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1. OZET

Bu calismada streptozotosin (STZ) enjeksiyonu ile deneysel diyabet olusturulan
sicanlarda diyabet Oncesi ve sonrasi oksitosinin tedavi edici ve koruyucu etkisini
gostermek amaglanmistir. Wistar albino erkek sicanlar dort gruba ayrildi; 1)
Kontrol grubu (n: 6): sicanlara 0,3 mi serum fizyolojik intraperitoneal (i.p.)
olarak enjekte edildi, 2) STZ grubu (n: 6): 65 mg/kg tek doz STZ i.p. olarak
uygulandi ve 4 hafta bekletildi, 3) Oksitosin 6n uygulama grubu (n: 6): 5 ng/kg
oksitosin i.p. olarak 5 giin boyunca uygulandiktan sonra, tek doz STZ (65
mg/kg) i.p. olarak uygulandi ve 4 hafta bekletildi 4) Oksitosin tedavi grubu (n:
6): tek doz STZ (65 mg/kg) i.p. olarak enjekte edildikten 4 hafta sonra 5 lig/kg
oksitosin 5 gilin boyunca i.p. olarak uygulandi. Deneyin basinda ve deney
stiresince sicanlardan alman kan ornekleri glukometre ile Olglildii ve glukoz
degerleri 200 mg/dl'den vyiiksek olan sicanlar calismaya dahil edildi.
Uygulamalardan sonra siganlar sakrifiye edildi. Testis doku ornekleri 1sik ve
gecirimli elektron mikroskopi icin, kan ornekleri ise malondialdehit (MDA),
glutatyon (GSH) ve ileri oksidasyon protein triinleri (Advanced Oxidation
Protein Products, AOPP) olctimleri icin alindi. Testis doku orneklerinden alinan
parafin kesitlere histopatolojik skorlama i¢in Hematoksilen ve Eosin (H&E) ve
Periyodik asit-Schiff (PAS) reaksiyonu uygulandi. Ozellikle oksitosin uygulanan
gruplarda; gecirimli elektron ve 1s1k mikroskopi bulgularinda da STZ grubuna
kiyasla histopatolojik hasarin anlamli olarak azaldigi gozlendi. Oksitosin 6n
uygulama grubunda oksitosin tedavi grubuna kiyasla histopatolojik hasarin
anlamhi olarak azalmasi dikkati ¢ekti. MDA bulgularinda oksitosin uygulanan
gruplarda STZ grubuna gore anlamli bir azalma gozlenirken; GSH bulgularinda
oksitosin uygulanan gruplarda STZ grubuna gore anlamli bir artis; AOPP'de ise
oksitosin uygulanan gruplarda STZ grubuna gore anlamli azalma gozlendi. Bu
bulgular 1siginda oksitosinin testisde olusan diyabet hasarima karsi koruyucu
etkisi gosterilmistir. Sonug olarak, diyabette olusan testis hasarina karg1 oksitosin

uygulamasinin klinik olarak onemli bir rol tlstlenecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: Deneysel diyabet, mikroskopi, oksitosin, sican, testis.



2. SUMMARY

The Effect of Exogenous Oxytocin on Streptozotocin (STZ)-Induced
Diabetic Adult Rat Testes

The aim of this study is to investigate the therapeutic and protective effects of
oxytocin treatment on testicular tissue of diabetic rats, induced by streptozotocin
(STZ), before and after onset of experimental diabetes. Wistar Albino rats were
divided into four groups: 1) Control group (n:6): 0,3 mi saline solution was
injected intraperitoneally (i.p.), 2) STZ group (n:6): single dose STZ (65 mg/kg)
was injected ip for 4 weeks, 3) Pre Oxytocin group (n:6): 5 lig/kg of oxytocin
was injected i.p. for 5 days interval before single dose of STZ injection for 4
weeks, 4) Post Oxytocin group (n:6): 5 |ig/kg oxytocin was injected i.p. for 5
days interval following single dose of STZ injection for 4 weeks. Blood samples
were obtained and measured by a glucometer at the beginning of experiment and
once a week during the whole experiment. The diabetic rats whose blood
glucose levels were more than 200 mg/dl were included to the experiment.
Following sacrification at the end of the 4" week, testis tissue samples were
taken to be processed for light and transmission electron microscopy. Blood
samples were processed for malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) and
Advanced Oxidation Protein Products (AOPP) measurements. Testicular
paraffin sections were stained with Haematoxylin and Eosin (H&E) and Periodic
acid-Schiff (PAS) reaction and evaluated by light microscopy. it was revealed
that oxytocin treatment decreased the testicular damage which was more
prominent in STZ group. Histopathological damage especially has been reduced
in pre-oxytocin group compared to the post oxytocin group. According to
biochemical data, MDA and AOPP levels were reduced, whereas GSH level was
increased in oxytocin treated groups when compared to STZ group. As a result,
we can conclude that oxytocin has a protective effects on STZ- induced diabetic
rat testes. To conclude, we suggest that oxytocin might have an important role in

protection of testicular tissue firom diabetes.

Keywords: Experimental diabetes, microscopy, oxytocin, rat, testes.



3. GIRIS VE AMAC:

Diinyada 300 milyon civarinda diyabet hastasi bulunmaktadir. Bu sayimnin
yanlig beslenme aligkanliklarina ve obezite oranina bagli olarak hizla artmasi
beklenmektedir. Oniimiizdeki yillarda toplumda énemli bir saghk sorunu haline
gelebilecek olan diyabet, uzerinde en ¢ok aragtirma yapilan konulardan biridir
(WHO,FactSheetNo.312.Agustos2011,http://www.who.int/mediacentre/factshee
ts/fs312/en/, Erisim tarihi: 15 Mayis 2012).

Diyabet, infertiliteye sebep olabilen onemli etkenlerden biri olup testis
agirhginin - azalmasi ile birlikte germinal epitel hiicrelerinde harabiyete,
seminifer tiiblillerde atrofi ile birlikte interstisyel doku artisina neden olmaktadir.
Ayrica diyabetin bu bulgulara paralel olarak sperm sayisinda ve hareketliliginde

azalmaya da neden oldugu gosterilmistir (Ricci et al 2009).

Streptozotosin (STZ) deneysel diyabet olusturmak i¢in en ¢ok kullanilan
maddelerden biridir. STZ, kimyasal formili 2-Deoksi-2-(3-Metil-3-
Nitrozoreido-D-Glukopiranoz), olan streptomyce griseusun metabolitidir.
Yapisinda  glukoz  molekili  igerdigi  icin  plazma  membranindaki
glukoreseptorlere baglanan STZ, glukozla uyarilan instilin salintmini bloke eder.
Kan insiilin ve glukoz seviyelerindeki degisiklikler sonrasi pankreastaki p
hiicrelerinde geri dontsimli hasara neden olmaktadir. STZ'nin pankreas P
hiicrelerinde yarattig1 hasar sonucu gelisen hipoinsiilinemi, hiperglisemi ve doku
hasar1 Tip I diyabet hasar modelini yansitmaktadir. Yapilan ¢aligmalar sicanda
STZ'nin uygulanmasindan 4 ila 8 hafta sonra diyabet olustugunu gostermektedir
(Szkudelski 2001, Oztiirk, Giil, Agkadir ve Yagmurca 2002, Tang et al 2008,
Tuncdemir 2006).

Yapilan cesitli calismalarda, diyabete bagli olarak gelisen testis hasarinin
Onlenmesinde vitamin E, vitamin C, L-karnitin, alfa lipoik asit, melatonin, leptin
ve oksitosin gibi antioksidanlarin etkileri gosterilmistir (Caprio et al 2003,
Frayne, Townsend and Nicholson 1996, Mohasseb, Ebied, Yehia, Hussein
2011).



Hipotalamusta sentezlenen bir hormon olan oksitosinin tireme sistemi
uzerindeki iyilestirici etkileri bilinmektedir. Oksitosinin Ureme sistemi ile
iliskilendirilmesi pek c¢ok caligmada islenmis olmasmma ragmen STZ ile
olusturulan diyabet sonrast ve Oncesi oksitosin uygulamasinin koruyucu ve
iyilestirici etkisini inceleyen calismalar sinirl sayida bulunmaktadir (Frayne,

Townsend andNicholson 1996).

Ozellikle deneysel calismalarda biyokimyasal olarak oksidatif stres hasarimi
gostermeye yonelik kullanilan malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) ve ileri
oksidasyon protein lriinlerinin (AOPP, Advanced Oxidation Protein Products)
calismada oksitosinin antioksidan etkisini aciklamada etkin rol oynacagi
distntiilmektedir. Cesitli testis hasar modeli caligmalarinda antioksidan etki
aragtirilmak i¢in biyokimyasal olarak MDA, GSH ve AOPP gibi parametrelere
bakilmistir (Soylemez et al 2011, Mahaneem, Siti Amrah, Hasnan and
Kuttulebbai2011).

Bu calismada, STZ ile olusturulan deneysel diyabete bagl olarak gelisen
testis dokusu harabiyeti lizerine oksitosinin tedavi edici ve koruyucu etkilerinin
boyutlarinin belirlenmesi amaclanmistir.  Yapilan deneyler sonrasinda, testis
morfolojisindeki  histopatolojik  degisiklikler 151tk ve gecirimli elektron
mikroskopisi diizeyinde incelenmistir. Diyabet olusumunun kontrolii i¢in kan
glukoz diizeyleri oOlclilmiustiir. Dokuda olusan oksidatif hasar1 biyokimyasal
diizeyde belirlemeye yonelik olarak serumda MDA, GSH ve AOPP olgiimii
yapilmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1.Testis Histolojisi:

Testisin baslica gorevi hormon ve spermatazoon iiretmektir. Uretilen
hormonlardan testosteron; spermatogenez, embriyo ve fetiisiin gelisimi sirasinda

cinsel farklilagma ve gonadotropin salgisinin kontrolil icin onemlidir.

Testisler erkek tUreme hiicrelerinin Tretildigi, skrotum denilen kesede
yerlesmis bir cift organdir (Sekil 1). Testisler karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelismeye baglarlar. Daha sonra skrotuma inerlerken,
peritonun bir kismini da birlikte stirtiklerler. Bu periton kesesi daha sonra Tunika
vaginalise dOnitisiir ve testisin anterolateral bolgesini orten seroz bir kese yaparak
organin skrotum i¢inde hareketli olmasini saglar. Testis, diizensiz siki bag
dokusu kapsiilii Tunika albuginea ile sarilidir. Bu bag dokunun altinda damardan
zengin bir yapr olan Tunika vaskulosa yer alir. Tunika albugineanin posterior
kismu kalinlagarak Mediastinum testisi olugturur. Mediastinum testisten ayrilan
bag dokusu bolmeleri testisi piramit bi¢imli, yaklasik 250 adet lobtile ayirir.
Lobullerin i¢inde 1-4 arasinda seminifer tubul denilen oldukca kivrintili borular
bulunmaktadir. Lobullerin apeksinde seminifer tubuller tubuli rektiye acilir.
Tubiili rekti seminifer tlibiilleri rete testise baglayan diiz kanallar sistemidir. Rete
testis mediastinumda bulunan pleksusa benzer yapida epitel ile oOrtili bir
kanallar sistemidir (Sekil 2). Seminifer tiibiillerde olusan spermatozoonlar,
tibili rekti yoluyla once rete testise, daha sonra sayilart 10-20 arasinda degisen
duktuli eferenslere ulasirlar ve epididimise gecerler. Olgun testisin arka yiizii ile
epididimis iligki icerisindedir. Hem testis hem de epididimis skrotal kese
icerisinde vas deferens, spermatik arter, venoz ve lenfatik pleksuslar1 iceren

spermatik kordon ile asilidir (Junqueira ve Carneiro 2006).
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4.1.1.Seminifer tiibiiller

Seminifer tiibiiller yaklagik 30-70 cm uzunlugunda, 150-250 mikrometre
capinda kivrintili tiibiillerdir. Seminifer tiibiiller belirgin bir bazal membran
uzerine oturmusglardir ve aralarinda gevsek bag dokusu bulunur. Bu bag
dokusuna peritiibiiler doku ya da lamina propria denir. Bu bag dokusunda kan
damarlari, lenfatik kanallar veya sinuzoidler, makrofajlar ve Leydig hiicre
gruplart bulunur. Androjen treten Leydig hiicreleri kan damarlarina yakin
yerlesmistir ve testisin temel endokrin hiicre gruplarini olusturur.

Seminifer epitel, ¢ok siralt bir epitel olup iki temel hiicre tipi icerir (Sekil 3):
1. Destek hiicreleri (Sertoli hiicreleri)

2. Gelismekte olan erkek germ hiicreleri (spermatogenik hiicreler)

erken spermntid

pakiten primer
spermatosit

siki baglant
kompleksi

bazal lamina

Sertoli Tlp A a(;)lk MIyOId hiicreler
Tip Akoyu hicresi spermatogoriyum

spermatogonyum Tip B ack

spermatogonvmn

Sekil 3: Seminifer epitelin bir boltimii. Seminifer epitel 2 tip hiicreden
olugsmustur: Spermatogenik seri hiicreleri ve Sertoli hucreleri (Contuk 2009).



Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ve tiibill limeni arasim
dolduracak 4-8 tabaka halinde duzenlenmislerdir. Bu hicreler birkag
bolinmeden sonra farklilasir ve spermatozoonlart olustururlar. Baslangigctan
bitise kadar spermatogenez olarak adlandirilan bu olay ti¢ faza ayrlabilir;
spermatositogenez olarak adlandirilan evrede spermatogonyumlarin boliinmeleri
sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelir.
Spermatogonyumlann ardi ardina iki boliinmesi sonucunda olusan hiicrelerden
spermatositler meydana gelir. Spermatositlerin ardi ardina iki bollinme gegirerek
kromozom sayilarinin ve DNA miktarinin esit olarak her hiicrede yariya
distrilmesi  sonucu spermatidlerin  olustugu evre mayoz adim alir.
Spermiyogenez ise spermatidlerin 0zenli bir hiicre farklilasma siireci gecirerek
spermatozoonlar1t olusturdugu safhadir. Spermatositogenez (spermatogenez);
bazal laminanin hemen lstiine yerlesmis bir germ hiicresi olan, spermatogonyum
ile baglar. Bu yaklagtk 12 um c¢apinda, nispeten kii¢uk bir hiicredir. Sekstel
olgunlasmada bu hiicreler bir seri mitoz gegirirler. Insanda morfolojik olarak
ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir: koyu renkli boyananlar koyu tip A
spermatogonyum, soluk renkli boyanan agik tip A spermatogonyum ve tip B
spermatogonyum. Koyu tip A spermatogonyum kok hiicre rezervi olarak gorev
alir. Tip A spermatogonyum spermatogenik serinin kok hiicreleridir. Tip B
spermatogonyum ise primer spermatositlere farklilasan Onciil hiicrelerdir.
Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen
ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagh kalirlar. Hiicreler arasindaki
kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder
spermatositle spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi
aktarimina izin vermesi sebebiyle bu kopriler spermatogenezdeki olaylar
zincirinin koordinasyonunda oOnemli bir rol oynar. Spermatogenez siireci
tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik koprilerin artik cisimcikler olarak
dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma olur. Insanda spermatogonyum
safthasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siire¢ yaklasik 64 giindiir. Bu siirec
dalgalanmalar seklinde olusur, her seminifer tiibiilde ayni anda gerceklesmez.
Bu durum her bolgesinde spermatogenezin farkli bir safhasmin izlendigi

seminifer tubiillerin diizensiz gorinimiini agiklar. Aymi zamanda neden



seminifer tiiblllerin bazi bolgelerinde spermatozoonlarin bulundugu halde diger
bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da aciklamaktadir. Seminifer
epitelyum siklusu germinal epitelyumda belli bir hiicre evresinin ardigik iki
goriiniimii arasinda olusan matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. Insanda
her bir siklus yaklasik 16 + 1 giin siirer ve spermatogenez 4 siklustan sonra biter.
Seminifer tiibiillerde bulunan bir diger hiicre de Sertoli hiicreleridir. Embriyonik
yasam sirasinda, primordial disi kanal sisteminin gerilemesine neden olan
Miillerian inhibiting faktorii salgilar. Sertoli hiicrelerinin tabanlari bazal
laminaya tutunur, apikal uclar1 ise siklikla seminifer tibiiliin ltiimenine uzanir.
Isik mikroskobunda, Sertoli hiicresinin simirlart belirsiz olarak gorilir, ¢uinkii
bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini ¢evreleyen cok sayida lateral uzantilar
vardir. Elektron mikroskobu ile yapilan calismalarda hucrelerin bol miktarda duz
endoplazmik retikulum, bir miktar kaba endoplazmik retikulum, iyi gelismis
golgi kompleksi ve c¢ok sayida mitokondri ile lizozom icerdigi gosterilmistir.
Siklikla tiggen biciminde olan uzamis nukleusta ¢ok sayida kivrilmalar, belirgin
bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin goruliir. Bitisik Sertoli hiicreleri
birbirlerine spermatogonyumlar seviyesinde siki baglantilarla baglanmislardir.
Bu spermatogonyumlar icine kanda bulunan materyallerin serbestce girebildigi
bazal kompartmanda vyerlesirler. Spermatogenez sirasinda spermatogonyum
serisi, bu baglantilardan bir yolunu bulup gecerek adluminal kompartmana
cikarlar. Burada spermatogenezin daha ileri safhalari, kandan gelen tlriinlerden
bir kan-testis bariyeri ile korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilar ile olusturulur. Sertoli hiicreleri siki baglantilar (tight junction)

denilen birlesmelerle, hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir.
Sertoli hiicrelerinin en az dort onemli fonksiyonu vardir:

1. Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve

beslenmelerinin duzenlenmesi

2. Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde atilir. Bu sitoplazmik pargaciklar Sertoli hiicrelerindeki

lizozomlar tarafindan fagosite edilir ve sindirilir.



3. Sekresyon: Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir sivi salgilarlar. Androjen
baglayici protein (ABP) sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan Folikiiler
stimulan hormon (FSH) ve testosteron kontrolu altinda gerceklestirilir. Bu
protein, seminifer tiiblil i¢inde spermatogenez icin gerekli olan testosteronun
yogunlagmasini  saglar.  Sertoli hiicreleri testosteronu Ostradiol haline
cevirebilirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez

ve salinmasini onleyen inhibin adi verilen bir peptid salgilar.

4. Anti-Miillerian Hormon tretimi: Bu hormon embriyonik gelisme sirasinda
erkek fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan bir
glikoproteindir. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallardan koken alan

yapilarin gelismesini saglar.

Sertoli hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda lireme periyodu siiresince
boliinmezler. Bunlar Ozellikle enfeksiyon, kotii beslenme, x-isin1 gibi olumsuz
kosullara karst olduk¢a dayanmikhidirlar ve bu zararli etkiler karsisinda
spermatogenik seri hiicrelerine gore cok daha direnclidirler. Testisin seminifer
tibiilleri arasindaki interstisyel doku da bag dokusu, sinirler, kan ve lenfatik
damarlarla dolu bulunur. Testikiiler kapiler pencereli tiptedir ve boylece kan
proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce ge¢gmesine miisade eder. Intertisyel
alandaki lenf damarlarimin olusturdugu yogun sebeke, bu organdan alinan
interstisyel sivi ile lenf sivisinin birlesimindeki benzerligi agiklamaktadir. Bag
dokusu cesitli tipte hticreler icerir. Bunlar arasinda fibroblast, farklilasmamis bag
dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Puberte sirasinda ek bir
hiicre tipi belirgin hale gelir, bu yuvarlak ya da poligonal sekilli olan ve merkezi
bir ¢ekirdegi ve kiiclik lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi

bulunan bir hiicredir.

Steroid salgilayan hiicre oOzelliklerini gosteren bu hiicreler, testisin
interstisyel ya da Leydig hiicreleridir. Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin
gelisgmesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu turetirler. Testosteron
sentezi mitokondri ve diz endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce

gerceklestirilerek, hiicre organelleri arasi is birligine bir 0rnek olusturur. Leydig
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hiicrelerinin hem aktiviteleri hem de miktarlart hormonal uyarimlara baghdir.
Insanda hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon maternal
kandan fetusa gecer ve androjenik hormonlari tlreten bol miktardaki fetal
testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir. Hormonlarin bulunmasi embriyonik
farklilagmada erkek genital organlarinin gelismesi igin gereklidir. Embriyonik
interstisyel hucreler hamileligin 18. haftasina kadar tamamen farklilasmis olarak
kalirlar; bundan sonra testosteron sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte
gerilerler. Daha sonra gebelik boyunca ve hipofizden sonra salinan liiteinizan
hormonlarmin (LH) uyarimi altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya
bagladiklart puberte oncesi doneme kadar dinlenmede kalirlar (Janguerial,

Carneiro, Kelley 1998).

4.1.2.Testisin histofizyolojsi

Viicut ici sicakligimin (37°C) altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
regulasyonunda 1s1 ¢ok Oonemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35 °C'dir, bu birkac
mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir venoz pleksus (pampiniform pleksus)
her bir testikiiler arterin etrafim1 sarar, testikiiler 1sinin siirdiriilmesinde onemli
olan bir karst 1s1 akimi saglar. Spermatogenez tlzerinde en oOnemli etkiyi
endokrin faktorler olusturur. Spermatogenez, FSH ve LH'in testikiiler hiicreler
lizerindeki etkilerine baghdir. LH intertisyel hiicreler tizerine etki ederek
spermatogenik seri hucrelerinin normal gelisimi icin gerekli olan testosteron
yapimini stimiile eder. FSH'in ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz
yapimini stimiile ettigi ve sonugta cCAMP'nin artigina yol actig1 ve ayni zamanda
ABP'nin sentez ve salgilanmasini sagladigi bilinmektedir. Bu protein testosteron
ile baglanir ve testosteronu seminifer tiibiillerin llimenine tasir. Spermatogenez
testosteron ile uyarilir, Ostrojen ve progesteronlarla inhibe edilir.
Spermatozoonlar epididimise, uygun bir ortam olan testikiiler sivi icinde
tagimirlar. Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan tiretilir; bu sivi
steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP icerir (Ross,

Romrell 2006).
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4.1.3.Kan-testis bariyeri ve siki baglantilar

Spermatogonyumlarin  farklilagmasi sperme 0Ozgii proteinlerin ortaya
cikmasina yol acar. Seksiiel olgunlagsmanin, immiinolojik yetenegin
gelismesinden uzun bir silire sonra ortaya c¢ikmasi sebebiyle farklilasmakta olan
sperm hiicreleri yabanci olarak algilanabilir ve germ hiicrelerinin oliimiine sebep
olabilecek bir immiin yanit1 tegvik edebilirler. Kan-testis bariyeri, gelisen
spermler ve immiin sistem arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan
kaldirir. Bu bariyer seminifer tiibiillere immiinglobulinlerin ge¢mesini Onler ve
bu sayede serumlarinda cok yiiksek diizeyde sperm antikorlart bulunan
hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu goriilmez. Sertoli hiicre bariyeri
boylece seminifer epiteli bir oto immiin reaksiyondan korumus olur. Kan ile
seminifer tlbillerin ic bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi, sivi icine
kandan cok az maddenin gegmesini aciklayan bir olgudur. Testisteki kapiler
pencereli tiptedir ve bliylik molekiillerin serbest olarak gecisine izin verir. Sertoli
hiicreleri arasindaki siki baglantilar (tight junction) bu bariyerden sorumludurlar.
Erkek germ hiicrelerinin kandan gelen zararli ajanlara karst korunmasinda

onemli rol oynarlar.

Seminifer epiteldeki siki baglantilar, membrana en yakin konumdaki
lokalizasyonu ile diger siki baglantilardan farkhidir. Siki baglantilar, bazal
laminanin yanindaki seminifer epitelyumun bazal komportmanindaki Sertoli
hiicreleri arasinda bulunur. Seminifer tiibiildeki siki baglantilar seminifer epitelin
bazaline yakin bulunan Sertoli hiicrelerinin siki baglantilariyla olusur. Bu siki
baglantilar seminifer epiteli bazal ve adluminal kompartman olarak iki boliime
ayirir.  Bazal bolimde spermatogonyumlar ve preleptoten spermatositler
bulunurken adluminal bolimde diger germ hiicreleri bulunur. Testisdeki siki
baglant1 bolgesinde periferal membran proteinler dizisi ve 3 farkli siki baglanti
integral membran proteinlerinden olusur. Bunlar; zonula okludens ¢esitleri olan,
zonula okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-2 (Z0O-2), okludin, klaudin gibi siki
baglant1 proteinleridir. Siki baglantilarin en yiizeyde olam1 zonula okludenstir.

Aga benzer bir yap1 olusturacak sekilde katlanma ve kivrilmalar gosterir. Kabarti
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ve oluklarin sayist ve kaynasma yerleri epitelyumun sivi aligverisi ile cok
yakindan ilgilidir. Siki baglantinin esas fonksiyonu olduk¢a siki bir tutunma
meydana getirmek boylece epitelyum hiicreleri arasindan her iki yone dogru
madde gegisini engellemektir. Bazi epitellerde elektriksel potansiyeller epitelin
molekiil transport yetenegini etkileyerek molekiillerin epitelden gecisini

diizenler (Erkanli 2008).

4.2. Diyabet

Diabetes mellitus (DM), insiilin salgilanmasi ya da insiilinin etkisindeki tam
veya kismi yetersizlikle iliskili olarak ortaya c¢ikan kronik hiperglisemi;
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ve bu bozukluklar1
takiben ileri donemde ortaya c¢ikan cesitli komplikasyonlarla (anjiopati,
kardiyomiyopati, norapati, nefropati veretinopati gibi) karakterize bir
sendromdur. Bu hastalik cok eski yillardan beri bilinmesine ragmen, idrarda
sekerin bulundugu ancak 18. yiizyilda Dopson tarafindan saptanmig ve bu
hastaligin pankreasla olan iligskisi 1889 yilinda Mering ve Minkowski'nin
pankreatektomi yapilmis kopeklerde diyabet olustugunu gozlemlemeleri ile
anlasilmistir. 1921 yilinda Banthing ve Best'in, insiilini pankreastan ekstrakte

etmeleri sonucunda P hucresi ile olan iligkisi ortaya ¢ikmustir (Aver 2001).

4.2.1. Diabetes mellitusun tipleri ve klinik 6zellikleri:

World Health Organisation (WHO0)'a gore glisemi bozukluklar:
etiyolojilerine gore, 1999 yilinda diyabet siniflamasindaki ayriliklari Oonlemek
amaciyla gecerli bir siniflamay1 kabul etmistir. DM'un klinik smiflamasi asagida

aciklanmustir:

Tip I diyabet (Insiiline bagimh diyabet-IDDM): P hiicre yikimi (T
lenfositlerin aktivasyonu ile), insiilin sekresyonunun yoklugu ya da cok dustik
olusu, glukagon gibi uyaranlara C-peptid yanitinin alinamayist genellikle tam

insiilin yetmezligine yol acar. "Jlvenil diyabet", "genc tipi seker hastaligi'Veya

"ketoza elverigli sekerli diyabet" adlari ile anilan bu hastalik, "instiline bagimli"
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ya da "tip 1 diyabet" olarak isimlendirilir. Erken yaslarda baslar (11-13 yas) ve
hastalar kisa siirede hizla kilo verirler. Tip I DM'in toplumdaki sikligi %10-15
dir.

