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OZET

Kurkumin Uygulanan Diyabetik Ratlarin Testis Dokusunda Glukagon
Benzeri Peptit-1 Reseptériiniin  (GLP-1R) immunohistokimyasal

Dagilimi.

Bu ¢alisma antidiyabetik 6zelligi olan kurkuminin diyabetik rat testisinde GLP-
1R’nin  immunohistokimyasal lokalizasyonunu incelemek amaciyla
yapilmistir. Bu amagla 24 adet Sprague Dawley cinsi rat 6’sarli olacak
sekilde kontrol, diyabet, diyabet+kurkumin ve sham gruplari olmak uzere 4
gruba ayrilmistir. iki haftalik adaptasyon siirecinin ardindan kontrol grubuna
herhangi bir uygulama yapilmayip, diyabet ve diyabet+kurkumin grubuna 50
mg/kg dozda streptozotosin uygulanmistir. Diyabet yapildiktan sonra
diyabet+kurkumin grubuna 21 gun boyunca 100 mg/kg dozda kurkumin
intraperitoneal enjeksiyonla uygulanmigtir. Sham grubuna ise etanol ve
izotonik sodyum Kklorur ¢ozeltisi uygulanmistir. Uygulamalarin ardindan
servikal dislokasyonla Otenaziden sonra ratlarin testis dokulari alinmigtir.
Parafinle bloklanan testis dokularindan 5 pym kalinliginda kesitler alinarak
GLP-1R’nin lokalizasyonunu incelemek amaciyla immunohistokimyasal
boyama, histolojik incelemeler igin de PAS, Crossman’in Ug¢li boyamasi ve
H&E boyamalari yapilmistir. Yapilan bu uygulamalarin ardindan preperatlar
IStk mikroskobunda incelenmistir. Yapilan istatistiksel incelemelerde grup
icinde yapilan degerlendirmede canli agirhk bakimindan gunlere gore
istatistiki olarak anlaml bir fark bulunmamistir. Gruplar arasi testis agirliginda
da anlamli bir fark gértlmemistir. GLP-1R’nin immunohistokimyasal dagilimi
incelendiginde  bazal kompartmanlarda ve  Sertoli  hucrelerinde
immunoreaktivite olmadigi gorulmuastar. Adluminal kompartmanlarda GLP-1R
immunoreaktivitsine rastlanmistir. Kan-testis bariyeri ile erkek esey
hacrelerinin belirli bir sire kan akimindan izole edildigi dugunuldugunde bu
surecgte hucrelerin bu reseptore fonksiyonel olarak ihtiya¢ duymadigi ve bu
yuzden bazal kompartmandaki hucrelerde bu reseptorin bulunmadigi
dusundlmektedir. Bu ¢alisma; GLP-1R, diyabet, testis ve kurkumin arasinda
onemli bir iliski oldugunu gostermekle beraber bu alanda yapilacak daha
bircok calismaya da katki saglayacagdi disunulmektedir.

Anahtar Sozciikler: Diyabet, GLP-1R, immunohistokimya, Kurkumin, Testis
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SUMMARY

Immunohistochemical Distribution of Glucagon Like Peptide-1 Receptor

(GLP-1R) in Testicular Tissue of Curcumin Administered Diabetic Rats.

The aim of this study was to investigate the immunohistochemical localization
of GLP-1R in diabetic rat test of curcumin with antidiabetic properties. For
this purpose, 24 Sprague Dawley rats which were not used in any study were
divided into 4 groups as control, diabetes, diabetes+curcumin and sham
groups. After two weeks of adaptation, the control group did not receive any
treatment and the diabetes and diabetes+curcumin group received
streptozotocin at 50 mg/kg dose. After diabetes, curcumin was administered
to the diabetes+curcumin group by intraperitoneal injection of 100 mg/kg for
21 days. Sham group was treated with ethanol and isotonic sodium chloride
solution. After euthanasia by cervical dislocation, testicular tissues of the rats
were collected. Immunohistochemical staining were performed in order to
investigate the localization of GLP-1R and PAS, Crossman's triple staining,
H&E staining were performed for histological examinations by taking 5 pm
thick sections from testis tissues which were blocked with paraffin. After
these applications, the preparations were examined under light microscope.
There was no statistically significant difference between groups in terms of
live weight in the evaluation made in the group. There was no significant
difference in testicular weight between the groups. Immunohistochemical
distribution of GLP-1R showed no immunoreactivity in basal compartments
and Sertoli cells. GLP-1R immunoreactivity was found in adluminal
compartments. Considering that blood-testicular barrier and male germ cells
are isolated from the blood flow for a certain period of time, we think that the
cells do not functionally require this receptor and therefore the cells in the
basement compartment do not have this receptor. This work; although GLP-
1R shows an important relationship between diabetes, testis and curcumin,
we think that it will conribute to many other studies in this field.

Keywords: Diabetes, GLP-1R, Immunohistochemistry, Curcumin, Testis



1.GIRIS VE AMAC

Diyabetes mellitus (DM), protein, yagd ve karbonhidrat
metabolizmalarinin bozulmasiyla ortaya ¢ikan, hiperglisemi ile ayirt edilen,
surekli ilerleyen kronik bir hastaliktir. Bu hastalikla beraber mikrovaskuler,
makrovaskuler ve néropatik komplikasyonlar olusabilmektedir (Baskal 2005).
Diyabetli hastalarin, insulin ve oral antidiyabetik haplarin (OAD) bulunmasiyla
yasam sureleri artmistir, buna paralel olarakta kronik komplikasyonlar da

meydana gelmistir (Demirel ve ark. 2009).

Uluslararasi Diyabet Federasyonu’'nun (IDF) verilerine gore yapilan
son arastirmalarda dinya nufusunda 425 milyon diyabet hastasi mevcuttur.
Bu hastalarin % 8.8’ini yetigkinler olusturmaktadir. Bunlarin 6nemsenecek
kadar buyuk bir kismi diyabetten kaynakh komplikasyonlardan sorun
yasamaktadir. 2012 yilinda bu sorunlardan kaynakli mortalite orani 3,7
milyon iken 2017 yilinda bu oran 4 milyona ulasmistir (IDF 2017). Yasam
standartlarinin giderek iyilesmesiyle yasam suresi artmistir. Buna bagli
olarak da yaslanma ile diyabet prevalansi artmistir. Diyabet
komplikasyonlarinin tedavisinin saglik alanina 6nemli yuk oldugu, ayrica is
gucu kaybina ve dolayh olarak da ekonomiye buyuk zarar verdigi ortadir. Bu

nedenle diyabet dikkate deger bir halk sagli§i sorunudur (Satman 2006).

Diyabette vicuttaki tim damar ve sinirlerde bozulmalar olusur, bu
bozukluk hangi organa ait ise o organda islev kaybi olur (Sanguinetti ve ark.
1995). Hastaligin bozukluga neden oldugu organlardan biri olan testiste ise
bazal membranda kalinlagsma, tubulus seminiferus kontortuslarda kugulme,
epitelde dizensizlik, interstisyel dokudaki Leydig hicrelerinde deformasyon

gibi problemler gorulir (Steger ve Rabe 1997).

inkretin hormonlar olarak bilinen glukagon benzeri peptid- 1 (GLP-1)
ve glukoz bagimli insdlinotropik polipeptid (GIP) besin alimindan hemen
sonra bagirsaklardan salgilanan protein yapili endokrin hormonlardir (Vilsboll
ve ark. 2001, Kim ve Egan 2008). Bu hormonlar kendilerine 6zel reseptorlere

tutunarak insllin  salgilanmasini  stimule ederler. insilin  seviyesini



ayarlamada bu iki hormonun vyeterli oldugu goérulmastur. Yapilan
arastirmalarda tip 2 DM’li hastalarda GLP-1 dluzeyinin azaldigi
g6zlemlenmistir. Bu nedenle DM tedavisinde yapilan arastirmalar
dogrultusunda bu alanda yeni ilaglar Gretmek amaclanmaktadir (Vilsboll ve
ark. 2001, 2003, Lindgren ve ark. 2009).

Curcuma longa; Cin, Hindistan ve Guneydogu Asya Ulkelerinde
yetisen ve siklikla kullanilan bir bitkidir. Kurkumin ise bu bitkiden olugturulan
tumerigin turuncu renkli etken maddesidir (Pandya ve ark. 2000).
Arastirmacilar, olumsuz etkileri fazla olan ilaglar yerine biyoyararlanimi fazla
olan bitkisel UrUnlerin kullaniimasiyla ilgili ¢aligmalarini surdirmektedir
(Aggarwal ve ark. 2007). Kurkumin bircok metabolik hastaligin neden oldugu
norolojik  bozukluklari  Onleyici  aktiviteye  sahiptir.  Antidiyabetik,
antienflamatuar, antibakteriyel, antialerjik, antifungal, antioksidan gibi etkileri
ve teminatinin kolay olmasi ile ¢esitli ilaclarin yerini alabilmektedir. Kurkumin,
DM, kardiyovaskuler hastaliklar, obezite gibi durumlarin yarattigi olumsuz
sikayetleri bu etkileriyle ortadan kaldirmaktadir (Cole ve ark. 2007, Zhou ve
ark. 2011, Shehzad ve ark. 2012).

Diger pek ¢ok hastalikta oldugu gibi diyabetin tedavisi icinde bitkisel
kaynakli GrGnler ¢ok uzun yillardan beri kullaniimaktadir. Diyabetten kaynakli
Olumlerin artmasi, diyabet prevelansinin ylkselmesi ve agir ekonomik
kayiplara neden olmasindan dolayl bu hastalikla ilgili yapilan ¢alismalarin
sayisi giderek artmistir. Yapilan calismalar daha ¢ok diyabet tedavisiyle ilgili
olup, bitkisel kaynakli Urlnler Uzerine odaklanmaktadir. Arastirmacilar
diyabette kimyasal igerikli UrGnler yerine daha guvenli olan bitkisel Urunler
kullaniimasi gerektigini savunmaktadirlar. Ayrica tip 1 DM igin kullanilan
insulinin tek olmasi, tip 2 DM’'de kullanilan ilaglarin ise birgok organda hasara
neden olmasi bu konuda calismalarin gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayni
zamanda diyabette oksidatif stresten kaynakli kronik komplikasyonlar da
meydana gelebilmektedir. Gunumuzde antioksidan etkiye sahip birgok
bitkisel urinin bu konuda etkili olabilecegi dusunilmektedir (Wang ve Ng
1999, Hirsch ve ark. 2000, Aggarwal ve ark. 2007, Rout ve ark. 2008, Brewer



2011, Esfahlan ve Jamei 2012, Karaman ve Cebe 2016). Butun bunlarla ilgili
olarak, biz de gug¢lu bir antioksidan olan kurkuminin diyabetteki etkileri ile ilgili
olarak diyabetik ratlarin testis dokusunda son zamanlarda diyabet etiyolojisi
icin dnemi artan ve yeterince ¢alisma olmayan GLP-1 reseptoérinin (GLP-

1R) immunohistokimyasal lokalizasyonunu incemeyi amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabetes Mellitus
2.1.1. Tanim

Pankreas, omurgalilar igin dnemli bir organ olup, ekzokrin ve endokrin
olmak Uzere iki iglevsel kisimdan olusur. Ekzokrin pankreas, enzimleri ile
alinan besinleri vicut igin kullanima hazir hale getirir. Endokrin pankreas ise
adaciklar halinde ekzokrin bezlerin igine yerlesmistir. Bu adaciklara
Langerhans adaciklari denir. Adaciklarda doért ¢esit hicre bulunur: A (a), B
(B), D (6) ve PP. Bunlarin icinde en fazla sayida bulunan B () hucreleri,
inslin salgilar. Insulinin tek salgi yeri olan pankreasta meydana gelen bir
sorun DM’ye neden olur (Dudek ve ark. 1991, Guest ve ark. 1991, Masharani
ve ark. 2004, Gllmez 2016).

