolleri mevcuttur.
Endotelin-1 ve angiotensin Il; endotel hicrelerinde sentezlenen, vazokonstriksiyonun

yanisira trombosit agregasyonuna ve hiicre proliferasyonuna yol acan kuvvetli
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vazokonstriktor maddelerdir. Bunlarin tersine hiicre proliferasyonunu engelleyen ve
vazodilatasyon yapan prostoglandin 12 (PG12) ve nitrik oksitte (NO) endotel
hlcrelerinden sentezlenir (Wu and Thiagarajan, 1996).

Tip 2 diyabetlilerde hiperglisemi, NO ve PG12 sentezinin ve trombomodulin
ekspresyonunun azalmasina, endotel hiicre doku faktorii ekspresyonunun da artmasina
neden olmaktadir. Ayn1 zamanda tip 2 diyabetlilerde kanda endotelin-1 sentezi artar
(Kessler et al. 1998).

Aym1 zamanda diyabetlilerde goriilen artmis oksidatif streste bir hemostaz
bozuklugudur. Serbest radikallerin {iretimi hiperglisemi ve metabolik kontrolle orantilidir
(Coriello, 1993).

2.6.5. Diyabetik Noropati

Diyabetik noropatide; otonomik sinir sistemi disfonksiyonu, segmental
demiyelinizasyon, duyu ve motor noron defektleri ayni zamanda schwann hiicre
fonksiyonunda anormallikler mevcuttur.

Diabetes mellitus’ un santral sinir sistemini etkiledigi bilinmektedir. Asir1 derecede
instilin tedavisi ve oral ajanlar beyni gecici olarak zedeleyebilmektedir, diyabet nébet
prevalansini da arttirabilmektedir. Ayrica, kronik ensefalopati, kan akimi ve metabolizma
bozukluklari, akut etkisi olarakta ndbetler, koma ve biling bozuklukuklar1 diyabet sonucu
g6zlemlenebilir.

Noropati ve hipergliseminin artis1 ile iliskisi bir¢cok arastirmaci tarafindan
desteklenmistir (DCCT Research Group, 1988; Pirart, 1978). Glisemik kontrol yapilmasi,
glisemik diizeyin sinir fonksiyonlarini da etkileyebilecegi acisindan yararlidir. Diyabetik
kontrol yapilmadig: taktirde erken ve ciddi komplikasyonlar gdzlemlenebilir. Akut agrili
noropatinin ve agir néropatinin glisemik kontrol ile diizeldigi belirlenmistir (Thomas and
Tomlinson, 1993). Devamli subkutanoz insiilin infiizyonu ile yapilan kisa siireli
caligmalarda sinir ileti degerlerinin diizeldigi belirlenmistir. Hiperglisemi, pankreatik
transplantasyon ile diizeltildiginde noropatik ilerleme durmus fakat tam olarak
iyilesmemistir (Kennedy, 1990). Bunun nedeni sinir hasarin1 geri dondiremesidir (Boulton
et al. 1985; Service et al. 1985).

Diyabetik insanlarda serbest oksijen radikallerinin 6zellikle de slperoksit gibi
serbest radikallerin arttig1 diisliniilmektedir. Bu gibi radikaller sinir hasarini arttirabilir
veya sinir kan akimin1 da NO yapimini1 engelleyerek azaltabilirler (Cameron et al. 1994;
Gingliano et al. 1996; Wohaieb et al. 1987).
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Diyabetik ndropatinin evreleri su sekildedir;

Noropati yok, asemptomatik ndropati, semptomatik noropati, sakatlik yapan
ndéropati.

2.6.6. Diyabetes Mellitus ve Erektil Fonksiyon Bozukluklar:

Erektil disfonksiyon (ED), yeterli cinsel iligki igin gerekli ereksiyonu devam
ettirememe ve/veya saglayamama olarak tanimlanir. 1970 lerin basina kadar erektil
disfonksiyonun neredeyse tamaminin nedeninin psikojenik oldugu kabul edilmekteydi.
Fakat bu yildan sonra organik nedenlerin %85’ lere kadar ¢iktiginin belirlenmesi ile tedavi
olanaklar1 genisletilmistir (Meuleman and Diemont, 1995).

Diyabetik hastalarda ED’ nin temel fizyopatolojik faktorleri norojenik,
vaskiilojenik ve psikojeniktir. Norojenik faktorde, otonomik sinirlerin aracilik ettigi
olaylarda hasar veya bozukluk meydana gelmektedir. Vaskilojenik faktérde, hem vazo-
vazorumlarda iletim bozuklugu vardir hem de endoteliyal kaynakli diiz kas gevsemesinde
problem mevcuttur (Southam and Gartwaite, 1993; Williams and Pickup, 2004c; Yenigin
ve Ener, 2001; Yaman, 2002; Yildiz ve Pinar, 2004b).

Penil ereksiyon, nitrik oksit aracilig1 ile korpus kavernozumda vaskiiler diiz kas
gevsemesini takiben dokunun genislemesi sonucu olusur. Nitrik oksit (NO) hem vaskiiler
endotelden hem de parasempatik sinir sonlanmalarindan salinmaktadir. NO, cGMP
tiretimini arttiran guanilat siklaz1 stimiile eder. cGMP diiz kas gevsemesini tetikleyen
sekonder mesajcidir. (Williams and Pickup, 2004). Doku proteinlerinde biriken ileri
derecede glikolize olmus son fiirlinler, endotele bagimli diiz kas gevsemesini ve NO
aktivitesini azaltmaktadir.

Diyabetik hastalarda erektil disfonksiyon prevalansi yiiksektir (%33-%75)
(McCulloch DK et al. 1980). Erektil disfonksiyon siklig1 yasla birlikte artis gostermektedir.
Yaslar1 20-24 arasindaki diyabetik erkeklerden olusan bir grup erkegin %35.7’ si impotent
iken, 55-59 arasindakilerin % 52.4° i impotenttir. Bu populasyon 5 yil sonra tekrar
incelenmis ve potent olan hastalarin % 28’ 1 impotent hale gelmistir. Bu ¢alisma, erektil
disfonksiyonun diyabetik hastalarda progresif bir seyir izledigini gostermesi bakimindan
o6nemlidir (McCulloch et al. 1980).

Diyabette ortaya ¢ikan erektil disfonksiyon geri doniisiimsiizdiir. Bu hastalarda
gozlenen ED’ de kan sekeri kontrolii ve hastaligin siiresi dnemlidir. Fakat, bunlar kontrol

altinda tutulsa bile yaslanma ve genetik faktorlerden dolay1r ED kaginilmaz bir hal alir.
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Yasin artisiyla birlikte vaskiiler, hormonal ve nérojenik yaglanma olmakta bdylece
orgazma ulagma stiresi ve ejekiilat atim giicli azalmaktadir.

Libidonun yagla azalmasi sadece testislerden salgilanan testesteron seviyesinin
azalmasina bagli degildir. Bu olay ayn1 zamanda androjen reseptor duyarliliginin azalmast,
periferik ve santral mediatorlerin degismesiyle de ilgilidir.

Diyabette seks hormonlar1 bayanlarda ve erkeklerde gonadal disfonksiyondaki
degisikliklerle iliskilidir. Diyabetik bayanlarda, temel olarak ovaryumlar etkilenir.
Farelerde, ovaryumlar iizerinde diyabetin olumsuz etkisi gozlenmistir. Ayn1 zamanda,
estradiol seviyeleri diyabetli bayanlarda diisiiktiir ve estradioliin bazi etkilerine kars1 direng
gelismistir. Diyabetik erkeklerde ise, total ve serbest testesteron diizeylerinde azalma
gozlenmistir.Bu olay hipotalamo-hipofizer  disfonksiyon  sonucunda testikiler
steroidogenez ve testesteron salgisinda azalma ile ilgilidir. Testesteronun, diyabetik
erkeklerde leptin Gretimini inhibe edip instlin direnci azaltabilmesi diyabetik erkeklerde
olumlu bir etkidir. Sonug olarak diyabetik bayan ve erkeklerde gozlenen libido, ereksiyon
bozukluklari, hormonal degisiklikler, vajinal kuruluklar olumsuz etkiler yaratmaktadir.

2.6.7. Diyabet ve Gebelik

Diyabet kadinlarda gebelik fetus ve anne icin sakincali olabilmektedir. Ozellikle
IDDM’ 1i kadmlarin menstruel problemlerden dolayr gebe kalmalari zorlasabilir. Eger
gebelik olursa glisemi kontrolleri zorlasir ve baz1 komplikasyonlar hiz kazanabilir. Insiilin
hassaslig1 ve glukoz toleransi bozulur. Fetusta konjenital malformasyon riski, metabolik ve
gelisimsel problemler maternal diyabetle birlikte artis gosterir (Reece, 1988).

Gebelikte anne ve fetusun gelisimlerini saglayabilmek icin gebeligin ilk
donemlerinde plasentadan fazla miktarda strojen ve progesteron salgilanir. Ostrojenlerin
zayif anti-insiilin etkileri vardir. Ayrica, gebe kadinlarda prolaktin ve kortizol diizeyleri de
artmaktadir. Diyabetik durumla beraber karbonhidrat metabolizmas1 degistiginden,
pankreatik B hiicreleri hipertrofiye ugrar ve glukoza insiilin yanit1 artar. Ve gebeligin 12.
haftasinda glukoz en alt seviyelere iner (Lind et al. 1973).

IDDM’ 1i kadinlarda gebelige bagh lipolizis sonucu ketoasidoza yatkinlik artar.
(Buschard et al. 1987; Hare, 1994). Ayrica, gebelige bagl insiilin direncini 6nlemek i¢in
de insiilin iiretimini arttirmaliyiz.

Geng diyabetik kadinlarda GnRH salinimindaki bozukluklarin oligo veya
amenoreden sorumlu oldugu diisiiniilir. NIDDM’ 1i kadinlarda anovulatuar siklus,

infertilite, polikistik over sendromu ve obezite insidansi daha yiiksektir. Buna ragmen
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giiniiziimde  diyabetik kadinlarin  ¢ogunda  fertiliteyle ilgili bir  problemle
karsilagilmamaktadir (Griffin et al. 1994).

2.6.8. Diyabet ve Infertilite

Diinya genelinde DM yaygmliginin goziikmesi, erkeklerin yaslarinin artmasiyla
birlikte artar. Diyabetik hastalarin yaklasik %90’ 1 seksiiel fonksiyon agisindan sikinti
cekmektedir. Infertilite ise hala diinyanin en gelismis iilkelerinde bile gdzlenen biiyiik bir
saglik problemidir (Hull et al. 1985; Schidmt and Munster, 1995).

Diyabetik erkeklerde yaklasik %40-50 arasinda gézlenen sperm diizensizlikleri,
infertiliteye neden olan faktorlerin basinda gelir (Thonneau et al. 1991; Sharlip et al. 2002).

STZ ile olusturulmus DM’ lu sicanlarda meydana gelen seksiel fonksiyon
bozukluklarinin, néroendokrin ve iireme yolu ekseninin bozuklugundan oldugu diistiniiliir.
Merkezi sinir sistemine bagli degismeler, endokrin fonksiyon ve seksiel tahrik, seksiel
fonksiyonun bozuklugunu etkiler (McVary et al. 1997).

Bazi arastirmacilar, sperm konsantrasyonunda meydana gelen azalmanin,
hipergliseminin spermatogenezisin ge¢ evrelerinde meydana gelen siddetli etkisinden
dolay1 oldugunu diisiiniir. Bunun nedeni muhtemelen reaktif oksijen Grinlerinin artisidir.
Bu tip oksidatif hasarlar sperm hareketliligini kaybetmeye de sebep olabilir ( Aitken and
Sawyer, 2003; Oehninger et al. 1995; Sikka, 2001).

Diyabet spermatogenezisin endokrin kontroli tzerine etkilidir (Baccetti et al. 2002;
Ballester et al. 2004; Daubress et al. 1978; Dinulovic and Radonjic, 1990; Garcia-diez et
al. 1991; Handelsanman et al. 1985). Diyabet gibi karbonhidrat homeostazisindeki
degisimler, laboratuar hayvanlarin iireme sistemlerinde bozukluga yol agmakta, sadece
hipotalamik déngiiniin degil, tireme organlari iizerine de olumsuz etkiler yapmaktadir (Ali
ve ark. 1993; Handselman et al. 1985; Niven et al. 1995; Vignon et al. 1991).

Diyabet viicutta ve iireme organlarinda kilo kaybina neden olur. Bu degisiklikler
metabolik degisimler ile iliskilidir. Ornek olarak; testesteron diizeyinin diismesi verilebilir.
Diyabet; erkeklerde testiste ve epididimiste azalmig semen sayisina neden olarak
iktidarsizlik, kisirlik, geriye ejekulasyon, fertilitede ve libidoda azalma meydana getirir
(Cameron et al. 1990; Jiang, 1996).

DM, erkek tlireme yollarim1 bir¢ok faktdre bagli olarak etkileyebilir. Bu faktorler;
spermatogenez olayinda var olan endokrin kontrol, direk olarak bozulmus spermatogenez,

bozulmus penil ereksiyon ve ejekulasyon olabilmektedir (Sexton and Jarow, 1997).

32



Tip 1 diyabetlilerde hiperglisemi; enerji diizeyi ve sperm konsantrasyonunu da
etkiler. Bu hastalikta, epididimis ve spermatozoadaki ATPaz ve fosfotaz enzim
aktivitesinin azaldigi g0zlenmistir. Bu gibi faktorler spermin hareketi ve yetenegini
etkilemektedir (Scarano et al. 2006).