Tip II diyabet (Insiiline bagimh olmayan diyabet-NIDDM): Insiilinin
periferik etkisinde ve insulinin pankreas P hiicrelerinden salgilaniginda
bozukluklarla seyreden ve toplumda sik rastlanan DM tipidir. Insiiline bagimli
olmayan (NIDDM) veya erigkin tipi diabet olarak isimlendirilir. Bu tip diyabetin
obezite ve kalitimla iliskili oldugu bilinmektedir. Tip II diyabete orta ve ileri yas
erigkinlerde daha sik rastlanir ve genellikle bireyler sismandir. Tum diyabet
vakalarinin % 80'ini olusturan Tip II diyabet'in toplumdaki sikligi % 2-5

arasindadir.

Malnutrisyon diyabeti: Beslenme ile ilgili ve pankreasda kalsifikasyon ve
organik bozukluklara baglhh olarak gelisen, diyet disinda bir tedavi

gerektirmeyen, insiilin sekresyonunun var oldugu bir DM tipidir.

Gebelik diyabeti (Gestesyonel diyabet): Gebelik esnasinda baslayan ve ilk
defa gebelik esnasinda taninan degisik derecelerdeki karbohidrat intoleransi igin
kullanilan bir tanidir. Artmig instilin direnci, insiilin yapiminin yetersizligi ve bu

iki defektin birlesimi sonucu gestasyonel diyabet olusur.

Diger tip diyabetler: Pankreatit, Cushing sendromu veya akromegali seyrinde
ortaya cikan genetik bazi sendromlarla veya insiilin reseptor anomalileri ile
ortaya ¢ikan diyabet tipleridir. Bunlar arasinda; P hiicre fonksiyonunda genetik
kusurlar, insiilin etkisi ile ilgili genetik kusurlar, endokrin pankreas hastaliklari,
endokrinopatiler, ila¢ ve kimyasallara bagh diyabet, enfeksiyonlar, immiinite
aracili diyabetin nadir formlari, diyabetle iligkili diger genetik sendromlar

sayilabilir (Tungdemir 2006).
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4.2.2. Diyabet olusumuna etki eden faktorler

a. Genetik sendromlar (Tip A ve Tip B instlin diren¢ sendromlari, glikojen depo
hastaligr, Wolfram sendromu, Down, Klinefelter ve Turner sendromlar1).

b. Endokrin hastaliklar1 (Akromegali, Cushing sendromu, Glukagonoma,
hipertiroidi, hiperparatiroidi, Pankreatik kolera sendromu, biiylime hormonu
yetersizligi).

c. Pankreatik hastaliklar (Pankreatektomi, pankreatit, hemokromatozis).

d. Ilaglar, kimyasal ajanlar, toksinler (Tiyazid grubu diiiretikler, beta adreneijik
reseptor blokerleri, glukokortikosteroidler, psikoaktif ajanlar, antineoplastik

ajanlar, katyonlar) (Tungdemir 2006).

4.3. Deneysel Diyabet Modelleri

Farkli kimyasal ajanlar diyabet kosullarin1 olusturabilirler. Bunlardan
streptozotosin (STZ) ve alloksan en ¢ok kullanilanlardir. STZ ve alloksan, beta

hiicrelerini se¢ici olarak tahrip etmektedir.

Alloksan, kimyasal formiilii 2, 4, 5, 6 Tetraokzohekzahidropirimidin olan,
urik asit tlirevi, antineoplastik bir ajandir. Genellikle monohidrat tuzu seklinde
bulunur. Glukozla uyarilan insiilin salinimini inhibe eder; yliksek dozlari beta
hiicre nekrozu yapar. Fakat STZ daha spesifik beta hiicre sitotoksitesine sahip
olmasi nedeniyle daha cok tercih edilmektedir. STZ ve alloksanin ytliksek dozlar
tip 1 diyabete neden olurken; daha diisiik dozlar1 beta hiicre kitlesinin kismen
azalmasina sebep olur.

Alloksan ile STZ arasindaki farklar diistintildiigiinde:

. STZ'ye kiyasla alloksan ile daha yiiksek kan sekeri diizeyleri saptanir.

. STZ ve alloksan ile kan sekeri diizeyinde ti¢ fazli bir etki olusur.
Birinci faz gegici hiperglisemi fazi, ikinci faz siddetli hipoglisemi ve tglinci faz
da kalic1 hiperglisemi fazidir. STZ' ye bagh gelisen tigiincii faz, alloksana oranla
genellikle 1 saat daha ge¢ ortaya cikar.

*  Alloksan ile ketozis daha sik olusur.

«  STZ diyabetinde noropati daha fazladir (Irer, Alper 2004).
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4.3.1. Streptozotosin (STZ):

Farkli kimyasal ajanlar diyabet kosullarini olusturabilirler. Bunlardan STZ

en ¢ok kullanilandir.

STZ nitrosourea turevidir ve ilk olarak 1959 vyilinda Streptomyces
achromogenes'den izole edilmistir. STZ onkolitik, onkojenik ve diabetojenik
Ozelligi olan genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Molekiiler agirhigi 457
daltondur. STZ'nin diyabetojenik etkisi ilk kez 1963 yilinda Rakieten tarafindan
saptanmis ve daha sonralart deneysel diyabet caligmalarinda kullanilmistir

(Bolzan 2002).
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Sekil 4: Streptozotosin'in molekiiler yapisi (Bolzan 2002).

STZ glukoz oksidasyonunu bozarak insiilin biyosentezini ve salinimini
azaltir. STZ, pankreatik P hiicreleri tarafindan glukoz tasiyicis1 (GLUT?2)
araciligilyla  metabolizmaya alinmaktadir. GLUT2'nin  ekspresyonunun
azalmasinin, STZ'nin diyabetojenik etkisini Onledigi saptanmustir. STZ, ilk
olarak P hiicrelerinin glukoz cevabini kaybetmesine neden olmaktadir. STZ'nin
hiicre icinde pankreatik p hiicrelerinde DNA hasarina neden oldugu
gosterilmistir. STZ ile olusturulan diyabette, P hiicrelerinin oliimiine sebep olan
temel neden DNA alkilasyonudur. STZ'nin alkilasyon etkisi, nitrozoiirelerin
fonksiyonel grubuyla 6zellikle Guaninin O° pozisyonuyla iliskilidir. Sicanlara
uygulanan STZ enjeksiyonundan sonra, dokularda farkli metilasyon asamasinda
purinler bulunmaktadir. Ayrica, STZ'nin, nitrik oksiti (NO) de tetikleyici etkisi
oldugu saptanmistir. NO'in pankreatik adacik hiicresi olan P hiicre grubunu

harap ettigi gosterilmistir (Szkudelski 2001).
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4.3.2.Streptozotosin ve erkek iireme sistemi

STZ uygulamasit testis dokusu agisindan incelendiginde; diyabetik
sicanlarda oksidatif strese ve akabinde testisdeki seminifer tibiil germinal
epitelindeki spermatogenik hiicrelerde olusan dejenerasyon sonrasi sperm sayisi
ve hareketliliinde azalmaya neden olmaktadir. Bu durum da infertiliteye yol
agmaktadir. Hormonal acidan incelendiginde, STZ uygulamasinin erkek
sicanlarda viicut agirligi ve testis agirlifinda azalmaya paralel olarak testosteron

seviyesinde azalmaya da neden oldugu belirlenmistir (Koh 2007).

STZ uygulamasinin testisdeki apoptotik hiicre sayisini arttirdigl ve diyabet
olusumu sonrast Leydig hiicrelerinin proliferasyonunda azalma oldugu

bilinmektedir (Ricci et al 2009).

Diyabetik bireylerde olgunlasmamis ve apoptoza giden, az hareketli,
anormal akrozom igeren ve morfolojik acidan hasarli sperm ytlizdesi oldukga

yuksektir (Baccetti et al 2002).

Stlfirlii mineral suyu ve sodyum hidrosiilfid gibi siilfiir tabanli tedavi
ajanlarmim STZ ile olusturulan diyabette testikiiler apoptozisde etkili oldugu ve
etki mekanizmasmin apoptoz diizenleyici regiilator proteinler yani Bcl-2, Bax,
P53 gibi genetik ekspresyonlar tizerinden etkin oldugu gosterilmistir (Sadik, El-
Seweidy, Shaker2011).

4.3.3. Diyabet ve oksidatif stres

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya

3 L 2+ i

molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Ancak Fe , Cu , Mn ve Mo
gibi gecis metalleri de ortaklanmamus elektronlara sahip olduklari halde serbest

radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda onemli rol
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oynarlar. Serbest radikaller pozitif yukli (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya

elektriksel olarak notral olabilirler.

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hizi1 bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir.
Oksidatif denge saglandigi  siirece  organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan
kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. 'Oksidatif
stres' olarak adlandirilan bu durum ozetle serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte

olup, sonucta doku hasarina yol agmaktadir.

Diyabette serbest radikallerin arttigi ve/veya antioksidan mekanizmalarin
inhibe oldugu oksidatif stres durumlarindan birisidir. Protein glikasyonu ve
glikoz oto-oksidasyonu, lipid peroksidasyonuna neden olabilen serbest
radikalleri olusturmaktadir. Oksidatif stresin diger potansiyel mekanizmalari
arasinda antioksidan savunma sistemlerinin  yetersizligi bulunmaktadir.
Antioksidanlar, diyabette bozulan oksidatif stres mekanizmasinin, protein
glikasyonunun ve glukoz metabolizmasinin diizeltilmesinde o©nemli etkiler

olusturmaktadir (Altan, Dingel ve Koca 2006).

4.3.4. Oksidatif stres ve antioksidan iliskisi

Oksidatif stres serbest radikallerin yol actigi ve hiicrelere fiziksel hasar
veren bir sirectir. Viicutta serbest radikaller oksidatif fosforilasyon, tirik asit
metabolizmasi ve prostoglandin sentezi gibi biyokimyasal olaylar sonucu stirekli
olarak olusur. Oksidatif stres, hiicresel antioksidan sistemi olusturan stiperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) antioksidanlari
tarafindan giderilir. Organizmada pek c¢ok tiirde reaktif oksijen pargacigi
olusabilir, bunlar en sik lipid yapilarda gozlenir. Lipid radikaller yiiksek
derecede sitotoksik triinlere dontisebilir. Malondialdehit, enzimatik olmayan
yolla oksidatif lipid peroksitlerin parcalanmasi sonucu olusan aldehit grubundan

olan toksik etkili bir radikaldir. MDA, proteinlerin amino gruplarina,
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fosfolipidlere veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir (Ohkawa,

Ohishi and Yagi 1979).

Ileri oksidasyon protein iiriinleri, (Advanced Oxidation Protein Products,
AOPP) Oksidatif stres belirtecidir. Oksidasyon aracili protein hasarimi gosterir.
Protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan AOPP ditirozin igeren capraz

bagli protein tirlinleri olarak tanimlanmistir (Witko-Sarsat et al 1996).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasy onlar1 onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve sabitlestirme yetenegine sahip maddelere  "antioksidan"  adi
verilir. Antioksidan molekiiller, olusan oksidasyonun farkli noktalarinda

etkilerini gosterirler.

Antioksidanlar dort ayn sekilde etki ederler:

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni
molekiile cevirme toplayic1 etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal

mukus ve kiigiik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle dontistiirme bastina etkidir. Vitaminler,

flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller

zincir kirici etki gosterirler.
4) Serbest radikallerin olusturduklarr hasarin onarilmasi onarici etkidir.
Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler

‘Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tlizere iki smifa

ayrilirlar.
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Enzim olan endojen antioksidanlar: 1) SOD, 2) Glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), 3) Glutatyon S-Transferazlar (GST), 4) CAT, 5) Mitokondriyal sitokrom

oksidaz sistemi, 6) Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar: 1) Melatonin, 2) Oksitosin, 3)
Seruloplazmin, 4) Transferrin, 5) Miyoglobin, 6) Hemoglobin, 7) Ferritin, 8)
Bilirubin, 9) Glutatyon, 10) Sistein, 11) Metiyonin, 12) Urat, 13) Laktoferrin,
14) Alblimin.

Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak tizere

siniflandirilabilirler.

Vitamin olan eksojen antioksidanlar: 1) a-tokoferol (vitamin E), 2) Askorbik

asit, 3) Folik asit, 4) Beta karoten (Koca, Karadeniz 2003).

Antioksidan etki olusturan maddeler:

Melatonin: En zararli serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini (OH»)
ortadan kaldiran c¢ok giiclii bir antioksidandir. Giliniimiize kadar bilinen

antioksidanlann en giicliisii olarak kabul edilmektedir (Guneli et al 2008).

Alfa lipoik asit: Bitkiler, hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenebilen
dogal bir bilesiktir. Enzim kofaktorii (Glukoz, karbonhidrat, yag asidi protein ve
aminoasit metabolizmasinda) olarak da gorev yapar. En gliclii yaglanma karsiti
antioksidanlardan ve anti- inflamatuarlardan biridir (Azza, Mohamed, Khaled,

Aml 2012).

