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SIMGE VE KISALTMALAR

DM : Diabetes mellitus

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

DPP4 : Dipeptidil peptidaz 4

FSH : Folikiil uyaric1 hormon

GIP : Glukoz bagimli insiilinotropik polipeptid
GLP-1 : Glukagon Benzeri Peptid-1

H-E : Hematoksilen-Eosin

LH : Luteinlestirici hormon

PAS-HI : Periyodik Asit Shiff-Hemalen

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

STZ . Streptozotosin

TUNEL : Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick end labeling

YYD : Yiiksek yaglh diyet



GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM, diyabet), son yirmi yilda artan insidans ve prevalans oranlari
sebebiyle, 21. ylizyilin en 6nemli halk sagligi sorunlarindan biri haline gelmistir (1). Diinya
capinda, 20-79 yas araligindaki diyabetli birey sayisinin, 2045 yilinda 783 milyona ulasacagi
tahmin edilmektedir (2).

Diyabetin; ndropati, nefropati, retinopati ve anjiyopati gibi c¢ok ciddi
komplikasyonlarinin yani sira, son yillarda erkek tireme saghg tizerine etkileri de siklikla 6ne
¢ikmaktadir. Yapilan arastirmalar dogrultusunda erkek infertilitesi, diyabetin komplikasyonlari
arasindaki yerini almig ve diyabetik erkek bireylerde hipotalamus-hipofiz-testis ekseninin
olumsuz yonde etkilendigi, bunun sonucunda LH ve FSH hormonlarinin salinimindaki kontrol
mekanizmalarinin bozuldugu bildirilmistir. LH salimiminda ortaya ¢ikan bu disiisle birlikte,
testosteron seviyelerinde de anlamli azalmalarin meydana geldigi ortaya konulmustur. Ayni
zamanda bu bireylerde; sperm say1 ve hareketliliginde, seminal sivi hacminde ve testis
agirliklarinda azalma, anormal spermatogenez, seminifer tiibiill bazal membranlarinda
kalinlasmalar ve tiibiil ¢aplarinda azalmalar ile germ hiicre apoptozisindeki artiglar gibi
histopatolojik degisiklikler caligmalarda tespit edilmistir (3-7).

Sitagliptin; ozellikle Tip 2 diyabet tedavisinde 2006 yilindan beri, FDA onayiyla
kullanilan oral antidiyabetik bir ilactir. Oral yolla alinan bu ilag, inkretin hormonlar1 inaktive
eden dipeptidil peptidaz 4 (DPP4) adli enzimin aktivitesini yiiksek oranda durdurarak,
pankreastan insiilin salgilanmasini dolayli yoldan provoke eder. Sitagliptin tedavisi ile
hastalarda, kan glukoz diizeylerinin kontrol altina alindigi, hem klinik hem de deneysel

calismalar ile ortaya konulmustur (8-10).



DPP4 inhibitori olan sitagliptinin; kan glukoz homeostazina olan etkisini, besin alimini
takiben gastrointestinal sistemdeki (GIS) 6zel hiicrelerden salgilanan inkretin hormonlarin
aktivitesini artirarak gosterdigi bilinmektedir. Inkretin etki, gida alimi sonrasi salgilanan toplam
insiilinin %50-60’1mndan sorumludur. Glukoz bagimli insiilinotropik peptid (GIP) ve glukagon
benzeri peptid-1 (GLP-1), inkretin etkili iki hormondur. Ancak salgilanan bu inkretin
hormonlar, DPP4 enziminin etkisiyle inaktif metabolitlere hizli bir sekilde yikilmaktadirlar.
DPP4, fizyolojik sartlarda GIP ve GLP-1’i inaktive eden tek enzimdir (11, 12). Diyabetik
bireylerde; DPP4 aktivitesinin arttig1 ve dolayisiyla inkretin etkinin azalmasi sonucunda, kan
glukoz seviyelerinin yiiksek kaldigi bildirilmistir. DDP4 enziminin inhibisyonuyla, GLP-1 ve
GIP seviyeleri yiikselerek, hastalarda HbAlc seviyeleri diismektedir (8, 13).

Sitagliptinin, farkli doku ve organlarda, hiicre 6liimiinii azalttigi ve koruyucu etki
gosterdigi bildirilmesine ragmen (14, 15), Ayuob ve ark. (16) yapmis olduklari ¢aligmalarinda,
sitagliptinin testis dokusunda olumsuz etkiler ortaya ¢ikardigini bildirmislerdir.

Oral anti-diyabetik bir ilag olan sitagliptinin, kan glukoz diizeylerini kontrol altina
alarak, diyabet sebebiyle testis dokusunda meydana gelen apoptozisi azaltabilecegi ve
dolayisiyla hormonal aktiviteyi de diizenleyerek, spermatogenezi olumlu yoénde

etkileyebilecegi ongoriildiigiinden bu ¢alisma planlanmustir.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Kronik hiperglisemi ile karakterize bir hastalik olan Diabetes mellitus (DM, diyabet),
pankreasta yer alan beta (B) hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun yetersizligine bagh
olarak ya da var olan insiilin hormonunun etkili bir sekilde kullanilamadig1 durumlarda ortaya
¢ikmaktadir. Diyabetin bir sonucu olarak karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
bozukluklar da hastaligin 6nemli parametreleri arasindadir (17).

Diabetes Mellitus Simiflandirmasi

1979 yilinda Diyabet Veri Grubu tarafindan siniflandirilan diyabet hastaligi, daha
sonraki yillarda biraz daha genisletilerek ve giincellenerek, Amerikan Diyabet Orgiitii (ADA)
ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan da kabul edilen halini almistir (18, 19).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1965 yilindan beri, diyabetin nasil siiflandirilacagina
dair kilavuzlar, periyodik olarak glincellenmis ve yayinlanmistir. Mevcut siniflandirmaya gore,
Tip 1 Diabetes mellitus (T1DM) ve Tip 2 Diabetes mellitus (T2DM) olarak iki ana grup altinda
toplanmis olmasina ragmen, 2019 yilinda WHO tarafindan yaymnlanan giincel siniflandirma

Tablo 1°de 6zetlenmistir (20).



Tablo 1. Diinya Saghk Orgiitiiniin 2019 yili Diyabet Stmflandirmasi (20)

Tip 1 Diabetes mellitus (T1DM)

Tip 2 Diabetes mellitus (T2DM)

Divyabetin Hibrit Formlari

-Yetiskinlerde yavas gelisen bagisiklik aracili diyabet
-Ketozise egilimli Tip 2 diyabet

Diger Spesifik Tipler

-Monogenik diyabet

-Ekzokrin pankreas hastaliklar

-Endokrin hastaliklar

-Ila¢ ve kimyasallar tarafindan indiiklenen diyabet
-Infeksiyonlar

-Bagisiklik aracili diyabetin nadir goriilen spesifik formlar
-Nadiren diyabetle iligkilendirilen genetik sendromlar
Siiflandirilmamis Diyabet (Gegici siniflandirma kriteri)
Ik olarak hamilelik sirasinda tespit edilen hiperglisemi
-Gestasyonel diyabet

Tip 1 Diyabet (T1DM)

Kadinlar ve erkeklerin esit derecede etkilendigi diyabetin bu tipi, siklikla ¢ocuklukta
ortaya ¢ikmasina ragmen, yetiskin bireylerde de meydana gelebilmektedir. Iskogya’da yasayan
T1DM’li hastalar igin 2008-2010 yilina ait verilere dayali olarak yapilan ¢alismalarda, hastalik
sebebiyle ortalama yagam siiresinin 11-13 yil arasinda azaldig1 bildirilmistir (21).

Klinik olarak T1DM’li hastalarda, az miktarlarda ya da hi¢ insiilin sekresyonu
bulunmamakla birlikte, bu hastalarin kan ve idrar 6rneklerinde diisiik ya da saptanamayan C-
peptid seviyeleri tespit edilmistir. Ayrica, tirozin fosfataz bagl adacik antijen 2 (IA-2 ve 1A-
2pB), glutamik asit dekarboksilaz 65 (GAD65), ¢inko tastyici 8 (ZnT8) otoantikorlari, TIDM
tanisinda kullanilan 6nemli belirtecler arasinda yer almaktadir (20, 22).

Bazi hastalar, 6zellikle ¢ocuklar ve ergenlerde, hastaligin ilk bulgusu olarak ketoasidoz
karsimiza ¢ikmaktadir (23).

Tip 2 Diyabet (T2DM)

T2DM, diyabet hastalarinin %90-95’1ik bir kismin1 olusturmaktadir. Hizli kiiltiirel,
sosyal ve ekonomik degisimler, yaslanan populasyon, obezite, azalmis fiziksel aktivite, yiiksek
oranda islenmis gida ve sekerli igeceklerin tliketiminin artmasi gibi nedenlerden dolay1
yetiskinlerde yaygin olarak goriilmektedir. Yetiskinlerde goriilmesinin yani sira, gocuk ve
ergen bireylerde de goriilme orani gittikce artmaktadir. T2DM’li ¢ogu birey icin, insiilin
tedavisi kacinilmaz bir durumdur. Kronik komplikasyonlar1 6nlemek amaciyla, kan sekerinin
kontrol altina alinmasi gerekir. Bu hastalarda meydana gelen hiperglisemi, diyabet

semptomlarini tetikleyecek kadar siddetli olmadigindan dolayi, yillarca teshis edilmeden
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kalabilir. Ketoasidoz T2DM'de nadirdir, ancak goriildiigiinde genellikle enfeksiyon gibi bagka
bir hastaligin stresi ile iliskili olarak ortaya ¢ikar (20).

Tip 2 diabetes mellitus, genellikle orta yash yetiskinlerde teshis edilmesinin yan1 sira,
yapilan arastirmalar neticesinde, artan obezite vakalarinin T2DM baslangi¢ yasini diistrdiigii
ifade edilmistir (24). Insiilin direnci ile alakali olan T2DM’ta, pankreas B hiicrelerinin bu
durumu kompanse edememesi, nispi bir insiilin eksikligine de yol agmaktadir. T2DM’li
hastalar, insiilin direncinin {istesinden, kilo verme ve egzersiz gibi yasam degisiklikleriyle
gelebilirler. Fakat, bu yasam tarzi degisikliklerinin etkili olmadigi durumlarda, T2DM’li
hastalar i¢in ¢esitli ilaglar ile tedavi imkani bulunmaktadir. T2DM tedavisi i¢in kullanilan bu
ilaglar 5 ayr1 kategoriye ayrilmaktadir (25):

1- B hiicrelerinden insiilin iiretimini stimiile edici ilaglar (Or: Siilfoniliireler)

2- Hepatik glukoz iiretimini azaltan ilaglar (Or: Biguanidler)

3- Bagirsaklardan karbonhidrat alimini geciktirici ilaglar (a-glukozidaz inhibitorleri)

4- Insiilin etkisini iyilestiren ilaglar (Or: Tiazolidindionlar)

5- GLP-1 (Glukagon benzeri peptid-1) eksenini hedefleyen ilaglar (Or: GLP-1 reseptdr
agonistleri veya DPP4 inhibitorleri)

Diyabetin Hibrit Formlar:

Yetigkinler arasinda T1DM'yi, T2DM'den ayirma ¢alismalari, yeni hastalik kategorileri
ve isimlendirme oOnerileriyle sonuglanmistir. Yavas gelisen bagisiklik aracili diyabet ile
ketozise egilimli T2DM olarak, iki yeni siniflandirma kullanima sunulmustur (20, 26).

Yavas gelisen bagisikhik aracih diyabet: Klinik olarak baslangigta T2DM oldugu
diisiiniilen bu hastalarda T1DM belirteclerinden; GAD, 1A-2 ve ZnT8 otoantikorlarinin tespit
edilmesinden dolay1r ‘yetigkinlerde gizli otoimmiin diyabet’ (LADA) olarak da
adlandirilmaktadir. Bu hastalar, TIDM’li vakalardan ayirmak igin ‘gizli’ ifadesi
kullanilmaktadir (27).

Ketozise egilimli T2DM: Gectigimiz 10-15 yil igerisinde, baslangicta genc Afrikali-
Amerikalilarda ortaya ¢ikan, ketozise egilimli diyabet formu tanimlanmstir. Bu alt tip, ¢esitli
sekillerde T1IDM veya T2DM'in bir varyanti olarak tanimlanmistir (20).

