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OZET

Bu c¢alisma, diabetik ve non-diabetik fare testisinde oksitosin reseptdriiniin
immunohistokimyasal lokalizasyonunun ve RT-PCR ile gen ekspresyonunun
incelenmesi amaciyla yapilmistir. Calisma i¢in deney hayvani olarak 2 aylik 18 adet
Balb-c cinsi erkek fare kullamildi. Deney gruplari; Kontrol, Sham ve Diabet grubu
olarak belirlendi. Diabet grubuna i.p yolla STZ enjeksiyonu yapilarak diabet
olusturuldu. Sham grubuna sodyum sitrat ¢ozeltisi i.p olarak uygulandi. Kontrol
grubuna ise herhangi bir uygulama yapilmadi. STZ uygulamasindan 30 giin sonra
farelerden eter anestezi altinda servikal dislokasyon yapilarak testis dokular1 alindi.
Alman sag testis dokular: rutin histolojik islemlerden gegirilerek parafinde bloklanip
kesitler alindi. Alinan kesitlere histolojik olarak incenlenmek igin H&E, PAS ve
Crossman’mn li¢lii boyamas: yapildi. OTR’nin immunoreaktivitesini belirlemek igin
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) metodu uygulandi. Alinan sol testis
dokular1 ise RT-PCR analizleri i¢in kullanildi. Deney siiresi bitiminde, gruplarin
canh agirliklan, kan glikoz seviyesi, testis agirliklari, tubulus seminiferus kontortus
caplan, testis doku orneklerinde OTR’nin immunohistokimyasal lokalizasyonu,
OTR’nin expresyon seviyesi ve testisin histolojik yapisi karsilastirildi. DM grubunda
ilk ve son giin canli agirhig1 karsilastirildiginda son giin canli agirliginda azalma
oldugu belirlendi. Diabet grubunda tubulus seminiferus kontortusun ortalama gapinin
kontrol ve sham grubuna gore daha kisa oldugu belirlendi. Histolojik incelemeler
sonucunda diabet grubunda diger gruplardan histolojik agidan belirgin bir fark
olmadig tespit edildi. Immunohistokimyasal incelemeler sonucunda, sham ve
kontrol gruplarinda OTR’nin benzer 6zellikte immunoreaktivite gosterdigi,
immunoraktivitenin sadece Leydig hiicrelerinde oldugu gériildii. Diabet grubunda ise
OTR immunoreaktivitesinin yine leydig hiicrelerinde oldugu ancak diger gruplara
gore OTR immunoreaktivitesini zayif oldugu goraldi. RT-PCR ile belirlenen OTR
expresyonunda, diabet grubunda kontrol ve sham gruplarina gére azalma oldugu

goriildii.

Anahtar Sozciikler: Diabet, Immunohistokimya, Oksitosin, Oksitosin Reseptorii ,

RT-PCR ve Testis
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SUMMARY

The aim of this study was to determine OTR gene expression and localization,
respectively, by RT-PCR and immunohistochemical techniques in diabetic and non-
diabetic mice testis. In this study, 18 male Balb-c mice at 2 month of age were used.
Animals was divided into three groups: diabetic, sham and control groups. STZ was
applied to diabetic group via i.p. injection to induce diabetes. Sodium citrate was
applied to sham group via same way. Nothing was applied to control group. The
testis tissues were taken 30 days after STZ injection by cervical dislocation under
anesthesia. Right testis tissues were passed through routin histologic process,
blocked in parafin and taken section from them. These sections were stained with
H&E, PAS and Crossman’s triple techniques to examine histological. Avidin-Biotin-
Peroxidase metod was applied to determine OTR immunoreactivity. Left testis
tissues were used for RT-PCR analysis. The histologic structure of testis, the body
weight, blood glucose level, the diameter of tubulus seminiferous contortus,
immunohistochemical localization of OTR and expression levels of OTR gene in
testis were compared among groups. It was found that the body weight decreased in
diabetic group when the weight value of those days were compared. The diameter of
tubulus seminiferous contortus was shorter than those of other groups. There was no
obvious difference with regard to histologic appearence among groups. The results of
immunohistochemical examination showed that OTR immunoreactivity was strong
in control and sham groups and weak in diabetic group, and it was seen only in
Leydig cells. OTR gene expression was lower in diabetic group than those of other

groups.

Key Words: Diabet, Immunohistochemistry, Oxytocin, Oxytocin Receptor, RT-PCR

and Testis.



1.GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM); Pankreasin endokrin kismindaki [ hiicreleri
tarafindan tiretilen insiilinin yetersiz salgilanmasi ya da etkisindeki azalmayla ortaya

¢ikan metabolik bir hastaliktir (Kok 2011).

Diabet; akut (politiri, polidipsi vb.) ve kronik (noropati, nefropati, infertilite,
kardiyovaskiiler bozukluklar vb.) komplikasyonlarniyla birgok organ hasarina yol
actig1 gibi bu bozukluklar ilerlemesiyle morbidite ve erken mortalite riskini arttiran
organ kayiplarina da neden olabilen bir hastaliktir (Rodrigues 1999). DM’nin diinya
genelinde en yaygin goriilen hastaliklardan biri oldugu bilinmektedir. 2005 yilinda
yapilan arastirmalara goére dinya genelinde 230 milyon insan bu hastaliktan
etkilenmistir. Prevalans: siirekli artis gosteren diabetin 2035 yilinda 382 milyon
insani etkileyecegi distiniilmektedir (http://www.idf.org/diabetesatlas Erisim tarihi:
10.12.2016).

Oksitosin (OT) 9 amino asitten (glycine, gluamine, leucine, proline, cyteine,

tyrosine, isoleucine, asparagine ve cyteine) olusan ve arka hipofizden salgilanan
peptid yapili bir hormondur. Oksitosinin; bellek, stres, agrn duyusu, timiis,
bagisiklik sistemi, kemik gelisimi, kalp-damar sistemi, iireme, pankreas-seker
metabolizmasi ayrica beslenme, ciftlesme, dogum, annelik duygusu gibi davraniglar
ile ilgili oldugu bilinmektedir. OT nin etki edecegi hiicrelerin yiizeyinde bulunan
transmembran OTR'ye baglanmast ve ¢esitli hiicre i¢i sinyal yolaklarinin da
aktiflesmesiyle OT reseptorii fonksiyonel hale gelir. Bu baglanma basta uterus
kasilmalar1 olmak tizere birgok hormonal etkinin ortaya ¢ikmasini saglar. Oksitosin
reseptorii rodopsin tipi sinif I, G-proteinine baglh reseptér (GPCR) siiper familyasinin

VPR alt ailesine bagli bir reseptérdiir (Ammar ve ark. 1994).

Bu c¢alismada, DM’nin testis dokusundaki OTR’nin gen ekspresyonu,
immiinoreaktivitesi, lokalizasyonu ve testis dokusunun histolojik yapisi tizerindeki

etkisinin incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus; insiilin sekresyonunda azalma ya da insiilinin etkisinde
bozulmalar sonucu ortaya c¢ikan hiperglisemi ile karekterize edilen metabolik
bozukluktur. Bu bozuklugun ilerlemesi birgok mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlara (retinopati, néropati, nefropati, kardiovaskiiler hastaliklar vb)

neden olur (Roth 2007).

Alman besinler glikoz gibi monomerlerine ayristirilir ve bu molekiiller ancak
insiilin yardimiyla hiicrelere almabilir. Pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan
insiilinin yetersizligi ya da hi¢ salgilanmamasi sonucu kandaki glikoz hiicrelere
gecemediginden kan glikoz degeri yiikselir ve hiperglisemi gerceklesir. DM
hastalarinda instilin eksikligi organizmanin protein, yag ve karbohidrattan yeterince
yararlanamamasina neden olur (K6k 2011 ve Ozkorkmaz 2008). American Diabetes
Association (ADA) kriterlerine gore aglik kan sekeri (AKS) nin saglikli bireylerdeki
degeri 100 mg/dl olmalidir. AKS nin 126 mg/dl den yiiksek olmasi1 DM olarak kabul
edilmektedir (www.beslenme.gov.tr Erigim tarihi: 20.04.2017).

DM'nin en sik rastlanan belirtileri anormal sekilde ag¢lik hissi ve ¢ok yemek
yeme arzusu (polifaji), agiz kurulugu, ¢ok su igme (polidipsi) ve sik sik idrara
¢tkmadir (poliiiri). Insiilin yetersizliginden dolay: hiicrelere yeterince glikoz giremez
ve bunun sonucunda aglik hissi duyulur. A¢liktan kaynaklanan halsizlik, yorgunluk
ve zayiflamanin yani sira bulanik gérme, deri infeksiyonlari, yaralarin geg iyilesmesi
ve bas agris1 gibi klinik belirtileri goriilmektedir (Imamoglu ve ark. 1995). Ayrica
kan glikoz dilizeyinin yikselmesi (hiperglisemi), idrarda glikoz bulunmas:
(glikoziirt), derinin kurumasi (dehidratasyon) gibi degisiklikler de goriilmektedir

(Coskun ve ark. 2005, Rajasekaran ve ark. 2005).

2013 yilinda diinya ¢apinda yapilan aragtirmalara gore Tiirkiye 20-79 yas

grubundaki 7 milyon hastayla 3. sirada yer alirken diabet yayginligi en yiiksek olan



tilkeler arasinda % 14.85 oramiyla 1. sirada yer almaktadir (www.idf.org. Erisim
tarihi: 10.12.2016 ).

Tirkiye Diabet Epidemiyolojisi (TURDEP)’nin 1997-1998 yillarinda yaptig:
caligmada 24788 kiside diabet prevalansinin %7,2 oldugu tespit edilmistir. 2010
yilinda ise 26499 kiside yapilan ¢alismada diabet prevalansinin %13,2 oraninda
oldugu goriilmiistir. DM vakalarinda goriilen bu artislar DM ile ilgili bilimsel
calismalara duyulan ilginin artmasina neden olmustur (Satman ve ark. 2002, Satman

ve ark. 2013).

2.1.1. Diabetes Mellitus’un Tarihcesi

Diabetes Grekgede sifon anlamina gelmektedir. DM hastalarinin idrara sik sik
gitmelerinden dolay1 diabetes sozciigii kullanilmigtir. Mellitus ise mel sézciigiinden
tiretilmistir. Mel grekg¢ede bal anlamina gelmektedir (Sodeman 1992). M.O 150
yillarinda erime hastalig1 olarak tanimlanan DM’nin ilk tanimi Kapadokyali Arataeus
tarafindan yapilmigtir (Hatemi 1996). 1674 yilinda Thomas Willis diabetli idrarinin
saglikli insanlara goére tatli oldugunu tespit etmistir. 1776 yilinda Matthew Dobsoy
idrar1 kaynatarak sekeri kristallestirmis ve idrarda seker bulundugunu agiklamistir.
1977de Pool ve 1978 de Cawley kimyasal olarak ¢alismalar yapmis ve idrardaki
sekerin glikoz oldugunu ifade etmigtir. 1850 de Lerch idrarda aseton bulundugunu
belirtmigtir.  Yine ayni tarihlerde Claude Bernard klinik ve biyokimyasal
calismalariyla glikozun karacigerde depolandigini belirtmistir. 1889 yilinda
Minkowski yaptigi ¢aligsmalarla pankreatektomi yapilan hayvanlarda DM’nin
ilerledigini g&rmiistiir. 1922 de Best ve Banting pankreas ekstraktindan insiilini izole
ederek DM tedavisinde c¢ok Onemli bir adim atmuslardir. 1926 yilinda Frank,
Synthalini antibiyotigini bulmustur. 1973 yilinda Nova ve Leo firmalar tarafindan
cesitli antikorlar iiretilmeye baglanmigtir. Giiniimiizde ise DNA teknolojisiyle insiilin

tiretilmektedir (Candeger 2000).