Calismalar sonucu diyabetik farelerin spermleriyle dollenmis oositlerde, genellikle
fragmantasyon oraninda artis ve kotu kalitede embriyo gelisimi gozlenir. Spermatogenezin
molekiiler mekanizmasi olumsuz yonde etkilenmis, spermlerin hareketi ve fertilizasyon
kapasitesi bu farelerde azalmistir (Kim and Moley, 2008).

STZ ile diyabet olusturulmus modellerde diyabetin, seksiiel olgunlagsma sirasinda
degisen epididimal epitelin kurulus ve bakimina zararl etkileri vardir. STZ ile diyabet
olusturulmus biitiin si¢anlarda seminifer tlbul dejenerasyonlari gézlenmistir. Bu hastalik
tipik olarak; tireme hiicre nekrozlarina, hiicre limenlerindeki hiicresel azalmaya, seminifer
tibdllerindeki spermatogonyum kaybina, seminifer tiibiil atrofisine ve tunika albuginea
kalinlagmasina neden olmaktadir.

Diyabet, leydig hiicre fonksiyonunda degisikliklere yol acar. Bunlar proliferasyon,
farklilagsma ve hiicre fonksiyonlari ile ilgilidir (Coskun ve ark. 2005). Leydig hiicrelerinde
anormal fibroblastik durumlar gézlenmis, fibroblastik dejenerasyon bazi arastirmalarda
kontrol grubuna ve diger deneysel gruba gore STZ ile diyabet olusturulmus grupta daha
belirgindir (Cameron et al. 1985; Shrilatha and Muralidhara, 2007). Ustelik androjen
sentezinde de azalmalara neden olur. Bunlar birlikte, erkek Gremesinde azalmaya neden
olur (Oksanen, 1975).

Diyabet; pituiter, testikiiler degisimlere neden olmustur (Steger and Rabe, 1997).
Bu hastalik serumdaki LH’ 1n seviyesini azaltir ki bu hormon Leydig hiicre fonksiyonunu
duzenleyen hormondur (Benitez and Perez-Diaz, 1985; Steger and Rabe, 1997). Hayvan
deneyleri; gonadotropinin salgisinin azalmasinin diyabeti tetikledigini gostermistir
(Johnson and Sidman, 1979; Rossi and Bestetti, 1981). Ayni1 zamanda diyabetli bireylerde
tireme hiicreleri ve sertoli hiicre vakuolizasyonuda artmistir. Cogu aragtirmalarin sonuglart,
diyabetin si¢anlarda lireme performansini azalttig1 yoniindedir.

Genetik bltunluk ve erkek infertilitesi arasindaki iligski son 50 yilda iyice arastirilir
hale gelmistir (Evenson and Wixon, 2006; O’brein and Zini, 2005). Cogu c¢alisma
gostermistir ki infertil erkeklerde hasarli DNA miktar1 fazladir (Evenson et al. 1999;
Kodama et al. 1997; Spano et al. 2000; Zini et al. 2001). DNA hasarinin meydana gelmesi,

sperm ¢ekirdeginde hasara neden olarak fertilizasyon kapasitesinin diismesine neden olur.
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Diyabetlilerde; ¢ekirdek ve mitokondriyal DNA hasarli sperm oraninda anlamli bir artis
gozlendi (Agbaje et al. 2007). Bunlar azalmig embriyo kalitesi ile diisiik implantasyon
oranlar1 ve olast ¢cocukluk hastaliklari ile iliskilendirilir (Henkel et al. 2003; Morris et al.
2002). Spermin c¢ekirdek DNA (nDNA) ve mitokondriyal DNA (mtDNA) kalitesine
bakilarak sperm kalitesi belirlenebilir. Sperm nDNA fragmantasyonu, mtDNA delesyon
numarasi ve biiyiikliigii birlikte ele alindiginda bunlar iireme i¢in prognostik deger tasirlar
(Lewis et al. 2004). Diyabette sperm DNA fragmantasyonu olasiliginin artmasiyla,
fertilizasyonda olumsuzluklar g6zlendigi diistiniilmektedir.

Ejekulattaki semen kalitesi spermin sayisina, hareketine ve morfolojisine gore
belirlenir. Semen parametreleri, erkek fertilizasyon potansiyeli hakkinda bize en iyi fikri
vermektedir (Bostofte et al. 1982; Chan et al. 1989; Eggert-Kruse et al. 1996; Enginsu ve
ark. 1991; Kruger et al. 1988; Obelet et al. 1994; Rogers et al. 1983; Wichmann et al.
1994).

10’ u normal 9’ u hasta erkegin spermi TEM ile incelendi ve spermin kontrollere
gore diyabetlilerde apoptoz ile ilgili defektlerin daha ¢ok oldugu goézlendi. Akrozom
seklinde %78 oraninda bozulma go6zlendi. Cekirdek anormallikleri %74, hatali
mitokondriyal birlesmeler %45 oraninda gozlenmistir. TEM goriintiileri gostermistir ki,
cogu diyabetik hasta sperminde siddetli defektler mevcuttur. Diyabet sonucu, apoptoz ve
immun sistemle ilgili hasarlar olusur. Akrozomda, cekirdekte, mitokondride ve plazma
membraninda degisiklikler meydana gelir (Baccetti et al. 2002).

Diyabet ile yapilan ¢aligmalarda normal sperm grubunda daha yiksek fertilizasyon
oran1 gozlenirken, diyabet grubunda bu oranin daha diisiik oldugunu, ayrica blastokiste
gitme oraninin da diistiiglinii gésteren arastirmalar mevceuttur (Kim and Moley, 2008).

Diyabetlilerde oksidatif stres reaktif oksijen driinlerinin artmasi ile artmus,
antioksidanlara kars1 koruma giicii azalmistir (Giron et al. 1999; Wiernsperger, 2003).
Lipid oksidasyonu, proteini ve diger DNA gibi makromolekiiller diyabet gelistikge artar
(Ohkawa ve ark. 1979). Bunun oksidatif stres sonucu meydana geldigi diisiiniiliir (Lee et
al. 1997). Sperm DNA’sindaki ve lipid yapisindaki oksidatif stres motiliteyi engeller ve
insan fertilitesini azaltir (Chen et al. 1997; Kao et al. 1998).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Calisma, Kocaeli Universitesi Etik Kurulu’ndan onay alinarak yapildi (Proje No:
2010/22). Deney hayvanlari olarak, TUBITAK-MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji
Enstitlisiinden temin edilen, CD-1 k1, 15-25 gr agirh@inda 12 haftalik fareler kullanildi.
Fareler deneysel tip arastirma ve uygulama birimi olan DETAB’ da bakildi ve
sakrifikasyon zamanina kadar burada tutuldu.

Calismada 25 disi, 20 erkek fare kullanildi. Erkek ve disi fareler ayri kafeslerde
tutuldu. Temel olarak erkek fareler diyabet ve kontrol grubu olmak Uzere iki gruba ayrildi.
Disi farelere oositlerinin gelismesi i¢in kontrollii ovaryan stimiilasyonu uygulandi. Deney
stiresince hayvanlar normal c¢esme suyu ve yem fabrikasindan elde edilen yemlerle
beslendi.

3.2. IVF Protokolu:

3.2.1. Sperm Toplanmasi:

e Oncelikle 12 haftalik CD-1 1rk1 erkek fareler sakrifiye edildi.

e Epididimis ve vas deferens disseksiyon ile alindi.

e Farelerin epididimleri, 90 derece a¢1 verilmis igne uglart (insiilin enjektor uglari) ve
forsepsler ile 0Ozellikle kaudal epididimisten ve vas deferensten spermler
stvazlanarak toplandi. Alinan organlar kurumamasi i¢in yikama medyumu ile
stirekli olarak 1slatildi.

¢ Yikama medyumu ile toplanan spermler bos bir tiipe aktarildu.

3.2.2. Gradiyent:

e 1 ml %90’ lik gradiyent bos tiipe yavasca eklendi. Uzerine 1 ml %50’ lik gradiyent
karismamasi i¢in yavasga eklendi. Son olarak gradiyentlerin tUzerine 1 ml sperm
eklendi.

e 1200 rpm’ de 20 dakika santriftj edildi.

e Supernatant dokuldd, altta 0.5 cc kalan bulut seklinde spermlerin iizerine gazlanmig
yikama medyumu eklendi ve 1800 rpm” de 10 dakika santrifiij edildi.

o Ustteki siipernatant alind1.

o Pellet kapasitasyon medyumuna alindu.

3.2.3. Sperm Kapasitasyonu:

e Spermler 1-1.5 saat boyunca kapasitasyon medyumunda %5’ lik karbondioksit

bulunan kontrolli inkibatorde bekletildi.
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Motil spermler genellikle medyumun yiizeyine ¢iktiklar i¢in tekrar pipetaj yaparak
tiim spermler arasindan, se¢im yapmadan spermler alindi.

3.2.4. Oosit Toplanmasi:

Sakrifiye edilen disi farelerin fallop kanallar1 ve ovaryumlar1 ¢ikarildi, iginde
yikama medyumu bulunan petri kabina aktarildu.

Stereo mikroskop altinda bu kanallar yikandi ve ¢ikan oosit-kumulus kompleksleri
icinde gazlanmis yikama medyumu bulunan daha kiigiik petri kabina alindi.

3.2.5. Kumulus-oosit kompleksi:

Kumulus-oosit kompleksi bir kez yikama medyumu ile yikandiktan sonra
fertilizasyon medyumuna aktarildi.

3.2.6. inseminasyon:

Fertilizasyon medyumu, petri kabina 150 pl gazlanmis yikama medyumu konularak
hazirlandi. Kuyucuklar, tizerini kaplayacak sekilde yagla orttldu.

Her bir kuyucukta dort oosit bulunan fertilizasyon medyumuna, ml’ deki sperm
sayist 1 milyon olacak sekilde, pipet ile oosit bagina 10pl sperm koyuldu.
Inkiibatorde kapasite edilen spermler oosit basma bu oranlarda verilmek Uzere
hesaplanir.

3.2.7. Zigotlar:

Dollenme inseminasyondan 16-18 saat sonra kontrol edildi ve sitoplazmada iki
prontikleus, perivitellin aralikta iki polar body bulunan zigot déllenmis kabul edildi.
24. saatte ise boliinen embriyolar 2 hiicreli asamada olmalilar.

Bu asamada zigotlar dikkatlice fertilizasyon medyumundan alinip bir giin once
hazirlanip gazlanmis olan embriyo klivaj (embryo bolinme) medyumuna aktarildi.
Embriyo klivaj medyumu 2. giiniin sonunda degistirilir.

3.2.8. Embriyo Kulturu:

Zigotlar embriyo gelisimini incelemek amaciyla 4. giine kadar inkiibe edildi.

Embriyolar ikinci giinde dort, tigiincii giinde sekiz hiicreli asamaya gelir.

3.3. Deney Gruplar:

Erkek ve disi fareler ayr1 kafeslerde tutulmak kosuluyla, 25 adet disi 20 adet erkek

toplam 45 adet CD1 ki fare kullanildi. Olen ve diyabet olmayan fareler deneye dahil

edilmedi. Sonug olarak erkek fareler her bir grupta 10‘ar adet olmak Uzere diyabet ve

kontrol grubu olarak ikiye ayrildi.
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Disi farelerin tUmune kontrollii ovaryan stimiilasyonu uygulandi:

Kontrollii overyan stimiilasyon olusturma protokolii; McGill Universitesi Jinekoloji
ve Obstetrik Departmani Reprodiiktiif Biyoloji Bolimiinden Ri — Cheng Chian , Ph.D.
tarafindan gelistirilmis ve ¢alismamizda referans olarak kullanilmistir.

PROTOKOL

1.Giin: Disi farelere saat 18.00” de intraperitonal (i.p) olarak 5 1U(100 pl) PMSG
(gebe kisrak serum gonadotropini) enjekte edildi.

3.Giin: Disi farelere saat 18.00" da i.p yolla 5 1U(100 pl) hCG (insan koryonik
gonadotropini) enjekte edildi. Bu islem gonadotropin enjeksiyonundan yaklasik olarak 48
saat sonra yapildi.

4. Giin: Olgunlasmis oositleri toplamak amaciyla hCG enjeksiyonundan 12-14 saat
sonra disi fareler sakrifiye edildi.

3.3.1. Kontrol Grubu:

Kontrol grubundaki erkek farelere yeni hazirlanmis sitrat (ph 4.5) tamponu
intraperitonal (i.p.) olarak verildi. Erkek farelerin sakrifikasyon zamani, disi farelere
stimulasyon protokoli uygulanan zaman ile denk getirildi. Sakrifiye edilen erkek
farelerden spermler toplandi.

