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OZET

SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE INDUKLENEN DiABETES
MELLITUSUN SEBEP OLDUGU TESTIiKULER OKSIDATIF HASARA KARSI
HIDROKSITIROSOLUN KORUYUCU ROLUNUN ARASTIRILMASI

Defne Rana OGUZ
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embiroloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani Prof. Dr. Meryem CAM
Ocak 2020, 104 sayfa

Diabetes Mellitus, insiilin yetmezligine veya direncine bagl olarak gelisen, organ ve
islev kayiplarina yol agabilen, yiiksek morbidite ve mortalite hizi, yiliksek tedavi
harcamalari ve is giicii kayb1 nedeni ile topluma sosyoekonomik yiik getiren metabolik
bir hastaliktir. Hidroksitirozol zeytin bitkisinde yaygin olarak bulunan giicli bir
dogal serbest radikal baskilayicisidir. Yapilmis olan bu calisma ile Diabetes Mellitus’un
sigan testisleri ve bazi biyokimyasal parametreler {izerine olast olumsuz etkilerine karsi
hidroksitirosoliin koruyucu roliiniin arastiritlmasi amaglanmistir. Deneyde, Kontrol,
Hidroksitirozol, Streptozotosin, Hidroksitirozol + Streptozotosizn olmak iizere 4 grup
olusturuldu. Diyabet modeli olusturmak i¢in tek doz 55 mg/ kg/ i.p. streptozotosin
uygulamasi yapildi. STZ enjeksiyonundan 42 saat sonra kan glukoz degerleri dlgiilerek
250 mg/ dL ve istii olan ratlar diyabet olarak kabul edildi. STZ + HT ve HT grubuna 30
giin boyunca 10 mg/ kg/ i.p. HT uygulamasi yapildi. Sicanlarin deney dncesi ve deney
sonu viicut agirliklari, aclik kan sekerleri Olciiliip karsilastirildi. Testosteron diizeyleri
Olciilmek iizere kan 6rnekleri toplandi. Testisler ¢ikarilip agirliklar: kaydedildi ve Testis
Agirlik Indeksi hesaplandi. Testislerde mikroskobik ve morfolojik incelemeler yapildi.
Sperm parametrelerinin analizi i¢in epididimisten spermatozoa aspire edilerek
spermiyogram yapildi. Deney sonunda; Hidroksitirozol verilen gruplarda diyabetle
birlikte artan aglik kan sekerinin azaldig1 goriildii. Histolojik incelemelerde, Diyabet
grubunda diizensiz sekilli seminifer tiibiiller, germ hiicre tabakalarinda azalma,
apoptotik hiicreler ve rezidiiel cisimcikler saptandi. STZ + HT grubunda ise morfolojik
diizelmeler goriildii. Immiinohistokimyasal incelemelerde, Diyabet grubunda kontrol
grubuna gore Nrf2 ekspresyonunda bir artis oldugu goézlenirken tedavi grubunda
ekspresyonunun STZ grubuna kiyasla daha az oldugu belirlendi. Hidroksitirozoliin
T1DM artan kan sekerini azalttigi, testiste olusan hasara karst koruyucu etki gosterdigi
ve Nrf2 ekspresyonunu azalttigi gézlendi.

Anahtar sozciikler: Diyabet, Hidroksitirozol, Kisirlik, Nrf2, Testis



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE ROLE OF HYDROXYTIROSOL
AGAINST TESTICULAR OXIDATIVE INJURY DUE TO DIABETES
MELLITUS INDUCED BY STREPTOZOTOCIN IN RATS

Defne Rana OGUZ
Master’s Thesis, Department of Histology and Embryology
Supervisior Prof. Dr. Meryem CAM
January 2020, 104 pages

Diabetes Mellitus is a metabolic disease caused by insufficiency or resistance of insulin,
which may lead to organ and function losses, high morbidity and mortality rate, high
treatment expenditures and labor loss due to the society. Hydroxytyrosol is a powerful
natural free radical suppressor commonly found in olive plants. The aim of this study
was to investigate the protective role of hydroxytyrosol against possible adverse effects
of Diabetes Mellitus on rat testes and some biochemical parameters. In the experiment,
4 groups were formed as Control, Hydroxytyrosol, Streptozotocin, Hydroxytyrosol +
Streptozotocizin. A single dose of 55 mg / kg / i.p. streptozotocin was applied. Blood
glucose values were measured 42 hours after STZ injection and rats with 250 mg / dL
and above were accepted as diabetes. STZ + HT and HT group 10 mg/ kg / i.p. HT was
applied for 30 days. The rats’body weights, fasting blood sugars before and after the
experiment were measured and compared. Blood samples were collected to measure
testosterone levels. Testes were removed and their weights were recorded and Testis
Weight Index was calculated. Microscopic and morphological examinations were
performed in the testes. For the analysis of sperm parameters, spermiogram was
performed by aspirating spermatozoa from epididymis. At the end of the experiment; It
was seen that fasting blood sugar decreased with diabetes in groups treated with
hydroxytyrosol. Histologic examination revealed irregularly shaped seminiferous
tubules, decreased germ cell layers, apoptotic cells and residual bodies in the diabetes
group. Morphological improvements were seen in STZ + HT group.
Immunohistochemical examinations showed an increase in Nrf2 expression in the
Diabetes group compared to the control group, whereas the expression in the treatment
group was less than in the STZ group. It was observed that hydroxytyrosol reduced
T1DM increased blood sugar, had protective effect against testicular damage and
decreased Nrf2 expression.

Keywords: Diabetes Mellitus, Hydroxythyrosol, Infertility, Nrf2, Testes
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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM), yetersiz insiilin sekresyonu veya insiilin direncine bagl olarak
olusan hiperglisemi ile ortaya ¢ikar'. Kan glikoz diizeyindeki kronik artis ile karakterize
edilen Diabetes Mellitus (DM), diinyadaki milyonlarca kisiyi etkileyen yaygin bir
metabolik hastaliktir. Bu hastalik tip I ve tip II olarak siniflandirilir?. Tip | DM
(T1DM)’de gozlenen ana patolojik etkiler, pankreasta Langerhans adaciklarindaki
insiilin iireten P hiicrelerinin kaybin1 ve ardindan insiilin eksikligini igerir®. ikinci ve
daha yaygin bir kategori olan tip Il DM (T2DM), insiilin etkisine direng ve yetersiz
insiilin iiretimi ile karakterize edilir. Tip | DM gogunlukla ¢ocuklarda ve ergenlerde en

yaygin diyabet tipi olmasina ragmen, tip 1l DM (T2DM), yetiskinlerde daha yaygindir®.

Erkeklerde ise, artmis oksidatif strese bagli olarak testislerde, germ hiicrelerinde
apoptozisde artis meydana gelmekte ve testikiiler fonksiyon bozukluklari ortaya
cikmaktadir. Diabetes Mellitus (DM), hiperlipidemi ve inflamasyonu, reaktif oksijen
veya nitrojen tlrlerinin (ROS veya RNS) olusumunu uyarir. Bu tiirlerin
ekstragenerasyonu veya yetersiz endojen antioksidan savunmalari, organlarda oksidatif
strese neden olur. Bu nedenle, ekstra ROS ve / veya RNS olusumunu onlemek veya
endojen antioksidanlar arttirmak, DM ile iligkili erkek infertilitesi dahil olmak {izere
diyabetik komplikasyonlarin dnlenmesinde 6nemli olacaktir. Bununla birlikte, hayvan
deneylerinde ve klinik calismalarda, bir veya birka¢ antioksidanin ekzojen takviyesi,
insan diyabetik komplikasyonlar1 lizerinde 6nemli bir terapotik etki gosterememistir. Bu
nedenle, endojen antioksidanlarin diizenlenmesi {izerine kurulacak bir strateji, diyabetik
komplikasyonlar1 énlemek igin daha etkili bir yaklagim olabilir®. Bununla beraber
giiniimiizde biyolojik sistemlerde serbest radikallerin patolojik sonuglarinin azaltilmasi

i¢in, antioksidan besinlerin kullanimina giderek artan bir ilgi vardir.

Antioksidan aktiviteye sahip bitki kaynakli genis bir bilesik sinifi, meyve ve sebzelerde,
sarap, cay, cikolata, kakao tirlinlerinden ortaya ¢ikan fenollerle temsil edilmektedir ® Bu
fenollerden biride hidroksitirosoldiir. HT, zeytin ve zeytinyaginda bulunan, oleuropeinin
baslica parcalanma iiriinii olan dogal - giiclii fenolik bir antioksidandir. Hidroksitrosol
antioksidan roliinii, serbest radikalleri dogrudan yakalayarak ya da antioksidan
enzimleri aktive eden bir dizi tepkime araciligiyla onlar1 pargalayarak ortaya

koymaktad1r7.



Antioksidan yanitin bir "ana diizenleyicisi" olarak karsimiza ¢ikan Nrf2, faz II
metabolik ve antioksidan enzimler de dahil olmak {izere ¢ok cesitli genlerin
ekspresyonunu diizenleyen ve dolayisiyla oksidatif stres aracili bozukluklarin
énlenmesinde énemli rol oynayan bir protein olarak kabul edilir®. Daha oénce yapilan
calismalarla c¢esitli dokularda hidroksitirosoliin Nrf2 ekspresyonunu etkiledigi
gésterilmigtir9 ancak DM’ye maruz kalmis sicanlara hidroksitirosol uygulamasi sonrasi
testisdeki, kan testosteron seviyesi, doku diizeyinde Nrf2 ekspresyonu degisimi ve

sperm sayisi, sperm morfolojisi aragtirilmay1 bekleyen orijinal bir konudur.



2. GENEL BIiLGILER

Erkek iireme sistemi; spermatogenezin devami i¢in gerekli olan testosteronu salgilayan,
testis ile spermin depolanmasi ve tasinmasindan sorumlu olan genital kanallar, aksesuar

genital bezler ve penisten olusur >,

2.1. Testis Anotomisi

Testis, viicut boslugu disindaki scrotum iginde yer alan, erkek lireme hiicrelerinin
(spermium) yapildig1 elips sekilli bir ¢ift organdir. Testisin bu konumu spermatogenez
igin gerekli olan diisik 1siya imkan verir'?. Testisler, skrotum iginde funiculus
spermaticusla (spermatik kordon) asili halde bulunurlar. Funiculus spermaticus; vas
deferens, spermatik arter, venoz ve lenfatik pleksuslari icerir™. Her biri yaklasik 4 X 3
cm biiyiikliigiinde, 3 cm c¢apinda ve 10 - 15 gr agirliginda olan testislerden sag taraftaki
sola gore genellikle 1 cm. daha yukaridadir®**, Testisin 2 / 3 olan anterolateral boliimii
serbest iken, posterolateral yiizii epididim, bag dokusu ve damarlarla Srtilidir'.
Testislerin bir iist ve bir alt ucu (extremitas superior ve extremitas inferior) vardir™®. Ust
ucu dne ve disa, alt ucu ise arkaya ve ige dogru bakar™. On ve arka kenar (margines
anterior ve margines posterior) tam olarak ayirt edilemez ve bu ylizden net olarak
belirlenemeyen bir medial ve bir lateral (facies medialis ve facies lateralis) yiize
sahiptir®. Testislerin iist ucunda appendix testis adi verilen kiigiik, yass1 bir yap

goriliir. Bu yap1 Paramesonephric kanalin iist ucunun kalintisidir™®,

Testisler fetal hayatta abdominal bosluk i¢inde bulunur. Dogumdan once canalis
inguinalisden gegerek scrotuma iner®>. Bu inis sirasinda beraberlerinde karm on
duvarinda bulunan kan damarlarini, lenf damarlarini, otonomik sinirleri ve tunika
vajinalis olarak isimlendirilen periton uzantisini da siiriiklerler**. Tunika vaginalis testis
yapisinin lamina visceralis ve lamina parietalis olmak iizere iki yapragi vardir. iki
yaprak arasinda potansiyel bir bosluk olan cavum scrotide ¢ok az miktarda serdz bir sivi

bulunur. Bu siv1 testislerin scrotum igerisinde kolayca hareket etmelerini saglar16.

Tunica vaginalis testisin i¢ tarafinda da, testisleri saran iki tabaka daha vardir. Bunlar

tunica albuginea ve tunica vasculosadir'®,

Tunica albugenia, testisi kalin bir bag dokusu tabakasi olarak gevreler'® ve testisin
posterior yiiziinde kalinlasip igeriye dogru girerek mediastinum testisi meydana

getirir'®.



Tunica vasculosa, testikiiler kapsiilin damar agindan olusan ve gevsek bag dokusu

yapisindaki ic tabakadir®,

Testikiiler arter: Abdominal aortanin dali olan testikiiler arter testise girdiginde sag ve

sol olmak iizere iki dala ayrlhrl?’.

Testikiiler venler: Testislerin posteriorundan ¢ikan kiiciik venler birleserek vendz agi
meydana getirirler. Bu aga plexus pampiniformis adi verilir. Plexus pampiniformis,
funiculus spermaticus iginde yukari dogru uzanir ve inguinal kanaldan gecerek
abdomene ulasir. Abdomen i¢inde bu venler birleserek testikiiler veni olusturur. Sag
testikiiler ven, renal venin hemen altindan vena cava inferior'a agilirken; sol testikiiler

1
ven sol renal vene acilir’,

Testis sinirleri: Medulla spinalisin 10 - 11. torakal segmentlerinden kaynaklanan

simpatik lifler, damarlarin ¢evresindeki pleksuslar araciligi ile gelirl7.

Testis Lenfatikleri: Yiizeyel lenf damarlari tunika vaginalis testisin altinda, derin lenf
damarlar testis ve epididimisin i¢inde yer alir. Bu damarlar funiculus spermaticus ile

birlikte karin bosluguna geger, sonugta nodi aortici laterales ve nodi preaorticiye acilir®,
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2.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun kromozomal cinsiyeti, yumurtayr dolleyen sperm g¢esidi tarafindan
dollenme sirasinda belirlense de, intrauterin 7. haftaya kadar gonadlar heniiz erkege
veya disiye ait morfolojik karaktere sahip degildirls. Gentital sistem erken donemde her
iki cinsiyette de benzerdir, bu nedenle genital sistemin gelisiminin baglangici, cinsel

gelisimin farklanmamis evresi olarak adlandirilir’®.

Gonadlar (testisler ve overler); mezodermal epitel (arka abdominal duvari kaplayan
mezotel), mezenkim (mezotelin altindaki embriyonik bag dokusu) ve primordial (ilkel)

germ hiicreleri olmak iizere iic embriyonal kaynaktan gelmektedirzo.

Gonadal gelisimin ilk asamalar1 5. haftada mezonefrozun medialinde sélomik epitelin
cogalmast ve embriyonik bag dokusunun yogunlasmasiyla ortaya c¢ikar. Olusan bu
yapiya genital kabart: denir®. Intrauterin 6. haftaya kadar gonadal kabartilar icinde
germ hiicreleri goriilmez. 6. haftada ilkel cinsiyet hiicreleri alttaki mezenkime girer ve

! Genital kabartidaki epitel hiicreleri hemen

primer cinsiyet kordonlarina ulagir’
altlarindaki mezenkim igerisine dogru hizla biiyiirler ve diizensiz primitif cinsiyet
kordonlarint olustururlar. Bu kordonlarin birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin
degildir. Fetal gelisimin 7. haftasina kadar, her iki cinsiyet i¢in genel tek bir gonad tipi

vardir. Buna farklilanmamis gonad denir. Farklanmamis gonadda korteks ve medulla



bulunur. Disi embriyoda, farklilanmamis gonadin korteksi ovaryuma farklilasir ve
medullast geriler. Erkek embriyoda ise, medulla testisi olusturur, korteks geriler ve

dejenere olur®®?,

Testisin gelisimi, Y kromozomunun kisa kolundaki cinsiyet belirleyici bolge (sex
determing region on Y chromosom, SRY) iizerindeki gen tarafindan kodlanan ve testis
belirleyici faktor (testis determinig factor, TDF) olarak adlandirilan bir gen ile kontrol
edilir 1»21. Testis gelisiminde en temel rolii oynayan SRY, bir transkripsiyon faktoriidiir
2l SRy geni otozomal 9, 11, 17 ve 19 kromozomlarinin aktivasyon zincirini ve X
kromozomu iizerindeki bazi gen sekanslarini kontrol eden bir ana anahtar olarak goérev
yapar. SRY geniyle hemen hemen ayni anda eksprese edilen baska bazi genler de
vardir. Bunlar; WT1 geni, Sox-9 geni, SF-1 geni, DAX-1 geni’dir™.

Testis belirleyici faktdr (TDF), primer seks kordonlarini uyararak, onlarin seminiferéz
kordonlara farklilanmasini saglar. Seminifer6z kordonlar, farklilanmamis gonad
medullasina dogru uzar, burada dallanarak birbirileriyle anastomoz yaparlar ve boylece
ags1 gortinimdeki rete testis olusur. 12. haftada gonad taslaklarinin disinda kalin bir
fibr6z kapsiil olan Tunika albuginea gelistikten sonra, yiizey epiteli ile olan baglantilart

kaybolur ve kordonlar seminifer tiibiillere ve diiz tiibiillere (tubuli recti) farklanirlar®,

Ergenlige kadar limenleri olmayan testis kordonlari, ergenlikten itibaren kanalize
olmaya baslar ve seminifer tiibiilleri olusturur. Seminifer tiibiil duvarinda 2 tip hiicre yer

alir:

e Destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri, testisin mezodermal epitelinden gelisir.

Bu hiicreler fetal testiste seminifer tiibiillerin biiyilik bir kismini olusturur.

e Spermatogonia, spermlerin kok hiicreleri olan bu hiicreler primordiyal germ

hiicrelerinden farklanirlar®®.

Gelisimin devaminda ise kanalize olan seminifer tiibiiller rete testis tiibiilleriyle birlesir
ve duktuli efferentesleri olusturan, 15 - 20 adet mezonefrik tiibiillerle devam eder. Daha

sonra duktus epididimisi olusturan mezonefrik kanal ile baglanlrlar20’21.

Seminifer tiibiillerin arasinda bulunan intermedier mezensimden Leydig hiicreleri geligir
ve bu hiicreler 8. haftadan itibaren testosteron iiretmeye baslarlar. Testosteron iiretimi,
intrauterin gelisimin 8 ile 12. haftalar1 arasindaki donemde, en yiiksek miktarlara ulasan

plasental human koryonik gonadotropin (hCG) tarafindan uyarihr®. Leydig hiicreleri



islevlerini intrauterin 18. haftaya kadar devam ettirirler. Testosteron sentezinde azalma

ile birlikte gerilerler, prepubertal déneme kadar sessiz kalirlar™.

Fetal gonadlarin islev gérmeye baslamasindan dnce, erkek ve disi embriyolarin ikisinde
de iki ¢ift genital kanal bulunmaktadir. Bunlar Wolff (mezonefrik) kanallar1 ve Miiller
(paramezonefrik) kanallaridir. Wolff, erkek {ireme sisteminin gelismesinde 6nemli rol
tistlenirken, Miiller disi tireme sisteminin gelismesinde rol oynar. Erkekte Wolffian
duktus kalmaya devam ederken Miillerian duktus geriler. iki kanal sisteminden
hangisinin gelisecegi fetal testisin varligi veya yokluguna baghdir®’. Fetal testisler
testosteronun yani sira, antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleriyan inhibe edici
madde (MIS) olarak bilinen bir glikoprotein iiretir. Uretilen miilleriyan inhibitér madde
Miiller kanal sisteminin gerilemesine neden olur. Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan
AMH’nin salinmas1 puberteye kadar devam eder, daha sonra seviyesi azalir.
Antimiilleriyan hormon yoksunlugunda, Miiller (paramezonefrik) kanallar1 varliginm

siirdiiriir ve disi genital sistemi gelisir®.

Testosteron, Wolff kanallarinin, epididim, vaz deferens, ejakiilator kanallar ve seminal
vezikiillere farklilagsmasini1 saglar. Daha sonra testosteron, hedef dokulardaki hiicrelerin
icine girip ya Oylece kalir ya da 5a rediiktaz enzimiyle dihidrotestosterona (DHT)
donistirilir. DHT etkisi altinda bir penis olusur ve labioskrotal siskinlikler skrotumu
yapmak lizere kaynasir. Testisler testosteronun kontrolityle 26. haftada karin arka
duvarindan ayrilarak gubernakulum ve prosessus vaginalis rehberliginde skrotuma

inerlertt?224,

2.3. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler (vezikula seminalis,
prostat bezi ve bulboiiretral bezler) ve penisten olusur. Bu sistem Spermatozoa,
testosteron ve seminal plazma {iretiminden sorumludur. Seminal plazma, bosaltim
kanalindaki spermi hem besler hem de tasir. Spermatozoa ile seminal plazma, penis

yoluyla disar1 birakilan semeni olusturur®.

Testisler embriyonik gelisimi, seksiiel olgunlagsmay1 ve iireme fonksiyonlarini etkileyen
ekzokrin ve endokrin ozellige sahip birlesik tiibiiler bezlerdir®?. Testisin ekzokrin
tirtinii, spermatozoonlar ve testis sivisi, endokrin iiriinii ise Leydig hiicreleri tarafindan

sentezlenen steroid yapili testosterondur®.,



Skrotum iginde yer alan testisler, distan ii¢ tabakali kalin bir kapsiil ile sarilmstir.
Testikiiler kapsiiliin dis tabakasi tunika vajinalis, orta tabakasi tunika albuginea ve i¢
tabakasi tunika vaskuloza olarak isimlendirilir. Tek katli mezotelyal hiicrelerden olusan
tunika vajinalis genellikle preparatlarda izlenmez. Kapsiiliin en kalin ve belirgin
tabakas1, yogun bir fibroelastik bag dokusu olan tunika albugineadir'®. Kapsiiliin i¢
kismi olan tunika vaskiiloza ise kan damarlari igeren gevsek bir bag dokusudur'?.
Testikiiler kapsiiliin gorevi; periyodik kontraksiyonlar yaparak testisin hacmini
diizenlemek ve duktus sistemine masaj etkisi yaparak, spermiumlarin disa dogru

hareketinde yardime1 olmaktir®.

Testisin posterior yilizeyi boyunca kalinlasan Tunika albugineaya mediastinum testis
denilmektedir®. Bu kisim kan, lenf damarlarmnin ve sinirlerin testise giris ¢ikis yaptii
bé')lgedir24. Mediastinum testisten bezin icine uzanan radier seyirli fibréz septumlar
testisi testikiiler lobiiller denilen yaklasik 250 - 300 piramidal lobiile ayirir. Lobiillerin
her biri, sayisi 1 - 4 arasinda degisen, asir1 kivrimli yapida olan seminifer tiibiilleri

24,27 g ey
28 " Tiibiillerin

icerir'™*’. Insanda toplam 800 - 1200 adet, seminifer tiibiill bulunur
arasinda gevsek bag dokusu (interstisyum bezin) stromasi bulunur®, Interstisyel doku,
bol miktarda makrofaj, kan ve lenf damari, sinirler ve steroid hormon sentezleyen
Leydig hicrelerini igerir. Seminifer tiibiiller erkek {ireme hiicreleri olan
spermatozoonlar1 iretirken, interstisyel hiicreler de testis androjenlerini salgllarzs.
Lobiiliin apeksine dogru her bir seminifer tiibiiliin liimeni daralir ve diiz tiibiiller (tiibiili
rekti) adiyla bilinen kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer
tiibiillerin rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente
baglanmasini saglar. Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete testis, 10 - 20 adet
duktuli efferentes ile epididimin bas kismina baglanarak testisten gelen testikiiler sivi ve

spermatozoay1 duktus epididimise iletir*#?"%,

Cok tabakali kiibik epitel 6zelligi gosteren seminiferdz tiibiil epiteli; bolinme 6zelligi
olmayan Sertoli hiicreleri ve bdliinme 06zelligi olan spermatojenik seri hiicreleri
(spermatogonyumlar, spermatositler, spermatidler) olmak {izere 2 temel hiicre grubuna
sahiptir'’. Seminiferdz tiibiil epitelinin tizerinde yerlesik oldugu bazal lamina,
yaslandik¢a yogunlugu artar ve kalmlasir. I¢ kisimda ise yass1 epitele benzer diiz kas
ozelligi gdsteren miyoid hiicreler bulunur®. Miyoid hiicreler heniiz hareket yetenegi
kazanmamis olan spermlerin rete testise ilerlemesini saglayan ritmik kasilma

hareketlerinden sorumludur®?.