Glutatyon: Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptit
olup antioksidan ve indirgeyici bir ajandir. Organizmanin biitiin hiicrelerinde
bulunan ve hiicrelerin protein yapist disindaki silfidril grubu igeriginin % 90
kadarmi olusturan glutatyon (GSH), zararli bilesiklerin etkisizlestirilmesinde
onemli role sahiptirr GSH, hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
dontismesini de engeller. Proteinlerdeki -SH gruplarinin rediikte halde kalmasini
saglar ve bu gruplart oksidasyona karst korur (Kalra, Chaudhary and Prasad

1991).
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4.4. Oksitosin:

Hipotalamusta sentezlenen oksitosin, diiz kaslarin ozellikle de uterus diiz
kaslarinin kasilmasina neden olan bir hormondur. Antioksidan oOzelligiyle de
bilinen oksitosin, doku hasarini Onleyerek etkisini gosteren bir peptitdir.
Oksitosin, molekiiler olarak 6 aminoasitlik bir halkasal yap1 ve 3 aminoasitlik
yan zincirden olusur (Hideki and Kaneko 2002). Gebelik ve laktasyon esnasinda
meme bezinde bulunan miyoepiteliyal hiicrelerde oksitosin reseptoriiniin
ekspresyonu artar. Salgilanan oksitosin meme bezlerinin asinuslarini saran
miyoepiteliyal hiicrelerin kasilmasina neden olur ve bunun sonucu memeden siit
salimmmint saglar. Buna karsin dogumun baslamasi ve devam etmesinde
oksitosinin rollii tam olarak anlasilmig degildir. Oksitosine uterusun duyarlig
gebelikte artmaktadir. Oksitosinle olusan uterus kasilmasi [3-adrenerjik
agonistleri, magnezyum silfat ya da inhalasyon anestezikleriyle inhibe
edilebilmektedir (Lee, Macbeth, Pagani and Scott 2009). Son yillarda, oksitosin
reseptor geninin hipofiz, bobrek, yumurtalik, testis, timus, kalp, vaskiiler
endotel, adiposit ve bir¢ok tip kanser hiicresi gibi bir¢ok farkli yerde ekspresse
edilmesinin bulunusu, klasik oksitosin anlayisinda da gelismelere sebep

olmustur (Gimpl and Fahrenholz 2001)

4.4.1.0Kksitosinin erkek iireme sistemi ve diger sistemler iizerine etkileri

Oksitosin erkek hayvanlarda lireme lizerine hem spermatozoon sayisint hem
de Ureme hormonlarinin diizeyini degistirerek etki etmektedir. Sican testisine
implant tarzinda uzun siireli oksitosin uygulamasi testosteron ve FSH
diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden olurken dihidrotestosteron diizeyinde
ise belirgin bir artis saglamaktadir (Nicholsan, Guldenaar, Boer and Pickering
1991). Ayrica yapilan calismalarda oksitosinin erkek genital organlarinda
koruyucu etkisi oldugu da gosterilmistir (Thackare, Nicholson and Whittington
2006). Puberte donemindeki erkek siganlarda yapilan bir calismada, oksitosinin

testisden epididimise gecen spermatozoonlarin transferini arttirict yonde olumlu
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bir etkisi oldugu ve ejakulattaki sperm miktarin1 da arttirdi§i belirtilmistir
(Frayne, Townsend and Nicholson 1996). Oksitosin, siganlarda seminifer tiibiil,
epididimis ve prostat bezinin kasilmasini uyararak, parakrin bir gorev
ustlenmektedir. Oksitosin, bircok organda oldugu gibi, testislerde de mitotik
aktiviteyi uyarmaktadir. OKksitosinin, testiste spermatogenik hiicrelerde mitotik
aktiviteyi arttirarak oligospermi vakalarinda tedavi edici etkisinin oldugu

dusiiniilmektedir (Thackare, Nicholson and Whittington 2006).

Oksitosinin  disi ve erkek siganlarda antistres etkili oldugu, yara
iyilesmesini hizlandirdigi, kilo alimimi uyardigi ve endojen etkiyi artirdigi

bildirilmistir (Kovacs, Sarnyai and Szabo 1998,Uvnas-Moberg 1998) .

Oksitosin sistemik uygulandiginda gastrointestinal motiliteyi ve diiz kas
kontraktilitesini degistirdigi ve deneysel mide ve duodenum lilserlerinde
antisekretuvar ve antitilser etkili oldugu gosterilmistir (Duridanova, Nedelcheva

and Gagovl997, Monstein, Grahn, Truedsson and Ohlsson 2004).
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5. GEREC VE YONTEM:

Deneysel calisma oncesi, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan onay alimmistir (20.11.2011- 55. 2001.mar).
Agirliklar1 200 -300 gr arasinda degisen, standart kosullarda yetistirilen 24 adet
eriskin erkek Wistar albino sican Marmara Universitesi, Deney Hayvanlar
Uygulama ve Aragtirma Merkezi'nden (DEHAMER) temin edildi. Sicanlar
deney siiresince bazal diyet ile beslendiler. Deney hayvanlarinin bulundugu
ortamda 22+2°C oda 1sis1, % 60 nem orani, 12 saat aydinlik/12 saat stiresince
karanlik ritim saglandi. Deneye baslamadan Once deney gruplarinda yer alan tim
sicanlarin agirliklar1 tartildi ve kan glukoz degerleri belirlendi. Kan ornekleri

sicanlarin kuyruk venlerinden instilin enjektoru ile alindi.

STZ grubuna 1 mi + 4°C'deki serum fizyolojik i¢inde ¢oziindirilmis, 65
mg/kg STZ intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edildi. STZ enjeksiyonu sonrasi
72. saatte alman aclhik venoz kan oOrnekleri glukometre ve glukoz stripi
araciligiyla oOlgiliip, glukoz degerleri 200 mg/l. ve lizeri olan hayvanlar
diyabetik olarak kabul edildi. Bu degerin altinda olan hayvanlar deneye

alinmadi.

Tim deney gruplarindaki sicanlardan ilgili deney siirelerinin bitiminde eter
anestezisi altinda kan ornekleri alinmig olup, sakrifikasyon sonrasi, sag ve sol
testis dokular1 ¢ikartilarak testisler ayr ayr tartilmistir. Sa§ testis dokulari
gecirimli elektron mikroskopi, sol testis doku oOrnekleri ise 1sik mikroskopi

incelemeleri i¢in kullanilmigtir.
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Calismada kullanilan gruplar ve uygulamalar asagida belirtildigi sekildedir
(Tablo 1):

1) Kontrol Grubu (n: 6): 0,3 mi serum fizyolojik soliisyonu diyabet
olusturulmamig sicanlara tek doz, 5 gin boyunca i.p. olarak ayn saatte
uygulandi. Bu islemi takibeden 24 saatin bitiminde sicanlar eter anestezisiyle

sakrifiye edilerek kan ve testis doku Ornekleri alindi.

2) STZ Grubu (n: 6): Siganlara 65 mg/kg STZ sadece tek bir kez i.p. olarak
uygulandi. Bu iglemi takiben 4 hafta sonra sicanlar eter anestezisi altinda

sakrifiye edilerek kan ve testis doku ornekleri alindi.

3) Oksitosin 6n uygulama Grubu (n: 6): Sicanlara 5 |ig/kg oksitosin tek doz, ,
5 gin boyunca her giin i.p. olarak aym saatte uygulandiktan sonra son
uygulamay1 takibeden 24 saatin bitiminde 65 mg/kg STZ bir kez tek doz i.p.
olarak uygulandi. Bu islemi takiben 4 hafta sonra siganlar eter anestezisi altinda

sakrifiye edilerek kan ve testis doku ornekleri alindi.

4) Oksitosin tedavi Grubu (n: 6): Sicanlara 65 mg/kg STZ sadece bir defa i.p.
olarak uygulandiktan 4 hafta sonra 5 [ig/kg oksitosin tek doz olarak, 5 giin
boyunca her giin ayni saatte i.p. olarak uygulandi. Bu islemi takibeden 24 saatin
bitiminde sicanlar eter anestezisi altinda sakrifiye edilerek kan ve testis doku

ornekleri alindi.

Tim gruplardaki hayvanlann kuyruk venlerinden alinan kan ornekleri; deney
baglangicindan hemen once, STZ enjeksiyonunundan 72 saat sonra ve

sakrifikasyondan hemen once alinmustir (Tablo 1).
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Tablol: Deney gmplanna ait enjeksiyon zaman cizelgesini gosteren tablo.

Giinlere gbre
Uygulama_Ciici£C5i,_In,

-t | l
Kan alma r =
Kan alma = Kan alma
Sakrifikasyon STZ GRUBU
dinlere gore
CIL T T T_Mamnmnlm_r\‘

. KONTROL GRUBU
i i m SF SF
| 121 1 2. 3. 5

v

Kan alma Kan alma
Kan alma
Sakrifikasyon
OKS OKSITOSIN ON UYGULAMA GRUBU

OKS OKS OKS OKS STz

Giinlere gore

= = % oo oF Uveulama Cizelgesi K
[ et T
I I .t Y
Kan alma Kan alma Kan alma
Sakrifikasyon

OKSITOSIN TEDAVI GRUBU

OKS OKS OKS OKS OKS

l l l l Giinlere gore
Uygulama Cizelgesi k
L 0.3 >

1 T . q 29, T =3
l T W
Kanatma Kanatma

Kan alma
Sakrifikasyon

25



Resim 1: Erkek sicanlarin kalbinden kan alinmasi ve sakrifikasyon asamasinin
fotografi.

5.1. Histopatolojik Preparasyon

5.1.1. Isik mikroskopisi metodu

Deney gruplarindan alinan testis doku oOrnekleri %10'luk tamponlanmig
notral formalin fiksatifine alinarak 4 saat streyle tespit edildi. Daha sonra
ornekler yar1 otomatik doku takip cihaz ile (Leica Tp 1020, Almanya) ylikselen
etil alkol serisi (%70, %90, %96, %100) ve ksilenle saydamlastirma
asamasindan gegirildi. Isik mikroskopi preparasyon yontemleri kullanilarak
testis dokulart gomme kabininde (Leica EG 1150H, Almanya) parafine
gomiildii. Bloklarin soguk zeminde (cold plate- Leica EG 1150C, Almanya)
hizlica sogutulup, donmalari saglandi. Mikrotom (Leica RM2125RT, Almanya)
ile 5 um kalinliginda alinan parafin testis dokusu kesitleri sicak su banyosuna
(Leica HI 1210, Almanya) aktarildi. Daha sonra testis doku bloklarindan elde

edilen kesitler histolojik boyamalar i¢in lamlara alindi.
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Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyama protokolii:

Testis doku bloklarindan alinan kesitler etiivde (Niuve FN 400, Tirkiye)
65°C'de 60 dakika tutulduktan sonra 3 defa S'er dakika ksilenden gecirilerek
deparafinizasyon islemi gerceklestirildi. Azalan konsantrasyondaki etil alkol
serisi ile hidratasyon (%96 alkol 5 dakika, %80 alkol 5 dakika, %70 alkol 5
dakika) gercgeklestirildi. Kesitler, hematoksilende 5 dakika tutulduktan sonra bir
defa sudan gecirilip diferansiyasyon icin asit alkolde 1 dakika bekletildi.
Mavilestirme doymusg lityum karbonat ile saglandi. Kesitler eozinde 1 dakika
tutularak sitoplazma boyamasi saglandi. Testis doku oOrneklerinden alinan
kesitler eosinle boyandiktan sonra dehidratasyon (%70, %80, %96 ve %100 etil
alkol) ytikselen konsatrasyondaki etil alkol serisi ile saglandi. Berraklastirma
icin kesitler ksilende 2 defa 5 dakika tutuldu. Bu islemleri takiben, kesitler sulu
olmayan kapama (Thermo Scientific Shandon Consul - Mount Ref.9990440,
ABD) maddesi kullanilarak uygun lamel ile kapatildi.

Periyodik Asit -Schiff (PAS) reaksiyonu:

Seminifer tiiblillerin bazal membran yapisini gostermek amaciyla PAS

reaksiyonu asagidaki igslem sirasina gore uygulandi.

» _Periyodik Asit Cozeltisi:

100 mi distile suda 1 gr periyodik asit ¢oziilerek elde edildi.

. Schiff Cozeltisi:

200 mi kaynayan distile suda 1 gr bazik fuksin ¢ozdirtildi. Karisimin 1sisi
50°C'ye dustliglinde 2 gr potasyum metabisilfit eklenerek coziindiirtldu.
Cozeltinin 1s1s1 oda 1sisina dustugunde 2 mi HCI ve 2 gr aktif karbon eklenip,
kanistirildi. Hazirlanan ¢ozelti 1 gece boyunca oda 1sisinda karanlikta agzi kapali
bir sekilde bekletildi. Berrak ya da acik san renkli ¢oOzelti ertesi gun filtre
kagidindan siiziildii. Elde edilen ¢ozelti +4°C'de saklandi.
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* Mayer'in Hematoksilen boyama protokolii:

Hiicrelerdeki nukleuslart gostermek amaciyla Mayer'in  Hematoksileni ile
boyama yapildi. Hematoksilen, potasyum aliiminyum siilfat ve sodyum iyodat
manyetik karistiricida (Biosan MSH 300, Letonya) isitilarak c¢oziindiirtldii.
Kloral hidrat ve sitrik asit karisima ilave edildi ve 5 dakika kaynatilip, sogutuldu

ve suzuldii.
Yontem:

Testis doku bloklanndan alinan kesitler etiivde (Niive FN 400, Tiirkiye) 65°C'de
60 dakika tutulduktan sonra 3 defa S'er dakika ksilenden gecirilerek
deparafinizasyon iglemi saglandi. Azalan konsantrasyondaki etil alkol serisi ile
hidratasyon (%96 alkol 5 dakika, %80 alkol 5 dakika, %70 alkol 5 dakika)
gergeklestirildi. Kesitler distile sudan gecirildi ve akabinde %1'lik periyodik asit
cozeltisinde 5 dakika tutuldu. Daha sonra distile su ile yikanan kesitler Schiff
cozeltisinde 20 dakika tutuldu. Musluk suyu ile 5 dakika yikanmayi takiben,
kesitlere May er hematoksilen ile 3 - 4 dakika nukleus boyamasi yapildi. Musluk
suyu ile yikanma asamasimi takiben doymus lityum karbonatla nukleuslar
belirginlestirildikten sonra, yiikselen konsatrasyondaki etil alkol serisiyle (%70,
%80, %96 ve %100 etil alkol) kesitler dehidrate edildi. Ksilenle seffaflastirilan
kesitler sulu olmayan kapama (Thermo Scientific Shandon Consul - Mount

Ref. 9990440, ABD) maddesi kullanilarak lamel ile kapatildi.