Safra kesesi
Koledok
Pilorik sfrinkter

Pankreas

Sekil 2.1. Pankreas ve Langerhans Adaciklarinda Bulunan Hucre Tipleri (Bardeesy ve
DePinho 2002)



DM, herhangi bir nedenle insulinin vicutta Uretilememesi veya
kullanilamamasindan kaynakli, hiperglisemi gibi birgcok belirtinin ortaya
cikmasiyla olusan émur boyu tedavi gerektiren multidisipliner bir hastaliktir.
Bu hastalikta yag, karbonhidrat ve protein metabolizmasi da hasar gorir ve
vucut tam anlamiyla bu maddeleri kullanamaz (American Diabetes
Association, ADA 2015, Turkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernedi,
TEMD 2017). Eger DM’deki belirtiler (hiperglisemi) tedavi edilmezse akut ve
kronik komplikasyonlar ortaya c¢ikar. Akut komplikasyonlar iginde
hiperosmolar hiperglisemik durum (HHD) ve diyabetik ketoasidoz (DKA) gibi
onemsenecek tablolar vardir. Hastaligin kronik komplikasyonlarini ise
nefropati, néropati, retinopati gibi 6zel damar sorunlariyla genitolriner sistem,
gastrointestinal sistem ve cinsel fonksiyon bozukluklari gibi sorunlar olusturur
(ADA 2014).

2.1.2. Diyabetes Mellitus’un Tipleri

Diyabetin buatin c¢esitlerinde spesifik bulgu plazmadaki glukoz
seviyesinin yiksek olmasidir. incelendiginde bu duruma neden olan sorun
hepsinde farkhdir. Birindeki sorun insilinin Uretilememesi veya uretilen
insulinin etkili olmamasiyken digerinde insulinin kullanilamamasiyla ilgili
problemin olmasidir (ADA 2014). DM ile ilgili birgok siniflandirma mevcuttur.
Hastaligin goruldugu yasa gore (juvenil tip, adult tip), yapilan tedaviye gore
(insulin bagimh, insulin bagimsiz) gore bolumlendirmeler olsa da zamanla
hastalikla ilgili calismalarin artmasiyla yeni siniflandiriimalara gidilmistir.
Artan calismalarla yalnizca siniflandirmalar degil, tanilama bulgular da
degismistir. Eskiden aclik kan sekeri ( son 8 saat icinde besin alinmamasi) iki
kere 140 mg/dl ve yukarisi olursa tani konurken, simdi bu deger 126 mg/dl'ye
indi. Saglikli insanlarda aclik kan sekeri 110 mg/dl’den az olmalidir (Baskal
2005).

ADA'nin son yayinladigi kilavuza gore diyabet tani ve nedenlere gore
4 baglikta incelenmistir (ADA 2018).

1. Tip 1 Diyabetes Mellitus



2. Tip 2 Diyabetes Mellitus

3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

4. Diger Spesifik Diyabetes Mellitus Tipleri
2.1.2.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus

30 yasindan daha klguk kisilerde ortaya ¢ikan bu diyabet tlrinde
yasamin geri kalan kisminda insulin kullanmak zorunludur. Cinku bu diyabet
turne neden olan asil durum B hucrelerinden insulinin az ya da hig
salgilanmamasidir. Genellikle B hucrelerinde destriksiyon mevcuttur. % 90
immun kaynakli olup % 10’unda ise neden bilinmemektedir. Hatta bu
nedenlerine goére bazi kaynaklar tip 1A ve tip 1B olarak alt gruplara
ayirmaktadir (Bagkal 2005, ADA 2010, TEMD 2018).

Genetik olarak yatkin kisilerde c¢evresel olaylarin etkisiyle de cesitli
antikorlar ya da adacik hicrelerinin baslattigi immun olaylarla 3 huacreleri
zarar gorebilir. Bu suregte bazi antikorlar ile erken teshis konabilir. Bu
durumlarda vicutta anti-insulin, anti-GAD ve anti-adacik gibi antikorlarin
varhigindan so6z edilir. Ayrica bu hastalarda HHD, ¢ok su icme (polidipsi), ¢cok
yemek yeme (polifaji), sik idrara gikma (poliuri), kilo, su ve elektrolit kaybi gibi
semptomlar gorular. Tip 2 DM’ye gore daha fazla DKA gérulur (Burtis ve ark.
1999, Imagawa ve ark. 2000, Bagkal 2005).

Tip 1 DM, cocukluk déneminde ortaya c¢ikan metabolik, kronik
hastaliklarin basinda gelmektedir. Ozellikle okul ©ncesi, ergenlik ve ge¢
ergenlik ddneminde daha sik goralur. Bu donemlerde 3 hicrelerindeki yikim
hizi erigkinlere gore daha hizhidir. Hicrelerdeki zarar 6nemli boyuta gelene
kadar hastallk asemptomatik ilerler. Son zamanlarda daha siklikla
karsilasilan erigkin yasta tani alan latent otoimmun diyabet (LADA: Latent
autoimmune diabetes of adult) cocukluk c¢agi diyabetiyle benzerlik
gOstermektedir (Zimmet ve ark. 1994, Onkarno ve ark. 1999, TEMD 2018).

Tip 1 DM’nin normal sartlarda 4 asamasi vardir. Bunlardan 1. evre

olan preklinik evrede B hlcre hasari baslamis olup, insulin ile ilgili sekresyon



bozukluklari agamali geligir. Plazmadaki glukoz seviyesi normaldir. Tani igin
antikor varligina bakilmalidir. Hastaligin dnlenmesi agisindan bu evrede tani
tespiti onemlidir. 10 yildan fazla devam edebilir ve yillar sonra 2. evre olan
klinik diyabet ortaya cikar. Daha sonrasinda hastaligin belirtilerinin bir
sureligine sbnmesi ile 3. evre sonrasinda komplikasyonlarla seyreden 4. evre
olusur (Bagkal 2005).

2.1.2.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus

InsUlinin salgilanmasi ya da kullaniimasiyla ilgili problemlerden olusan
bir hastaliktir. Bu hastalarda insulin miktari gogu zaman normal seviyelerde
hatta bazen yUksektir. Fakat glukozu kullanacak 6zellikte degildir. Bu yuzden
plazma glukoz seviyesi yuksektir. Bu durum insulin direnci olarak adlandirilir.
Ayrica HHD gun gectikce B hucrelerine zarar verebilir ve hastaligin
patogenezisi giderek bozulur. Genellikle 40 yasindan sonra gorulur, yasla
beraber ve hareketsizlikle gorllme olasiligi artar. Genetik olsada ¢evresel
etkenlerin ve yasam tarzinin etkisi bayuktir. Vicuttaki yag oraninin artmasi
insulin direnci olugsmasina neden olabilir. Bu ylzden sisman ve obez kisilerde
siklikla gorular. Hastaligin ilk donemlerinde belirtisiz ilerlese de zamanla DKA
goraltr. Genel belirtilerinde halsizlik, yorgunluk, yaralarin geg¢ iyilesmesi,
polidipsi, politri, noktlri, mantar enfeksiyonlari, ambliyopi, el ve ayakta
ndrolojik problemler vardir (Li ve ark. 2004, Kahn ve ark. 2008, ADA 2014,
2017, TEMD 2018).

2.1.2.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Gebelikte ortaya c¢ikan insulin direnciyle karakterizedir. Daha 6nce
tani almis kisiler igin bu tanim kullanilmaz. Genellikle gebelikte degisen
metabolizma ile insulini baskilayan hormonlarda artis olur bununla birlikte
insulin direnci geliserek gestasyonel DM (GDM) ortaya ¢ikar. GDM tanisi
almig Kisiler gebelikten sonra da risk altindadirlar hatta bazilarinda bu durum
dogumdan sonrada devam eder. GDM ayrica fetusi de tehlikeye
sokmaktadir. Makrozomik bebek dogabilir (Baskal 2005).



2.1.2.4. Diger Spesifik Diyabetes Mellitus Tipleri

Diyabetin bu c¢esitinde hastaliga neden olan olgu ve hastaliklar
mevcuttur (Huopio ve ark. 2003). Asagida diger spesifik DM tipleri verilmigtir
(ADA 2015).

e [ — hdcre islevindeki kalitsal hasarlara bagli DM
 insiline bagli kalitsal hasarlardan olusan DM

e Bazen diyabetle birlikte gorulen genetik sendromlar

e immin kaynakli diyabetin seyrek sekilleri

e Ekzokrin pankreasin hastaliklarinin neden oldugu DM
e Endokrinopatiden kaynaklanan DM

 ilac veya kimyasal sorunlu ortaya ¢ikan DM

e Enfeksiyonlarin neden oldugu DM
2.1.3. Epidemiyoloji

DM, dinyada en c¢ok gorulen ancak bulagici olmayan ciddi
hastaliklardan biridir. Ortaya ¢ikis nedeninden dolayr endokrinolojik hastalik
olarak gorinse de aslinda sebep oldugu sorunlardan dolayr metabolik
hastalik 6zelligi de gostermektedir. Bu yuzden hem kisisel hem de toplumsal
olarak 6nemli saglik kayiplarina sebep olur. Kadinlarda erkeklere gore daha
sik gorulmektedir (Al-Mutairi ve ark. 2006, Balci 2006, Baysal ve ark. 2018,
World Health Organization, WHO 2016). Yapilan arastirmalara gore son 25
yilda DM insidans ve prevelansi ciddi anlamda artis gostermistir. Daha once
teknolojik yetersizliklerden dolayi diyabetik verilerde tip 1 ya da tip 2 DM
ayrimi yapillamamaktaydi. Son verilere gore artisin daha c¢ok tip 2 DM’de
olacag! dusiinilmektedir (Ozata ve Yontem 2006, Lawrence ve ark.2008).
Yapilan son arastirmalarda IDF’nin verilerine gore dinya nufusunda 425
milyon diyabet hastasi mevcuttur. Bu sayinin ise 2045’te % 48 oraninda
artarak 629 milyona ulasacagi sdylenmektedir (IDF 2017). Tip 1 DM’nin en
fazla gorildagu Ulkeler iskandinav Ulkeridir. Tip 2 DM'nin prevelansi ise

Pasifik adalarinda yiiksektir (Ozata ve Yontem 2006).



Turkiye'de 1997-1998 yillarinda Turkiye Diyabet Epidemiyoloji
Calisma Grubu (TURDEP), Saglik Bakanhig, WHO ve Tirkiye Istatistik
Enstitist’nin ortak ¢alismasiyla diyabet verileri cok genis bir sekilde ortaya
cikariimistir. Bu verilere gore 20-80 yas arasi diyabet orani % 7.2 olarak
belirlenmistir. TURDEP’in 12 yil sonra yani 2010°’da yaptigi ¢alismada ise
26.499 yetigkin insan caligmaya alinarak, bu verinin % 13.7’ye yukseldigi
gOrulmustlr. Yaklasik olarak % 90 civarinda korkutucu bir artis meydana

gelmigstir (Satman ve ark. 2002, Satman ve ark. 2013).
2.1.4. Komplikasyonlar

Diyabetli kisilerde plazmadaki glukoz seviyesi dnemli olup tedaviyle
normal seviyelerde tutulmalidir. Aksi takdirde HHD ile vlucuttaki ¢esitli sistem,
organ ve sinirler zarar gorebilir. Bu duruma diyabetin komplikasyonlari denir.
Diyabetin batin cesitlerinde akut ve kronik komplikasyonlar gorulmektedir
(Uludag 2010, TEMD 2017).

2.1.4.1. Akut (Metabolik) Komplikasyonlar

Kan sekerindeki ani degisikliklerden kaynaklanip acil mudahale
gerektiren durumlart  kapsar. DKA, hiperosmolar nonketotik koma,
hipoglisemi akut komplikasyonlara érnek durumlardir (Olgun ve ark. 2011,
TEMD 2013).

2.1.4.2. Kronik Komplikasyonlar
Hastaligin uzun donemli komplikasyonlaridir.
Mikrovaskiiler Komplikasyonlar: Retinopati, néropati, nefropati.

Makrovaskiiler Komplikasyonlar: Kardiyovaskiler hastaliklar
(aterosklerotik kalp hastaligi), periferik damar hastaliklari, sinir sistemi

hastaliklari.