Ketozise egilimli T2DM ilk kez ABD’de, immiin olmayan ve ketozise egilimli
alisilmadik bir diyabet formu olarak bildirilmistir (28). Daha sonra benzer fenotipler, farkli
popiilasyonlarda da tamimlanmistir (29). Hastaliktan etkilenenlerde, ketozis ve ciddi insiilin
eksikligi olmasina ragmen, daha sonra hastalarin remisyon siirecine girmesiyle birlikte, insiilin

tedavisinin gerekliligi ortadan kalkmaktadir (20).



Diger Spesifik Diyabet Tipleri: Genetik defektler, enfeksiyonlar, kimyasal ajanlara ve
ilaglara maruziyet durumunda ortaya ¢ikan diyabet tipleridir. Diabetes mellitus’lu bireylerin
%71°1ik bir kismini olusturur (30).

Gestasyonel Diyabet: Gebelik sirasinda ilk kez ortaya ¢ikan ve glukoz intoleransina
bagl diyabet tipidir. Toplumlarda goriilme orani1 degigmekle birlikte, genel olarak insidans1 %

1 ila 14 arasindadir (30).

DENEYSEL DIYABET MODELLERI

Tarihsel olarak, hastaliklarin patofizyolojisinin arastirilmast ve karakterizasyonu,
hedeflerin tanimlanmasi, yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi ve tedavide kullaniminin
degerlendirilebilmesi i¢in hayvan modelleri kritik bir role sahip olmustur (31). Benzer sekilde,
diyabet patogenezinin anlasilabilmesi i¢in de hayvan modellerinin kullanimi son derece
yaygindir.

Hayvanlarda T1DM, pankreas [ hiicrelerinin kimyasal ablasyonu ile insiilin tiretiminin
azaltilmast ya da yok edilmesi yoluyla veya kendiliginden otoimmiin diyabet gelistiren
kemirgenlerin kullanilmasiyla modellenebilmektedir (31). Fakat 6zellikle, TIDM olusturulan
siirli sayidaki model ve bu diyabet tipinin yiiksek oranda dogustan meydana gelmesi
sebebiyle, modellemenin insanlara uyarlanabilmesi konusunda soru isaretleri igeren ¢alismalar
bulunmaktadir (32).

Tip 1 diabetes mellitus modellemelerinin aksine, T2DM patofizyolojisini ve
komplikasyonlarini anlamak amaciyla, ¢ok sayida hayvan modeli gelistirilmistir. Bunlar
genellikle, insiilin direnci modelleri ya da  hiicre kayb1 modelleri seklinde uygulanmaktadir
(25, 31, 33). Ote yandan T2DM gelisimi ile yakindan iliskili olan obez hayvan
modellemelerinin, insanlarda ortaya ¢ikan patolojileri yansitabilecegi bildirilmistir. Bu
modellerin ¢gogunda, yiiksek kan glukoz seviyelerine yol agan obezite, glukoz intoleransi ve
insiilin direncine neden olan tekli veya ¢oklu gen anormallikleri bulunmaktadir. Diyabetik
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmast ve ilerlemesinin; obezite, insiilin direnci, hiperglisemi ve
hiperlipidemi gibi faktorlere de bagl oldugu vurgulanmistir (33).

Tip 1 Diabetes Mellitus Hayvan Modelleri

Tip 1 diyabetin ana karakteristigi, pankreas B hiicrelerinin otoimmiin yikimidir ve bu da
insiilin Uretiminin eksikligine yol acar. Hayvan modellerinde, insiilin iiretimindeki bu eksiklik,
beta hiicrelerinin kimyasal ablasyonundan, kendiliginden otoimmiin diyabet gelistiren
kemirgenlere kadar ¢esitli mekanizmalarla elde edilir. TIDM olusturmak i¢in yaygin olarak

kullanilan hayvan modelleri ve kimyasal ajanlar Tablo 2’de 6zetlenmistir (25).
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Tablo 2. TIDM olusturmada kullamilan hayvan modelleri ve ajanlar (25)

T1DM modeli

Kullanilan Ajanlar

Mekanizmanin ozelligi

Kimyasal olarak
indiiklenmis modeller

Yiiksek Doz Streptozotocin
Alloxan
Coklu Diisiik Doz Streptozotocin

Basit hiperglisemi
Basit hiperglisemi
Indiiklenmis insiilitis

Spontan otoimmiin
modeller

NOD fare
BB si¢anlar
LEW.1AR1/-iddm siganlar

Otoimmiin siirecler ile
hiicre yikimi

Genetik olarak
indiiklenmis modeller

AKITA fareler

ER stresi sebebiyle B hiicre
yikimy, insiilin bagimli model

Viral kaynakl
modeller

Coxsackie B virusi
Ensefalomiyokarditis virisii
Kilham rat virusu

B hiicrelerinin viral
enfeksiyonlar sonucu yikimi

Tip 2 Diabetes

Mellitus Hayvan Modelleri

Diinya niifusunun yaklasik olarak %40°’1 asir1 kilolu ya da obez kategorisindedir. Bu

durum, T2DM gelisiminin patogenezinde rol alan insiilin direncine zemin hazirlamaktadir (34).

T2DM i¢in kullanilan hayvan modelleri ve bunlarin avantaj/dezavantajlar1 Tablo 3’te

gosterilmistir.

Tablo 3. T2DM kullanilan hayvan modelleri, avantaj ve dezavantajlari (34)

Avantaj

Dezavantaj

Memeli olmayan
modeller

-Kisa yasam dongiileri

-Tiim genomlarinin kolaylikla manipiile

edilebilmesi
-Diigiik maliyetli olmalar

-Fizyolojik olarak memeli
modellerden farkl
olmalan

insan olmayan
primat modelleri

-Fizyolojik ve anatomik olarak insanlara

benzerlikleri

-Molekiiler mekanizmalarin benzerligi
-Kan ornekleri, endoskopi ve organlara

kolay erigim

-Uzun yasam dongiisii

-Maliyetli olmasi

Rodent modeller

-T2DM ve obezite icin ¢ok fazla sayida

model bulunmasi
-Genetik manipiilasyonlarin kolay
yapilabilmesi

-Monogenik modellerin
¢ogunun, insan
hastaliklarin taklit
edememesi

Biiyiik hayvan
modelleri
(Domuz, kopek
vb.)

-Gastrointestinal yap1 ve fonksiyon
bakimindan insana benzerligi
-Insana benzer farmakokinetik
ozellikler

-Maliyetli olmasi
-Ozel olanak ihtiyac1
-Uzun yasam dongiisii




Memeli olmayan T2DM modelleri

Tip 2 diabetes mellitus ¢alismalari i¢in laboratuvarlarda siklikla kullanilan memeli
olmayan hayvan modelleri: yuvarlak solucan (C. elegans), meyve sinegi (Drosophila
melanogaster) ve zebra baligi (Danio rerio)’dir.

Insan olmayan primat modelleri

Primat modelleri, Tip 2 diyabet arastirmalarinda, insan metabolizmasiyla benzerligi
sebebiyle oldukea ideal modeller olarak tanimlanmiglardir. En yaygin kullanilan tiirler: Resus
makaklar1 (Macaca mulatta), Cynomolgus maymunlar1 (Macaca fascicularis), Babunlar
(Papio species), Yesil Afrika maymunlar1 (Chlorocebus species) ve Marmosetler (Callithrix
jacchus)’dir (35). Diyabetik maymunlarda gozlemlenen; adacik amiloidozu, insiilin direnci, 3
hiicre yetmezligi gibi bulgular, insan ve maymunlarda adacik lezyonlarinin benzer
etiyolojilerine isaret eder.

Insanlarla klinik denemeler yiiriitmenin dnemli maliyeti gbz 6niine alindiginda, insan
olmayan primat modellerinde yapilan ¢alismalar, T2DM stratejisini incelemek i¢in daha uygun
maliyetli bir yol sunar. Bununla birlikte, insan olmayan primat modellerinin kullanimi
biyomedikal arastirmalar i¢in oldukc¢a masraflidir ve az sayida laboratuvar bu tiir ¢alismalara
uyum saglayacak donanima sahiptir (34, 35).

Rodent modeller

Kemirgen modeller, T2DM igin yeni tedavileri gelistirmek ve dogrulamak igin
calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Memeli model olarak fare ve siganlarin fizyolojileri,
memeli olmayan tiirlerle karsilagtirildiklarinda, insaninkine daha yakindir. Monogenik obezite
modelleri arasinda en yaygin olarak kullanilan tiirler: Leptin eksikligi bulunan Lep®® fareler,
leptin reseptdr kusuru bulunan Lepr®® fareler ve Zucker Diyabetik Yaglh (ZDF) sigan
modelleridir (34). Monogenik obezite modellerinin aksine poligenik modellerdeki obezite,
cevresel manipiilasyonlar ile tetiklendiginden dolayi, insana uyarlanmasinin daha uygun
olabilecegi goriisii bulunmaktadir. Farelerde, C57BI6/J susu, genellikle belirgin kilo artisinin
yant sira hiperinsiilinemi ve bazen de hipergliseminin gériilmesinden dolay1, obeziteye yatkin
bir sus olarak kabul edilir. Bu tiir aynm1 zamanda, diyete bagli obezite modellemesi igin
kullanilan en yaygin fare tiiriidiir (36).

Biiyiik hayvan modelleri

Kopekler ve domuzlar, obezite ve diyabet arastirmalarinda translasyonel ¢aligsmalar i¢in
kullanilan biiyiik hayvan modelleridir. Kullanilan kdpek modelleri, karacigerin glukozu alma
miktariin Olgiilebilmesi acisindan avantaj saglamaktadir. Arastirmacilar bu modelde,

pankreatektomi ya da kimyasal olarak (STZ ya da alloksan) diyabeti kolay bir sekilde
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indiikleyebilir. Biiyiik hayvan modellerinde; B hiicre defektleri, artan insiilin direnci, toplam
yag doku kiitlesi (i¢ organlar, deri alt1 vb.)’nde meydana gelen metabolik degisimler belirgin
bir sekilde izlenebilmektedir. Ayrica kopek modelleri, kemirgenler ve insanlarda
uygulanamayan invazif Olgiimler ve degerlendirmeler i¢in olanak saglar. Kopeklerin
gastrointestinal sistem anatomisi ve fizyolojisi, insanlarla benzerlik gosterdiginden, 6zellikle
oral yoldan uygulanan ilaglar i¢in avantajlidir.

Domuz, diyabet patogenezinin arastirilabilmesi i¢in kullanilan bir bagka biiyiik hayvan
turtidiir. Gastrointestinal sistemin yap1 ve fonksiyonu, pankreasin gelisimi ve morfolojisi, genel
metabolik olaylarin insana olan benzerligi sebebiyle, bu hayvanlar diyabet arastirmalarinda
kullanilmaktadir. Bu modelde STZ ve STZ kullanilmadan yiiksek yag ve kolestrol diyetleriyle
T2DM olusturulabilmektedir.

Kimyasal olarak indiiklenmis T2DM modelleri

Genetik yatkinligi bulunan modellerin yani sira c¢alismalarda kimyasal olarak
indiiklenmis T2DM modelleri de bulunmaktadir. Bu model; hiperinsiilinemi, insiilin direnci
ve/veya glukoz intoleransi gelistirmek i¢in yiiksek yagli diyet (Y'YD) sonrasi, diisiik dozda (30-
40 mg/Kkg, intraperitoneal) STZ enjeksiyonunu igerir. Bu iki stres etmeniyle birlikte, insan
T2DM patolojisinin basarili bir sekilde taklit edildigi diisiiniilmektedir (37). Bu genetik
olmayan modelin en dnemli avantaji, arastirmacilarin ¢ogu insanda meydana gelen yavas

T2DM patogenezine benzeyecek sekilde 6zellestirebilmeleridir.

INSAN TESTIS DOKUSUNUN EMBRIYOLOJIK GELISIMI, ANATOMISI VE
HISTOLOJISI

Gonad gelisimi, 5. haftayla birlikte, mezonefrozun medial kisminda kalinlagan mezotel
alaninin meydana gelmesiyle baslar. Mezotelin altinda uzanan mezensim dokusu prolifere
olarak, mezonefrozun medial kisminda ‘gonadal kabart’ adi1 verilen bir ¢ikintiyr olusturur.
Buradaki parmak benzeri gonadal kordonlar, hemen altinda yer alan mezensim igerisine dogru
biiylir. Bununla birlikte farklilasmamis gonadda, korteks ve medulla meydana gelir. XX
kromozomuna sahip embriyolarda, korteks overe farklanir, medulla geriler. XY kromozoma
sahip embriyolarda ise medulla kismi testise farklanir ve korteks geriler (38, 39).