2.1.2. Diabetes Mellitus’un Tani ve Simiflamasi

1979 yilinda Amarika Diabet Veri Grubu tarafindan belirlenen diabet tan1 ve
siniflandirma kriterleri 1997 de tarafindan yeniden diizenlenmistir.1999 yilinda
Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) birkac degisiklik yaparak bu siniflamay: kabul etmis
ve 2003 yilinda yayinlamistir. Yapilan son revizyoﬁlara gore diabet; Tip 1 DM, Tip 2
DM, spesifik diabet tipleri ve prediabet olarak bes klinik sinifta incelenmistir (Bagkal
2003). Bu ¢alismada Diinya Saglik Orgiitiiniin siniflandirma sekli dikkate alinacaktir.

2.1.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Insiilin sekresyonuna bagli olarak gelisen diabet tipidir. Her yasta goriilebilir.
Diabet vakalarinin %5-10" unu olugturmaktadir. Jiivenil diabet ya da insiiline bagiml
diabet olarakta bilinmektedir. Insiilin sekresyonunun gergeklestigi pankreasin fB
hiicrelerinin otoimmiin aracilikli yikimi ve bu hiicrelerin harabiyeti sonucu insiilinin
az salgilanmasi ya da hi¢ salgilanamamasi ile karakterizedir. Insiilin eksikliginde
dolagimdaki glikozun hiicrelere gegememesi sonucu kanda glikoz ve yag asitleri
birikir. Bu durum hiperozmolarite ve hiperketonemiye sebep olur. Hiperglisemiden
kaynaklanan kilo kaybi ve aglik hissi dolayisiyla zamanla ¢ok yemek yeme, agiz
kurulugu, yorgunluk ve halsizlik gibi semptomlar kendini gosterir. Kanda biriken
glikoz idrarla atilmaya baglar bu durum ozmotik etkiyle su atilimini arttirir ve hasta
susama hissiyle fazla miktarda su tiiketip sik sik idrara gider (Iligin 1997).

Diabetin biitiin tiirlerinde; ¢evresel faktorler, yasam sekli ve genetik yatkinlik
hastaligin riskini arttirabilmektedir.
Tip 1 Diabetes Mellitus’u Etkileyen Cevresel Faktorler ve Beslenme: Diabetin
olusmast ve gelismesinde gerek cevresel gerekse genetiksel birgok etken rol
almaktadir. DM’ye genetik yatkinlift olan siit ¢ocuklarinda inek siitiine erken
baglanmas1 sonucu g¢ocuklarda pankreas beta hiicrelerinde bozulmalar meydana
geldigini, dolayistyla anne siitiiniin DM riskini oldukc¢a azalttig: belirtilmistir (Dahl-
Jorgensen ve ark. 1991). Inek siitii ile beslenmeye 3 aylik olmadan baslayanlarda Tip
1 diabet gorilme sikliginin 1.5 kat kadar arttigr bildirilmektedir (Scott 1996).

Tiiketilen igme sularindaki nitrat diizeyinin DM ile iligkili oldugu da belirtilmistir.



Nitrozanﬁn bakimindan zengin olmasi nedeniyle tiitsiilenmis et tiiketimi de DM’yi
etkilemektedir. Organizmaya giren viriisler sitolitik etkilerle beta hiicrelerinin
harabiyetine sebep olarak diabetin gelismesine yol agmaktadir (Yoon ve Jun
2003).Yapilan bagka bir ¢aligmada ise topragin diigiik degerde ¢inko igermesi halinde
diabetin goriilme sikliginin arttig1 da belirtilmektedir (Mac Farlane ve Scott 2003).

Tip 1 Diabetes Mellitus’un Genetiksel Yatkihgi: Diabetes Mellitus; nesiller boyu
farkli genetik bélgelerle aktarilan polijenik bir hastaliktir. Insan genomunda yirmiden
fazla bolgenin Tip 1 diabete etki ettigi bilinmektedir (Bain ve ark 2003). Bu genlerin
en onemlileri IDDM 1 ve IDDM 2 genleri olarak bilinmektedir. IDDM 2 kromozom
11pl5 tizerinde yer alir ve insiilin geni olarak nitelendirilir. IDDM 1 geni ise;
spesifik otoimmiiniteden sorumlu olan MHC (major histocompatibility) Class II
molekiilleri ile iligkilidir. Class II molekiilleri 6. kromozomun kisa kolu {izerinde ( 6p
21) HLA (Human Leucocyte Antijen) boélgesinde bulunmaktadir. MHC Class II
molekiilleri bazi endokrin hiicreler ve makrofajlarin yiizeyinde bulunmaktadir. Bu
molekiiller antijenik durumlarda yiiksek seviyede ekspre edilip CD4" T hiicre yiizey
reseptoril ile birleserek otoimmiin aktivasyonu baslatir. Tip 1 DM nin HLA antijeni
ile iligkili oldugu bilinmektedir. Bazi HLA antijenlerinin varligit Tip 1 DM’yi
tetiklerken bazi HLA antijenlerinin varligi da Tip 1| DM’ye direng olusturdugu

bilinmektedir.

Yapilan caligmalar Class II molekiilerini ilgilendiren DQB*1, DQA*1 ve
DRB*1 gruplarmin bir boliimii otoimmiin aktiviteyi baslatan ya da hizlandiran bir
etken olarak, bir boliimii ise hastalia direng olusturan etken olarak rol oynadigini
dolayisiyla Tip 1 diabette etkili oldugunu géstermektedir. HLA-DR3 veya DR4
antijenlerinden herhangi birinin varligi Tip 1 diabet riskinin 2-3 kat arttirirken her
ikisinin varligr bu riski 7-10 kat arttirmaktadir. DQ pozisyonundaki degisikliklerde
diabeti etkilemektedir. DQ a zincirinde 52 pozisyonunda arginin bulunusu Tip 1 DM
yatkinlifina neden olmaktadir. DQB1 grubunda 57 B pozisyonda aspartik asitin
heterozigot yoklugu(non-asp/asp) Tip | DM riskini arttirmakta aspartik asitin
homozigot yoklugu ise (non-asp/non-asp) Tip 1 diabet riskini 100 kat arttirmaktadr.
Tip 1 DM prevalansinin o bolgede yasayan insanlardaki non-aspartik allellerinin

frekans: ile orantili oldugu da yapilan g¢alismalarla anlasilmistir. Tip 1 diabete



yatkinlik "pozitif prediktif deger " (PPV= Hastaliktaki gen siklign x Hastaligin
popiilasyondaki prevalans: / Genlerin popiilasyondaki siklig1) ile anlasilabilmektedir

(Zimmet ve ark 1997, Chiu ve ark 2004).

2.1.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 DM; insiiline bagli olarak gelismez. Karacigerde glikoz yapiminda
artma veya insiilin direnci ile karekterize edilen metabolik bozukluktur. Genellikle
40 yas ve sonrasinda goriilmektedir. Hastaligin gériilmesi yasla dogru orantili olarak
artis gosterir. Ancak obez insanlarda daha sik goriilmesi ve son yillarda obezitenin
kiigiik yaslarda goriilmesi nedeniyle hastalik ¢ocuklarda bile gériilmektedir (Chang
2006). Genel diabet vakalarinin %90’ indan fazlasini olusturmaktadir. Hastalifin ilk
zamanlarinda semptomlar fark edilmez, ancak asagi yukarn 5 yildan sonra
komplikasyonlan fark edilmektedir (The Expert Committee on the diagnosis and

classification of diabetes mellitus 1998).

2.1.2.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

1979°da Diabet Veri Grubunun yaptig1 tanima gére GDM; gebelikle baglayan
glikoz tolerans bozuklugudur (Metzger 1991). Gebelik sonrasinda bu bozuklugun
devam etmesi durumunda kisi GDM degil DM olarak kabul edilmektedir. Ilk
prenatal vizitte DM bulgularina rastlanmayan ve gebelik 6ncesi DM oldugu
bilinmeyen gebelerde gebeligin 24-28. haftalarinda oral glikoz testi yapilmakta ve
DM ile iligkili herhangi bir degerin esik degerden yiiksek ¢ikmasi durumunda kisi
GDM olarak kabul edilmektedir. GDM diisiik risk gubunu 25 yasindan kiigiik
gebeler, yakin akrabalarda DM 6ykiisii olmayanlar, GDM prevalans: diisitk etnik
gruplar ve gebelik 6ncesi normal kiloda olanlar olusturuken, yiiksek risk grubunu
obez gebeler, DM Tip 2 0ykiisii, glikoz intoleransi ve glikoziirisi olanlar

olusturmaktadir (Metzger 1991).



2.1.2.4. Pre-diabetik

Aclik glikoz seviyesinin digiik olmasi veya oral glikoz testi sonuclarinin
normalin iizerinde olmastyla karekterize edilmektedir. Oral glikoz testinde 2. saatteki
kan glikoz degerinin 140-199mg/dl ve aglik glikoz degerinin 100-125 mg/dl oldugu
hastalar bu klinik gruba dahil edilmektedir (Erdogan 1997).

2.1.2.5. Diger Spesifik Tipler

Diger spesifik tipler; Pankreas beta hiicrelerinde genetik defekt, insiilinin
etkisindeki genetik defekt, ekzokrin pankreas hastaliklart (pankreotektomi,
Pankreatit, Hemokromatozis) ve endokrinopatiler (Akromegali, Hipertroidi,

Feokromasitoma vs.) gibi bozukluklar sonucunda gériilmektedir (Olgun 2002).

2.1.3. Diabetes Mellitus Komplikasyonlar1
DM de akut ve kronik komplikasyonlar gériilmektedir.

Akut komplikasyonlar: Mental ve fiziksel bozukluklara sebep olan, hayat: tehdit
eden akut olarak gelisen komplikasyonlardir. Diabetin en onemli akut
koplikasyonlari; kan glikoz diizeyinin normalden fazla olmasi (hiperglisemi) ve buna
bagli olarak gelisen hiperglisemik ketoasidoz komasi, hiperosmolar hiperglisemik
nonketotik koma ve hipoglisemi komasi gibi komplikasyonlardir. Akut
hipoglisemide terleme, titreme, garpinti ve aglik gibi otonomik sendromlar ayrica
konsantrasyon bozuklugu gibi néroglikopenik semptomlarda gériilmektedir (Scobie

1998, Olgun 2002).

Kronik Komplikasyonlar: Bir¢ok organ ve sistemde diabetten kaynaklanan kronik
komplikasyonlar (noropati, nefropati ve infertilite gibi) meydana gelmektedir.
Hastalifin ilerledigi donemlerde ortaya ¢ikip yasam kalitesini diisiiren bozukluklardir

(Popkin 1988).



2.2. Deneysel Diabet Modelleri

Deneysel diabet olusturmak igin cerrahi, genetik ve farmakolojik olmak lizere
farkli yontemler gelistirilmistir. Bu deneylerde genellikle kemirgen hayvanlar tercih

edilmektedir (Bliss 2000).

Deneysel diabet olustururken en ¢ok kullanilan kimyasallar streptozotosin ve
alloksandir. Pankreas beta hiicrelerini kiimeler halinde tahrip eden bu ajanlardan
daha spesifik olmasi nedeniyle genellikle STZ- tercih edilmektedir. Diabet
olusturulmak istenen hayvana gore ajanin dozu ve enjekte edilme yontemi
(intraperitonel, intravendz veya subkutan) degismektedir (Lenzen ve ark. 1996,
Mythili ve ark. 2004). STZ veya alloksan pankreas beta hiicrelerine kars: spesifik
toksinler olusturur ve beta hiicrelerinin deformasyonuna yol acarak diabetin
gelismesine neden olur. STZ bu hiicrelerdeki hasar1 nedeniyle hipoinsiilinemi,
hiperglisemi ve doku hasarimin yamsira Tip 1 ve Tip 2 DM’nin deneysel olarak

gelismesine de neden olmaktadir (Dinger 2004 ve Kanter ve ark. 2006).