2.3.1. Sertoli hiicreleri

Destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler olarak da adlandirilirlar ve bir¢cok etkene
kars1 dayamiklidirlar (1s1, x-151n1, enfeksiyon, koti beslenme)23. Her bir Sertoli hiicresi
yaklasik 30 - 50 germ hiicresine desteklik vermektedir. Bu hiicreler, puberteye kadar
seminifer epitelin dominant hiicre tipidir ancak puberteden sonra postmitotiktirler ve
epitelin yaklasik % 10’unu olustururlar. Ileri yaslardaki bireylerde spermatogenik hiicre
serisinin orami1 diiser, sertoli hiicreleri tekrar esas hiicre tipi haline gelir. Isik
mikroskobunda incelendiginde; sertoli hiicresinin apikal ve lateral hiicre membranlar1
diizensiz hiicre simirlart seklinde goriilir. Bu diizensiz smirlar ile spermatogenik
hiicrelerin arasindaki bosluklar1 doldurarak onlar1 g¢evreleyen, bazal membrandan tiibiil
limenine kadar uzanan prizmatik ya da tiggenimsi hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri bol
miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar graniiler endoplazmik retikulum, iyi
gelismis golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri ile lizozom, biiylik, bazale yerlesmis
oluklu bir g¢ekirdege ve belirgin bir ¢ekirdek¢ige sahiptirler. Komsu Sertoli hiicreleri
birbirleriyle spermatogonyumlar seviyesinde zonula okludens baglantilar1 olustururlar.
Bu sik1 baglantilar seminifer epiteli bazal ve adluminal kompartman olmak iizere iki
bolmeye ayirir. Spermatogonyumlar, i¢ine kanda bulunan materyallerin serbestce
girebildigi bazal kompartmanda yerlesirler. Spermatogenez sirasinda spermatogonyum
serisi, bu baglantilardan gegerek adluminal kompartmana ¢ikarlar. Burada
spermatogenezin daha ileri safhalar1 olan spermatositleri ve spermatidleri, kandan gelen
toksik bilesiklerden ve otoimmiin reaksiyonlardan koruyan bir kan-testis bariyerini
meydana getirirler. Sertoli hiicrelerinin diger 6zellesmis baglant1 tipleri ise; gegit
baglantilar1 (gap junctionlar), Sertoli hiicreleri ile erken spermatojenik hiicrelerinin
arasindaki desmozom benzeri baglantilar ve bazalde hemidesmozomlardir. Ayrica
insanlarda bazal sitoplazmada karakteristik inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Bottcher
kristalleri) bulunur. Kimyasal kompozisyon ve fonksiyonu bilinmemekle birlikte
yapilan c¢alismalarda bu kristallerde lipoprotein reseptér proteini (CLA-1) birikimi
saptanmistir. Bu bulgular, inkliizyon cisimciklerinin lipid transportu ve Sertoli hiicreleri

tarafindan kullanimiyla iliskili oldugunu géstermektedirlo_lz’23.

Sertoli hiicrelerinin baslica fonksiyonlari;
e  Spermatogenetik hiicrelere fiziksel dayanak saglar®.

e Spermatojenik hiicrelere gerekli metabolit, steroit ve besin saglar.



Dis ortamdan seminifer tiibiillere bazi maddelerin gegisini Onler (kan-testis

bariyeri)®.
Spermiasyon sirasinda aktin aracili kontraksiyonlarla spermatidlerin seminiferéz
tiibiil limenine salmimim kolaylastirir'™.

Seminifer tiibiil limenine proteinlerden, fruktozdan ve iyonlardan zengin bir sivi

sekresyonu yapar'®?°,

Folikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarisiyla, androjen baglayici protein (ABP)
sentezini ve sekresyonunu diizenler'®*"%". ABP testosterona baglanir ve seminifer
tibiiller i¢inde  yiiksek  konsantrasyonlara  ulasarak  spermatogonianin
spermatozoaya doniisimiinii destekler; ancak ABP ayni zamanda oOstrojenede

baglanarak spermatogenezesi inhibe de edebilir®*.

Spermiyogenez siiresince olusan rezidual (artik) cisimcikleri fagosite eder'®??7,

Anterior hipofizden salinan FSH inhibisyonunu saglayan inhibini sentezler'®t20:27,

Anti-Miillerian hormon salgilayarak embriyoda Miiller kanalinin regresyonunu
saglarzg.

Stem hiicre faktorii (SCF), glial hiicre kokenli norotrofik faktor (GDNF) gibi

glikoprotein yapisinda biiyiime veya parakrin faktorler sentezler™ %’

Plazminojeni, aktif proteolitik plazmine doniistiren plazminojen aktivator,
transferrin (demir tasiyict protein) ve seruloplazmin (bakir tasiyict protein)

sentezler'!.

2.3.2. Spermatogenik seri hiicreleri (Germ hiicreleri)

Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiil epitelinde, puberte ile birlikte belirli sayida

boliinmelerden sonra farklilasarak spermatozoonlar1 olustururlar ve 4 - 8 tabakadan

meydana gelirler. Bu hiicreler, testisin erken gelisim evresinde yolk kesesinden

kaynaklanan ve gonadal kabartilarda kolonize olan primordiyal germ hiicrelerinden

gelisirler. Spermatojenik hiicreler spermatogenez siiresince, komsu Sertoli hiicreleri

arasinda, bazalden liimene dogru ilerleyerek gelisim gosterirler. Gelisim sirasi, bazal

membrana en yakin olan spermatogonyumlar (tip A- tip B), liimene dogru primer

10



spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve liimende spermiyumlar

seklindedir'™%.

Spermatogenez, testiste meydana gelen ve spermatogonyumlarin spermi olusturma
siireci olarak bilinen ve 64 - 72 giin siiren olaylar serisidir™®. Insanda glinliik sperm
yapimu1 4.2 milyon civarinda olup diger tiirlere gore daha azdir®. Spermatogenez siireci
hormonal kontrol altindadir, hipotalamik GnRH ergenlikten kisa bir siire 6nce hipofiz
bezini etkisi altina alarak pitiiiter gonadotropinlerin artmasina neden olur, bu artigla
beraber testis ekseni boyunca néroendokrin aktivite gergeklesir. Spermatogenez siireci
tic farkli fazda incelenmektedir: Spermatogonyal faz (proliferasyon), spermatosit fazi
(mayoz) ve spermatid fazi (spermiyogenez). Spermatositogenez olarak da bilinen
spermatogonyal fazda spermatogonyal kok hiicreler mitoz boliinme ile kendi yerlerini
alacak hiicreleri ve primer spermatositlere farklilasacak olan spermatogonyum
toplulugunu meydana getirirler. Spermatosit fazinda, primer spermatositler ardi ardina
iki kez mayotik boliinme gecgirerek kromozom sayilarinin ve DNA miktarlarinin her
hiicrede yariya disiiriilmesiyle haploid hiicre olan spermatidleri olustururlar. Spermatid
fazi, spermatidlerin farklilagarak hareketli spermatozoonlara (sperm) doniisme
siirecidir'™.

Spermatogoniyumlar, bazal laminanin hemen istiinde yer alan yaklasik 12 um
capinda olan kiiciik diploid germ hiicreleridir. Sertoli hiicrelerinin arasindaki siki
baglantilarin altinda yerlestiklerinden dolay1 kan-testis bariyerinin disinda kalirlar®’,
Ergenlik ¢aginda testosteronun etkisiyle spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinme ile
cogalmaya baslayarak niikleer goriinimde farkliliklari olan 3 yeni tip hiicre grubu
olustururlar™. Bu hiicre tiplerinin spermatogoniumla kiyaslandiginda daha biiyiik

olduklar gérﬁlﬁr23.

1. Tip A koyu spermatogonyum (Ad): Spermatogenik serinin stem hiicre grubu
oldugu diisiiniilen bu hiicreler ya kok hiicreler olarak boliinmeyi siirdiirebilir ve Ad
hiicre tipini olusturur ya da devam eden mitotik boliinmeler sonucu Ap hiicre tipini
meydana getirirler. Heterokromatik ve yogun bazofilik goriinen oval ¢ekirdege

sahiptirler'’.

2. Tip A agik spermatogonyum (Ap): Soluk boyanan okromatik oval bir ¢ekirdege,

kiiresel mitokondriye, kiiciik bir golgi kompleksine ve cok sayida serbest ribozoma
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sahiptir. Ard arda mitotik boliinmeler gegirerek ya ayni tipte daha fazla hiicre ya da tip

B spermatogoniay1 olustururlar'™?,

3. Tip B spermatogonyum: Tip A acik spermatogonyumlarin birka¢ mitotik
boliinmesiyle olusan sferikal sekilli ¢ekirdege sahip hiicrelerdir. Cekirdek merkezi
yerlesimli belirgin c¢ekirdekgikle karakterizedir. Spermatogonyal fazin sonunu temsil

ederler ve mitoza girerek primer spermatozoay1 olustururlar'.

2.3.2.1. Spermatositler

Primer Spermatositler, spermatosit fazinda B tipi spermatogonyumlarin mitoz
boliinmeleri sonucu primer spermatositler olusur. Primer spermatositler seminiferéz
tiibiiliin en biiyiik hiicreleridir. Bu hiicreler mayoz bdliinme gecirmeden hemen 6nce
DNA’larin1 eslerler ve her bir kromozom iki kromatitten olusur. Sonucta 2n sayida
kromozom ve iki kati miktarda DNA (4d) igerirler (46 kromozom (44 + XY ve 4d
DNA-Diploid)). Boélinmeyle birlikte hem DNA miktarlarini hem de kromozom

11
sayilarin azaltirlar™.

Insanda her bir primer spermatosit birinci mayoz béliinmenin profaz evresinde leptoten,
zigoten, pakiten, diploten ve diakinez fazlarina girer. Bu olay yaklagik 22 giin stirdiigi
icin kesitlerde goriinen spermatositlerin ¢ogu bu asamadadir. Leptotende, her
kromozom birbirine paralel iki kromatidden olusur. Zigoten evresinde homolog
kromozomlarin eslesmesi ve sinaps olusumu gérﬁlﬁr3°. Pakiten evresinde, sinaptonemal
kompleks tarafindan homolog kromozomlarin bir araya gelmesiyle sinaps tamamlanir
ve kardes olmayan kromatidler (tetrat) arasinda DNA dizileri degisimi yani krossing-
over baglar. Bu olay genetik cesitliligi garanti altina alir. Pakiten fazi, memelilerde
yaklasik bir haftada tamamlanir. Diploten evresinde, sinaptanomel kompleks dagilmaya
basglar ve iki homolog kromozom birbirinden ayrilir, sadece kiazma denilen ug
bolgelerde yapisik kalirlar. Diyakinez fazinda, kromozomlar c¢ekirdek zarindan
ayrilirlar, kisalirlar ve kalinliklar1 artar. Bu uzamis profaz sathasinin sonunda olusan
kardes kromatidler metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden gegerek her biri birbirine
sitoplazmik kopriilerle bagli olan haploid kromozomlu sekonder spermatositleri

olugturur*.

Sekonder Spermatositler, primer spermatositin birinci mayotik boéliinmesi sonucu

olusan 23 kromozomlu (haploid) kiiglik hiicrelerdir. Bu hiicreler yeni DNA sentezi
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yapmadan ikinci mayozun profaz evresine gegerler. Kisa siirede ikinci mayoza
girdikleri i¢in kesitlerde goriilme olasiligi azdir (22 + X veya 22 + Y ve 2d DNA-
Haploid)*.

2.3.2.2. Spermatidler

Sekonder spermatositlerin ikinci mayoz bdliinmeyi tamamlasiyla spermatidler olusur.
Her bir sekonder spermatositten, dDNA ve 23 kromozom sayisina sahip iki haploid
spermatid meydana gelir’’. Seminifer tiibiillerin limenine yakin yerlesim gdsterirler.
Genellikle nukleuslarinda yogunlagmis kromatin bolgeleri bulunur. Bir ¢ift sentriol,
mitokondri, serbest ribozomlar, diiz endoplazmik retikulum ve iyi gelismis golgi

kompleksine sahiptirler (22 + X veya 22 + Y ve 1dDNA- Haploid)®*.

Spermiyogenez, akrozomun ve flagellumun olusumunu ve gelisimini, kromatinin
yogunlagmasini, c¢ekirdegin yeniden sekillenmesini ve spermiasyon sirasinda
spermatidin salinmasindan once sitoplazmanin ¢ikarilmasini icerir™. Spermatidlerin
farklilanma siireci gegirerek boliinme olmaksizin spermatozoonlari olusturdugu bu
safhada® kiire ya da poligonal sekildeki spermatid uzayarak hareket yetenegi kazanir®*,
Hiicrelerde, kromatini yogun olup merkezi yerlesimli olan bir nukleus, nukleusa yakin
1yl gelismis golgi kompleksi, ¢ok sayida mitokondri ve bir cift sentriol bulunur®.
Spermiyogenezdeki ii¢c ana olay; akrozom gelisimi, flagellum gelisimi ve nuklear

yogunlasmadlrlz. Akrozom gelisimi; golgi fazi, sapka fazi, akrozom fazi1 ve maturasyon

(olgunlasma) fazi olmak iizere dort ardisik evreden olusmaktadir®?.

1. Golgi Fazi: Endoplazmik retikulumda olusturulan hidrolitik enzimler golgi
kompleksine iletilir, burada cesitli degisiklikler geciren ve PAS® boyanan graniiller
halinde akrozomal vezikiile aktarilir. Bu graniiller glikoprotein bakimindan zengindir ve
akrozomal vezikiilleri olusturmak iizere birleserek, proakrozomal graniil adin1 alirlar.
Faz siiresince akrozomal vezikiil genisler ve igerigi artar™’. Golgi kompleksinden elde
edilen akrozomal vezikiil, gelismekte olan spermin 6n kutbunu belirleyecek sekilde
cekirdege dogru ilerleyerek c¢ekirdek dis zarina tutunur®®. Sentriollerden bir ¢ifti
jukstaniiklear bolgeden uzaklasir, flagellumun aksonemini (9 ¢ift periferde, 2 tane
merkezde mikrotiibiil yapisi igeren, 9 + 2, kuyruk iskeleti) olusturmak {izere akrozomal

bolgenin zit kutbuna yerlesir26’27.
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2. Sapka fazi: Akrozomal vezikill, ¢ekirdek yiizeyinin yarisin1 Ortecek sekilde
genisleyerek sperm basim sapka gibi sarar'?. Vezikiil igerigi hidrolitik enzimleri igeren
‘akrozomal kep' adini alir**. Bu fazda sapka altinda bulunan cekirdek kilifi porlarini
yitirerek daha kalin hale gelir. Ayn1 zamanda c¢ekirdekte de kromatin yogunlasmasi
gézlenirlo’ll'ze. Sentriyol ¢ifti akrozomal vezikiiliin zit kutbuna ulagsmistir. Seminifer
tiibiil limeninde spermatid, akrozomal bolge bazal kompartmana bakacak sekilde yon
degistirir2.

3. Akrozom fazi: Bu fazda spermatid kendini yeniden hizalar ve bas, sertoli hiicresinin
igerisine iyice gomiilerek bazal laminaya dogru yonelir. Flagellum ise gelismeye
baglayarak seminifer tiibiilin limenine dogru uzamr''. Spermatidin yogunlasan
niikleusu uzayip yassilasir. Cekirdek ve akrozom plazma membraninin 6n kismina
tasinir ve sitoplazma posteriyora dogru yer degistirir. Sitoplazmik mikrotiibiiller,
akrozomun arka kenarindan spermatidin arka kutbuna dogru uzanan silindirik bir kilif
olan manseti olugturmak iizere organize olurlar. Cekirdege yakin olan sentriolden (bazal
sentriol) prizmatik bir flagellum uzanir. Flagellum uzadik¢a gevresinde ince, fibriler bir
kilif olusur®. Bu fibriller cekirdegi flagellum ile birlestirirler ve bu nedenle bu bolgeye
baglant1 pargasi denmektedir’’. Flagellum spermiumun kuyruk kismini yapar. Diger
sentriol (distal sentriol) kuyrugun baslangic kismina yakin bir yere go¢ ederek
flagellumu bir halka gibi kusatir (annulus)®. Plazma membrani gelismekte olan
flagellumu gevrelemek iizere arkaya dogru hareket ederken'’, manset kaudale go¢ eder
ve sonrasinda dagilir*2. Mitokondriler, boyun bolgesindeki kaba fibrillerin etrafinda ve
boyun boélgesinin hemen posteriyor uzantisinda siki, heliks tarzda saran bir kilif
olusturmak {izere sitoplazmanin kalan kismindan go¢ ederler. Bu bolge,
spermatozoonun hareketliligini saglayan sperm kuyrugunun orta pargasidir’. Hidrolitik
enzimler nedeniyle 6zel bir tip lizozom olarak yorumlanan akrozom; hyaluronidaz,
akrozin, noraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri proteazlar icerir'. Fertilizasyon
esnasinda bu enzimler kumulus ooforus tabakasinin ve zona pellusidanin aginmasinda

rol oynarlar?’.

4. Olgunlasma (maturasyon) fazi: Spermatid olgunlasmasinin bu son fazinda
flagellum etrafindaki fazla sitoplazma azaltilarak atilir ve olgun spermatozoon meydana
gelir. Atilan fazla sitoplazma rezidiial cisimcik olarak da adlandirilir ve Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldmihr''. Olgunlasma fazimin sonuna dogru

spermatidlerin arasindaki sitoplazmik kopriiler ortadan kalkar boylece spermatidlerin
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birbirleriyle baglantilar1 kalmaz ve spermatozoonlar tiibiil limenine salinirlar. Bu siirece

. [ . o 30
spermiasyon adi1 verilir ve spermatogenezin en son basamagidir™.

Insanlarda spermatogenez safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siire¢ yaklasik
7044 giinliik bir siirede tamamlanirken, siganlarda benzer sekilde gelisen spermatozoon
yaklagik 50+4 giinde olusur®’. Spermatogenez dalgalanmalar halinde olusur ve her
seminifer tiibiilde aym anda gerceklesmez®’. Bu durum da herhangi bir tiibiilde, bu
donemde olusan biitiin hiicreleri gormek genellikle miimkiin degildirgl. Ayni zamanda
neden seminifer tiibiillerin bazi1 bélgelerinde spermatozoonlarin bulundugu halde diger
bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da agiklamaktadir. insanda her bir siklus

yaklasik 16+1 giin siirer ve spermatogenez dért siklustan sonra biter?’.

Olgun Spermium (Spermatozoon), sertoli hiicrelerinden ayrilarak seminiferdz tiibiil
liimenine gecen spermatozoonlar morfolojik olarak olgun olmasina ragmen fonksiyonel
olarak heniiz olgun degildir. Duktus epididimiste hareket yeteneklerini, digi genital
kanallarinda ise gecirdikleri kapasitasyon siireci ile dolleme yeteneklerini kazanarak
olgun sperm haline gelirler. Bas, kuyruk ve onlar1 birbirine baglayan baglanti pargasi
(boyun) olmak iizere 3 pargadan olusan olgun insan spermi yaklagik olarak 55 - 65 pm
uzunlugundadir. Yassi sekilli sperm basi, 4.5 pm uzunlugunda, 3 um genisliginde ve 1
um kalinliginda olup anterior yiizeyi yariya kadar akrozom ile sarilmig 23 kromozomlu
(22 + Y kromozomu veya 22 + X kromozomu) yogun homojen bir nukleustan olusur.
Ayrica bu kisim akrozomal hidrolitik enzimler (proteaz, asit fosfataz, hiyaluronidaz,
noraminidaz ve akrozin) icermektedir. Bu akrozomal enzimler ile yumurta etrafindaki
zona pellusidanin yikilmasi olayina akrozom reaksiyonu adi verilmektedir. Boyun, bas
bolgesini kuyruk bolgesine baglayan bir ¢ift sentriyol igeren dar bir pargadir. Spermin
en uzun pargast olan kuyruk yapisal olarak silyuma benzer ve 3 bdliimden olugmustur:
Orta parga, esas parga, son par¢a. Sarmal dizilmis miyokondriyonlarin olusturdugu orta
parca yaklasik 7 um uzunlugundadir. Mitokondriyonlar kuyrugun hareketi i¢in gereken
enerjiyi saglarlar. Cap1 distale dogru gittik¢e incelen orta parca esas pargaya baglantiyi
saglayan spermin hareketinde rol alan annulus ile sonlanir. Esas par¢a, kuyrugun en
uzun pargasidir. 40 pm uzunlugunda olup, dokuz adet dis yogun fibril ve aksonemal
kompleks ile birlikte bunlar1 saran bir fibroz kilif icermektedir. Dis yogun lifler ve
fibroz kilif spermin 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam

bir iskelet olusturan keratin proteinlerini igerir. Kuyrugun 5 pum'lik en kisa pargasi olan
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son parga ise dis yogun lifler ve fibroz kilifin olmamasi nedeniyle ¢iplak olup sadece
11,12,23

aksonem ile onu saran hiicre membranindan olusur
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Orta Farga Esas Parca

Sekil 3 Spermiogenezin farkli evreleri ve olgun bir spermin yapisi®®

2.3.3. Ureme sisteminin diizenlenmesi

Germ hiicresi gelisimi, Sertoli hiicresi ile oldukc¢a koordineli bir etkilesime dayanir.
Germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri dogrudan reseptdr aracili etkilesimler veya parakrin
faktorler araciligiyla iletisim kurar. Sertoli hiicreleri proteinlerin {iiretilmesi ve
salgilanmasi diizeyinde germ hiicrelerinin degisen ihtiyaglarina karsi adapte olma

yetenegine sahiptirler.

Gonadotropinler, spermatogenezin ana endokrin diizenleyicileridir. LH, Spermatogenezi
kontrol etmek icin seminifer epitelde androjen reseptorleri tizerinde etkili olan
androjenlerin, yani testosteronun salgilanmasini uyarmak i¢in Leydig hiicresini hedef
alir. FSH ise, Sertoli hiicre faktorlerinin {iretimini uyararak spermatogenezi diizenlemek

icin Sertoli hiicresi icindeki reseptorleri hedefler. Ancak FSH spermatogenez igin
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gerekli olmamakla birlikte, niceliksel olarak normal spermatogenez ve dogurganlik i¢in
acikca gereklidir. Spermatogenezin FSH, LH ve androjenler tarafindan diizenlenmesi
acisindan, kantitatif olarak normal spermatogenezin baslatilmasi ve siirdiiriillmesi,
dolayisiyla tam dogurganligin saglanmasi agisindan hipotalamo— pitiiter- testis

- : <1 1 30
ekseninin hassas dengesine baglidir™.

2.3.3.1. Hipotalamo- hipofiz- gonad aksi

Spermatogenezin baglatilmas1 ve devam ettirilmesi, gonadotropinlerin hipofizden
salgilanmasin1 gerektirir ve bu nedenle hipotalamo- hipofiz- testis aksi oldukca
6nemlidir®. Ureme islevi denetimi biyilk 6lgiide hormon zinciri tarafindan yapilir.
Hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) zincirdeki ilk
hormondur. GnRH, hipotalamustaki néroendokrin hiicreler tarafindan salgilanir ve
hipotalamo - hipofizer kan damarlari ile 6n hipofize erisir. Hipofiz bezinin 6n lobunu
uyararak buradan baslica iki gonodotropin olan luteinizan hormon (LH) ile folikiil
uyarict hormon (FSH) salgilatir. Bu hormonlar biiylimenin diizenlenmesinde, seksiiel
gelisimde, spermatogenez ve testisin fonksiyonunda etkilidirler®?. LH, spermatogenezisi
dolayli yoldan uyararak, Leydig hiicre fonksiyonunu kontrol eder ve testislerden
testosteron salgilanmasina neden olur. FSH ise spesifik reseptorleri olan Sertoli
hiicreleri iizerine etki ederek dogrudan spermatogenezi diizenler. Seminifer tiibiiller
icinde sadece sertoli hiicreleri, testosteron ve FSH i¢in reseptorlere sahiptir. Bundan
dolay1 testosteron ve FSH, seminifer tiibiil epiteline etki eder. Testosteron iiretildikleri
gonadlar dahil lireme sisteminin biitiin boliimleri ve viicudun diger boliimleri iizerinde

birgok etki gostermektedir.

Plazma testosteron miktarindaki bir artis, hipotalamusa giderek GnRH salinimini inhibe
eder. GnRH seviyesinin diismesi ise 6n hipofizden salinan LH ve FSH {iretiminde
azalmaya sebep olur. LH seviyesindeki azalma Leydig hiicrelerinden testosteron
iiretimini azaltmaktadir. Boylece gonadal steroidler negatif feedback gorevi gorirler.
Bunlarin disinda inhibin gibi gonadal proteinlerde 6n hipofiz bezi iizerine feedback

etkilerine sahiptir*8%,
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Sekil 4 Erkekte liremenin pozitif ve negatif geri bildirimle diizenlenmesi

2.3.3.2. Is1 kontrolii

Spermatogenetik hiicreler yiiksek 1siya dayanikli degildir. Skrotum, derisi ¢ok ince olan,
melanin pigmenti igerdiginden kahverengi renkte olan, ince killar, yag bezleri (salgist
0zel kokuda) ve c¢ok bol ter bezleri bulunan, sinir sonlanmalarindan zengin (kilin
mekanik uyarilmasi ve 1s1 degisimlerine duyarli) bir yapidir. Deri altinda yag dokusu
yoktur (1s1 kaybi igin uygun bir yapi), deri ile altinda yer alan ince diiz kas tabakasi
(dartos kasi) arasinda ince bir bag dokusu vardir®. Skrotum igindeki sicaklik abdominal
boslugun yaklasik 2° C altinda olmalidir. Bu 1sinin ayarlanmasinda skrotum énemli rol
0ynar34. Yapisal 6zellikleri (deri altinda yag dokusu olmayisi, damardan ve ter bezinden

zengin olusu) bu islevine uygundur®®,

2.3.4. Genital kanallar
2.3.4.1. intratestikiiler duktuslar

Tubuli Rekti, seminifer tiibiiller diiz seyirli tubuli rektilerle devam eder. Tubuli rektiler
cok kisa yapidadirlar. Epitelin proksimal yarisini Sertoli hiicreleri, distal yarisini tek

katl kiibik epitel doser. Cevresinde mediastinum bag dokusu bulunur®*#
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Rete Testis, damardan zengin mediastinum igerisinde birbirileriyle anastomozlasan
kanallar sistemidir?’. Kanalin duvari basit kiibik ya da yass: epitel ile ddselidir. Bu
nedenle limenler diizensiz olarak izlenir. Bazi epitel hiicreleri tek bir silya

taslmaktadlr23.