Diger Komplikasyonlar: Diyabetik ayak, deri, kemik, eklem, genital
sistemle ilgili problemler (Giacco ve Brownlee 2010, Uludag 2010, Ulusal
Diyabet Konsensus Grubu 2018).
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Birgcok damari, organi hatta sistemi etkileyen bu komplikasyonlar
diyabet tanisi aldiktan yillar sonra ortaya ¢ikar. DM bakim planlariyla kontrol
altina alinmalidir. Aksi takdirde yasam kalitesi ve slresi dusebilir (IDF 2017).
Olusan bu komplikasyonlarin gértlme olasili§i kadinlara oranla erkeklerde
daha siktir. Diyabette hiperglisemi ile artan oksidatif stres dogrudan erkek
infertilitesine neden olur. Subfertilite epidemiyolojisi diyabetik hastalarda
yuksektir (La Vignera ve ark. 2009). Oksidatif stresle zarar géren mitokondri,
spermler igcin gerekli olan enerjiyi saglayamayacaktir. Bu durum sonucunda
yogunlugunda da azalma olan anormal sekil ve hareket 6zelligine sahip
spermler ve anomalili semen olusacaktir. DNA’daki zarardan dolayi diyabetli
hastalarda apoptotik, gelisimini tamamlamayan sperm sayisi ¢ok fazladir
(Baccetti ve ark. 2002, Alves ve ark. 2013, Dias ve ark. 2014).

Diyabetli  kigilerdeki insllin  yetersizligi seksliel hormonlari
etkilemektedir. Testis ve sperm hucrelerinde glukozu kullanma
fonksiyonlarinin  bozulmasindan dolayr kandaki testosteron, luteinizan
hormon (LH) ve folikil stimilan hormon (FSH) miktarlarinda azalma
olacaktir. Ayrica hipofiz bezindeki desensitizasyon sonucunda seksuel
fonksiyonlarda sorunlar olusmaktadir (Oztiirk ve ark. 2002, Ballester ve ark.
2004, Dias ve ark. 2014).

Yapilan c¢alismalarda DM’'li hastalarda testikiler anomaliler
saptanmigtir. Testis agirhginda dusus, tubulus seminiferus kontortuslarda
kigulme ve morfolojik bozukluklar, germ hiicrelerinde kayip ve duzensizlikler,
tunica albugineada dokuntuler, Leydig ve Sertoli hicrelerinde de
histopatolojik bulgulara rastlanmistir. Hatta bazi c¢alismalar infertilitenin bu
hiicrelerdeki apoptozisten kaynaklandigini géstermistir (Oztirk ve ark. 2002,
Agbaje ve ark. 2007, Kanter ve ark. 2012, Kéroglu 2019). DM ayni zamanda
ereksiyon fizyolojisini bozan endokrin hastaliklar arasinda ilk siralar da yer
almaktadir. DM’nin ereksiyon ve ejekulasyonda olusturdugu problemlerle
infertiliteye neden oldugu duasunulmektedir (Agbaje ve ark. 2007, Kahn ve
ark. 2008).
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2.1.5. Diyabet ve Antidiyabetik Bitkiler

DM’de tedavi, sikayetleri, komplikasyonlari, acil mudahale gerektiren
durumlari onlemeye ve kan seker seviyesini dengede tutmaya yonelik
olmalidir. CUnkih DM’nin kesin tedavisi yoktur. Amac¢ yasam kalitesini
etkilemeden hastaligin ilerlemesini onlemektir. Tibbi tedavinin yaninda kigiye
Ozel egitim planlanarak fiziksel aktivite, diyet, kilo kontrolu, sigara kullanimi
gibi durumlar da ele alinmaldir. Tip 1 ve Tip 2 DM'de birkag haftalik takipten
sonra plazma glukoz seviyesi normal degilse ve agir belirtiler devam ediyorsa
insulin ya da OAD’ye baslanmalidir (Corakgi 2005, Kahn ve ark. 2008, ADA
2017). Tip 2 DM’de inkretin hormonlarinda olusan hasardan dolayi GLP-1 ve
GIP seviyeleri azalir ve gida alimindan sonra insulin sekresyonu stimule
edilemez. Bu yuzden GLP-1R agonistleri (inkretin hormonlarinin etkisini
gOsterir) veya bu maddeleri iglevsellestiren ve DPP-4 (dipeptid peptidaz 4)
enzimini ortadan kaldiran DPP-4 inhibitorleri baslatilabilir. GLP-1 agonistleri
yemekten sonra enjekte edilebilir. Kullanim sekli subkutandir ve kilo kaybina
neden olurlar. DPP-4 ezimini inhibe eden ilaclar ise oral alinir. Kilo kaybina

bir etkisi gértilmemistir (Scheen 2015, Satman ve ark. 2013).

Bitkilerin hastaliklarda kullanilmasi insanin varolusundan beri vardir.
Helenistik dénemde yasayan Hipokrates (M.O. 460-377) 400 farkli cesit
bitkiden s6z etmistir. ibni Sina (980-1037) kitaplarinda 900’den fazla bitki ve
bitkisel kokenli ilaca yer vermistir. Bu calismalar dogrultusunda bitkiler
modern ve geleneksel tipta ana madde olarak kullanilmaktadir. Bugin hala
bitkilerin ilaclarda direkt veya indirekt kullaniimasiyla ilgili galismalar devam
etmektedir. Bitkilerin kolay ulagilabilir olmasi, kontrendikasyonlarinin ve
riskinin az olmasi dolayisiyla c¢esitli Ulkelerde diyabet tedavisinde
kullaniimaktadir. 20. ylzyildan beri bitkisel Grlnler diyabet tedavisine yon
vermis, yeni ilag yapilmasina kaynak olmustur. Metformin bu duruma 6rnek
gosterilebilir. Yapilan arastirmalarla 800’den fazla bitkinin antidiyabetik etki
gosterdigi bulunmus, bunlardan 400°’den fazlasinin ise kan sekeri duzeyini
ayarladigi belirlenmistir. Bu Urunlerden bazilari antioksidan 6zellidi ile glukoz

ve protein metabolizmasi bozuklugunu Onler. Bazilari ise insulin
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salgilanmasini uyararak veya atiimini baskilayarak etki gostermektedir
(Baytop 1999, Yuan ve Bieber 2003, Rout ve ark. 2008, Patel ve ark. 2012,
Singh ve ark. 2016).

2.2. Kurkumin

Zerdecgal (curcuma longa), zencefil ailesine ait olup, boyu 1 metreye
kadar uzayabilen, gévdesi kalin, yasam slresi uzun olan bitkilerdendir. Genis
ve duzgun olmayan yapraklara, beyaz cgigeklere, turuncu duzensiz bir koke
sahiptir. Turkiye'de hint safrani, zerdagav, zerdegop, sari boya, safran koku
gibi isimleri olan bitkinin ana yeri Guney Asya’dir. Daha ¢ok Cin ve Hindistan
gibi tropikal iklimli topraklarda kolay yetisir. Zerdegal curcuminoidlerden
(curcumin, bisdemethoxycurcumin, demethoxycurcumin) olusur. Kurkumin
ise bu bitkinin % 3-5'lik kismini olugturan, sari-turuncu rengini veren ve
kokunden elde edilen etkin bilegenidir (Altern Med Rev 2001, Aggarwal ve
ark. 2007, Demircioglu ve ark. 2007, Coban ve Patir 2010, Esatbeyogdlu ve
ark. 2012).

Yaklasik olarak 5000 yillik ge¢cmisi olan kurkumin yakin zamana kadar
literatire girmemigtir. 1800 yillarda Avrupall bir aragtirmaci tarafindan
ekstrakti bulunan kurkumin son 20 yilda ¢alismalara yon vermistir. Ayurveda
olarak bilinen Hint tip bilminin ana maddesi olan kurkumin 2013 yilinda
Amerika Besin ve ilag idaresi (FDA) tarafindan GRAS (genel olarak giivenilir-
zararsiz kabul edilen) ismiyle duyurulmustur. Su an didnya genelinde ilag,
hap, kapsul, pomad, kozmetik, tekstil, gida boyasi, bazi gazli iceceklerde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Ulkemizde 16. ylzyilda kullaniimaya baslanan
zerdecal, gida boyasi olarak zerde tatlisinda degerlendirilmistir. ilk olarak
tekstilde kullanilsa da su an yaygin olarak kori baharati icerisinde kullanilir
(Ercan 2012, Aggarwal ve ark. 2013, Gupta ve ark. 2013, Shehzad ve Lee
2013, Rahimi ve ark. 2016).

Etken bir maddenin vucutta yararlanilabilme orani o maddenin
emilimine, ¢ozunurlugune, stabilitesine baghdir. Kurkuminin biyokimyasal

formili Cy1H2006 seklindedir. iki kismi vardir: enol ve keto. Enol kismi
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cogunlugunu olustur ve pH’si 8 civarindadir. Keto kisminin ise pH’si 7’nin
altindadir. Kurkumin, bazik durumlara karsi etkisizlesir. Suda ¢ézunmeyip,
etanol, aseton gibi kimyasallarda ¢6zunUr (Araujo ve Leon 2001). Birgok
biyolojik etkisine ragmen bu durumlar kurkuminin vicutta tam olarak
yararlanilmasina engel olur ve tedavilerde kullaniimasinda en buyluk negatif
etken budur (Mohanty ve Sahoo 2010, Tapal ve Tiku 2012).

Kurkumin, yapilan galismalarda hem oral hem de intraperitoneal (ip)
enjeksiyon yoluyla verilmistir. Oral verildiginde emilimin daha az oldugu
gOrulmustir. Kurkumin emilimi sirasinda bagirsakta tetrahidrokurkumine
donlgUr oradan tim vicuda yayilir. Oral alindiginda % 75’i digkiyla atilir. Bu
durum ip enjeksiyonda da aynidir. Sadece % 11’lik kismi safradan koopere
bir sekilde atilir (Khopde ve ark. 2000, Maheshwari ve ark. 2006).

2.2.1. Kurkuminin Biyolojik Etkileri

Zerdecal diger adiyla tumeric olarak da anilan baharat mutfak, tekstil,
kozmetik, sanayi gibi birgok alanda kullaniimasinin yaninda terapdotik etkisi
de bulunan biyolojik ve farmakolojik yonden aktif maddedir. Antioksidan,
antikoagulan, antidiyabetik, antifungal, antimikrobiyal, antienflamatuar,
antialerjik etkisinin yaninda kanseri ve kalp hastaliklarini énledigi yapilan
¢alismalar sonucunda gorulmustur. Kansere karsi koruyucu ve tedavi edici
etkisi kanitlanmigtir. Ayrica ilerlemis kanser vakalarinda ise yaradigi ve
kanser tedavisinde etkili olan radyoterapi ve kemoterapinin olumsuz etkilerini
azalttigr goézlemlenmistir. Radyoterapi ile birlikte alindiginda tedavinin
etkinligini ve iyilesme hizini arttirdigi soylenmigtir. Besin dgelerindeki
antioksidan, antiage ve kansere karsi koruyucu etkinligini gdsteren parametre
olarak tanimlanan oksijen radikali emme kapasitesi (ORAC) zerdecgalda
44.776 oraninda bulunmaktadir. Kurkuminin icerigindeki fenolik ve metilonik
bilesiklerle serbest radikallerin reaksiyonlarini azaltarak veya durdurarak
oksidasyonun neden oldugu hasarlari 6nler. Bu sekilde gosterdigi antioksidan
Ozelligiyle E ve C vitamini ile kiyaslanacak kadar gugli olan zerdegal
antioksidan baharatlar arasinda da en onde gelenlerdendir (Pandya ve ark.
2000, Wright 2002, Sharma ve ark. 2005, Maheshwari ve ark. 2006, Anand
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ve ark. 2007, Akpolat ve ark. 2010, Zhou ve ark. 2011, Talero ve ark. 2012,

Karaman ve Koseler 2017).

Kurkuminin biyolojik etkilerinde (yara iyilegtirici, antienflamatuar,
antimutojenik, antiviral, antibakteriyel, antifungal, antianjiojenik, antioksidan,
antimetastatik, = immunmodulatér,  noéroprotektif)  growth  faktoérlerin,
transkripsiyon etkenlerin, protein kinaz ve cesitli enzimlerin rol aldigi
sOylenmektedir. Cesitli gidalarla alinan kurkuminin lipit ve karbonhidrat
sindiriminde rol alan enzimleri ¢cogaltarak kolesterol gibi hastaliklari tedavi
ettigi belirtilmigtir. Ayrica cesitli mide ve karaciger hastaliklarinda da etkili
oldugu gorulmustir (Kositchaiwat ve ark. 1993, Maheshwori ve ark. 2006,
Aggarwal ve ark. 2007, Pari ve ark. 2008).