2.2.1. Streptozotosin (STZ)

STZ; 1960 yilinda streptomyces achromogenes kiiltiirlinden elde edilmisgtir
(Cabadak 2008). STZ’nin molekiiler agiligr 265,2 g/mol kapali kimyasal formiili
CsHisN307 seklindedir. STZ agik sar1 renkli suda ve alkolde hizli ¢6ziinebilen 1518a
ve neme duyarli bir maddedir (Cogkun ve ark. 2005).

STZ yillarca antibiyotik olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu
antitiimoral etkisinin oldugu anlasilmistir. Giintimiizde diyebetojenik etkisinden
dolay1 deneysel diabette kullamlmaktadir (Schein 1967). STZ pankreas beta
hiicrelerinde yapisal bozukluklara neden olup insiiline bagli ve insiilinden bagimsiz
diabetin gelismesine neden olur (Szkudelski ve ark. 2001).

STZ’nin 40-60 mg/kg araliginda intravendz ya da intraperitonal olarak ratlara
enjekte edilmesi deneysel diabetin gelismesini saglamaktadir (Kok 2011). STZ
uygulandiktan sonra kan glikoz degerinde 3 faz gergeklesir. 1k faz STZ



uygulandiktan hemen sonra baslayip hiperglisemik donem olarak adlandirilmaktadir.
Bu dénemde kan sekeri diizeyi oldukga yiiksek plazma instilin diizeyi ise digiiktiir.
Uygulamadan sonraki ilk 2 saat icerisinde karacigerdeki glikojenin ani yikimindan
dolay1 gecici hiperglisemi goriilir. Kan sekerinin ani yiikseligini engellemek, STZ
uygulamasindan énce hayvanm 12-18 saat a¢ birakilmasiyla miimkiindiir. Ikinci faz;
6 saat sonra baglar ve hipoglisemi ile karakterize edilir. Uygulanan diabetojenikten
dolay1 pankreas beta hiicrelerinin kiimeler halinde §lmesi ve asiri miktarda insiilin
salinmasi sonucu hipoglisemi goriiliir. Bu dénemde plazma insiilin diizeyi ¢ok
yiiksektir. Uglincii faz; 10- 12 saat sonra baslayan hiperglisemi dénemidir. Plazma
insiilin diizeyi diiser ve ilerleyen zamanlarda da disiik olarak kalir (Rajasekaran ve

ark.2005).
2.3. Testis
2.3.1. Testisin Embriyolojik Gelisimi

X veya Y kromozomunu tasiyan spermin ovumu dollemesi sonucunda
fertilizasyon gerceklesir ve gelisen gonadlar XX veya XY olarak gelisir (Sadler
2007, Moore 2007).

Insanda primordial germ hiicreleri gelisimin dordiincii haftasinda vitelliis
kesesinin duvarinda allantoisin baslangic yerinde bulunan endodermal hiicreler
arasinda belirmeye baslar. Amibik hareketlerle son barsagin mezenterinin dorsali
boyunca ilerler. Altinci haftada primordial germ hiicrelerinin altinda bulunan
mezensim dokusu ig¢ine girip primer seks kordonlarmin yapisma katilirlar (Sadler
2007, Carlson 2009). Gebeligin yedinci haftasina kadar gonadlar her iki cinsiyette
aynidir  ve farklilasmamis gonadlar olarak isimlendirilirler. Mezonefrozun
medialinde beliren kalinlasma altindaki epitelin ve mezensim dokusunun
proliferasyonu sonucu genital (gonodal) kabarti sekillenir. Testis belirleyici faktor
(TDF) i¢in SRY geni gerekmektedir. Bu gen ise Y kromozomunun cinsiyet
belirleyici  bolgesinde bulunmaktadir. Buradan Y kromozomunun TDF’yi

diizenledigi ve cinsiyet belirlemesinde etkili oldugu anlasilmaktadir. TDF primer
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seks kordonlarinin seminifer tiibiillere farklilasmasini saglar. Embriyo XX seks
kromozomlar tasiyorsa farklilasmamis gonad korteksi overe déniisiir, medullasi
geriler. Embriyoda XY seks kromozomu bulunuyorsa medulladan testis gelisir,
korteks gerileyerek dejenere olur. Embriyo gelisiminin 12. haftasinda tunika
albuginea belirmeye baglar. tunika albugineanin belirmeye baslamasiyla seks
kordonlarinin ytizey epiteliyle yaptig1 baglantilar kaybolur ve seminifer kordonlar;
seminifer tiibtillere, tiibuli rekti ve rete testise farklilasir. Seminifer tiibiiller
puberteye kadar kapali olarak kalirlar. Testisin yiizey epiteli diizlesip mezoteli

sekillendirir (Carlson 2009).

Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri tarafindan androjenler
salgilanmaya baslar bu hormonlar dig genital organlarin erkege uygun sekillenmesini
saglar. Leydig hiicreleri fotal donemde 18. Haftaya kadar androjen salgilar daha
sonra puberteye kadar herhangi bir hormon salgilamaz. Puberte déneminde
Liteinlestirici hormon (LH) uyarinuyla testosteron salgilamaya baglarlar (Sadler

2007).

2.3.2. Testisin Anatomisi

Testis funiculus spermaticus aracilifiyla skrotum igerisinde asili halde
bulunan oval sekilli erkek iireme hiicrelerinin yapildig1 bir ¢ift organdir. Eriskin bir
erkegin testisi yaklagk 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda,
10-14 gr agirligindadir. Sol testis genelde sag tarafa oranla lcm asagida bulunur.
Testislerin margo anterior ve margo posterior denilen iki kenan facies medialis ve
Jacies lateralis ad1 verilen iki yizil, extremitas superior ve extremitas inferior adi
verilen iki ucu bulunmaktadir. Testisin iki kenar1, n viizii ve arka tarafinda lateral
kenarlar visseral periton ile kaplidir. Peritonla sarili olmayan medial béliim vardir.
Bu kisimdan kan damarlar: sinirler ve kanallar organa gegmektedir (Arinci ve Elhan

2001,Sancak ve Cumhur 2008).



11

Testis; fibroblast ve kollejen bakiminda yogun, kompakt bag dokusundan
olusan tunika albuginea ile sarilmistir. Bu tabaka testisin arka kisminda kalinlasir ve
mediastinum testisi olusturur. Mediastinum testisten fibroz septumlar ¢ikar ve tunika
albugineay1 250 adet lobiile ayirir. Her bir lobiilde kivrimli halde 1-4 adet seminifer
tiibtil bulunur. Bu tiibiiller rete testis kanalina agilmaktadir. Tunika albugineanin
hemen altinda tunika vaskuloza adi verilen damarsal bir tabaka bulunur. Hemen
tstiinde ise iki katmandan olusan tunika vaginalis tabakasi yer almaktadir.
Anteriorda testise yakin olup epididimisi saran kisim visseral tabaka digta kalan
kismi ise pariyetal tabaka olarak adlandirilmaktir. Bu katmanlarin diginda ise fascia
spermatica interna onun disinda musculus cremaster, fascia spermatica externa,

tunika dartos ve en dista deri bulunmaktadir (Kuran 1983).

Testis ana damarlan aortanin 6n yiiziinden ve boébrek arterlerinin 2 cm
altindan cikar. Testikiiler arter testisin arka yiiziinden tek veya dallanmalar yaparak
tunika albugineadan organa geger ve seminifer tiibiil aralarinda interlobiiler

arteriolleri olusturur (Snell 1986).

2.3.3. Testisin Histolojisi

Erkek lireme sistemi; testisler, genital kanallar, eklenik genital bezler ve
penisten olusur. Testisler; siki bag dokudan sekillenen sert kalin bir kapsiil olan
tunika albuginea ile sarilmig ve skrotum igine yerlesmis oval yapili bir ¢ift organdir.
Puberte dénemiyle birlikte testislerde spermatozoonlarin tiretimi ve testosteron

hormonunun salgilanmasi baglar (Junqueira ve Carneiro 2009).

Testisler distan i¢e dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika
vaskiiloza olmak fiizere {i¢ tabakadan olusan kalin bir kapsiil ile sarihdir (Esrefoglo
2004). Tunika vaginalis; Testisler karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal
olarak gelisirler. Fotlistin gelismesi sirasnda g6¢ ederler ve skrotuma yerlesirler.
Skrotuma gecisi sirasinda beraberinde gotlirdigli abdominal periton tabakasindan
tunika vaginalis sekillenir.Bu tabaka dista pariyetal icte ise visseral bir tabakadan
olusur ve testisin 6n ve yan kisimlarindan tunika albuginea tabakasimi orter

(Junqueira ve Carneiro 2009). Tunika albuginea; testisin en belirgin tabakasidir.
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Yogun bag dokudan sekillenir (Esrefoglu 2004). Bu tabaka testisin posterior yiiziinde
kalinlagir ve mediastinum testis ad1 verilen gevsek bir yap1 olusturur. Kan damarlari,
lenf damarlarn ve genital kanallar buradan testise girer. Mediastinumdan gelisen
septumlar her bir testisi 250 loba ayirir bu loblarin her birinde gevsek bag dokusu ile
sarilt 1-4 adet seminifer tiibiil bulunur. Her bir piramidal lobun daralan tepesinde
seminifer tibiiller kisa ve dar bir kanal olan tiibiilii rekti ile birlesir ve
mediyastinumun bag dokusu igerisinde bulunan diiz tiibiil seklinde olan rete testisi
olugtururlar (Gartner ve Hiatt 1997). Her tiibiil sertoli hiicreleri ile germ hiicrelerini
igerir. Sertoli hiicreleri béliinme yeteneginden yoksun tiibiiliin bazaline oturan ancak
stoplazmalar1 organin i¢ine dogru uzantilar yapan hiicrelerdir. Seminifer tiibiil hiicre
yapisiun %]15°1 kadanini sertoli hiicreleri olusturur. Bu hiicrelerin arasindaki siki
baglantilar kan-testis bariyerini sekillendirirler (Kayali 1989). Sertoli hiicrelerinin
baglica gorevleri; spermatozoonlarin korunmast ve beslenmesi, folikiil uyarici
hormon (FSH) ve testosteron kontroliinde Androjen-Baglayici-Protein (ABP)’yi
tiretmesi, hipofiz FSH salimmini engelleyen inhibin hormonu salgilamast ve
spermatozoonlarin  bosaltict  kanallar i¢inde tasinmasi icin testikiiler sivi
salgilamasidir (Gartner 2000). Tunika vaskiiloza; en i¢te bulunan gevsek bag
dokudan olugan tabakadir. Bu tabakada interstisyel bag dokusu hiicreleri olan Leydig
hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicreler yuvarlak ve tek gekirdege sahip olup testikiiler
androjenleri salgilar. Interstisyel bag dokusu seminifer tiibiilleri sararak tabakalarn
biitiinliigiini saglar (Ross ve Pawlina 2006).