2.3.4.2 Ekstratestikiiler duktuslar

Duktuli Efferentes, rete testis ile duktus epididimis arasindaki 10 - 20 tiibiilden olusan
bir yapidir. Duktuli efferentes intratestikiiler duktus olarak baslar, testisi terk eder ve
ekstratestikiiler duktus olarak devam eder. Duktus epiteli epididimis yoniine dogru
hareketi saglayan silyali prizmatik epitel veya tek katli silyasiz kiibik epitel
kiimelerinden olusur. iki farkli uzunluktaki epitel hiicrelerinin diizenlenmesi duktuli
efferentesin liimen sinirinda tarak goriiniimli bir 6zellik ortaya ¢ikarir. Silyasiz hiicreler
seminifer tiibiillerden salgilanan semen sivisinin ¢ogunu absorbe ederler. Silyali hiicre
aktivitesi ve sivi abzorbsiyonu spermatozoonlarin epididimise dogru siipiiriilmesini
saglayan bir ortam olusturur. Tiim duktus sisteminde hareketli sil sadece duktuli
efferenteslerdedir. Epitel bazal laminasinin altinda ince sirkiiler seyirli bir diiz kas
tabakas1 bulunur. Bu Kkaslar peristaltik hareketlerden sorumludur. Genital duktuslarin
cevresinde diiz kasin goriilmeye baslandigi yer duktuli efferenteslerdir. Tiim duktuli
efferentesler yaklasik 2 cm uzunlugunda olup ortak bir bag dokusu ile kusatilarak

epididymin bas kismina acilirlar®™?.

Duktus Epididimis, 4 - 6 m uzunlukta, asir1 kivrimli tek bir duktustur. Cevresindeki
damardan zengin bag dokusu ile birlikte epididimisin korpus ve kuyruk kisimlarini
olusturur. Duktuli efferenteslerden ayirmada en Onemli kriter hem dis hem de i¢
siirlarinin diizglin olusudur (liimeni dﬁzgﬁn)23’27. Bazal lamina tarafindan desteklenen
yalanci ¢ok katl prizmatik epitelyum (psddostratifiye) ile doselidir, epitelin iki g¢esit
hiicresi vardir: Bazal hiicreler, bazal membrana oturmus fakat liimene kadar erismeyen
konik ya da yuvarlak hiicrelerdir. Morfolojik olarak farklilasmamis olan bu hiicreler,
esas hiicrelerin kok (Onciil hiicre) hiicresi olarak gorev yaparlar ve acgik renkli
boyanirlar. Esas hiicreler, silindirik olup hepsi aynt boydadir. Boylar1 liimene kadar
ulastigindan limen diizgiin goriinimlidiir. Bu yiizeylerinde Streosillia tasirlar. Bu
hiicrelerin  sitoplazmalarinda, kii¢iik bir golgi kompleksi, graniiler endoplazmik

retikulumu, lizozomlari, ¢ok sayida apikal pinositotik ve kapali vezikiilleri bulunur.
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Esas hiicrelerin fonksiyonu duktuli efferenteslerle birlikte testikiiler sivinin yaklasik %
90’11 geri absorbe etmektir®’. Duktus epididimisin epiteli lizozomal aktivite ile
spermatogenez sliresince atilan artik cisimciklerin ortadan kaldirilmasi ve sindirilmesine
katilir”’. Duktus epididimis, spermi duktus deferense iletmeye yardimci olan peristaltik
kasilmalar yapan longitudinal diiz kas tabakalari tarafindan sarilir®. Spermler
epididimis i¢inden ¢ok yavas gecmektedir (6 hafta)®. Bu kanallarin sperm
olgunlagmasini saglayan cesitli sekresyonlar1 vardir, ayrica gliserofosfokolin salgisi ile
kapasitasyonu inhibe eder. Bu yiizden kapasitasyon sadece disi genital kanalina giris
yaptiginda gerceklesir®®. Spermiumlar epididimis icinde hareket etmeye baslarlar®®?*,
Epididimisin kuyruk kisminda kas kontraksiyonlari ¢ok azalmigtir ve spermin baglica

depo yeridir. Spermler burada 2 hafta kalir. Sempatik sinirlerle innerve kuyruk bélimii

kaslar1 ejakiilasyon refleksiyle kuvvetli olarak kasilir®.

Duktus (Vaz) Deferens, epididimisin kuyrugundan baslar. igte ve dista longitudinal,
ortada sirkiiler kalin diiz kas duvarina sahiptir. Duktus epididimis benzeri olarak yalanci

cok katl1 prizmatik epitelle doseli, dar ve diizensiz liimeni vardir®,

Vesicula Seminalis, iki lobiilli membrandz kesecikten olusur'™. Mesanenin arka
yiiziinde yer alan ve bir c¢ift olan bu uzun keseler testis salgisina katilan bir sivi
salgilarlar. 1.5 cm uzunlugunda olan her bir vesicula seminalis, olduk¢a kivrintili ve
diizensiz liimenli bir tlipten ibarettir. Seminal vezikiiliin bosaltim kanali, ejakiilator
kanali olusturmak tizere duktus deferens ile birleserek duktus ejakulatouriusu yapar ve
daha sonra prostat bezi igerisinden gecerek prostatik {liretraya acilir®?.

Seminal vezikiillerin glandular epiteli degiskenlik gostermekle birlikte genellikle algak
yalanci ¢ok katli ve algak prizmatik veya kiibiktir. Muskularis kat1 ise igte sirkiiler ve

dista longitudinal kas tabakasindan olusur®®.

Seminal vezikiiller, semenin temel karbonhidrat bilesigi olan fruktoz gibi yiiksek
yogunluktaki sperm aktive edici kimyasallar1 igeren sarimtirak, viskdz siviyl, yani
seminal plazmay: iiretirler®®®. Erkek iireme sisteminden iiretilen seminal plazma,
magnezyum (Mg) ve fruktozamin (FRA) gibi organik ve inorganik bilesenler igererek,
sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve gamet etkilesimlerinde rol oynar. Mg,
seminal sekresyon, spermatogenez ve sperm fizyolojik degisiklikleri de dahil olmak
lizere c¢esitli biyolojik yollarda ve enzimatik reaksiyonlarda yer alirken FRA, DM'yi

belirtmek i¢in kullanilan bir glisemik biyobelirtegtir ve dollenme siireci ile iliskilidir35.
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Seminal vezikiil igeriginde bulunan fruktoz sperm tarafindan metabolize edilir ve sperm
motilitesi i¢in temel enerji kaynagidir. Semende bulunan sivinin ¢ogunlugu seminal

vezikiiller tarafindan iiretilir?®.

Duktus Ejakulatoryus, duktus deferensin prostat bezine giren kismudir®’. Kas
duvarindan yoksundur. Prostatik iiretrada yer alan kollikulus seminalisteki diiz ve uzun

bir yarikta sonlanir®.

2.4. Testis Fizyolojisi

Erkek genital sistemi dis ve i¢ genital organlar olmak tizere ikiye ayrilir.
Erkegin dis genital organlar1 penis ve iginde testisleri barindiran skrotumdur. I¢ genital
organlari ise gametleri (sperm) ve hormonlar1 salgilayan testisler ve sperm hareketi i¢in
gerekli olan maddeleri salgilayan yardimci bezler ile sperm ve bez salgilarini tagiyan
kanallardan olusur'®. Testisler, spermatogenez ve steroidogenez olmak iizere iki dnemli
fonksiyona sahiptir. Hem somatik hiicre boliinmesi (mitoz) hem de rediiksiyon
boliinmesinin (mayoz) gerceklestigi spermatogenez siireci sonunda erkek gametler
olugmaktadir. Steriodogenez ise seks hormonlar1 olarak da bilinen basta testosteron
olmak Tlizere androjenlerin sentezlendigi siirectir. Androjenler; spermatogenezin
stirdiiriilmesinden, erkek embriyonun fenotipik erkek fetus haline gelisiminden ve
seksiiel dimorfizmden (erkek fiziksel ve davranis karakteristikleri) sorumludur®!. Geng
eriskinlerin testisi giinde ~ 120 x 10° sperm iiretir. Spermler her biri ortalama 150 - 250
um capinda, 0.3 - 0.7 m uzunlugunda, sayica 900’den fazla olan seminifer tiilbiillerde
tiretilir. Uretilen spermlerin kiigiik bir boliimii yaklasik 6 metre boyunda kivrimli bir tiip
olan epididimde ¢ogunlugu ise vas deferensde depolanmaktadir. Spermin epididimden
gecebilmesi i¢in giinler gerekir. Seminifer tiibiil ve epididimin ilk boliimlerinden gecen
spermler hareketsizdir ve ovumu fertilize edemezler. Spermler 18 ila 24 saat epididimde
kaldiktan sonra hareket yeteneklerini kazanirlar, ancak ejakiilasyona kadar, epididim

stvisinda bulunan inhibitdr proteinlerle hareketleri engellenir33’36.

Spermatozoon iiretimi olan spermatogenez, primitif germ hiicresi olan spermatogonium
ile yaklasik 13 yasinda baglar ve ileri yaslarda belirgin sekilde azalarak yasam boyu
devam eder®**, Spermatogoniumlar, tiibiiler yapinin dis kenarinda tek sira halinde yer
almaktadir. Bu hiicreler stirekli proliferasyonla kendilerini yenilerler. Hiicrelerin bir

boliimii, spermlerin olusumunu saglayan son asamaya kadar farklilagir.
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Spermatogenezin ilk evresinde, spermatogoniumlar merkeze yonelik Sertoli hiicreleri
boyunca yerlesirler. Sertoli hiicreleri olduk¢a biiyiik hiicrelerdir. Tibiil merkezinde,
liimene giden tiim yollardaki spermatogonium hiicre dizilerini, sitoplazmik uzantilariyla

kusatarak onlara destek olurlar®®,

Ejakiilasyondan sonra, sperm hareket ve ovumu dolleme yetenegi kazanir. Bu olaya
kapasitasyon ad1 verilir ve bu olay 1 - 10 saat arasinda gerceklesir. Sertoli hiicreleri ve
epididimdeki epitel sperm ile birlikte atilan 6zel bir sivi salgilar. Bu sivi hormonlar,

enzimler ve spermin olgunlagmasi i¢in gerekli olan besinleri icerir®,

Normal olarak harekete sahip ve fertil spermler, flagellalarin hareket yetenegi ile sivi
ortamda dakikada yaklasik 1 - 4 mm hizla ilerleyebilir. Sperm aktivitesi ejakiilat
semeninde oldugu gibi, nétral ve hafif alkalik ortamda biiyiik bir artis gosterir; ancak
orta derecede asidik ortamda biiylik dl¢lide baskilanir. Kuvvetli asit ortam spermlerin
hizla 6liimiine neden olur. Sperm aktivitesi 1s1 artisi ile belirgin artis gosterir, ancak bu
kosullarda metabolizma hizi da yiikselerek spermin Omriinii 6nemli 6l¢iide kisaltir.
Sperm testislerin genital kanallarinda birkag¢ hafta canli kalabildigi halde, kadin genital

kanalinda sadece 1 veya 2 giin yasar33.
Spermatogenezi Uyaran Hormonal Faktorler:

1. Testosteron, testislerde interstisyumda yerlesim gosteren Leydig
hiicrelerinden salg11an1r36. Bu hiicreler eriskin testis agirligmin % 20’sini olusturur®,

Sperm olusumunda germinal hiicrelerin bdliinme ve geligsmeleri i¢in gereklidir.

2. Luteinizan hormon, 6n hipofiz bezinden salgilanarak, Leydig hiicrelerini

uyarir, testosteron salgilanmasini saglar.

3. Folikiil stimulan hormon da 6n hipofiz bezinden salgilanir. Sertoli hiicrelerini
uyarir. Bu stimiilasyon olmaksizin spermatidlerin spermlere doniigiimii (spermiogenez)

olanaksizdir.

4. Biiylime hormonu (ve diger pek ¢ok hormon) testislerin temel metabolik
fonksiyonlarinin  kontrolii  i¢cin  gereklidir.  Biiyiime  hormonu, dzellikle
spermatogoniumlarin erken boliinmesini hizlandirir. Hipofizer ciicelikte oldugu gibi,
hormonun yoklugunda spermatogenez ciddi boyutlarda yetmezlik gosterir veya tiimiiyle

ortadan kalkar®®.
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Testosteron, steroid yapida bilesik olup, hem testislerde hem de adrenal bezlerde
kolesterolden veya direkt olarak asetil koenzim A’dan sentezlenir.  Salgilanan
testosteronun yaklasik % 97’si zayif baglarla plazma albumini ya da daha siki bir
sekilde, seks hormonu baglayan globulin olarak adlandirilan bir B globulinle baglanir.
Bagli hormonun dolagim sistemin de kalig siiresi 30 dakika, 1 saat bazen de daha uzun
olabilir. Bu siire sonunda, testosteron ya dokularda fikse olur ya da inaktif {irlinlere
dontiserek viicuttan atilir. Dokulara fikse olan testosteronun ¢ogunlugu hiicre iginde
dihidrotestosterona doniisiir. Bu olayin gerceklestigi hedef organlar ise erigkinlerde,
ozellikle prostat bezi, erkek fetusta eksternal genital organlardir. Dokularda fikse
olmayan testosteron, karacigerde baslica androsteron ve dehidroepiandrosterona
dontisiir. Ayn1 anda, her iki yap1 glukuronidlerle veya siilfatlarla birleserek bagli hale

getirilir. Bunlar da, safra i¢inde sindirim kanalina ya da idrarla bobreklerden atilirlar®.

Testosteron genel olarak, viicuttaki belirgin erkek karakterlerinin olusumundan
sorumludur. Fetal yasam siirecinde, testisler plasentada olusan koryonik
gonadtropinlerle uyarilarak, orta diizeyde testosteron salgilarlar. Bu hormon fetal
gelisim periyodunda ve hatta dogumdan sonra 10 ya da daha ¢ok haftalar siiresince
viicutta bulunur. Sonra, ¢ocukluk caginda yaklasik 10 - 13 yasma kadar testosteron
uretilmez. Daha sonra, puberte doneminde ©n hipofiz gonadotropik hormonlarin
uyarisiyla testosteron yapimi hizla artar. 50 yasindan sonra hizla diismeye baslar, 80

yasinda maksimum diizeyin % 20-50’sine iner®’.

Testosteron, spermatogenezdeki germ hiicrelerinin boliinme ve gelisimi igin gereklidir.
Bunun yaninda testis i¢indeki testikiiler arter ve testikiiler venler birbirlerine paralel bir
sekilde seyir halindedirler ve bu da ters akim halinde olup, 1s1 ve testosteron aligverisini
saglar. Testislerin skrotumda asili olmasiyla sicak havalarda gevseyip sarkmasi ve
soguk havalarda musculus cremaster kasinin kasilmasiyla viicuda yaklagsmasiyla testisin
151 degiskenlerinden ve diger etkenlerden etkilenmesi 6nlenmis olur. Tiim bu faktorler

sperm olusumu i¢in oldukca Snemlidir®®,

Erkek ve kadin her iki cinste seksiiel fonksiyonlarin kontrolii hipotalamustan
gonadotropin serbestletici hormon (Gn - RH) sekresyonu ile baglar. GnRH aralikli
olarak 1-3 saatte bir, birkag dakika siireyle salgilanir. Bu hormon, onhipofiz bezini
uyararak gonadotropik hormonlar adi verilen glikoprotein yapida iki hormonun

salgilanmasima neden olur: Luteinizan hormon (LH) ve Folikiil Stimiilan Hormon
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(FSH). LH testislerden testosteron salgilanmasi i¢in baslica uyarandir. FSH ise,

ozellikle spermatogenezi stimiile eder™.

LH uyarisi ile testislerden salgilanan testosteron hormonu, karsit olarak 6n hipofizden
LH sekresyonunu etkiler. Bu da daha sonra, 6n hipofizden LH ve FSH salgisin1 azaltir
ve LH’nin azalmasi da testislerin testosteron sekresyonunda azalmaya neden olur.
Boylece, testosteron salgisinin ¢ok fazla olmasi halinde, otomatik olarak negatif
feedback etkiyle hipotalamus ve 6n hipofizin salgisi azaltilarak testosteron sekresyonu
baskilanir ve hormon diizeyi normale getirilir. Buna zit olarak, testosteronun c¢ok az
olmas1 halinde hipotalamustan yiiksek diizeyde GnRH salgilanir. On hipofizden LH ve

FSH salgisi artar ve testikiiler testosteron sekresyonu yiikselir™,

FSH seminifer tiibiillerde, 6zgiil FSH reseptorleriyle Sertoli hiicrelerine baglanir. Bu
olay, hiicrelerin biiyiimesine ve ¢esitli spermatogenik maddelerin salgilanmasina neden
olur. Ayni anda, interstisyel alanlardaki Leydig hiicrelerinden tiibiiller i¢ine difiize olan
testosteron hormonu spermatogenez iizerinde siddetli bir tropik etki gosterir. Bu
nedenle, spermatogenezin baslamasi i¢in, FSH ve testosteron hormonlarinin her ikisi de

gereklidir.

Seminifer tiibiiller sperm yapimini azalttiginda, 6n hipofiz bezinden FSH salgis1 belirgin
olarak artar. Tersine, spermatogenezin hizlanmasi ile FSH salgis1 azalir. On hipofiz bezi
tizerindeki bu negatif feedback etkinin sebebi, Sertoli hiicrelerinden salgilanan, inhibin
ad1 verilen bir bagka hormondur. Bu hormon, dogrudan 6n hipofiz bezi iizerinde, FSH
salgisin1 baskilayan kuvvetli bir etkiye sahiptir. On hipofiz bezi iizerindeki inhibitor
etkisi, spermatogenezin kontroliinde Onemli bir negatif feedback mekanizmasi

olusturur. Buna es olarak, testosteron sekresyonunun diizenlenmesine de yardim eder.

2.5. Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes, Yunanca asir1 idrar olusumu, Mellitus ise ‘bal’ anlamina gelir ve idrardaki
yogun sekeri ifade ederler®. Diabetes mellitus, azalan insiilin sekresyonu veya insiilin
direncine bagl olarak karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmalarinin bozulmasiyla

karakterize olan yasam boyu siiren kronik bir hastaliktir™®

. Kandaki glukoz diizeyi,
insiilin hormonu tarafindan kontrol edilir. Normal sartlarda, besinlerden alinan veya
karacigerden kana salinan glukoz, insiilin sayesinde hiicre igine alinir ve metabolik

yollardan gecerek enerjiye doniistiiriiliir. Peptid yapisindaki insiilin, viicudumuzdaki
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tiim hiicrelerin enerji ihtiyaglarini karsilamak i¢in kullandiklart glukozun hiicre igine
alinmasinda anahtar gorevi goriir. Kan glukoz seviyesi insiilin sekresyonunun yeterince
olmamasi veya yeterince olmasina karsin hiicrelerin insiiline direng gostermesi ile
glukozun hiicre icine alinamamasi sonucunda artmaktadir’®. Artan kan glukoz seviyesi
ile glukozun kullanim giderek azalir ve lipitlerin, proteinlerin kullanimi giderek artar™®,
Hastalar da kan glukoz diizeyi Oyle yiiksek olur ki, seker hastasinin bobreklerinden
glukoz atilmaya baslanir. Hastaligin tanisinda, idrarda glukoz aranmasinin nedeni de
budur. Idrarda glukoz orani arttikga bununla birlikte su atimi da artar. Bu olay
neticesinde, idrar miktarinda ve su icme isteginde asir derece de artislar goriilir®,
Diyabet, organ sistemlerinde morfolojik ve fonksiyonel anomalilere neden olurken,
kronik olarak nefropati, retinopati, kardiyomiyopati ve noropati gibi komplikasyonlara
yol acabilir®, Belirgin hipergliseminin semptomlar1 ise glukoziiri, poliiiri (sik idrara
cikma), polidipsi (asir1 su tiikketimi), kilo kaybi, bazen polifaji (asir1 sagliksiz beslenme)

ve bulanik gérmedir”.

Diabetes Mellitus en eski hastaliklardan biridir. i1k kez Kapodokyali Arataeus, ¢cok idrar
yapan ve kilo kaybeden kisileri sifonlu figiya benzeterek “Diabetes” ismini kullanmistir.
Misirli, Cinli ve Hintlilerce yapilan ¢aligsmalar VII. yiizyilda idrarin sekerli oldugunun
tespit edilmesini saglamistir. ibn-i Sina, XI. yiizyilda kaynatilan idrarin tortusunda bal
tadini belirlemistir*’. John Rollo hastalarin idrarlarinm tath oldugunu belirtmek icin
diabetes kelimesinin yanina 'mellitus' kelimesini eklemistir. 1921 yilinda Toronto
Universitesi'nde Insiilin ilk kez kesfedilmistir. 1980’lere kadar sadece hayvan
pankreasindan liretilen insiiline ek olarak genetik miihendisliginin gelisimiyle birlikte
insan insiilinine benzer yapida farkli absorbsiyon 6zellikleri olan degisik preparatlar da

sentezlenmistir“.

Diinya saglik Organizasyonu (WHO) aglik plazma glukozunun (FPG) 126 mg / dl (7
mmol/L) veya stiinii diyabet olarak tanimlamaktadir®®, Hiperglisemi de denilen
Diabetes Mellitus, modern toplumlarda en belirgin halk sagligi sorunlarindan biridir ve
insidans oram hizla artmaktadir®. 2013 yilinda, diinya genelinde tahmin edilen 295
milyon®, giiniimiizde yaklasik 382 milyon insan DM’den muzdarip olup bu vakalarin
% 10’unu tip 1 diyabet olusturmaktadir®. Bu say1 yetiskin niifusun % 8.3’iine esittir.
2012 ve 2013 yillarinda diyabet, yilda 1.5 - 5.1 milyon insanin dliimiiyle sonugland1 ve
diinyada 8. 6liim nedeni oldu®’. Koruyucu énlemler alinmadig siirece 2030 yilina kadar

diyabetli hasta sayinin 439 milyona ¢ikacag: tahmin ediliyor®.
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Yiksek seker tiiketimi, yliksek kalorili diyetle yapilan diisiik fiziksel aktivite, genetik
duyarlilik ve yasam tarzi nedeniyle ortalama bir diyabet baslangi¢c yasi 42.5’dur.
Diinyada yaklasik % 8 ¢ocuk ve % 26 geng eriskin diyabet hastasi olup bu oranlar giin
gectikce artmaktadir®’.

2.5.1. Diabetes mellitus’un Smiflandirilmasi

Diinya saglik organizasyonu (WHO) ve Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tarafindan

giiniimiizdeki siniflandirilmasi hastaligin etiyolojisine dayanir:

= Tip 1 diyabet: Pankreas f hiicre harabiyeti sonucunda viicudun yeterince insiilin
tiretememesinden kaynaklanir. Geng diyabet olarak da bilinir. Bu diyabetin nedeni
heniiz tam olarak belirlenememistir.

= Tip 2 diyabet: Insiilin direnci zemininde gelisen P hiicre insiilin sekresyonu
bozuklugudur. Eriskin baslangigli diyabet olarak da bilinir. Nedeni yiiksek yagh diyet
ve diisiik fiziksel aktivitedir.

»Diger spesifik tipler: Genetik defektler, ekzokrin pankreas hastaliklari,
endokrinopatiler, vs.

= Gestasyonel diyabet (GDM): Gebelik oOncesinde diyabet Oykiisii olmayan
ancak gebelik esnasinda tani konulan diyabet formudur. Gebelik diyabeti genellikle

dogumdan sonra diizelir*®*"*,

2.5.1.1. Tip 1 diabetes mellitus

Kalitsal hastalik oldugu kabul edilen Tip 1 DM’ye ‘insiiline bagimli diyabet’ veya
‘juvenil diyabet’ de denilmektedir. Tip 1 DM, pankreatik Langerhans adaciklarinda
(LA) insiilin tireten B hiicrelerinin oto-reaktif T hiicresine bagl yikimi ile ketoasidoz
gelisme egilimi gosteren hiperglisemiye ve insiilin eksikligine yol agan kronik bir

33464930 Otoimmun  hasart olusturan faktorlerin tamaminin

otoimmiin hastaliktir
anlagilamamis olmasina karsin, Tip 1 DM'nin patogenezinde tetikleyiciler olarak,
ozellikle antijen sunumunda yer alan insan 16kosit antijeni (HLA) genleri gosterilmistir.
Yiksek riskli HLA sinif II gen varyantlarinin otoantikorlarla kombinasyonu, pozitif
Ongoriiyli daha da arttirir. Ancak, bu belirtegler ihtiyaclari tam olarak karsilamamaktadir
*1 Bununla beraber oto-antijenler, viriisler, temel ve ¢evresel metaller ve iz elementler

diyabeti etkileyen faktdrlerdendir®’. B hiicrelerinin imha hizi genellikle daha geng
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yaslarda daha hizli meydana gelmektedir’®. Bu hastalik, cogunlukla cocukluk ve
ergenlik doneminde aniden ortaya ¢ikmakta ve kisinin insiilin iiretme yetisini ortadan
kaldirmaktadir *. Artan kan glukoz seviyesinin diizenlenmesi icin mutlaka disaridan
enjeksiyon ile insiilin alinmasi gerekir34. Diinyada ki 20 yas alt1 diyabet hastalarinin en
sik karsilastig1 diyabet tiirii % 85 ile tip 1 diyabettir. Goriilme siklig1, dogumdan itibaren
artar ve puberte doneminde (10 - 14 yas) doruklara ¢ikar. Artan Tip 1 insidans1 6zellikle
kiiglik ¢ocuklarda daha belirgindir. Avrupa’daki son kayitlara gére, bu oran 0 - 4 yas
grubunda en yiiksek seviyededir. Insidans oranlar1 ergenlikten sonra diismekte ve geng
eriskinlik déneminde (15 - 29 yas) stabilize hale gelmektedir. Yetiskinlerde Tip 1 DM
insidanst ¢ocuklara gore daha diisiik diizeydedir buna ragmen Tip 1 diyabete sahip

hastalarin yaklasik %25°1 yetiskinlerden olusursz.