Son yapilan galigsmalar kurkuminin gesitli organlar da antienflamatuar
etkisini kanitlamigtir. Jurenka’nin yapmis oldugu calismada fareler Gzerinde
karrayen ile 6dem olusturularak antienflamatuar durum goézlemlenmistir.
Farelere 48 mg/kg miktarinda kurkumin uygulanmistir. Bunun sonucunda
odemin % 50 oraninda geriledigi tespit edilimistir. Farelere ayni sekilde
kortikosteroid uygulanmis ve benzer durumlar goérulmuastur (Aggarwal ve
Harikumar 2009, Jurenka 2009). Yine yapilan baska bir calismada Siddiqui
ve arkadaslari, akut bobrek yetmezligi olan enfektif ratlara 3 gin boyunca
kurkumin uygulamig ve bunun sonucunda enfeksiyonun azaldigi, bobreklerin

islevlerini yaptigi gézlemlenmistir (Siddiqui ve ark. 2006).

Cesitli in vivo galismalarda da kurkuminin alzheimer gibi noérolojik
hastaliklar Uzerinde farkli mekanizmalarla (oksidatif stresi, doku hasarini,
inflamasyonu, amiloid ve AR plaklari azaltmak) tedavi edici etkisi gértlmusttr
(Cole ve ark. 2007).

Kurkumin modern tipta diyabet, romatizma, anemi, 6dem, yara
iyilesmesi, ateroskleroz, miyokard infarktlisu, sinUzit, hemoroid, anoreksi,
karaciger hastaliklari, hepatit, inflamasyon, Uuriner sistem hastaliklari,

Oksuruk, hazimsizlik, cilt hastaliklari, sedef hastaligi, histeri gibi durumlarda
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kullaniimaktadir (Warunyoupalin 2007, Wongcharoen ve Phrommintikul
2009).

Kurkuminin biyoyararlanimi sinirh olsa da yan etkisi yoktur ve
hicrelere zarar vermez (Hatcher ve ark. 2008). Birgok toplumda diyetle
yuzyillar boyunca her gun alinmasina ragmen toksisite gortlmemistir. Bir
ilagtan istenebilecek pek c¢ok etkiye sahip olup, kolay ulasilabilir olmasi ile
cesitli hastalik ve patolojik durumlarda onleyici ve tedavi edici olarak
rahatlikla kullanilabilir (Ammon ve Wahl 1991, Cole ve ark. 2007).

2.2.1.1. Kurkuminin Antidiyabetik Etkisi

Kurkumin, 1972 yilindan beri plazmadaki glukoz, kolesterol, trigliserid
seviyelerini ayarladi§i icin diyabet tedavisinde kullaniimistir. Kurkuminin
diyabetin neden oldugu semptomlarinin yaninda komplikasyonlarini da
(n6ropati, nefropati, diyabetik yaralar, testiskiler bozukluklar gibi) onledigi
gOrulmustir (Warunyoupalin 2007, Aggarwal 2010, Zhang ve ark. 2013).
Kurkuminin antidiyabetik etkisi cesitli mekanizmalarla aciklanmistir. insdilin
direncine neden olan tumaor nekroz faktért (TNF) ve nikleer faktorl kappa B
(NF-KB) gibi transkripsiyon faktorlerini baskilayarak tip 2 DM’'de etkili oldugu
kanitlanmistir (Zhang ve ark.2013). Bazi arastirmalarda kurkuminin insulin
salinimini uyardigi sdylenmistir. Wickenberg ve arkadaslari, 14 saglkh
insana belirli periyotlarda agizdan kurkumin vermistir. Zaman zaman instlin
duzeyleri dlgulen bu insanlarin insulin oranlarinda artig oldugu belirlenmistir
(Wickenberg ve ark. 2010). Bir diger g¢alisma, kurkuminin peroksizom
proliferator aktive reseptor gama’yl (PPAR-gama) baskilayarak hiperglisemiyi

onledigi bulunmustur (Nishiyama ve ark. 2005).

Babu ve Srinivasan’nin yaptigi bir calismada streptozotosin (STZ) ile
diyabet yapilan sicanlarda kurkuminin hiperlipidemiyi 6nleyerek kolesterol

olusumunu engelledigi gértlmastur (Babu ve Srinivasan 1997).

Yu ve arkadaslar tarafindan diyabetin neden oldugu kardiyovaskuler
komplikasyonlara kurkuminin etkisine bakiimistir. Ratlara diyetle beraber 100

ya da 200 mg/kg/gun kurkumin verilerek kardiyak histolojisi ve patolojisi
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incelendiginde  apoptotik  hulcrelerin  ve  oksidatif stresin  azaldigi

g6zlemlenmistir (Yu ve ark. 2012).
2.3. Testis

Erkek genital sistemini; steroidogenez ve spermatogenez gibi baslica
iki gorevi olan testisler, testis igi ve digl genital kanallar (tubuli rekti, rete
testis, duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens ve duktus
ejekulatoryus), yardimci genital bezler (seminal vezikll, prostat, bulbodretral
bezler) ve spermay! digariya ileten penis meydana getirir (Esrefoglu 2009,
Erglin 2016).

2.3.1. Testisin Geligimi

Déllenme sirasinda embriyonun cinsiyeti belirlenir fakat gonatlarin dis
goérunimu 7. haftadan itibaren sekillenmeye basglar. Eseyin belirlenmesini
saglayan yapi, sex belirleyici bolge (SRY) Ustindeki testis determinating
factordur (TDF). Ureme organlari mezoderm, mezenkim (embriyonik bag
doku) ve primordiyal germ hucreleri gibi G¢ farkh yapidan olusur. TDF
tarafindan 7. haftada testis gelisimi olur. Tubulus seminiferus kontortuslarin,
rete testis ve tunica albuginea sekillenir. Tubulus seminiferus kontortuslardaki
embriyonik bag dokusundan ilk dnce Leydig hucreleri ve bag dokusu olusur.
Leydig hucreleri tarafindan 8. haftada testosteron ve androstenedion yapilir
ve testosteron 8-12. haftalarda en Ust sinirina ¢ikarak dig genital organlari ve
Wolffian kanalini sekillendirir. Uterus icindeki 5. haftada mezonefrik ve
paramezonefrik olmak Uzere iki kanal bulunur. Tubulus seminiferus
kontortuslarda Sertoli hucrelerinden en fazla salgilanan hormon olan
antimdllerian hormon (AMH) ile paramezonefrik kanal gerileyerek 7. haftada
kaybolur. Antimullerian hormonun varligi ise ergenlige kadar devam eder
sonrasinda azalarak kaybolur. Mezonefrik kanaldan duktus epididimis,
duktus deferens, duktus ejekulatoryus ve seminal vezikll olusur.

Spermatogonyum ise testisteki primordiyal germ hicrelerinden koken alir.

Testisler 26. haftadan itibaren inguinal bolgeye kayarlar. 7.ayda artik

tamamen skrotum icerisindedirler. Bu sure uzayarak 1 yasi bulabilir
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(Junqueira ve Carneiro 2006, Tipta Uzmanlik Sinavi Egitim Merkezi, TUSEM
2015).

2.3.2. Testisin Histolojisi

Testis, vucut disinda yer alan, dartos kasindan zengin, yag dokusu
olmayan, funikulus spermatikus ile asili skrotum iginde iki adet bulunan erkek
esey hucrelerinin  Uretildigi organdir. Testis, sperm ve testosteron
salgilayarak hem fétal hem de embriyonik dénemde sekstel fonksiyonlarin
gelisimi, ayni zamanda puberte doneminde fiziksel géorunim ve davraniglarin
duzenlenmesini saglar. Testisler, 26. haftadan itibaren inguinal bdlgeye
kayarlar. Artik 7. aydan itibaren tamamen skrotuma yerlesirler. Bazi kigilerde
bu durum 1 yasinda tamamlanir. Testosteron salgilanmasini etkilemese de
spermatogenezin devami igin testisin skrotumda bulunmasi sarttir. Buranin
sicakligr vucut isisindan 2-3 derece daha azdir. Testis skrotuma inerken
peritondan koken alan bag dokudan olusan bir zari da kendi ile beraber
getirir. Tunica vaginalis adini alan bu kese igte, testisi saran tunica
albugineanin bazi kisimlarini érter (lamina visseral), dista ise skrotumu sarar
(lamina pariyetal). Tunica albiginea testisin arkasina dogru kalinlasarak,
batin damarlarin ve kanallarin girip ¢iktigi mediastinum testisi meydana
getirir. Mediastinum testis, septula testis denen uzantilar gondererek testisi
250-300 civarinda birbiriyle baglantili lopguklara ayirir. Lopguklarin her
birinde ise sayisi 1-4 arasinda dedisen Leydig (interstisyel) hucrelerle
desteklenen tubulus seminiferus kontortuslar bulunur (Ross ve Pawlina 2014,
TUSEM 2015, Ergin 2016, Mescher 2019).

2.3.2.1. Tubulus Seminiferus Kontortus ve Yapisini Olusturan Hiicreler

Tubulus seminiferus kontortuslar ¢ok katli fibroblast tabakasindan
olusan, bag dokusu kilifi tunika propria, hatlari gayet dizgin bazal lamina ve
hatlari duzglin olmayan seminifer epitelden olusur. Tubullerin kesitleri
incelendigi zaman epitelde farkli asamalardaki germ hucreleri ve onlari
destekleyen Sertoli hucreleri gorinur. Bu germ hucrelerine spermatogenik

hicre denir. Ergenlikten sonra ¢ogalmayan Sertoli hiicreleri, blylk c¢ekirdek
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ve c¢ekirdekcige sahip olup, prizmatik veya pramidal sekliyle bazal
membrandan sitoplazmasini bosluga kadar gondererek tubulus seminiferus
kontortuslarin duvarini meydana getirir. En énemli gdrevleri birbirlerine yan
taraflarindan siki bir sekilde tutunarak kan-testis bariyerini olusturmaktir. Yan
taraflarinda gap junction denen olugsumlar mevcuttur. Boylece bu bariyer
sayesinde toksik maddeler spermatogenik hucrelere ulagsmayarak yapilarini
bozmayacaktir. Kan-testis bariyeriyle tubulus seminiferus kontortuslar ikiye
boélinir. Spermatogonyumlar ve primer spermatositler bazal kompartman
boliminde, sekonder spermatositler ve  spermatidler  adluminal
kompartmaninda yer alir. Sertoli hucrelerinin birgok gorevi olup asagidaki
tabloda 6zetlenmistir (Artan 1988, Junqueira ve ark. 1998, TUSEM 2015,
Ergun 2016, Mescher 2018).