Primordial germ hiicreleri, epiblasttan kdken alirlar ve primitif ¢izgi boyunca go¢
ederler. Embriyonal gelisimin tigiincii haftasinda, vitellus kesesinin allantoise komsu duvarinda
yer alan endoderm hiicreleri arasina yerlesirler. Dordiincii haftada, son bagirsak mezenterinin
dorsali boyunca ilerleyerek, olugsmus olan gonadal kabartilara goc¢ ederler ve buradaki

kordonlara katilirlar. Gelisimin 7. haftasinda, XY kromozomu bulunan embriyonun primordial
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germ hiicreleri, testis belirleyici faktor (TDF) ve sex determining region Y (SRY) geni etkisiyle,
testis kordonlarini olugturmak {izere prolifere olmaya devam ederler (38, 39).

Testis kordonlari, gonadin medullasina dogru dallanarak rete testisi meydana getirir.
Tunica albuginea ile birlikte testis kordonlar1 yiizey epitelinden ayrilir. Testis, dejenere olan
mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteriyle asili kalir. Kordonlar seminifer tiibiillere, tubuli
rektiye ve rete testise doniisiir (39, 40).

Gelisimin 8. haftasinda interstisyel hiicreler olan Leydig hiicreleri, mezonefrik kanallar
ve dis genital organlarin erkek yoniinde farklilasmasini uyaran testosteron ve androstenedion
salgilar. Testosteron iiretimi, 8-12. haftalar arasindaki donemde, human koryonik gonadotropin
(hCGQG) tarafindan stimiile edilir. Ayrica erkek genital sistemin bosaltim kanallarini olusturacak
“Wolff kanallar1”nin farklilagsmasi da testosteron hormonuyla saglanir (39, 40).

Testisler, sperm {iretimi ve bazi endokrin fonksiyonlar1 yerine getirmek {izere 6zellesmis
organlardir. Funiculus spermaticus’a bagli olarak scrotum denilen kesenin igerisinde ¢ift halde
yer alirlar. Septum scroti ile scrotumun ig yiizii ikiye ayrilir ve testisler bu iki bolmede yer alirlar
(41, 42).

Yetigkinlerde 10-14 gram agirliga, 4-5 cm uzunluga ve 2,5 cm enine sahiptir. Eliptik bir
yapiya sahip olup, oblik pozisyonda dururlar. Testislerde; facies medialis ve facies lateralis
olarak iki yiiz, margo anterior ve margo posterior olarak iki kenar, extremitas superior ve
extremitas inferior olarak iki u¢ kisimlari bulunur (41, 42).

Testisler fotal yagsamda karin boslugu igerisinde, fascia transversalis ile periton arasinda
gelisir, fakat dogumdan Once inguinal kanaldan gecerek, scrotum igerisine inis yapar. Karin
boslugundan scrotum igerisine gecis yolu olan inguinal kanal, fotal donemde testislerden
scrotumun i¢ yiliziine kadar uzanan ve fibroz yapidaki gubernaculum testis ile belirlenir.
Geligimin ileriki donemlerinde, peritonun bir ¢ikintisi olan processus vaginalis, gubernaculum
testis vasitasiyla karin 6n duvarindan scrotuma ulasir. Processus vaginalis, bu gecis sirasinda
karin 6n duvarinda yer alan tabakalarin1 da beraberinde siiriikler. Testisler normal sartlarda,
dogumdan hemen Once scrotuma iner. Processus vaginalis ise dogumdan sonra kisa bir siire
icerisinde kapanir. Fakat testisin hemen etrafinda, processus vaginalis kalintis1 olarak tunica
vaginalis ad1 verilen tabaka kalir (41, 42).

Tunica vaginalis tabakasinin i¢ tarafinda, tunica albuginea ve tunica vasculosa olarak
isimlendirilen iki tabaka daha bulunur. Tunica albuginea, kalin fibr6z bir tabakadir. Bu tabaka,
margo posterior’dan testis i¢erisine sokulur ve dikey bir bolme olan mediastinum testis olusur.
Mediastinum testis’ten ¢ikan uzantilar, testis parankimini gecerek albuginea tabakasinin ig

yiizeyine ulasir ve dokuyu “lobuli testis” adi verilen lobuluslara boler. Lobuli testis kisminda,
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“tubuli seminiferi recti” ve “tubuli seminiferi contorti” adi verilen tiip seklindeki olusumlar
bulunmaktadir. Tubuli seminiferi contorti, Sertoli (sustentakuler) ve spermatogenik seri
hiicreleri ile doselidir. Tubuli seminiferi recti, diizlesen tubuli seminiferi contorti’lerden
meydana gelir (41, 42).

Testislerin kanlanmasi, Pars abdominalis aorta’dan uzanan sag ve sol arteria testicularis
ile saglanir. Her bir testisin arka yiiziinden ¢ikan venler birleserek plexus pampiniformis olarak
isimlendirilen vendz ag1 olustururlar. Plexus pampiniformis, funiculus spermaticus ve canalis
inguinalis’ten ilerleyerek karin bosluguna ulasir (41, 42).

Testis dokusunu saran Tunica vajinalis, Tunica albuginea ve Tunica vaskiilosa
tabakalar1 arasinda en kalin tabaka Tunica albuginea’dir. Fibroelastik bag doku yapisinda olup,
testisin arka yiiziinde kalinlasir, mediastinum testisi olusturur. Bu yap1 icerisinde testise giren,
¢ikan kan ve lenf damarlari ile spermlerin gectigi kanallar bulunur. Kapsiiliin i¢ tabakasini
olusturan Tunica vaskiilosa, kan damarlarinin yogun olarak bulundugu gevsek bag doku
yapisindadir. Buradan testis i¢ine uzanan bag doku uzantilari testisi, sayilar1 200-300 arasinda
degisen lobiillere boler. Lobiillerin her biri 1-4 adet olduk¢a kivrimli seminifer tiibiil ve onlarin
etrafini doseyen kan damarlari, sinirler ve Leydig hiicrelerinin bulundugu gevsek bag
dokusundan olusur. Seminifer tiibiiliin diiz bir sekilde seyrettigi bolgeye tubuli rekti ad1 verilir
ve mediastinum testis i¢cinde anastomozlasan rete testis kanallariyla devam eder (38, 43, 44).

Seminifer tiibiillerin her biri, yaklasik olarak 30-70 cm uzunlugunda olup, 150-250 pum
capindadir. Bazal membran {izerinde germinal epitel adi verilen ¢ok katli seminifer epitel
bulunmaktadir. Tiibiilleri doseyen seminifer epitel, Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seriye
ait hiicrelerden meydana gelmektedir. Gelismekte olan sperm hiicrelerinin korunmasi,
beslenmesi ve desteklenmesi Sertoli hiicreleri’nin kontrolii altindadir. Puberteden sonra bu
hiicrelerde proliferasyon goriilmez. Belirgin bir niikleolus i¢eren okromatik bir niikleusa
sahiptirler. Sertoli hiicresinin sitoplazmasi, bazal membrandan tiibiil liimenine kadar uzanir.
Birbirine komsu iki Sertoli hiicresi arasinda, 50’den fazla zonula okludens tipi siki baglantilar
yer almaktadir. Karakteristik olarak, insanda tespit edilmis sitoplazmik inkliizyon cisimcikleri
(Charcot-Béttcer) bulunmaktadir. Ayni zamanda bu hiicreler, spermiyogenezin son sathasinda
meydana gelen rezidiiel cisimcikleri ve farklilagmay1 tamamlayamayan hiicreleri de fagosite
ederler. Igerdikleri dzel baglant: kompleksleri sayesinde, kan-testis bariyeri adi verilen yapiyi
olusturarak, kan yoluyla gelen zararli etmenlere karsi germ hiicrelerinin korunmasini saglarlar.
Iyi gelismis graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum, bol miktarda mitokondri, gelismis

Golgi kompleksi ve lipid damlaciklari bulundururlar (38, 43-45).
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Sertoli hiicreleri arasinda yerlesik halde bulunan diger bir hiicre populasyonu ise
spermatogenik seri hiicreleridir. Bu hiicreler, bazal membrandan itibaren liimene dogru
ilerleyici bir gelisim gosterirler. Sirasiyla; bazal membran lizerinde spermatogonyumlar (sperm
ana hiicreleri), spermatosit I, spermatosit-1l hiicreleri ve spermatidler seklinde diizenlenmis
olup, spermatozoonu olusturmak {izere farklilasirlar (43-45).

Seminifer tiibiillerin aras1 gevsek bag doku yapisindadir. igerisinde kan ve lenf
damarlari, sinirler ile kan damarlarina komsu yuvarlak veya poligonal sekilli Leydig hiicreleri
bulunur. Erken f6tal doénemde bu hiicreler testosteron salgilayarak, sekonder seks
karakterlerinin gelisiminine katki saglarlar. Tipik olarak lipid damlaciklari ve lipofuksin
pigmenti icerirler. Ayn1 zamanda ¢ubuk sekilli, sitoplazmik yapilar olan Reinke kristallerini

bulundururlar (38, 43, 44).

SPERMATOGENEZ

Seminifer tiibiiller igerisinde, olgun sperm {iretim silireci olarak tanimlanan
“spermatogenez” ii¢ asamadan meydana gelmektedir. Bu fazlar; spermatogonyal faz,
spermatosit fazi ve spermatid fazidir. Spermatogonyal fazda; Sperm ana hiicreleri
(spermatogonyum) mitoz bdliinme gergeklestirerek Tip A koyu ve Tip A acik
spermatogonyumlart meydana getirirler. Tip A koyu spermatogonyumlar, kok hiicre olarak
kalirlar. Tip A ag¢ik spermatogonyumlar ise mitoz bdlinme gecirerek Tip B
spermatogonyumlart meydana getirirler. Tip B spermatogonyumlarin bdlinmesiyle de
spermatosit I (primer spermatosit)’ler meydana gelir. Spermatosit fazinda spermatosit I’ler
mayoz boliinmeye baglamadan 6nce DNA’larini1 replike ederler, ‘2n” kromozom ve ‘4d’ DNA
igerirler. Bu sebeple, spermatogenik serideki en biiyiik hiicre grubunu olustururlar. Mayoz I
stirecinin baglamastyla kromozom sayilar1 ve DNA miktarlar yariya iner. Bu bdliinme sonunda
‘n” kromozom ve ‘2d’ DNA iceren spermatosit II hiicreleri meydana gelir. Mayoz II fazinda bu
hiicreler yeniden DNA sentezlemezler, bolinme sonucunda ‘n’ kromozomlu ve ‘d’ DNA
miktarma sahip spermatidler olusur. Spermatid faz1 bu asamadan sonra baglar. Bu fazda;
haploid yapidaki spermatidler, spermiyogenez ad1 verilen olgun sperm liretim siirecine girerler.
Bu siirecte; akrozom olusumu, niikleer yogunlagsma ve kuyruk gelisimi gerceklesir. Kalan
stiregte Sertoli hiicreleri artik sitoplazma pargalarini fagosite ederek, olgun spermin olusmasini

saglarlar (38, 43, 44).
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DIYABET VE ERKEK INFERTILITESI

Erkek infertilitesi, “bir erkegin bir yil siireyle, tutarli ve korunmasiz cinsel iliskiye
ragmen, dogurgan bir kadinda dollenmeye neden olmadaki yetersizligi” olarak
tamimlanmaktadir (46). Diyabetik bireylerde goriilen; néropati, nefropati, retinopati ve
anjiyopati gibi ¢ok 6nemli komplikasyonlari anlamak ve tedavi etmek igin yillardir gesitli
aragtirmalar siirdiirilmektedir. Fakat son yillarda, bu major komplikasyonlara ek olarak,
diyabetli erkek bireylerde ortaya ¢ikan infertilite vakalar1 da arastirmalara konu olmus ve erkek
infertilitesi, diyabetin komplikasyonlar1 arasindaki yerini almistir (47).