2.5.1.2. Tip 2 diabetes mellitus

Tiim diyabet vakalarmmin % 90’1 olusturmakta olup en yaygin goriilen diyabet
formudur’’. Bu form ‘insiilline bagimli olmayan diabetes mellitus’ veya ‘eriskin
baslangicli diyabet’ olarak bilinir*’. Tip 2 diyabet, heterojen bir hastalik 6zelliginde
olup hastaligin temelinde, genetik olarak yatkin kisilerde yasam tarzi ile tetiklenen ve
giderek artan insiilin direnci {izerine B hiicre yetmezIligi eklenen sonucunda zamanla
azalan insiilin salmmi séz konusudur®. Insiilin direnci, plazmada insiilin bulunmasina
(pankreastan yeterince insiilin salgilanabilmesi) ragmen hiicrelerde insiilinin
baglanabilecegi reseptorler olmadigindan ya da reseptoriin bulunmasina karsin yapisal
bozukluklar sebebiyle baglanamadigindan gerceklesir™®. Bunun sonucunda glukoz hiicre
icine alinamaz, plazma glikoz diizeyi artig1 goriiliir ve genellikle baslangigta insiilin

%% insiilin direnci P-hiicre

gereksinimi olmadan kontrol edilebilen bir hastaliktir
salgilanmas1 azalmadig: siirece tek basma Tip 2 diyabete neden olmaz. Tip 2 diyabet
genellikle kas, yag ve karaciger seviyesinde insiilin direnci esliginde - hiicresi

cogunlukla islev bozuklugu olan kisilerde gelismektedir53.

Genellikle orta ve ileri yas eriskinlerde daha sik rastlanan diyabetin bu tipi genetik
orijinli olup, kalitimsal 6zellik gosterir. Tip 2 diyabet goriilen hastalarin % 60 - 90’inin

obez oldugu bilinmektedir>*

. Bu hastaligin prevalansi, yash popiilasyonun artisi,
sedanter yasam tarzinin yayginlagsmasi ve obez insan sayisindaki yiikselisle beraber

giderek artmaktadir. Tip 2 DM, insiilinli veya insiilin olmayan ilaglarla tedavi edilir.
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Uygun tedavi edilmediginde ise morbidite ve mortalite oran1 yiiksek olabilen bir

hastaliktir*’,
2.5.2. Insiilin

Insiilin hormonu pankreasin Langerhans adaciklarinda bulunan f hiicrelerinden
salgilanan ~ ve  viicuttaki  karbonhidrat = metabolizmasinin  (hipoglisemiyan)
diizenlenmesinde glukagon ile birlikte rol alan bir hormondur®”. B hiicreleri, insiilin
sekresyonunu arttirmanin yani sira insiilin {iretimini artirarak dolasimdaki besin
konsantrasyonlarindaki artiglara yanit verir, bdylece insiilin depolarin1 korur % B
hiicrelerinin ribozomlarinda 600 niikleotidli bir mesajct RNA’nin translasyonu
baglatmasiyla 11.5 kDa agirliginda bir polipeptid olan preproinsiilin sentezlenir.
Insiilinin 6nciisii olan preproinsiilini kodlayan gen, insanlarda kromozom 11'in kisa
kolunda bulunur. 1355 baz ¢ifti uzunlugundadir ve kodlama bolgesi ili¢ ekzondan
olusur™. Preproinsiilin hizl1 bir sekilde graniillii endoplazmik retikuluma gelir ve burada
membranini gegip liimenine girerken, proteolitik enzimlerce lider peptidi (sinyal peptit,
pre) kesilir. Geriye A, B, C peptid zincilerinden olusan 9 kDa agirliginda proinsiilin
kalir. Proinsiilin endoplazmik retikulumda, yeniden kesilir ve birbirlerine disiilfid
kopriileriyle bagl A - B zincirleri ve C peptidinden (baglayict peptid) olusur. Proinsiilin
ve insiilinin yapisal ozellikleri ¢ok benzerdir ve C peptidinin temel islevi, A ve B
zincirlerini baglayan disiilfid kopriilerini organize ederek, molekiiliin dogru bir sekilde
katlanmasin1 saglamaktir. Proinsiilinin instiline doniisiimii, golgi kompleksinde baslatilir
ve olgunlasan salg1 graniiliiniin i¢cindeki endopeptidaz ve karboksipeptidaz H’ nin ardigik
etkisi ile C peptid zinciri ayristirilarak distilfid kopriileri serbest birakilir sonugta insiilin
aciga cikar. Insiilin ve C peptidi salg1 graniillerinde salgilanmak iizere birlikte depolanir
ve sonugta diizenlenmis ekzositoz islemi ile esit mol miktarlarinda salinir. Normal
kosullar altinda olusan iirliniin % 95'1 insiilindir (ve C peptidi) ve % 5'i ise hala
proinsiilin formundadir. Ancak, tam islenmemis insiilin Onciillerinin salgilanmasi tip 2
diyabetli bazi hastalarda artmistir®®. Olusan insiilin kiigiik bir protein olup molekiil
agirhigi 5.8 kilodaltondur (kDa)®. Birbirine disiilfid kopriileri ile baglanmis 21

aminoasitli ve 30 aminoasitli iki aminoasit zincirinden olusur33’60

. Disiilfid kopriilerinin
yikilip, A ve B zincirlerinin birbirinden ayrilmasi halinde, insiilin molekiilii fonksiyonel
etkinligini yitirir®®. Insan pankreasi giinde ortalama 40 - 50 inite (U) insiilin
salgilamaktadir®. Insiilin, kana ilk salgilandiginda tamamma yakini serbest dolagir;

kandaki ortalama yarilanma 6mrii 6 dakika kadardir, sekresyondan 10 - 15 dakika sonra
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dolagimdan temizlenir. Hedef hiicrelerde bulunan reseptorlere baglanmis olan insiilin
disinda tamami1 basta karaciger olmak {izere azalan oranlarda bobrek, kas ve c¢ok az
diger dokularda insiilinaz enzimi ile yikilir. Insiilin kontrol fonksiyonlarinin hizli bir
sekilde sonlandirilmasi, bu fonksiyonlarin bagslangici kadar 6nemli oldugu igin,

plazmadan hizli bir sekilde uzaklasgtirilmasinin ayr1 bir degeri vardir®,

Molekifes Asmntor - SEEHSGEEIENSC

Sekil 5 Insiilin biyosentezi, isleme ve depolamanin hiicre ici yollzm60

Insiilin etkilesiminin hedef hiicrelerde baslayabilmesi igin, &ncelikle 300 kDa
agirh@inda bir zar reseptor proteinine baglanarak onu aktive etmesi gerekir.
Sonrasindaki etkilesimi insiilin yerine aktive olan reseptdr saglar. Insiilin reseptérii iki a
ve iki B alt birimlerinden olusur. Bu birimler birbirlerine disiilfid kopriileri ile
baglanmislardir. B alt birimler hiicre zarmi gegerek sitoplazmaya uzanirken, o alt
birimler biitiiniiyle hiicre zarmin diginda yer alir. insiilin o alt birimlerine baglanirken,
alt birimler aralarindaki disiilfid kopriiler sayesinde otofosforile olur. Reseptoriin
otofosforilasyonu, lokal bir tirozin kinazi aktive ederek insiilin reseptorii substratlari
(IRS) dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicre i¢i enzimin fosforilasyonuna sebep olur®,
Sonug olarak instilin, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinin diizenlenmesinde
etkilidir’’. Normal bir bireyde besinlerle alman glukozun ~ % 30-40’1 lipidlere , ~ %
10’u glukojene gevrilir. Insiilinin yoklugunda ise glikoneojenez engellenerek lipolizis

artar ve karacigerde keton cisimleri olusur. Keton cisimlerinin bir kismi1 enerji kaynagi
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olarak dokularca kullanilir. Uretilen keton cisimleri ¢evre dokularin gereksiniminden

fazla bir diizeye ulasirsa bunlarin kanda birikimi sonucu ketoz ve asidoz gelisir®.

Pankreas [ hiicreleri, hiicre disi glukoz konsantrasyonlarinda, dar bir fizyolojik
araliktaki degisikliklere cevap verir®. Fazla miktarda karbonhidrat alinimindan hemen
sonra kana gegen glukoz, hizla insiilin salgilanmasma sebep olur. Insiilin glukozun
biitiin viicutta, Ozellikle kas, karaciger ve yag dokusu tarafindan yakalanmasi,
depolanmasi ve kullanilmasin1 saglar. Kan glukoz konsantrasyonundaki artis insiilin
salgisinin en O6nemli nedenidir®®. Glukoz B hiicrelerine yiiksek kapasiteli glukoz
tastyicilart (GLUT; kemirgenlerde GLUT2, insanlarda GLUT1, 2 ve 3%) ile tasiir ve
hiicre i¢i-hiicre dis1 glukoz konsantrasyonlarinin hizla dengelenmesini saglareo. B hiicre
glukozu “glukoz sensorii” olarak islev goren glukokinaz ile glukoz - 6 - fosfata
fosforillenir. B hiicresinde bu asama, insiilin miktari1 kan glukoz seviyesine gore
ayarlamada 6nemlidir®. Glukoz ile indiiklenen insiilin sekresyonunun doz - cevap egrisi
sigmoidaldir ve esas olarak glukokinazin aktivitesi ile belirlenir. 5 mmol / L'nin
altindaki glikoz konsantrasyonlari insiilin salinim hizlarin1 etkilemez ve bazal diizede
instilin salinimi devam eder, ~8 mmol / L'de ise kismi bir uyarilma olur. Sekresyon
orani, hiicre dis1 glikoz seviyelerinde 5 ila - 15 mmol / L arasinda kademeli olarak
artar®. Insiilin salgis1 iki faz ile karakterizedir: Yiksek glukoza verdigi tepki siiresi,
hizlica yiikselen ancak gegici olan bir ilk faz, ardindan bazal diizeyde uzun siireli devam

eden ikinci faz %.

Hiicre dis1 glikozun yoklugunda, membran hiicre zar1 potansiyeli, potasyum iyonlarinin
diizenleyici potasyum kanallarindan akmasiyla potasyum denge potansiyeline yakin
tutulur. Bu kanallara ATP'ye duyarli potasyum (Katp) kanallari adi verilir. Katp
kanalinin bu 6zelligi, glukoz metabolizmasini insiilin sekresyonuna baglamakta ¢ok
6nemlidir®. Glukoz - 6 - fosfat, Karp kanallarini inhibe eden adenozin trifosfat1 (ATP)
olusturmak icin okside olur®®. Glikoz metabolizmasini takiben ATP iiretiminin ve ADP
seviyelerinin birlikte diismesi ile Karp kanallar1 kapanir. Kanallarin kapanmasi ve
ardindan potasyum akisindaki azalma, [ hiicre zarmin depolarizasyonuna Ve hiicre
zarindaki voltaja - duyarli kalsiyum kanallariin acgilmasina neden olur. Hiicre i¢gine
kalsiyumun girisi ve sonugta sitosolik Ca’"'da meydana gelen artis, insiilin salgilama

graniillerinin ekzositozunu tetikler, boylece insiilin salinimi baglamis olur®.
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Sekil 6 Glikozun insiilin sekresyonunu uyardig: hiicre i¢i mekanizmalar. Glikoz, hiicre zarindaki ATP'ye
duyarli potasyum kanallarin1 kapatan ATP'min firetilmesi i¢in B hiicresinde metabolize edilir. Bu,
potasyum iyonlarinin hiicreden ayrilmasini 6nleyerek zardaki voltaj kapili kalsiyum kanallarini agan ve
kalsiyuam iyonlarmin hiicreye girmesini saglayan zar depolarizasyonuna neden olur. Sitosolik
kalsiyumdaki artis graniil ekzositozunu basglatir. Siilfoniliireler, Karp kanalmin (igindekiler) SURI
bilesenine baglanarak glukoz metabolizmasinin asagisinda etki eder. GLUT, glukoz tastyicisidir®

Glukoz hiicreler i¢in 6nemli metabolik bir yakittir. Viicuda alinan besinlerin bircogu
glukoza parcalanir, kan akisina katilir ve hiicre i¢ine alinir. Bdylece hiicrelerin

bityiimesi ve gelismesi igin gerekli enerji saglanmis olur®.

Insiilin ve glukagon glukoz homeostazi igin kritik iki hormondur ve alinan glukoz
miktari ile bliylime hormonu ve glikokortikoidler gibi kan glukoz diizeyine etkili diger
hormonlarin kandaki seviyelerine gore salg11an1rlar65. Saglikli bireylerde insiilin ve
glukagon, kan glukoz seviyelerini karsilikli olarak modiile ederler. Artan glukagon
sekresyonuna bagli insiilin sekresyonunda kombine bir diisiis meydana gelir. Glukagon,
glukoz degerleri normal aglik seviyesinin altina diistiiglinde hipoglisemiyi 6nlemek i¢in
hepatik glikojen yikimini ve glikoz liretimini uyaran, Langerhans adaciklarinda bulunan
a - hiicreleri tarafindan salgilanan 29 amino asitli bir peptid hormondur®®®’. Insiilin ise
yemeklerden sonra glukoz seviyesi ylikseldigin de B hiicrelerinden salgllamr66 ve kan
glukoz diizeyini diisiiren tek hormondur®. insiilin bir parakrin tarzinda glukagon

sentezini inhibe ederken, glukagon insiilin sentezini stimiile eder®®.
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2.5.3. Diabetes mellitus ve erkek infertilitesi

Testis dokularindaki ve ¢esitli tirlerin  spermlerindeki GLUT ekspresyonunu
tanimlamak ve karakterize etmek i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. GLUTS, insan
testisinde ve spermde tanimlanan ilk glukoz tasiyicisidir. Daha sonra, GLUT1 ve
GLUT2'nin insan spermatozoasinin akrozomal bolgesinde, bas ve kuyruk pargalarinda
da mevcut oldugu bildirilmistir ancak Leydig hiicrelerinde gozlenememistir 3. Genel
olarak, elde edilen veriler insan spermatozoasinin GLUTI1, GLUT2, GLUT3 ve
GLUTS'i eksprese ettigini gostermektedir. Bununla beraber insan sperm hiicre

membraninda, GLUTI1, GLUT2, GLUT3 ve GLUTS proteinlerin varligi ortaya

konulmustur®.
Bas
— Cekirdek
___Baglanh
~ Pargasl '
Mitokondriyal . i i'li"
Sarmal ~— Orta Pa“}? =l
Aksonem ——
Kuyruk

Sekil 7 Insan sperm hiicresinin sematik gosterimi. Birkag glikoz tastyict izoformunun lokalizasyonunun
spermatozoonun bas ve kuyrugunda konumlandirmasi. GLUT1 glukoz tastyici 1; GLUT2 glukoz tasiyic
2: GLUTS3 glukoz tastyici 3; GLUTS5 glukoz tastyict 5 ¥

Spermatogenezin siirekliligi, hormonal kontrol altindadir. Spermatogenez {irlinii olan

spermatozoalar metabolik ihtiyaglar1 i¢in glikoz, fruktoz gibi 6 karbonlu

monosakkaritleri kullanirlar. Spermatogonium kan-testis bariyerinin disinda yer alir, bu
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nedenle spermatogonium, metabolik kaynak olarak plazmadaki glikozu kullanabilir.
Kan-testis bariyeri icindeki germ hiicreleri, glikozu kullanabilme yetenegine sahip
olmay1p enerji liretmek igin sertoli hiicrelerinden aldiklar1 laktat: kullanirlar. Bu sayede
germ hiicreleri hayatta kalabilir ve farklilagabilirler®"®. Sperm yiiksek bir glikolitik
kapasiteye sahip olup aktivasyon ve kapasitasyon igin glikoz bagimhdir’'. Bu da
hekzoslarin erkek tireme sistemindeki organizasyonunun degerini gostermektedir™.
Glikozun alinmasi ve metabolize edilmesi erkek fertilitesinin korunmasinda 6nemli bir
role sahiptir, glikoz sadece spermatogenezin devamlilig i¢in degil, ayn1 zamanda sperm

hiicreleri tarafindan dogurganlik kapasitesinin elde edilmesi i¢in de ¢ok dnemlidir.

Son zamanlardaki c¢aligmalar, infertil erkek sayisinda bir artig oldugunu ortaya
koymaktadir. Erkek infertilitesinin baslica sebepleri arasinda, hormonal bozukluklar,
gecirilmis enfeksiyonlar, diyabet, genetik faktorler, organ yetmezligi gibi metabolik

hastaliklar gosterilmektedir®"®,

Kriptorsitizm gibi patolojiler de kisirhiga sebep
olmaktadir™. Son yillarda erkek infertilite insidansini artiran diger faktorler, yetersiz
beslenme, artan g¢evre kirliligi, cesitli kimyasallara maruz kalma, radyasyon, sigara
tilketimi, alkol ve bagimlilik maddesi kullanimi gibi g¢evresel faktorlerdir. Kandaki
yiiksek glikoz diizeyi, damarlara ve sinirlere zarar vermekte olup bu tahribata bagh
olarak tetiste disfonksiyonlar goriilmektedir. Diyabetik hastalarin ve hayvanlarin
dogurganlig1 tizerinde olumsuz etkilere sahip olan DM’nin; testis agirlifinda azalmaya
ve apoptotik degisikliklere neden olarak spermatogenezde bozulmaya, bozulmus sperm
kalitesine, yiiksek oranda niikleer ve mitokondriyal DNA hasarli spermatozoalara, kan
testis bariyerinde degismis glukoz metabolizmasina, erektil disfonksiyona, seminifer
tiibiillerin boyutunda azalmaya, testosteron sentez ve salgisinda azalma ve libidoyu

1444 Insanlarda ve deney

azaltarak erkek infertilitesine sebep oldugu bildirilmistir
hayvanlarinda yapilan diyabetik calismalar, seminifer6z tiibiillerin atrofisi, germ
epitelinin diizensizligi ve hiicre kaybi, spermatogenezin arresti, bazal membran
kalinlagsmas1 ile Leydig hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel degisiklikler oldugu
bildirilmistir. Bu degisikliklerin oksidatif stres ve DM nedeniyle hormonal

bozulmalardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir> "8,

2.5.4. Serbest radikaller

Serbest radikaller yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylasiimamis elektron
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bulunduran reaktif kimyasal ara iiriinlerdir’*®

. Bu paylasilmamis elektronu, yakindaki
hiicresel yapilara transfer ettiklerinde hiicresel hasarlari indiiklerler. Bu durum hiicre
zar1 lipidlerinin, proteinlerdeki amino asitlerin veya niikleik asitlerin oksidasyonuna yol

au;ar81 .

Canli organizmada aerobik sartlarda serbest radikallerin en 6nemli kaynagir molekiiler
oksijendir®®. Hiicre metabolizmasi esnasinda, yan iiriin olarak aciga ¢ikan serbest
radikallerin (SR), ¢ogu oksijen radikali halinde bulunur. Serbest oksijen radikalleri
(SOR), doymamis yag asitleri, karbonhidratlar, niikleik asitler ve proteinleri hedef
alirlar®. Olusan serbest radikaller, hiicrede 6ncelikle DNA ile etkilesime girerler. Bu
etkilesimin sonucu olarak kromozomal yapida mutasyonlar olusur. DNA zincirinin
kopmasi, niikleik asit yapisindaki baz degisimleri bu mutasyonlarin baslica sebebidir.
Serbest radikallerin  bu etkilerinin  birgok hastaligin temelini  olusturdugu

diisiiniilmektedir®.

Serbest radikaller hiicresel yapilar1 bozarak hiicre hasarlarina neden olurlar. Bu hasarlar
sonucunda reaktif tiirler (RS) ortaya c¢ikar. Ayni zamanda, organizmanin soludugu
oksijenin %95 ‘i H,O’ya indirgenirken, kalan %5’i reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve
reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) meydana getirir®®. Bu reaktif tiirler ikili rol oynayarak
organizma ic¢in hem zararli hem de faydali olabilirler. ROS, hiicre i¢i sinyalizasyonda,
hiicre farklilagsmasinda, konak¢1 savunmasinda, sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun
diizenlenmesinde, protein fosforilasyonunun diizenlenmesinde, NF-kB ve AP-1 ailesi
faktorleri gibi bazi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu da igeren gen
ekspresyonunun diizenlenmesi gibi c¢esitli fizyolojik fonksiyonlarda 6nemli bir rol
oynarken ayni zamanda artan ROS miktar1 protein, RNA ve DNA hasari ile dolayl
yoldan kanser, arteriyoskleroz, artrit, norodejeneratif bozukluklar ve yasa bagh
hastaliklarin gelisiminde anahtar rol oynadigi éne siiriilmiistiir . ROS, hem endojen
hem de eksojen maddelerden iiretilebilir. Potansiyel endojen kaynaklar arasinda
mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi, peroksizomlar ve inflamatuar hiicre
aktivasyonu bulunur®’. Mitokondri, serbest radikal olusumunun ana bolgesi oldugundan,
organeldeki oksidatif stresi en aza indirmek i¢in, membranlarmin her iki tarafinda
bulunan glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi enzimler antioksidanlarla zenginlestirilmistir®. Hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin
ilave endojen kaynaklar1 nétrofiller, eozinofiller ve makrofajlardir®. ROS'un zararli

etkileri, antioksidan enzimlere ek olarak enzimatik olmayan antioksidanlarin
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antioksidan etkisi ile dengelenir®. Reaktif yapisinmn yiiksek olmasindan dolayr ROS,
diger molekiiller ile kolayca birlesebilir, dogrudan yapisal ve fonksiyonel degisikliklerle
beraber hiicresel hasara yol acabilecek oksidasyona neden olabilir>®2. ROS, kimyasal
reaktif molekiiller olup radikallerin (hidroksil radikali (OH-), siiperoksit (O,-), nitrik
oksit (NO), peroksil (ROO)), radikal olmayanlarin (ozon, tek oksijen, lipit peroksit,
hidrojen peroksit (H202)) ve oksijen tiirevlerinin toplandigi genis bir molekiil
kategorisini temsil eder®®. Reaktif azot tiirleri (azot oksit, peroksinitrit, nitroksil iyonu,

vb.) serbest azot radikalleridir ve ROS'un bir alt sinifi olarak kabul edilir”*®°.

Serbest oksijen radikallerinin tiretimi normal biyolojik fonksiyonlarinin ayrilmaz bir
parcasidir. Gergeklesen tepkimelerin sonucunda iiretilen radikaller tekrar kullanilabilir
ve onemli Slgiide radikal birikimi gérﬁlmez%.insan viicudundaki antioksidan savunma
sistemi radikallerin birikimini engelleyebilecek diizeydedir ancak karsilasilan gevresel
etmenler bu savunma direncini disiirebilmektedir. Hiicredeki serbest radikallerin
olusum hiziyla ortadan kaldirilma hizlar1 arasinda oksidatif bir denge bulunur. Bu denge
saglandig1 siirece, organizma serbest radikallerden etkilenmez. Radikallerin olusum
hizlarinda ki artis veya yok edilme hizlarinda ki diisiis bu dengenin bozulmasina sebep

olur®®. Bu bozulma ile oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya cikar.

Oksidasif stresin olusmasi, lipid peroksidasyonunun olusmasina neden olur. Serbest
radikallerin zararli etkilerinden en c¢ok etkilenen yapilardan biri de membran
lipitleridir”’. Memeli hiicre membranlar1 ¢oklu doymamus yag asitleri (PUFA)
bakimindan zengindir ve lipid peroksidasyonunun aracilik ettigi oksijenin neden oldugu

2
hasara kars1 hassastir™.

Lipid peroksidasyonu; c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasif oksijenle birlikte
yikimidir. Bu peroksidasyon ile hiicre membran yapisi, akiskanligi bozulur ve kalsiyum
gibi iyonlar hiicreye girer. Iyonlarm hiicre iginde artmasiyla proteazlar aktive olmaya
baglar. Bu aktivasyon ile hiicre iskeletinde hasarlar meydana gelir. Ayn1 zaman da

kalsiyum iyonu ile endontikleazlarin aktive olmasi, DNA da kirilmalara neden olur®.

2.5.5. Diabetes mellitus’a bagh oksidatif stres

Pankreas [ hiicrelerinin asil goérevi glukoz uyarisiyla insiilin sekresyonudur. DM
patogenezinde ana etken, pankreas B hiicre disfonksiyonu ve kaybi ve kan glukoz

seviyelerini kontrol etmek igin yeterli miktarda insiilin iiretilememesidir. Yapilan
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calismalar, normal hiicre fonksiyonunun kaybinda oksidatif stresin bir rolii olduguna

. 99
isaret eder™".