Kan - Testis Bariyeri
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Sekil 2.2. Kan Testis Bariyeri
(https://www.google.com/search?rlz=1C1KMZB enTR570TR571&biw=1366&bih=657&tbm=i
sch&sa=1&ei=kpg4XL2zHcCelfAPis2u4A4&q=kan+testis+bariyeri+&oq=kan+testis+bariyeri
+&Qgs _1=imq.3..0i30j0i2414.37421.39310..39694...0.0..0.494.2230.0j7j2j1j1......1....1..gws-wiz-
img.050Q1b3sDz-s#imgrc=nlUSWdQMIwW5RDM: Erigim tarihi: 18.03.2019)
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Gorevi

Ozelligi

Kan-testis bariyerini olusturur

Birbirlerine yanlardan sikica baglanirlar

Spermatogenik hiicrelere destek verir

Beslenmelerine aracilik edip, korurlar

Fagositoz yapar

Olusan sitoplazma atiklarini ve

Ostrojenleri fagosite ederler

Sex hormonlarini salgilar

Testosteron sentezler

Andojen baglayici globdlin salgilar

Spermatogenik hticrelerin gevresinde

fazla olan testosteronu tutar

inhibin yapar

FSH salgilanmasini inhibe eder

Antimulleriyan hormon salgilar

Paramezonefrik kanallarin gerileyerek

kaybolmasini saglar

Spermiyogenez icin gerekli kosullari

Testikuler transferrin salgilar olusturur

Fruktozca fazla olan liminal sivi yapar Spermlerin besin ihtiyacini karsilar

. Leydig ve Sertoli hiicreleri arasinda
lligki kurar . T
protein salgisiyla iletisimi saglar

Tubulus seminiferus kontortuslarda Sertoli hlcreleri disinda yer alan
spermatogonik hicreler, surekli bolinme gegiren farkl ilerleme asamasindaki
hicrelerdir. Son olarak haploid yapidaki spermatozoonlar olusur. Bu
asamalarin hepsine birden spermatogenezis denir. Spermatogenezis U¢
asamada gerceklesir: Goniyogenezis, spermatositogenezis,
spermiyogenezis. insanlarda spermatogenezisin tamamlanmasi 9 haftayi
bulur. Spermatogenezis, fotal donemde primordiyal germ hucrelerinden
koken alan bazal membranin hemen Ustunde yer alan kuguk vyapil
spermatogonyumlarin ¢gogalmasiyla baslar. Spermatogonyumlarin A tipi (kdk
hicre) ve B tipi (progenitdr hicre) olmak Uzere iki tipi vardir. B tipi cesitli

asamalardan gegip ayrimlasarak mayoz boélinmeye en Once giren primer
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spermatositleri olustururlar. ilk mayoz bélinmeden hemen sonra sekonder
spermatosit denilen hucreler olusur ve hemen ikinci mayoz bolunmeye
girerler. S fazi olmadigindan dolay! testis kesitlerinde en az goérinen
hicrelerdir. ikinci mayoz boéliinme sonucunda bdlinme kabiliyeti olmayan
spermatidler olugur. Bu asamadan sonra spermatidin farklilagarak
spermiyuma donustigu, 60-64 gun kadar bir surede tamamlanan
spermiyogenez agsamasl baslar. Bu agsamanin sonunda doéllenme yetenegi
olmayan spermiyumlar olusur ve tubulus seminiferus kontortuslarin limenine
atilir. Spermiyum disi genital sisteminde hareket etme yetenedi kazanarak
fertil duruma gelir (Artan 1988, Junqueira ve ark. 1998, Esrefoglu 2009,
TUSEM 2015, Ergiin 2016).

Tubulus seminiferus kontortuslar testisin posterior kisminda daha diz
yapil tubulus seminiferus rektuslari olusturur. Bu diz yapili tubuller 6n tarafta
sonlanir rete testis denen kanala baglanir. Oradan duktuli efferentes ve
duktus epipidimisin (spermlerin depo yeri) ilk kismina baglanir (Junqueira ve
ark. 1998, Ergun 2016).

Acrosomal granule Acrosomal vesicle Acrosomal cap Acrosome

Centrioles Mitochondrion

/Resndual bodies

Mnocho\ndna Acrt;some
E—— m—.______%ﬁ' 3 < g
— < 4 A
5um . 50 um 5um X /Sum
End piece o Principal piece Middle piece Head

Sekil 2.3. Spermiyogenezin Sematik Goérinimi (Junqueira ve Carneiro 2006)
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2.3.2.2. interstisyel Doku

Tubulus seminiferus kontortuslarin aralarini, kan damarlarinin ve
interstisyel hicre de denilen Leydig hucrelerinin bulundugu bag dokusu
doldurur. Yuvarlak veya sekilsiz goruntuleri olabilen Leydig hucreleri 6nemli
islevleri olan testosteron hormonunu salgilar. intrauterin dénemde annenin
hormonlarinin plesantaya gec¢cmesiyle salgilanan testosteron gebeligin
ortalarina dogru dinlenme donemine gecer. Bu dinlenme donemi ergenlik
dénemine kadar devam eder. intrauterin dénemde sentezlenmesi gonadlarin
gelisimi icin 6nemlidir. Ergenlik doneminde hipofizden salgilanan LH’in
uyarmasiyla tekrar salgilanmaya baslar ve yasam boyu devam eder (Artan
1988, Ross ve Pawlina 2014, Mescher 2018).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvani Materyali

Tim deneysel asamalari Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezinde, laboratuvar calismalar ise Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal’'nda
gerceklestirilen ¢alismamiz igin Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari Yerel
Etik Kurulu (KAU-HADYEK) tarafindan 26.03.2019 tarih ve 2019/40 numara
ile onay alindi. Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nden c¢alismamizda kullanmak igin hayvan temin edildi. Materyal
olarak kullanilan bu hayvanlar daha o6nce herhangi bir calismada
kullaniimayan 90 gunlik, ortalama 200-350 gr agirlikli Sprague Dawley cinsi
erkek ratlardir. Rutin olarak bakimlari yapilan (gunlik kafes ve suluk
temizligi) deney hayvanlari, standart fare kafeslerinde, 22+2 °C 1s1 ve % 5015
nem orani olan stabil bir ortamda tutuldu. Calisma boyunca klasik pelet yem
ile (Erzurum Bayramoglu Yem Fabrikasi A.$’den temin edilen) beslenip, yem
ve su (¢esme suyu) alimi serbest birakildi. 24 adet temin edilen ratlar her
grupta 6’sarli olacak sekilde kontrol, diyabet, diyabet+kurkumin ve sham
gruplari olmak Uzere 4 gruba ayrildi. Ratlara iki hafta stresince herhangi bir
uygulama yapilmayarak adaptasyonu saglanmistir. Adaptasyonu saglanan
bu ratlara ikinci haftanin sonunda uygulanan islemler Tablo 3.1.'de

gOsterilmisgtir.
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3.2. Deney Gruplari

Tablo 3.1. Deney Gruplari ve Uygulanan islemler

Deney Gruplarn | Deney Sayisi | Deneysel Uygulamalar

Kontrol Grubu (n=6) Herhangi bir uygulama yapilmamistir.

Tek doz sodyum sitrat ¢ozeltisi ip olarak
uygulandiktan 3 giin sonra diyabet+kurkumin
Sham Grubu (n=6) grubuna uygulanan oranda etanol ve izotonik
sodyum Klorlr ¢ozeltisi 21 glin boyunca herglin

ayni saatte ip olarak uygulandi. (pH: 4.5)

STZ (0.1M sodyum sitrat tamponunda ¢ézduruldu,
Diyabet Grubu (n=6) pH: 4.5) 50 mg/kg ip olarak tek doz uygulandi.

Bu grubu olugturan ratlar diyabet modeli
olusturulduktan (tek doz 50 mg/kg STZ ip olarak
Diyabet+Kurkumin (n=6) uygulandi) 3 guin sonra, kurkumin etanolde
¢o6zdurllip izotonik sodyum klortir soliisyonu ile

sulandirilarak 21 giin boyunca herglin ayni saatte

ip olarak uygulandi.
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Resim 3.1. Sprague Dawley Cinsi Erkek Ratlar

3.3. Streptozosin ile Diyabet Olugturulmasi

Birgin onceden 6 saat a¢ birakilan diyabet ve diyabet+kurkumin
grubunun kan sekeri (vital plus marka olgim cihazi ile) ve agirliklari dlguldd.
Sonrasinda STZ (Sigma-Aldrich), 4.5 pH’ya sahip olan 0.1M sodyum sitrat
tamponunda ¢ozdurulerek ratlarin agirliklarina gére 50 mg/kg oraninda
insulin enjektoru ile ip olarak uygulandi. Kullanilacagi gune kadar -20 °C’de
saklanan STZ, karanlik bir ortamda, buz akusu esliginde hazirlandi ve
uygulandi. Ayni sekilde 6 saat a¢ birakilan sham gubunun da kan sekeri ve
agirhklar olguldukten sonra 0.1M sodyum sitrat hayvanlarin agirliklarina gore
ip olarak uygulandi. Kontrol grubundaki ratlar ise a¢ birakildiktan sonra kan

sekeri ve agirlik 6lgimu yapilip herhangi bir uygulama yapilmamistir.
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3.4. Kan Sekeri Olgiimii

Deneysel c¢alismada kullanilan butan ratlarin aghk kan sekerleri
kuyruk venlerinden alinan kanla 0, 3, 7, 14 ve 21. gunlerde 6 saalik aglik
sonrasi glukometre cihazi ile 6lglldl. STZ uygulandiktan 72 saat sonra (3.
gun) aclik kan sekeri (Gomez ve Barros 2000) 200 mg/dl'den ylksek olan
hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi (Eidi ve ark. 2009).

Resim 3.2. STZ Uygulanan Gruplarin Kan Sekeri Sonuglari

3.5. Viicut Agirhiklarinin Olgiimii

Batan gruplardaki ratlarin agirliklart 0, 3, 7, 14 ve 21. gunlerde dijital
terazi (Precisa-XB220A) ile 6lguldu ve kaydedildi.

3.6. Kurkuminin Uygulanmasi

STZ uygulanmasindan 72 saat sonra diyabet+kurkumin grubundaki
ratlarin kan sekeri 6lgim sonuglarina gore diyabet olan hayvanlara kurkumin
(Sigma-Aldrich) enjeksiyonuna baslandi. 21 gin boyunca her gun ayni saatte
hazirlanip uygulanan kurkumin hassas terazide tartildiktan sonra etonelde
¢Ozduralup, izotonik sodyum Kklorlr ile sulandinidi. Hazirlanan bu karisim

ratlara (100 mg/kg oranda) ip enjeksiyon yoluyla verildi.
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Sham grubundaki ratlara 21 gin boyunca etanol ve izotonik sodyum

klorirden hazirlanan solisyon ip enjeksiyonla uygulandi.

3.7. Testis Dokularinin Alinmasi ve Histolojik Calismalar igin Dokularin

Hazirlanmasi

Deneysel calismanin sonunda (STZ uygulandiktan 24 gun sonra),
batin gruplardaki ratlar 6 saat a¢ birakildiktan sonra kan sekeri ve canli
agirliklari  o6lguldi. Sonrasinda eter anestezi uygulanarak, servikal
dislokasyonla oOtenaziden sonra ratlarin testis dokulari alindi. Sag ve sol
testislerin agirliklari hassas terazide ayri ayri olguldukten sonra sol testis iki
esit parcaya bolinerek % 10’luk formaldehit solisyonuna koyuldu.
Fiksasyondan sonra doku takip protokoline baslandi. Ardindan dokular
parafinde bloklandi. Parafin bloklardan krom alum jelatinle kaplanan lamlara

5 um kalinhginda kesitler alindi.
3.8. Histolojik incelemeler

Dokularin histolojik olarak karsilastirimasi ve degerlendiriimesi igin
Crossman’in ugli boyamasi (Triple boyama), Hemotoksilen-Eosin (H&E) ve
Periyodik Asit Shiff (PAS) boyama teknikleri kullanilarak boyamalar yapildi.
Entellan ile kapatilan preparatlar isik mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan)

incelendi ve fotograflandi.
3.9. immunohistokimyasal Metot

GLP-1R’nin testis dokusundaki immunohistokimyasal dagilimini
degerlendirmek icin Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) yontemi
kullanildi. Tium hayvan gruplarina ait bloklardan krom alim jelatinle kaplanan
lamlara 5 pum kalinhginda kesitler alindi. Kesitler, deparafinizasyon ve
dehidrasyon prosedirlerinden sonra endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek igin distile suda hazirlanmis % 3’lik hidrojen peroksitte (H2052)
15 dk bekletildi. Bu islemden sonra fosfat buffer saline (PBS) (0.1M, pH: 7.2,
3x5) ile yikanan dokular antijenleri ortaya ¢ikarmak amaciyla 10 dk boyunca
sodyum sitrat buffer (pH: 6.0) sollisyonun iginde mikrodalga firrnda 600