3.3.2. Diyabet Grubu:

Diyabet grubu erkek farelere 100 mg/kg olmak iizere sitrat tamponu (ph’ 1 4.5)
icinde ¢ozulen streptozotosin (Sigma Chemical Co. Ltd) verilerek diyabet yapildi. STZ
intraperitonal olarak, erkek farelerin viicut agirliklarinin ortalamasi hesap edilerek verildi.
STZ miktarim1 belirlemek i¢in Animal Models of Diabetic Complications Consortium
(www.amdcc.com)’ un diisiik ve yiiksek doz uygulamalari protokoliinden yararlanildi. STZ
verilmesinden 7 giin sonra kan sekeri analizi i¢in kuyruk veninden kan 6rnegi alindi ve
glukoz seviyesi 200 mg/dl olan fareler diyabet kabul edildi. Kronik diyabetin olugmasi i¢gin
fareler 20 giin daha bekletildi. Bu kosullara uyan fareler sakrifiye edildi ve spermleri

topland.
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3.4. Sperm Morfoloji Degerlendirilmesi Icin Diff Quik Boyama

1) Bu islem igin dnce semen hematokrit pipeti ile bir damla lam Ulzerine yayildu.
Daha sonra bir bagka lamel yardimiyla ince, homojen yayma yapildi

2) Lam kurumasi i¢in oda 1sisinda 20 dakika bekletildi

3) Kuruyan preperatlar Diff-Quik fiksatif sollisyonuna batirilarak 15 saniye
bekletildi

4) Lamlar; absorban kagit {izerine diklemesine yerlestirilerek fazla soliisyon akitildi

5) Fikse olan spermler niikleus boyamasi i¢in 10 saniye sireyle nukleus
soliisyonuna batirildi. Fazla soliisyon absorban kagidin iizerine konularak akitildi

6) Daha sonra 5 saniye sireyle sitoplazmik boyaya batirildi

7) Fazla boyay: atmak i¢in lamlar akan sudan 10-15 kez gecirildi

8) Suyu akitmak i¢in lamlar dik konumda yerlestirildi ve tamamen kurumalari
sagland1

9) Degerlendirme; 1000 biiyiitmede immersiyon yagi ve objektifi kullanilarak
yapildi.

3.5. Fareye ait Spermlerin Morfolojik Degerlendirilmesi

Ozellikle kaudal epididimden alinan, sperm yayma yontemi ile hazirlanan ve Diff-
Quik boyasi ile boyanan preperatlada her bir kontrol grubundan 4 yayma hazirlandi. Her
bir yaymanin diizenli olarak degistirilen bolgelerinden 200 adet olmak tzere kontrol grubu
icin toplam 800 adet, ayn1 sekilde diyabet grubu i¢in toplam 800 adet sperm sayildi. Kim
ve arkadaslariin (1999) kriterlerine gére normal ve anormal spermler saptandi, literatiire
uygun olarak siniflandirildi. Bunlar normal, kii¢iik basli, amorf, anormal ¢engelli (kor veya
cengelsiz) bas, kivrik kuyruk, kisa kuyruk, c¢ift bas veya ¢ift kuyruklu seklinde
degerlendirildi. Degerlendirilen spermler arasinda kivrik orta parcali spermler sikca
goriildiig icin bu anomali de eklenerek kriterler tarafimizdan modifiye edildi. Anormal
morfolojideki sperm sayisi1 ylzde oran cinsinden ifade edildi. Tim sperm morfolojileri
1000 biiyiitmede 151k mikroskobu altinda belirlenmesine ragmen, ¢ekilen fotograflar invert

mikroskop ile goriintiileme sistemi yardimiyla ¢ekilmistir.
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3.6. Farelerde Motilite Tespiti

Motilite tespitinde kullanilan araglarin temiz olmasina dikkat edildi. Epididimden
ve vas deferensten elde edilen spermlerden bir damla lama damlatilarak faz kontrast
mikroskop altinda, 200 blyUtmede sayildi. Progresif motil sperm oranlari1 yiizde cinsinden
belirlendi.

3.7. Embriyo Morfolojisinin Belirlenmesi

Embriyo Kalitesi; blastomerlerin sayisi, biiyiikliigii, perivitellin araliktaki
sitoplazmik fragmantasyonlarin bliyiikliigli ve miktarina gore degerlendirildi.

Grade A embriyo (iyi kalite embriyo); blastomerler yuvarlak ve esit buytklikte,
fragmantasyonu olmayan veya %20’ nin altinda olan, 2. gin 4 blastomer, 3. gun 8
blastomer i¢eren embriyolardir.

Grade B embriyo; Grade A’ nin disinda kalan, blastomerleri esit biiytiklikte
olmayan, fragmantasyonu %20’ den fazla olan, 2. glin 4 hiicrenin altinda 3.giin 8 hiicrenin
altinda blastomere sahip olan embriyolardir.

3.8. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Medyumlar

3.8.1. Streptozotosin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Riedstrasse 2 D-89555 STEINHEIM. Uriin
numarast S0130, gramaji 500 mg. Diyabet eldesi i¢in kullanilan kimyasal sitrat buffer
icinde ¢oziildii ve pH’ 1nin 4.5 olmasina dikkat edildi. Uygulamadan yaklasik 10 dakika
once hazirlandi ve karanlik ortamda tutuldu.

3.8.2. Gebe Kisrak Serum Gonadotropin (Pregnant mare serum
gonadotrophin-PMSG)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Riedstrasse 2 D-89555 STEINHEIM. Uriin
numarasi G4527, gramaj1 ise S0IU. Bu kimyasal folikiil stimiilasyonu i¢in kullanild1 ve
sodyum Klordr ile seyreltildi.

3.8.3. Insan Koryonik Gonadortopin (Human Chorionic Gonadotrophin-nhCG)

Folikiiler olgunlagsmay1 ve ovulasyonu tetiklemek icin Ovitrelle Flakon

kullanilmistir. Birim miktar1 250 mikrogram.

39



3.8.4. Yikama Medyumlari

Sperm ve oosit yikamak i¢in Hepes tamponlu HTF veya sadece HTF medyumlari
kullanildi.

Irvine Scientific marka (2511 Daimler Street Santa Ana, California 92705-5588)
Hepes medyumu kullanildi. Uriin numaras1 9319.

Life Global marka HTF medyumu kullanildi. Katalog numarast GMHT-100, birim
miktar1 ise 100 ml.

HTF medyumunun igine, aseptik kosul yaratmak ve yapismayi 6nlemek amaciyla,
1:10 oranininda HSA medyumu konuldu. Katalog numarasi1 9988, birim miktar1 12x5 ml.

3.8.5. Fertilizasyon ve Kapasitasyon Medyumlarn

Fertilizasyon ve kapasitasyon i¢in Life Global marka HTF medyumu kullanildi.
Katalog numarast GMHT-100, birim miktar1 100 ml.

Sodyum klorid, potasyum klorid, kalsiyum Klorid, potasyum fosfat, magnezyum
stlfat, sodyum bikarbonat, glukoz, laktat sodyum tuzu, sodyum piruvat, gentamisin, fenol
kirmizisi.

3.8.6. Klivaj ve Blastokist Medyumu

Embriyo klivaji ve blastokist gelisimi i¢in Life Global marka Global medyumu
kullanildi. Katalog numarast LGGF-100, birim miktar1 ise 100 ml. Medyumun igerigi:

Sodyum klorid, potasyum klorid, kalsiyum Klorid, potasyum fosfat, magnezyum
stlfat, sodyum bikarbonat, glukoz, laktat sodyum tuzu, sodyum pirlivat, amino asitler,
EDTA, gentamisin, fenol kirmizisi.

3.8.7. Diff-Quik Boyasi

Sperm morfolojisi degerlendirilmesi i¢in Tech-Lab’ in irettigi Diff-Quik boya
kullanildi. Katalog numarasi1 T30525C. Boyanin igerigi;

e Diff-Quik fiksatifi;
Triarilmetan boyasi
Metanol
e Diff-Quik solusyonu I (eozinofilik)

Ksantin boyasi

ph tamponu

Sodyum azid

e Diff-Quik solusyonu Il (bazofilik)

Tiazin boyasi
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pH tamponu

3.8.8. Glukometre

Accu-Check Go Roche (mg/dl)

3.8.9. Goruntuleme Sistemi

OCTAX Eyeware MX 2.0

3.8.10. Inkiibatérler

SANYO Oy/coz inkiibator MCO-18M
3.8.11. Mikroskoplar

Olympus 1X71 inverted mikroskop
Olympus SZX7, ZS61 DF PLAPO/X-4 stero mikroskoplar
Olympus CX31 faz kontrast mikroskop
3.9. Istatistiksel Veriler

Her iki grup arasindaki sperm morfolojisini ve anormal kriterler arasindaki farki
belirlemek icin MedCalc version 12.0.3" iin Chi-Square (Ki-kare, y? ) testi kullanilmustir.

p<0.05 saglayan p degerleri istatistiksel agidan anlamli sonuglar olarak kabul edilmistir.
Oosit sayilarinin ve embriyo oranlarinin karsilastirildig: istatistiksel veriler SPSS

13.0’ in nonparametrik Mann- Whitney U testi kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve diyabet

gruplarinin degerleri karsilastirildiginda p<0.05 gozlenen p degerleri, istatistiksel agidan

anlamli sonuglar olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
Calismamizda iki grup mevcuttur. Bu gruplar:

1. Grup: Kontrol Grubu

2. Grup: Diyabet Grubu

10 adet kontrol, 10 adet diyabet grubu erkek fare sakrifiye edildikten sonra
spermler epididimin kaudal boéliminden ve vas deferensten alindi. Hazirlik islemlerinden
gegirildikten sonra bir kismi ile morfolojik degerlendirme icin yayma yapildi. Morfoloji,
Kim’ in kriterlerine gore degerlendirildi. Normal ve anormal spermler saptanarak oran
cinsinden Karsilastirildi. Bir kismu ise motilite degerlendirmesi igin lama yayildi. iki
grubun progresif motil spermleri oran cinsinden karsilastirildi. Spermlerin kalan kismai ise
IVF islemine tabi tutularak fertilizasyon oranlari, Grade A ve Grade B embriyolar
sayilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Bunlara ek olarak her iki grup arasinda
gelisimi durmus embriyo oranlari belirlendi.

Morfoloji degerlendirmesi i¢in her bir gruptan 800 adet olmak Uzere toplam 1600
adet sperm sayildi. Bulgularimiz sonucunda normal morfolojiye sahip spermlerin sayisi
kontrol grubunda 566, diyabet grubunda 390 olarak sayildi. Bu veriler oransal olarak
kontrol grubunda %70.75, diyabet grubunda %48.75° dir. Anormal sperm sayilari ise
kontrol grubunda 234, diyabet grubunda 410 olarak saptandi. Oransal olarak
degerlendirildiginde kontrol grubunda %29.25, diyabet grubunda ise %51.25 oraninda
saptand1 (Cizelge 4.1). Kontrol ve diyabet grubuna ait normal morfolojideki spermler
sirastyla Sekil 4.1 ve 4.2° de gosterilmistir. Semende gorilen anormal spermler diyabet

grubunda kontrol grubuna oranla yuzde 75.21 oraninda arttig1 saptanmistir. Bu degerlerin
istatistiksel agidan anlamliligina bakildiginda ( x2= 79.589, p<0.0001) ortaya ¢ikan degerler

anlamli olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1. Kontrol ve Diyabet Grubu Sperm Morfolojisi Y uzdesi

Sperm %
80+
70+
60+
50+
40-
30+
20+
10

0.

70,75

48,75 51,25

O Normal
29,25 . |l Anormal

Kontrol Diyabet
Grubu Grubu
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Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait normal morfolojideki spermler gérilmektedir. 40x inverted
mikroskop

Sekil 4.2 Diyabet grubuna ait normal morfolojideki spermler gortlmektedir. 40x inverted
mikroskop
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Gozlemlerimiz sonucunda, fare spermlerini bag kisminda yer alan apikal kanca
yardimiyla birbirlerine tutunduklan i¢in baz1 kisimlarda 10-50 hiicreli kiime seklinde
spermler oldugunu gordiik (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Normal gruptaki kiimelesmis fare spermleri goriilmektedir. 40x inverted
mikroskop
Elde edilen spermleri amorf spermler (Sekil 4.4, Sekil 4.5), ¢cengelsiz spermler

(Sekil 4.6, Sekil 4.7), kivrilmis orta pargali spermler (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10) ,
kivrik kuyruklu spermler (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14) ve kisa kuyruklu spermler
(Sekil 4.15) olarak ayrintilt morfolojik kriterler ile degerlendirdigimizde, diyabet grubunda
kontrol grubuna gore artis gézlendi.