Oksidatif stres, genellikle oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin, oksidanlar
yoniinde bozulmasiyla ve yliksek reaktif kimyasal bilesikleri nétralize etmek igin
kullanilan endojen antioksidan kabiliyetinin bastirilmasiyla ortaya ¢ikar'® %, Ortaya
cikan oksidatif stresin bir isareti DNA c¢apraz baglanma ve apoptoz gibi hiicresel
hasardir. Ayn1 zamanda OS, kanser, yaslanma, kalp hastaliklari, diyabet ve diyabetin
komplikasyonlar1 basta olmak iizere pek ¢ok patolojik durumun ve de yaslanmanin
patogeneziyle yakin bir iliski icerisindedir’®. DM’de serbest radikallerin; non-
enzimatik glikozilasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan
metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi reperfiizyon sonucu olusan
doku hasarmin arttig1 ve antioksidan savunma duvarmin asildigi durumda diyabetik

%104 " Diabetes mellitusta, protein

komplikasyonlara yol agtigi vurgulanmaktadir
oksidasyonuyla serbest radikallerin sentezlerinde artma, siiperoksit dismutaz temizleyici
giiciinde azalma ve indirgenmis glutatyon yoklugu oksidatif stresin kaynaklari olarak
kabul edilmektedir'®®. Disfonksiyonel redoks homeostazinin, cesitli mekanizmalar
yoluyla hastaligin patogenezinde ve komplikasyonlarinda rol oynadigi uzun siiredir
bilinmektedir ve diyabet hastalarinin, hiicresel seviyelerde reaktif oksijen tiirlerine
(ROS) ve ROS'un indiikledigi DNA hasarina sahip olduklari gésterilmistir103. Yapilan
caligmalar, diyabetteki artmis glisemik yiikiin Krebs dongiisiinii bastirdigini, bunun da
mitokondri zarinda yapilan transferin engellenmesine ve serbest radikallerin

1% ROS iiretiminin artmasiyla, dogal

birikmesine neden oldugunu gostermistir
antioksidan molekiillerin tikenmesi ve vaskiiler hiicrelerde zararin goriilmesinin yani
sira, gen ve protein ekspresyonu, kan akisi ve endotel hiicre gecirgenligi degisiklikleri
gorilir'®. Diyabette antioksidan tedavisinin, glisemik indeksi yiikselttigi, diyabetik
komplikasyonlar1 azalttig1 ve serbest radikalle uyarilmis oksidatif strese karsi koruyucu

etkisi oldugu gésterilmistirlm.

2.5.6. Testis ve diabetes mellitus

1980’11 yillardan beri reaktif oksijen tiirlerinin diyabetteki rolii genis ¢aplh tartigilan bir

konu olup son yillarda oksidatif stres ve diyabet arasindaki iligkilerin mekanizmalari ile
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ilgili yapilan ¢aligmalar artmugtir 1%

. Hiperglisemi ile uyarilan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) yiiksek miktarda iiretimi sonucunda meydana gelen oksidatif stres,

diyabetle ilgili 5nemli komplikasyonlardan sorumludur*®.

DM’nin uzun zamandir tanimlanmis 6nemli komplikasyonlarindan biri de anormal
sperm yapimi ve iireme sistemine olumsuz etkisidir™*. Testis; steroidogenez ve sperm
tiretimini desteklemek amaci ile antioksidanlar bakimindan korunmasina ragmen, bazi
endojen ve ekzojen faktorlerin bu savunmayi bozdugu ve oksidatif strese neden oldugu
bilinmektedir. Diyabetin neden oldugu oksidatif stres erkek {ireme sistemine ¢esitli
zararlar vererek, diyabetik erkekler de infertiliteye neden olmaktadir'*?*®, Erkek
infertilitesinin  diger sebeplerinden bazilari; inmemis testis, testikiiler torsiyon,

varikosel, hormonal dengesizlikler, hipertiroidizm ve enfeksiyondur''*.

Spermin temel enerji kaynagi olarak kullandigi maddelerden biri olan glukoz,
spermatogenez sirasinda kan-testis bariyerinden pasif difiizyonla ge¢mektedir ve
spermin temel hiicre aktiviteleri, spesifik fonksiyonlari, motilitesi ve ferzilizasyon
kabiliyeti i¢in Onemli bir role sahiptir. Dolayisiyla tiibiil i¢indeki glukoz seviyesi
spermatogenezin stirekliligi i¢in ¢cok onemli olup diyabetteki hiperglisemik durumla
meydana gelen glukoz dengesizlikleri spermatogenezin siirekliligini bozmakta ve sperm

kalitesini oldukea etkilemektedir™>**®.

DM’de glukoz homeostazisinin bagarisiz olmasi, seks hormonlar1 iizerinde de
degisikliklere sebep olmaktadir 8 DM'nin neden oldugu bu hormonal degisiklikler,
testis ve sperm hiicrelerinin glukoz algilama mekanizmalarimi etkileyerek diyabetik
hastalarin serumlarinda luteinizan hormon (LH), folikiil uyarici hormon (FSH),
prolaktin ve biliylime hormon diizeylerini azaltmaktadir’®*'’. Bir endokrin hastalik
olarak diyabet aynm1 zamanda hipotalamo-hipofizeal-testikiiler aks hormonlarim
etkileyerek anormal geribildirimlerde bulunulmasina ve hipofiz duyarliliginin

azalmasmna sebep olmaktadir®>*!’

. Bu degisiklikler, ozellikle testikiiler islevselligi,
spermatogenezi, spermiyogenezi ve sperm metabolizmasini etkilemektedir™’. Glukoz
homeostazi, in-vivo spermatogenezin ve spermlerin fertilite kapasitesinin korunmasi
icin oldukga onemlidir®. Testikiiler fonksiyonda DM tarafindan uyarilan bu
komplikasyonlar, glukoz homeostazindan sorumlu lider hormon olan insiilinin
eksikligiyle iligkilendirilmektedir. Beyindeki insiilin sinyali {ireme fonksiyonunun

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir™®. insiilinin, hipotalamik GnRH néronal

hiicre dizisinde GnRH sekresyonunu arttirdii ve hipofiz hiicre Kkiiltlirlerinden
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gonadotropin salgilanmasini ve kiiltiire edilmis leydig hiicrelerinden testosteron

salimmini uyardigi gosterilmistir™®. Yapilan deneysel ¢alismalar ile diisik plazma

insiilin seviyesinin, plazma LH seviyesini diisiirdiigii bildirilmektedir™'®.

Diyabet, iireme cagindaki geng erkeklerin bir kisminda goriilmektedir'®. Fertiliteyle

ilgili yapilan caligmalar, DM’ nin goriilme sikligindaki artigin fertilitede azalmayla

yakindan iliskili oldugunu gdstermistir®*'%’

115,116

. Diyabet cesitli yollarla erkek iireme
fonksiyonlarini etkilemekte ve bu etki sonucunda diisiik testosteron diizeyi,
testikiiler disfonksiyon ve yetersiz spermatogenez meydana gelmektedir. Testislerde,
tunika albugineada, seminifer tubiillerde, interstisyel bag dokusu i¢inde ve Leydig
hiicrelerinde diyabete bagl olarak histopatolojik degisiklikler izlenmektedir®. Yapilan
son calismalar, tip 1 ve tip 2 diyabete sahip gen¢ hasta sayisinda devam eden bir artis
oldugunu gostermistir. Bu artigin aktif iireme ¢agindaki bircok diyabetli erkegi etkiliyor
olmasi, yakin gelecekte DM’ye bagl fertilite problemlerinin artacaginin gostergesi
olarak diigiiniilebilir. Ayrica DM ile iligkili hormonal ve metabolik degisikliklerin de
erkek infertilitesinin gelismesinde anahtar rol oynadigr bilinmektedir. Glukoz
homeostazisi, spermatogenezin devaminda ve spermin fertilizasyon kapasitesinin
korunmasinda kritik bir O6nem tasidigindan DM’nin testiste meydana getirdigi

komplikasyonlarin, glukoz homeostazisinde 6nde gelen hormon olan insiilin yokluguyla

ilgili oldugunu diisiindiirmektedir®.

2.5.7. Testis ve oksidatif stres

Sperm metabolizmast ve DM, oksidatif stres ile yakindan iliskilidir. Diyabetik
hastalarda genellikle yiiksek seviyede oksidatif stres ve dolayisiyla asirt ROS iiretiminin
yani sira antioksidan savunma diizeylerinde azalma goriilmektedir. Bu kosullar
erkeklerin iireme potansiyeli i¢in oldukg¢a tehlikelidir ¢ilinkii diyabetik bireylerin
fertilizasyon kapasitesi, hipergliseminin neden oldugu yiiksek oksidatif stres
seviyelerinden kaynaklanan spermde artan DNA hasar yiizlinden tehlike altindadir.
Spermdeki ROS iiretimi ¢ogunlukla, mitokondri tarafindan tiiketilen az miktarda
oksijenin elektron transport zinciri kompleks | ve kompleks III'den sizmasiyla olusur®.
Spermatozoa tarafindan iretilen ROS, sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu,
dollenme kabiliyetinin siirdiiriilmesi ve orta parcadaki mitokondriyal kapsiiliin

stabilizasyonu gibi normal fizyolojik siire¢lerde onemli bir rol oynar. Kontrollii ROS
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tiretimi, bircok farkli hiicre tipinde sinyal molekiilleri (ikincil haberciler) olarak islev
gorebilir ve sperm fonksiyonlarinin 6nemli aracilaridirlar®. ROS ve IVF orani arasinda
anlaml bir negatif korelasyon bulunmus olmasina ragmen, dollenmeyi saglamak icin
gerekli olan kapasitasyon ve hiperaktivasyon gelisim siirecinde kontrolli ROS
iiretiminin gerekli oldugu gosterilmistir® . Baska bir agidan kriyoprezervasyon sirasinda
semen soguk sok ve atmosferik oksijene maruz kalir, bu da ROS'un daha yiiksek
iiretimine bagh olarak lipid peroksidasyonuna duyarliligi arttirir®. Sperm plazma zari
kriyoprezervasyondan  etkilenen ana yapilardan biri  oldugu i¢in, sperm
kriyoprezervasyonu ve ¢ozdiirme artmig ROS iiretimi ve azalmig antioksidan seviyesi
ile iligkilidir. Spermatozoa, farklilanma asamasinda sitoplazmasinin g¢ogunu atar
bdylece ROS ve LPO'nun zarar verici etkisine karsi koyan antioksidanlar iceren dnemli
sitoplazmik  bilesenden yoksun hale gelir. Bundan dolayi, spermatozoa,
kriyoprezervasyon ve ¢oziilme sirasinda LPO'ya karsi hassastir. Insanlarda ROS
seviyesinin, apoptotik spermlerin derecesi ile pozitif korelasyon gosterdigi
belirtilmistir®.

Spermatogenez saniyede yaklasik olarak 1000 sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve
aktif olarak siirekli tekrarlanan bir siirectir. Bu siirecte meydana gelen hiicre boliinmesi,
germinal epitel tarafindan yiiksek oranda mitokondriyal oksijen tiiketimine neden olur”,
Testiste vaskiilarizasyonun zayif olmasi nedeniyle burada oksijen miktar1 diisiiktiir. Bu
diisiik oksijen seviyesi testiste serbest radikal hasarindan kendini koruyabilmesini
saglayan mekanizma parcalarindan biridir. Fakat her ne kadar testiste oksijen miktari
diisiik olsa da, fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin
varligi nedeniyle, testis oksidatif strese kars1 oldukca hassastir. Oksidatif stresin sonucu
olarak testiste hem spermatogenez hem de Leydig hiicre steroidogenezi hasar

gorebilmektedir>*?

. Testis bu korunmay1 saglamak icin; cesitli antioksidan enzimler
ve serbest radikal temizleyiciler icermektedir. Bu antioksidan savunma sistemleri
oldukca oOnemlidir. Bunlarin sonucunda; erkek germ hiicre hattinda DNA hasari,
spermatozoada DNA hasari, testikiiler antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk,
oksidatif stres indiikklenmesi, lipid peroksidasyonunun indiiklenmesi, ROS
temizleyicilerinin kaybi ve testikiiler siiperoksit dismutaz (SOD) ile katalazin (KAT)

121 Oksidatif stresin erkek infertilitesindeki énemi, ilk kez

baskilanmas1 goriilmektedir
1943 yilinda Iskog¢ androlog John MacLeod“un aerobik sartlarda enkiibe edilen insan

spermazoonlarin  hareketliliginin KAT eklenmesi ile arttigin1 gostermesi ile
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baglamistir’?®. Diyabet, viicut ve reprodiiktif organ agirhiklarinin azalmasiyla, testis ve

epididimdeki sperm sayisinda azalmaya neden olur'®.

Oksidatif stres kaynakli
rahatsizligi olan hastalarda endojen kaynakli antioksidanlar yeterince etkili olmadigi
icin, oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece disardan alinacak antioksidanlarla
miimkiin olmaktadir (vitamin E, C, melatonin) ve spermin kalitesi yapilan antioksidan
tedaviyle artmaktadir. Bununla lipid peroksidayon potansiyelinin azaltilmasi

fertilizasyon oraninin artmasiyla paralellik gostermektedir'®*.

2.5.8. Deneysel diyabet modelleri

Glinimiizde ¢esitli kompleks hastaliklara tani konulmasi, rahatsizligin meydana
getirdigi fizyolojik ve patolojik degisikliklerin aydinlatilmasi, hastaliklardan korunma
yollar1 ve potansiyel tedavi mekanizmalarinin gelistirilebilmesi amaciyla deneysel
hayvan modellerinin kullanimi olduk¢a yaygindir'®. Gegmis yillarda kimyasal ajanlarin
kullanilmastyla olusturulan deneysel diyabet modellerinde Alloksan, Streptozotosin,
cinko selatorleri (8- hidroksikinolin, dithizone), diyet nitrozaminleri gibi diyabetojenik
etkisi bulunan toksinler kullanilmistir’”’. Giiniimiizde ise yaygmn olarak kullanilan
toksinler STZ ve Alloksandir'®. Bu kimyasallar pankreatik B hiicrelerine kars1 spesifik
toksisite gostererek P hiicrelerinde deformasyona neden olmaktadir. Diyabetin her bir
tipine farkli hayvan modelleri gelistirilmistir. Bu deneysel diyabetik hayvan modelleri
sayesinde elektrofizyolojik, biyokimyasal, anatomik ve histolojik degisikler in vivo ya
da in vitro olarak rahatlikla arastirilabilmektedir'?’. Tip 2 diyabetik hayvan modelleri,
genetik olarak mutasyonlarla ya da genetik miihendisligi teknikleri ile gelistirilebilecegi
gibi kimyasal olarak da olusturulabilmektedir. Siklikla kullanilan yontem streptozotosin
(STZ) enjeksiyonudur. Insanlardaki tip 2 diyabetin tim fizyolojik ve patolojik
Ozelliklerini yansitan deneysel tip 2 diyabet olusturma yontemi 2 giinliik neonatal
siganlara tek seferlik 90 mg/ kg dozunda intravendz (i.v.) STZ enjeksiyonudur'?’. 6 - 15
haftalik siganlarda glukoz kullanim oraninda bozulma ve B hiicresi fonksiyonlarinda
ciddi azalma goriiliir. Ayrica Tip 2 diyabet modeli pankreasin bir kisminin cerrahi
olarak cikarilmasiyla da olusturulabilir'®. Genetik miihendisligi yontemleriyle elde
edilmis olan Tip 1 diyabet hayvan modelleri genetik modifiye NOD fareleri ve BB
sicanlaridir. Bu hayvan modellerinde diyabet kendiliginden gelisir ve yasamlarini
siirdlirebilmek i¢in disaridan insiilin alinmasina ihtiya¢ duyarlar. Tip 1 diyabetin viral
yolla da olusturulabilmesi, insanlarda ¢evresel faktorler kaynakli diyabet olusumunun

daha iyi anlagilmasina imkan tammistir*®. Tip 1 diyabet modeli olusturulmasi, kimyasal
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yolla en ¢ok kullanilan yontemdir. Deneysel yolla diyabet olusturmak amaciyla

kullanilan kimyasallar 3 esas kategoride toplanabilir;

1- Spesifik olarak B hiicre hasar1 olusturanlar,
2- Insiilin iiretiminin ve salgilanmasinin gegici olarak inhibe edilmesine sebep olanlar,

3- Hedef organlardaki insiilinin etkinligini azaltanlar.

Ik kategorideki kimyasallar siklikla tercih edilmektedir. Ciinkii bu ajanlarla uzun siireli
caligmalarda kullanilmak iizere goreceli olarak kalici diyabet olusturulabilmektedir.
Deney hayvanlarinda kalic1 diyabet olusturabildigi ilk rapor edilen bu kategorideki ajan
siklik iire molekiilii benzeri Alloksan’dir?®. Ayni mekanizma ile diyabet olusturan

Streptozotocin (STZ) zamanla bazi 6zelliklerinden dolay1 alloksan’in yerini almistir.

Bu o6zellikleri;

1- B hiicrelerine kars1 daha segici olmasi*®,

2- STZ verilerek diyabet olusturulan hayvanlardaki mortalitenin daha diisiik olmasi

(Letal dozu uygulama dozunun 5 katindan fazladir)™*",

3- STZ’nin viicuttaki yarilanma dmriiniin uzun olmasi (15 dakika)™*.

2.5.9. Streptozotosin (STZ)

Laboratuvar hayvanlarinda deneysel diyabet modeli, yaygin olarak pankreatik 3
hiicrelerine kars1 spesifik toksisite gdsteren STZ ile olusturulmaktadir. Kimyasal ad1 2-
Deoksi- 2- (3— Metil- 3- Nitrozoiiredio) — D- Glikopiranoz olan Streptozotosin,
streptomycetes achromogenes mantari tarafindan sentezlenen, neoplastik, antineoplastik
ve diyabetojenik ozellikleri olan esasinda genis spektrumlu bir antibiyotik tiirevidir.
STZ, pankreas [ hiicrelerinde yarattigi hasar sonucu gelisen hipoinsiilinemi,
hiperglisemi ve insiilin bagimli tip 1 ve insiilin bagimli olmayan tip 2 diyabet

modellerini olusturmak igin siklikla kullaniimaktadir*321%,

STZ, sitotoksik etkisini yiiksek reaktif Ozellikteki nitroziire yan zinciri sayesinde

134

gerceklestirir =", Yapisinda bir glukoz molekiilii iceren STZ, pankreas B hiicrelerine

glukoz tasiyict 2 (GLUT2) araciligiyla alinarak burada birikir***%

. Boylece glukoz
tasiyicilar ile etkilesmeyen hiicreler STZ’ye karsi direncli kalmig olurlar*®. STZ’nin ilk
etkisi, Pankreatik B hiicresi membran reseptorlerine baglanarak glukoza verilen yaniti

ortadan kaldirmaktir*>**%, Bu olay1 kalic1 B hiicre hasar1 ve kaybi izler. Sicanlara STZ
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verildikten yaklasik 2 saat sonra kan glukoz diizeylerinde ani bir artis ve 6 saat
sonrasinda kandaki insiilin diizeyindeki yiikselmeye bagli olarak hipoglisemi gozlendigi
bilinmektedir. Insiilin diizeyindeki azalmayla gelisen hiperglisemiyle STZ nin diyabetik
etkileri kendini gostermeye baslar'?®. STZ’nin asil hedefinin B hiicresinin DNA’s1
oldugu diisiiniilmektedir. STZ’nin hiicre i¢inde nitroziire gruplarinin dekompozisyonu
sonucu meydana gelen reaktif karbonyum iyonlari, DNA bazlarinda alkilasyona sebep
olmaktadir. Bunu DNA tamiri izler ve tamir sirasinda gorev alan poli (ADP- riboz)
polimeraz (PARP) hiicre igindeki nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD) kullanarak
NAD depolarin1 bosaltir ve ATP icerigini azaltir. Bdylece hiicresel enerji depolarinin
titkketimi B hiicresinde nekroza yol agar'®***". STZ oksidan 6zellik gdsteren bir kimyasal
oldugu yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir. STZ uygulandiktan sonra, ksantin oksidaz
sisteminin aktive oldugu ve buna bagli hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin
tiretildigi bildirilmektedir. STZ’nin glukoz oksidasyonunu, insiilinin biyosentezini ve
126

sekresyonunu azalttig1 da bildirilmektedir™.

STZ ile olusturulan diyabet sonucu fertilite, proliferasyon yetenegi'*’*®, libido™’,

testikiiler sperm sayisi, hareketliligi ve testikiiler ag1r11k138’139 belirgin olarak azalir. STZ
uygulanmasiyla testiste germ hiicre sayisinda azalma, Sertoli ve Leydig hiicre
vakoulizasyonu'®, Leydig hiicrelerinin sayisinda ve fonksiyonunda azalma gozlenir.
Ayni zamanda STZ uygulanmasi sonucu, seminifer tiibiillerdeki FSH, insiilin, insiilin
benzeri biiyiime faktorii- 1 (IGF- 1) reseptorlerinin duyarliligi da etkilenmektedir.
Serum LH, FSH ve testosteron diizeyleri belirgin olarak azalmaktadir. Insiiline bagl
diyabette; insiiline duyarsiz hale gelen hiicrelerde insiiline bagli olarak gelisen FSH
azalmast sonucu Leydig hiicrelerinin fonksiyonu ve testosteron iretiminde ve
devaminda LH diizeylerinde azalma gozlenir. Ayrica, sperm atim1 ve fertilite kapasitesi
de FSH’a bagli olarak azalir''’. Yapilan calismalarda deneysel olarak diyabet
olusturulan siganlarda ve diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonunun énemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve
ilerlemesinde rolil oldugu bildirilmistir. Ayrica uzamis oksidatif stresin ve antioksidan
kapasitede goriilen degisikliklerin diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikig

ile de iligkili olabilecegi arastirmacilar tarafindan Vurgulanmaktadlrlo4’1407142.
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2.5.10. Nuklear faktor erythroid 2 (NFE2)- diizenleyici faktor 2 (Nrf2)

Hiicresel redoks homeostazini diizenleyen, cap’n’collar (CNC) basic- region leucine
zipper (bazik 16sin fermuar bolgesi- bZIP) transkripsiyon faktorii ailesinin bir iiyesi olan
Nrf2, 1994 yilinda klonlama c¢aligmalarinda, B-globin lokusu kontrol bolgesinin tandem
NFE2 / AP1 tekrarina baglanan ve bir transkripsiyonel aktivatorii kodlayan cDNA
klonu olarak tanimlanmistir™®. Nrf2, bir dizi detoksifikasyon ve antioksidan enzim
genlerini indiikleyerek viicudun, reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS)
ve elektrofiller gibi cesitli cevresel streslere karsi korunmasinda kritik rol oynar144. Nrf2
proteini, farkli dokularda farkli seviyelerde olmasma ragmen, tiim insan ve fare
dokulariin biitiin bolgelerinden eksprese edilebilir. Nrf2, kiiciik muskuloponorotik
fibrosarkom (Maf) proteinleri ile heterodimer olusturarak DNA'ya baglanir 15 Memeli
hiicrelerinde ii¢ sMaf proteini vardir MafF, MafG, MafK ve bu ii¢ faktor yiliksek
diizeyde yapisal benzerlik gosterir™®. Maf ve Nrf2, faz Il antioksidan enzimlerinin
transkripsiyonunu baslatmak i¢in Antioxidant Respond Element (Antioksidan Tepki
Elemani- ARE) - DNA dizilerini taniyabilmektedir. ARE, glutatyon S-transferaz
(GSTx), katalaz (Cat), glutatyon-peroksidaz (GPxs), hemeoksigenazl (HO- 1),
peroksiredoksinler (Prdx) ve NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1 (NQO- 1) gibi ¢esitli
genleri diizenlemektedir'*®. Nrf2’nin sitoprotektif mekanizmalar, ara metabolizma ve
mitokondri fonksiyonu ile ilgili olanlarda dahil olmak tiizere 200'den fazla geni
diizenledigi bilinmektedir.

Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1 (Keapl), proteazomlar yoluyla Nrf2 down
regiilasyonunu uyaran bir Cullin3- bagimli E3 ubiquitin ligaz kompleksinin bir substrat
adaptor bilesenidir. Keapl, Nrf2'yi stres kosullar1 altinda baglar ve ubikitin proteazom
yoluyla hizlica Nrf2’nin asag1 regiilasyonunu tesvik eder. Ancak hiicreler oksidatif ve
elektrofilik strese maruz birakildiktan sonra, reaktif sistein kalintilari modifiye edilir.
Bu islemler Nrf2'nin degradasyonunu onler ve Keapl't baskilayarak Nrf2’nin
transkripsiyonel aktivitesini arttirir™’.

Nrf2 aktivasyonu karmagiktir ve antioksidan savunma mekanizmasi olarak, sitoprotektif
gen ekspresyonuna aracilik etmek icin birkag asama gerektirir'®®. Antioksidanlar,
Nrf2'nin giiglii aktivatorleri olarak fonksiyon goriirler. Metabolizasyon sonrasinda,
antioksidanlar Nrf2 aktivasyonunu tetikleyen az miktarda oksidatif stres olustururlar.
Nrf2, ¢ok sayida detoks ve antioksidan genlerinin ekspresyonunu diizenler ve

antioksidan cevaba ek olarak, immun ve inflamatuvar yanitlar, karsinogenezis ve
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metastaz, bilissel islev bozuklugu ve bagimlilik davranist gibi farkli siirecleri de kontrol
eden genleri diizenlemektedir'*
Bunlar Nrf2-ECH homoloji (Neh) domainleri 1- 7'den olusur. Neh2 domaini Keapl ile

etkilesir ve ortaya c¢ikan Keapl - Nrf2 kompleksi, Nrf2'nin transkripsiyonel

. Nrf2'nin protein yapisi, yedi domain igermektedir.

aktivasyonuna aracilik eden oksidatif stres icin hiicresel bir sensérdiir™’.