27

watt'da 1s1 uygulamasi yapildi. ABC yontemi igin Anti-polyvalent HRP kit
(Thermo Scientific, TP-125-HL) kullanildi. Mikrodalgadan cikarilan lamlar
PBS’e alinip (3x5) yikandiktan sonra spesifik olmayan baglanmalari
engellemek icin kit icerisinde bulunan Ultra V Blok serumdan damlatilarak 10
dk boyunca bekletildi. Surenin bitmesiyle PBS’e alinan dokular sonrasinda
kurulanarak Uzerine PBS ile dilue edilmis anti-GLP-1R antikoru
(abcam:188602 (1:250 dilisyon oraninda)) damlatildi. Nemli bir kutunun
icinde 1 saat boyunca inklibasyona birakildi. Primer antikorun
inkibasyonundan sonra tekrar PBS’e alinan kesitlere kit igerisinde bulunan
biotinlenmis sekonder antikor (Goat Anti-Rabbit) damlatildi ve 30 dk boyunca
nemli bir ortamda inkiibe edildi. Hemen sonra PBS’e alinan dokular iyice
yikandiktan sonra yine kit igerisindeki streptavidin horse radish peroksidaz
uygulanarak nemli ortamda 15 dk tutuldu. PBS ile yikanan kesitlere
reaksiyonu ac¢iga cikarmak igin diaminobenzidin-hidrojen peroksidaz (DAB-
H,0,) damlatildi. immunoreaktivitenin agiga cikmasiyla distile su ile iyice
yikanan kesitler zit boyama igin Mayer's hemotoksilenle boyandi. Ardindan
dokular dereceli alkoller ve xylolden gecirildikten sonra entellan damlatilarak
lamel ile kapatildi. Olusan GLP-1R immunoreaktivitesinin spesifik olup
olmadigini degerlendirmek amaciyla negatif kontrol icin alinan kesitlere
primer antikor damlatilmadan diger agsamalar ayni sekilde uygulandi. Son
olarak bitlin gruplara ait preparatlar 1sik mikroskobunda degerlendirilerek her
kesitte rastgele 40 adet tubulus seminiferus kontortus reaksiyonun yogunlugu
ve dagilimi yénunden incelendi, reaksiyonun yogunluguna gore semikantitatif
metotla derecelendirme yapilip istatistiksel karsilastiriima yapildi ve dokular
fotograflandirildi. Tablo 3.2.de istatistiki analiz icin kullanilan sayilar

gosterilmigtir
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Tablo 3.2. GLP-1R immunreaktivitesini Derecelendirme

Dokudaki Reaksiyon Orani Kullanilan Simgeler
Cok yodun reaksiyon var 3 (++4)

Orta derecede reaksiyon var 2 (++)

Zayif reaksiyon var 1(+)
Reaksiyon yok 0

3.10. istatistiksel Yontemler

Calismamizda istatistiki bulgulari elde etmek igin package for the
social sciences (SPSS) (16.0) programi kullanildi. istatistiksel analizlerde
oncelikle gruplar bazinda degigkenlere ait ortalama, standart sapma, standart
hata, minimum ve maksimum degerlerine yer verilmigtir. Daha sonra gruplara
ait ortalamalar arasindaki farkin anlamli olup olmadigi denenmis, son olarak
anlamh fark tespit edilen gruplara coklu karsilastirma analizi yapilmistir.
Calismada yer alan butin analizler %95 glven araliginda sinanmistir.
Gruplar arasi istatistiki karsilastirmalar igin one-way ANOVA ve Duncan testi
baz alind1.
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4. BULGULAR

Deneysel calismamiz sirasinda kaydettigimiz bilgiler dogrultusunda
tum gruplarin canh agirliklari, testis agirhklari ve tubulus seminiferus
kontortuslarda GLP-1R’nin reaksiyon yogunlugu istatistiksel olarak
degerlendiriimis ve yorumlanmistir. Ayrica testis dokusuna ait histolojik ve

immunohistokimyasal bulgulara yer verilmigtir.
4.1. Canh Agirhik istatistik Sonuglari

Calismamizda kullanilan ratlarin canh agirliklarina 0, 3, 7, 14 ve 21.
gunlerde bakiimistir. Kaydedilen bu verilere gore istatistiki degerlendirme

yapilmis ve grup i¢inde karsilastirma ile yorumlanmigtir.

Tablo 4.1. Gruplara Ait Canli Agirlik istatistikler Tablosu

Gruplar | N 0. Giin 3. Giin 7.Giin 14. Giin 21. Giin
Kontrol | 6| 208,9+21,4% | 197,3+20,5° | 237,5+31,8® | 248,3£39,3% | 291%33,6"
Sham 6| 252,5t64,2 278,1164,3 294,6+44 297,3+49 311,1148,6
Diyabet | 6| 261,6+20,1 234,3+34,7 247,8+40,4 259,5+49,8 | 281,8+43,2
DM+KUR | 6| 359,6+59,8 341,359 305,545 307,6+47,7 | 306,8+49,7

Kontrol grubuna ait canli agirliklari incelendigi zaman 0, 3, 7, ve 14.

gunler arasindaki ortalamalarda istatistiksel olarak anlaml bir fark gértlmedi.
21. gune ait ortalamada ise anlamli bir artis goézlendi (P: P degeri, P<0,05,
a,b: Ayni satirda bulunan istatistiksel olarak 6nem tasiyan ortalamalari

gOstermektedir).

Sham grubuna ait canli agirlik istatistiki sonucu incelendiginde grup

icinde anlaml bir fark olmadigi gérulda (P: P degeri, P<0,05).

Diyabet grubuna ait kaydedilen canli agirlik ortalamasinda gunlere
gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadidi goéruldi (P: P degeri,
P<0,05).
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Diyabet+Kurkumin grubuna ait yapilan istatistiki degerlendirmede
gunler arasi canli agirlik ortalamasinda anlamli bir fark gortilmedi (P: P
degeri, P<0,05).

4.2. Testis Agirliklarinin istatistiki Sonuglari

Kontrol, sham, diyabet ve diyabet+kurkumin grubunda yer alan
ratlarin testis agirliklarina ait analiz sonuglarina bu boélimde yer verilmigtir.
Deneysel asamanin 21. gununde butin gruplara ait hayvanlarin sol testis
agiigi olguldukten sonra kaydedilmistir. Bu verilere gore yapilan istatistiksel
analizden yola ¢ikarak gruplara ait testis agdirlik ortalamalari arasindaki farkin
anlamli bulunmadigini séylemek miamkindir (P: P degeri, P<0,05, Mean:

Sol testis agirligi (g), SD: Standart sapma).

Tablo 4.2. Gruplar Arasi Testis Agirliklarina Ait istatistikler

Tablosu
Gruplar N Mean*SD P
Kontrol 6 1,77£0,25
Sham 6 2,24+0,41
: 0,262
Diyabet 6 2,03+0,32
Diyabet+Kurkumin 6 2,06+0,54

4.3. Histolojik Bulgular

Kontrol, sham, diyabet ve diyabet+kurkumin grubuna ait hazirlanan
tum preparatlar 1sik mikroskobunda incelendi. Testis dokusunun genel
gOrinimunu degerlendirmek icin Triple ve Hematoksilen & Eosin boyamalari

incelendi.

Kontrol grubuna ait hayvanlarin testis dokularindaki tubulus
seminiferus kontortuslarin ve bunlar igerisinde bulunan spermatogonyum,
primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatidler ile bunlari
destekleyen Sertoli hicrelerinin morfolojik olarak alisilagelmis yapida oldugu

goruldd. Tubulus seminiferus kontortuslarin arasindaki intersitisyel alanla,
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burada bulunan Leydig hicrelerinin, lenf, kan damarlarinin ve tunica

albugineanin sinirlarinin normal oldugu gézlemlendi (Resim 4.1.).

Sham ve diyabet+kurkumin grubuna ait preparatlar incelendiginde de
kontrol grubuna benzer sekilde go6zlenen bulgulara rastlandi. Tubulus
seminiferus kontortuslarin ve burada bulunan farkh gelisim asamalarindaki
spermatogenik hucrelerin kontrol grubuna benzer, normal yapida olduklari
goruldi (Resim 4.2., Resim 4.3.).

Diyabet grubunda diger gruplara goére tubulus seminiferus
kontortuslarda dizensizlik (Resim 4.5.), epitel butinliginde bozulma ve
ayrilmalar goruldi. Hucresel boyutta spermatogenetik hicre hattinda, Sertoli
ve Leydig hucrelerinde histolojik olarak herhangi bir fark gérilmedi (Resim
4.4)).

Resim 4.1. Kontrol Grubu Testis Dokusu Histolojik Gorinimi. Ok: Tubulus Seminiferus
Kontortus Epiteli. Ok Basi: Tubulus Seminiferus Kontortus. Yildiz: Limen. Triple Boyama.
Bar: 200 pm.
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7 : ; S
Resim 4.2. Sham Grubunda Testis Dokusu Histolojik G6rtinimu. Ok: Tubulus Seminiferus
Kontortus. Ok Basi: Intersitisyel Alan. Yildiz: Limen. Triple Boyama. Bar: 200 ym.

Seminiferus Kontortus. Yildiz: Limen. Ok Basi: Damar. Triple Boyama. Bar: 200 pm.
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Resim 4.4. Diyabet Grubu Testis Dokusu Histolojik Goriinimi. Ok: Tubulus Seminiferus
Kontortus. Yildiz: Limen. Triple Boyama. Bar: 200 pm.
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Resim 4.5. Diyabet Grubu Testis Dokusu Histolojik Gérinami. Ok: Tubulus Seminiferus
Kontortus. H&E. Bar: 200 uym.
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Batin gruplara ait PAS boyamalari incelendiginde, hepsinde
spermatogenetik hucrelerin oturdugu, tubulus seminiferus kontortuslari saran
bazal membran acik bir sekilde goéruldi. Kontrol, sham, diyabet+kurkumin
grubunda histolojik olarak farkhlik gértilmedi (Resim 4.6., Resim 4.7., Resim

o

4.8.). Diyabet grubunda ise bazi hayvanlarda bazal membranin inceldigi ve

koptugu dikkati gekti (Resim 4.9).

7 > 7. T

Resim 4.6. Kontrol Grubu Testis Dokusu Histolojik Goéranimii. Ok: Tubulus Semiifru
Kontortus Bazal Membrani. PAS Boyama. Bar: 200 pym.
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Resim 4.8. Diyabet+Kurkumin Grubu Testis Dokusu Hitolojik Gorindmu. Ok: Tubulus
Seminiferus Kontortus Bazal Membrani. PAS Boyama. Bar: 200 ym.
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Resim 4.9. Diyabet Grubu Testis Dokusu Histolojik Gortinimi. Ok: Bazal Membrani. PAS
Boyama. Bar: 200 pym.

4.4, immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol, sham, diyabet ve diyabet+kurkumin grubuna ait ratlarin testis
dokularinda GLP-1R’nin immunohistokimyasal dagilimi incelendi. Yapilan
incelemelerde tim gruplarda immunoreaktivitenin ¢ogunlukla tubulus
seminiferus kontortus adi verilen kanallarda bulunan spermatogenetik hucre
hatlarinda oldugu goéruldid. Tubulus seminiferus kontortuslarda genel olarak
bazal kompartmanlarda yer alan spermatogonyumlar ile primer
spermatositlerde immunoreaktivitenin olmadidi goéruldu. Ayni sekilde Sertoli
hicrelerinde de immunoreaktivite gorulmedi. Bunlara karsilik tubulus
seminiferus kontortuslardaki adluminal kompartmanda yer alan sekonder
spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlarda ise GLP-1R
immunoreaktivitesinin oldugu goéruldd. Adluminal kompartmana ait olan bu
hicrelerde immunoreaktivitenin hiicre yizey membranlarinda oldugu goruldi
(Resim 4.10., Resim 4.11., Resim 4.12., Resim 4.13., Resim 4.14., Resim
4.15., Resim 4.16., Resim 4.17.).
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Resim 4.10. Kontrol Grubu Tsti okusu GLP-1R immunoreaktivit_esi Genel Gorinimda.
Ok: Bazal Kompartman. Cift Ok: Adluminal Kompartman. Ok Basi: Intersitisyel Alan. Bar:
200 pym.

Tubulus seminiferus kontortuslar arasinda yer alan Leydig ya da
intersitisyel hlcreler olarak da adlandirilan hicrelerde farkh yogunluklarda
GLP-1R immunoreaktivitesinin oldugu goéruldi. Leydig hicrelerinde gorilen
bu immunoreaktivitenin tubulus seminiferus kontortuslardaki spermatogenetik
hiucrelerde gorulen hucre membranindaki immunoreaktivitenin  aksine
sitoplazmik tarzda oldugu belirlendi. Tubulus seminiferus kontortuslarin dis
kisimlarinda bulunan peritibuler (myoid) hicelerde de immunorektivitenin

olmadigi goruldu (Resim 4.11.).
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Resim 411 ont l ‘ ) ' Ok:
Peritubuler Hicreler. Yildiz: Leydig Huicreler. Bar: 100 um.