Calismamizda anormal spermler arasinda degerlendirilen amorf sperm sayisi
kontrol grubunda 127, diyabet grubunda 210 adet tespit edilmistir. Oranlar1 ise kontrol
grubunda %15.5 diyabet grubunda %26.25 olarak bulundu (Cizelge 4.2, Cizelge 4.7). Bu

degerler istatistiksel acidan karsilastirildiginda ¢ikan fark anlamlidir (XZ: 45.534,

p<0.0001). Yapilan yaymalarda istisna olarak ¢ift kuyruklu spermler de gozlemledik (Sekil
4.11, Sekil 4.14).
Cizelge 4.2. Kontrol ve Diyabet Gruplarindaki Anormal Sperm ve Amorf Sperm Yiizdeleri

Sperm %
60

50
40 O Kontrol Grubu
29,25

30 5 H Diyabet Grubu
20 1

10
0

51,25

Anormal Amorf
Sperm Sperm
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Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait amorf fare spermleri gortlmektedir. 40x inverted mikroskop

Sekil 4.5. Diyabet grubuna ait amorf fare spermleri gériilmektedir. 40x inverted mikrosop
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Anormal spermler grubuna dahil cgengelsiz spermler sayildiginda kontrol grubu
farelerde (Sekil 4.6) 21, diyabet grubu farelerde ise (Sekil 4.7) 46 adet oldugu tespit edildi.
Oram1 kontrol grubu farelerde %2.62, diyabet grubu farelerde ise %5.75 olarak saptandi
(Cizelge 4.3, Cizelge 4.7). Bu degerler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (x*-18.752,
p<0.0001)

Cizelge 4.3. Kontrol ve Diyabet Gruplarindaki Anormal Sperm ve Cengelsiz Sperm
Yuzdesi

D'

Spergré_0

50-
40
30+
20
10

0-

O Kontrol Grubu
l Diyabet Grubu

Anormal Cengelsiz
Sperm Sperm

Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait normal fare spermi (ok) ve gengelsiz basli fare spermi (ok
basi) goriilmektedir. 40x inverted mikroskop
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Sekil 4.7. Diyabet grubuna ait ¢engelsiz fare spermleri goriilmektedir. 40x inverted
mikroskop

Bulgularimizda siklikla rastladigimiz anormal spermlerden olan kivrik orta pargali
spermlerin kontrol grubunda 64 (Sekil 4.8), diyabet grubunda 84 adet oldugunu (Sekil 4.9,
4.10) tespit ettik (Cizelge 4.7). Bu defekt, kontrol grubunun %8’ ini, diyabet grubunun ise
%10.5” ini olusturmaktadir (Cizelge 4.4, Cizelge 4.7). Cikan sonuglar istatistiksel olarak

anlamlidir (x’= 12.683, p=0.0004)

Cizelge 4.4. Kontrol ve Diyabet Gruplarindaki Anormal Sperm ve Kivrik Orta Parcali
Sperm Yzdesi

Sperm %
60-
50-
40-
30+
20- OKontrol Grubu
10,5
10- l Diyabet Grubu
0-
Anormal Kivrik
Sperm  Orta
Parcali
Sperm
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Sekil 4.8. Kontrol grubuna ait kivrik orta parcali spermler (0k) gorulmektedir. 40x inverted
mikroskopg

Sekil 4.9. Diyabet grubuna ait kivrik orta pargali spermler gériilmektedir. 10x inverted
mikroskop

Sekil 4.10. Diyabet grubu solda kivrik orta pargali sperm, sagda normal sperm (0K bas1)
gorilmektedir. 40x inverted mikroskop



Sekil 4.11. Diyabet grubuna ait solda (ok ile gosterilmis) amorf sperm, sagda ise (ok
baslari ile gosterilmis) ¢ift kuyruklu sperm gosterilmistir. 40x inverted mikroskop

Kim’ in kriterlerine gore kivrik kuyruklu sperm sayisini kontrol grubunda 18 (Sekil
4.12), diyabet grubunda 52 (Sekil 4.13), oranini ise sirasiyla %2.25 ve %6.5 olarak bulduk
(Cizelge 4.5, Cizelge 4.7). Cikan veriler istatistiksel olarak anlamhdir (x*=28.484,
p<0.0001).

Cizelge 4.5. Kontrol ve Diyabet Gruplarindaki Anormal Sperm ve Kivrik Kuyruklu Sperm
Yuzdesi

Sperm %
60+
50+
40_
30+
20+
10+

0_

O Kontrol Grubu
W Diyabet Grubu

Anormal  Kivrik <
Sperm  Kuyruklu
Sperm
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Sekil 4.12. Kontrol grubu kivrik kuyruklu spermleri. 40x inverted mikroskop

Sekil 4.13. Solda diyabet grubu, sagda kontrol grubu kivrik kuyruklu sperm goérilmektedir.
40x inverted mikroskop
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Sekil 4.14. Diyabet grubuna ait solda (ok) kivrik kuyruklu, sagda ise (ok bas1) ¢ift
kuyruklu fare spermi goriilmektedir. 40x inverted mikroskop

Kisa kuyruklu sperm sayisini kontrol grubunda 4, diyabet grubunda 18 (Sekil 4.15)
tespit ettik. Tiim spermler i¢indeki oran1 kontrol grubunda %0.5, diyabet grubunda %2.25’
tir (Cizelge 4.6, Cizelge 4.7). Bu sonuclarn istatistiksel olarak anlamliligina bakildiginda

cikan deger ;- 13.245 ve p=0.0003 olarak anlamli bulunmustur. Sperm morfolojisine ait

bulunan tiim sonug ve degerler Cizelge 4.7° de verilmistir.

Cizelge 4.6. Kontrol ve Diyabet Gruplarindaki Anormal Sperm ve Kisa Kuyruklu Sperm
Yzdesi

Sperm %

60 51,25
50

40
30
20

10 05225
0

29

OKontrol Grubu
E Diyabet Grubu

Anormal Kisa
Sperm  Kuyruklu
Sperm
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Sekil 4.15. Diyabet grubuna ait kisa kuyruklu spermler. 40x inverted mikroskop

Sekil 4.16. Kontrol grubuna ait fare spermleri gériilmektedir. Ustte solda (kalin ok) normal
morfolojideki fare spermi, iistte sagda (ince ok) amorf fare spermi, altta (ok bas1) yapisik
fare spermleri gorilmektedir. 40x inverted mikroskop
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Cizelge 4.7. Sperm Morfolojisi Sonug ve Degerleri

Normal Anormal Amorf Cengelsiz | Kivrik Kivrik Kisa
Orta Kuyruk | Kuyruk
Parca

n % n % n % n % |n| % | n| % | n| %

Kontrol | 566 | 70.75 | 234 | 29.25 | 127 | 1587 | 21 | 262 |64 | 8 |18 |225| 4 | 05
Grubu

Diyabet | 390 | 48.75 | 410 | 51.25 | 210 | 26.25 | 46 | 5.75| 84 | 105 |52 | 6.5 | 18 | 2.25
Grubu

2 79.589 45.534 18.752 12.683 28.484 13.245

P p<0.0001 p<0.0001 | p<0.0001 | p=0.0004 | p<0.0001 | p=0.0003

Fare sperm motilitesi, lam alani igindeki hizli ileri ve yavas ileri hareketli
spermlerin sayisina bakilarak degerlendirildi. Kontrol ve diyabet gruplarinin her birinden
800 sperm degerlendirildi. Progresif motil spermler; kontrol grubunda yuzde 80, diyabet
grubunda ise ylizde 50 oraninda gozlendi (Cizelge 4.8). Diyabet grubunda motilite kontrol
grubu spermlerine oranla ylizde 37.5 azalmistir. Cikan sonuglar istatistiksel agidan anlamli
bulundu (x*=156.926, p<0.0001).

Cizelge 4.8. Kontrol ve Diyabet Grubu Hareketli Sperm Y uzdesi
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Hareketliligi % 80
80

70
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Morfoloji ve motilite degerlendirmesinden sonra kalan spermleri, stimilasyon
uygulanmis disi fare oositlerinde IVF islemi icin kullandik. Toplam 25 disi farenin 12
tanesinden elde edilen 130 oosit, kontrol grubu spermleri ile déllenmek i¢in ayrildi. Kalan
13 disi fareden elde edilen 134 oosit, deney grubu spermleri ile déllenmesi i¢in ayrildi. Bu
iki grup arasindaki oosit sayilari normal dagilim gostermektedir. Kontrol grubu spermleri
ile dollenecek olan disi farelerden ortalama 10.83+0.44, diyabet grubu spermleri ile
dollenecek olan disi farelerden ortalama 10.30+0.42 adet oosit ¢ikmustir. Kontrol ve
diyabet grubu spermleri ile ddllenecek olan oosit sayilari arasindaki fark anlamsizdir

(p=0.406). Bu degerlendirme bize deneyin saglikli oldugunu gostermektedir.
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Calismamizda STZ ile diyabet olusturulmus erkek farelerde gorsel olarak kilo kaybu,
halsizlik ve 6zellikle burun kenarlarinda tiy dokilmesi gozlemledik.

Kontrol grubu spermleri ile déllenmeye birakilan 130 oositin 87’ si, diyabet grubu
spermleri ile dollenmeye birakilan 134 oositin 68 i dollenebilmistir. 2 pronukleus ve 2
polarbody iceren zigotlar fertilizasyonu gergeklesmis zigotlar olarak kabul edildi. 1VF
islemi uygulanan oositlere, spermin penetrasyonlari goriilmektedir (Sekil 4.17).

Fertilizasyon oran ortalamasi kontrol grubunda 66.72, diyabet grubunda 51.14" tir.
Bu oran, diyabet grubunda anlamli derecede diistktir (p=0.000) (Cizelge 4.9). Bu veriler

bize, diyabetik farelerde fertilizasyon kalitesinin anlamli derecede diistiigiinii gosterir.

Sekil 4.17. IVF isleminde spermin zona pelusidaya penetrasyonlart gorulmektedir. 10x
inverted mikroskop

Dollenme sonucunda elde ettigimiz embriyolarin kalitesi Daniel” in kriterine gore;
blastomer sayisi, blastomer biiyiikligii ve perivitellin araliktaki — sitoplazmik
fragmantasyonlara gore degerlendirildi. Embriyolar Grade A ve B olarak ikiye ayrildi.
Blastomerleri esit biiyiikliikte, sitoplazmada fragmantasyonu %20’ nin altinda olan, 3. gin
8 Dblastomer iceren embriyolar Grade A; Dblastomerleri esit biiyiikliikte olmayan,
sitoplazmasindaki fragmantasyon oran1 %20’ den fazla olan ve 3. giinde 8’ den daha az
sayida blastomere sahip embriyolar ise Grade B olarak kabul edildi.

3. gun kontrol grubunda fertilize olan 87 embriyonun 16’ s1 Grade A, 44’0 Grade
B, 27 ‘si ise gelisimi durmus embriyodur. Diyabet grubunda fertilize olan 68 embriyonun,

9’ u Grade A, 24’ Ui Grade B, 35’ i gelisimi durmus embriyodur.
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Kontrol grubunda Grade A olarak degerlendirilen embriyolarin oran ortalamasi
17.84, Grade B olarak degerlendirilen embriyolarin oran ortalamasi 51.67, gelisimi durmus
embriyolarin oran ortalamas: ise 30.48’ dir. Diyabet grubunda Grade A olarak
degerlendirilen embriyolarin oran ortalamasi 11.75, Grade B olarak degerlendirilen
embriyolarin oran ortalamasi 34.85, gelisimi durmus embriyolarin oran ortalamasi ise
53.38’ dir. Bu veriler sonucu iki grup arasindaki Grade A embriyo orani p=0.376 ¢ikmustir.
Bu deger istatistiksel olarak anlamli degildir. Grade B embriyo orani p=0.001 ve gelisimi
durmus embriyo orami p=0.003 olarak bulunmustur. Bu iki deger istatistiksel agidan
anlamlidir (Cizelge 4.9).

Embriyolarin fragmantasyon oranlar1 birinci giinde degerlendirildiginde degisik
derecelerde fragmantasyon oranlar1 (Sekil 4.18, 4.19) ve degisik biiytikliikte blastomerler
(Sekil 4.20, 4.21, 4.22) gozlemledik.

Sekil 4.18. Birinci giin, kontrol grubu, iki blastomerli solda fragmantasyon igermeyen,
sagda %5 fragmantasyon igeren embriyo gérilmektedir. 40x inverted mikroskop
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Sekil 4.19. Diyabet grubu birinci glin embriyolari. Sol Ustte fragmantasyonsuz, sag iistte
%10 fragmante, sol altta %30 fragmante, sag altta %50 fragmante embriyo.
Fragmantasyonlar ok ile gosterilmistir. 40x inverted mikroskop

Sekil 4.20. Birinci gune ait solda kontrol grubu, sagda diyabet grubu simetrik embriyolari.
40x inverted mikroskop
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Sekil 4.21. Birinci gun asimetrik tg¢ blastomerli kontrol grubu embriyolari. 40x inverted
mikroskop

Sekil 4.22. Birinci giin asimetrik blastomerli diyabet grubu embriyolar1. 40X inverted
mikroskop

Ikinci giin embriyolarinin fragmantasyon oranlar1 degerlendirildiginde esit (Sekil
4.23 ) veya degisik biiyiikliikkte blastomerler (Sekil 4.24, 4.25) ve degisik derecelerde
fragmantasyon oranlar1 (Sekil 4.26, 4.27) gozlemledik.

Sekil 4.23. Kontrol grubu ikinci glin dort blastomerli simetrik embriyolar. 40x inverted
mikroskop
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Sekil 4.24. Kontrol grubu ikinci glin asimetrik dort blastomerli embriyolar. 40x inverted
mikroskop

Sekil 4.25. Diyabet grubu ikinci guin asimetrik dort blastomerli embriyolar. 40x inverted
mikroskop

Sekil 4.26. Kontrol grubu ikinci giin embriyolari. Solda fragmantasyonu %15, sagda %30
olan embriyolar gérilmektedir. 40x inverted mikroskop.
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Sekil 4.27. Diyabet grubu ikinci giin solda %30 fragmantasyon, sagda %70 oraninda
fragmantasyon gozlenen embriyolar gorilmektedir. 40x inverted mikroskop

gorulmektedir. Solda asimetrik 4 blastomerli, sagda ise asimetrik 2 blastomerli gelisimi
geri kalmis embriyo gorilmektedir. 40x inverted mikroskop
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Sekil 4.29. Solda kontrol grubu, sagda diyabet grubuna ait, t¢tincl gin simetrik sekiz
blastomerli Grade A embriyolar. 40x inverted mikroskop

Sekil 4.30. Kontrol grubu tGg¢tinct gun asimetrik blastomerli Grade B embriyolar. 40x
inverted mikroskop

Sekil 4.31. Diyabet grubu tgciincu giin asimetrik blastomerli Grade B embriyolar. 40x
inverted mikroskop
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Sekil 4.32. Ugiincii giin, fragmantasyon icermeyen, solda kontrol grubu sagda ise diyabet
grubu embriyolar gorilmektedir. 40x inverted mikroskop

Sekil 4.33. Diyabet grubu tctincu gin ileri derecede fragmantasyona sahip embriyolar
gorilmektedir. 40x inverted mikroskop
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Sekil 4.34. Kontrol grubuna ait tiglincii giin embriyolari. Solda (ince ok) 8 blastomerli
Grade A embriyo, ortada dollenmemis oosit, sagda (ok basi) 2 blastomerli gelisimi durmus
embriyo. 10x inverted mikroskop

Cizelge 4.9. Kontrol ve Diyabet Grubu Istatistiksel Verileri

Fertilizasyon Oran1 | 3. GUn Grade A 3. Gun Grade B Gelisimi
(OrtalamatStandart | Embriyo Orani Embriyo Orani Durmus
Sapma) (OrtalamatStandart | (OrtalamazStandart | Embriyo
Sapma) Sapma) Orani
Kontrol
Grubu
Spermleriyle
66.72 £5.46 17.84+124 51.67 £ 10.26 30.48+15.51
Doéllenmis
Oositler
(n=130)
Diyabet
Grubu
Spermleriyle
Dbllenmis 51.14 +10.28 11.75 £ 10.23 34.85 +9.82 53.38+16.59
Oositler
(n=134)
p Degerleri 0.000* 0.376 0.001* 0.003*

Yukaridaki p< 0.05 olan degerler anlamlidur.
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Calismamizdaki kontrol ve diyabet grubu spermleri ile olusan embriyolarin
minimum ve maksimum degerleri Cizelge 4.10” da verilmistir.