Diyabetin potansiyel olarak; pretestikiiler, testikiiler ve posttestikiiler mekanizmalarla,
erkek infertilitesine neden olabilecegi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (48). Pretestikiiler
diizeyde, DM’li hastalarda, merkezi (hiperleptinemi veya obez ya da asir1 kilolu hastalarda
GnRH salinimindaki degisiklikler) ve periferik (Leydig hiicre fonksiyonlarindaki degisiklikler)
mekanizmalar yoluyla gergeklesen hipogonadizm sonucunda, diisiik gonadotropin ve
testosteron seviyeleri mevcuttur (48). Testikiiler diizeyde DM nin neden oldugu degisiklikler;
seminal sivida reaktif oksijen tiirlerinin artisi, sperm DNA fragmantasyonlari, sperm
mitokondrisindeki enerji degisiklikleri ve enzimatik glikasyon son fiiriinleridir (48, 49). DM
kaynakli olasi posttestikiiler mekanizmalar ise erkek aksesuar salgi bezlerinin
enfeksiyonu/inflamasyonu nedeniyle seminal sivi salinimindaki degisiklikler sonucu sperm
hasarmin meydana gelmesi ve erektil disfonksiyondur (48).

Diyabetik erkek bireylerde yapilan ¢alismalarda, hipotalamus-hipofiz-testis ekseninin
bozularak, LH ve FSH hormonlarinin saliniminda olumsuz etkilerinin meydana geldigi ve
testosteron seviyelerinin de diistiigii bildirilmistir (5, 50-52). Ayrica, diyabetik erkeklerde;
sperm say1 ve hareketliliginde azalma, seminal s1vi hacminde ve testis agirliklarinda azalma,
anormal spermatogenez, seminifer tiibiil bazal membranlarinda kalinlasmalar ve tiibiil
caplarinda azalmalar gibi histopatolojik degisiklikler ile germ hiicre apoptozisindeki artig
calismalarda ortaya konmustur (6, 47, 49, 53-56).

Seminifer tiibiiller igerisinde kan akimindaki, glukoz seviyelerinde meydana gelen
dalgalanmalarin, spermatogenez siirekliligini etkiledigi ve tiibiil i¢i yliksek kan glukoz
konsantrasyonlarinin, spermatogenik siiregte Onemli rolii bulunan Sertoli hiicrelerinin
fonksiyonlarini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (57).

Diyabet hastaligimin bir sonucu olarak meydana gelen hiperglisemi nedeniyle,
organizmada iiretilen reaktif oksijen tiirevleri (ROS), antioksidan savunma sistemini etkisiz
birakarak oksidatif stres durumuna yol agar. Oksidatif stres sonucu, testis dokusunda

apoptozisin arttig1 ve sperm kalite/fonksiyonlarinin bozuldugu ifade edilmistir (49, 58-60).
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Sperm DNA onariminda yer alan gen ekspresyonlarinin DM’den etkilendigi ve hastalik
sonucunda meydana gelen, yliksek oranda niikleer DNA fragmantasyonlari, mitokondriyal
DNA delesyonlar1 ve mitokondriyal solunum zincirindeki degisikliklerin, sperm maotilitesinde
azalmaya yol agtigi bildirilmistir (61, 62). Ayrica sperm plazma membrani ve akrozom
yapisinin, serum insiilin seviyelerinden etkilendigi ve insiilin eksikligi ya da direnci gibi

durumlarda spermatogenezde degisiklikler izlendigi rapor edilmistir (48, 63, 64).

INKRETIN HORMONLAR

Inkretin etki; saglikl1 bireylerde oral yoldan glukoz alimi sonras, yiiksek oranda insiilin
salgilanmas olarak tanmimlanir. intravendz yolla alinan ayn1 miktarda glukoz, oral yoldan alinan
kadar fazla insiilin salgilanmasina yol agmaz. Bu etkiye, bagirsaklardan salgilanan ve “inkretin
hormonlar” adi verilen glukoz bagimli insiilinotropik polipeptid (GIP) ve glukagon benzeri
peptit-1 (GLP-1) aracilik eder. T2DM’li hastalarda, inkretin etki mekanizmasinda bozulmalar
oldugu ve bu sebeple “inkretin bazli tedavi’lerin umut verici gelismeler arasinda yer aldigi
calismalarda vurgulanmustir (65, 66).

Inkretin etki, diyabetin cesitli tiplerinde arastirilmistir. Ozellikle, T2DM ve
hiperglisemili bireylerde bu etkinin azaldigi ya da hi¢ olmadig:i ve bu bulgunun T2DM’li
hastalarda evrensel oldugu bildirilmistir (65, 67, 68).

Glukoz Bagimh Insiilinotropik Polipeptid (GIP)

Glukoz bagimli insiilinotropik polipeptit (GIP); tim ince bagirsak mukozasinda
bulunan, fakat duedonumda daha yiiksek yogunlukta olan enteroendokrin K hiicreleri
tarafindan iiretilen ve besin stimiilasyonuna yanit olarak dolasima salinan 42 amino asitlik bir
hormondur. Emilebilir karbonhidratlar ve lipidler tarafindan sekresyonu uyarilir, bu nedenle
besin alimini takiben plazma konsantrasyonu 10-20 katina kadar yiikselebilir. Hem GIP hem
de GLP-1, glukoza bagiml olarak, insiilin sekresyonunu uyarir ve bu sebeple inkretinler olarak
smiflandirilirlar. GIP salgilanmasini takiben, endoproteaz olan dipeptidil peptidaz-4 (DPP4)
tarafindan metabolize edilir. Insiilinotropik aktivitesine ek olarak GIP, pankreatik B
hiicrelerinin biiylimesini ve hayatta kalmasini destekler. Ayrica antiapoptotik Bcl-2
ekspresyonunu artirir ve proapoptotik Bax ekspresyonunu azaltir, bu da B hiicre 6liimiiniin
azalmasina neden olur. Yag dokusunda ise lipoprotein lipaz aktivitesini ve lipogenezi artirmak

i¢in insiilinle etkilesime girer (69, 70).
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Glukagon Benzeri Peptit-1 (GLP-1)

Glukagon benzeri peptit 1 (GLP-1); bagirsak mukozasinda bol miktarda bulunan
enteroendokrin L hiicrelerinden eksprese edilen, proglukagonun farkli sekilde islenmesiyle
tiretilen 30 amino asitlik peptit bir hormondur. Burada birincil translasyon iiriinii proglukagon,
pankreatik adaciklarda oldugu gibi glukagon tiretmek i¢in islem gormez. Proglukagon, COOH-
terminal kismindan boliinerek GLP-1 ve GLP-2'yi meydana getirir. GLP-1 salgilanmasi,
bagirsak limeninde besinlerin varhigiyla uyarilir ve giin boyunca salgilanmasi, insiilin
salmimmyla yiiksek oranda iligkilidir. GLP-1, bilinen en giiglii insiilin salgilatan maddelerden
biridir ve etkisi GIP’inkinden fazladir (70, 71). GIP’te oldugu gibi DPP4 enzimiyle hizli bir
sekilde metabolize edilir (72).

DIYABET VE SITAGLIPTIN

Sitagliptin; T2DM’li hastalarin tedavisi i¢in gelistirilen aktif, giiclii ve segici bir
dipeptidil peptidaz-4 (DPP4) inhibitorii olan, oral anti-diyabetik bir ilagtir. Oral yolla alinan bu
ilag, inkretin hormonlar1 inaktive eden DPP4 enzimin aktivitesini yliksek oranda durdurarak,
pankreastan insiilin salgilanmasini dolayli yoldan provoke eder. Sitagliptin tedavisi ile
hastalarda kan glukoz diizeylerinin kontrol altina alindigi, hem klinik hem de deneysel
caligmalar ile ortaya konulmustur (8-10).

Diyabetik bireylerde; DPP4 aktivitesinin arttig1 ve dolayisiyla inkretin etkinin azaldigi
ve sonug olarak, kan glukoz seviyelerinin yiiksek kaldigi bildirilmistir. DDP4 enziminin
inhibisyonuyla, GLP-1 ve GIP seviyeleri yiikselerek, hastalarda HbAlc seviyelerinin diistiigi
tespit edilmistir (8, 13).

Ozellikle GLP-1 hormon tedavisi uygulanmis deneklerde; pankreas B hiicrelerinde kitle
ve fonksiyon artisi, insiilin liretimi ve B hiicrelerinin glukoza olan yanitinin arttigi, bunlara ek
olarak B hiicre rejenerasyonunu saglayabildigi ve bu hiicrelerde apoptozisi azalttig
bildirilmistir (73, 74). Fakat direkt olarak GLP-1 analoglarinin kullanilmasinin aksine
sitagliptin kullanilmasiyla, gastrointestinal yan etkilerinin daha az oldugu gosterilmistir (11).

Sitagliptin etkisi ile GLP-1 seviyesindeki artisin, pankreastan insiilin Uretimini
tetikledigi ve kan glukoz seviyelerinin normale donmesiyle, GLP-1 seviyeleri de
normalleserek, hipoglisemi riski azalmaktadir. Sitagliptin bu etkisi ile diger oral antidiyabetik
ilaglara gore avantaj kazanmaktadir (12). Sekiz ve 24 hafta sitagliptin tedavisi uygulanan
diyabetik hastalarda; HbAlc, aclik ve tokluk kan glukoz diizeylerinin 6nemli ol¢iide diistiigi

rapor edilmistir (75). Fakat yapilan c¢alismalarda sitagliptinin, kan glukoz homeostazini
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diizenlemesinin yaninda, total antioksidan seviyelerinde bir azalmaya neden oldugu ve buna
bagli olarak, pankreas ve serumda, oksidatif stresi artirdigi bildirilmistir (12).

Sitagliptin, besin alimin takiben DPP4’ii inhibe ederek, endojen inkretin hormonlarin
seviyelerini artirmak suretiyle glisemik kontrolii iyilestirir. DPP4 inhibisyonu, aktif inkretin
seviyelerini artirir ve etki siiresini uzatir. Glukoza bagli insiilin saliniminda artiglara ve
glukagonda azalmalara yol agar. Sitagliptinin DPP4 i¢in inhibitor giicii, DPP8 ve DPP9’un %50
inhibitér konsantrasyonundan 2600 kat daha fazladir. Tekli ya da ¢oklu dozlarda kullanilan
sitagliptin; saglikli, T2DM ve T2DM olmayan hastalarda, DPP4’iin doza bagiml
inhibisyonuyla, GLP1 ve GIP seviyelerini yaklasik olarak 2-3 kat artirmaktadir (76, 77).
Yiizdort haftaya kadar siiren, ¢cok sayida randomize kontrollii calismada, T2DM hastalarinda
sitagliptin monoterapisinin, 3 hiicre fonksiyonu 6l¢iimlerini iyilestirdigi gosterilmistir fakat
monoterapi ya da diger anti-hiperglisemik ilaglar ile kombine tedavilerde serum lipid
parametreleri lizerine herhangi bir etkisi olmamistir (76-78).

Sitagliptinin farmakokinetik profili, T2DM hastalarinda, saglikli gonillilerinkine
benzer Ozelliklere sahiptir. Saglikli yetiskin goniillillerde oral sitagliptin, 100 mg’lik tek bir
dozdan sonra hizla emilmekte ve doruk plazma noktasina 1-4 saatte ulasmaktadir (79). Plazma
konsantrasyonu-zaman egrisi altinda sifirdan sonsuza kadar olan alan, saglikli géniilliilerde tek
doz sitagliptin 25-400 mg dozlar arasinda dogru orantili bir sekilde artmistir. Sitagliptinin
mutlak biyoyararlanimi %87°dir ve oral emilimi yiyeceklerden bagimsizdir, bu nedenle ilag¢

gidadan bagimsiz aliabilir (80).

DIYABET VE TESTOSTERON, FSH, LH iLiSKiSi

Diyabet hastalarinda goriilen cinsel islev bozukluklarinin nedenleri heniiz net olarak
aydinlatilamamistir. Bununla birlikte, psikolojik rahatsizliklar vb. gibi durumlar rapor
edilmistir. Endokrinolojik olarak cinsel islev bozukluklariyla alakali diyabet vakalarinda, serum
testosteron, FSH ve LH diizeylerinin kontrol gruplarina gore diisiik oldugu tespit edilmistir
(81). Diyabet ve testosteron iligkisini arastiran bir ¢alismada, 24 hipogonadal erkege testosteron
replasman tedavisi uygulanmasinin etkileri analiz edilmistir. Bu ¢aligma sonucunda, testosteron
replasman tedavisinin tip 2 diyabetli hipogonadal erkeklerde, insiilin direncini azalttig1 ve
glisemik kontrolii iyilestirdigi bulunmustur (82). Testosteron eksikligi olan bireylerde, insiilin
direncinin daha yiiksek diizeyde oldugu ve bu durumun T2DM riskinin artmasina yol a¢tigi
bildirilmistir (83). Ayrica testosteronun, miyosit ve adipositlerde glukoz tasiyici tip 4 (GLUTA4)
ekspresyonunu artirdig: bildirilmis, testosteron eksikligine bagl olarak glukoz taginmasi ve

insiilin yanit1 azalmasinin, T2DM patogenezine neden oldugu bildirilmistir (84). Testosteron
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ve T2DM arasindaki iliskinin arastirildigi bir baska ¢alismada, yash (51.1 + 13) hipogonadal
erkeklere uygulanan testosteron tedavisinin; glukozillenmis hemoglobin, total kolesterol ve
trigliserid diizeylerini diistirerek, diyabet riskini azaltabilecegi bildirilmistir (85). Fakat,
testosteron eksikligi ve T2DM arasindaki iliskiye neden olan molekiiler mekanizmalar heniiz
tam olarak aydinlatilamamustir.