Resim 4.12. Sham Grubu Testis Dokusu GLP-1R immunoreaktivitesi Genel Gériinimu. Ok:
Tubulus Seminiferus Kontortus. Ok Basi: intersitisyel Alan. Bar: 200 ym.



Resim 4.13. Sham Grubuna Ait Testis Dokusunda GLP-1R immunoreaktivitesi. Ok Basgt:

Reaksiyon Olmayan Primer Spermatositler. Ok: Reaksiyon Olmayan Spermatogonyumlar.
Bar: 100 pm.

Resim 4.14. Diyabet Grubu Testis Dokusu GLP-1R immunoreaktivitesi Genel Gérinimi.
OKk: Intersitisyel Alan. Bar: 200 um.
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Resim 4.15. Diyabet Grubuna Ait Testis Dokusunda GLP-1R immunoreaktivitesi. Ok Basi:
Reaksiyon Gorlinen Spermatidler. Ok: Reaksiyon Gortinen Sekonder Spermatositler. Yildiz:
Intersitisyel Alan. Bar: 100 um.

L . , : "' ?'l.h "‘ ? 3 L : v 2 = - v'»." : \4 —
Resim 4.16. Diyabet+Kurkumin Grubu Testis Dokusu GLP-1R Immunoreaktivitesi Genel
Gortndmu. Oklar: Leydig Hiicreleri. Bar: 200 um.
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Resim 4.17. Dyabet+Kurkumin Grbun Ait estis Dokusunda GLP-1R immunoreaktivitesi.
Ok: Reaksiyon Olmayan Primer Spermatosit. Ok Basi: Reaksiyon Olmayan
Spermatogonyum. Yildiz: Leydig Hucresi. Bar: 100 ym.

AL A - s

Resim 4.18. Diyabet+Kurkumin Grubuna Ait Sertoli Hiicrelerinin Gérinimi. Oklar: Sertoli
Hucreleri. immunohistokimyasal Boyama. Bar: 50 um.
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Testis dokusunu distan saran tunica albugineada GLP-1R
immunoreaktivitesi goértlmedi. Ayrica tubulus seminiferus kontortuslar

arasindaki intersitisyel alanda bulunan kan damarlarinda da genel olarak

immunoreaktiviteye rastlanmadi (Resim 4.19.).

Resi 4.19. Dyabet Grubuna it Tstis Doksunn Genel Gérﬁnﬁ. Ok: Tunica
Albuginea. Immunohistokimyasal Boyama. Bar: 200 ym.
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Tum gruplara ait testis dokularindaki GLP-1R immunoreaktivitesinin

spesifik olup olmadidini degerlendirmek ig¢in yapilan negatif kontrolde GLP-

1R immunoreaktivitesine rastlanmadi.

Resim 4.20. Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusu Negatif Kontrol Genel Goriinimd. Bar: 200
pm.
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4.4.1. GLP-1R immunoreaktivitesinin istatistiki Bulgulari

Calismamizda her hayvana ait 40 adet tubulus seminiferus kontortus
incelenip, GLP-1R yogunlugu skorlanmistir. Yapilan incelemeler ve istatistiki
degerlendirmeler sonucunda GLP-1R yogunlugu en ylksek olan grubun
diyabet+kurkumin grubu oldugu saptanmistir. Gruplar arasi karsilastirmada
GLP-1R’nin immunohistokimyasal yogunlugu bakimindan kontrol ve sham
grubunda anlaml bir fark bulunmazken, diyabet+kurkumin grubunda kontrole
goOre istatistiki olarak anlamli bir artis olmustur. Tablo 4.3.’de gosterilmistir (P:
P degeri, P<0,05, Mean: Tubulus seminiferus kontortuslardaki GLP-1R
immunoreaktivitesi, SD: Standart sapma, a,b: Ayni sutunda bulunan

istatistiksel olarak 6nem tasiyan ortalamalari gostermektedir).

Tablo 4.3. Gruplar Aras| Tubulus Seminiferus Kontortuslarda GLP-1R
Immunoreaktivitesinin Istatistiki Dagilimi

Gruplar N Mean*SD P
Kontrol 240 2,29+0,69°
Sham 240 2,39+0,59° 0,021
Diyabet 240 2,37+0,64°
Diyabet+Kurkumin 240 2,47+0,60°
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5. TARTISMA

Calismamizda, son zamanlarda onemi artan kurkuminin antidiyabetik
etkisini degerlendirmek amaciyla ratlarda diyabet modeli olusturularak 21 gun
boyunca ip enjeksiyonla kurkumin uygulanmistir. Uygulamanin ardindan
testis dokusunda GLP-1R’nin  immunohistokimyasal lokalizasyonu

incelenmigtir.

Calismalarda siklikla kullanilan kimyasal diyabet modelinde,
Langerhans adaciklarindaki B hucrelerinin yapisini bozan birtakim ilag ve
kimyasallar kullaniimaktadir. ilk olarak tek doz ile tamamen diyabet yapmak
icin alloksan gibi bilesikler kullanilsa da son zamanlarda daha ¢ok STZ
kullaniimaktadir. Suda ve etanolde kolayca ¢dzllebilmektedir. Dozu deneysel
calismalara gore kiloyla orantili olarak degismekte olup, eriskin ratlarda 40-
60 mg/kg oraninda kullaniimaktadir (Szkudelski 2001, Dinger 2004, Cabadak
2008).

STZ ile olusturulan kimyasal diyabet modelinde bircok organ gibi
testiste de buylk hasarlar olusmaktadir. Testikller agirlikta azalma,
disfonksiyon, sperm morfolojisi ve hareket yeteneginde bozulmalar, Sertoli ve
Leydig hucrelerinde islev bozukluklari, spermatogenik hucrelerde duzensizlik
gibi bircok hasar s6z konusudur. Bunun yaninda plazmadaki FSH,
testosteron gibi fertiliteyi etkileyecek hormonlarda azalma goérulmektedir.
Ayrica tubulus seminiferus kontortuslarda insilin, FSH, GLP-1
reseptorlerindeki dagihminin da azaldidi bildirilmistir (Ballester ve ark. 2004,
irtegiin ve Deveci 2016).

Diyabet ile ilgili calismalarda, deneysel diyabet modeli olusturmak igin
siklikla STZ kullaniimaktadir. STZ kullanarak diyabet yapilan calismalarda
farkh teknikler esas alinmistir. Blyukleblebici ve Karagul (2012), yaptiklari
calismada STZ'yi (Sigma Chemical Co, St. Louis Misoouri) 0.1M sitrat fosfat
tamponunda ¢ozdurerek 65 mg/kg oraninda Wistar Albino cinsi erkek ratlara
tek doz ip olarak uygulamistir. STZ uygulandiktan 3 glin sonra aglik kan
sekeri 250 mg/dI'nin Gzerinde olan ratlarin diyabet oldugunu belirtmiglerdir.
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Demir ve Yilmaz (2013) ise ¢alismalarinda Wistar Albino cinsi ratlara sitrat
tamponunda (pH 4.5) c¢ozdurulmus STZ'yi 45 mg/kg dozunda ip olarak
uygulamiglardir. 72 saatin sonunda ag¢ birakilan ratlarin kan sekerini Olgup,
140-200 mg/dl arasinda olanlar diyabet olarak kabul edilmistir. Yine Demir ve
Yilmaz'in (2014) yaptiklari farkh bir aragtirmada Wistar Albino cinsi erkek
ratlara, 0.1M fosfat-sitrat tamponunda (pH 4.5) hazirlanan STZ'yi 65 mg/kg
miktarinda ip yolla uygulanmis ve 72 saatin sonunda kan sekeri 250 mg/dl ve
yukarisi ¢ikanlarin diyabetik oldugunu belitrmiglerdir. Yegin ve Mert (2013),
calismalarinda kullandiklari Wistar Albino cinsi ratlara, sodyum sitrat
tamponunda ¢ozulmus STZ'yi 45 mg/kg dozunda ip olarak uygulamislardir.
Bu uygulamadan bir hafta sonra aglik kan sekeri 210 mg/dl'den ytksek olan
ratlari diyabet olarak kabul etmiglerdir. Sayillan (2008), calismasinda
kullandigi ratlara ilk olarak 65 mg/kg dozunda ip olarak STZ uygulamistir. Bu
oranla birgok hayvanin oldagund belirtmis, yeni ratlarla ¢galismaya devam
etmistir. Tekrar ettigi calismasinda ratlara 50 mg/kg dozunda STZ uygulamis
ve 72 saat sonrasinda aclik kan glukoz seviyesi 200 mg/dl’'den yiksek olan
hayvanlari diyabet kabul etmigtir. Biz de Sayilan’in (2008) galismasinda ve
benzer diger ¢alismalarda (Roy ve ark 2013) oldugu gibi deneysel materyal
olarak kullandigimiz ratlara 50 mg/kg dozunda tek doz ip olarak STZ enjekte
edip, 72 saatin sonunda aclik kan sekeri 200 mg/dl'den yuksek olan ratlar
diyabetik kabul ederek deneysel ¢alismaya dahil ettik (Sayilan 2008, Eidi ve
ark. 2009, Akkaya ve Celik 2010, Aktas ve ark. 2011, Roy ve ark. 2013).

Diyabetin testis dokusunda olusturdugu degisikliklerle ilgili birgok
calisma mevcuttur (Oztiirk ve ark. 2002, Altay ve ark. 2003, Kanter ve ark.
2012, Koroglu ve ark. 2014, irtegi]n ve Deveci 2016, Ozdedeli ve ark. 2017,
Aydogan ve Bingol 2018). Oztiirk ve ark. (2002) calismalarinda genel olarak
siddetli bir sekilde tubulus seminiferus kontortuslarin capinda kugilme
meydana geldigini belirtmiglerdir. Altay ve ark.lari (2003) vyaptiklari
calismada spermatogenetik hucrelerde sayica azalmanin mevcut oldugunu
ve tubulus seminiferus kontortuslarin bazal membranlarinda kalinlagsma
oldugunu belirtmislerdir. Kanter ve ark. (2012) diyabetik hayvanlarin testis

agirhginda ve germ hucrelerinde azalma oldugunu, tubulus seminiferus
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kontortuslarda atrofi oldugunu goézlemlemiglerdir. Koroglu ve ark. (2014)
diyabetik ratlarda hem vuacut agirliginin hem de testis agirhiginin azaldigini
belirtmislerdir. irtegiin ve Deveci'nin (2016) yaptiklari arastirmada genel
olarak spermatogenetik hiicreler ve Sertoli hiicrelerinin atrofik oldugunu, bazi
hucrelerde ise kisim kisim bozulmalar oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica
lumene dogru vakuollesmenin oldugunu da bildirmislerdir. Ozdedeli ve
ark.’lar1 (2017) yaptiklari arastirmada germ hucrelerinin azaldigini ve genel
olarak butunlUklerinin bozuldugunu gozlemlemislerdir. Aydogan ve Bingol
(2018) ise yaptiklan arastirmada kontrol, sham, diyabet gruplarina ait testis
dokusunda histolojik olarak anlamli bir fark olmadigini belirtmislerdir. Biz de
calismamizda diyabet grubuna ait testis dokusunda yer vyer tubulus
seminiferus kontortuslarda bozukluklar ve epitel butlinliginde bozulmalar
gorulse de diger gruplarla karsilastirdigimizda spermatogenetik hicre

hattiyla ilgili bulgularda belirgin bir fark bulunmamistir.

Khaki ve ark. (2009), Bal ve ark. (2011), Kanter ve ark. (2012),
Koroglu ve ark. (2014), tarafindan yapilan ¢alismalarda diyabetli gruplardaki
hayvanlarin canli agirlik ve testis agirliklarinin anlamh bir sekilde azaldigini
bildirmiglerdir. Calismamizda, Khaki ve ark. (2009), Bal ve ark. (2011),
Kanter ve ark. (2012), Koroglu ve ark. (2014), tarafindan vyapilan
arastirmalarin aksine diyabet grubuna ait ratlarin canli agirliklarinda anlamh
bir degisiklik kaydedilmemistir. Ayni sekilde Aydodan ve Bingdl'in (2018)
yaptiklari ¢alisma bulgularina benzer olarak bizim g¢alismamizda da diyabet
grubuna ait testis dokusunun agirhginda diger gruplara kiyasla anlamli bir

fark bulunmamistir.