Germ hiicreleri 64 giinde ¢ogalmasim ve gelismesini tamamlamaktadir.
Seminifer  tiibiilin  bazaline oturan  hiicreler = spermatogonium  olarak
adlandirilmaktadir.  Bu hiicreler puberte déneminde mitoz béliinmeyle ¢ogalmaya
baglar. Iki yeni hiicre olusur. Olusan bu hiicreler spermatogonyum A ve
spermatogonyum B olarak isimlendirilir. Spermatogonyum A’lar kék hiicreler olarak
kalir ve tekrar mitotik bolinmelerle spermatogonyum B’leri  olusturur.
Spermatogonyum B’ler ise primer spermatositlere déniisen &nciil hiicrelerdir
(Junqueira ve Carneiro 2009). Primer spermatosit hiicreler mayoz béliinme gegirir ve
sekonder  spermatositleri  sekillendirir  sekonder spermatositlerden  haploid
kromozomlu spermatidler gelisir, olgunlasan bu hiicrelerden spermatozoonlar olusur

(Sadler 1996).
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2.4. Diabetes Mellitus ve Testis

Diabetes Mellitus hem erkek hem de digilerde tremeyle ilgili birgok
bozuklukla iligkilendirilmistir. Diabetten kaynaklanan kan glikoz seviyesinin yiiksek
olmas: damar ve sinirlerin tahribatina yol agar ve ilgili organda komplikasyonlarin
goriinmesine neden olur. Bu komplikasyonlar disilerde vagina kurulugu, cinsel
isteksizlik ve enfeksiyonlara, erkekte ise infertilite basta olmak iizere libido ve penil
ereksiyon yetersizligi gibi bozukluklara yol agmaktadir (Sanguinetti ve ark. 1995,
Agbaje ve ark. 2007). Erkeklerde kan glikoz seviyesinin yiiksek olmasi bir¢ok
komplikasyona neden olur bu komplikaslonlar testis dokusunda azalan sperm sayisi
ya da tiretilen spermlerde bozukluklar dolayisiyla infertilite seklinde kendini g&sterir
(Kort ve ark. 2006). Kan glikoz seviyesi ile sperm kalitesi arasinda ters oranti vardir.
Kan glikoz seviyesinin yiikselmesi ejakulasyonda hasarli ya da &lii sperm sayisini
arttirmaktadir. Saglikli sperm sayismin azalmasi canlida yine infertiliteye neden

olmaktadir (Langtry ve Balfour 1998).

Diabet ratlarda; testis agirliginda, sperm kalitesi ve testosteron diizeyinde
azalmalara neden olur buna bagl olarak spermatogenezisde bozulmalar ve testikiiler
germ hiicrelerinde artis gdsteren apoptozisten kaynaklanan fonksiyonel bozukluklar
goriillmektedir. Histolojik olarak ise testis tunika albugineasinda bozukluklar,
seminifer tiibiillerde atrofi, tiibiillerin duvarim doseyen germ epitel hiicrelerinde
bozukluklar, sertoli ve Leydig hiicrelerinde vakuolizasyon, interstisyel dokudaki
Leydig hicrelerinin sayr veya fonksiyonunda azalma ve bazal membranda

kalinlagmalar gergeklesmektedir (Altay ve ark 2003).

DM, testiste histolojik deformasyonlari yanisira hipofiz-testis ekseninde de
degisikliklere sebep olmaktadir. STZ ile yapilan deneysel diabetin seminifer
tiibiillerdeki insiilin dagilimini etkiledigi ayrica LH, testosteron ve FSH diizeyleri
tzerinde de etkili doldugu bilinmektedir. Rat diabet modellerinde gonadotropin
salgilatict hormonun (GnRH) hipofiz cevabinda azalma oldugu bu canlilara GnRH
uygulandifinda ise FSH ve LH cevaplarinda dalgalanmalar oldugu goriilmiistiir

(Baccetti ve ark 2002).
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2.5. Oksitosin Hormonu

1906°da gebe kedilerde c¢aligan Sir Hanry Dale bir hormonun uterus
kontraksiyonunu saglayarak dogumu kolaylastirdigini farkedip yunanca hizli dogum
anlamima gelen Oksitosin (OT) adini vermigtir. OT 9 amino asitten (glycine,
gluamine, leucine, proline, cyteine, tyrosine, isoleucine, asparagine ve cyteine)
olusan ve arka hipofizden salgilanan peptid yapili bir hormondur. Ik defa 1953
yilinda Vincent Du Vigneaud tarafindan sentez edilmis ve 1955 te Vincent’e Nobel

ddiilii kazandirmugtir (Du Vigneaud 1956).

Oksitosinin; bellek, stres, agri duyusu, timiis, bagisiklik sistemi, kemik
geligimi, kalp-damar sistemi, annelik gibi bazi davraniglar, lireme ve pankreas-seker
metabolizmas: ile ilgili oldugu bilinmektedir. OT uygulamasindan sonra yapilan
bellek testlerinde bellekte diisiis oldugu goriilmiis bu da dogum sirasinda yasanan
agrinin  unutulmasiyla iliskilendirilmistir (Bossmar ve ark 1995). Ratlara
intraserebroventrikiiler ve intrapriton olarak uygulanan OT’nin agr1 duyusunu
azalttif1 yapilan ¢alismalarla belirtilmistir (Arletti ve ark. 1993). OT’nin 6grenmede
azalmaya sebep oldugu ayrica stres bozuklugunu azalttigi da bilinmektedir (Pitman
ve Lasko 1993). Bu bilgilerin yamisira OT’nin bazi sistemler iizerinde de etkili
oldugu dustiniilmektedir. OT’nin iskelet sistemi iizerindeki etkileri osteoklast
mekanizmasini inhibe etmesi dolayisiyla kemikte artisa neden olmasi ayrica 6zellikle
gebelik ve laktasyon donemlerinde kemik restorasyonunda etkili olmas: seklinde
siralanabilir (Cassoni ve ark. 1998). Kalp-damar sistemindeki etkisiyle ilgili yeterli
aragtirma yaptlmamis ancak; g¢evresel dolasimda bulunan OT’nin kalp-damar
lizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir (Favearetto ve ark. 1997). Ayrica ¢evresel
OT uygulamasinin arteriyel basincin diismesine neden oldugu belirtilmistir (Petty ve
ark. 1985). Haanwinckell ve ark. (1995) iv ve ip yollarla yaptiklart OT
uygulamalarmim Atrial Natritiretik Peptit (ANP) salimimim uyardigini ve idrarda
sodyum atiliminin hizlandigimi kaydetmislerdir (Haanwinckel ve ark. 1995). Timiis
ve immiin sistemle ilgili yapilan aragtirmalar timiista bulunan OT igeriginin yasla
dogru orantili olarak arttifini gostermektedir (Geenen ve ark. 1986). OT timiis epitel
hticreleri ile T lenfositler arasindaki iligkiyi diizenler (Martens ve ark. 1996). Elands



15

ve ark. (1998) timus dokusunda ve timositler {izerinde OT’nin baglanmasi igin dzel

bolgeler oldugunu bildirmistir.

Bu bilgilerin yan sira yapilan ¢alismalar OT’nin beslenme, ¢iftlesme, dogum,
annelik duygusu gibi davranislar tizerinde etkili oldugunu da agiklamaktadir. Ratlara
mikroenjeksiyon yéntemiyle vagus sinirinin dorsal motor ¢ekirdegine yapilan OT
enjeksiyonun mide hareketini engelledigi goriilmiistiir. OT enjeksiyonundan &nce
lokal olarak OT uygulamasinin ise mide hareketindeki azalmayi engelledigi
goriilmiistiir (Rogers ve Herman 1987). OT’nin annelik davramslan iizerindeki
etkisini anlamak amaciyla gebe olmayan ratlarin beynine infiizyon ydntemiyle
uygulanan OT’nin annelik duygusunu gelistirdigi kaydedilmistir (Herbert ve ark.
1994).

2.5.1. Oksitosinin Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkisi

Son zamanlara kadar OT digi hormonu olarak bilinmekteydi. Testis
ekstraktinda OT bulunmasi OT’nin erkek {ireme sistemi iizerinde de etkili
olabilecegini gdstermistir (Nicholson ve ark. 1984). Yapilan son c¢alismalarda OT nin
erkek bireylerde hem cinsel davraniglar hem de tireme organlariyla iliskili oldugu
anlagilmigtir. Disi ve erkeklerde beyinde orgazmin uyandirdigi his OT’den
kaynaklanmaktadir (Anderson Hunt ve ark. 1995, Carmichael ve ark. 1994). Ayrica
hem erkek hem de diside OT’nin cinsel uyarim ve orgazm aninda arttif

bilinmektedir (Carter 1992).

Oksitosin erkek tireme sisteminde; penis, testis, epididimis ve prostat bezinde
bulunmaktadir (Insel 1992). OT peniste ereksiyonun gerceklesmesini saglamaktadir
(Melis ve ark. 1986). Testiste ise 6nemli ii¢ fonksiyonu vardir; Seminifer tiibiilleri
kusatan kas hiicrelerini uyararak seminifer tiibiil kontraksiyonunu saglamak,
steroidogenezisi diizenlemek ve spermatozoon sayisinin artmasini  saglamak.
Seminifer tiibtil kontraksiyonunu saglayan OT, spermatozoon hareketinde de etkili
olur. OT sekresyonunun spermatogenezis aminda artis gosterdigi bilinmektedir
(Nicholson ve Jenkin 1995). Son galismalara gére OT nin spermatozoon gelisimini

sagladigi ve bu hiicrelerin epididimise tasinmasinda etkili oldugu da belirtilmistir



16

(Howl ve ark 1995). OT’nin spermatozoon sayisi iizerinde etkisinin oldugu birgok
caligmada belirtilmistir. Bogalarla yapilan ¢alismada OT enjeksiyonundan sonraki ilk
gjakiilasyonda spermatozoon sayisimn %34,2 arttii kaydedilmistir (Berndtson ve
Igboeli 1988). Koglarda yapilan OT uygulamasinin ise spermatozoon sayisini % 45
arttirdigy belirtilmigtir (Knight 1974). Oksitosin lokalizasyonu ve ekspresyonu tiirlere
gore farklilik gostermektedir. Fare testisinde OT mRNA ekspresyonlart hentiz
bulunamamisken, sigirlarin  testis dokusunda yiiksek sevivede OT mRNA
ekspresyonuna rastlanmistir (Ang ve ark. 1991). Tammar Wallaby’in prostatinda OT
mRNA ekspresyonunun gergeklestigi ancak testisinde OT mRNA ekspresyonuna
rastlanmadigi kaydedilmistir (Parry ve Bathgate 1998). Insanlarda ise OT mRNA
ekspresyonunun testis, epididimis ve prostatta gerceklestigi bilinmektedir (Frayne ve
Nicholson 1998). Rat testisindeki OT seviyesinin ¢evresel dolasimdaki OT
seviyesinden daha yiiksek oldugu PCR yontemiyle kanitlanmigir (Foo ve ark. 1991).

2.5.2. Oksitsonin Pankreas ve Seker Metabolizmas: Uzerine Etkisi

OT’nin seker metabolizmast ilizerinde etkili oldugu farkli dozlarda fare,
tavsan, koyun, kdpek ve inek tizerinde uygulanarak ortaya konmustur. OT uygulanan
farelerin pankreasinda OT baglanma bélgelerinin (OTR) arttigi bilinmektedir (Sulu
ve ark. 1999). Tavsanlara uygulanan OT’nin ikinci dakikadan itibaren instlin
dizeyinde anlamli bir artisa neden oldugu glikoz ve glukagon diizeylerinin ise
etkilenmedigi belirtilmistir  (Knudtzon 1983). Koyunlarda intravendz OT
uygulamasinin insiilin ve glukagon salimimuni arttirdigr ifade edilmigtir (Mineo ve
ark. 1997, Wallin ve ark. 1989). Kopeklerdeki OT uygulamasinda onbeginci
dakikada plazma glikoz, instilin ve glukagon diizeylerinde artislar goriilmiistiir
(Aitszuler ve Hamshire 1981). Bu bilgilerin yanisira OT diizeyinin hiperglisemide

artt1g1 da bilinektedir (Gutkowska ve ark. 1997).
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2.6. Oksitosin Reseptori

[k defa Kimura ve ark. (1992) insanda OTR cDNA’sii izole etmistir. OT
hormonunun hem erkek hem de disilerde birgok fonksiyonu oldugu yillardir
bilinsede caligma mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. OT hormonunun etki
edecegi hiicrelerin yiizeylerinde bulunan ve OT’nin hiicre yiizeyine baglanip etki
gostermesini saglayan bu molekiilliin bulunusu oksitosinin etki mekanizmasinin

anlagilmasinda oldukca 6nemli bir adim olmustur.