Cizelge 4.10. Kontrol ve Diyabet Grubu Spermleri ile Olusan Embriyolarin Minimum ve
Maksimum Degerleri

Kontrol Grubu ile Diyabet Grubu ile
Doéllenmis Disi Fare Doéllenmis Disi Fare
Oositleri Oositleri
(n=130) (n=134)
Minimum | Maksimum | Minimum | Maksimum
Oosit Sayisi 9 13 8 14
Fertilizasyon 5 9 4 7
Sayisi
Fertilizasyon 55.5 75 40 70
Orani
Grade A 0 3 0 2
Embriyo
Sayisi
Grade A 0 42.8 0 28.5
Embriyo
Orani
Grade B 3 5 1 3
Embriyo
Sayisi
Grade B 33.3 66.6 20 50
Embriyo
Orani
Olii Embriyo 0 4 2 4
Sayisi
Ol Embriyo 12.5 50 33.3 75
Orani
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5. TARTISMA

Diyabet, diinyada ve iilkemizde hizla artan bir halk sagligi sorunudur (Wild et al.
2004). Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin bozuklugu ile seyreder.
Kardiyovaskdler, endokrin, sinir ve Greme sistemi gibi bircok sistemde problemlere neden
olmaktadir. Makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelistigi kronik bir
hastaliktir (Lebovitz, 2004a, b; Pinar, 1998).

Diabetes mellitus’ a sahip bireylerin sayilar1 her gegen giin artmaktadir. WHO’ nun
2002 yilinda yayinladigi raporlara gére 2000 yilinda DM’ lu hastalarin sayis1 177 milyon
iken, 2011 yilinin agustos ayinda bu say1 346 milyon olarak belirlenmistir. 2004 yilinda 3.4
milyon kisinin yiliksek kan sekerinden dolayr o6ldiigii tahmin edilmektedir. WHO,
6lumlerden meydana gelen bu saymin 2030 yilinda ikiye katina ¢ikacagini tahmin
etmektedir (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/en/).

Diabetes mellitus kroniklestiginde bir¢ok sistemde oldugu gibi iireme sisteminde de
hasar yaratmaktadir. Bu konu ile ilgili yapilan bir¢cok ¢aligmada diyabetik hayvanlarin
testikliler fonksiyonunda bozukluk, spermiyogeneziste azalma ve anormallikler
goriilmiistiir (Murray et al. 1983; Scarano et al. 2006; Seethalakshmi et al. 1987).

Bu etkileri yuzunden biz de ¢alismamizda, diinyada yaygin olarak goriilen bir
hastalik olan Diabetes mellitus’ un fare spermleri ve Greme (zerine olan olumsuz etkilerini
arastirmay1 amagladik.

Insan spermleri veya oositleri ile yapilmasi miimkiin olmayan tiim arastirmalar i¢in
kemiriciler ¢ok iyi bir kaynaktir. Kemiriciler iizerinde yapilan deneyler ile embriyo
toksisiteleri, yeni IVF uygulama protokolleri ve benzer deneysel caligmalar
gergeklestirilebilir. Ancak fare, kobay, sican, tavsan gibi her bir cinsin ovulasyon
indiiksiyonuna farkli yanitlar verdigi gozlenmistir. Ayrica her bir tiiriin ayr1 soylar1 da
farkli yanitlar vererek bu farklilig1 daha da arttirmaktadir (Kaya, 2006).

Biz deneysel calismamizda, literatirde birgok ¢aligmada verimli ovulasyon
indiksiyonu ve diyabet siirecinin kolay gergeklesebilmesi agisindan tercih edildigi gibi
CD-1 1k disi ve erkek fareler kullandik (Hayashi et al. 2006; Ho et al. 2001; Huang et al.
2008; Imaeda et al. 2002; Jefferson et al. 2005; Rossini et al. 1977; Wright et al. 1988;
Rydgren et al. 2007; Sanguinetti, 1995; Sugimoto 2007).

Kontrollii ovaryan stimiilasyon olusturma protokolii; McGill Universitesi Jinekoloji
ve Obstetrik Departmani Reprodiiktiif Biyoloji Bélimiinden Ri — Cheng Chian , Ph.D.

tarafindan gelistirilmis ve c¢alismamizda referans olarak kullanilmistir. Birgok
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arastirmacinin tercih ettigi bu protokole gore; 5 IU Gebe Kisrak Serum Gonadotropini i.p
yolla enjekte edildikten 48 saat sonra 5 IU insan koryonik gonadotropini enjekte edildi.
(Kim and Moley, 2008; Moley et al. 1991; Wang et al. 2006; Ward, 2005). Calismalarda
deney hayvaninin cinsine gore tercih edilen protokolin de degistigini gormekteyiz. Bu
ylzden bazi ¢aligmalarda farkli dozajlarda stimiilasyon protokolleri uygulanmistir (Ertzeid
and Storeng, 2001; Jefferson et al. 2005; Johnson and Sidman, 1979).

Bazi arastirmacilara gore, kontrollii ovaryan stimiilasyon klinik olgular1 ve embriyo
implantasyon olgularin1 anlamli derecede etkileyebilir. Stimiilasyon ile 0Ostrojenin
fizyolojik dizeyi, endometriyal homeostaz ve uterin reseptivitesi degisebilir ve bu
degisimler klinik olgulara neden olabilir (Forman et al. 1988; Simon et al. 1995; Yu et al.
2000). Stimiilasyonun klinik vakalara ters yonde etkisi yagh partnerlerde artmis, genclerde
ise dengelenmistir (Elizur et al. 2005).

Literatiirdeki ¢ogu arastirmaci gibi, kemirgenlerde diyabet olusturma modeli olarak,
STZ’ ni tercih ettik (Amaral et al. 2006; Bolzan and Bianchi, 2002; Frenkel et al. 1978; de
la Garza-Rodea et al. 2010; Giron et al. 1999; Imaeda 2002; Kim and Moley, 2008;
Mallidis et al. 2009a; Shrilatha and Muralidhara, 2007; Sudha, 2000; Steger, 1990; Tanaka
et al. 2001; Sanguinetti, 1995; Scarano et al. 2006; Soudamani et al. 2005). Bazi
aragtirmacilar ise diyabet olusturma modeli olarak alloksani (Abdel-Barry et al. 1997; El-
Demerdash et al. 2005; Kirchick et al. 1979; Rao et al. 1999) tercih etmistir.

Hayvan ¢alismalar1 gostermistir ki STZ ile olusturulmus diyabetik hayvanlarda 15
giin sonra sperm sayist ve kalitesi diismiistiir (Amaral et al. 2006; Ballester et al. 2004;
Scarano et al. 2006). Biz de ¢alismamizda spermleri toplar ve degerlendirirken iireme
sisteminin etkilenmesi i¢in kroniklesme siirecini bekledik. Bu amagla fareleri bir ay sonra
sakrifiye ederek spermlerini topladik.

Sexton ve Jarow 1997 yilinda yaptigi bir calismada, diyabetin viicutta yaptigi
zararh etkilerin arasinda metabolik kontroliin bozulmasi ve ndropatinin goriilmesinin
diyabetin kroniklestiinin bir gostergesi oldugunu; semen parametreleri iizerinde de
olumsuz etkilerinin bu donemde siklikla goriildiigiinii ortaya koymustur.

Shrilatha ve Muralidhara’ nin 2007 yilinda yaptig1 ¢alismada, yiiksek doz STZ ile
diyabet olusturulan hayvanlarin (150-200mg/kg), Lubec ve arkadaslarinin 1998 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada uyguladiklari daha diisiik doz (40-50 mg/kg) STZ ile olusturulan
diyabetik hayvanlara gore, oksidatif stres seviyelerinde artis gozlemistir. Bunun i¢in biz de

diyabeti olusturabilecek en diisiik ve ideal dozda STZ enjekte ederek kimyasalin negatif
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etkisini en aza indirmek istedik. Bunun i¢in STZ miktarin1 100mg/kg olarak verdik (Arora
et al. 2009; Budak 2010; Hayashi et al. 2006; Kim and Moley, 2008, Sanguinetti, 1995).
Kan glukoz duzeyi >200mg/dl olan fareleri diyabet kabul ettik (Budak, 2010; Kim et al.
2006; Wright, 1988).

Calismamizda paternal kaynakli diyabetin erkek {ireme hiicresi olan spermin
morfolojisini, hareketliligini ve bu spermlerle ddllenen oositten embriyo olusma oranini ve
embriyo kalitesini nasil etkiledigini arastirmayi amagladik.

Tip 1 DM’ un semen parametreleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda arastirmacilar
farkli goriigler belirtmistir.

Isik mikroskobunun kullanildigi, Tip 1 DM’ la ilgili insan semen kalitesine bakmak
icin yapilan iki c¢alismada semen parametrelerinde tip 1 diyabet sonucu azalma
gbzlenmistir (Garcia-Diez et al. 1991; Padron et al. 1984).

Bu iki calismadan farkli olarak, Handelsman ve arkadaglari (1985) yilinda,
diyabetik erkeklerde anlamli olan azalmanin sadece semen hacmi ve toplam sperm {iretimi
oldugunu iddia etmistir.

Ali ve arkadaslar1 ise 1993 yilinda, DM’ lu bireylerde sperm konsantrasyonu ve
toplam sperm tiretiminde artis oldugunu, sperm morfolojisinde degisiklik olmadigini, fakat
hareketliliginde diisiis oldugunu gézlemlemistir.

Vignon ve arkadaslar1 (1991), diyabetin insanlarda spermatogenez ve hipotalamik-
pituiter ve testikiiler sistem iizerine anlamli derecede zararinin olmadigini sdylemislerdir.
Yapilan ¢aligmada, 24-40 yaslar1 arasinda, 2-30 sene boyunca diyabet olan diyabet ve
saglikli erkeklerin semenlerine bakilmistir. Diyabetli bireylerde yiiksek sperm sayist ve
konsantrasyonu gozlemlenirken, sperm hareketliliginde bir degisme gozlemlememis,
anormal sperm ise bizim sonuglarimiza benzer olarak diyabetik hastalarda sagliklilara
oranla yiiksek oranda gbzlenmistir. Vignon’ un bulgular1 bazi1 arastirmacilarla oldugu gibi
bizim bulgularimizin bir kismiyla da ¢elismektedir (Bacetti et al. 2002; Sexton and Jarrow,
1997). Vignon ve arkadaglar1 (1991) ayrica, calismaya ait diyabetik erkeklerin hicbirine
kisir diyemeyeceklerini ve bu erkeklerin diyabet oldugu halde baba olabildiklerini
gozlemlemislerdir. Bu durum bize disi iireme sisteminin, spermler arasindan iyi kalitedeki
spermi segebilme yeteneginden kaynaklanmis oldugunu diistindiirmiistur.

Diyabetin deneysel modelini gosteren ¢aligmalarda, STZ ile diyabet olusturulmus
erkek kemirgenlerde fertilizasyonda azalma gozlenmistir (Frenkel et al.1978; Paz et

al.1978). Buna ragmen bazi arastirmalar spermatogenez ve sperm fonksiyonu ile direk
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iliskilidir (Ballester et al. 2004; Eltseva et al. 1993; Scarano et al. 2006). Calismamizda
diyabet ile ilgili arastirmacilarin lizerinde durdugu fertilizasyon ve sperm kalitesini ele
alarak, hem iki faktor arasinda baglanti kurmay1r hem de embriyonun iigiincii gline kadar
olan siirecteki gelisimini incelemeyi uygun gordiik. Calismamizda Padron (1984) ve
Vignon (1991)’ a paralel olarak, STZ ile DM olusturulmus farelerde sperm morfolojisinin
anlaml1 derecede bozuldugunu goézlemledik. Degerlendirdigimiz her bir anormal morfoloji
diyabetik farelerde istatistiksel agidan anlamli derecede artmis, kontrol grubuna gore
anormal morfolojide istatistiksel olarak anlamli derecede artis gézlenmistir (p< 0.0001).

Wyrobek ve Bruce 1975 yilinda yaptigi ¢alismada; gesitli kimyasal ajanlarin
farelerdeki farkli sperm anormallikleri iizerine etkisine bakmis, topladig: spermler Eosin Y
ile boyanarak her bir gruptan 2000 adet sperm sayilmig ve morfolojileri tespit edilmis.
Calismamiza benzer olarak kullandiklar1t morfoloji kriterleri; normal sperm, ¢cengelsiz basl
fare spermi, amorf sperm ve ¢ift kuyruklu fare spermidir. Bunun disinda, muz bagh fare
spermi, kendi {istiine kivrilmig sperm de degerlendirdikleri morfoloji kriterleri arasindadir.
Sonug olarak, farkli kimyasal ajanlarin farkli sperm morfolojisi bozukluklarina yol agtigi
ve bu kimyasal ajanlarin teratojenik, karsinogenik ve mutajenik etkiler yaratabilecegi
yoniindedir. Biz de bu calismaya benzer olarak diyabetin sperm morfolojisi Uzerine
etkisine baktik. Farkli olarak Eosin Y yerine, IVF merkezlerinde siklikla kullanilan Diff-
Quik boyasini kullandik.