Nrf2, hiicrelerdeki ana oksidatif stres cevabini olusturmaktadir. Bazal kosullar altinda,
Nrf2 Keapl homodimerine baglanir ve sitozolde bagdastirici protein olan Culin 3
(Cul3)-bagimli E3 ubigqitin ligaz tarafindan ubiqutinize edilir ve ardindan pargalanir.
Stres kosullarinda Keapl protein dimeri Nrf2'yi ¢ekirdege serbest birakarak hiicresel
oksidatif stresi algilar. Niikleusta, Nrf2, Maf ve Jun proteinleriyle bir kompleks
olusturur ve bircok antioksidan geninde bulundugu upstream promoter bolgesi ARE
dizilerine baglanir ve Nrf2 transkripsiyonu baslatir™".

Hiicresel redoks homeostazinin tekrar saglanmasmin ardindan, Keapl niikleusa
transloke olarak Nrf2'yi ARE'den ayirir ve Nrf2’nin degradasyonuna neden olur. Sonug
olarak Nrf2, oksidatif stresin sitotoksik etkilerine karsi primer hiicresel savunma sistemi
gibi davranir. Nrf2-Keapl sistemi, kanser, karaciger toksisitesi ve inflamasyon gibi
cesitli hastaliklara karsi korunmaya katkida bulunmaktadir™.

Hem oksijenaz-1 (HO-1), hiicresel hem igindeki serbest demirin, karbon monoksitin
(CO) ve biliverdin'in sinirl oranda oksidatif degradasyonunu katalize eden bir enzimdir
ve hemen sonrasinda biliverdin hizla biliriibine doniistiiriiliir. Katabolik son iiriinler ve
prooksidan hem'in uzaklastirilmasiyla, HO- 1 antioksidan, antiapoptotik ve immiin
modiile edici etkiler gostererek memeli hiicrelerinde genel sitoprotektif ve yararh
fonksiyonlar ortaya koyar. Sonu¢ olarak, HO- 1 c¢esitli oksidatif stresle iliskili

kosullarda bir hayatta kalma molekiilii olarak diisiiniiliir. Oksidatif stres kosullarinda,

Nrf2, HO- 1'in transkripsiyonunu aktive eder’®.
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Sekil 8 Keapl — Nrf2 sistemi ile pankreatik p hiicresi korumasi. Stres aracili Keapl modifikasyonlar
Nrf2'yi stabilize ederek Nrf2'nin ¢ekirdekte birikmesine ve sMaf proteinleri ile heterodimerize olmasina
izin verir. Nrf2-sMaf heterodimeri cis etkili ARE / EpRE motiflerine baglanir ve hedef gen
ekspresyonunu indiikler. Nrf2, antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu arttirir ve
pankreas [ hiicrelerinde ROS seviyelerini azaltir. Nrf2 ayrica iNOS ve COX-2 dahil olmak tizere iltihapla
iliskili gen ekspresyonunu baskilar. Nrf2, proteazom ve otofaji dahil olmak iizere proteolitik sistemlerin
bakimina katkida bulunur. Sonug olarak, Keap1-Nrf2 sistemi pankreatik [ -hiicrelerini gesitli streslere
kars1 korur™

2.5.11. Nrf2 ve oksidatif stres

Oksidatif stress, reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS) tiretimi ve
antioksidan mekanizmalar arasindaki dengesizlik durumudur. ROS, ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlar1 yerine getirme, konak¢i savunmasi, hiicre sinyalizasyonu, gen
ekspresyonu diizenlenmesi ve hiicre farklilagsmasinda 6nemli rol oynar. ROS seviyeleri
merkezi sinir sisteminde (MSS) sik1 bir sekilde diizenlenir®. ROS'un zararh etkilerine
kars1 koymak ve MSS'de hassas redoks dengesini saglamak icin, hiicreler birkag
antioksidan enzim igeren endojen antioksidan savunma mekanizmalari ile donatilmistir.
Birgok antioksidan enzimin iiretimi transkripsiyonel diizeyde transkripsiyon eritroid 2
ile baglantil1 faktor 2 (Nrf2) ile diizenlenir. Hastaliklarin deneysel modellerinden elde
edilen verilerin sonuglarina gore, Nrf2 yolaginin aktivasyonu, ROS aracili hasari
azaltarak sistemik ve redoks dengesini diizeltmek icin umut verici bir yaklasimdir.
Bununla birlikte, klinik ortamda sadece birka¢ Nrf2 aktive edici bilesik test edilmistir.
Fizyolojik redoks dengesini korumak igin hiicreler, bir dizi endojen antioksidan enzim

ile donatilmigtir. Bu sitoprotektif proteinlerin transkripsiyonu, hiicresel redoks
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durumunun diizenlenmesinde merkezi bir rol oynayan Nrf2 ile kontrol edilir™*.

Homeostatik kosullar altinda Nrf2 transkripsiyonu, Nrf2’nin negatif diizenleyicisi olan
Keapltarafindan baskilanir™. Nrf2, ROS'a maruz kaldiktan sonra, sitozolik Keapl'den
ayrilir ve ¢ekirdege transloke olur. Daha sonra, peroksiredoksinler (en 6nemlisi Prdx6),
hem oksijenaz- 1 (HO- 1)™° gibi antioksidan koruma ve detoksifikasyona katilan
yiizlerce genin promotdr bdlgesindeki ARE’ye baglanir. Sonug olarak, serbest
radikalleri uzaklagtiran bu enzimler, gii¢lii bir antioksidan savunma mekanizmasi

olustumr150.

2.5.12. Nrf2 ve diyabet

Nrf2, "antioksidan yanitin ana diizenleyicisi" olarak kabul edilir, ¢linkii faz I metabolik
ve antioksidan enzimler dahil olmak {izere c¢esitli genlerin ekspresyonunun
diizenlenmesinde ve dolayisiyla diyabet dahil oksidatif stres kaynakli hastaliklarin
6nlenmesinde Gnemli bir rol oynar®. Kalici salgilayici aktiviteleri ve endojen
antioksidan potansiyelinin bulunmamasindan dolayi, pankreas [ hiicreleri, serbest
radikallerin, yanlis katlanmis proteinlerin, endoplazmik retikulum hiperaktivitesinin ve
hasarli mitokondrinin neden oldugu cesitli stres tiplerine kronik olarak maruz kalir™’.
Bu birikmis stres, - hiicre apoptozuna neden olur ve nihayetinde pankreasin bir biitlin
olarak islev bozukluguna yol agar. Nrf2'nin aktivasyonu, kanser, noérodejeneratif
hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, akut ve kronik akciger hasari,
otoimmiin hastaliklar, inflamasyon ve ¢esitli patolojik kosullara karst koruma

saglamaya dahil edilmistir™®®.

Nrf2'nin dogal bilesikler tarafindan aktivasyonu,
diyabetin patojenezinde rol oynayan hiperglisemi ile indiiklenmis oksidatif stresin ve
bununla iligkili komplikasyonlarin &nlenmesinde umut veren bir yaklasimdir. Nrf2
indiiksiyonunun pankreatik  hiicrelerinde reaktif tiir (RS) hasarini 6nledigini ve Keap1-
Nrf2 sisteminin pankreatik § hiicrelerinin fizyolojik ve patolojik korunumu i¢in 6nemli
bir savunma yolu oldugu gdsterilmistir™. Ayrica Nrf2; karaciger, iskelet kasi ve
pankreatik B- hiicreleri gibi ¢oklu dokular da dahil olmak iizere, diabetes mellitusun

baslamasini dnlemektedir*®.

2.6. Hidroksitirosol (HT)

Giiniimiizde birgok saghiga faydah 6zellik Akdeniz diyetine baglanmustir™®. Yillar
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boyunca, arastirmacilar hangi gidalarin ya da hangi gida bilesenlerinin saglikli oldugunu
6grenmeye ¢alistilar'™®. Akdeniz diyeti, gelismis insan saghg ile olan iliskisi nedeniyle
genis Olgiide calisilmistir. Bu diyet, yiiksek miktarda tahil, sebze, meyve, zeytinyagi,
findik ve baklagil alimina, diisilk miktarda et ve et {iriinline, 1liml1 miktarda balik ve
deniz iiriiniine ve orta derecede alkollii iceceklere dayanmaktadir™®. Zeytinlerden elde
edilen fenolik bilesiklerin sagliga yararli oldugunun en biiyiikk kaniti, Yunanistan ve
Giiney Italya’da tipik bir “Akdeniz diyeti” tiiketen popiilasyonlarm diger
popiilasyonlara gore daha diisiik kardiyovaskiiler mortalite gostermesidir. Akdeniz
diyetinin modernlestirilmis tanimi bolgeye 0Ozgiidiir, ancak tanimlanmis besin
piramidinin ortasinda zeytinyagi bulunur ve zeytinyagi diyet lipitlerinin birincil kaynagi
olarak tesvik edilir™®. Zeytinyaginin en dnemli bilesenlerinden biri de fenolik bilesik
olan Hidroksitirosol’diir (HT), toplam fenolik fraksiyonlarin % 70 ila % 80'ini

19,164
olusturur 0164

Hidroksitirosol, zeytinlerin baslica fenolik kii¢clik molekiilllii bilesenidir’®. HT, 154.16
g/mol molekiiler agirliga ve feniletil alkol yapisina sahip olan bir amfipatik fenoldiir.
Ayrica Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Sistemi Birligi (IUPAC) tarafindan
3,4- dihydroxyphenylethanol (DOPET) ya da 3,4- dihydroxyphenolethanol (3,4-
DHPEA) ya da 4- (2- Hydroxyethyl) -1, 2- benzenediol olarak adlandirilir. Bu bilesik,
zeytin agaci yapraklarinda ¢ok yiiksek bir konsantrasyonda ve zeytinyaginda bulunan
ana bilesiklerden biridir ve bircok biyolojik aktiviteye sahip bir antioksidan olarak

tanlmlanmls‘urlss'lee.

HT, aymi zamanda baska bir zeytin bileseni olan oleuropeinin hidrolizinden
kaynaklan1r167. Hidroliz olayi, zeytinlerin olgunlagmasi, tiiketime yonelik hazirlanmasi,
zeytinyaglarinin depolanmasi sirasinda ve gastrointestinal kanal kosullarinda meydana

gelir163,168

Zeytinler yaglarn ¢ikarilmak ic¢in islendiginde, ii¢ farkli polifenolle
zenginlestirilmis tabaka elde edilir: zeytin degirmeni atik su, pirina ve zeytinyagi. HT
amfipatik karakteri nedeniyle, bu {i¢ fazda serbest formda, asetat formunda veya
oleacein, verbascoside ve oleuropein gibi karmasik bilesiklerin bir parcasi olarak

bulunabilir'®®.
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DOPAMIN

p—Gmmdaz \Hidrolizis Mm

HIDROKSITIROZOL

Sekil 9 Hidroksitirozoliin i¢ ve dis metabolizmasi arasindaki karsilastirma. ALR: aldehit rediiktaz; ADH:
alkol dehidrojenaz; MAO: monoamin oksidaz; ALDH: aldehit dehidrojenaz; DOPAL: 3-4-
dihidroksifenilasetaldehit; DOPAC: 3-4 dihidroksifenilasetik asit '**

Oleuropein, giiglii bir damar agic1 olan ve bununla birlikte antibakteriyal etkiye sahip,
nitrik asit olusumunu destekleyen ve suda ¢oziinen bir fenoldiir. Zeytinyagi1 ve sofralik
zeytin {iretimi asamalarinda, oleuropein miktar1 azalirken, hidroksitirosol miktar: artar.
Bu yiizden taze zeytinde ve zeytinyaginda HT miktar1 azdir. Oleuropein bileseni,
aglikon olusturmak i¢in glikozunu kaybeder, daha sonra hidroksitirosol ve elenolik

aside doniisiir'®®.

Ote yandan zeytinyagindaki HT igerigi, zeytin agaci ve zeytin tiiriine, ekim yerinin
konumuna, yag kalitesine ve zeytinyagi hazirlama siirecine bag11d1r17°. Son on yilda
yapilan aragtirmalar, HT'nin farkli tipteki saraplarda da bulundugunu ancak beyaz
saraba gore kirmizi sarapta daha yiiksek konsantrasyonda oldugunu gostermistir.
Bununla birlikte, saraptaki konsantrasyonlar genellikle sizma zeytinyagi veya zeytin

171,172

yapraklarindan elde edilen HT &ziitlerinden daha diisiik diizeydedir . Zeytinyaginda

yaklagik 1.9 mg / kg'lik bir konsantrasyonda bulunan hidroksitirosol (HT) en g¢ok
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168

arastirilan fenolik bilesiklerden biridir—". Saf hidroksitirosol, berrak, renksiz ve

stvidirt®e,

163

Hidroksitirosol tiiketiminin yararlari literatiirde belirtilmistir™". HT yliksek antioksidan

aktivitesine sahip olup ¢oklu farmakolojik aktiviteleri nedeniyle artan bir ilgi

168,173

gormektedir . Bu 0zelligi ile farkli alanlardaki hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli

bir rol oynar. Kardiyoprotektif, antitiimoral, antimikrobiyal, antiviral, antialerjik,
antiparaziter, antidiyabetik ve noroprotektif aktiviteler HT'ye atfedilmistir™®'®®, Ek
olarak Hidroksitirosol, antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir ve mitokondriyal fonksiyonu
destekler. Ayni zamanda apoptozisi modiile etme potansiyeline sahip oldugu
disiiniilmektedir.  Potansiyel olarak antioksidan aktivitesi  gerceklestirebilen

hidroksitirosol, anti kanserojen bir bilesik olarak da dnerilmistir™.

HT'nin in vitro serbest radikalleri etkin bir sekilde temizledigi ve oksidatif stresin neden
oldugu hasara karst sitoproteksiyon gosterdigi yapilan calismalarla kanitlanmistir'”.
Hidroksitrosol antioksidan roliinii serbest radikalleri dogrudan yakalayarak ya da
antioksidan enzimlerle birlestirilmis bir dizi tepkime yoluyla onlar1 parcalayarak ortaya
koyar'™. Son calismalar HT nin, karacigerde lipitlerin, kolesteroliin ve trigliseritlerin
sentezini inhibe ettigine dair kanitlar saglamistir. Ortaya ¢ikan faydalar arasinda, diisiik
yogunluklu lipoproteinin (LDL) oksidatif hasarindan korumasi kabiliyeti de yer

almaktadir'®

. Bunun i¢in Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (EFSA) 2011 yilinda
zeytinyag1 polifenollerinin sagliga yararli etkileri oldugu ile ilgili bir saglik biilteni
yayinladi. Bu yararli etkilerin ortaya ¢ikmasi igin HT’nin giinlik diyette minimum
gereksinimini 5 mg olarak belirledi'®. Bu doz, disiik yogunluklu lipoprotein
oksidasyonunu azaltarak, yliksek yogunluklu lipoproteinleri artirarak, normal kan
basincini koruyarak ve pro-enflamatuar siireglerden kaginarak saglik agisindan faydal

ozellikler iiretmek i¢in yeterlidir'™.

Fenolik bilesikler bagirsakta doza bagli bir sekilde emilir ve 6nemli bir bagirsak /

hepatik metabolizmaya maruz kalirt"™>17

. Tiim polifenoller, portal kan akigina girmeden
once enterositlerdeki metabolizma faz I'den ve glukuronid, metillenmis ve siilfat yan
iiriinlerine déniistiriildiikleri metabolizma faz Il'den gecer'’"'’®. Daha sonra portal
dolasim ile karacigere ulastiktan sonra ilave faz II metabolizmasina tabi tutulur®, HT

zeytinyag1 formunda uygulandiginda % 98'i plazma ve idrarda glukoronid konjugatlar
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175,176

veya siilfat formda, % 2’si ise serbest formda bulunur . Fenolik biyoyararlanimini,

1% Bununla

yas, hormonal durum veya cinsiyet gibi farkli faktorler etkilemektedir
birlikte, cinsiyet HT tiirevlerinin nihai biyoyararlanimi igin kritik bir 6zelliktir ve HT
disi sicanlarin  viicudunda daha uzun sire kalmaktadir'®. Ek olarak, HT
metabolizmasiin cinsiyete bagli oldugu, kadinlarda doniisiimiin ve kullanimin daha
etkili oldugu bulunmustur®, Yapilan diger caligsmalar, etanol ve dopaminerjik yollar
arasindaki etkilesime bagli olarak, HT, kirmiz1 sarap olarak uygulandiginda en yiiksek
idrar seviyelerine ulastigini gostermistir. HT bir dopamin metabolitidir'®®. HT’ye
maruziyet sadece HT veya oOnciillerini igeren dogal iirlinlerin disaridan alinmasiyla
meydana gelmez ayni zamanda insanlarda dopamin oksidatif metabolizmasindan

tiiretilen endojen bir metabolit olmasi ile de saglan1r175’183.

Bu bilesik hizli bir emilim islemine sahiptir ve alimdan yaklasik 7 dakika sonra
maksimum plazma konsantrasyonuna ulasmaktadir'®. Zeytinyagindan elde edilen
goriiniir emilimin, alinan dozun % 55 - 65’1 arasinda oldugu tahmin edilmektedir.
Radyoaktif isaretli Hidroksitirosol ile yapilan caligsmalar, bir zeytinyagi ¢ozeltisinden
Hidroksitirosoliin oral biyoyararlanimimin % 99 oldugu ve sulu c¢ozelti seklinde
uygulandiginda ise bu yararin % 75 oldugunu ortaya cikarmistir'®®, Bazi yazarlar,
HT'nin en yiiksek plazma konsantrasyonuna 0.5 ila 1.0 saat arasinda ulasildigini ve oral
uygulamadan 4 saat sonra pratik olarak saptanamadigim 6ne siirmiislerdir™. HT bir kez
absorbe edildiginde, hizla bir antioksidan olarak gorev yapan plazmatik yiiksek
yogunluklu lipoproteinlerin bir parcasi haline gelirl%. HT, giiclii ve hizli metabolizmasi
nedeniyle, 1- 2 dakikalik bir plazma yar1 émrii sunar'®’. HT ve metabolitleri, kas, testis,
karaciger ve beyin (HT, kan beyin bariyerini gegebilir) gibi dokularda ¢ok iyi bir
dagilim kabiliyetine sahiptir. Bunun yaninda bobrek ve karacigerde birikim gosterir. Bu
yaygm dagilim, HT’nin saghga faydali 6zelliklerinden sorumludur™®. HT’nin yapusi,
yogun metabolizmas1 ve doniistimleri géz oniine alindiginda, konjuge katabolitler, esas

olarak bobrekler tarafindan atilir®

. HT veya metabolitlerinin viicuttan tamamen
atilmast i¢in gereken siire, insanlarda ~ 6, sicanlarda ~ 4 saattir'’ "%, HT antioksidan
ozellikleri sayesinde nefro koruyucu bir rol oynayabildigi yer olan bobreklerde atilana
kadar birikir**®. Toplam HT'nin yaklasik % 5’i enjeksiyondan 5 saatlik bir siire sonra

diski ile atilir™.

Onemli faaliyetlerden biri de HT nin ROS siipiiriicii rolii olmasidir. HT ve metabolitleri,

serbest radikal molekiillerin yani sira hem hiicre i¢i hem de hiicre dig1 ROS iiretimini
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yok etmek igin yitksek bir kapasiteye sahiptir'®'. Ote yandan, HT, SOD, glutatyon
peroksidaz (GPx) veya glutatyon rediiktaz (GR) aktivitelerini artirarak ve ayrica
hiicrelerde daha yiiksek seviyelerde diisiik glutatyon (GSH) seviyesini koruyarak
antioksidan sistem iizerinde dogrudan bir etki iiretebilir® %%, Ek olarak, HT,
peroksitlerin hiicre ortamindan ¢ikarilmasini destekleyerek katalaz (CAT) aktivitesini

168

arttirir . HT antioksidan roliinii ya oksidatif stres sirasinda iretilen reaktif oksijen

tiirlerini dogrudan temizleyerek ya da oksidatif strese karsi organizma savunmasini

artiracak farkli hiicresel sinyal yollarini aktive ederek ortaya koyar193‘194.

Her ne kadar diyet fenolik bilesikler in vitro olarak iyi antioksidanlar olsalar da, in vivo
olarak, bu tiir etkilere dolayli olarak bazi antitoksik aktiviteleri ile degil, Nrf2 / Keapl

gibi bazi yollarin aktivasyonu yoluyla aracilik edilebilir*®>'%.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal hiicresel metabolizma sirasinda siirekli olarak
tiretilir ve hiicre farklilagmasi, ¢cogalmasi ve oliimii ile ilgili ¢esitli sinyal yollarinda
mesajc1 molekiiller olarak islev goriir™. Bununla birlikte, ¢evresel stres veya hiicresel
hasar lizerine, hiicreler ROS’u kolayca detoksifiye edemez ve boylece oksidatif strese
maruz kalabilir. Eksojen antioksidanlar ve hiicresel endojen antioksidan sistemi, ROS
aracil1 oksidatif strese kars1 koymak icin ¢ok 6nemlidir. I¢sel antioksidan savunmasini
indiiklemek i¢in 1y1 aydinlatilmis bir evrensel yol, antioksidan duyarli elemanin (ARE)

197,198

aktivasyonu yoluyla transkripsiyonel diizenlemeyi igerir . Bazal kosullar altinda,

sitosolik diizenleyici protein, Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1 (Keapl), Nrf2’ye
sikica baglanir ve bunu sitoplazmada tutar ve proteazom bozulmasini hedefler™.
Keapl'in Nrf2 ile birlesmesi kritik olarak Keapl proteinindeki fonksiyonel sistein
kalintilarina  dayanir. Adaptor proteini  Keapl’deki bu sistein  kalintilari
degistirebilecek maddeler, Nrf2'nin inhibitor partner Keapl’den salinmasina neden olur
ve bunun cekirdek icine translokasyonunu kolaylastiracak ve bdylece sitoprotektif

genlerin transkripsiyonunu baslatacaktir*’.

Ayn1 zamanda, HT sperm hareketliligini ve canliligin1 etkiler. HT’nin spermatozoa
kiiltiirlerine uygulanmasi, sperm canliligini arttirir ve hem sperm DNA oksidasyonunu
hem de ROS seviyelerini azaltir, ancak HT nin in vivo kullaniminin sperm canlilig1
veya dollenme teknikleri agisindan herhangi bir faydali etkiye sahip olup olmadig: hala

belirsizdir’.
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Sekil 10 Hidroksitirozol'iin olasi etkileri.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz, Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 2018/ 5/ 2 sayili
Karar ile onay alinarak (Bkz: Ek- 1) Diizce Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Aragtirma Merkezinde yiiriitiildii. Ayrica Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri tarafindan Proje no: 2019.04.01.906 proje numarasi ile desteklendi.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan deney hayvanlart Diizce Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezi’nden (DUHAM) temin edildi. Hayvanlar calisma baslaymcaya kadar ve
calisma siiresince DUHAMda, standart kosullarda, 12 saat aydmlik/karanlik dongiisiine
uygun 254+3° C oda 1sisinda, % 60+3 nemli bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis
kafeslerde (4’lii ve 5°li gruplar halinde) her giin altlar1 temizlenerek barindirildi.
Yemler; ad libitum besin olarak c¢elik kaplarda, su; paslanmaz celik bilyeli cam
biberonlarda giinliik normal ¢esme suyu seklinde verildi. Calismaya 28 adet 3- 5 aylik
ve 270+30 gr agirliginda saglikli erkek Wistar Albino sican ile baslandi ancak 1 si¢anin
sebebi belirlenemeyen 6liimii nedeniyle 27 6rnek ile tamamlandi. Deney hayvanlarina
yapilmis olan tiim deneysel ve cerrahi islemler Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Deney

Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun belirlemis oldugu kurallara uyularak yapildi.

3.2. Deney Gruplari

Deneysel calismalar, toplam 28 adet sigan iizerinde gerceklestirildi. Ilk tartimlar:
yapilarak agirliklar1 kaydedildi. Denekler rastgele secilerek; Grup 1: Kontrol grubu
(n=5), Grup 2: Diyabetik kontrol grubu (STZ) (n=9), Grup 3: HT kontrol grubu (HT)
(n=5), Grup 4: Tedavi grubu (STZ+HT) (n=9) olmak {izere 4 ayr1 gruba ayrildu.

Deneye baslamadan once sicanlardan alinan kan o6rnegi ile kan glukoz diizeylerine
bakilarak normal degerlere sahip denekler ¢alismaya alindi.

Deneysel diyabet olusturmak amaciyla Streptozotosin (STZ) (Sigma Aldrich, CAS no:
18883- 66- 4) kullanildi. Grup 2 ve 4’1 olusturan siganlara steril distile su igerisinde
eritilen STZ tek doz 55 mg / kg intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edildi. STZ
enjeksiyonu bittikten 48 saat sonra, kuyruk ucundan lansetle elde edilen kan 6rnegi ile

kan glukoz diizeyleri olciilerek diyabet olup olmadiklar1 tespit edildi. Kan glukoz
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degerleri 250 mg / dl ve iizeri olan siganlar diyabetik olarak kabul edildi. Grup 4’
olusturan siganlar diyabetik olarak kabul edildikten sonra Hidroksitirozol (HT) 30 giin
slireyle, giinde birer kez 10 mg/kg intraperitoneal (i.p) enjeksiyon yoluyla verildi. 30
giiniin sonunda, tim gruplardaki si¢anlar tartilip aglik sekerleri Ol¢iildiikten sonra,
ketamin (90 mg / kg) + xylazine (10 mg / kg) intraperitoneal uygulama ile anestezi
altina alinarak kalbin sag ventrikiilinden biyokimyasal analizler i¢in kan alindi ve
sonrasinda hayvanlar sakrifiye edilerek calisma sonlandirildi. Ardindan siganlarin testis
dokular1 hizla ¢ikarildi. Cikarilan testis ve epididimisler hassas terazi ile tartilarak
sonuglar not edildi. Daha sonrasinda histolojik ¢alisma yapabilmek igin 24 saat siireyle
bouin soliisyonunda tespit edildi. Sperm parametrelerinin analizi igin epididimis

kaudasindan tiftikleme yoluyla alinan 6rnekler SF’e (serum fizyolojik) konuldu.