OTR rodopsin tipi smmf I, G-proteinine bagli reseptor (GPCR) siiper
familyasinin VPR alt ailesine bagh bir reseptdrdiir. OTR kurbaga Ridibunda'nin

glomerulusunda da tespit edilmigtir (Ammar ve ark. 1994).

OTR'G; rahimde, meme bezinde (Solof ve ark. 1989), hipofiz bezinde (Antoni
1986), beyinde (Tribollet ve ark. 1988), bobrekte (Schmidt ve ark, 1990), timiista
(Elands ve ark 1988), yumurtalikta ve testislerde bulunmaktadir. RT-PCR teknigi
kullanilarak bu organlarda OTR gen ekspresyonuna bakilarak son yillarda bu bilgiler
yeniden teyit edilmistir (Bathgate ve sernia 1994).

OTR geni insanlarda 3p25 kromozomunda yer alir. Bu genin tizerinde 3 intron
ile 4 ekson bulunur. Oksitosinin yamisira, arginin vasopresin (AVP) ve oksitosin
agonistleri veya antagonistleri gibi diger molekiiller, benzer yapilar1 sebebiyle
reseptorii baglayabilirler. OT'nin hiicre yiizeyinde bulunan transmembran OTR'ne
baglanmasi, daha sonra ¢esitli hiicre i¢i sinyal yolaklarini da harekete gegiren
reseptorii aktive eder. Bu baglanma bagta uterus kasilmalarn olmak tlizere birgok

biyolojik etkinin ortaya ¢ikmasini saglar (Smith 2007).

2.6. 1. Oksitosin Reseptorii Yapisi

OTR’nin son klonlamalar1; G-proteini eslenik membran reseptérleri biiyiik
ailesinin iyeleri oldugunu ortaya koymustur. Bunlarin hidropati profillerindeki

benzerliklerine gore, G-proteini eglenik reseptorlerininin, membrant yedi kez
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sarmalayan ve bu nedenle yedi adet helezoni transmembran etki alani (TEA) igeren
bir protein molekiiliinden olustugu bilinmektedir. Bu topoloji sebebiyle, bu
reseptorlerde dort adet hiicre dig1 etki alami (EI-E4) ve dort adet sitoplazmik etki alani
(C1-C4) bulunur. Bu etki alanlari, TEA’n1 baglayan li¢ hiicre-dig1 ve ii¢ hiicre igi
halkanin yani sira bir hiicre dis1 N-terminal ucu (E1) ve bir hiicre i¢i C-terminal ucu

(C4) igerir (Baldwin, 1993).

Su anda insan, fare ve domuz OTR'lerinin ¢cDNA sekanslart klonlanmig ve

siralanmustir (Kimura ve ark. 1992, Gorbulev ve ark. 1993, Rozen ve ark. 1995).

2.6. 2. Oksitosin Reseptoriiniin Gen Yapisi

Insan V2R geni Xq28 kromozomunda bulunur Kodlama bélgesi, iki intron
tarafindan kesintiye ugrar. ilk intron reseptériin  N-ucu kismini kodlayan bélgede
yer alir ve kodon 9'u keser. Intron 2 TEA6'y1 kodlayan bélgenin hemen ardindan
gelen kodlama sekansini keser. (Seibold ve ark. 1992) V1a ve OTR'leri kodlayan
genlerin kodlama bélgesi, her biri sadece tam olarak V2R genindeki intron 2'nin
bulundugu pozisyona esdeger bir pozisyonda bulunan bir intron tarafindan kesintiye
ugrar. Ancak, bu intronlarin boyutlar1 degisir: V2R'deki intron 2 sadece 105 baz
ciftinden olusurken, VIaR ve OTR'de buna karsilik gelen intronlar ise, sirasiyla, 2.2
ve 12 kilobazdir. Fare OTR geni bir intron, insan OTR geni iki ek intron ihtiva eder

(Rozen ve ark. 1995).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alisma igin Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik
Kurulu’'ndan (KAU-HADYEK) 25.05.2015 tarihinde 2015-041 sayili etik kurulu
numarasi ile onay alinmustir. Calismanin deneysel asamalar1 Kafkas Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinde, laboratuvar ¢alismalari ise
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim

Dalr’inda gergeklestirilmistir.
3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvani1 Materyalinin Temini ve Barmdirilmas:

Calismada kullanilan deney hayvanlari Atatiirk Universitesi Tibb1 Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi. Caligmada 2 aylik 18 adet Balb-c
cinsi erkek fare kullamldi. Her kafeste 6 hayvan olmak lizere denekler rastgele
ayrildi. Hayvanlar 22 + 2 sicaklikta ve % 40-60 civarinda nem kogullarinda, 12 saat
karanlik ve 12 saat aydinlikta barindirildi. Her bir kafes ve suluk her giin temizlendi.
Hayvanlar pelet yemlerle ve ¢esme suyu verilerek ad-libitum olarak beslendi.
Beslenmede kullanilan standart fare yemi Erzurum Bayramoglu Yem Fabrikasindan

temin edildi. Yemler 6zel gelik kaplarda, su ise ¢elik bilyeli suluklarda verildi.

3.2. Metot

3.2.1. Deney Graplarmin Olusturulmasi
Hayvanlar temin edildikten sonraki iki hafta hi¢ bir uygulamaya tabi

tutulmadan adaptasyonlar1 saglandi. Adaptasyon sonrast denekler Tablo 1°de

gosterildigi gibi gruplara ayrildi.
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Tablo 1. Deney gruplar ve yapilan uygulamalar.

Deney Gruplar1 Denek Sayist Yapilan Deneysel Uygulama

Kentrol Grubu (n=6) Her hangi bir uygulama yapilmadi

Sham Grubu (n=6) Sodyum sitrat ¢ézeltisi i.p olarak uygulandi. (pH:4.5)

Diabet Grubu (n=6) pH degeri 4.5 olan 0.1 M Sitrat tamponu igerisinde

¢ozdiiriilmiis  Streptozotosin (STZ) 100 mg/kg dozda i.p
yolla, tek sefer uygulandi.

2.2.2 Diabet Olusturulmasi

3.2.2.1. STZ Soliisyonunun Hazirlanmasi

STZ (Sigma S0130-1G); 40mg/Iml oraminda Sodyum sitrat tamponu

igerisinde ¢ozdiirtildi. STZ 151k ve sicaktan olumsuz etkileneceginden dolay: taze

hazirlanip aliminyum folyo ile sarili tiipte ve buz dolu beherde bekletildi. STZ

grubuna intra peritonal olarak 1 ml’lik insiilin enjektdrii ile hayvan agirliklan

belirlendikten sonra 100 mg/kg oraninda tek doz seklinde uygulandi (Bingél ve

Kocamus, 2009).

3.2.2.2. Sodyum Sitrat Cozeltisinin Hazirlanis

0.294 gr sodyum sitrat dihidrat (Cs Hs Naz O7 2H20 = 294,1 g/mol) alinarak

deiyonize su ile hacim 100 ml ye tamamlandi ve 1 Normal HCI ile Ph’si 4.5%

ayarlandi.
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3.2.3.Agirhk Olciimlerinin Yapilmasy

Deneklerin agirliklar1 STZ uygulamasindan hemen 6nce (0.giin) ve dokularin
alindign giin  (30.glin) hassas dijital terazi (Precisa-XB220A) ile tartilarak,
kaydedildi.

3.2.4. Kan Sekeri Seviyesinin Belirlenmesi

Biitiin hayvanlarin kan glikoz seviyeleri 12 saat a¢ birakildiktan sonra ve STZ
uygulamasina gecilmeden once kuyruk venlerinden alinan birer damla kanla
glikometri cihaz1 (Rocho Accucheck Go) kullamilarak 6l¢iildii. 72 saat sonra diabet
grubu hayvanlan tekrar 12 saat a¢ birakilarak aclik kan glikoz diizeyleri yine ayni
yontemle olciildii. A¢lik kan glikoz diizeyi 200 mg/dl {izerinde olan hayvanlarin
diabet oldugu kabul edildi (Kanitkar ve Bhonde 2004). Son olarak dokular alinmadan

once hayvanlarin tekrar 12 saat aglik sonrasi kan glikoz seviyeleri 6l¢iildi.

3.2.5. Doku Orneklerinin Alinmasi

Dokular STZ uygulamasindan 30 giin sonra alindi. Dokular alinmadan énce
hayvanlar 12 saat boyunca a¢ birakilip son agirhik oOl¢limleri ve achik glikoz
seviyeleri belirlendi. Eter anestezisi altinda servikal dislokasyon uygulanarak,

Otenazi edilen deneklerin testis dokulart alindi.

Alman dokularin agirliklar1 hassas terazide belirlendi. Sag testis dokusu
immunohistokimyal ve histolojik galismalarda kullanilmak tizere rutin histolojik
islemlerden gecirildi. Sol testis dokusu ise RT-PCR analizleri i¢in homojenizatérde

(Wiggen Hauser) homojenize edilditen sonra TRI Reagent soliisyonuna alindi.
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3.2.6. Histolojik Incelemeler I¢in Doku Hazirlanmasi

Almman sag testis dokular1 histolojik ve immunohistokimyasal olarak
incelenmek tizere % 10’luk formol ve buoin solisyonlarinda tespit edildi. Ardindan
dereceli alkoller, metil benzoat ve benzol serilerinden gegirilerek parafinde
bloklandi. Hazirlanan bloklardan krom-alum-jelatin ile kaplanan lamlara 5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Testis dokusunun genel olarak histolojik yapisini
incelemek amaciyla Crossman’in {iglii boyamas: (triple boyama), Hemotoksilen-
Eosin (H&E) ve Periyodik Asit Shiff (PAS) boyama teknikleri uygulandi. Kapatilan
prepratlar degerlendirilmek {izere 151k mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan)
incelenip gerekli kisimlar fotograflandi. Preparatlarda, tubulus seminiferus kontortus
caplar1 da degerlendirildi her bir testis dokusu i¢in yiiz adet seminifer tubiiliin ¢ap1

okiiler milimetre ile §l¢iildii. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2.7. Immunohistokimyasal Inceleme

Bloklanan dokulardan 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitlerin bir
kismi rutin histolojik incelemeler i¢in geriye kalani ise OTR’nin testis dokusunda
immunohistokimyasal lokalizasyonunu incelemek amaciyla kullanildi. Testis
dokusunda OTR immunoreaktivitesini incelemek igin Avidin-Biotin-Peroksidaz
Kompleksi (ABC) uygulandi. Alinan kesitlere deparafinizasyon ve dehidrasyon
islemleri uygulandi ardindan fosfat buffer salin (PBS) (0,1 M, pH; 7,2)de
calkalanarak endojen peroksidaz aktivitesini engellemek ig¢in 0,1 M’lik PBS’te
hazirlanmis % 3’1k H2O2’de 20 dk inkube edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra
antijenleri agiga cikarmak amaciyla 10 dk mikrodalga firinda sitrat buffer soltisyonun
icinde 600 watt 1s1 uygulandi. Kesitler Tekrar 3-5 dk boyunca PBS ile yikamp
ardindan spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek amaciyla sekonder antikora uygun
UV serumda (%10) 10 dk inkube edildi ve tekrar PBS ile yikandi. Daha sonra
kesitler iizerine anti-OTR antikoru (abcam:ab217212 (1:250 diliisyon oraninda))
uygulandi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Primer antikorun

inkiibasyonundan sonra tekrar PBS ile yikanan dokulara primer antikorun tiretildigi
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tiire kargi olan biotinlenmis sekonder antikor uygulandi ve 30 dk oda sicakliginda
birakildi. Ornekler tekrar PBS ile yikandiktan sonra streptavidin peroksidaz ile oda
1s1sinda 30 dk. inkiibe edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra kromojen uygulamasi
icin Diaminobenzidine (DAB (Thermo TA-125-HD)) teknigi uygulandi (Shu ve ark
1988).