Wyrobek ve Bruce’ un kullandig1 morfoloji kriterlerinden farkli olarak, diyabet ile
kontrol gruplart arasinda kivrilmis orta pargali spermleri, kivrik ve kisa kuyruklu spermleri
de degerlendirmeye aldik. Bulgularimiz sonucunda degerlendirdigimiz amorf sperm,
cengelsiz sperm, kivrilmis orta pargali sperm, kivrik ve kisa kuyruklu spermler diyabetik
farelerde sirasiyla %26.25, %5.75, %10.5 %6.5 ve %2.25 olarak bulunmustur. Kontrol
grubunda ise bu oranlar sirasiyla %15.87, %2.62, %8, %2.25 ve %0.5’ tir. Ayn1 morfoloji
kriterleri her iki grup arasinda kiyaslandiginda ¢ikan farklarin her biri istatistiksel agidan
anlamlidir.

Kim ve arkadaslar1 1999 yilinda, sicanlara intravendz yolla farkli dozlarda
antikanser ajam1 olan DA-125" 1 vererek testikiiler sitotoksiteyi aragtirmistir. Sperm
morfolojilerini kriter olarak kullandigimiz bu calismada; normal sperm, kiiciik kafali
sperm, ¢ift baslt sperm, amorf sperm, c¢engelsiz sperm, kivrik ve kisa kuyruk kriterleri
kullanilmistir. Bulgulara gore; kontrol ve deney grubu sicanlarinda bahsedilen morfoloji

kriterleri arasinda istatistiksel agidan anlamli farklar gozlenmemistir.
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El-Seedy ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklari g¢alismada, karsinojenik bir
kimyasal olan iiretan ve tiimor olusturucu bir kimyasal olan indoksan kullanmis, bunlarin
fare sperm morfolojisi {izerindeki etkilerini incelemistir. Bulgularinda, {iretan ve benzer
olarak indoksanin, normal gruptaki fare spermlerine gore sperm kalitesini anlaml1 derecede
olumsuz yonde etkiledigini saptamislardir. Her iki deney grubunda bas ve kuyruklarda
goriilen sperm morfolojisinin, normal gruba gore p<0.001 degeri ile anlamli derecede
bozuldugu goézlenmistir. Kullandigimiz ortak morfolojiler normal sperm, amorf bas ve
cengelsiz spermlerdir. Degerlendirme yaparken, kriterleri tek tek ele almak yerine, sperm
morfolojilerini normal ve anormal olmak tiizere iki temel grupta toplamislar, anormal
morfoloji kriterlerini de bas ve kuyruk anormallikleri olarak ikiye ayirmislardir. Biz
calismamizda sperm morfoloji kriterlerini daha fazla gruba ayirarak, Tip I DM’ un hemen
tim alt gruplan igeren genel morfolojik bozukluga m1 yol agiyor, yoksa belirli bazi alt
gruplarda morfolojik anormallikler mi yaratiyor gormek istedik ve gordik ki tim alt
gruplar1 igeren genel bir sperm morfoloji bozukluguna yol agiyor. Diyabetin sperm
morfolojisinde gosterdigi bu bozukluklar, diger bazi arastirmacilart destekler niteliktedir
(Bacetti et al. 2002; El-Seedy et al. 2005; Padron et al. 1984; Vignon et al. 1991). Baz1
arastirmacilar ise diyabetin sperm morfolojisi lizerine etkisinin bulunmadigini iddia
etmiglerdir (Ali et al. 1993; Scarano et al. 2006).

Scarano ve arkadaslar1 (2006), STZ ile diyabet olusturulmus siganlarin, epididimal
spermin kalitesini, sayisini, organ ve viicut agirliklarini arastirmis, diyabetik siganlarda
organ ve viicut agirliklarinin distiigiinii belirtmistir. Bu degisikliklerin serum insiilin
azalmasindan kaynaklandigini1 disiinmiislerdir. Sperm morfolojisini normal ve anormal
olmak tizere ikiye ayirmislar, bu iki grup arasinda anlaml bir fark tespit edememislerdir.
Diyabet olusma siiresine baktigimizda spermlerin bir hafta daha erken toplandiginm
goriiyoruz ki bu da bize olusan diabetin heniiz kronikleserek iireme sistemine zarar
vermedigini  diisiindiirmektedir. Diyabet kroniklesmedigi ig¢in sperm morfolojisi
etkilenmemistir. Ayrica galisilan deney hayvaninin sigan olmasi hem kroniklesme igin
bekleme siiresinin daha da uzamasi1 gerektigini, hem de farelerin STZ* ne kars1 direncinin
siganlara oranla daha diisiik olma ihtimali nedeniyle morfolojide degisiklik gézlenmemis
olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda sperm morfolojisinin diyabetik farelerde bozuldugunu belirtmistik.
Fakat anormalliklerin etiyolojisinin nedeni tam olarak bilinmemekte, bu bozulmanin ¢esitli

sebeplerden dolayr meydana gelebilecegini diisiinmekteyiz. Giron ile arkadaglarinin (1999)
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ve Wiernsperger’ in (2003) yaptiklar1 ¢alismalarda, diyabetik bireylerde reaktif oksijen
radikallerinin artmasi ile oksidatif stresin arttigin1 ve antioksidanlarin koruma giiciinde
azalma meydana geldigini gézlemledikleri, bize sperm morfolojisinin bozulmasinin bu
sebeple olabilecegi ihtimalini diisindiriyor. Lee ve arkadaslar1i (1997), diyabetik
dokularda mitokondriyal DNA mutasyonlarinin arttigini belirtmistir. Bu da bize oksidatif
stresin mitokondriyal DNA ile iliskilendirilebilecegini diisiindiiriir. Spermin barindirdig:
mitokondriyal DNA’ da, diyabetin etkisiyle mutasyonlarin meydana geldigini varsayarsak,
sperm morfolojisinde meydana gelebilecek anormallikler de g6z ardi edilemeyecek
gerceklerdendir. Ayrica diyabetin sperm parametresine negatif yonde etki ettigi diger
goriigler ise Chen ile ark. (1997) ve Kao ile arkadaglar1 (1998)” ndan gelmistir. Yaptiklari
caligmada oksidatif stresin; sperm DNA’ sina ve spermin lipid yapisina hasar vererek,
spermin hareket kabiliyetini engelledigini ve fertiliteyi azalttigin1 belirtmislerdir (Chen et
al. 1997; Kao et al. 1998).

Kim ve Moley, 2008 yilinda yaptig1 ¢alismada, iki farkli Tip 1 diyabetik fare
modeli kullanmig, STZ ile olusturulmus Tip 1 diyabet fare modeli ve bunun kontrol grubu
ile, bizim calismamizdan farkli olarak, testisten eksprese edilen glukoz transferini
kolaylastirict elementlerden olan SLC2A’ ye bakmis, bu iki grubu karsilagtirmistir.
Diyabetiklerde, kaudal epididimal sperm konsantrasyonunun azaldigini, progresif yonde
hareket gdsteren spermlerin %50 oraninda diistiigiinii, hareketsiz spermlerin sayisinin ise
arttigin1 belirtmistir. Bu verilerin sonucu olarak Kim ve Moley; diyabet ile sperm
hareketliliginin ve SLC2A ekspresyonunun degismesi sonucunun, subfertiliteye neden
olabilecegini belirtmistir. Benzer olarak biz de fare sperm motilitesini degerlendirdigimiz
calismamizda, kontrol grubu farelerde %80, diyabet grubu farelerde %50 hareketlilik
saptayarak motilitenin diistiiginii gézlemledik. Yani kontrol grubuna oranla diyabetik
farelerin sperm hareketliliginde %37.5 oraninda azalma saptadik. Cikan bu sonug
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.0001) ve Kim ve Moley (2008)’ i destekler niteliktedir.

Bazi aragtirmacilar diyabetin, spermatogenezisin endokrin kontrolii {izerinde
hipotalamo-hipofizer sistemindeki bozuklugun etkili oldugunu belirtmektedir (Baccetti et
al. 2002; Ballester et al. 2004; Daubress et al. 1978; Dinulovic and Radonjic, 1990; Garcia-
diez et al. 1991; Handelsanman et al., 1985). Baz1 arastirmacilar ise bunun aksine DM ile
karbonhidrat dengesindeki degisimlerin lireme sisteminde bozukluga yol agtigini, sadece
hipotalamik dongiiniin degil, iireme organlarmi da olumsuz yonde etkiledigini

sOylemektedir (Ali et al. 1993a; Handselman et al. 1985; Niven et al. 1995; Vignon et al.

69


http://www.reproduction-online.org/cgi/content/full/136/3/313#BIB56
http://www.reproduction-online.org/cgi/content/full/136/3/313#BIB32
http://www.reproduction-online.org/cgi/content/full/136/3/313#BIB9
http://www.reproduction-online.org/cgi/content/full/136/3/313#BIB9
http://www.reproduction-online.org/cgi/content/full/136/3/313#BIB9
http://www.reproduction-online.org/cgi/content/full/136/3/313#BIB28

1991). Hatta bazi arastirmacilar hayvan deneyleri ile gostermislerdir ki hipotalamo-
hipofizer dongiiniin bir sonucu olan, gonadotropin salgisinin azalmas1 diyabeti
tetiklemektedir (Johnson ve Sidman, 1979; Rossi and Bestetti, 1981). Bu sonu¢ bize DM’
un hem bu dongiiyii bozdugu hem de bozulan dongii sonucu diyabetin tetiklendigi, bunun
olumsuz etkisi olarak, kisir bir dongiiye girildigini gostermektedir. Frenkel ve arkadaglar
1978 yilinda, puberte Oncesi hayvanlari diyabet yaparak fertilite oranlarinin azaldigini
acikca gozlemlemisleridir. Bazi arastirmacilar, DM hastalarinin yaklasik %90’ 1nda,
hiperglisemiden kaynakli testikiiler fonksiyon bozuklugu oldugunu ve bu nedenle libido ve
infertilitede diisiis ve kisirlik oldugunu gozlemlemislerdir (Cameron et al. 1990; Jiang,
1996).

Steger ve arkadaglarinin 1989 yilinda, STZ ile olusturulmus diyabetik yetiskin
siganlarda noroendokrin ve seksiiel davraniglarla ilgili yaptiklar1 ¢alismada kontrol
grubuna oranla daha az sayida diyabetik sicanin ejekulasyon yapabildigini
gozlemlemiglerdir. Ve bu kopulatuar davraniglarinin, diyabetik bireylerde testesteron
seviyelerinin diismesi sebebiyle gerceklestigini diistinmiislerdir.

Aynmi c¢alismaci 1990 yilinda yaptigi bir baska calismasinda, STZ ile DM
olusturulmis sicanlarda testesteronun plazma seviyelerinin diistiiglinii tespit etmis ve bu
diisiikliigiin tek basina olmasa da baska mekanizmalarla birlikte bozulmus kopulatuar
davraniglardan sorumlu olabilecegini diisiinmiistiir. Benzer olarak Sudha ve arkadaglari
(2000), serum testesteron ve FSH diizeyinin diyabetik si¢anlarda diistiiglinii gézlemlemistir

Kniel ve arkadaslarmma gore (1986), STZ, kopulatuar fonksiyon bozuklugunu
tetikler bu olay testesteron cevabinin tetiklenmesinden kaynaklanabilir ve bu
gostermektedir ki diyabetlilerde kopulatuar davraniglarin tetiklenmesi direk veya indirek
olarak insulin veya glukozun adrenerjik aktivitesine baghdir.

Soudamani ve arkadaslarina gore (2005), STZ ile olusturulmus diyabetlilerde,
diyabetin seksiiel olgunlagma sirasinda degisen epididimal epitelin olusum ve islevine
zararl etkileri vardir. Literatiirdeki ¢alismalardan bazilari, yliksek dozda STZ’ nin, erkek
kemirgenlerde testikiiler testesteron iiretiminin azalmasina neden oldugunu (Sanguinetti et
al. 1995; Scarano et al. 2006) ayrica STZ ile diyabet olusturulmus si¢anlarda, dogurganlik
davraniglarinda, fertilizasyon kapasitesinde ve ejekulasyonda deger kayiplart oldugunu
gozlemlemistir (Hassan et al. 1993; Scarano et al. 2006).

Cameron ve arkadaslar1 (1985), diyabetik hastalarda seminifer tiibiil epitelinde

hiicre ve spermatid azalmasi gozlendigini belirtmistir. Bazi tiibiillerin duvarlarinda agiri
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derecede duvar kalinlagmasi ve spermatogenik hiicrelerin azaldigini gézlenmistir. Ayrica
kiiglik veniil ve arteriyol duvarlarinda da kalinlasma oldugunu ve sonu¢ olarak, diyabet
grubunda testikiiler morfolojinin bozuldugunu gézlemlemislerdir.