Testosteron, FSH ve LH; T2DM’li erkek hastalarda, hipogonadizm i¢in bagimsiz risk
faktorleri olarak tanimlanmistir. T2DM’li hastalarda diisiik testosteron seviyelerinin yani sira,
diisiik LH ve FSH seviyeleri de tespit edilmistir (86). Diyabet hastalarinda insiilin eksikligine
bagli olarak, hem Leydig hiicreleri hem de Sertoli hiicreleri dogrudan etkilenmektedir.
Testikiiler fonksiyonlarin diizenlemesinden sorumlu olan hipofiz hormonlarindan FSH
spermatogenezi kontrol ederken, LH Leydig hiicre fonksiyonlarini regiile etmektedir. STZ ile
indiiklenen diyabet modellerinde, Leydig hiicre sayilarinda saptanan azalmalara ek olarak
GLUTS, insiilin benzeri biiytime faktorii 1 (IGF-1) ve androjen reseptorlerinde de azalma tespit
edilmistir. Bu durum, diyabetik bireylerde serum LH seviyelerinin de diismesine neden
olmaktadir. Serum insiilin eksikliginden, spermatogenez de etkilenmektedir. Fakat bu etki,
direkt olarak insiilin eksikliginden kaynaklanmamaktadir. Dolayli olarak insiilin eksikligine ve
hiperglisemiye bagli olarak FSH seviyelerinin azalmasiyla birlikte, diyabetik bireylerde
spermatogenez olumsuz etkilenmektedir. FSH seviyelerindeki diisiise, FSH reseptorlerindeki

azalma da eslik etmektedir (3).

DIYABETIN MOLEKULER MEKANIZMALARI

Normal Insiilin Sinyalizasyonu

Insiilin reseptorii (IR), disiilfit baglar1 ile birbirine baglanan iki a alt birimi ve iki B alt
biriminden olusan bir heterodimerdir. Insiilin, insiilin reseptdriiniin a alt birimine baglanir ve B
alt birimindeki tirozin kinazi aktive eder. Insiilinin metabolik ve anti-apoptotik etkilerinin
¢oguna insiilin reseptor substrat (IRS) proteinlerinin fosforilasyonu ve fosfotidilinositol 3-kinaz
(P13-kinaz), serin/threonin protein kinaz Akt (Protein kinaz B), rapamisin protein kompleksinin
memeli hedefi (MTOR) ve p70 S6 kinaz sinyal yolu aracilik eder. Insiilin reseptérii tirozin
kinaz, IRS proteinlerini fosforile eder ve IRS proteinleri iizerindeki fosfotirozin kalintilari, PI3-
kinazin p85 diizenleyici alt birimi i¢in iyi bir hedeftir (87).

Protein kinaz B (PKB)

Fosfotidilinositol-3-kinaz/Akt hiicre i¢i sinyal yolaginda rol alan bir serin/treonin
protein kinazdir. Ozellikle hiicrelerin biiyiimesi ve hayatta kalmasi icin sinyal géndermede rol
oynar. Serin/treonin kinaz Akt, Protein kinaz B (PKB) olarak da isimlendirilir. Glikojen sentezi
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ve hepatik glukoz iiretiminin baskilanmasi gibi karaciger iizerindeki insiilin etkilerini tetikler.
Akt, insiiline bagimli GLUT4’# insiilin sinyal yolagina baglayarak o6nemli bir rol oynar.
Glukozu hiicreye tagimak i¢in hiicre yiizeyine hareket eden GLUT4’1i aktive eder. PKB nakavt
hayvan modellerinden elde edilen son veriler, glukoz homeostazinda PKB’nin roliinii agikga
ortaya koymaktadir. Farelerde PKB/Aktl izoformunun bozulmasi, metabolizmada énemli bir
bozulmaya neden olmazken, PKB (Akt2) izoformu nakavt olan farelerde insiilin direncinin
gelistigi ve bu durumun insanlarda T2DM’a benzeyen bir fenotiple sonuglandigi bildirilmistir
(87).

Fosfotidilinositol 3-kinaz (P13 Kinaz)

Potansiyel olarak insiilin direncine yol agabilecek molekiiler bir mekanizma, PI3-kinaz
alt birimlerinin miktarlar1 arasindaki dengenin bozulmasidir. PI3-kinaz ailesi, katalitik bir alt
birim olan p110 ile siki bir sekilde baglantili olan p85°ten olusan, sinif la’nin heterodimer
olarak bulundugu 3 farkli sinifa ayrilir. Serbest p85 monomeri ile p85-p110 heterodimeri
arasinda bir denge sdzkonusudur ve bu denge PI3-kinaz aktivitesinden sorumludur. p85
monomeri ve p85-p110 heterodimeri, tirozin-fosforile IRS proteinleri ile ayni1 baglanma
bolgeleri igin rekabet ettiginden dolayi, olusabilecek bir dengesizlik PI3-kinaz aktivitesinin
azalmas1 ya da artmasina neden olabilmektedir. Insan plasental biiyiime hormonu, 6zellikle
p85a alt biriminin ekspresyonunu arttirmast ve sonrasinda insiilinin de, p85-pl10
heterodimerinin IRS-1 ile iligkisini uyarma yetenegini etkilenmesi sonucunda, P13-kinaz sinyali
azalarak, insiilin direncinin meydana geldigi tespit edilmistir (87).

Insiilin Reseptor Substrat (IRS) Proteinindeki Mutasyonlar

Insanlarda IRS-1 proteininin nadir mutasyonlarinin, insiilin direnci ile iliskili oldugu
bildirilmistir (88). Farelerde yapilan ¢aligmalarda, IRS-1 geninde meydana gelen bozukluklarin
temelde kas ve yag dokularindaki insiilin direnciyle sonuglandigi tespit edilmistir (89).

Forkhead Box Protein O1 (FoxO1)

Beta hiicre biiylimesini ve insiilin salgilanmasini destekleyen GLP-1; kismen siklik
AMP ile siklik AMP yanit elemani1 baglayici protein (CREB) fosforilasyonunu ve diger sinyal
kinazlarin aktivasyonunu artirarak etkisini gostermektedir. GLP-1 analogu eksendin 4’in; 3
hiicreleri tizerindeki biiyiimeyi tesvik edici etkileri, IRS-2 ekspresyonunu gerektirmektedir. Bu
sayede B hiicre kitlesinde artis saglanmaktadir. Yapisal olarak FoxO1’in niikleer ifadesi,
eksendin-4’iin proliferatif ve anti-apaoptotik etkileri karsisinda azaltici bir rol iistlenmektedir.
Ayrica IRS-2 nakavt farelerde, periferik insiilin direnci ve B hiicre yetmezligi sebebiyle, 10
haftalikken diyabet gelistigi bildirilmistir (90-92).
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Diyabette Apoptotik Sinyal Iletim Yollar

Tip 1 diyabette p hiicre apoptozu

Tip 1 diyabet, otoimmiin siiregler tarafindan kontrol edilen B hiicre yikiminin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Pankreas B hiicreleri, tip 1 diyabette otoimmiin saldirinin hedefidir
ve adaciklarin mononiikleer hiicreler tarafindan istilast sonucunda “insulitis” olarak
adlandirilan uzun siireli inflamatuvar reaksiyonlar sebebiyle, B hiicrelerinde kayip meydana
gelmektedir. Insiilitis sirasinda gergeklesen P hiicre apoptozu; aktive makrofajlar, T-
hiicreleriyle dogrudan temastan ve/veya bu hiicreler tarafindan salgilanan sitokinler, nitrik oksit
(NO) ve serbest oksijen radikallerine maruz kalmaktan kaynaklanir (93).

Tip 2 diyabette p hiicre apoptozu

Genellikle obeziteyle iliskili insiilin direnci ve insiilin salgilanma kusurlari, Tip 2
diyabet i¢in baslica risk faktorleridir. B hiicre fonksiyonundaki azalma, glukoz intoleransina yol
acar ve bunu zamanla siddetlenen Tip 2 diyabet takip eder. Hastaligin kemirgen modellerinden,
kiiltiirlenmis kemirgen ve insan adacik hiicrelerinden elde edilen sonuglara dayanarak,
dislipidemi ve hipergliseminin insan tip 2 diyabetinde, B hiicre apoptozunu artirarak p hiicre
kiitlesini olumsuz etkiledigi varsayilmaktadir. B hiicre apoptozunu etkileyen sinyal yolaklar1

Sekil 1’de belirtilmistir (92).

IL-1B FasL IFN-y
’, SA! I
/I‘\;? Tkes v
A STAT-1
tNF«B ™
JNK \ i Diger genler
p38 a Gen Paglantllarl ve | 4 aspazs
transkripsiyon faktorleri l l
4+Bid 4iNOS 4 Kaspaz3 —> | Apoptozis
tBid NO T T
- ' ' Kaspaz 9 Kaspaz 12
Bcl'xL ?Bak fCHOP
Bcl-2
Serbest CytC T
Radikaller Salinimi ER stresi

S E———
Mitokondri Endoplazmik retikulum%
Sekil 1. P hiicre apoptozisinde olasi sinyal yolaklar: (93).
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Fas/FasL SINYAL YOLAGI

Testikiiler toksisitenin neden oldugu infertilite, yetersiz klinik bilgiler nedeniyle, tedavi
acisindan sorun teskil etmektedir. Son yillarda mitokondriyal ve endoplazmik retikulum stresi
kaynakli apoptozis mekanizmalarinin aydinlatilmasiyla, bu yolda Onemli ilerlemeler
kaydedilmistir (6, 47, 94).

Programlanmis hiicre 6liimii anlamina gelen apoptozis, hiicre 6liimii ve hiicre hayatta
kalim1 arasindaki dengenin korunmasi agisindan kritik bir rol istlenmektedir. Apoptotik sinyal
yolaklar1; mitokondriyal yolak, endoplazmik retikulum yolagi ve 6liim reseptor yolaklarini
icermektedir (95). Tanimlanan 6liim reseptorlerinden bazilart sunlardir; tiimor nekrozis faktor
reseptorii 1 (TNF-R1), Fas, oliim reseptor 3, 4 ve 5 (DR3, DR4 ve DRS5). Oliim reseptor
yolaklari, apoptotik ajanlar1 tesvik eden cesitli dis faktorleri ifade etmektedir. Fas/FasL 6liim
reseptorii, sinyal yolaginin temel unsurudur (95).

Apoptozun ana diizenleyici unsuru olan Fas ve FasL, proliferasyon ve apoptozis dengesi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. FasL, Fas’m {iglii 6liim alan1 (DD) olan trimer yapisinin
olusumunu indiikler. Bu Fas trimeri, sitoplazmik adaptor proteininin N-terminal 6liim efektor
alanin1 (DED) yani Fas ile iliskili 6liim alanin1 (FADD) alir ve ona baglanir, apoptotik sinyali
prokaspaz-8'e iletir. Hiicre zar1 izerinde Fas-FasL-FADD-prokaspaz-8 tarafindan olusturulan,
6lime neden olan sinyal kompleksinin (DISC) olusumu, kaspaz hidrolizine ve bir dizi enzime
baglh reaksiyona yol agar. Nihayetinde, DNA pargalayict enzim aktive olur, bu da DNA'nin

pargalanmasiyla sonuglanir ve hiicre apoptozunu indiikler (Sekil 2) (94, 95).

kaspaz 8

&

kaspaz 3,6,7
sitoplaz™m?
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R ¢
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DNA fragmatasyonu DNA hasan

=r AL
Sekil 2. Fas/FasL etkilesimi (94).
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Fas transmembran reseptorii (CD95/APO-1), TNF reseptor siiper ailesinin bir iiyesidir.
Insan Fas geni, 10q23.31 kromozomunda bulunur ve 15 ekzondan olusur. Fas proteininin,
membran Fas (mFas) ve ¢oziiniir Fas (sFas) olmak {izere iki formu bulunmaktadir. mFas’in
ligandlara baglanmasi hizl1 apoptozisi indiikler. sFas ise, FasL ile etkilesime girmez, mFas ile
indiiklenen apoptozis i¢in inhibe edici bir rol oynar (94).