Sekil 11 Deney hayvanlarinin sakrifiye edilmesi ve sonrasindaki doku takipinden kesitler. Mavi ok:
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Tablo 1 Diyabetik rat modeli, deney gruplari, maddeler ve verilig yollar

Grup . Verilen Verilis Hayvan
No Grup Ad1 | Verilen Maddeler Miktar Sekli Sayisi
1 Kontrol . .
Grubu Salin 1 ml/kg i.p. 5
2 Diyabet Streptozotosin (tek .
Kontrol doz) 55 mg/kg P 9
3 | HT Kontrol | Hidroksitirozol (30 | 4, mg/kg i.p. 5
giin)
Hidroksitirozol (30
giin) 10 mg/kg
4 HT ve STZ + ve i.p. 9
Streptozotosin (tek 55 mg/kg
doz)

3.3. Diyabet Olusturma Modeli

Deneysel diyabet olusturmak amaciyla Streptozotosin (STZ) (Sigma Aldrich, CAS no:
18883- 66- 4) kullanildi. Diyabet olusturulurken, STZ enjeksiyonundan 12 saat dnce
siganlar hiperglisemiye karsin a¢ birakildilar. Enjeksiyon Oncesi sicanlar tartilip, aclik
kan glukoz degerleri kuyruk ucundan lansetle elde edilen kandan ACCU- CHECK
Performa Nano cihaz1 kullanilarak dl¢iildii. Ayrica siganlarin viicut agirligina gore STZ
¢ozelti miktar1 hesaplandi. STZ ¢o6zeltisi; 9 ml steril distile su (dH,0) iginde ¢oziilerek
hazirlandi. Tek doz 55 mg / kg STZ intraperitoneal olarak uygulandi. STZ
enjeksiyonundan 48 saat sonra siganlarin kuyruk ucundan alinan kandan kan glukoz
degerleri Olgiilerek diyabet tayini yapildi. Kan glukoz degeri 250 mg / dl ve fiizeri olan
sicanlar diyabetik kabul edildi.

3.4. Hidrositirozoliin Hazirlanmasi

Koruyucu roliinii 6grenmek amaciyla kullanilan Hidroksitirozol (HT) (CAYMAN, Cas
no:70604) alindi. 1 gram stok Hidroksitirozol 5 ml steril distile suda ¢6ziindii. Glinliik
45 mg (225 pl), stok HT’den falkon tiipe alindi ve ilizerine 8775 ul steril distile su
eklendi. Deney siiresi boyunca hergiin saat 10: 00 ile 12: 00 arasinda dencklere
enjeksiyon yapildi.

55



3.5. Bouin Fiksatifinin Hazirlanisi

Bouin Soliisyonu testis dokularmin tespiti i¢in kullanilir. Molekiil agirlig1 kadar tartilan
pikrik asit (12.2 g), 1 L distile su iginde iyice ¢ozdiiriildii. Dipte tortu kalmamasina
dikkat edilerek gerekli miktarda pikrik asit kullanildi. Bouin soliisyonu hazirlamak i¢in
once 75 ml doymus pikrik asit ¢ozeltisi, 25 ml % 37’lik formaldehitle karistirildi. Daha

sonra bu karigimin iizerine yavasga 1 ml glasiyal asetik asit eklenerek tekrar karistirildi.

3.6. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)

2.85 gram di sodyum hidrojen Fosfat, 16 gram sodyum kloriir ve 0.8 gram potasyum
dihidrofosfat 2 litre distile su (dH,0) icinde ¢oziiliir. pH 7.2 ile 7.4 arasinda ayarlanir.

3.7. Sitrat Tamponu

2.10 gram sitrik asit 900 ml distile su (dH,0) da ¢oziiniir. NaOH ile pH 6’ya ayarlanir.

3.8. intraperitoneal Enjeksiyon Uygulamasi

Sican uygun bir sekilde tutulduktan sonra, abdomen bdlgesinin sag veya sol alt
kadranina insiilin enjektorii ile 45 derecelik bir acgiyla deriye girildi. Deri altinda bir
miktar ilerledikten sonra hafifge itilerek, karin kaslarina gegildi. Bu islem sirasinda
visseral organlara ve bezlere zarar verilmemesine dikkat edildi. Hayati bir organda
olunmadiginin dogrulanmasi icin enjektér ucu hafifce yukari kaldirildi ve madde

enjekte edildi.

3.9. Isik Mikroskobik Incelemeleri

1. Dokular bouin soliisyonunda yaklasik 24 saat tespit amagli fikse edildi.
Dehidratasyon amaciyla alkol serileri kullanildi.

2. % 70’lik alkolde 15 dakika bekletildi.

3. % 80’lik alkolde 15 dakika bekletildi.

4. % 90’lik alkolde 30 dakika bekletildi.
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5. % 90’lik alkolde 30 dakika bekletildi.

6. % 96’lik alkolde 30 dakika bekletildi.

7. % 96’lik alkolde 30 dakika bekletildi.

8. % 96’lik alkolde 45 dakika bekletildi.

9. Asetonda 45 dakika bekiletildi.

Seffaflastirma amaciyla ksilol serileri kullanildi.

10. Ksilol- 1°de 10 dakika bekletildi.

11. Ksilol- 2°de 20 dakika bekletildi.

Gommeye hazirlik amactyla parafin serileri kullanildi.

12. Parafin- 1’de 75°C sicakliktaki etiivde 10 dakika bekletildi.
13. Parafin- 2°de 75°C sicakliktaki etiivde 20 dakika bekletildi
14. Parafin- 3’de 75°C sicakliktaki etiivde 30 dakika bekletildi
15. Takip edilen dokular base moldda parafine gomiilerek etiketleme yapildi.

Hazirlanan bloklardan Leica RM2245 marka mikrotom cihazi ile 4- 5 um kalinliginda
kesitler alindi. Bu kesitlere genel dokuyu degerlendirmek i¢in Hematoksilen-Eozin
(HE) ve Gomori Trikrom ve PAS boyamasi; oksidatif stresi (OS) gostermek amaciyla

Nrf2 antikor ile immiinohistokimyasal boyamalar yapildi.

3.9.1. Hematoksilen-Eozin boyamasi

1. Parafin kesitler 75° C sicakliktaki etiivde 40 dakika bekletildi.
2. Ksilol- 1°de 15 dakika bekletildi.

3. Ksilol- 2°de 15 dakika bekletildi.

4. % 96’lik etil alkole 10 defa daldirildi.

5. % 80’lik etil alkole 10 defa daldirildu.

6. % 70’lik etil alkole 10 defa daldirildu.

7. Akan suda yikandi.

8. Hematoksilende 2 dakika bekletildi.
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9. Akan suda yikandu.

10. Asit alkole 2 defa daldirild.

11. Akan suda yikandi.

12.

Amonyakli suya 2 defa daldirildi.

13. Akan suda yikandi.

14. % 70’lik etil alkole 10 defa daldirildi.

15. Eozine 10 defa daldirildi.

16. Akan suda yikandx.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

% 70’lik etil alkole 10 defa daldirildi.

% 80’lik etil alkole 10 defa daldirildi

% 96’lik etil alkole 10 defa daldirildi

1- 2 dakika 75° C sicakliktaki etiivde bekletildi.
Ksilolde 10 dakika bekletildi.

Oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.9.2. Gomori Trikrom boyamasi

1.

2.

8.

9.

Parafin kesitler 75° C sicakliktaki etiivde 45 dakika bekletildi.

30 dakika ksilolde deparafinize edildi.

. % 96’lik etil alkole 10 defa daldirildu.
. % 80’lik etil alkole 10 defa daldirildi.
. % 70’lik etil alkole 10 defa daldirilda.
. Akan suda yikandu.

. Bouin soliisyonunda 75° C sicakliktaki etiivde 30 dakika bekletildi.

3 ayr kapta bol su ile yikand.

Trikrom sollisyonunda 45 dakika bekletildi.

10. % 0.5’lik asetik asitle diferansiye edildi.
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11. Akan suda yikandi.

12. % 70’lik etil alkole 10 defa daldirildi.

13. % 80’lik etil alkole 10 defa daldirildi.

14. % 96’lik etil alkole 10 defa daldirildi.

15. 1- 2 dakika 75° C sicakliktaki etiivde bekletilerek kurutuldu.
16. Ksilolde 10 dakika bekletildi.

17. Oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.9.3. PAS boyama
1. Parafin kesitler 75° C sicakliktaki etiivde 40 dakika bekletildi.

2.1ki ayr ksilen kabinda 15°er dakika olmak iizere toplam 30 dakika ksilende
bekletildi.

3. Kesitler hidrate edildi.
a. % 96’lik etil alkole 10 defa daldirildu.
b. % 80’lik etil alkole 10 defa daldirildi.
C. % 70’lik etil alkole 10 defa daldirildu.

4. Bol suyla yikanda.

5. Distile suyla yikandi.

6. % 0.5 periyodik asitte 5 dakika bekletildi.

7. Distile suyla yikandi.

8. Schiff bazinda 10 dakika bekletildi.

9. Akan suyun altinda 5 dakika yikandi.(Kesitlerin rengi pembeye dondii.)

10. Hematoksilende 2 dakika bekletildi.

11. Bol suyla yikandu.

12. Kesitler dehidrate edildi.

a. % 70’lik etil alkole 10 defa daldirilda.
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b. % 80’lik etil alkole 10 defa daldirildu.
c. % 96’lik etil alkole 10 defa daldirilds.
13. 1- 2 dakika etiivde bekletildi.
14. Ksilende 10 dakika bekletildi.
15. Uzerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.
3.9.4. Semen analizi (Spermiyogram)

Semen analizi i¢in, petri kutusu igerisindeki 1 ml’lik SF (serum fizyolojik) de kauda
epididimden bistiiri ve makas yardimiyla yapilan tiftikleme yontemi ile agiga ¢ikarilan

spermler seyreltilerek (10 ul), Makler sperm sayma kamerasi (Makler counting chamber

sefi

biiyiitmede sayildi. Semen analizinde sayi, hareketlilik ve morfoloji parametreleri

incelendi.

A B

Sekil 12 Semen Analizi asamalart A: Testis ve epididim goriintiisii, B: Tiftikleme sekli
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Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) kriterlerine gére;

a- Ileri Hizli hareketli

b- Ileri Yavas hareketli

c- Yerinde hareketli

d- Hareketsiz olarak siniflandi.

Sayma isleminden sonra geriye kalan Ornekler ile yayma preparatlart hazirlandi.
Hazirlanan preparatlar Hematoksilen- Eozin Boyamasi ile boyandi. Daha sonra 1s1ik

mikroskobunda 100x biiylitmede incelendi.

3.10. Iimmunohistokimyasal incelemeler
3.10.1. Nrf2 Immiin isaretleme

1. Tim gruplar i¢in hazirlanan bloklardan immiino lamlara 4 pm kalinliginda kesitler

alind.
2. Bir gece onceden kesitler 56° C’lik etiivde bekletildi.
3. Ertesi sabah deparafinizasyon i¢in iki ayr1 ksilolde 10’ar dakika bekletildi.

4. Daha sonra herbirinde 5 dakika olmak kaydiyla % 96, % 90, % 80, % 70’lik alkol

serilerinden gegirilerek dehidrate edildi.
5. Kesitler distile suda 7 dakika ¢alkalandi.

6. Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat tamponuna
(pH: 6.0) konularak mikrodalga firinda 4 ve 3’er dakika 750 Watt’ta kaynatildiktan

sonra 20 dakika boyunca oda 1s1sinda sogumaya birakildi.
7. Fosfat tamponlu tuz tamponunda (PBS; pH: 7.2- 7.4) 2 x 5 dakika yikand.

8. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler % 3’liikk hidrojen
peroksit ile 20 dakika inkiibe edildi.

9. 3 x 5 dakika PBS ile yikandu.

10. Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle (Pap-pen) ¢izildi.
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11. Kesitler, oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan Immunoglobulin (Ig)

baglanmalarini1 6nlemek amaciyla bloklama serumu ile 7 dakika muamele edildi.
12. Serumun fazlasi alinarak kesitler, Nrf2 primer antikorlar1 eklendi.

13. Kontrol kesitlerine primer antikor yerine uygun izotip kontrol uygulandi.

14. Nrf2’1i kesitler nem odasinda +4 C’de gece boyu inkiibe edildi.

15. Ertesi giin kesitler PBS ile ii¢ defa beser dakika yikandi.

16. Daha sonra sirasiyla, 30 dakika biyotinlenmis sekonder antikor ve 20 dakika AP-
konjuge streptavidin kompleksi ile oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe edildi. Her iki

uygulama sonrasinda da PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi.

17. Sinyalleri gelistirmek i¢in dokular 5 dakika Di Amino Benzidin (DAB) kromojeni

ile muamele edildi ve disitle suda yikandi.
18. Kesitlere Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

19. Akan suda yikanan kesitler her birinde 10 dip olmak kaydiyla % 70, % 80, % 90°lik

alkol serilerinden gegirildi.
20. % 96’°lik alkolde 4 dakika tutularak dehidrate edildi.
21. Ksilolde 10 dakika bekletildi.

22. Oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan kapatma soliisyonu ile kapatildi.

3.11. Biyokimyasal incelemeler
3.11.1. Testosteron seviyesinin ELISA yontemiyle olciilmesi

Deneyin sonunda, hayvanlar ketamin + xylazine anestezisine maruz birakildi ve
biyokimyasal analizler i¢in kan Ornekleri dogrudan siganlarin kalplerinden toplanda.
Toplanan kan 6rnekleri 15 dk boyunca 8100 rpm’de santrifiij edildi. Alinan serumlar
analiz giiniine kadar -20 derecede ependorflarla saklandi. Testosteron seviyesini 6lgmek
icin ayr1 bir serum kullanildi. Serum testosteron diizeyi, 6zel sigcan kitleri (Elabscience
Cat No:E-EL-R0033) kullanilarak enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) ydntemi
ile belirlendi. Kitin protokolii takip edilerek islem yapildi. Analiz prosediirii: 96
kuyucuklu plakalarin A1 ve A2 kuyucuklar1 blank olarak atandi. B1-F1 ve B2-F2
kuyucuklarina 50 pl standart-Biotin + 50 pl streptavidin-HRP yiiklendi. Diger
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kuyucuklara oda 1sisina getirdigimiz her gruba ait 6rneklerden 40 pl + 10 pl T-antibody
+ 50 pl streptavidin-HRP yiiklendi. Kuyucuklarin iizeri Elisa membrani ile kapatilarak
plakalar 60 dakika 37° C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda kuyulardaki sivilar
plakanin ters ¢evrilmesi suretiyle bosaltildi. Kuyularin tamamen bosaltilmasi amaciyla
plakalar hafifce kurutma kagidi iizerine vurularak ornekler uzaklastirildi. Sonrasinda
275 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Yikamalar sonunda kuyularin tamamen
bosaltilmas1 amaciyla hafifce kurutma kagidi {izerine vurularak kurulandi. Yikama
isleminden sonra kuyulara 50 pl kromojen reagent A + 50 ul kromojen reagent B
eklendi, karistirildi ve karanlikta 10 dk inkiibasyona birakildi. Kuyulara 50 pl stop
soliisyonu eklenerek spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okutuldu. Tiim islemler

her kuyuya esit soliisyon veren mikropipetor kullanilarak yapildi.
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3.12. istatistiksel Analiz

Caligmamizda elde edilen bulgularin istatistiksel analizi GraphPad Prism 8 programiyla
gergeklestirildi. Deney gruplar1 i¢in hesaplanan ortalamalar arasindaki farklilik, tek
yonlii varyans analizinin (One-Way ANOVA) karsilagtirmalarina tabi tutuldu,
farkliligin hangi gruplar arasinda oldugu Tukey ¢oklu karsilagtirma testi uygulanarak
tespit edildi. Hesaplanan p degeri 0.05’ten kiigiik olan (p<0.05) gruplar arasindaki
farklilik, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Elde edilen veriler ortalama+standart
sapma (SD) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhiklar: ve Su Tiiketimi Parametresi

Deneyin 1, 3, 7, 14, 21, 28 ve 30.giinlerinde tartilan deneklerin viicut agirliklar1 Tablo
2’de gosterilmistir. Deneyin basindaki ve sonundaki viicut agirliklart kiyaslandiginda;
kontrol grubundaki sicanlarin viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir kilo
artis1 gorildi. HT grubundaki siganlarin deney sonuna degin kilo aldig1 ancak bu kilo
alinimin anlamli olamadig: tespit edildi. Diyabet grubunda yeralan tiim deneklerde,
kontrol grubuna goére viicut agirhiinda istatistiksel agidan 6nemli bir azalma oldugu
tespit edildi (P<0.008). Tedavi grubundaki deneklerin deney sonunda kilo aldiklari
gozlendi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Deneyin 1. ile 30. giiniindeki kilo

farklar1 Grafik 1’de gosterilmistir.

Ayrica deneysel diyabet olusturulan ratlarda polidipsi ve buna bagli poliiiri gozlendi.

Tablo 2 Deneyin 1, 3, 7, 14, 21, 28 ve 30. giinlerinde tartilan deneklerin viicut agirliklart

Olgiim Kontrol Grubu | HT Grubu | STZ Grubu | STZ-HT Grubu

Periyodu (gr) (+SD) (+SD) (+SD) (+SD)

1. Giin (A¢hk) | 401.6+23.93 | 366.6+23.33 | 281.1431.64 |  266.1+25.67
3. Giin 412.8423.72 | 360.8+20.46 | 257.2+27.47 |  246.4+24.73
7. Giin 424.8+25.87 | 362.6+23.64 | 252.9+28.33 |  244.3+29.03
14. Giin 432.6£25.75 | 367.6+23.32 | 240.2+32.53 |  246.8+30.87
21. Giin 432.6£27.51 | 370.6+21.92 | 236.8+34.26 | 242.1+35.72
28. Giin 438+24.94 | 374.6+21.69 | 240.8+38.55 | 261.8+37.59

30. Giin (Achk)| 409.8+23.58 |354.4+18.23 | 203.9+35.48 |  226.6+46.06
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Grafik 1 Deneyin basindaki ve sonundaki viicut agirliklar1 * : istatistiksel olarak anlamli olmayan kilo
kayb1 var. ** : istatistiksel olarak anlamli derece kilo kaybi1 var. *** : istatistiksel olarak anlamli olmayan
kilo alimu var. **** : jstatistiksel olarak anlamli derecede kilo alimu var.

Deney siiresi boyunca tiiketilen su miktarlar1 6lgiilerek not edildi. Su tiiketimi, diyabetik
siganlarda kontrol siganlarina gore anlamli derecede yiiksektir (p<0.036). Kontrol grubu
ile HT grubu karsilastirildiginda, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi (p<0.8698). Tedavi grubu ise ortalama bir degere sahip olup kontrol
(p<0.0011), HT (p<0.004) ve STZ (p<0.0175) gruplari ile arasinda anlamli bir fark
yoktur (Grafik 2).
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Grafik 2 Deney siiresi boyunca tiiketilen su miktarlari
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4.2. Kan Sekeri Diizeyi Sonuglari

Diyabet grubunda bulunan deneklerin STZ uygulamasindan 48 saat sonra, diyabetik
modeli dogrulamak icin glukometre ile kan glukoz degerleri dl¢iildii. Ol¢iim sonucunda
kan glukoz degerleri 250 mg / dL ve istii olan denekler diyabet olarak kabul edildi ve
deney sonunda da sakrifiye 6ncesi degerlere gore diyabetin devam ettigi, degerlerin 250
mg / dL ve iistiinde oldugu saptandi. Tiim gruplarin deney siiresince dlgiilen kan glukoz

diizeyleri Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3 Deney siiresince dlgiilen glukoz seviyeleri

Ol¢iim Periyodu | Kontrol Grubu | HT Grubu | STZ Grubu STZ-HT
(mg/dL) (£SD) (£SD) (=SD) Grubu (£SD)
3. Giin 114.8+16.18 142.8+43.36 | 426.4+114.96 | 502.3+101.99
7. Giin 117.4+17.52 103.8+27.73 | 517.1+48.26 | 494.1+115.12
14. Giin 99.4+6.23 116+6.78 437.4+68.08 | 429.3+£152.54
21. Giin 122.8+36.77 106+6.56 523.4459.95 | 360.7+110.50
28. Giin 119.6+32.72 100.2+19.31 | 577.1+32.47 | 417.6+145.38

30. Giin (Achk) 76.4+3.85 100.4+40.43 | 396.3+61.85 | 235.3+163.15

Sicanlarin deney basindaki ile deney sonundaki kan sekeri diizeyleri karsilagtirildiginda
tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi (p<0.0486). Kontrol
(p<0.9525) ve HT (p<0.2655) gruplarina ait deneklerin kan-glukoz diizeyleri
degerlendirildiginde deney baslangicindan bitimine kadar istatistiksel olarak anlamli
derecede bir farklilik olmadi. Deney gruplarmin deney baslangicindaki kan glikoz
degerleri (STZ’den 2 giin sonra) kontrole gore anlamli derecede yiikseldi. Daha
sonrasinda deney bitimine dek anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p<0.0070). Deney
sonundaki kan sekeri diizeyleri gruplar arasi karsilastirildiginda STZ grubunda, kontrol
ve HT gruplarina gore belirgin artis gozlendi. Tedavi grubunda, diyabet ile artan kan
sekeri diizeyi, uygulanan HT ile disiiriildii. Bu disiisiin istatistiksel olarak anlamli

oldugu saptandi (P<0.0486). (Grafik 3 ve 4)
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Grafik 3 Her bir grubun deney siiresince kendi i¢inde karsilagtirilmasi
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Grafik 4 Her bir grubun deney siiresince kendi iginde karsilagtiriimasi

4.3. Ureme Orgam Agirhiklar

Tiim deney gruplarina ait siganlarin testis agirliklarinin karsilastirilmasi Tablo 4 ve
Grafik 5’de gosterilmistir. Deney sonunda deneklerin testis agirliklar1 dlgtildiigiinde
diyabet grubu dencklerde kontrole gore anlamli derecede bir diisiis belirlendi
(p<0.0474).
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Tablo 4 Deney gruplarin testis agirliklari

STZ STZ-HT
Gruplar Grluft?:t(fSID) H'I;icglr)u)bu Grubu Grubu
(=SD) (£SD)
Testis
6.68+0.66 6.30+£0.94 | 4.09+0.99 | 4.62+0.82
Agirhik (gr)
5 a
X
=
o
2
| |
KONTROL HT STZ STZ-HT

Testis Agirlik indeksi (gr)

Grafik 5 Gruplarin testis agirliklar

4.4, Testis Agirhik Indeksi (TAT) Analizi

indeksine ait bulgular Grafik 6 ve Tablo 5’te gosterilmistir.

2.5

vicut agirlig:

Kontrol HT STZ STZ+HT

Grafik 6 Gruplarin TAI degerleri

- sol testis agirligt + sag testis agirligt % 10

Deneyin son giinii dl¢iilen viicut agirligr ile ayni sigana ait sol ve sag testis agirliklar

toplam1 asagida verilen formiile gore hesaplandi. Her bir sigan icin testis agirlik
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Tablo 5 Testis Agirlik indeksi

Gruplar Kontrol HT Grubu STZ Grubu STZ-HT
P Grubu (SD) (+SD) (+SD) Grubu (£SD)
TAI (%) 1.695:0.324 | 1.685:0.262 | 15240086 | 1.691:0.253

4.5. Spermatolojik Parametreler

Sakrifikasyondan hemen sonra, sperm sayimlar1 yapilan gruplarin toplam sperm sayilari

ve hareketli sperm sayilar1 Tablo 6 ve Tablo 7°de gosterilmistir.

Spermlerin sayilart agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi (Grafik 7).

Tablo 6 Toplam Sperm sayilart

Gruplar Kontrol Grubu HT Grubu STZ Grubu STZ-HT
P (#SD) (#SD) #SD) | Grubu (+SD)
Toplam Sperm
94.60+26.94 104.00+38.47 108.13+30.81 | 108.13+30.81
Sayis1 (10° )
Tablo 7 Hareketli Sperm Sayilart
Gruplar Kontrol Grubu HT Grubu STZ Grubu STZ-HT
P (+SD) (+SD) (+SD) Grubu (+SD)
Harkeketli
Sperm Sayisi 9.80+8.11 7.00£7.58 1.00+0.0 5.20+3.83
(10°)
150 =
g [ 1
=
= 100~ panes
2]
>
m |
m |
€ 50— e
ﬂ) |
Q_ | ]
w E

KONTROL

T
HT

STZ

T
STZ-HT

Grafik 7 Gruplarin sperm sayilarma ait grafik
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4.6. Morfolojik Bulgular
4.6.1. Histolojik bulgular

Kontrol ve HT gruplarina ait deneklerden alinan testis doku kesitleri rutin H&E,
Gomori Trikrom ve PAS boyalari uygulandiktan sonra incelendiginde, 151k mikroskobik
bulgulari normal bir testis doku organizasyonu sergiledi. Diyabetik grubun
histopatolojik sonuglari ortaya koydugumuz deneysel bulgular ile uyumluydu ve
sicanlarin testis dokularinda, seminifer tiibiiller icerisinde vakuolizasyon, apoptotik
hiicreler, germinal epitel boyunda ve hacminde azalma, intertiibiiler alanda bag dokusu
artig1 ile genel bir dejenerasyon goézlendi. HT ile muamele edilmis diyabet grubundan

alinan 6rnekler de ise normal seminifer tiibiiller ve genel yapisal biitiinliik goriildii.