Bacetti ve arkadaslarimin 2002 yilinda yaptig1 bir ¢alismada; tip 1 diyabetten
etkilenen 24 diyabetik ve 22 kontrol grubu erkeklerin hipotalamik-pitliter ve testis
metabolizmasina bakilmig ve karsilagtirma yapilmistir. DM’ a sahip erkeklerde, kontrol
grubuna gore, seminal plazma hacminde, sperm konsantrasyonunda veya toplam sperm
sayisinda bir degisiklik olmadigini, ancak sperm hareketliliginin p<0.05 degeri ile anlamli
derecede distiigiinii sOylemistir. Bulgularimiz bu yoOniiyle calismaya benzerlik
gostermektedir. Calismamizdan farkli olarak TEM kullandiklar1 ¢aligmada, olgunlasmamis
spermler ve diyabet sonucu apoptoz ve immun sistemle ilgili hasarlar bulundugunu;
akrozomda, ¢ekirdekte, mitokondride ve plazma membraninda degisiklik oldugunu tespit
etmislerdir. Diyabet erkeklerdeki iireme bozukluklarinin, hipotalamik, pituiter, testikiiler
hasarlar sonucu olusabilecegini, hasarli spermatogenezisin belki de direk testikiiler etkiler
sonucu olusabilecegini diisiinmiislerdir. Ayrica gonadotropin yanitin azalmasi ile
spermlerde anormallikler olusabilecegini belirtmislerdir.

Amaral ve arkadaslar1 (2006); spontan diyabetik ve STZ ile olusturulmus Tip 1
diyabetik erkek sicanlarda diyabetin oksidatif strese etkisini ve bunun sperm kalitesini
nasil etkiledigine bakmislar. Sperm hareketliliginin bir ve ii¢ aylik STZ ile diyabet
olusturulmus siganlarda, bes aylik kontrol grubuna oranla anlamli derecede diistiigiini
belirtmislerdir. Ayrica STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarin kontrol grubuna oranla
sperm hareketliliginde istatistiksel agidan anlamli derecede diisiis oldugunu belirtmislerdir
(p<0.01). Calismamizda sperm hareketliligi Amaral ve arkadaslarinin bulgularina benzerdi.

Murray ve arkadaslarinin (1985), diyabetik sicanlarin testikiiler histolojisini ve
gorlntiisiinii degerlendirdigi calismasinda, sperm igerigi diyabetik sicanlarda anlamli
derecede diismiistiir, bunun sonucunda oligozoospermi gozlenmistir. Dinulovic ve
Radonjic (1990) ise, diyabetik hastalarin spermleri klinik olarak incelendiginde,
hareketlilik bakimindan astenozoospermia ile iliskilendirilebilecegini soylemistir.

Sperm hareketliliginin  degerlendirildigi Niven ve arkadaslarinin (1995)
calismasinda c¢alismamizin sonuglarindan farkli olarak, tip 1 diyabetik ve saglikli
erkeklerin sperm hareketliligi kiyaslandiginda sonuglar Vignon ve arkadaslarina (1991)

benzer ¢ikmistir. Ustelik sperm hareketliligi, yas ve diyabet siiresi arasinda bir iliski
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bulunamamigstir. Bu sonucu, herhangi bir komplikasyon olmamasina bagl olarak diyabetin
sperm hareketliliginini etkilemedigine baglamislardir.

Diyabetle sperm iliskisine ait bir diger ¢alismay1 da Silva ve arkadaslar1 yapmis
(2000), diyabetle birlikte geriye ejekulasyon sonucu asperminin meydana geldigini ve
diyabetik erkeklerde geriye ejekulasyon insidansinin arttigini belirtmistir. Farkli olarak
diyabetik erkeklerde ejekulat sorunu olmadigi miiddetge genelde spermlerinin normal
oldugundan fakat anejekulasyonun sperm Kkalitesi ve sperm patolojisi (zerine olumsuz
etkisinin bulundugundan bahsetmistir. Bu olumsuzluklarin sadece anejekulasyon sonucu
olmayabilecegini de belirtmislerdir.

Seethalakshimi ve arkadaslart da (1987), insiilin tedavisinin viicudun agirligin
ozellikle de iireme organlarinin agirhiklarim diizenledigini belirtmislerdir. Insiilin ve
testesteron tedavisinin, epididimis ve sperm olgunlagsmasinda olumlu rol oynadigini
sOylemisler, ayrica diyabetin testikiiler fonksiyonlara zit etki gosterdigini gézlemlemisler
buna ragmen diyabetin epididimise etkisini heniiz yeterli derecede agiklayamamaiglardir.

Kullandigimiz STZ, DNA metillenmesine ve alkalizasyonuna sebep olabilen,
serbest radikal tretimini arttiran, oksidatif stresi yiksek seviyelere getiren, kromatin
ipliklerin kirilmasini tetikleyen ve pankreatik beta hiicre kaybina neden olan, sitotoksik
etkide genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Bolzan and Bianchi, 2002; Herr et al. 1967;
Weiss, 1982).

Farkli dozlarda STZ ile Imaeda ( 2002), (STZ; 150mg/kg) ve Tanaka (2001), (STZ;
65mg/kg) tarafindan yapilan ¢aligmalarin her ikisinde de, farelerin somatik organlarinda
STZ sonucu anlamli derecede genotoksik etkiler gozlenmistir. Imaeda bu analizi tek
hicreli jel elektroforezi ile yapmis, karaciger ve pankreasta DNA hasari tespit etmistir.
Chinnasamy ve arkadaglari, 1998 yilinda, yaklasik dort hafta gectikten sonra STZ’ nin
siskaliga ve hiperglisemiye neden oldugunu belirtmistir. Bunun nedenini ise diyabetin
metabolik komplikasyonlar olusturmasina baglamistir. Calismamizda benzer olarak STZ
ile olusturulmus diyabetik erkek farelerde halsizlik ve tiy dokilmesi gézlemledik (Bernat
et al. 2000; Chinnasamy et al. 1998; Julie et al. 2002; Vsevolod et al. 2001).

Shrilatha ve Muralidhara (2007) c¢alismasinda; STZ ile diyabet olusturulmus
farelerde testis ve epididimal spermi incelemisler. Bulgularinda, STZ’ nin anlamli derecede
nokta mutasyonlara sebep oldugunu belirtmistir. Bununla beraber, erkeklerde 4-5 haftada
testiste meydana gelen gesitli patolojik lezyonlar, degisen androjen seviyeleri ve azalan

spermatogenez sonucu gebelik oranlarinda anlamli derecede diisiis gozlemislerdir.
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Literatiirde yapilan bazi calismalar, sperm konsantrasyonunda meydana gelen
azalmanin hipergliseminin, spermatogenezisin gec¢ evrelerinde meydana gelen siddetli
etkisinden dolayr oldugunu, bunun nedeninin muhtemelen reaktif oksijen {iriinlerinin
artmasindan dolay1 olabilecegini sdylemektedir. Arastirmacilar, bu tip oksidatif hasarlarin,
sperm hareketliligini kaybetmeye de sebep olabilecegine deginmislerdir (Aitken and
Sawyer, 2003; Oehninger et al. 1995; Sikka 2001). O’Neill ve ark. (2009), bu durum ile
ilgili, STZ ile diyabet olusturulmus DM’ lu farelerde erkek Greme sistemindeki oksidatif
stres ortami, tam olarak diyabetin sonucu degildir fakat bu durum igeriklerin birlikte
aktivasyonu ve kombinasyonu ile tetiklenmektedir seklinde belirtmistir. DNA hasarimin
meydana gelmesi, sperm c¢ekirdeginde hasara neden olarak fertilizasyon kapasitesinin
diismesine neden olur (Aitken and Sawyer, 2003).

Ureme hiicrelerinin fertilizasyonu, glukoz metabolizmas: ile direk iliskilidir.
Glukoz, spermin zonasina baglanmasi igin gerekli bir metabolittir. Urner ve Sakkas
(1996)’ n calismalari, glukozun erkek fertilizasyonu igin gerekli oldugunu gostermistir.
Sakkas ve arkadaslar1 (1993), Urner’ i destekler nitelikte, fruktoz gibi diger heksozlarin
degil fakat glukozun basarili bir fertilizasyon icin gerekli bir medyum elemani oldugunu
sOylemistir. Boylece embriyonun canlilifina katkida bulunulur. Bununla baglantili,
Gardner ve arkadaglarinin (1998) ¢alismasinda, blastokistlerin glukoz igeren ayn1 zamanda
gelistirilmis kiiltiire konulduktan sonra yapilan transferi, hamilelik ve implantasyon oranini
arttirmistir.

Calismamizda kullandigimiz 25 disi farenin 12’ sinden ¢ikan oosit sayist 130° dur.
Bunlar kontrol grubu spermleri ile dollendi. Kalan 13 fareden elde edilen oosit sayisi 134’
tiir. Bunlar da diyabet grubu spermleri ile déllendi. Bu iki grup arasinda ¢ikan oosit sayisi
istatistiksel acidan anlamli bulunamamistir (p=0.406). Bu da bize kullanilan oositlerin
arasinda fark olmadigini ve deneyin saglikli oldugunu gostermektedir.

Kim ve Moley (2008) yilinda, STZ ile diyabet olusturulmus Tip 1 diyabetik
farelerle, diyabet olmayan kontrol grubu farelerin fertilizasyon oranini degerlendirmis,
kontrol grubu farelerin fertilizasyon oranin1 %88.8, diyabetik farelerin fertilizasyon oranini
%43.6 bularak, diyabetik farelerin fertilizasyon oraninda anlamli derecede azalmaya dikkat
cekmistir. Biz de g¢alismamizda bu oranlari, kontrol ve diyabet gruplarinda sirasiyla
%66.72 ve %51.14 bularak, istatistiksel agidan anlamli derecede azalma oldugunu
gozlemledik (p=0.000). Diyabetik farelerde fertilizasyon oraninda goriilen bu azalma, Kim

ve Moley’in (2008) bulgusunu destekler niteliktedir. Ayrica Kim ve Moley diyabetik
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farelerle kontrol grubu farelerin blastokiste gitme oranina bakmislar ve bu oranin diyabetik
grupta diistiiglinli gozlemlemislerdir. Kim ve Moley’ den farkli olarak diyabet ve kontrol
grubu fareler arasinda hem sperm morfolojisini, hem 3. giinde yani olasi1 transfer giiniinde
Grade A embriyo, Grade B embriyo ve gelisimi durmus embriyolari degerlendirdik.
Calismamizda embriyo Kkalitesi; blastomer simetrisine, sayisina ve sitoplazmik
fragmantasyon yuzdesine gore belirlendi. Embriyolar Ggtinci gun sekiz veya daha ¢ok
blastomerli, blastomer biiytikliikleri ayn1 ve % 20’den az fragmantasyon iceriyorsa iyi
kalite embriyo olarak smiflandirilmistir. Geriye kalan embriyolar Grade B olarak kabul
edildi (Budak ve ark. 2010; Daniel, 1989). Grade A embriyo oraninda anlamli bir fark
olmadigini (p=0.376<0.05), Grade B embriyo oraninda diyabet grubunda anlamli derecede
diisiis oldugunu (p=0.001<0.05), gelisimi durmus embriyo oraninin ise diyabet grubunda
anlamli  derecede yiiksek bulundugunu (p=0.003>0.05) gdzlemledik. Sonuglar
degerlendirildiginde gortlmektedir ki, fertilizasyon orant ve embriyolarin canlilig
diyabetik farelerde anlamli derecede diismiistiir. Bu da bize diyabetin, fertilizasyon
kalitesini olumsuz yonde etkiledigini gosterir.

Grade A embriyo oraninin diyabet grubunda daha az olmasia ragmen istatiksel
olarak anlamli bir fark olmadigini1 g6zlemledik. Bunun nedeninin oositin etrafinda bulunan
grantloza hcreleri, zona pellusida ve oositin IVF iglemi sirasinda iyi kalitedeki spermi
secebilme vyetisi ile diyabetik hayvanlarin semeninde normal farelere gére daha az olsa da
normal morfolojideki spermlerin bulunmasi oldugunu diisiiniiyoruz. Bu se¢im yetenegi ile
semende az olsa da iyi kalitedeki spermlerin oositi dolleyebilecek ve iyi kalitede embriyo
olusumuna katkida bulunacaktir. Bu sonu¢ bizde gostermektedir ki diyabetli bireyler de
fertil olabilmektedir.

Grade A embriyo sayisi her iki grupta az olmasinin nedeni olarak hayvanlari
sakrifiye ettigimiz birimle, laboratuvar arasinda bir mesafe bulunmasi, dis ortam, sicaklik
ve 151k gibi faktorlerden, yumurta ve spermlerin etkilenmesi olabilir.

Grade B embriyolarin oraninin kontrol grubunda yiksek (51.67), diyabet grubunda
diisiik (34.85) olmasi ise fertilizasyondan sonra gelisimi duran embriyo oraninin diyabetik
farelerde oldukga yiiksek (53.38) olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu da bize, diyabetik
olmayan embriyolarin, daha fazla yariklanabildigini ve ilerlemesini siirdiirebildigini,
diyabet olanlara gore embriyo gelisim oOzelliklerini yitirmeyip, daha olumlu o6zellikler

tagidigini diistindiirmektedir.
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Implantasyon 6ncesi embriyo gelisimini etkileyen spermden kaynaklanan faktorler
‘paternal etkiler’ olarak bilinir ve yardimci lireme tekniklerinin basarisina engel olurlar
(Sakkas et al. 2004; Tesarik et al. 2002; Tesarik, 2005). Menezo 2006 yilinda, erken
meydana gelen paternal etkilerin, yariklanma hizin1 geciktirdigi ve embriyolarin
fragmantasyon oranini arttirdigini sdylemistir. Bu da bize spermin ilk yariklanmay1 ve
gelisim potansiyelini etkiledigini gostermektedir (Comizzoli et al. 2000; Eid et al. 1994).
Sakkas ve ark. (2004), epidemiyolojik ¢alismalar sonucu fetal gelisimin iizerinde spermden
kaynaklanan faktorler oldugunu, Menezo (2006) ise, déllenmenin erken evrelerinde
meydana gelen paternal etkinin embriyo gelisimini olumsuz yonde etkiledigini belirtmistir.
Menezo’ nun yaptig1 calismaya gore, spermin yapisinda meydana gelen anormallikler,
dollenmeyi olumsuz yonde etkilemektedir. Kotii kalitedeki blastokist gelisiminin,
bozulmus sperm kalitesiyle iligkili oldugunu sdylemistir.