FasL (CD95L), TNF siiper ailesinin transmembran ve proapoptotik bir iiyesidir. Insan
FasL geni, 1q24.3 kromozomunda bulunur ve 4 ekzondan olusur. FasL hiicre dis1 bolgesi, bir
ligand dimer ve reseptér baglanma bdlgesi (TNF homoloji alani, THD) igerirken; hiicre igi
bolgesi, Ozellikle T hiicresi aktivasyonu sirasinda bir T hiicresi reseptorii yardimer uyarict
molekiilii olarak, ¢oklu sinyal yolaklarinda yer alir (94, 96).

Fas; coklu organlarda, 6zellikle periferik T ve B lenfositlerde, dogal 6ldiiriicii hiicrelerde
(NK), mononiikleer hiicrelerde, fibroblastlarda, endotel hiicrelerinde ve epitel hiicrelerinde
ifade edilir. Bununla birlikte, FasL ekspresyonu, aktive edilmis T hiicrelerinde, NK

hiicrelerinde, immiin sistemin fagositik hiicrelerinde ve Sertoli hiicrelerinde sinirlidir (97).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na sunuldu ve
2019.05.04 no’lu karar ile onay alind1 (EK 1).

Calismamizda, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Birimi’nde iiretilen
ve standart laboratuvar kosullarinda (22+1°C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan,
ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip, 2,5-3 aylik, Sprague-Dawley cinsi erkek sigandan,
agirlik ortalamalart birbirine yakin olacak sekilde, ti¢ grup olusturuldu ve deney semasi Sekil

3’de verilmistir.
Deneklerimizden;

1.grup: Kontrol grubu (C); bir kez sitrat tamponu (pH’s1 4,5 olan; 0,1M’lik)

intraperitoneal (i.p.) uygulanan grup (n=10),

2.grup: Diyabet grubu (D); 2 hafta siiresince yiiksek yagl diyet (YYD; %40 yag, %38
karbonhidrat, %20 protein) uygulamasindan sonra, tek doz 35 mg/kg streptozotosin’in (STZ,
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya) sitrat tamponu igerisinde ¢oziilerek i.p. uygulandig: ve

6 hafta sonra sakrifiye edilen grup (n=12),

3. grup: Diyabet + Sitagliptin grubu (DS); 2 hafta siiresince YYD uygulamasindan
sonra, 35 mg/kg STZ nin sitrat tamponu igerisinde ¢oziilerek tek doz i.p. verildigi, 6 hafta
stiresince, her giin 10 mg/kg sitagliptin’in (EDQM, Strasbourg, Fransa) intragastrik (i.g.)
uygulandigi grup (n=12) olusturuldu.
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1. Grup 2. Grup 3. Grup

: D + Sitagliptin
< <

Biyokimya Rutin Boyamalar Immiinohistokimyasal TUNEL Metodu
N Boyamalar
Kan-Glukoz  Elisa HE PAS PCNA Apoptotik hiicre
Testosteron  Histopatolojt Bazal Fas mndeks1
FSH Johnsen skoru  membran FasL Apoptotik tiibiil
L Slgtimii Kaspaz 8 indeks1
Semuinifer tiibiil

cap1 dl¢iimii

Sekil 3. Deney semasi

Diyabet olusturmak i¢in kullanilan STZ nin iyi ¢6ziindiigii ve stabilitesini korudugu bir
soliisyon olan sitrat tamponu, steril enjeksiyonluk suyla hazirlandi ve pH’1 4.5’¢ ayarlanda.
STZ, sitrat tamponunda ¢dziildiikten hemen sonra deneklere uygulandi.

Deneklerin viicut agirliklari, deneyin baslangicindan sonuna kadar her hafta olgiildi.
Kuyruk veninden alinan kan 6rneklerindeki, kan glukoz diizeylerine; deneyin baslangicinda,
YYD uygulanmasindan hemen sonra, STZ verilmesini takiben 48 saat sonra ve deney sonuna
kadar her hafta glukometre (IME-DC, Hof, Almanya) ile bakildi. STZ uygulandiktan sonra, kan
glukoz degerleri 250 mg/dI’nin {izerinde olan denekler, “diyabetik” kabul edildi (98-100) ve
deney gruplar1 olusturuldu.

Tiim deneklerin toplam 8 haftalik deney siiresi sonunda, ketasol (Ricterpharma, Viyana,
Avusturya) ve basilazin (Rompun, Istanbul, Tiirkiye) anestezisi altinda, kardiyak ponksiyon
yontemiyle kan 6rnekleri alindi, sag ve sol testis dokular total olarak ¢ikarilds, testis agirliklart
belirlendikten sonra, tim dokular 151k mikroskobik ve immiinohistokimyasal ¢aligsmalar igin
islemlendirildi.

Biyokimyasal incelemeler

Kardiyak ponksiyon ile alinan kan drneklerinden elde edilen siipernatantlarda; sigan
testosteron (EA0009Ge), FSH (EAO0015Ra) ve LH (EAO0013Ra) kitleri (Bioassay
Technology Laboratory, Shanghai, Cin) kullanilarak, {iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda, hizmet alim1 yapilarak enzim baglantili immiinosorbant yontemiyle (Elisa)

testosteron, FSH ve LH diizeyleri 6l¢iildii.
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ISIK MIKROSKOBIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMELER

Diyabetik testis dokularindaki apoptozun degerlendirilebilmesi i¢in Terminal
deoxytransferase mediated bio-dUTP nick end labeling (TUNEL) ve hiicre proliferasyonun
degerlendirilebilmesi igin ise Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) kullanildi. Ayrica,
ektrensek apoptotik yolagin degerlendirilebilmesi i¢in Fas, FasL. ve kaspaz 8 antikorlari
immiinohistokimyasal olarak uygulandi.

Isik mikroskobik rutin boyamalar, TUNEL metodu, immiinohistokimyasal teknikler ve
incelemeler, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Rutin
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Bu incelemeler igin; testis doku ornekleri, %10’luk nétral
tamponlu formalin (Sigma Aldrich) ile fikse edildikten sonra, ¢esme suyunda yikanarak,
dehidratasyon (yiikselen alkol serileri; %70, 90, 96, 100, 100) islemine gecildi. Dehidratasyon
asamasindan sonra, saydamlastirma basamagi i¢in dokular, toluol (Merck Millipore, Darmstadt,
Almanya) ile muamele edildi, 6nce erime sicakligi daha diisiik olan yumusak parafine (42-44
°C, Merck Millipore) ve sonrasinda erime sicakligt 56-58 °C olan sert parafine (Merck
Millipore) alinarak, parafin bloklar elde edildi. Dokulardan histolojik ve morfometrik analizler
icin mikrotom ile alinan 5 um kalinhigindaki kesitlere, testisin histolojik yap1 6zelliklerini
ortaya koyacak Hematoksilen- Eosin (H-E) ve Periyodik asit shiff- Hemalen (PAS- HI)
boyalari, apoptozisi belirlemek amaciyla TUNEL metodu, proliferasyon ve apoptotik yolagin
belirlenmesi amaciyla immiinohistokimya teknigi uygulandi.

Hematoksilen-Eosin Boyasi

Bes um kalinhigindaki kesitler, parafinin giderilmesi i¢in 30 dk boyunca toluol ile
muamele edildi. Parafinden uzaklastirilan kesitler sirasiyla %100, %96, %90, %70’lik alkol
serilerinden gegirilerek suya indirildi. Kesitler 10 dk. boyunca Mayer’s hematoksilen (Merck
Millipore) boyasi ile muamele edildi. Daha sonra morartma islemi i¢in akan ¢gesme suyu altinda
10 dakika bekletilen kesitlere, 1 dk. Siiresince Eosin (Merck Millipore) boyasi uygulandi.
Dehidratasyon i¢in sirasiyla yiikselen derecelerdeki alkol serilerinden gegirildikten sonra,
kesitler toluol ile muamele edildi, entellan (Merck Millipore) ile kapatilarak daimi preparat
haline getirildi (47).

Periyodik Asit Shiff-Hemalen (PAS-HI) Boyasi

Uygun kalinlikta alinan kesitler, H-E boyamasinda oldugu gibi 6ncelikle suya indirildi.
Daha sonra 5 dk. siiresince %]1°lik periyodik asit (Merck Millipore) soliisyonu igerisinde
bekleyen kesitler, bu siire sonunda 30 dk. shiff soliisyonu ile muamele edildi. Shiff soliisyonun

ardindan, 3 kez 5’er dk. yikama soliisyonlarindan (10% K2S20s, 0.1 N HCI) gegirilen kesitlere,
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niikleer boya olarak hemalen uygulandi. Daha sonra, yiikselen alkol serileri ve toluolden
gecirilerek, entellan ile kapatildilar (7).

Johnsen Skorlamasi

Johnsen skorlamasi; testis doku Ornekleri igin 1970 yilindan beri kullanilan ve
giinimiizde de gegerliligini koruyan bir yontemdir. Bu yontem spermatogenezi kategorize
etmek i¢in kullanilmaktadir (101).

Bu calismada Johnsen skorlamasi; her bir denege ait H-E boyamasi uygulanan
preparatlarda, 10 farkli sahada, rastgele secilmis 10 farkli seminifer tiibiilde gergeklestirilmistir
(101, 102). Degerlendirme kriterleri Tablo 4’de belirtilmistir.

Bu inceleme igin; Olympus BX51 marka mikroskobun, X200’lik biiytitmesi kullanildi.

Tablo 4. Johnsen Skorlamasi (101)

Skor 1 Seminifer tiibiillerde hiicre yok.

Skor 2 Spermatogenik hiicreler yok, yalnizca Sertoli hiicreleri var.

Skor 3 Sadece spermatogonyumlar var.

Skor 4 Spermatid yok, sadece birkag tane spermatosit var

Skor 5 Spermatid yok; ancak spermatositler var.

Skor 6 Sperm yok, az spermatid mevcut.

Skor 7 Bol spermatid mevcut; ancak sperm yok.

Skor 8 Germinal epitel ¢ok sirali; ancak limende 10’dan az sayida sperm var.

Skor 9 Germinal epitelde ¢ok sirali; ancak diizgiin olmayan goriinlim mevcut,

liimende obliterasyona yol acgan hiicre dokiilmesi var.

Skor 10 Cok siral1, bol spermatozoa ve santralde acik liimen iceren tiibiiller var.

TUNEL Prosediirii

Apoptozisin belirlenmesi amaci ile TUNEL tekniginden yararlanildi. Bu amagla 5 pm
kalinliginda alinan kesitler, bir gece 37 °C’lik etiivde bekletildi ve ardindan oda 1sisinda 5 dk
sogumaya birakildi. Deparafinizasyon islemi i¢in toluolden ve dehidratasyon islemi igin alkol

serilerinden gegirilen kesitler, daha sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS; pH: 7.4, Invitrogen,
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Kaliforniya, ABD) ile yikandi. Proteinlerin sindirilmesi i¢in, 15 dk oda 1sisinda proteinaz K
solisyonu (Merck Millipore) ile muamele edilen kesitler, distile sudan gegirildi. Bundan
sonraki asamalar tretici firmanin onerileri dogrultusunda, ApopTaqg Plus Peroksidaz In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon SA. Merck Millipore) kullanilarak gergeklestirildi.
Endojen peroksidazin bloke edilmesi i¢in kesitler 5 dk, %3’lik H202’e alindi. Daha sonra
kesitler dengeleme tamponu ile oda 1sisinda 30 dk bekletildi ve ardindan terminal
deoksiniikleotidil transferaz (Tdt) enzim soliisyonu ile 37 °C’de inkiibe edildiler. 10 dk
durdurma/yikama tamponu uygulandiktan sonra, oda 1sisinda 30 dk anti-digoxigenin
peroksidaz ile muamele edilen kesitler, 3,3'-diaminobenzidine (DAB) ile kromojenize edildi.
Hematoksilen zit boyamasi yapilan kesitler, alkol ve toluol serilerinden gegirilerek kapatildi.