>, g
Sekil 14 Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii, Hematoksilen-E0zin 40x
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Sekil 16 STZ grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii, Hematoksilen-Eozin 40x .Mavi ok:
vakuolizasyon, mavi ¢izgi: incelmis germinatif epitel
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Sekil 17 STZ-HT grubuna ait testis dokusunun histolojik gériiniimii, Hematoksilen-Eozin 40x Mavi ok:
vakuolizasyon.

Sekil 18 Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik goriinimii, Gomori Trikrom 40x
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Sekil 20 STZ grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii, Gomori Trikrom 40x Mavi ok:

vakuolizasyon, Mavi ¢izgi: incelmis germinatif epitel, Uggen alan: seminifer tiibiil liimeninde hiicre
dokiintiisii
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” * } € o ~— x
Sekil 22 Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii, PAS 40x
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Sekil 23 HT grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii, PAS 40x

PAS 40x Mavi ok: vakuolizasyon, Mavi

¢izgi: incelmis germinatif epitel

&

Sekil 24 STZ grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii
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Sekil 25 STZ+HT grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii, PAS 40x

78



Spermlerin morfolojisi incelendiginde STZ grubundaki si¢anlarin spermlerinde ¢ok
sayida kuyruksuz baslar ve kuyruklarinda kivrilma goriildi. Bu durum daha az olmak
kaydiyla, yer yer STZ + HT grubunda da goézlendi. Ancak kontrol ve HT grubunda
herhangi bir morfolojik degisiklik olmadigr ve spermlerin normal goriindiigii tespit

edildi. Elde edilen bulgular Sekil 24’de gosterilmistir.

A B

10um 10um

Sekil 26 Gruplara ait sperm goriintiileri Hematoksilen-Eozin 100x A: Kontrol Grubu, B: HT Grubu, C:
STZ Grubu, D: STZ+HT Grubu

4.6.2. Immiinohistokimyasal bulgular

Gruplarin testis dokularinda hidroksitirozoliin Diabetes Mellitus ve onun indiikledigi
oksidatif stres iizerindeki etkisini belirlemek i¢in immiinohistokimyasal olarak Nrf2
ekspresyonuna bakildi ve One-Way Anova ile sonuglar degerlendirildi. Elde edilen

verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Grafik 8’de 6zetlendi.

Kontrol ve diyabet gruplarina ait testis dokular1 kiyaslandiginda diyabet grubunda
kontrol grubuna goére Nrf2 ekspresyonunda bir artis oldugu goriildii (p<0.0001). HT
grubu ile kontrol grubunda benzer Nrf2 ekspresyon diizeyi gozlendi (p<0.1698).
Kontrol ile HT uygulanmis diyabet grubu incelendiginde istatistiksel olarak bir anlamli
bir fark elde edildi (p<0.0001). Diyabet grubu ile HT uygulanmis diyabet grubu
karsilastirildiginda ise Nrf2 ekspresyonunda anlamli bir azalma oldugu tespit edildi

(p<0.0001).
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Immiinohistokimyasal Boyama

Kontrol

Negatif Kontrol

HT
Nrf2 Negatif Kontrol

Sekil 27 A. Tiim gruplara ait testis, Nrf2 immiin isaretleme, 40X
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Immiinohistokimyasal Boyama

STZ
Nrf2 Negatif Kontrol

STZ+HT
Nrf2 Negatif Kontrol

Sekil 27 B. Tiim gruplara ait testis, Nrf2 immiin isaretleme, 40x
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Grafik 8 Testisin Immiinohistokimyasal Boyanma Yogunlugu

4.6.3. Biyokimyasal bulgular

Satin alinan kitler de yasanan bir olumsuzluk nedeniyle, yapilan enzim bagh

immiinosorbent testi (ELISA) sonucunda bir veriye ulasilamadi.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Diabetes Melitus, yetersiz insiilin sekresyonu veya hedef dokulardaki insiilin direncine
bagl olarak coklu organlarda hasara sebebiyet veren, hiperglisemi ve glikoziiriyle
kendini gosteren metobolik bir hastaliktir™**"?® Kronik bir hastalik olan DM, glukoz
toleransini1 6nemli Slgiide bozar ve bunu uzun siireli komplikasyonlar izler™. Modern
toplumlarda en 6nemli halk sagligi sorunlarindan biri olan ve multifaktoryel etkenlerle
meydana gelen bu hastaligin, insidans oranmi her gegen giin artmaktadir**“**. Diyabet
farkli organ sistemlerinde morfolojik ve fonksiyonel hasarlara sebep olur®. Zimmet ve
ark.’na gére DM, son 25 yil igerisinde diinyanin en Slimciil veya yasam kalitesini
diisiiriicii hastaligidir®™®. Hiperglisemi, diyabetik nefropati, diyabetik retinopati, koroner
kalp hastaliklari, norolojik komplikasyonlar ve karaciger hastaliklari gibi birgok
hastalikla iligkilidir"®.

Agbaje ve ark. ve Sajadi ve ark.’nin yapmis oldugu ¢aligmalarda Diabetes Mellitus’un,
diyabetik hastalarin ve hayvanlarin dogurganlig iizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. Bu etkiler dogrultusunda gonadal fonksiyonlar1 degistirerek, diisiik
testosteron diizeyi, testikiiler disfonksiyon, yetersiz spermatogenez, diisilk sperm
kalitesi ve azalmig libido ile kisirliga neden olabilir®®?*, Cinsel islev bozuklugu ve
tireme bozukluklarinin diyabetik erkeklerde sik goriilen komplikasyonlar oldugu
giintimiizde kabul edilmektedir®. Ayrica, Barsiah ve ark. tarafindan, diyabetin niikleer
DNA parametresi, semen parametreleri ve kromatin kalitesi lizerinde zararh etkileri
oldugu dogrulanmigtir. Diyabet hastalarinin sperm Orneklerinde, niikleer ve
mitokondriyal DNA'da yapisal hasar mevcuttur. Hipergliseminin stimiile ettigi oksidatif
stres ve artmis glikozlizasyonun, sperm DNA hasarina neden oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle diisiik implantasyon oranina, azalan embriyo kalitesine ve belki de bazi

cocukluk hastaliklarinin baglamasina yol agmaktad1r49.

Gelismekte olan teknoloji, ¢evre kirliligi, X- UV 1sinlari, ilaglar, sigara gibi pek ¢ok
etken oksidatif stres olusturan maddelerle karsi karsiya kalmamiza neden olmaktadir.
Bu etkiler kendini serbest radikal olusumuyla gosterir. Serbest radikaller ise hiicre
yapisindaki lipitlere, proteinlere ve niikleik asitlerde oksidatif hasar yapmakta ve hiicre
icindeki yapilar1 bozarak DNA’ya zarar vermektedir. Viicutta artmis serbest radikal
diizeyleri, koroner hastaliklar, kanser, karaciger tahribati, katarakt gibi c¢esitli

205,206

hastaliklara yol acabilmektedir . Son yillarda yapilan ¢alismalar géz Oniine
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alindiginda, serbest radikal olusumu ile bunlar1 ortadan kaldirmakla gorevli enzimlerin
yer aldig1 antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizlik sonucu ortaya ¢ikan
oksidatif stres, diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin gelismesinde en 6nemli

faktor olarak gésterilmistirl42’207.

Oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu ve erkek iireme
sistemini olumsuz etkiledigi, deneysel olarak diyabet yapilan si¢anlarda ve diyabetik
hastalarda Pitkanen ve ark. ve Jangir ve ark. tarafindan saptanm1§t1r107’201. Ayrica
diyabetik dokularda oksidatif stresle iliskili mitokondriyal DNA mutasyonlar
bildirilmistir®®®. Dolayisiyla diyabet nedeniyle olusan oksidatif stres, hiicrenin enerji
tretiminin en Onemli kaynagi olan mitokondri basta olmak tiizere tiim hiicre
organellerinin ve hiicrenin kalitsal materyali olan DNA’nin zarar gérmesine sebep

olmaktadir®®

. Oksidatif stresle mitokondride olusacak bir hasar, spermlerin gelismesi
igin gerekli olan enerji seviyesinde diisiise neden olabilmektedir®®. Oksidatif stres
sonucu olugan genetik bozulmalar, hiicre boliinmesini engellemekte ve genellikle
hiicreyi apoptozise gotiiren bir siire¢ baslatmaktadir. Bu olaylar erkek ve disi lireme
sistemlerinin gorevlerini yerine getirememesine sebep olur’’. insanlarda gergeklesen bu
durumun benzeri sigcanlarda STZ enfeskiyonu ile yapilan deneysel c¢aligmalarda
gésterilmistirm.

Deney hayvanlarinda diyabet modeli kimyasal ajanlarla, spontan olarak veya viriis

126 Hayvan modellerinde diyabettojenik bir ajan olan

aracilifiyla yapilabilmektedir
streptozotosin (STZ) erkek infertilitesini igeren, ¢esitli metabolik sendromlarin gergek
mekanizmasini aragtirmak igin kullamlmaktadir®™. Deneysel olarak insiiline bagiml
diyabet olusturmak igin yetigkin siganlarda i.p. yoldan 40- 60 mg/ kg arasindaki bir
degerin tek doz kullanimi yeterlidir212. Bizde calismamizda, deneysel Tip 1 diyabet

modeli olugturmak tizere 55 mg/ kg STZ uyguladik.

N-nitroso tiirevi D-glukozamin yapisindaki STZ, enjeksiyondan 2 saat sonra, kan
insiilininin ani diismesiyle birlikte hiperglisemi olusturur. Yaklasik 6 saat sonra ise, kan
insiilin diizeyinin yilikselmesiyle hipoglisemi meydana gelir ve sonunda hiperglisemi

geliserek, kan insiilin konsantrasyonu diiser.

Kan glukoz ve insiilin konsantrasyonlarindaki bu degisiklikler, B hiicre fonksiyonunda
anormalliklere neden olmaktadir. Bolaffi ve ark. (1987) ve Nukatsuka ve ark.

(1990)’nin yapmis oldugu calismalarda, STZ’nin glukoz oksidasyonunu bozdugu ve
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213214 Baynes ve ark.

insiilinin biyosentezi ile salimiminin azaltigim1 gosterilmistir
(1999)’na gore, diyabetin verdigi bu zarar dokularda oksidatif stresin olusumuna

baglanmaktadlrgg.

STZ ile DM olusturulan deneysel hayvan modellerinde, seminifer tiibiil yapisinda
bozulmayla birlikte, spermatogenik seri hiicrelerinde, viicut ve reprodiiktif organ
agirliklarinda, testislerde ve epididimislerdeki sperm sayisinda azalma ile g¢esitli

11114123133~ Bisde literatiirlere paralel olarak

anormallikler oldugu rapor edilmistir
olusturdugumuz diyabet modelinde, kontrol grubuna goére, diyabetik siganlarda diizensiz
sekilli seminifer tiibiiller, azalmis germ hiicre tabakalari, vakuolizasyon ve rezidiiel

cisimcikler gézlemledik.

Cameron ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada da testosteron seviyesindeki
azalma ile testikiiler atrofi, interstisyel doku icindeki kan damarlarimin duvar
kalinlagmasi ile kapiller fonksiyonun bozulmasi ve tiim bunlarin sonucu olarak Leydig

hiicrelerinde dejenerasyonla birlikte disfonksiyon olusumu gdriilmiistiir®™>.

Leydig
hiicrelerinde meydana gelen bu fonksiyon bozuklugunun nedeninin, oksidatif stresin
meydana gelmesi oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir*?®. Leydig hiicrelerine ait
hiicre kiltiirii hatlarinda Chen ve arkadaslarinin  yapmis oldugu calismalar
gostermektedir ki bu hiicre tipinde glutatyon (GSH) aktivitesinde ciddi azalma meydana

gelmistirzm.

Glutatyon (GSH), hiicrelerde tiyol indirgenme reaksiyon dengesinin
saglanmasinda olduk¢a dnemli bir role sahip antioksidan bir molekiildiir. Hiicre i¢i tiyol
dengesi, hiicrenin enerji metabolizmasiyla ilgili reaksiyonlar sonucu olusan reaktif
oksijen tiirlerinin ortadan kaldirilmasinda kritik bir 6neme sahiptir217. Glutatyonun
indirgenmis formu ile yiikseltgenmis formu arasinda meydana gelen geri doniisiimlii
reaksiyonu igeren hiicre i¢i GSH dongiisii, lipit ve proteinlerin enerji metabolizmasinda
yakilmas1 sonucu meydana gelen hidroksil gruplarmin yok edilmesinde 6nemli olan bir
dongiidiir. Bu dongii hiicredeki ROS miktar1 ile koruyucu enzimlerin miktar1 arasindaki
dengeyi saglayan hayati bir Oneme sahiptir. Diyabet gibi hastaliklarda bu denge
bozulmakta ve ortaya ¢ikan bu stres durumunu diizeltmek amaciyla gorevli enzimlerin
aktivitesini  artiran  ¢esitli  antioksidan  uygulamalar1  yapilarak  sonuglar
arastirlmaktadir®®®, Diyabetin farmakolojik tedavisi hipoglisemik ilaglara ve insiiline
dayanir. Diyabet tedavisinde geleneksel bitkisel tedavilerin siklikla kullanildigi ve
bitkilerin hipoglisemik etkileri konusunda bilimsel ¢aligmalarin yapildig: bilinmektedir.

Antioksidanlarin, diyabette bozulmus oksidatif stres, protein glikozilasyonu ve glukoz
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metabolizmasinin diizeltilmesinde ve pek ¢ok hastaliga neden olabilecek reaksiyonlarin

219 Bu yiizden DM tedavisinde

onlenmesinde onemli etkileri olmasi muhtemeldir
antioksidan maddelerin kullanimi tavsiye edilmektedir®®. Bugiine kadar, giderek artan
bir sekilde sorgulanan antioksidan takviyelerinin, dogrudan bir antioksidan etki

olusturdugu ve dolayistyla viicut igin faydali oldugu kesin bir egilim vardir®.

Ayrica, diyabetin, lipit peroksidasyonunda bir artiga, glutatyon redoks durumunun
degismesine, plazmatik antioksidan seviyelerinde bir diisiise ve antioksidan enzim
aktivitelerinde bir azalmaya neden oldugu iyi bilinmektedir. Tiim bu degisiklikler,

181 Hamden ve arkadaslarinin

hipergliseminin neden oldugu oksidatif stresi iiretebilir
2010 yilinda yapmis oldugu c¢alisma, diyabetik si¢anlara verilen HT takviyesinin,
bagirsak maltaz, laktaz, siikroz, lipaz aktivitelerinde 6nemli bir diisiise, SOD, CAT ve
GPx aktivitelerinde ve diisiik glutatyon seviyelerinde bir artiga buna bagli olarak
oksidatif stres durumunun azalmasmma neden oldugunu gostermistir. Dahasi,
tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) seviyeleri ve laktat dehidrojenaz (LDH)
aktivitesi HT uygulamasindan sonra da azalir. Dahasi, tiyobarbitilirik asit reaktif
maddelerin (TBARS) seviyeleri ve laktat dehidrojenazin (LDH) aktivitesi HT

uygulamasindan sonra diismektedir®®.

Literatiirde kuvvetli bir antioksidan kimligiyle 6ne ¢ikan ve ¢esitli dokulardaki etkileri
oldukga iyi bilinen HT zeytin ve zeytin yan iriinlerinde bulunan katma degeri yiiksek
bir fenolik bilesik olarak goze carpar’’. Hem dogrudan radikal temizleme aktivitesi
hem de antioksidan mekanizmalarin genomik diizenlemesi gibi 6zelliklere sahiptirzzs.
Hamden ve arkadaslarmin, 2009 yilinda yaptigi c¢alisma ile hidroksitirozoliin,
immiinolojik tepkinin azaltilmasi, insan eritrositlerinin hidrojen peroksit, anti-
enflamatuar, antitrombotik ve hipokolesterolemik etkilerin neden oldugu oksidatif
hasardan korunmasi gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu kanitlanmistir®??. HT,
hekzokinaz, piruvat kinaz gibi glikozun fosforilasyonunu katalize eden bazi enzimleri
arttirabilir. Glukoz-6-fosfatin fosforilasyonunu katalize eden enzimleri azaltarak,
ATP'ye duyarli potasyum kanallarinin kapanmasina ve insiilin salgilanmasinda kilit rol
oynayan periferal glukoz alimini arttirirak voltaj bagimli kalsiyum kanalinin agilmasina
neden olur. Hidroksitirozoliin siiperoksit anyon ve hidroksil radikalinin giiglii bir
temizleyicisi oldugu Jemai ve arkadaslar tarafindan 2009 yilinda kanitlanmistir®*.
Allouche ve arkadaslart HT’nin, 1, 1- difenil- 2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalinin etkili

bir temizleyicisi oldugunu rapor ettiler?. Bu antioksidan aktivite, pankreas hiicrelerini
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hasardan ve oOlimden korur, bu da plazmadaki glikoz seviyesini azaltan insiilin
sekresyonunun artmasimna neden olur®??. Bizde yapmis oldugumuz calismada, tim bu
bilgilerden yola ¢ikilarak sican testislerinde diyabet kaynakli meydana gelen hasarin HT

uygulamasi ile diizeltilebilirligini histolojik olarak gosterdik.

Diyabetik testiste spermatogenez sirasinda kontrolsiiz apoptozisin meydana geldigi
bildirilmistir. Bu nedenle, diyabetik erkeklerdeki testikiiler fonksiyon bozuklugunun

225 Sun ve

patogenezinde apoptozisin O6nemli bir rol oynadigi distiniilmektedir
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, HT tedavisinin, oksidatif stres kaynakli apoptozis
yoluyla segici bir sekilde 6ldiiriilmesi i¢in hiicreleri duyarli hale getiren Akt aktivitesini

artirdigini bildirdi®.

HT, zeytinyag1 gibi dogal ve saglikli gidalarin bir pargasi olmasma ragmen, HT'nin
toksisitesini gostermek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Bu toksisite, akut toksisite,
teratojenite, mortalite, morbidite veya mutajenik etkiler degerlendirilerek hiicrelerde ve

hayvan modellerinde 6lgiilmiistiir®’ 2>

. Giiniimiizde HT'nin kanser, diyabet veya
kronik patolojiler gibi farkli hastaliklara karsi olasi bir koruyucu bilesik olarak
kullanilmasma bilylik ilgi duyulmakla birlikte, HT'nin insandaki olasi toksikolojik
etkilerini anlamak icin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir®®!. Atta vd.
2017°deki ¢alismalarinda, siganlara 90 giin boyunca 2 g/ kg enjeksiyonunun
(intravendz, subkutandz, intramiiskiiler), asilama alanindaki lokal kizariklia neden
oldugunu ve 48 saatten 6nce bu etkilerin ortadan kalktigini tarif etmislerdir'. Calles ve
arkadaslar1 2012 yilinda saf hidroksitrosoliin toksikolojik etkilerini degerlendirmek i¢in
bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alismada HT'nin 13 hafta boyunca giinde 5 kez 5, 50 ve
500 mg/ kg/ giin dozlarinda oral olarak uygulanmasinin herhangi bir mikro ve
makroskopik degisiklige veya oliime yol agmadigi goriilmiistir. Toksikolojik analizde
en yliksek tedavi dozuna sahip grupta, viicut ve bobrek agirliginda anlamli olmayan bir
artis gozlenmistir ancak organ islevselligi veya yapisinda bir degisiklik olmadigi not
edilmistir. Bu nedenle, 500 mg/ kg/ giin dozlarinda higbir olumsuz etkinin gézlenmedigi
sonucuna varmuslardir'®®. Ek olarak 2013 yilinda Calles ve arkadaglari, HT fizyolojik
konsantrasyonda in vitro modellerde kullanildiginda genotoksik ve mutajenik etki

belirtileri gozlemlememistir®?,

Hayvan modellerinde HT'nin subkronik toksisitesini belirlemek i¢in yapilan son
calismalardan biri Heilman ve arkadaslarina aittir. Hidroksitirozolii, arka arkaya 90 giin

boyunca 125, 250 ve 500 mg/ kg/ giin dozlarinda disi ve erkek Wistar siganlarina gavaj
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yoluyla uygulamiglardir. Ancak yapilan arastirmada 250 mg/kg/gilin i¢in herhangi bir
toksikolojik etki bulunamamustir®®, Benzer bir ¢alisma Kirkland, Edwards, Woehrle ve
Beilstein tarafindan H40 6ziitii kullanilarak yapilmistir. Sonugta erkek sicanlarin viicut
agirliginda bir azalma, goreceli olarak karaciger, timus, bobrekler ve dalak agirliginda

bir artig bulunmasina ragmen Sliime rastlanilmanustir®®,

Literatiirde Hidroksitirosol i¢in daha g¢esitli toksisite ¢aligmalart bildirilmistir.
Hidroksitirosoliin akut toksisitesi, si¢anlarda ve farelerde oOliimciil dozunun 2000
mg/kg’dan daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Arastirmacilar, test edilen zeytin
ekstraktlariin in vivo yiiksek dozlarda genotoksik olmadiklar1 ve insan tiiketimi igin
giivenli oldugu sonucuna varmislardir. Hidroksitirosol viicut iizerine diger polifenollerle

ayni etkiye sahiptir'®.

Bir takim c¢alismalar, ARE gibi antioksidan yolaklarla ilgili HT icin farkli etki
mekanizmalar1 6nermis olup, sonunda niikleer faktor- E2 ile iliskili faktor- 2 (Nrf2) ve
INK-p62 / SQSTM1'in modiilasyonuna yol actigim gostermistir>>**°. HT ayrica,
PPARGCa'y1 artirarak mitokondriyal biyogenez uyarici olarak da iglev goriir®. Buna
ek olarak Zrelli ve arkadaslarmin yapmis oldugu calisma gosterdi ki, HT, Nrf2’nin
ekspresyonunu ve niikleer translokasyonunu arttirir, daha sonra DNA onarim proteinleri
veya faz Il detoksifiye edici enzimler gibi antioksidan tepki elemanlarini (ARE)

kodlayan ¢oklu genlerin aktivasyonunu destekler®’.

Bayram vd. (2012), Liu vd. (2010), Zou vd. (2012) yapmis olduklar1 ¢alismalarda,
HT'nin endojen savunma sistemlerini aktive ederek ek antioksidan koruma
saglayabilecegi fikrini desteklemislerdir®*#**®, Yakin zamanda incelenen ve dnerilen
mekanizmalardan biri, niikleer faktor E2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2) aktivasyonu ile faz 11

detoksifiye edici enzimlerin HT- aracil indiiksiyonunu igermektedir®,

HTmin Keapl / Nrf2 yolagina olan etkilerini iceren ilk arastirma Liu ve
arkadaslarinindir. Bu ¢aligma, HT nin, mitokondriyi, retinal pigment epitel hiicrelerinde
akrolein kaynakli oksidatif hasara karsi koruyabilecegini gostermistir. Bu calismada,
akroleinin neden oldugu niikleer Nrf2 ekspresyonundaki onemli diisiig, hiicrelerin HT

on tedavisi ile dnlenebilir’®

. Ayn1 grup daha sonra HT'nin faz II enzimlerinin (GCL,
NQ1, HO-1) ekspresyonunu tesvik etmek icin Nrf2’yi aktive ettigini ve peroksizom
proliferator ile aktive edilmis reseptor gama koaktive edici 1 alfa (PPARGCla)

aktivasyonu yoluyla mitokondriyal biyogenezi uyardigini bildirmistir'®®,
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Bununla birlikte, diger bilim insanlari, ¢alisma insanlarda yapildiginda HT nin Nrf2’yi
aktive edebilecegini gosteren kanitlari bulamamistir. Bu konuyu netlestirmek i¢in daha

fazla klinik ¢caligma yap11ma11d1r161.

Bu ¢alismada, streptozotosin ile indiiklenen diabetes mellitusun sebep oldugu testikiiler
oksidatif hasara kars1 hidroksitirozoliin koruyucu rolii aragtirillmistir. Diyabetik
sicanlarin testis dokularinda, seminifer tiibiiller icerisinde vakuolizasyon, apoptotik
hiicreler, germinal epitel boyunda ve hacminde azalma, intertiibiiler alanda bag dokusu
artis1 ile genel bir dejenerasyon gozlenirken, HT ile muamele edilmis diyabet
grubundan alinan 6rnekler de ise normal seminifer tiibiiller ve genel yapisal biitiinliik
goriildii. Immiinohistokimyasal incemeler sonucunda ise kontrol ve diyabet gruplarina
ait testis dokular1 kiyaslandiginda diyabet grubunda kontrol grubuna gore Nrf2
ekspresyonunda bir artis oldugu goriildii. HT grubu ile kontrol grubunda benzer Nrf2
ekspresyon diizeyi gozlendi. Kontrol ile HT uygulanmig diyabet grubu incelendiginde
ise istatistiksel olarak bir anlamli bir fark elde edildi. Diyabet grubu ile HT uygulanmis
diyabet grubu karsilastirildiginda ise Nrf2 ekspresyonunda anlamli bir azalma oldugu

tespit edildi.

Elde edilen bu sonug¢lar HT nin; Nrf2 yolagini etkileyerek testis hasarini azalttigini,
hipoglisemik ve antioksidan isleve sahip oldugunu gostermistir. Diyabetik hastalarda

komplikasyonlarin 6nlenmesinde etkili olabilir.
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