Kesitlere kromojen soliisyonu uygulandiktan sonra i1sik mikroskobunda
kontrol edilerek immunoreaktivitenin olusumuna gore reaksiyon distile su ile
durduruldu. Hazirlanan dokulara son olarak zit boya olarak hemotoksilen uyguland:
ve dehidrasyon—saydamlastirma islemleri sonucunda kesitler entellan yardimiyla

lamelle kapatildi.

Hazirlanan preparatlar 151k mikroskop altinda incelenerek fotograflandi.
Kesitlerde, boyanan hiicrelerin boyanma dereceleri belirlendi. Boyanma derecesi: 0
(reaksiyon yok), +1 (az yogun), +2 (orta derecede yogun), +3 (g¢ok yogun) olarak
degerlendirildi.

Dokulardaki OTR immunoreaktivitesinin spesifik olup olmadigini tespit
etmek amaciyla negatif kontrole primer antikor agsamasi atlatilarak diger islemler

ayni sekilde uygulanda.

3.2.8. RT-PCR ile Gen Ekspreyonu

Gen expresyonu ig¢in alman sol testis doku oOrnekleri 1ml Tri-Reagent
(SIGMA, 93289) soliisyonu i¢erisinde homojenizatdr yardimiyla homejenize edildi

(Bingol ve Kocamig 2010 ). Homejenize edilen rnekler +4 °C de muhafaza edildi.

3.2.8.1. RNA Izolasyonu

Tri-Reagent icerisine almman Omeklere 0.2 ml kloroform eklenip 15 sn
calkaland: ve oda 1sisinda 10 dk beklendi. Hazirlanan karigim +4°C de 13000 rpm de
15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iistte RNA, ortada DNA ve en altta protein
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olmak tizere ependorf tiiplerde 3 bolge fark edildi. En tstte bulunan RNA kismi diger

bélgelere temas edilmeden steril ependorf tiiplere aktarildi.

DNA ve RNA iceren &rneklerimiz siipernatant ve pelet olarak iki kisma
ayrildi. Dip kisma ¢oken pelete temas etmeden iistte bulunan siipernatant kismi
mikropipetle ¢ekilerek 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi. RNA molekiillerini dibe
¢oktlirmek amaciyla tiiplere 0.5 ml izoproponal ilave edildi ve oda 1sisinda 10 dk
bekletilip +4°C de 13000 rpm de 8 dk santrifiij edildi. RNA molekiillerinin tiipiin dip
kisminda jelimsi ya da beyaz bir pelet halinde ¢6ktiigii gozlendi. Siiperatant
uzaklastirildi ve RNA peletine 1 ml % 75 lik etanol ilave edilip vortekslendi ve -20
°C de bir gece RNA molekiilleri yikanmaya birakildi.

Yikanan RNA molekiilleri tekrar +4°C de 5 dk boyunca 8000 rpm de santrifiij
edildi. Stipernatant kisimda bulunan sivi tiipten atildi boylece RNA’dan etanol
uzaklagirildi ve pelet kisimda bulunan saf RNA molekiilleri elde edildi. Pelet
kistmdaki RNA’dan etanolii uzaklastirmak amaciyla drekler ¢eker ocakta 15-20 dk
kurutuldu. Son olarak izole edilen RNA o6rneklerine 80 pl ddH20 eklenerek -20 ye

alindi.

Spektrofotometre ile 260 nm dalga boyunda 1ul deki RNA miktar: olgiildii ve
3 pg RNA igeren soliisyon hesaplandi.

3.2.8.2. RNA’larin Spektrofotometrede Ol¢iimii

Fare testis dokusundan Izole edilen total RNA’larin safligi nanodrop ile
spektrofotometrik olarak Gl¢tildi. Ayrica DNA veya protein kirliligi goriilmedigi

dolayisiyla her hangi bir saflastirma islemine gerek kalmadig: anlasildu.

Elde edilen RNA molekiillerinde kontaminasyona dikkat edilerek en uygun
MgCl2 ve enzim oranlarinda optimize edildi ardindan en uygun RT-PCR programlari
kullamlarak ¢cDNA molekiilleri elde edildi. Elde edilen cDNA érnekleri OTR genine
uygun primerlerle en uygun sicaklik ve PCR dongiilerinde ¢ogaltildi. DNA’larin

cogaltimasinda B-aktin ve OTR olmak tizere iki primer seti kullanildi. Cogaltilan
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DNA omekleri agoroz jelde yiriitildii ve bulgular degerlendirilmek {izere

kaydedildi.

3.2.8.3. Komplementer DNA (¢cDNA)’nin Uretimi

mRNA ¢ekirdekten ¢ikmadan 6nce u¢ kisimlarinda Poly A kuyrugu olusur.
Adenin bazi bakimindan zengin olan bu kuyruk Oligo dT primerleri ile bag
kurabildiginden Oligo dT primerler kullanildi. Her bir 6rnek igin 3 pg RNA igeren
soliisyona 1 pl Oligo dT primerleri eklenip niikleaz (NF) icermeyen su ile hacim 12

pl’ye tamamlandi.

RT reaksiyonu i¢in Fermentas Revert Aid First Strand cDNA synthesis Kit
(K1622) kullanildi. Tim basamaklar kit prosediiriine gére yapilmustir. Bir &nceki
basamakta elde edilen mRNA o6rneklerine 4 pl 5X Reaction Buffer Tamponu, 1 ul
RNase inhibitér, 2 pl hazir olarak temin edilen 10 mM dNTP mix (dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP) ve 1 pl revert Aid M-MuLV revers transkriptaz enzimi eklenmistir.
Olusan 20 pl karisim 42°C’de 60 dk ve 70°C ve 5 dk tutuldu. Program sonunda elde
edilen cDNA molekiilleri -20 °C’ye alindi.

3.2.8.4. DNA’nm Cogaltilasi

cDNA igeren tiiplerin her birinden 1 pl 6rnek DNA, 2,5ul 10X tampon, 2,5 pl
MgClz, 2 ul ANTP, 2,5 pl OTR-primer-F, 2,5 ul OTR-primer R, kontrol grubu igin
2,5 pl Aktin F, 2,5 pl Aktin R, 0,5 pl Tag DNA Polimeraz son olarak toplam hacmi
25 pl tamamlamak igin 11,5 pl ddH20 eklenerek tiipler PCR cihazina yerlestirildi ve
Tablo 2’de gosterilen PCR programlari uygulandi. Elde edilen triinler -20 °C’ye

alindi.
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Tablo 2. DNA 6rneklerine uygulanan PCR programu.

94°C’de, 2dk
94°C’de 1 dk,"l
60°Cde, 1dk, —X 40
72 °C’de 1 dk
72°C’de 5dk

4°C’de 5 dk

Tablo 3. DNA’ nin ¢ogaltilmasmda kullanilan primerler

Oxtr, reverse 5’AGGACGAAGGTGGAGGAGTT’3

Oxtr, forward S"TTCTTCGTGCAGATGTGGAG’3
(Kasahara ve ark. 2013)

B-aktin reverse 5’CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG’3

B-aktin forward S"TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT’3
{Bingol ve Kocamig 2009)

3.2.8.5. Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi

Elde edilen DNA molekiilerini incelemek iizere %]1,5’lik agaroz jel
hazirlandi. Erlen mayere alinan 2,512 gr agar lizerine 250 ml TBE (Tris-Borate-
EDTA) ilave edilerek iyice c¢cozdiriildii. Eritilen agara 12,5ul ethidium bromide
eklenerek jel tankina dokildii. Jel tanki oda 1sisinda 45 dk tutularak kaliplagmasi
beklendi. Olusan kaliplar i¢i TBE dolu olan elektroforez tankina yerlestirildikten

sonra taraklar ¢ikartildi.

Son olarak elde edilen PCR {iriinlerinden yeni tiiplere 10 pl almip lizerine 2,5
ul yiikkleme boyasi (loading dye, G7654) eklendi. Taragin ilk ve son kuyucuguna
hazirlanan leader 10 pl, diger kuyucuklarada sirasiyla 10pl hazirlanan DNA
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ornekleri konularak yiikleme islemi tamamlandi. Elektroforeze alinan 6mekler 50 dk
siireyle 90 V’ta yiriitildi. Sonuglar UV 1sik  altinda fotograflandirilip

degerlendirmek iizere kaydedildi.

3.2.9. Istatistiksel Analizler
[statistik analiz icin SPSS programimn 16.0 versiyonu kullamildr (SPSS

2007). Gruplar arast coklu kargilastirmalar i¢in one-way ANOVA kullanildi
Homojen gruplar icin Benferroni, homojen olmayan gruplar icin Tamhene testleri
uyguland:. Ikili karsilastirmalar i¢in ise yine SPSS 16.0 da paired-samples t testi

uygulandi.
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4. BULGULAR

Calismamizda deneklerin canli agirliklari, testis agirliklari, kan-glikoz
degerleri seminifer tubul c¢aplar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Testis
dokusunda OTR ekspresyonu RT-PCR yontemiyle belirlenmistir. Ayrica histolojik
ve immunohistokimyasal yoOntemlerle de incelenip elde edilen bulgular

degerlendirilmistir.

4.1. Canh Agirhg:

Canli agirlik degerlendirmeleri 0. ve 30. giinlerde yapilmistir. Biitiin
gruplardaki hayvanlarin agirliklari aym giinlerde belirlenip her grup kendi iginde
karsilagtirilmigtir. Kontrol ve sham gruplar ortalama canli agirliklar: kendi igerisinde
degerlendirildi ve istatistiksel diizeyde anlamli bir fark olmadig goriildii. Diabet
grubu kendi igerisinde ortalama canli agirlik yoniinden incelendiginde giinlere gore
istatistiksel diizeyde anlamh bir fark bulundu (P< 0,05). Diabet grubunda 0. giinde ve
30. giinde yapilan canh agirlik Glgtimleri karsilagtirildiginda 30. giinde belirgin bir
disiis oldugu goriildii (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplarin grup iginde 0. ve 30.giin canli agirlik karsilastirmast.

Gruplar N Canli agirlik (gr)£SD t
Diabet 0.giin 6 37.00+4.5 4.781%
Diabet 30.giin 6 31.66+2.8

Sham 0.giin 6 33533 +£42 0.88
Sham 30.giin 6 35:8323.3

Kontrol 0.giin 6 38.66+2.4 0.89
Kontrol 30.giin 6 40.00+3.5

#P<0.05 (SD:Standart sapma, t: t degeri)
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4.2.Testis Agirh@

Tiim gruplara ait testis doku agirliklari sag ve sol olarak gruplar arasinda ayri
ayr degerlendirildi. Yapilan istatistiksel degerlendirmede sag ve sol testis agirliklari

acisindan istatistiksel diizeyde (P<0,05) anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 5 ve 6).

Tablo 5. Gruplar arasinda 30. giinde sag testis agirligi karsilastirmasi.

Gruplar N Sag testis agirligi (gr) £ | F
SD
Diabet 6 0.113+0.022
Sham 6 0.121 £ 0.026 0.516
Kontrol 6 0.123+0.013

P-20.05 (SD:Standart sapma, F: F degeri)

-

Tablo 6. Gruplar arasinda 30.giinde sol testis agirhigt karsilagtirmasi.