Histopatolojik skorlama:

Preparatlarda histopatolojik hasarin derecesini degerlendirme amacina
yonelik olarak, 1sitk mikroskobu ile ortalama 100 tiibiil sayilarak skorlama
gerceklestirildi.

Tim deney gruplarindaki seminifer tiibiillerde histopatolojik skor
degerlendirmesi, her preparati saat yoniinde kaydirarak rastgele segilen 5 benzer

alanda, x400 biiytitme altinda yapilmistir (Hess, Linder, Strader, Perreault 1988).

1) Normal: Normal spermatogenezis ve hiicreler arasi baglanti.
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2) Regresif: Seminifer tiibiillerin bir veya birden fazla bozukluk igermesi:
hiicreler arasi baglanti normal olmakla birlikte gevsek hiicresel organizasyon,
hiicresel dejenerasyon (piknotik cekirdek, grantiler eozinofilik sitoplazma,

karyolizis)

3) Dejeneratif: Diizensiz yerlesimli ve hiicreler arasi baglantisi olmayan az

sayidaki germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri.

4) Atrofik: Sadece Sertoli hiicreleri, ya nadiren germ hiicreleri ve Sertoli
hiicreleri ya da az sayida hiicresel baglantilart olmayan germ hiicreleri ve Sertoli
hiicreleri.

Tim doku preparatlart Olympus BX51 fotomikroskop ve dijital kamera
(Olympus  C-5060, Tokyo, Japan) ile incelenerek degerlendirilip

fotografi andirildi.

5.2. Gegirimli Elektron Mikroskopisi Metodu

Testisten alman yaklastk Imm’liik doku 6rnekleri %2,5'luk glutaraldehit
(fosfat tampon i¢inde, pH: 7,4) soliisyonunda + 4°C'de 4 saat tutulduktan sonra,
fosfat tampon icinde 1 giin bekletildi, %1'lik osmiyum tetraoksitle 2 saat siireyle
postfiksasyon yapilip, daha sonra 15 dakika fosfat tamponda yikandi. Yiikselen
konsantrasyondaki etil alkol serisinde (%50, %70, %90, %96 ve %100) 15'cer
dakikalik stirelerde bekletilen ornekler saf propilende 15 dakika 2 kere, sonra 1/1
oraninda propilen/epon karisiminda 1 gece siireyle rotarda birakildi. Testis doku
ornekleri 1 saat vakum, 2 saat disarida olmak tlizere saf eponda tutuldu. Epona
gomiilen dokular 1 gece siireyle 60°C'lik etiivde birakildi. Epon bloklardan
ultramikrotomda (Leica Microsistem, Avusturya) alinan yar1 ince kesitler (1 um)
toluidin mavisi boyasi ile boyandi. Yan ince kesitlerde yer tayini yapildiktan
sonra 200 mesh'lik bakir gridler tizerine alinan yaklagitk 60 nm kalinligindaki

ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrast!andi.
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Kontrastlama asamasi:

Ependorfta %2'lik uranil asetat ve %50'lik metanol 1/1 oraninda karistirildi.
Diger ependorfa Imi kursun sitrat (+4°C'de) konuldu. Ependorflardaki iki
soliisyon aliiminyum folyo ile sarildi ve 1500 - 2000 rpm'de 15 dakika santrifiij
edildi. Parafin kapli petrilerin icinde hazirlanan soliisyonlardan damlacik
olusturuldu. Uranil asetat damlaciginda 40 dakika bekletilen gridler, distile su
damlaciklarina alindi. Daha sonra her bir grid en az 20 mi distile su ile
yikanacak sekilde dikkatlice distile sudan gecirildi. Daha sonra, bir sonraki
asamada kursun sitratta gridler 3 -4 dakika bekletildi. Bu islemler sirasinda
petride nem olusmasini engellemek igin petrinin kenarina 7 - 8§ adet NaOH

parcast konuldu.

Kontrastlanmis ince kesitler, Jeol 1200 SX Geg¢irimli Elektron Mikroskopu
ve dijital kamera (Olympus Morada Soft Goriintiileme Sistemi) ile incelendi ve

fotografi andi.

5.3. Biyokimyasal Inceleme

Kan ornekleri, deney suresince ve deney sturelerinin bitiminde sicanlarin
kuyruk venlerinden ve Kkalplerinin atrium bolgesinden alinarak elde edildi.
Deneyin baslangicinda ve deney stresince, sicanlarin kuyruklarindan alinan
venoz kan oOrneklerinden kan glukoz diizeyi oOlclimleri yapildi. Bu oOlgiimler
glukometre ile gerceklestirildi. Bu oOlgtimleri yapabilmek icin glukoz oksidaz
enzimi iceren tek kullanimlik kuru test stripi kullanildi. Stripin ucundaki glukoz

oksidaz enzimi bulunan kan toplama haznesine kan 6rnegi yliklendi.
Olgiim Yontemi:

Stripte bulunan enzim glukozun oksidasyonunu katalize ederek glukonik asit
ureterek calismaktadir. Reaksiyon sirasinda iletken maddenin elektronlari
elektroda iletmesi ile akim olusur. Akimin miktar1 kandaki glukoz miktar ile
paraleldir. Glukoz yogunlugu 5 saniyede Olctildii ve ekrana yansidi, buna bagh

olarak kandaki glukoz seviyesi belirlendi. Tum gruplardaki hayvanlarin kuyruk

30



veninden alman kan ornekleri deney baslangicindan hemen once, STZ
enjeksiyonunundan 72 saat sonra ve sakrifikasyondan hemen Once alimmustir.
Kontrol grubunda ise SF enjeksiyonundan hemen oOnce, 72 saat sonra ve
sakrifikasyondan hemen once olmak tizere kan glukoz diizeyi tayinleri

yapilmistir.

Sicanlarin kalplerinin atriumundan alinan kan ornekleri ise 14000 rpm'de 4
dakika santrifij yapilarak serum eldesi saglandi ve serumda malondialdehit
(MDA), glutatyon (GSH) ve ileri oksidasyon protein urinleri (Advanced
Oxidation Protein Products, AOPP) olciimii yapildi. Bu Olctimler asagida

belirtilen protokoller dogrultusunda yapilmustir.

Serum Malondialdehit (MDA, lipid peroksidasyon) oOlciimii: Lipid
peroksidasyon hasarini o6lgmek i¢in kullandigimiz bir biyokimyasal belirte¢ olan
MDA'nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asitle olusturdugu rengin 532 nm'de
optik dansitesinin olgiilmesi prensibine dayanarak yapildi (Ohkawa, Ohishi and
Yagi 1979) .

0,5 mi plazma tizerine 0,2 mi %8,1 sodyum dodesil siilfat, pH's1 3,5 olan 1,5 mi
%20 asetik asit ve 15 mi %0,8 thiobarbitiirik asit soliisyonu eklenerek 95°C'de
60 dakika kaynatildi. Sogutulduktan sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij

edildi. Siipernatant alinarak absorbansi 532 nm'de ol¢iildii.

Serum ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (Advanced Oxidation Protein
Products, AOPP) olciimii: Oksidasyon aracili protein hasarin1 olgmek igin
kullandigimiz ~ bir  biyokimyasal  belirtec olan ~ AOPP'nin  Ol¢ciimi
spektrofotometrik olarak yapildi. Bu yonteme gore; AOPP olusumu klorine
oksidanlarim olusumu (kloraminler ve hipoklordz asit gibi) ile indiklenerek
gerceklesen reaksiyona dayanmaktadir. Bu reaksiyon 340 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak 6lgiildii (Witko-Sarsat et al 1996).

Cozeltiler ve cozeltilerin hazirlanmasi:

Asetik Asit, %96, v/v olacak sekilde hazirlandi. 1,16 M Ki PBS (20 mmol/1,
pH:7,4) igerisinde hazirlandi. Kloramin-T stok soltisyonu (10 mmol/1), PBS (20
mmol/1, pH:7,4) ile seyreltilerek 1000 [imol/l konsantrasyonda ana standart
cozeltisi elde edildi. Daha sonra bu ¢ozelti de PBS (20 mmol/1, pH:7,4) ile
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seyreltilerek 100, 250, 500, 750, 1000 |imol/l konsantrasyonlarda Kloramin-T

standartlar1 hazirland1 ve kalibrasyon egrisi elde edildi.

10 |il serum tizerine 160 JIl PBS reaktifi eklenip karistirilarak 25 saniye inkiibe
edildi. Sonra 20 |il asetik asit eklenip, 25 saniye inkiibe edildi. Son olarak 10 jal
Ki cozeltisi eklendi ve tekrar 25 saniye inkiibe edilip absorbans 340 nm'de
okutuldu. Tiim basamaklar 37°C'de gerceklestirildi. Kloramin-T standart olarak
kullanildi. Olgiilen AOPP konsantrasyonlari, Kloramin-T birimi ile [imol/I

olarak belirlendi.

Serum Glutatyon (GSH) ol¢iimii: Viicutta onemli bir antioksidan enzim
olan GSH, spektrofotometrik rediikte glutatyon yontemi uygulanarak
Olctilmistir. Bu yonteme gore proteinsizlestirilmis Orneklerdeki glutatyonun
hem siilfidril, hem de primer amino grubu DTNB (5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik
asit) ile siddetli kolorimetrik turevler olugturmaktadir. Olusan sart renkteki
rinin 412 nm'de konsantrasyonu hesaplandi ve sonuglar |imol / 1 olarak ifade

edildi (Mergel, Andermann and Andermann 1979).
Cozeltiler ve Cozeltilerin hazirlanmasi:

Proteinsizlestirme cozeltisi: %15 lik Metafosforik ¢ozeltisi hazirlandi. 1 M
Sodyum fosfat tamponu (pH: 6,8): NaH2PO4.12H20 ve Na2HPO4.2H20
tuzlart kullanilarak pH's1 6,8 olacak sekilde 100 mi tampon hazirland1 ( %0,08
lik DTNB (5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit).

Proteinsizlestirme isleminden sonra ¢okelti santrifiij edilerek uzaklastirildi. Ust
fazda GSH tayini yapildi. 500 [il 6rnek tizerine 250 [il iIM Na,HPO, ve 500 |il
%0,08 DTNB ¢ozeltisi eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra

412 nm'de absorbanslar okundu.
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5.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Graph- Pad Prism 3,0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) programi kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel analizler icin ANOVA
ve Tukey'in coklu karsilagtirma testi kullanilmigtir. P degerinin 0,05'den daha

kiiclik olmasi (p<0,05) durumunda veriler anlamh olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Deneyde Kullamlan Hayvanlarin Agirhiklar::

Deneyin bitiminde gruplar aras1 deney hayvan agirliklari; kontrol grubunda
ortalama hayvan agirligi 305 £ 20 gr iken STZ grubunda 260 * 8,94 gr, oksitosin
tedavi grubunda 254 £ 50,03 gr, oksitosin 6n uygulama grubunda 285 * 49,96
gr'dir (Tablo 2 ve Sekil 6).

6.2. Testis Agirhg:

Deney siirelerinin bitiminde, sakrifikasyon sonrasi, testis doku Ornekleri
alinmadan hemen Once, sicanlarin sag ve sol testis dokular ¢ikartilarak ayr1 ayr

tartilmis ve agirlik ortalamalartr alinmustir.

Kontrol grubunda ortalama testis agirligr 3,20 = 0,24 gr iken bu deger STZ
grubunda 1,98 £ 0,31 gr, oksitosin tedavi grubunda 3,14 £ 0,77 gr, oksitosin 6n
uygulama grubunda ise 3,34 + 0,16 gr olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ile
STZ grubu kiyaslandiginda testis agirhigimin diistiigli; oksitosin tedavi grubu ile
oksitosin on uygulama grubu kiyaslandiginda ise oksitosin tedavi grubunda testis
agirhiginin istatiksel olarak anlamli olmamakla beraber daha fazla azaldigi

gozlenmistir (Tablo 2 ve Sekil 6).
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Tablo 2:Deney siirelerinin baslangicindaki ve bitimindeki deney hayvanlarinin
agirliklart (gr) ve testis agirliklar (gr) (ortalama agirlik + standart sapma)

Gruplar Deneyin Deneyin Deneyin
baglangicindaki bitimindeki bitimindekideney
deney deney hayvanlarmin
hayvanlarinin hayvanlarinin testis agirliklar
agirliklart (gr)  agirliklart (gr) (gr)
Kontrol grubu 300+ 6,32 305£20 3,20+ 0,24
(n:6)
STZ grubu (n: 6) 292+ 4,88 26018,94 1,981+0,31
Oksitosin 6n 256+ 14,97 285+ 49,96 3,34+0,16
uygulama grubu
(n:6)
Oksitosin te ~vi 264+ 19,60 254+ 50,03 3,14+0,77
grubu (n: )

* Deneyin  Baglangicinda
+Deneyin Bitiminde

360’9
+
— m.
o *
sl S
T 2604 =
3
= 208
D
< 1604
E
2100
' 60
" Kontrol Grubu STZ Grubu Oksitosin On Oksitosin Tedavi
Uygulama Grubu Grubu

Sekil 5: Deney hayvani agirliklarinin deney gruplari arasindaki
istatiksel analiz grafigi *:p<0,05 kontrol grubuna gore; +: p<0,05
deney baslangicina gore kiyaslanmistir.
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Kontrol STZ Oksitosin On Oksitosin
Grubu Grubu Uygulama Grubu Tedavi Grubu

Sekil 6: Deney gruplan arasindaki testis agirliklarinin istatistiksel
analiz grafigi ***: p<0,001 kontrol grubuna gore;+++: p<0,001
STZ grubuna gore kiyaslanmastir.