Bu caligmalarla paralel olarak, Goker ve arkadaslart (2002), ICSI ydntemini
kullanarak yaptig1 calismada, normal ve anormal spermler kullanarak fertilizasyon
oranlarina ve embriyo kalitesine bakmis, azalmis sperm kalitesinin diisiik fertilizasyon
oranina neden oldugunu belirtmistir. Kontrol grubundaki fertilizasyon oranini, anormal
spermle dolledikleri deney grubuna oranla daha yiiksek bulmustur (p<0.0001). Lee ve
arkadaglar’ da (2009) Goker’ e (2002) paralel olarak; ICSI yodntemini kullanarak
arastirdig1 paternal etkinin, zigotik gen aktivasyonunun anormal olmasina neden
olabilecegini, boylece sekiz hiicreli blastomer sathasinin gecikecegini, diisiik oranda
blastokist gelisimi, bozulmus implantasyon ve gebelik olgularinin in vitro ve in vivo’ da
gozlenecegini belirtmistir. Defektif sperme sahip hastalardan elde edilen diisiik embriyo
gelisiminin, sentrozom fonksiyon bozuklugundan veya oosit aktive edici faktorden
kaynaklanmig olabilecegini sdylemislerdir. Bu iki arastirmacinin sonuglarina benzer olarak
biz de diyabetik grup spermlerle déllenen oositlerin fertilizasyon oranini anlamli derecede
diisiik bulduk (p=0.000) fakat yontem olarak spermi bizim se¢tigimiz ICSI yerine, kismen
de olsa oositin segebildigi IVF’ i kullandik. Iyi kalitedeki embriyolar gruplar arasinda
anlamsizken, fertilizasyon ve gelisimi geri kalmis embriyo oranlarinin diyabetli grupta
anlaml olarak diistiigiinii tesbit ettik.

Erkege bagh ciddi sorunlarda kotl kalitede embriyolar meydana gelmekte ve
fertilizasyon oranlar ciddi sekilde diismektedir (Miller and Smith, 2001). Benzer olarak
Singh ve arkadaslar1 (2009), STZ ile olusturulan diyabetik albino siganlarda, spermlerin

yumurtay1 dolleme kapasitelerinde azalma gozlemistir.
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Janny ve Menezo (1994) belirtmistir ki anormal sperm, IVF embriyolarinin
gelisimini etkilemistir. Spermden salinan sitoplazmik faktorler (6zellikle sentrozom ve
oosit aktive edici faktorler) oositin kalsiyum mekanizmasindan sorumlu oldugu icin
embriyo Kalitesi, sperm ¢ekirdek hasarindan negatif yonde etkilenmektedir. Tesarik ve
arkadaslarina (2005) gore, bu etkiler fertilizasyondan sonra tek hiicreli zigotta algilanabilir.
Belirli hastalardan tekrarlanarak elde edilen anormal spermler sonucunda, ylksek oranda
anormal proniiklear morfolojide olan zigotlar, akabinde yavag yariklanan embriyo, yliksek
fragmantasyonlu ve blastomer diizensizlikleri gézlenmistir. Nasr-Esfahani ve ark. (2005),
calismamiza benzer sekilde erken paternal defektlerde kot kalitede zigot, kot kalitede
embriyo morfolojisi ve yavas yariklanma hizi saptamigtir. Bu patoloji spermin daha ¢ok
sitoplazmik faktorleri ile iliskilendirilmistir.

Paternal etkiler, preimplantasyon embriyo gelisimine etki ettikleri i¢in yardimci
tireme tekniklerinde tekrarlayan diisiiklere neden olmaktadir (Jones et al. 1998; Palermo et
al. 1992; Tesarik, 2005). Buna zit olarak, Bukulmez ve ark. (2001) ile Goker ve ark. (2002)
tarafindan semen parametrelerinin azalan implantasyon veya gebelik potansiyeli ile iliskili
olmadig1r raporlanmistir. Bu tartisma sperm kalitesinin potansiyel etkisinin birgok
faktorden kaynaklandigini digiindiirmektedir.

Maternal agidan diyabetin etkisine bakacak olursak literatirde yer alan Moley ve
arkadaslarinin (1991) yaptig1 ¢alismada, disi diyabetik farelerin ve kontrol grubu farelerin
in-vivo ve in-vitro’ da, 24-48-72 saat sonraki embriyo gelisim degerleri, embriyo gelisim
hizi degerlendirilmis, diyabetin fertilizasyon kapasitesine olumsuz etki gosterdigi
kaydedilmistir. Diyabetin maternal etkisinin incelendigi bu ¢alismada, STZ ile diyabet
olusturulmus disi farelerin fertilizasyon orani ve blastokist asamasina ulasmasi olumsuz
yonde etkilenmistir. Diyabetik disi farelerde, 68 embriyonun 28’i (%41) blastokist
asamasina ulasmisken, kontrol grubunda 81 embriyonun 68’ 1 (%84) blastokist agamasina
ulagmistir. Dogal yontemle dollendirildiginde diyabetli farelerde normal gruba gore,
fertilizasyon orani anlamli derecede diistiigli gézlenmistir. Fertilizasyon oraninin diyabetik
farelerde diismesi ¢alismamizla benzerlik gostermektedir. Ayrica calismamizda ele
aldigimiz gelisimi durmus embriyo oranlarini, Moley ve arkadaslar1 da degerlendirmis,
fakat onlar bizden farkli olarak dollenmemis oositleri de katmig, bir hiicreli oosit
durumunu, doéllenmemis veya dollense bile farklilasmamis zigotlar olarak ele almistir. Biz
ise bundan farkli olarak gelisimi durmus embriyolari, dollenen ve ddllendikten sonra

gelisimi durmus, yariklanma ve ilerleme 6zelligini kaybeden embriyolar olarak ele aldik.
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Moley’ in sonuglarina gére bir huicreli durumu, kontrol grubunda %7, diyabet grubunda ise
bu oranin %25 oldugunu belirtmistir. Bizim ¢aligmamizda ise, kontrol grubunda gelisimi
durmus embriyo oran1 %31, diyabet grubunda ise %51 olarak istatistiksel agidan sonug
anlamlh ¢ikmistir (p=0.003). Ayrica Moley c¢alismasinda (1991), dogal yolla dollenme
orani ve embriyo gelisimi, laboratuar ortamindaki déllenme oranina gore daha yliksek
oldugunu belirtmistir. Ayni in vitro kosullarina alinan embriyo hizina bakildiginda
diyabetikler, diyabetik olmayanlara gore daha yavas tespit edilmistir.

Maternal etkinin incelendigi bir diger calismada, Budak ve arkadaglari, 2010
yilinda, ovaryan stimiilasyon uygulanmis disi CD-1 rkina 100mg/kg STZ ile tip 1 diyabet
olusturmus, oosit ve embriyo kalitesi tlizerine etkileri incelenmistir. IVF protokolii, STZ
dozaj1 ve kontrollii ovaryan protokolii ¢alismamiza benzerdir. Calismada embriyo kalitesi
Grade A ve Grade B olarak degerlendirilmis, sonuglar diyabet grubunda Grade A ve
Grade B embriyolarda istatiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).

Sakkas ve arkadaslarinin (2004) yaptiklari ¢alismada, farkli erkeklerden elde edilen
benzer ya da farkli semen parametrelerine ait spermlerle, ayni kadinin yumurtalarini
dollemis, olusan embriyolarin Kkalitesine bakmuglardir. Sonu¢ olarak erken embriyo
gelisiminin  paternal olarak etkilenebilecegini  belirtmislerdir. Embriyo gelisim
farkliliklarinin  nedeninin, heniiz yeterince aydinlatilmis olmamasma ragmen sperm
kalitesinden kaynaklanabilicegini, bunun i¢in spermin yapisindaki molekiiler igerigin tam
olarak bilinmesi gerektigini sdylemislerdir.

Literatiirdeki diger ¢alismada, jel elektroforezi ve PCR yontemini kullanarak,
diyabetik  erkegin sperm yapisi incelendiginde, sperm ¢ekirdeginin DNA
fragmantasyonunda ve mitokondriyal DNA delesyonunda artis gbzlenmistir. Meydana
gelen DNA hasarlarinin, erkek iireme sisteminini etkiledigini diistinmiislerdir. Literatiirde
bununla iligkili olarak; sperm g¢ekirdegindeki DNA fragmantasyonunun, mitokondriyal
DNA delesyon numarasi ve biiyiikliigii ile birlikte ele alindiginda bunlarin lireme igin
prognostik deger tagidigini belirtmistir (Lewis et al. 2004).

Literatiirdeki bu verilere dayanarak; ¢alismamizda diyabetin, sperm morfolojisi ve
motilitesini nasil etkiledigini ayrica diyabetik spermlerle dollenmis embriyolarin
fertilizasyon potansiyeli tizerinde nasil etkili oldugu incelenmistir. Cikan sonuglar
gostermektedir ki; DM Tip 1 kroniklestiginde ve tedavi edilmediginde hem sperm
morfoloji ve motilitesini hem de fertilizasyon oranmi diisiirmektedir. Ayrica embriyo

yariklanma kabiliyetini azaltmakta, gelisimi duran embriyo oranini arttirmaktadir. Ancak
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iki grup arasinda Grade A embriyo orani agisinda istatiksel anlamli fark olmamasi,
diyabetli grupta semende normal spermlerin de bulunmasi ve kullandigimiz IVF
metodunun dogal yollardan bu iyi kalite sperm secme kabiliyetinden kaynaklaniyor
olabilir.

Tum bu sonuglar diyabetin erkek Ureme sistemi (zerine ve dolayisiyla
fertilizasyona ve embriyo kalitesi lzerine olumsuz etki gosterdigini diisiindiirmektedir.
Calismamiz kendi alaninda, diyabetle iligkili sperm ve embriyonun gelisimine dair yol

gosterici ve ilgi uyandiran bir caligmadir.
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6. SONUC

Yaptigimiz ¢aligsmada, diyabetik sperm morfolojisine ve motilitesine, bu spermlerle
dollenmis oositten elde edilen embriyolarin fertilizasyon oranina, kalitesine ve gelisimi
duran embriyolarin oranina bakildi.

Kontrol ve diyabet gruplarindaki farelerden topladigimiz spermleri ve bunlardan
IVF yontemi ile olusan embriyolar1 karsilagtirdigimizda;

1. Diyabet grubu spermlerin morfolojisinin daha fazla anormal sperm igerdigi tespit
edildi.

2. Diyabetik spermlerin motilitesinin, kontrol grubuna gore azaldig: belirlendi.

3. Diyabetik hayvanlarin gosterdigi fertilizasyon ve Grade B oraninin anlamli
derecede diistiigii tespit edildi.

4. Grade A embriyo oranlar1 diyabetiklerde kontrol grubuna gore daha diisiik olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlaml1 bir fark gézlenmedi.

5. Diyabet grubu embriyolarinin canlilik 6zelliginin ve yariklanabilme potansiyelinin
daha diisiik oldugu ve gelisimi duran embriyolarin bu grupta anlamli derecede
yiiksek oldugu gozlendi.

Sonug olarak kronik Tip 1 Diabetes Mellitus olusturulmus farelerin sperm kalitesi
ve bu spermlerle ddllenen oositlerin olusturdugu embriyolarin canliligi ve kalitesinin
diistligii, ancak iyi kalitede embriyo oranlarini degistirmedigi saptanmustir.

Semende bulunan spermlerin bir kisminin iyi kalitede olmasi ve bu spermlerin disi
ureme sisteminde dogal yollarla Oncelikle segilerek dollenmeyi gergeklestirdigi
bilinmektedir. Iyi kalite embriyo oranlarinmn bu yiizden degismedigini diisiinmekteyiz.
Yine bu sebeple bu bireyler infertil olmamaktadir. Ancak iyi kalitedeki sperm miktarinin
da onemli oldugu agiktir. Bu yiizden bu hastalarda kan glukoz diizeylerinin kontrol altinda
tutulmasi son derecede dnemlidir.

Calismamizdan ¢ikan bir diger onemli sonu¢ ise diyabetli erkek bireylere
uygulanacak yardimla iireme metodu olarak IVF’ in tercih edilmesi, spermlerin kismen de
olsa dogal yollarla secilmesi ile embriyo canliligini, kalitesini ve sonug olarak gebeligi
degistirebilecek dnemli bir unsur olabilecegidir.

Dolayisiyla Diabetes Mellitus hastaligina sahip erkek bireylerin sperm secimi ve
iyilestirme iglemlerine daha fazla 6zen gosterilmeli, graniiloza hiicrelerinin ve zona
pellusidanin segme islemine katilabilmesi igin teknik seciminde ICSI yerine IVF ile

déllenmenin gergeklestirilmesi tercih edilmelidir.
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Diabetes Mellitus ve iireme iizerine yapilacak ¢alismalar devam etmelidir. Ozellikle
erkek bireylerde sperm morfoloji ve motilite bozuklugunun nedenlerinin belirlenmesi igin

spermde bulunan reseptérlerin incelenmesi umut vaad edecektir.
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