Gruplar N Sol testis agirhg: (gr) £ | F
SD
Diabet 6 0.121 £0.012
Sham 6 0.127 £ 0.011 0.144
Kontrol 6 0.128 £ 0.010

P<0.05 (SD:Standart sapma, F: F degeri)

4.3. Tubulus Seminiferus Kontortus Capi

Her bir hayvandan alinan testis dokusu kesitleri incelendi. Her denekte 20
adet olmak iizere her bir gruptan 120 adet tubul 6lgiildii. Olgiimi yapilan tubulus
seminiferus kontortus c¢aplan ii¢ grup arasinda kargilastirildi (Tablo 7). Kontrol ve
sham gruplarinda seminifer tubul c¢aplarinin birbirine benzer uzunlukta oldugu
goriildi. Ancak diabet grubuna ait tubul ¢aplarinin diger gruplara gore istatistiksel

(P<0,05) olarak daha kisa oldugu goriildi.
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Tablo 7. Gruplar arasinda seminifer tubul ¢aplarmm kargilagtirilmas.

Gruplar N Tubul sayis1 Seminifer tubul | F
¢ap1 (um) + SD
Diabet 6 120 182.28 £ 6.7*
Sham 6 120 215.76 £ 11.3° 417.02*
Kontrol 6 120 21390+ 11.4°

Farkli Gst karakterler arasinda anlamli istatistiksel fark vardir. *P<0.05 (SD:Standart sapma, F: F

degeri)

4.4. Kan- Glikoz Degeri

Tiim gruplarin kan-glikoz degeri 0. ve 30. giinlerde ol¢iiliip elde edilen veriler

gruplar arasinda karsilastiriiginda 0. giindeki ti¢ grup ile 30. giindeki sham ve

kontrol gruplarmin kan glikoz seviyelerinin benzer oldugu ve 30. giin diabet grubu

kan glikoz seviyelerinin diger gruplardan belirgin bir sekilde yiiksek oldugu ve bu

farkliliklarin istatistiksel agidan anlamli oldugu goriildii (Tablo 8).

Tablo 8. Gruplar arast kan glikoz degerlerinin karsilastirilmasi.

Gruplar N Glikoz mg/dl +5D 1}
Diabet 0.glin 6 79.16 £ 6.7

Sham 0.giin 6 77.83 £ 7.6

Kontrol 0.giin 6 79.16 £ 4.1° 99.305*%
Diabet 30.giin 6 309.00 + 53.5P

Sham 30.giin 6 82.83 + 7.4°

Kontrol 30.giin 6 86.50 = 10.17

Farkl {ist karakterler arasinda anlaml istatistiksel fark vardir. *P

degeri)

<0.05 (SD:Standart sapma, F: F
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4.4. Histolojik Degerlendirme

Hazirlanan preparatlar mikroskobik olarak incelenmistir. Testis dokusunun
genel histolojik yapisini incelemek amaciyla yapilan triple ve Hematoksilen & Eosin
boyamada kontrol ve sham grubu kesitlerinde tubulus seminiferus kontortuslarin ve
igerisinde bulunan spermatogenetik hiicrelerin, intersitisyel alanlarin ve bu alanlarda
bulunan testikiiler hiicrelerin normal yapida oldugu gériildii (Sekil 1,3 ve 4).

Diabet grubunda yapilan incelemeler sonucunda testis dokusunda bulunan
tubulus seminiferus kontortuslanin yapisinin kontrol grubuna gére daha diizensiz
oldugu goriildii. Burada bulunan spermatogenetik hiicre serilerinin, intersitisyel
alanlarda bulunan yapilar ve Leydig hiicrelerinin diger gruplara gore herhangi bir

histolojik farklilik gostermedigi belirlendi (Sekil 2 ve 5).

»
®
P

- = e

o 1
b L A I 3 |
s 3

LY 100 pm

Sekil 1. Kontrol grubu testis dokusunun histolojik gériiniimii. Triple boyama, Kalin Ok: Tubulus
seminiferus kontortuslar, Bar: 100 pm.
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Sekil 3. Sham grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii. Triple boyama. Ok: Tubulus seminiferus

kontortuslar. Bar: 50 pm
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kontortuslar. Bar: 100 pm.
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PAS boyamas: yapilan kesitlerde tiim gruplarda tubulus semineferus
kontortuslar1 ¢evreleyen bazal membran yapisinin benzer oldugu tespit edildi (Sekil
6 ve 7).

Sekil 6. Kontrol grubu testis dokusunun histolojik gériiniimii. PAS boyama. Ok: Tubulus seminiferus
kontortus bazal membrani. Bar: 50 pm.

.,ﬁ. .
. g P 100 pm
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s o
50 pm B

. A
Sekil 7. Diabet grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii. PAS boyama. Ok: Tubulus seminiferus
kontortuslar.Bar: 50 pm.

4 ” o 3
. 3 a - 4 T " -
‘ i C W g . . &
v = A % k
f ) - < gt ¢ -t & A &
’ i ray 5, T ’
. q 4 . » - .
o YL )
4 o & '
L4 ﬁ."’. : ey 3 W a ’ _!( 2

4.5. Immunohistokimyasal Degerlendirme

OTR immunoreaktivitesini belirlemek amaciyla deneme, kontrol ve sham
gruplarina  ait testis kesitleri imminohistokimyasal olarak incelendi. Isik
mikroskobuyla yapilan incelemeler sonucu OTR immunoreaktivitesinin diabet, sham
ve kontrol gruplarinda sadece Leydig hiicrelerinde goriildiigii, seminifer tubiillerde
veya diger testikiler yapilarda herhangi bir reaksiyon gozlenmedi. Leydig
hiicrelerindeki immunoreaktivite yogunlugunun gruplara gore belirgin bir sekilde

degistigi gozlendi.

Kontrol ve sham gruplarinda OTR immunoreaktivitesinin yogun oldugu
gozlendi (Sekil 8 ve 9).
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Sekil 9. Sham grubu testis dokusunda OTR immunoreaktivitesi. Ok: Tubulus seminiferus kontortus.
Bar: 100 pm.




37

Deneme grubunda ise OTR immunoreaktivitesinin yine sadece Leydig

hiicrelerinde gergeklestigi ve diger gruplara gore ¢ok az oldugu gozlendi (Sekil 10 ve
11).
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Sekil 10. Diabet grubu testis dokusunda OTR immunoreaktivitesi. Ok: Leydig hiicresi. Bar: 100 um.
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Sekil 11. Diabet grubu testis dokusunda OTR immunoreaktivitesi Ok: intersitisyel alan. Bar: 50 pm.
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Tablo 9. Testisteki yapilar ve OTR reaksiyon yogunlugu.

Testisteki Kontrol Sham Diabet
Yapilar/Reaksiyon

yogunlugu

Endotel] Hiicreleri 0 0 0
Spermatogonyum 0 0 0
Primer spermatosit 0 0 0
Sekonder spermatosit 0 0 0
Spermatid 0 0 0
Sertoli hiicreleri 0 0 0
Leydig hiicreleri +3 +3 +1]

0 : Iimmunoreaktivite yok, +1: Az yogun, +2: Orta derecede yogun, +3: Cok yogun.

Testis dokusunda goriilen OTR immunoreaktivitelerinin spesifik olup
olmadigini belirlemek amaciyla yapilan negatif kontrol denemesinde uygulanan
immunohistokimyal

sekildeuygulandi ve OTR immunoreaktivitesinin spesifikligi degerlendirildi (Sekil

12).

agsamalarinin

hepsi

antikor

edilmeden
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Sekil 12, Kontrol grubu, Negatif kontrol. Ok: intersitisyel alan. Bar: 50 pm.

4.6. Molekiiler Analiz

Her ii¢ gruptaki farelerin testis dokusundaki OTR ekspresyonu RT-PCR
yontemiyle belirlendi. Kontrol geni olarak B-aktin geni kullanildi. Gruplardan elde
edilen veriler gruplar arasinda dansitometrik olarak Olgiilerek bant yogunluklarina
gore degerlendirildi. Kontrol ve sham gruplarinda bantlarin yogunluklar: benzerlik
gosterirken diabet grubunda ekspresyonun daha az oldugu goriildii (sekil 13).



41
12 3456 M

B-actin Sham

12 3456 M 12 3 456

Kontrol Diabet

Sekil 13. PCR Jel goriintiileri

Aktin primeriyle kurulan PCR programindan elde edilen ornekler jele
yiiklendi ve cDNA ekspresyonunda bir degisim olmadigi goriildii. OTR primerleri ile
kurulan PCR programinda elde edilen &rnekler jele yiikklendiginde diabet grubu DNA
ekspresyonunda diger gruplara gére istatistiksel agidan anlamli bir azalma oldugu
goriildi (Tablo10).
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Tablo 10. OTR geni RT-PCR sonuclarinin karsilastirilmasi.

Gruplar N RT-PCR (abitrary unit) £ | F
SD
Diabet 6 0.4402 + 0.007?
Sham 6 1.0097 + 0.156° 3538.94*
Kontrol 6 1.0058 + 0.156°

Farklr iist karakterler arasinda anlamli istatistiksel fark vardwr. *P<0.05 (SD:Standart sapma, F: F

degeri)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu galismada STZ uygulanarak deneysel diabet olusturulan farelerde; canli
agirhik, testis agirlifl, immunohistokimyasal olarak OTR’nin testis dokusundaki

lokalizasyonuve RT-PCR ile OTR nin gen ekspresyonuna bakilmistir.

Yotsumota ve ark. (1997), farelerde yaptiklar1 ¢alismada 150 mg/dl STZ
enjeksiyonuyla diabetin gerceklestigini ve hayvanlarin kan glikoz seviyesinin 400
mg/dl itizerinde oldugunu belirtmislerdir. Mukherjee ve ark. (1998), ratlarda 55
mg/kg STZ enjekte ederek deneysel diabet gerceklestigini bildirmislerdir. Ggmen
ve ark.(2000), ip olarak farelere 100 mg/kg STZ enjekte ederek diabetin
gerceklestigini bildirmislerdir. Wada ve ark. (2001), farelere 200 mg/kg STZ nin tek
dozda uygulanmasiyla diabetin ger¢eklestigini bildirmiglerdir. Grover ve ark. (2001),
farelerde 150 mg/kg STZ’nin 1p olarak enjeksiyonuyla yine diabetin gergeklestigini
ve kan glikoz seviyesinin 400 mg/dl oldugu belirtmislerdir. Yang ve Wright (2002),
farelere farkli oranlarda i.v. olarak STZ enjekte ettiklerini ve diabetin 150 mg/kg
oraninda ger¢eklestigini belirtmislerdir. Kanitkar ve Bhonde (2004), farelerde ip
olarak 100 mg/kg STZ enjekte ettiklerini ve 24 saat sonra kan glikoz seviyesinin 297
mg/dl oldugunu bildirmislerdir. Bingdl ve Kocamig (2010), farelere 100 mg/kg
oraninda tek doz olarak uygulanan STZ de diabetin gergeklestigini bildirmislerdir.
Yaptigimiz ¢alismada farelere ip olarak 100 mg/kg oraninda STZ enjekte edildi ve

deneysel diabet olusturuldu.