6.3. Deney Hayvanlarimn Kan Glukoz Diizeyleri:

72 saat sonra Olclilen kan glukoz diizeyi oOlclimleri sonrasinda kontrol
grubuna kiyasla anlamli artis bulunmus olup, buna bagh olarak STZ uygulamasi
yapillan deney gruplarinda, diyabetin olustugu belirlenmistir (p<0,001).
Oksitosin 0n uygulama ve oksitosin tedavi gruplarinda STZ grubuna kiyasla kan
glukoz diizeylerinde anlamli farkliik saptanmistir (p<0,01). Oksitosin 0On
uygulama grubunda ise kan glukoz diizeyinin oksitosin tedavi grubuna gore

anlaml olarak daha diistik oldugu gozlenmistir (p<0,05) (Tablo 3 ve Sekil 7).
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Tablo 3: Deney baslangicinda ve bitiminde deney hayvanlarindan elde edilen
kan glukoz diizeyleri (mg/L) (kan glukoz diizeyi ortalama * standart sapma)

Gruplar Deneyin 72. saatteki kan Deneyin
baslangicindaki glukoz diizeyi  bitimindeki kan
kan glukoz diizeyi ("g/1) glukoz diizeyi
(mg/1) (mg/1)
Kontrol grubu (n: 6) 140£23,62 138+20,78 142+3,88
STZ grubu (n: 6) 158+36,70 436194,39 424+86,42
Oksitosin 6n uygulama 160£14,14 230£118,94 224+65,29
grubu (n: 6)
Oksitosin tedavi grubu 178+ 17,20 339+ 143,81 322+122,64
(n:6)

"D Enjeksiyondan Once

H 7 2 . saatte
500m ik 1"Sakrifikasyondan hemen 6nce
ok
- +
L1 3
E m. ok
=
@ Q Q
™~ T
= 300+ * T
Q = #
s Bl
s E o
o
' ‘ |
) ] ' %
Kontrol Grubu STZ Grubu Oksitosin On Oksitosin Tedavi
Uygulama Grubu Grubu

Sekil 7: STZ ve SF enjeksiyonlarindan once, 72 saat sonra ve sakrifikasyondan
hemen once alinan kan glukoz diizeylerinin deney gruplarina gore istatistiksel
dagilim grafigi. *:p<0,05, **: p<0,01 ***: p<0,001 kontrol grubuna gore;

+: p<0,05 ++: p<0,01 STZ grubuna gore; Q: p<0,05 oksitosin tedavi grubuna
gore kiyaslanmustir.
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6.4. Isik Mikroskopisi Bulgulari

Kontrol, STZ, oksitosin 6n uygulama ve oksitosin tedavi gruplarina ait
parafin bloklardan aliman kesitler H&E boyast ve PAS reaksiyonuyla

incelenmistir.

6.4.1.Histopatolojik bulgular:

Kontrol Grubu:

Bu grupta, H&E ile boyanmis kesitlerde, normal testis yapisi gozlenmistir.
Seminifer tiibiiller ve seminifer epiteldeki spermatogenik hiicreler normal yapida
oldugu gorilmiustir. Bircok seminifer tiiblliin limeninde ¢ok sayida
spermatozoon goruliirken destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri normal
histolojik yapiy1 yansitmistir. Diizgiin kontiire sahip seminifer tiibiiller arasinda
normal yapilanmada interstisyel bag dokusu mevcuttu. Tim testis dokusunda
normal seminifer tiibtiller yogun olarak gozlenmistir (Resim 2A).

Kontrol grubunda PAS reaksiyonu ile boyanmis kesitlerde, seminifer
tubiillerin bazal membran yapisi kuvvetli PAS (+) reaksiyon veriyor olup,

diizenli ve devamli sekilde oldugu gorilmistiir (Resim 2B).

STZ Grubu:

Bu grupta, H&E ile boyanmig Kkesitlerde seminifer tlibullerdeki
spermatogenik seride hiicresel kayip ve hiicrelerde ileri derecede hasar
gozlenmistir. Ayrica bu hasarin yani sira hiicreler arasi alanlarda genislemeler ve
ayrilmalar dikkat cekici bulgular arasinda olup, ¢ok sayida seminifer tiibtiliin
limeninde yer alan dokiintii hiicrelerin varlig1 belirlenmistir (Resim 3A). Bu
grupta regresif, degeneratif ve atrofik tiibiil sayisinin kontrol grubuna kiyasla
arttigi, normal tiibil sayisinin ise istatistiksel olarak azaldigi saptanmistir
(p<0,001).

STZ grubunda PAS reaksiyonu ile boyanmis kesitlerde, seminifer tiibtillerin

bazal membran yapisinda da bozulmalarin ve diizensizliklerin oldugu
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goriilmiistiir. Ozellikle seminifer tiibiil bazal membranlarinda PAS reaksiyonu

negatif olarak izlenmistir(Resim 3B).

Oksitosin 6n uygulama Grubu:

Bu grupta, H&E ile boyanmis kesitlerde, normale yakin testis yapisi
gozlenmistir. Diyabet grubuna kiyasla hiicreler arasi alanlarda yer yer
genislemeler olmakla birlikte genel olarak normal yapidaki seminifer tiibtillerin
sayica fazla oldugu ve spermatogenik seriye ait hiicrelerin diizglin yapida ve
siralanmada oldugu gortilmustiir (Resim 4A). Ayrica tiibiil tiimenlerinde cok
sayida spermatozoa izlenmistir. Bu grupta STZ grubuna kiyasla normal tiibiil
sayisinin  artmig  oldugu ve regresif tiiblil sayisinda ise azalma oldugu
gozlenmistir.

Oksitosin on uygulama grubunda PAS reaksiyonu ile boyanmis kesitlerde,
seminifer tibillerin bazal membranlarinda kuvvetli PAS (+) reaksiyon
gozlenmistir. Ayrica c¢ogu seminifer tiibullerin bazal membran yapisinin
diizenli oldugu ve bazi tiibillerde ise kontiir diizensizliklerinin oldugu

saptanmistir (Resim 4B).

Oksitosin tedavi Grubu:

Bu grupta, H&E ile boyanmis kesitlerde, hasarli seminifer tiibiil yapisi
kontrol ve oksitosin on uygulama grubuna kiyasla daha fazla sayida izlenmistir.
Baz1 spermatogenik seri hiicrelerinde hiicresel hasar izlenmistir (Resim 5A). Bu
grupta STZ grubuna kiyasla regresif tiibil sayis1 azalirken, degeneratif tiibiil
sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir(p<0,01).

Oksitosin tedavi grubunda PAS reaksiyonu ile boyanmis kesitlerde, genel
olarak seminifer tiibiillerin bazal membraninda PAS (+) reaksiyonda azalma
saptanmistir. Bazi seminifer tiiblillerde normale yakin bazal membran
gozlenirken bazi tiibiillerde ise hasarli bazal membran yapist gozlenmistir

(Resim 5B).
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Resim 2: Kontrol grubu: A) Normal yapidaki seminifer tiibiiller ve
spermatogenik seri hiicreleri ( * ), seminifer tiibiiliin liimeninde ¢ok sayida
spermatozoon (*) goriilmektedir; B) seminifer tiibiillerde yogun PAS (+)
reaksiyon veren, diizenli ve devamli bazal membran yapisi (—¢) izlenmektedir.
A: H&E boyamasi; B: PAS reaksiyonu.
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Resim 3: STZ grubu: A) regresif (r), dejeneratif (d) ve atrofik (a) seminifer
tiibiil yapilarn, limende dokiintii hiicreler (*) ve spermatogenik seri hiicrelerinde
hasar (* ) gozlenmektedir; B) seminifer tiibiillerin bazal membran yapisinda
bozulmalar ve PAS reaksiyonunda azalma ¢»+) gortilmektedir. A: H&E
boyamasi; B: PAS reaksiyonu.
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Resim 4: Oksitosin 6n uygulama grubu: A) yer yer hiicreler arasi ayrilmalarin
varliginda normal yapiya yakin seminifer tiiblil yapisi (n) ve spermatogenik seri
hiicreleri ( ¢ ) gozlenmektedir; B) seminifer tiibiillerde diizenli ve PAS (+)
(—>-)bazal membran yapisi, bazal membranda kontiir diizensizlikleri (*) ve
liimende yer alan ¢ok sayida spermatozoon (*) gortilmektedir. A: H&E
boyamasi; B: PAS reaksiyonu.
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Resim 5: Oksitosin tedavi grubu: A) normal (n), dejeneratif (d) ve regresif (r)
yapida seminifer tiibiil yapilar1 ve spermatogenik seride harabiyeti yansitir yer
yer aynlmalar ( * ) izlenmistir; B) Bazi1 seminifer tiibullerde PAS (+), normale
yakin (—*) ve PAS reaksiyonu azalmis, hasarli (>) bazal membran yapilan
goriilmektedir. A: H&E boyamasi; B: PAS reaksiyonu.
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6.4.2. Seminifer tiibiil histopatolojik skorlama bulgular:

Tim deney gruplarindaki seminifer tiibiillerde histopatolojik skor
degerlendirmesi; 151k mikroskobunda x400 biiylitmede yapilmistir (Hess, Linder,
Strader, Perreault 1988). Buna gore kontrol grubunda agrlikli olarak normal
seminifer tiibul yapisi1 gozlenirken; STZ grubunda kontrol grubuna gore normal
tibul sayisinda anlamh (p<0,001) azalma ve dej eneratif tiibiil sayisinda anlaml
(p<0,001) artis oldugu goriilmustiir. Oksitosin 6n uygulama grubunda kontrol
grubuna gore dejeneratif tiibil sayisinin istatiksel olarak anlamhi (p<0,001)
olarak arttig1 gozlenirken; kontrol grubu disindaki diger gruplara gore atrofik
tibtil sayisinin daha az oldugu (p<0,001) belirlenmistir. Ayrica oksitosin On
uygulama grubundaki normal tibil sayist STZ grubuna kiyasla anlamh
(p<0,001) bir artig gostermekte oldugu gozlenmistir. Oksitosin tedavi grubunda
ise normal yapiyr yansitan tibiil sayist oksitosin 6n uygulama grubundakine

kiyasla anlamli olarak (p<0,001) daha azdi1 ( Sekil § ).

EH Nomal tubiil
Regresif  tiibill

I EZ Dejeneratif tlibll
- P gn "Atrofik tibil
E 10- *%
> ++
1] Fkk
0
2 ik +++
=] *E¥
0 Kk i
E Fkk
’l‘ ek @ — o~
*hk
+Ht
1w a1
Kontrol Grubu STZ Grubu Oksitosin On Oksitosin Tedavi Grubu
Uygulama Grubu

Sekil 8: Deney gruplarinda seminifer tiibiillere ait histopatolojik skorlama:
normal, regresif, dejeneratifve atrofik tlibiil sayisinin gruplar arasindaki
dagilimi. *:p<0,05 **: p<0,01 ***: p<0,001 kontrole gore, +:p<0,05 ++:p<0,01
+++:p<0,001 STZ grubuna gore kiyaslanmastir.
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6.5.Gegirimli Elektron Mikroskopisi Bulgular:

Kontrol Grubu:

Seminifer tiibiillerdeki germinal epitelin bazal laminasi, Sertoli hiicreleri ve
spermatogonyumlart normal ince yapiyr yansitir nitelikteydi. Sertoli hiicreleri
arasinda dilizenli siki baglantilar yer alirken, bazalden Ilimene dogru
spermatogenik seriye ait degisik evrelerdeki spermatogonyumlar, primer
spermatositler, sekonder spermatositler ve spermatidler gozlenmistir. Seminifer
tiibiillerin liimeninde diizenli yapiy1 yansitir nitelikte ¢ok sayida spermatozoonlar

gbzlenmistir (Resim 6 ve 7).

STZ Grubu:

Bu grupta seminifer tiibiillerin spermatogenik seri hiicrelerinde belirgin hasar
izlenmistir. Hiicreler sayica azalmig olup, spermatogonyumlarda biiylk
vakuoller hiicresel hasari vurgular nitelikteydi. Sertoli hiicrelerinin arasinda ve
Sertoli-spermatogonyumlar arasinda yer alan siki baglanti yapilarinda belirgin
ayrilmalar gozlenmistir. Seminifer tiiblil bazal lamina yapisinda ise bozulmalar
belirgin olarak izlenmistir. Sertoli hiicre sitoplazmasina gomiilii ¢ok sayida
hasarli sperm baslar1 ve spermatositlerin varligi spermatogenik seriye ait hasari

vurgulamakta idi (Sekil 8 ve 9).

Oksitosin 6n uygulama Grubu:

Oksitosin on uygulama grubunda normale yakin bir ince yapiyr yansitir
nitelikte spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri izlenirken, Sertoli hiicreleri
arasinda ve Sertoli-spermatogonyumlar arasindaki siki baglantilar normale yakin
yapida gozlenmistir. Bazi tiibiillerin bazal boliimlerinde yer alan spermatogenik
seriye ait hucrelerde vakuol olusumlart ve hiicreler arasi alanlarda acilmalar

gozlenmistir. Birgok tiiblilde bazal lamina dilizgiin yapida oldugu gozlenmistir.
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Ayrica luminal bolgede cok sayida diizgiin morfolojide sperm kuyruklar

gozlenmistir (Resim 10 ve 11).