Immiinohistokimya Prosediirii

Tiim gruplara ait testis doku 6rneklerinde; prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA), Fas,
FasL ve kaspaz 8 ekspresyonlart immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Bes um kalinliginda kesitler 56 °C’de bir gece bekletildi, deparafinizasyon isleminden
sonra, azalan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Antijen geri kazanimi igin sitrat
tamponunda (10 mM; pH 6.0) kaynatilip, fosfat tamponu (PBS) ile yikamanin ardindan,
endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in kesitler %3 H20O> (methanol ile hazirlanmis)
igerisinde 15 dakika bekletildi. Spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla, sekonder
antikorun iiretildigi tiire uygun bloklama soliisyonunda (invitrogen) 10 dk. inkiibe edildi. Daha
sonra antikor diliie etme soliisyonuyla (Invitrogen) hazirlanan primer antikorlar asagida
belirtilen dillisyon oranlarinda hazirlanarak kesitlere uygulandi.

1- Tavsan monoklonal PCNA antikoru (1/10.000 diliisyon; Cell Signaling Technology,
Massachusetts, ABD)

2- Tavsan poliklonal Fas antikoru (1/200 diliisyon; Novus Biologicals, Littleton, CO,
ABD)

3- Tavsan poliklonal Fas Ligand antikoru (1/100 diliisyon; Abcam, Cambridge, UK)

4- Tavsan poliklonal Kaspaz 8 antikoru (1/500, Novus Biologicals)

Tiim antikorlar oda 1sisinda 1 saat boyunca kesitlere uygulandi. Negatif kontrol kesitleri,
primer antikor yerine yalnizca antikor diliie etme soliisyonu ile muamele edildi. Primer
antikorun iiretildigi tiire kars1 olan biyotinlenmis sekonder antikorda (Invitrogen) 10 dk. oda
1s1sinda tutuldu ve son olarak HRP-streptavidin (Invitrogen) ile 10 dk muamele edildi. 3,3-
diaminobenzidine (DAB; Invitrogen) ile kromojenize edilen kesitler, hematoksilenle zit

boyama yapilarak, alkol ve toluolden gegirilip, entellanla kapatildilar.
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HUCRE SAYIMI, BAZAL MEMBRAN KALINLIKLARI VE ISTATISTIKSEL
ANALIZLER

Tim gruplarin H-E, PAS-HI, TUNEL, PCNA, Fas, FasL ve kaspaz 8 uygulanan
preparatlari, Olympus BX-51 mikroskobunda incelenerek, farkli biiyiitmelerde fotograflari
cekildi.

Hazirladigimiz H-E boyasi uygulanan preparatlarin kullanimiyla, tiim deneklerin testis
doku o6rneklerinde seminifer tiibiil ¢aplariin 6l¢iimii; X200’lik biiyiitmede, okiiler mikrometre
kullanilarak, yuvarlak veya yuvarlaga yakin rastgele secilen seminifer tiibiillerde, her preparatta
10 tiibiiliin enine kesiti alinarak gergeklestirildi (103).

Periyodik asit shiff-hemalen boyasi uygulanan testis kesitleri kullanilarak bazal
membran kalinliklar1 bilgisayar programi kullanilarak 6l¢iildii (Carl Zeiss, Argenit Kameram
2.11.5.1). Her gruptan 6 farkli preparat ve her preparattan 5 farkli alanda yapilan Slgtimlerin
ortalamalari alinarak hesaplandi (7).

Tiim immiinreaktivite ve TUNEL degerlendirmeleri, kesitlerin hangi grup denege ait
oldugunu bilen ve bilmeyen birer arastirici tarafindan, X200 ve X400 objektif kullanilarak
yapildi.

TUNEL teknigi uygulanan her bir testis kesitinde yer alan, ortalama 100 seminifer
tilbiilde en az 3 ve daha fazla apoptotik hiicre bulunduran seminifer tiibiiller sayilarak
“apoptotik tiibiil indeksi” ve seminifer tiibiillerde yer alan ortalama 1000 hiicredeki apoptotik
hiicreler sayilarak da “apoptotik hiicre indeksi” hesaplandi (104).

PCNA immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi igin; her gruba ait deneklerin
kesitlerinde 5 farkli sahada yer alan seminifer tiibiillerde, ortalama 1000 hiicredeki PCNA (+)
hiicreler sayilarak “proliferasyon indeksi” hesaplandi.

Fas, FasL ve kaspaz 8 immiinreaktiviteleri ise X200 biiylitme kullanilarak, her
preparattaki 1000 hiicre i¢inde bulunan immiinpozitif hiicre sayilarina gére skorlama yapildi
(105).

Istatistiksel analizler igin; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali’nda SPSS 20.0 programi (Lisans no: 10240642) kullanildi, degerler
ortalama + standart sapma (SD) olarak alindi. P<0.05 degeri anlamli kabul edildi. Student t testi
deneklerin kan-glukoz diizeylerinde, farklilik olup olmadigi arastirildi. Diger verilerin dagilim
ozellikleri dikkate alinarak “Tek yonlii varyans analizi’yle degerlendirme yapildi ve gruplar

arasinda anlamli fark bulundugunda; bu farkin hangi gruplardan kaynaklandigini bulmak i¢in
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homojen olan varyanslar i¢in Tukey testi, homojen olmayan varyanslar i¢in Tamhane ¢oklu

karsilastirma testleri kullanildi.
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BULGULAR

VUCUT, TESTIS AGIRLIKLARI VE KAN GLUKOZ DUZEYi BULGULARI

Deneklerin viicut agirliklari; deney baslangicinda, 2 haftalik YYD uygulamasindan
sonra ve deney sonunda Olclilmiistiir. Testis agirliklarinin degisimi ise testis agirlik/viicut
agirliklarmin birbirine orani (TAI= TA/VAx100) formiiliiyle hesaplanmustir.

Tiim gruplar arasinda, baslangi¢ viicut ve YYD sonrasi agirliklar agisindan istatistiksel
olarak anlaml bir fark tespit edilmemistir (sirasiyla; P=0.491, P=0.213). Deney sonu viicut
agirliklar;; C grubuna gore D ve DS gruplarinda anlamli olarak diisiik (her iki grup i¢in,
P<0.001), sitagliptin uygulanan DS grubunda ise D grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (P=0.015). Testis agirlik ortalamalar1 D ve DS gruplarinda, C grubuyla
kiyaslandiginda anlamli olarak azalmistir (sirastyla; P<0.001, P=0.006). D ve DS gruplar1 kendi
arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (P=0.476). TAI
degerlerinde; D ve DS gruplarinda, C grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit
edilirken (sirasiyla; P<0.001, P=0.007), kendi aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir
(P=0.093) (Tablo 5).
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Tablo 5. Viicut ve testis agirliklar1 ve TAT (testis agirh@i/viicut agirh@i*100)

C grubu (n=7)

D grubu (n=7)

DS grubu (n=7)

_ Baglangic 295 + 16,51 299,28 + 11,88 303,14 +7,55
Viicut agirhik (gr)
P=0.491
2 hafta Yiiksek
Yagh Diyet Sonrasi 323,85+ 12,29 328,71+ 13,11 336+ 11,93
Viicut agirhk (gr)
P=0.213
_Deney sonu 362,57 + 13,85 233,28 + 24,66 278,71 + 37,52
Viicut agirhk (gr)
. P<0.001"
Testis agirhk 1,38 4 0,09 1,20 0,03 1,24 + 0,07
ortalamalar (gr)
. P=0.006"
TAIL 0,38 < 0,03 0,51 +0,052" 0,46 + 0,04
. P=0.007"

*: C grubu ile karsilastirildiginda, *: D grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmis

ve koyu olarak belirtilmistir.

Kan glukoz diizeyleri; deney baslangicinda, STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra ve
deney sonunda oOl¢iilmiistiir. Deney baslangicinda 6l¢iilen kan glukoz diizeylerinde, deney
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (P=0.482). STZ
enjeksiyonu yapilan D ve DS gruplarinin kan glukoz diizeyleri, C grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (her iki grup igin, P<0.001). Sitagliptin tedavisi uygulanmadan 6nce, D ve
DS gruplar1 arasinda kan glukoz diizeyleri acisindan herhangi bir farka rastlanmamistir

(P=0.643). Deney sonunda sitagliptin tedavisi uygulanan DS grubu kan glukoz diizeylerinin, D

grubuna gore anlamli olarak diistiigii tespit edilmistir (P=0.005) (Tablo 6).
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Tablo 6. Kan glukoz diizeyleri

C grubu (n=7) D grubu (n=7) DS grubu (n=7)
Baslangic
Kan Glukoz Diizeyi 102,71+ 5,08 99,71+ 5,64 101,85+ 7,15
(mg/dl)
P=0.482
STZ sonrasi
Kan Glukoz Diizeyi 102,00 + 4,24 378,71+ 79,57 338,57 + 52,68"
(mg/dl)
. P<0.001"
P<0.001 P=0.643"
Deney sonu
Kan Glukoz Diizeyi 104,85+ 8,11 554,85 + 45,64 461,00 + 40,90™"
(mg/dl)
* P<0.001"
P<0.001 P=0.005"

*: C grubu ile karsilastirildiginda, *: D grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmis

ve koyu olarak belirtilmistir.

BIYOKIMYASAL BULGULAR

Sakrifikasyon sirasinda kardiyak ponksiyon ile alinan kan orneklerinden elde edilen
serumlarda, Elisa yontemiyle testosteron, FSH ve LH diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Testosteron
degerlerinin D ve DS grubunda, C grubuna gore anlamli olarak diistiigii tespit edilirken
(strastyla; P=0.007, P=0.020), D ve DS gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir farka
rastlanmamustir (P=0.867) (Tablo 7).

FSH diizeyleri; D ve DS gruplarinda, C grubuna kiyasla azalmasina karsin (sirasiyla;
P=0.017, P=0.015); sitagliptin uygulanan DS grubunda, D grubuna gore anlamli bir fark
bulunmamustir (P=0.997; Tablo 7).

Deneklerin LH diizeyleri, FSH diizeylerinde oldugu gibi her iki deney grubunda da, C
grubuna gore azalmis olmasia ragmen (sirasiyla; P<0.001, P=0.012), bu iki grup arasinda

herhangi bir fark tespit edilmemistir (P=0.189; Tablo 7).

31



Tablo 7. Serum testosteron, FSH ve LH diizeyleri

C grubu (n=7) D grubu (n=7) DS grubu (n=7)
Testosteron 8,74+ 126 6,64 +0,91" 6,94+ 1,16
(ng/ml)

U P=0.020"
P=0.007 P=0.867"

FSH . .
(oD 9,39 + 0,88 6,70 + 1,69 6,64 + 2,08
U P=0.015"
P=0.017 gy

LH 25,86 + 1,87 20.29 + 1.80° 2229 + 2.40°

(m1U/ml)

3 P=0.012"
P<0.001 P=0.189’

*: C grubu ile karsilastirildiginda, *: D grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmis

ve koyu olarak belirtilmistir.

MORFOMETRIK BULGULAR

Hematoksilen-Eosin boyasi uygulanan preparatlarin kullanimiyla, tim gruplarin testis
doku kesitlerinde, X200’lik biiylitmede seminifer tiibiil ¢ap Olglimleri, okiiler mikrometre
kullanilarak gergeklestirilmistir. Rastgele segilen yuvarlak ve/veya yuvarlaga yakin 10
seminifer tiibiiliin enine kesitleri, tiim preparatlarda degerlendirilmistir.

Seminifer tiibiil ¢aplart (MSTD); C grubuna kiyasla, D ve DS gruplarinda diyabetin
etkisine bagl olarak istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (her iki grup i¢in, P<0.001). D ve
DS gruplar1 kendi arasinda karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit edilmemistir (P=0.810;
Tablo 8).

Periyodik asit shiff-Hemalen boyasi uygulanan preparatlarda, bazal membran kalinlik
Olctimleri, X400’liikk biiyiitme kullanilarak gerceklestirilmistir. Bazal membran kalinlik
degerleri, her gruptan 6 farkli preparat ve her preparatta 5 farkli alanda yapilan 6l¢timlerin
ortalamalar1 alinarak hesaplanmistir. Bazal membran kalinlik degerlerinde; D ve DS
gruplarinda, C grubuna gore anlamli bir artis tespit edilirken (her iki grup igin, P<0.001), bu iki
grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P=0.064; Tablo 8).