Kurkuminin, farkli nedenlerden dolayl testis dokusunda olusan
hasarlara olan etkisi ile ilgili ¢cesitli calismalar mevcuttur (Giannessi ve ark.
2008, Sharma ve ark. 2010, Kanter ve ark. 2013, Eren ve ark. 2017). Yapilan
bir calismada (Giannessi ve ark. 2008) farelere alkol verilerek testisdeki
Leydig hulcrelerinde  megamitokondriyon  formasyonu incelenmigtir.
incelemeler sonucunda alkol uygulanan gruba ait testis dokusunda fazla

sayida nekrotik Leydig hucrelerine rastlanmis, mitokondri ¢aplarinin arttigi,



48

bunun yani sira kan testosteron duzeylerinin de anlamli bir sekilde dustugu
belirtilmigtir. Kurkumin uygulanan farelerde ise nekrotik Leydig hucrelerinin
azaldigi ve testosteron seviyesinin kontrol grubuyla ayni oranda oldugu
g6zlemlenmistir (Giannessi ve ark. 2008). Yapilan bir baska arastirmada
(Mathuria ve Verma 2008), aflatoksinin sigcanlardaki sperm deformitesi
Uzerine kurkuminin etkisine bakilmistir. Bu amagla 6 grup olusturulmus,
degisik miktarlarda kurkumin uygulanmistir. Yapilan bu arastimada (Mathuria
ve Verma 2008), gruplara ait spermler incelenmis, aflotoksin uygulanan
gruplarda anormal 6zellik gosteren spermlerin ¢ok fazla oldugu gorulmustur.
3. gruba ait spermler incelendiginde deformiteli spermlerin tamamen
kayboldugu gbézlemlenirken, 4. gruba ait hayvanlarda bozuk morfolojiye sahip
spermlerin azaldigi kaydedilmistir (Mathuria ve Verma 2008). Bir baska
calismada (Sharma ve ark. 2010) ise rat testislerine lindane adi verilen bir
madde uygulanarak olusan hasara kargi kurkuminin etkisine bakilmigtir.
Lindane verilen gruplarda testis agirliklarinda azalmalarla beraber deformatik
yaplya sahip spermlerin olustugu gorulmustir. Kurkumin uygulanan grupta
ise testis agirlhiginda anlamli bir azalma olmadigi gérulmas, sperm yapisinin
normal morfolojide oldugu belirtiimigtir (Sharma ve ark. 2010). Bir diger
arastirmada da pestisit olan klorprifosun neden oldugu testis doku hasari
Uzerine kurkuminin antioksidan etkisi incelenmigtir (Eren ve ark. 2017).
Kurkuminin testis dokusundaki hasari anlamli bir sekilde azalttigi bildirilmistir
(Eren ve ark. 2017). Arun ve Nalini (2002), ise kurkuminin diyabete olan
etkisiyle ilgili bagka bir calisma yapmiglardir. Alloksan ile deneysel diyabet
olusturduklari ratlara kurkumin uygulayarak, plazmadaki glukoz miktarinin ve
hemoglobinin  dustigunt  belirtmiglerdir. Kanter ve ark.’da (2013)
calismalarinda Wistar Albino cinsi rat kullanarak deneysel diyabet
olusturmusglardir. Diyabetin testis dokusunda meydana getirdigi apoptotik
hicre 6limune ve hasara kurkuminin etkisinin olup olmadigini incelemiglerdir
(Kanter ve ark. 2013). Diyabetik grupta kontrol grubuna oranla
spermatogenetik hucre serisinde vakuolizasyon, bozulmalar ve kayiplarin
mevcut oldugunu ve tubulus seminiferus kontortuslarin atrofik oldugunu

bildirmiglerdir. Diyabet grubunda TUNEL yontemi sonucuna gore apoptotik
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hicrelerin sayisinin anlamli bir sekilde ylksek ¢iktigini belirtmislerdir. Ayrica
vacut ve testis agirliklarinin  da diger gruplara oranla duastuguna
kaydetmislerdir. Kurkumin uygulanan gruba ait testis dokusunun bulgularinin
kontrol grubuyla benzer oldugunu, vicut ve testis agirliklarinda ise anlamli bir
fark olmadigini belirtmiglerdir. TUNEL sonucuna gore ise kurkumin
uygulanan grupta apoptotik germ hicre sayisinin anlamh bir sekilde
azaldigini  birdirmiglerdir (Kanter ve ark. 2013). Biz de bahsedilen
uygulamalara benzer sekilde deneysel diyabet olusturarak kurkumin
uyguladigimiz gruptaki ratlarin testis dokusunun kontrol grubuna benzer

histolojik yapitya sahip oldugunu belirledik.

Kurkuminin  GLP-1 salgilanmasini  arttirdigina dair g¢alismalar
(Takikawa ve ark. 2013, Kato ve ark. 2017) mevcuttur. Yapilan bir calismada
(Takikawa ve ark. 2013) diyabetin tedavisi icin énemli oldugu dusunulen
GLP-1 salgillanmasinda terapoétik yontemlere alternatif olarak bagirsak L
hicrelerinden diyet faktorleriyle salgilanmasi amaclanmistir. Bu amacla
kurkumin kullaniimistir (Takikawa ve ark. 2013). GLUTag hucrelerinde GLP-1
oranina bakmak igin L hlcre gizgisi % 10 fetal bovin serumu ile desteklenmis
DMEM'de kiiltirlenmistir. Salgilanan GLP-1’i tayin etmek icin ELISA testi
kullanilmigtir.  Uygulanan protokoller sonucunda kurkuminin  GLUTag
hicrelerinde GLP-1 sekresyonunu anlamli sekilde arttirdidini belirtmislerdir
(Takikawa ve ark. 2013). Diger bir calismada (Kato ve ark. 2017) kurkuminin
GLP-1 salgilamasini arttirmasi yoluyla glukoz toleransina etkisi incelenmisgtir.
4 gruba ayrilan ratlara gesitli uygulamalardan 30 dk sonra intraperitoneal
glukoz tolerans testi (IPGTT) icin glukoz enjeksiyonu yapilmistir. Hayvanlarin
kuyruk venlerinden glukoz yuklemeden once (0. dk) ve yuklendikten sonra
15, 30, 60 ve 120. dakikalarda kan alinip, insulin miktari dlgilmustur. Sonug
olarak kurkumin uygulamalarinin plazmada GLP-1 miktarini anlaml dizeyde
arttirdigi belirtilmistir. Ayrica 0 ile 120. dakikalar arasinda serum glukoz
miktarinda da anlamh bir digsis oldugu bildirilmistir (Kato ve ark. 2017).
Obezitenin testis ve spermde neden oldugu inflamatuar duruma GLP-1R
agonisti olan eksenatidin etkisine bakmak amaciyla GLP-1R’nin

immunohistokimyasal lokalizasyonunun incelendigi bir ¢calismada kullanilan
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ratlara yuksek yagh diyet (HFD) uygulanmig, 12 haftalik surenin ardindan bir
kismina ip olarak eksenatid verilmistir. Yapilan immunohistokimyasal
incelemede Sertoli hicrelerinde ve germ hicrelerinde GLP-1R’nin lokalize
oldugu gorulmustur. Ancak ayni ¢alismada endotel, peritibuler hiucreler ve
Leydig hucrelerinde reaksiyona rastlanmamistir (Zhang ve ark. 2015). Ayrica
eksenatid uygulanan grupta GLP-1R lokalizasyonu diger gruplara oranla
fazla gozlenmis, HFD ve kontrol grubu arasinda anlamh bir fark
bulunamamistir (Zhang ve ark. 2015). Yapilan bir bagka arastirmada (Martins
ve ark. 2018) ise obezitede GLP-1'in tedavi edici etkisini incelemek amaciyla
spermatogenezde enerji metabolizmasi incelenmigtir. Bu arastirmada, insan
testis dokusundan Sertoli hlcre kualtiri olusturmak igin c¢esitli protokoller
uygulanarak hucreler biyopsi materyalinden izole edilmis, sonrasinda GLP-
L’in fizyolojik ve farmakolojik konsantrasyonlarinin etkileri incelenmigtir. GLP-
1’e maruz birakilan insan Sertoli htcrelerinde glikoz kullanimi duserken laktat
miktarinda artis olmustur. Ayrica bu hucrelerde karbonil gruplarinin olusumu
da dusmustir. Sonug olarak obezitenin erkek treme sistemi (izerine olumsuz
etkisine GLP-1 analoglarinin tedavi edici olarak kullanilabilecegdi bildirilmigtir
(Martins ve ark. 2018). GLP-1R’nin testis dokusundaki immunohistokimyasal
calismalari sinirlidir (Zhang ve ark. 2015). Testis dokusunda yaptigimiz
immunohistokimyasal incemeler sonucunda Zhang ve arkadaslarinin (2015)
g6zlemledigi bulgularin tam tersine bazal kompartmanda bulunan
spermatogonyumlar ve primer spermatositler ile Sertoli hlcrelerinde GLP-
1R’nin  immunohistokimyasal reaksiyonuna rastlamadik.  Adluminal
kompartmanda yer alan sekonder spermatositler, spermatidler ve
spermatozoonlarda GLP-1R immunoreaktivitesinin oldugunu belirledik.
Leydig hucrelerinde ise farkli yogunluklarda GLP-1R immunoreaktivitesi
g6zlemledik. Zhang ve ark. (2015) sonugclarindan farkh veriler elde etmemizin
nedeninin hayvan sayisi, uygulama yontemi, suUresi ve etken madde
fakhhigindan  kaynaklandidini  diusinmekteyiz.  Calismamizda, kan
damarlarinda ve peritibuler hucrelerde immunohistokimyasal reaksiyona
rasttanmamasi ise Zhang ve ark.’larinin (2015) bulgularina benzerlik

gOstermektedir.
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GLP-1R immunoreaktivitesinin adluminal kompartmanda gorulmesi
kan-testis bariyeri ile ilgili olabilecegini dugundurmektedir. Kan-testis bariyeri
ile erkek esey hucrelerinin belirli bir stire kan akimindan izole edildigi
dusundldiuginde bu slrecgte hicrelerin GLP-1 reseptdrine fonksiyonel olarak
ihtiyag duymadigini ve bu yuzden buradaki hicrelerde bu reseptorin

bulunmadigini dugsinmekteyiz.
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6. SONUG ve ONERILER

Bu calismada diyabetin erkek uUreme sistemine olumsuz etkileri
uzerine antidiyabetik 0zellik gosteren kurkuminin etkilerinin incelenmesi
amagclandi. Literatlrde diyabetle ilgili bircok ¢alisma bulunmasina ragmen
onemli bir antioksidan ve antidiyabetik madde olan kurkuminin testis
dokusunda GLP-1R uUzerine etkisine deginilmemistir. Bu amacgla STZ ile
diyabet olusturulan ratlara 21 gin boyunca ip enjeksiyonla 100 mg/kg dozda
kurkumin uygulandi. Yapilan incelemeler ve istatistiksel sonuclara gore
kurkuminin diyabetin neden oldugu komplikasyonlari gidermede olumlu etkisi
olacagi dusunulmektedir. Kolay ulasilabilir, ekonomik ve yan etkisi az olan bu
bitkiler gelismis Ulkelerde diyabet tedavisinde son yillarda oldukga ragbet
gormektedir. Bu amacla kesin tedavisi olmayan ve agir komplikasyonlari
bulunan diyabet tedavisinde bu tarz Urlnlerin yayginlastiriimasi ile
komplikasyonlarin hafifletilebilecedini diusinmekteyiz. Bu calisma; GLP-1R,
diyabet, testis ve kurkumin arasinda 6nemli bir iliski oldugunu ancak daha
ileri analizlerin yapilmasi gerektigini gostermektedir. Arastirmamizin bu

alanda yapilmasi planlanan ¢aligmalara katki saglayacagi dusunulmektedir.
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