Oksitosin tedavi Grubu:

Oksitosin tedavi grubunda seminifer tiibiillerin bazi bolgelerinde
diizenli yapida Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreleri gozlenirken bazi
alanlarda hasarli yapida ve vakuol igeren spermatogonyumlar izlenmistir. Bazi
seminifer tiibiillerde bazal laminaya yakin bolgelerde hiicreler arasi siki baglanti

yapilarinda ayrilmalar gozlenmistir(Resim 12 ve 13).
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Resim 6: Kontrol grubuna ait yar1 ince kesitte: normal yapiy1 yansitir nitelikte
seminifer tiibiildeki spermatogenik seri hiicrelerinin diizenli siralanmasi
goriilmektedir (Toluidin mavisi boyast).
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Resim 7: Kontrol grubu: A) Bazal lamina ¢»*) lizerine oturan diizenli yapidaki
spermatogonyumlar, B) Interstisyel alan (*) ve bazal lamina (—*) yapisi C)
Sertoli hiicresi (S), hiicreler arasi sik1 baglant1 yapilar1 (>) ve bazal lamina *)
yapisi goriilmektedir (TEM mikrografi).
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Resim 8: STZ grubuna ait yar1 ince kesitte: seminifer tiibiil yapilanmasinda
bir¢ok vakuolizasyon (*) ve belirgin yogun hasar izlenmektedir (Toluidin mavisi

boyasi).
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Resim 9: STZ grubu: A) az sayida spermatogenik hiicre igeren hasarli seminifer
tiibiil ve bazal lamina yapisi (—-+), B) vakuoller (*) ve hasarli bazal lamina yapisi
(—*), ©) Sertoli hiicre sitoplazmasina gomuilii hasarli sperm baslan ( *) ve
spermatogonyumlarin sitoplazmasinda biiyiik vakuoller (*) ve hasarli siki
baglant1 yapilan (>) goriilmektedir (TEM mikrografi).
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Resim 10: Oksitosin 6n uygulama grubuna ait yari ince kesitte: normale yakin
yapida seminifer tiibiil yapisi, ¢ok nadir alanda vakualizasyon (*) ve
spermatogenik seri hiicrelerin siralanmasi gozlenmektedir (Toluidin mavisi
boyasi).
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Resim 11: Oksitosin On uygulama grubu: A) Diizglin yapiy1 yansitan bazal
lamina(") tizerinde bulunan spermatogonyumlar ve tiibiiliin bazal boliimlerinde
siki1 baglantilarin (>) etrafindaki sitoplazma bolgelerinde alanlarda sinirli sayida
vakuol olusumu (*), B) diizenli yapida sperm baslan ( * ), Sertoli hiicreleri (S)
ve spermatogenik seri hticreleri, C) luminal bolgede cok sayida diizgiin yapiy1
yansitir sperm kuyruklart (V) gozlenmistir (TEM mikrografi).
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Resim 12: Oksitosin tedavi grubuna ait yar ince kesitte: seminifer tiiblillerde
normale yakin yapilanmanin yani sira yer yer spermatogenik hiicrelerde
vakuolizasyon (*) ve hiicreler aras1 alanda agilmalar (>) goriilmektedir (Toluidin
mavisi boyasi).
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Resim 13:A) Oksitosin tedavi grubu: hasarli spermatogonyumlarda vakuol
yapist (*) ve hasarli siki baglant1 (>) yapilari, B) dilizgiin yapida bazal lamina
(—-+), sik1 baglant1 yapisi (>) ve spermatogonyum ( * ), C) bazal membrana (—-*)
yakin bolgelerde hiicreler arasi siki baglant1 (>) yapilarinda agilmalar
gorilmistiir (TEM mikrografi ).

o4



6.6. Biyokimya Bulgularn

Kan MDA Bulgular:

STZ grubunda MDA seviyesinin kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmisken (p<0,001) oksitosin On
uygulama grubunda ve oksitosin tedavi grubunda MDA seviyesinde STZ
grubuna gore anlaml olarak azalma saptanimstir(p<0,001) (Tablo 4 ve Sekil 8).
Kan GSH Bulgular::

STZ grubunda GSH seviyesinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma
oldugu izlenmigken (p<0,001), oksitosin tedavi ve on uygulama gruplarinda STZ
grubuna kiyasla GSH diizeyinde artis oldugu gorilmiistiir(p<0,001) (Tablo 4 ve
Sekil 8).

Kan AOPP Bulgulari:

STZ grubunda kontrol grubuna kiyasla AOPP diizeyinde anlaml bir artis
gozlenmistir (p<0,001). Oksitosin On uygulama grubunda (p<0,001) ve
oksitosin tedavi grubunda (p<0,05) STZ grubuna gore anlamli bir azalma

oldugu saptanmistir (Tablo 4 ve Sekil 8).

Tablo 4: Biyokimyasal veri tablosu (MDA: nmol/1; GSH ve AOPP:|imol/1 )

(ortalama deger * standart sapma)

Gruplar MDA GSH AOPP
(nmol/1) (umol/() (umol/l)

Kontrol grubu (n:6) - 53 4745 66 12,04£3,08 688,40+293 13

STZ grubu (:6) 39564400 7.2041,95 983.83+163.80

Oksitosin tedavi — »¢ g9.15 93 1340+3,54  896,83+249,55
grubu (n:6)

Oksitosin On

23,22+544 11,90£1,96 676,83+96,48
uygulama grubu (n:6)
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Sekil 9: A) Malondialdehit (MDA), B) Glutatyon (GSH), C) lleri oksidasyon
protein urlnleri (AOPP) degerlerinin gruplar arasi istatistiksel analiz grafigi
+:p<0,05, ++:p<0,01, +++:p<0,001 STZ grubuna gore, ***: p<0,001 kontrol
grubuna gore kiyaslanmustir.



7. TARTISMA VE SONUC

STZ uygulanarak deneysel diyabet olusturulan sicanlarda, STZ Oncesi ve
sonrast oksitosin uygulanmasi sonucu testis dokusunda meydana gelen
degisiklikler ~ histopatolojik ~ ve  biyokimyasal dilizeyde incelenmistir.
Calismamizda 151k mikroskopi ve gecirimli elektron mikroskopi goruntiileme
yontemleriyle birlikte biyokimyasal diizeyde kan glukoz diizeyi ol¢imi ve
glutatyon, malondialdehid ve ileri oksidasyon protein trtinleri Olgiimiine yer

verilmistir.

Son 20 yila bakildiginda fertil erkeklerin sperm sayisinda %2,6 ve
morfolojisinde %0,7 azalma oldugu saptanmustir (Auger, Kunstmann, Czyglik,
Jouannet 1995). Spermatogenez slirecinin gecirilmis enfeksiyonlar, genetik
sebepler, hormonal bozukluklar, diabetes mellitus, bobrek yetmezligi gibi
metabolik hastaliklardan, kisinin yasam tarzi ve beslenmesinden belirgin sekilde
etkilendigi literatiir verilerinde siklikla vurgulanmaktadir (Sharpe 2010, Avci
2001, Bacetti 2002 ).

Diabetes mellitus yasam boyu stirekli izlem ve tedavi gerektiren, akut ve
kronik komplikasyonlar1 nedeniyle hastanin yasam Kkalitesini dugtiren kronik
metabolik bir hastaliktir. Diyabet bu Ozellikleriyle toplumun en onemli saglik
sorunlarindan biridir. Guiniimiizde diinya niifusunun yaklagik 346 milyonu
diyabet hastasi olup, bu insanlarin 300 milyonu gelismekte olan tilkelerde
yasamaktadir. Yirminci yuizyilda diinyada 3.4 milyon kisi diyabet ve diyabet
kaynakli yiiksek seker diizeyi verilerinden Olmiustiir. Bu saglhik sorunu
iyilestirilmedigi takdirde yirmi birinci ylizyilda belirtilen oran daha da yiiksek
olabilir(WHO,FactSheetNo.312. Agustos2011,http://www.who.int/mediacentre/f
actsheets/fs312/en/, Erisim tarihi: 15 Mayis 2012).

Diyabetli hastalarin iireme problemleri oldugu uzun zamandir bilinmektedir.
Diyabetin testis fizyolojisi ve morfolojisi tizerine gosterdigi zararli etkiler cesitli
deneysel uygulamalarla olusturulan diyabetli hayvan modellerinde gosterilmistir.

Deneysel diyabet olusumunda STZ yaygin olarak kullanilmaktadir. STZ
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uygulanarak olusturulan hipergliseminin derecesi ve suresi, ilacin dozuna ve
deney hayvanin tiiriine baghdir. Kedi, kopek, sican ve farede 45 - 80 mg/kg doz
diyabet olusturma acisindan yeterli iken, tavsanda 300 mg/kg, hamsterde 175
mg/kg ve pili¢lerde 130 mg/kg gereklidir (Tungdemir 2006).

Sicanlarda 45 mg/kg STZ uygulanarak diyabet olusturulan ve melatoninin
koruyucu etkisini arastiran bir calismada, 14 hafta sonra kronik diyabet olustugu
bildirilmistir (Guneli et al 2008). Baska bir calismada ise 45 mg/kg STZ ile
olusturulan deneysel diyabet modelinde testikiiler hasarin yaklasik 4 ve 8 hafta
araliginda olusabilecegi gosterilmistir (Oztiirk, Giil, Agkadir ve Yagmurca
2002). Bu caligmalarda kan glukoz diizeyleri 200 mg/L olan hayvanlar diyabetik

olarak kabul edilmistir.

Wistar albino sicanlarda yapilan calismalarda, diyabet olusturmak amaciyla
65 mg/kg STZ kullanildigin1 destekleyen calismalar bulunmaktadir (Tang et al
2008, Tuncdemir 2006). Bu calismalarda, 65 mg/kg STZ uygulamasini izleyen
ilk 24 saat igerisinde kan sekeri, serum instilin ve glukagon diizeylerinde olusan
degisim goz Oniine alinarak, kalici hipergliseminin olustugu kabul edilmistir.
Kan sekeri degerleri 200 mg/L lstiinde olan hayvanlar diyabetik olarak kabul
edilmis ve 4.haftanin bitiminde sakrifiye edilerek testisler incelenmistir (Tang et

al 2008, Tuncdemir 2006).

Calismamizda STZ sonrasi gelismesi beklenen testis hasarinin olugabilmesi
icin 65 mg/kg STZ dozu i.p. olarak enjekte edilmis ve 4 hafta siireyle
bekletilmistir. Deney stiresince hayvanlarimin kuyruklarindan aliman venoz kan
orneklerinde glukoz diizeyleri ol¢lilmiistiir. 72. saatte ve sakrifikasyondan hemen
once alinan kan orneklerinde glukoz diizeylerinin 200 mg/L {izerinde ve kontrol
grubuna gore anlamhi derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu bulgular
esliginde daha onceki yapilmis calismalara uyumlu olarak ¢alisma gruplarimiza

ait deney hayvanlarinda deneysel diyabetin gelistigi sonucuna varilmistir.

STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda Urfica dioica L. bitkisinin yaprak
ekstratinin seminifer tubiiller lizerine olan koruyucu etkisini inceleyen bir

calismada diyabetik grupta, Sertoli hiicreleri ve spermatogoniumlarda
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vakuolizasyon gorulmiistiir. Ayrica bu calismada sperm sayisinda azalma ve
seminifer tiibiil epitelinin boyutunun belirgin oranda degismesi onemli bulgular
arasinda yer almaktadir. Diyabetle birlikte Urtica dioica L. bitkisinin verildigi
grupta diyabetin olusturdugu hasar kismi olarak azalmaktadir (Golalipour,

Balajade, Ghafari, Azarhosh and Khori 2011).

STZ ile olusturulmus deneysel diyabetli hayvanlarda yapilan diger bir
calismada testis dokusunda hiicresiz tabakalardaki kollajen miktarinin artmasi
sonucu peritibuler alanlarda kalinlasmalar ve bu kalinlagmalarin varliginda
interstisyel alandan gelen testosteronun Sertoli hiicrelerine iletilmesini
engelledigi belirtilmektedir. Bu kalinlasmalarin spermatogenez siirecinde
bozulmalara, germinal epitel hiicrelerinin beslenememesine, olgunlasamamasina
ve bu hiicrelerin limene dokiilmesine neden oldugu da vurgulanmistir (Aytekin,

Ay kac, Beler ve Erbengi 1987).

Erkek sicanlarda diyabetin lreme sisteminde olusturdugu hasara karsi
sarimsak suyunun etkisini arastiran bir diger calismada sarimsak suyunun
koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir. Bu calismada diyabetin olusturdugu hasara
baglhh olarak Leydig hiicre sayisinda ve testis agirliginda azalmanin yani sira
serum testosteron ve oOstradiol seviyelerinde dusls oldugu da gosterilmistir.
Buna karsin sarimsak suyu uygulamasi yapilan gruplarda (diyabete karsi
koruyucu ve tedavi edici olarak) belirgin olarak Leydig hiicre sayisinda ve testis
agirhiginda diyabet grubuna kiyasla artis oldugu bildirilmistir (Abdolahnejad,
Gol and Dabiri 2009).