Yang ve Wright (2002), kan glikoz seviyesi 200 mg/dl olan hayvanlarda
deneysel diabetin gerceklestigini kabul ettiklerini belirtmislerdir. Kanitkar ve Bhonde
(2004) kan glikoz diizeyi 200mg/dl hayvanlar: yine diabet olarak kabul etmislerdir.
Bingdl ve Kocamis (2010), yaptiklart ¢aligsmada kan glikoz seviyesi 200 mg/dl olan
hayvanlar1 diabet kabul etmislerdir. Bizim calismamizda da bu ¢alismalara paralel

olarak AKS degeri 200 mg/dl ve lizeri olan fareler diabet olarak kabul edildi.
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Canli Agirhik ve Testis Agirlign

Gogmen ve ark. (2000), diabet yapilan farelerde 20. veya 30. giinden sonra
canli agirhiklarinda azalma oldugunu bildirmiglerdir. Wada ve ark. (2001), diabet
yapilan ve 24 hafta boyunca takip edilen hayvanlarda kilo kaybi goriildiigiini
belirtmistir. Aym yillarda yapilan bu ¢aligmanin aksine Grover ve ark. (2001), STZ
uygulayarak deneysel diabet olusturduklar: farelerde herhangi bi sekilde kilo kaybi
olmadigim bildirmiglerdir. Imaeda ve ark. (2002), deneysel diabetin farelerde canli
agirlik kaybina neden olmadigmni belirtmiglerdir. Nayon ve ark. (2004), deneysel
diabet uyguladiklar1 farelerde 60 giinde canli agirhk kaybi gériildiigiinii
bildirmiglerdir. Kim ve ark. (2006), deneysel diabet olusturduklari ratlarda canli
agirhik yoniinden kontrol grubuna gore ciddi bir fark oldugunu gézlemlediklerini
belirtmislerdir. Haan ve ark. (2005) diabetin fare canli agirhginda azalmaya neden
olmadifim belirtmiglerdir. Orman ve ark. (2015), deneysel diabet yapilan farelerin
canli agirhiklarinda anlamli bir azalma oldugunu bildirmisledir. Bizim ¢alismamizda
diabetli grubun canlt agirhiginda son giin canli agirliginda ilk giine gére anlamli bir
azalma oldugu gézlemlendi. Diabetin canli agirlig: gibi testis agirlifinda da azalmaya
neden oldugu Jelodar ve ark. (2009), tarafindan bildirilmistir ancak ¢alismamizda
gruplar arasinda testis agirliklar1 bakimindan istatistiksel diizede anlamli bir farklilik

olmadig1 gorildii.

Histolojik ve Histometrik Degerlendirme

Cameron ve ark. (1985), diabetik insan testis dokusunda seminifer tubiillerde
spermatogenik hiicrelerin azaldifini, seminifer tubiil epitelinin kalinlastigini,
seminifer tubiilde vakuollesme ve atrofi goriildiigiinii bildirilmistir. Cai ve ark.
(2000), Kanter ve ark. (2013), diabetik ratlarin seminifer tubiillerinde bozulmalar
oldugunu ayrica testis dokusunda seminifer tubiillerde spermatogenik hiicrelerin
azaldifini, seminifer tubiil epitelinin kalinlagtigini, seminifer tubiilde vakuollesme ve
atrofinin  oldugunu bildirmiglerdir. Guneli ve ark. (2008), diabetin - tubulus

seminiferusun bazal membraninda ve testis bazal membraninda kalinlasmaya neden
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oldugu ve germ hiicrelerinin dejenere oldugunu belirtmislerdir. Akkog¢ ve ark
(2012), diabetik grupta seminifer tubiil bazal membranimn kalinlagtigini
bildirmiglerdir. Kanter ve ark. (2012), ¢alismalarinda kontrol grubunda seminifer
tubiillerin normal gozlendigini, diabetik siganlarda ise testis dokusunda seminifer
tubiillerin yapisinda kiigtilme ve bozulmalar oldugunu belirtmislerdir. Kanter ve ark.
(2012), Diabetik siganlarin spermatogenik hiicre serilerinde énemli bir azalmanin
oldufunu, tubiillerde ise atrofinin tespit edildigini bildirmislerdir. Orman ve ark.
(2015), yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubuyla diabetik grubu karsilastirdiklarinda,
diabetli grupta seminifer tubiillerinde vakuollesme, atrofi ve germ hiicrelerde
dejenerasyon oldugunu ve gekirdeklerin normalden biiyiik oldugunu, ayrica bazal
membranda kalinlagma oldugunu bildirmislerdir. Yaptigimiz calismada tiim
gruplarda yapilan mikroskobik incelemeler sonucu kontrol, sham ve diabet gruplari
arasinda  testis dokusunun histolojik yapisi bakimindan belirgin bir farklilik

olmadig goriildii.

Guneli ve ark. (2008), ¢alismalarinda diabet grubunda kontrol grubuna gére
seminifer tubil ¢apinda azalma oldugunu bildirmislerdir. Jelodar ve ark. (2009),
calismalarinda diabetli disi siganlardan dogan erkek sicanlarin seminifer tubiil
¢aplanmin disiik oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alismalarin yani sira Soudamani ve
ark. (2005), Akkog ve ark. (2012), Kanter ve ark.( 2012), Orman ve ark. (2015),
yaptilari ¢aligmalarda diabetin seminifer tubiil ¢apinda azalmaya neden oldugunu
bildirmiglerdir. Guneli ve ark. (2008), Ricci ve ark. (2009), Khaki ve ark.(2010),
Kanter ve ark. (2012), diabetik siganlarin testis dokusunda seminifer tubiillerde
yapisal bozulmalar, tubiil boyutunda kiigiilme oldugunu bildirilmislerdir. Yaptigimiz
caligmada, testis dokusu seminifer tubul ¢aplari bakimindan incelendiginde ortalama
tubul ¢ap degeri bakimindan gruplar arasinda anlamli (P<0,05) bir fark belirlendi.
Diabet grubunda seminiferus kontortus ¢apinda dier gruplara gére belirgin bir

azalma oldugu gézlenmistir.
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Immunohistokimya ve Molekiiler Analiz

OT’nin sperm tiretimi sirasinda kontraksiyonu sagladigi ve sperm hareketinde
etkili odugu bilinmektedir (Whittington ve ark. 2001). Verrmanchaneni ve ark.
(1990) koyun testisinde OT lokalizasyonunu immunohistokimyasal olarak incelemis
ve spesifik reaksiyonlar oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismaya paralel olarak, Harris
ve ark. (1996), rat epididimisinde OT’in yine spesifik reaksiyonlar olusturdugunu
belirtilmigtir. Koyun maymun ve birgok memelide yapilan immunohistokimyasal
calismalarda OT’nin Leydig hiicrelerinde bulundugu belirtilmistir (Frayme ve
Nicholson 1998, Einspanier ve Ivell 1997, Guldenaar ve Pickering 1985, Ungefroren
ve ark. 1994). Nicholson ve ark. (1994), ratlarin seminifer tubullerinde OT
immiﬁohistokimyasal olarak incelenmis ve seminifer tubullerde hig¢bir reaksiyonun
olmadig: belirtilmistir. Veermanchaneni (1990), koyun testisinde OT’nin ¢ok az

reaksiyon gosterdigi belirtilmigtir.

OT’nin biitin etkilerinin ortaya ¢ikmasi ancak OTR’nin varligiyla
miimkiindiir. Einspanier ve Ivell (1997), Frayme ve Nicholson (1998), maymun
epididimisin diiz kas hiicrelerinde OTR immunoreaktivitesinin  oldugunu

belirtmiglerdir.

Einspanier ve Ivell (1997), maymun testisinde OT’i ve OTR’yi
immunohistokimyasal olarak incelemiglerdir. OT varliginin sadece spermatogenezis
sirasinda oldugunu, OTR’nin ise spermatogenezisten énce hatta puberte dsneminden
de oOnce Leydig hiicrelerinde gorildiigiinii bildirmislerdir. Einspanier ve Ivell
(1997), maymun epididimisini immunohistokimyasal olarak incelemis ve yetiskin
maymunlarn epididimis miyoid hiicrelerinde OTR immunoreaktivitesinin oldugunu
belirtmiserdir. Frayne ve Nicholson (1998), insan testis dokusunda OTR’yi
immunohistokimyasal agidan incelemis ve hem Leydig hiicrelerinde hemde sertoli
hiicrelerinde reaksiyon oldugunu belirtmislerdir. Aymi ¢alismada maymun testisinde
inceleylp Leydig hiicrelerinde OTR immunorektivitesinin goriildiigiinii ifade
etmislerdir. Whittington ve ark. (2001), kog testisinde yaptiklar ¢alismada leydig ve
sertoli hiicrelerinde OTR immunoreaktivitesinin gériildiigiinii belirtmislerdir. Li ve

ark. (2012), rat penisinde OTR immunoreaktivitesinin endotel hiicrelerde ve arter
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etrafindaki diiz kas hiicrelerinde goriildiigiinii belirtmislerdir. Yapilan baska bir
calismada OTR’nin insan prostat dokusunda stroma hiicrelerinde (Frayme ve
Nicholson 1998), OTR mRNA’sinin ise pankreasin epitelyal hiicrelerinde (Ivell ve
ark. 2001), bulundugunu belirtmiglerdir. Hem OT hem de OTR’nin rat prostatinda
epitelyum hiicrelerinde bulundugu ve bu hiicrelerin gelismesinde etkili oldugu
belirtilmistir (Plecas ve ark. 1992). Bizim ¢alismamizda OTR immunoreaktivitesinin
tiibiillerde olmadig1 sadece Leydig hiicrelerinde oldugu goriilmistiir. Peniste OTR
diiz kas hiicrelerinde bulunmaktadir. Nicholson ve ark. (1994), invitro ortamda
OTR’nin kortraksiyonu sagladigin belirtmislerdir. Ratlarda OTR ’nin penil ereksiyon
tizerindeki etkisini RT-PCR yontemiyle inceleyen Vignozzi ve ark. (2004), OTR ’nin
farkli ekspresyon oranlarinda penil ereksiyonu farkli sekillerde etkiledigini
bildirmislerdir. Bathgate ve Sernia (1994), OTR geninin penisteki ekspresyonunun

prostat ve testis dokularinda da benzer seviyelerde oldugunu belirtilmistir.

Flippt ve ark. (2002), tavsan epididimisinde OTR’nin hem
immunohistokimyasal hemde PCR ydntemiyle incelemislerdir. Bizim galismamizda
molekiiler analiz bulgularina gére; OTR ekspresyonunun diabetli hayvanlarda

kontrol ve sham gruplarina gére azaldigr goriilmiistiir.
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SONUC

Calismamizda histolojik incelemeler sonucu, kontrol, sham ve diabet gruplar
arasinda histolojik olarak belirgin bir farklilik gézlenmemistir. Gruplar kendi iginde
giinlere gore karsilastirildifinda diabet grubunda son glin canlt agirlik ortalamasimin
ilk giin canli agirhk ortalamasindan istatistiksel diizeyde farkli, diger gruplarda ilk ve
son giin canli agirliklarin benzer oldugu gériildii. Testis agirliginin her Gi¢ grupta da
istatistiksel diizeyde benzer oldugu belirlendi. Histometrik olarak ise diabet grubunda
seminifer tubul ¢apinin sham ve kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak azalmisg
oldupu tespit edildi. Immunohistokimyasal incelemeler sonucunda OTR
immunoreaksiyonu kontrol ve sham gruplarinda yogun, diabet grubunda ise zayif
oldugu goriildii. Molekiiler analiz sonucunun immunohistokimyasal sonuglar
destekledigi goriildii. Yani diabet grubunda OTR az ekspre olurken sham ve kontrol
gruplarinda daha fazla ekspre edildigi gorildii.

Bu ¢aligmanin sonunda, diabet grubunda kontrol ve sham gruplarina gore
bazi farkliliklar oldugu tespit edildi. Histolojik agidan diabetle ilgili testis dokusunda
birgok calisma bulunmasina ragmen bu dokuda OTR immunohistokimyasi ve gen
ekspresyonu ile ilgili yeterince ¢calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma; OTR, diabet
ve testis dokusu tiggeninde ¢nemli bir iligki oldugunu gostermekle beraber OTR
ekpresyonundaki diisiisiin nedenini ve sonuglarini bulunmasi igin daha birgok
calismanin yapilmasinin gerektigini gdstermektedir.

Sonug¢ olarak OTR’nin bagta infertilite olmak iizere diabetin erkek iireme
sistemi {izerinde neden oldugu diger bozukluklarin diizeltilmesinde bir rol

oynayabilecegini diisiinmekteyiz.
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