Baska bir c¢alismada da, diyabetik hayvanlarda seminifer tibiiliin
butiinliiginiin bozuldugu; germinal epitelin bag dokusundan ayrildigi, tiibiil
duvarlarinda invaginasyonlarin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgulara ek olarak,
primer spermatositlerden itibaren seminifer tiibiil epitel hiicreleri arasinda
bosluklarin olugmasi, tiibiil limeninde hiyalinizasyonun varligi ve anormal
morfolojik yapiya sahip spermatidlerin goriilmesi ile diyabetik hayvanlarin testis
yapisinda ve fonksiyonunda onemli bozukluklarin oldugu bildirilmistir (Kapucu

2006).
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Bu calismada STZ ile olusturulan deneysel diyabete bagh olarak testis
agirhiginda azalma, seminifer tiibiillerdeki spermatogenik seri hiicrelerinde hasar
ve sayica azalma gozlemledik. Caligmamiza ait oksitosin 6n uygulama grubunda
ise STZ grubuna kiyasla seminifer tiibiil hasarinda diizelmeyle beraber seminifer
tiibiil timenlerinde ¢ok sayida normal yapiyr yansitir nitelikte spermatozoa
mevcuttu. Ayrica, PAS reaksiyonunda azalma beraberliginde bazal membran
yapisindaki hasar ve bozulmalar STZ grubunda izledigimiz diger bulgular
arasinda idi. Oksitosin uygulanan gruplarda ise bazal membran yapisinin normal
yaptya yakin olarak butiinligiiniin korunmusg oldugunu ve PAS reaksiyonu

pozivitesinin kontrol grubundakine yakin oldugunu gozlemledik.

Hess skorlamasinin uygulandigr calismalara ornek olarak; radyasyon ve
hipertermi ile testikiiler patoloji olusturulmus bir ¢alismada atrofik, rejeneratif,
dejeneratif ve atrofik tubuller sayilmig ve kontrole gore kiyaslanmigtir. Bu
calismada radyasyon ve hipertermi sonrasinda atrofik yani tek sira Sertoli ya da
germ hiicrelerinden olugmus tiibtil sayisinin sayica artmig oldugu saptanmistir
(Erkanli 2008). Hess skorlamasimin uygulandigr diger bir calismada ise
vazektomi uygulanmig siganlarda testisde okludin dagilimindaki degisiklikler
gozlenmistir. Tuim gruplardaki testis dokusunda atrofik, rejeneratif, dejeneratif
ve atrofik tubuller saylmistir. Ve vazektomi suresi arttikca atrofik tubul
sayisinin arttigr buna paralel olarakda okludin immunohistokimyasinda azalma

saptanmistir (Contuk, Orun, Eksioglu and Ercan 2012 ).

Biz de calismamizda testikiiler histopatolojiyi gostermek amaciyla Hess
skorlamasini  kullandik. Skorlama sonrasinda atrofik tiibil sayisiniin  STZ
grubunda artmig oldugu, oksitosin uygulanan gruplarda ise hasarli tiibil
sayilarinin azalmig oldugunu gozlemledik. Oksitosin on uygulama grubunda ise
hasarli tiibtil sayisinin STZ ve oksitosin tedavi gruplarina kiyasla anlamli olarak

diigmiis oldugunu saptadik.

Oksidatif stres ve sperm yapisinin incelendigi diger bir calismada; testiste
kanla tasinan toksik maddelerin oksidan antioksidan sistem arasindaki dengeyi

dokularin aleyhine degistirmesi olasihiginin yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu
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durumda artan serbest radikallerin, testiste doku hasarina yol actigi ve oksidatif
stresin spermatozoon fonksiyonlarini bozarak anormal spermatozoon tliretimine
neden oldugu ifade edilmistir (Zalata, Ahmed, Allamaneni, Combhaire and
Aganval 2004). Biz de calismamizda STZ ile olusan diyabete bagh gelisen
serbest radikal hasarim1 ve buna bagli olusan anormal spermatozoon yapisini

gozlemledik.

Antioksidanlarin, STZ ile olusturulan testis hasari tizerinde koruyucu etkisi

oldugunu gosteren bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir.

Yapilan deneysel bir calismada STZ ile olusturulan diyabet modelinde
dokulardaki antioksidan etkisi bilinen Kkuarsetinin spermatogenez tizerine
koruyucu etkisi arastirlmig olup, kuarsetin tedavisi uygulanan grupta STZ
etkisiyle artmig olan serumdaki MDA diizeyinde anlamli bir azalma oldugu

gosterilmistir (Khaki et al 2009, Kanter, Aktas and Erboga 2012).

Onemli bir antioksidan madde olarak kabul edilen melatoninin diyabette
erkek ureme hiicreleri tizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada; melatoninin,

oksidatif hasar1 azaltmada etkin oldugu ifade edilmistir (Guneli et al 2008).

Cesitli dokularda hiicre koruyucu etkisi olan oksitosinin antioksidan etkisi
ise son yillarda yapilan bir¢cok calismada gosterilmistir (Thackare, Nicholson and
Whittington 2006; Duridanova, Nedelcheva and Gagovl997, Monstein, Grahn,
Truedsson and Ohlsson 2004). Oksitosinin erkek lireme sistemi lizerine etkisini
inceleyen calismalar bulunmasina karsin diyabetik testis tizerine etkisini

gosteren simirh sayida calisma bulunmaktadir.

Oksitosinin testis ve epididimis tUzerine olan etkisini inceleyen bir
caligmada, oksitosinin Sa-rediiktaz aktivitesini arttirdigt ve boylece lireme
sisteminde otokrin ve parakrin bir rol ustlenerek steroid metabolizmasinda
onemli bir gorevi oldugu bildirilmistir (Gimpl and Fahrenholz 2001). Ayrica
oksitosinin antioksidan olarak ekzojen uygulandigi bir ¢alismada; oksitosinin
spermatogenez ve sperm transfer sirecini hizlandirdigi gozlenmistir (Assinder,

Rezvani and Nicholsan 2002).
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Biz de calismamizda STZ uygulanarak diyabet olusturulmus si¢canlarin
testislerinde doku hasarini onlemek ve olusan hasari tedavi etmek amaciyla son
yillarda antioksidan madde olarak kullanilan ve ayn1 zamanda cesitli endojenik
etkileri de bulanan bir peptid olan oksitosini kullandik. Calismamizda oksitosin
On uygulamasinin ve tedavi amacl uygulamalarinin STZ'nin olusturdugu hasara
kars1 testis dokusunu korudugu belirlenmistir. Oksitosin on uygulama grubunda,
histopatolojik skor degerinin oksitosin tedavi grubuna gore anlamli olarak daha

diisiik olusu calismamizda gozlemledigimiz onemli bir bulgu olmustur.

Cesitli testis hasar modeli calismalarinda degisik maddelerin antioksidan
etkilerini arastirmak icin MDA, GSH ve AOPP gibi biyokimyasal parametrelere
bakilmustir.

Sigara dumanina maruz kalan sicanlarda resveratroliin testis dokusundaki
antioksidan etkisi degerlendirmeye yonelik bir calismada, testis dokusunda
biyokimyasal diizeyde MDA, GSH ve nitrik oksid diizeylerine bakilmis ve doku
ornekleri ayn1 zamanda histopatolojik diizeyde incelenmistir. Bu c¢alismada
sigara dumani ile birlikte resveratrol verilen grupta sadece sigara verilen gruba
gore MDA seviyesinde belirgin disls gozlenmistir. Calismanin sadece sigara
dumanima maruz birakilan grubunda ise GSH seviyesinde anlamli bir diisiis ve
sigara ile birlikte resveratrol verilen gruptaki GSH seviyesinde ise artis
gorilmiustir. Bu bulgular egliginde sigara dumanina maruz kalan siganlarin
testisinde oksidatif stresin olustu§u ve resveratroliin direkt veya dolayl
antioksidan etkisiyle bu hasart Onlemede etkili oldugu kanisina varilmistir

(Soylemez et al 2011).

Ehrlich asit tiimorii enjekte edilmis farelerde, koruma ve tedavi amach
olarak kekik ve taurin uygulamalarmin arastirildigi bir calismada bobrek
dokusunda oksidan stresin gostergesi olarak MDA ve AOPP diizeylerinin tedavi
gruplarinda distigii, antioksidan enzim olan GSH ve SOD diizeylerinde ise

yiikselme oldugu gozlenmistir (Sar1 2008).

Sigara dumaninin solunmasiyla olusan testis hasarina karsi gavaj yoluyla
verilen bal desteginin antioksidan olarak koruyucu etkisinin incelendigi bir diger

calismada; sigara dumani solutulan grupta MDA ve glutatyon peroksidaz
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seviyesinin artigl; total antioksidan statiisii ve SOD seviyesinin ise azaldigi
belirtilmistir. Calismanin sonucunda bal desteginin sigara dumaninin sican
testisinde yarattif1 oksidatif stres ve hasar tlizerine koruyucu bir etkiye sahip

olabilecegi belirtilmistir (Mahaneem, Siti Amrah, Hasnan and Kuttulebbai 2011)

Calismamizda oksitosinin  antioksidan etkisini incelemek amaciyla
biyokimyasal diizeyde kanda MDA, GSH ve AOPP diizeyleri incelenmistir. STZ
enjeksiyonu ile diyabet olusturdugumuz grupta kan MDA seviyesinde istatiksel
olarak anlamli (p<0,001) artis gozlenmistir. MDA diizeyindeki bu artisla baglh

olarak STZ enjeksiyonunun testiste oksidatif hasara yol agtigin1 diisiinmekteyiz.

Lipid peroksidasyon belirteci olan MDA seviyelerinin calismamiza ait tiim
deney gruplarinda incelenmesi sonucu oksitosin 6n uygulama grubunda MDA
seviyesinde STZ ve oksitosin tedavi grubuna kiyasla anlamli bir diisiis oldugu

gozlenmistir.

Calismamizda antioksidan belirteci olan GSH seviyeleri incelendiginde STZ
grubunda GSH seviyesinde anlamli (p<0,001) bir azalma oldugu belirlenirken,
oksitosin on uygulama ve tedavi grubunda ise GSH seviyelerinde artis oldugu

gozlemlenmistir.

Ileri oksidasyon aracili protein hasar belirteci olan AOPP diizeyini gruplar
arast inceledigimizde; oksitosin On uygulama ve oksitosin tedavi grubunda,
AOPP diizeyinde anlamli bir (p<0,001) azalma oldugu gozlenmistir. Diyabetin
yansimasi olarak gozlemledigimiz yuksek glukoz dilzeyinin olusturdugu
oksidatif strese karsi oksitosin antioksidan bir etki gostererek, serbest oksijen
radikallerinin olusumunun azalmasinda etkin olmustur. Bu bulgular esliginde
oksitosinin olusturmug oldugu antioksidan savunma mekanizmasiyla diyabete

kars1 hiicre koruyucu etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Bir diger calismada, farelere 100 mg/kg STZ enjeksiyonu yapildiktan 2 ve
4 hafta sonra testis dokusu ince yapisi incelenmistir. STZ enjeksiyonundan 2
hafta sonra testiste cok belirgin degisiklikler gozlenmezken; STZ
enjeksiyonundan 4 hafta sonra Ozellikle Leydig hiicrelerinde belirgin
degisiklikler oldugu ifade edilmistir. Bu hiicrelerde STZ enjeksiyonu sonrasi

bekletilen siirenin artmasina bagl olarak lipid damlacigir sayisinin arttigi, buna
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karsin diz yuzli endoplazmik retikulum sayisinin azaldigr bildirilmistir. Bir¢ok
alanda da dejenere olmus spermatogenik seriye ait hiicrelerin varligi dikkati
cekmistir (Sanguinetti, Ogawa, Kurohmaru and Hayashi 1995). STZ ile
olusturulan diyabetli hayvanlarin testislerindeki hasarin gecirimli elektron
mikroskopisi diizeyinde incelendigi diger bir calismada; mayoz boliinme sonrasi
olusan spermatidlerde bas boliimlerinde harabiyeti yansitir akrozomal
bozukluklar, binuklear spermatidler ve kuyruk boliimlerinde deformasyonlar

gosterilmistir (Glrsu, Aytekin, Anil ve Erbengi 1989).

Gegirimli elektron mikroskopik incelemelerimizde de 1sitk mikroskopik
bulgularimiza paralel olarak STZ grubunda, seminifer tiibiil epitelinde
ayrilmalar,  spermatozoonlarda yapisal bozukluk ve spermatogonyumlarda
yogun hasar oldugu gorilmistiir. Buna ilaveten tiibiill bazal laminanin ve
hiicreler aras1 siki baglanti bolgelerinin  hasarli oldugu ve siki baglanti
bolgelerinin hemen altindaki spermatogenik seriye ait hiicre sitoplazmalannda
vakuollerin olustugu gozlenmistir. Sonug¢ olarak, gruplar arast kiyaslama
yapildiginda oksitosin On uygulama grubunda ince yapisal diizeydeki doku

hasarmin en alt seviyede ve normal morfolojiye benzer oldugu belirlenmistir.

Elde ettigimiz tiim bu bulgulara gore deneysel diyabet, infertiliteye sebep
olabilen onemli etkenlerden biri olarak bilinmekte olup, testis agirliinin
azalmasi esliginde, spermatogenik seri hiicrelerde dejenerasyona ve genel olarak
seminifer tibiillerde atrofiye neden olmaktadir. Son yillarda yapilan calismalara
dayanarak, antioksidan bir madde olarak kabul edilen oksitosinin bu c¢alismada
STZ ile olusturulan deneysel diyabette koruyucu ve tedavi edici etkisi oldugu
gosterilmistir. Oksitosinin uygulamalar1 karsilastirildiginda koruyucu etkisinin

tedavi edici etkisinden anlamli olarak daha fazla oldugu gozlemlenmistir.

Sonug olarak bu calismanin bulgularina dayanarak, Turkiye'de biiylik bir
poptilasyonda goriilen diyabete bagli olarak gelisen erkek infertilitesinin
Onlenmesinde oksitosin uygulamasinin klinik tedaviye katki saglayacagini

diistinmekteyiz.
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