Johnsen skorlamasi; her bir denege ait H-E boyamasi uygulanan preparatlarda, 10 farkli
sahada, rastgele secilmis 10 farkli seminifer tiibiilde, X200’liikk biiyiitme kullanilarak
gerceklestirilmistir. Diyabet uygulanan D ve DS gruplarinin Johnsen skoru degerleri, C grubuna
kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (her iki grup i¢in, P<0.001). Sitagliptin
uygulanan DS grubu, D grubu ile kiyaslandiginda ise anlamli bir farka rastlanmamistir

(P=0.747; Tablo 8).
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Tablo 8. Seminifer tiibiil cap1, bazal membran kalinliklar: ve Johnsen skoru

C grubu (n=7) D grubu (n=7) DS grubu (n=7)
gg;‘l“(‘ﬁgﬁé“zﬁ) 374,14 + 14,51 318,42 + 11,45 313,28 + 19,41"
P<0.001" P<o.00n
fﬁfﬂﬁg:?ﬁ:‘) 0,91 + 0,14 147 40,14 130+ 0,07"
P<0.001" E’jg:ggiz
Johnsen skoru 9,34 +0,22 7,54 +0,29" 7,65+ 0,34
P<0.001" b<o0on

*: C grubu ile karsilastirildiginda, *: D grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmis

ve koyu olarak belirtilmistir.

MORFOLOJIK BULGULAR

Kontrol Grubuna (C) Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait H-E ile boyanmis preparatlar incelendiginde; testisin dis
yiizeyindeki bag doku tabakasi Tunica albuginea (Sekil 4) ve tiibiil duvarim1 doseyen
spermatogenik seri hiicrelerde, organizasyon biitiinligii izlenmistir (Sekil 4-7).

Seminifer tiibiilii doseyen germinal epitelde, bazal membrandan itibaren tiibiil limenine
dogru sirasiyla; spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositler, erken ve ge¢
spermatidler ile spermlerin, Sertoli hiicre sitoplazmasi igerisinde yer aldig1 gézlemlenmistir
(Sekil 4-7). Bazal membran lizerinde spermatogonyumlar ve Sertoli hiicrelerinin yer aldigi,
genis sitoplazmalariyla rahatca diger hiicrelerden ayrilan primer spermatositlerin net bir sekilde
izlendigi, spermatidlerin ise tiibiil liimenine yakin konumlariyla goriildiigii ve seminifer tiibiil
epitelinin organizasyon biitiinliigiinii korudugu tespit edilmistir (Sekil 4-7).

Kontrol grubuna ait PAS-HI ile boyanmis preparatlarda; germinal seriye ait hiicreler,
PAS (+) reaksiyon veren bazal membran ve PAS (+) akrozom yapilariyla gézlemlenen, kiigiik
koyu niikleuslart bulunan geg spermatidler izlenmektedir (Sekil 8).

Seminifer tiibiiller arasinda interstisyel sahada bulunan Leydig hiicreleri, H-E ve PAS-
HIl boyanmus kesitlerde, kan damarlari etraflarindaki yerlesimleri poligonal sekilli ve eosinofilik

sitoplazmalari ile ayirt edilebilmektedir (Sekil 6-8).
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Sekil 4. Kontrol grubu testis kesitinde; normal yapida seminifer tiibiiller (*) ve Tunica
albuginea (Ta) izlenmektedir. H-E, X40.

Sekil 5. Kontrol grubu testis kesitinde; histolojik olarak normal yapidaki seminifer
tiibiiller (*) ve interstisyel bag doku izlenmektedir. H-E, X100.
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Sekil 6. Kontrol grubuna ait bu mikrografta seminifer tiibiillerde; bazal membran
(Bm), Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlar (Sg), primer spermatositler

(St1), spermatidler (Sd) ve kan kapilleri (K) gozlenmektedir. H-E, X200.

Sekil 7. Kontrol grubuna ait bu mikrografta seminifer tiibiillerde; Sertoli hiicreleri
(Sh), spermatogonyumlar (Sg), primer spermatositler (Stl1), spermatidler (Sd),
Leydig hiicreleri (Lh), kan kapilleri (K) ve interstisyel bag doku alanlar1 (I)
gozlenmektedir. H-E, X400.
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Sekil 8. Kontrol grubu seminifer tiibiillerinde; PAS (+) reaksiyon veren seminifer
epitele ait bazal membran (Bm) ve spermatidlere (Sd) ait akrozom (AK) yapilari
goriilmektedir. PAS-HI, X400.

Diyabet Grubuna (D) Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Diyabet grubu H-E kesitlerinde, seminifer tiibiil ¢aplarinin C grubuna gore anlaml
derecede azaldig: tespit edilmis (P<0.001; Tablo 8) ve seminifer tiibiillerin sekillerinde bazi
degisimler dikkat ¢ekmistir. Seminifer tiibiil ¢aplarinin kiigiilmesine bagli yer yer tiibiillerin
birbirinden ayrildigi, fakat bag doku tarafindan bu alanlarin doldurulmaya calisildig: tespit
edilmistir (Sekil 9).

Bazal membrandan itibaren, seminifer tiibiil duvarini déseyen hiicreler incelendiginde;
tiibiil liimenine dogru spermatogenik seri hiicrelerde organizasyon bozukluklari, germinal seri
hiicrelerinde meydana gelen vakuolizasyonlar, seminifer epitel ve bazal membran arasinda
ayrismalar ve membranda meydana gelen ondiilasyonlar (bazal membran i¢e katlanmalari), bu

grupta gozlemlenen 6nemli bulgular arasindadir (Sekil 10,11).
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Diyabet grubuna ait kesitlerde, C grubu seminifer tiibiil liimeninde bulunmayan,
olgunlagmasini heniiz tamamlayamadan liimene dokiilen bazi germinal seri hiicrelerinin varlig
ile baz1 tiibiillerde spermatogenik seriye ait hiicrelerde dejenerasyon tespit edilmistir (Sekil
10,11). C grubundan farkli olarak sadece Sertoli hiicreleri, spermatogonyum, primer
spermatosit ve az sayida spermatid iceren tiibiillerin yani sira, tiim seri hiicrelerinin bir arada
yer aldig1 C grubu seminifer tiibiillerine benzer tiibiillerin de bulundugu gézlemlenmistir (Sekil
9-12).

PAS (+) reaksiyon veren bazal membranlarda, C grubuna kiyasla kalinlagsmalar ile
birlikte (P<0.001; Tablo 8), bircok tiibiilde izlenen ondiilasyonlar bulunmaktadir (Sekil 12).

Sekil 9. Diyabet grubunda caplar kiigiilen seminifer tiibiiller (*) ve spermatogenik seri
hiicrelerinde diizensizlik dikkat ¢cekmektedir. H-E, X100.
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Sekil 10. Diyabet grubu seminifer tiibiillerinde; liimene dokiilen hiicreler (») ve bazal
membranda ondiilasyonlar () goze carpmaktadir. H-E, X200.

Sekil 11. Diyabet grubu seminifer tiibiillerinde; liimene dokiilen hiicreler (»), bazal
membranda ondiilasyonlar () ve germinal hiicrelerde vakuolizasyonlar (v)
goze carpmaktadir. H-E, X400.
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Sekil 12. Diyabet grubuna ait testis doku kesitlerinde, kalinlasms bazal membranlar (—)
dikkat cekmektedir. PAS-HI, X400.

Diyabet ve Sitagliptin (DS) Grubuna Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna gore, D grubunda oldugu gibi bu grupta da seminifer tiibiil ¢aplarinda
anlamli bir azalma tespit edilmigstir (P<0.001; Tablo 8). Diyabet grubunda ortaya ¢ikan
histopatolojik degisikliklerin bu grupta da izlendigi goriilmektedir (Sekil 13-15).

Bazi1 seminifer tiibiil kesitlerinde; ¢ok az sayida spermatid ve spermin gozlenebildigi ya
da hi¢ spermin bulunmadigi izlenmistir. Germinal seri hiicrelerinde sitoplazmik kayiplar,
vakuolizasyonlar ve seminifer tiibiil epiteli ile bazal membran arasinda ayrilmalarin oldugu
dikkati cekmektedir. Bunlarin yani sira liimene dokiilen hiicrelerin D grubuna kiyasla bu grupta
daha az oldugu tespit edilmistir. C grubu kesitlerinde oldugu gibi bu grupta da organizasyon
biitiinliiglinii korumus baz: tiibiiller de izlenmistir (Sekil 13-16).

Bazal membranlarin, kontrol grubuna gére daha kalin oldugu (P<0.001; Tablo 8) ancak
diyabet grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir kalinlik farkinin olmadigi (P=0,064; Tablo 8) ve

genellikle tiibiil bazal membranlarinda ondiilasyonlar saptanmistir (Sekil 12).
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Sekil 13. DS grubunda ¢aplar kiiciilen seminifer tiibiiller (*) ve diyabet grubu benzeri
doku organizasyon diizensizligi dikkat ¢ekmektedir. H-E, X100.

Sekil 14. DS grubu seminifer tiibiillerinde; liimene dokiilen hiicreler (») ve bazal
membranda ondiilasyonlar (=) goze carpmaktadir. H-E, X200.

40



Sekil 15. DS grubu seminifer tiibiillerinde; liimene dokiilen hiicreler (»), bazal
membranda ondiilasyonlar (<) ve germinal hiicrelerde vakuolizasyonlar (v)
goze carpmaktadir. H-E, X400.

Sekil 16. DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, kalinlasnms bazal membranlar (—)
izlenmektedir. PAS-HI, X400.
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TUNEL METODU VE IMMUNOHISTOKIMYA BULGULARI

TUNEL metodu, PCNA, Fas, FasL ve kaspaz 8 antikorlari kullanilarak yapilan
semikantitatif degerlendirme sonuglar1 Tablo 9’da verilmistir. Tiim deney gruplarina ait testis
doku kesitlerinde, TUNEL reaksiyonlar1 ve tiim antikorlarin immiinreaktiviteleri Sekil 17- 49’

da sunulmustur.

Tablo 9. Apoptotik hiicre ve apoptotik tiibiil indeksi, proliferasyon indeksi (PCNA) Fas,
FasL ve Kaspaz 8 immiinreaktivite degerlendirmeleri

C grubu (n=7) D grubu (n=7) DS grubu (n=7)
Apoptotik hiicre 6,14 + 1,06 17.29 +2,13" 17,57 + 2,69*
indeksi

- P<0.001"
P<0.001 P=0.964"

Apoptotik tiibiil 2,42 +0.53 0.14 + 134" 8.71 + 160"

indeksi
* P<0.001"
P<0.001 P=0.799"
Proliferasyon * *

indeksi - PCNA 243,57 +£9,27 106,71 £ 10,85 112,85+ 11,73
* P<0.001"
P<0.001 P=0.540"

Fas 571+1,11 25,14+ 6,617 23,15 + 8,73"
- P<0.001"
P<0.001 P=0.806"

FasL 18.86 + 4,94 39,29 +6,75" 36,55 +3,26"
. P<0.001"
P<0.001 P=0.477"

Kaspaz 8 9,08 + 2,64 31,14 +£10,54" 33,71 +£7,99"
* P<0.001"
P<0.001 P=0.812"

*: C grubu ile karsilagtirildiginda, *: D grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmis

ve koyu olarak belirtilmistir.

TUNEL Bulgulan

TUNEL metodu uygulanmis, tim gruplara ait kesitlerde, ‘apoptotik hiicre indeksi’ ve
‘apoptotik  tiibiill  indeksi’ yontemleri kullanilarak  testis dokusunda apoptozis
degerlendirilmistir.

Apoptotik hiicre indeksleri; C grubuna gore, D ve DS gruplarinda istatistiksel olarak
artarken (iki grup i¢in de, P<0.001), bu gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda (P=0.964)
bir fark gézlenmemistir (Tablo 9).
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Apoptotik tiibiil indeksi degerlendirmelerinde ise C grubu degerleriyle (2,42 + 0,53)
karsilastirildiginda, D (9,14 = 1,34) ve DS (8,71 + 1,60) gruplarinda anlamli bir artig (her iki
grup i¢in, P<0,001) saptanmisken, bu iki grup arasinda anlamli bir farka rastlanmamustir
(P=0.799; Tablo 9).

Kontrol grubu testis kesitlerinde az sayidaki goriilen TUNEL (+) hiicrelerin, genellikle
spermatogonyumlar oldugu goriilmiistiir. Deneysel diyabet olusturulan gruplarda ise ¢ok sayida
spermatogonyumun yaninda, spermatogenik seriye ait diger hiicrelerde de TUNEL(+)

reaksiyon gozlenmistir (Sekil 17-22).

Sekil 17. C grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL pozitif hiicreler kahverengi
niikleuslari ile izlenmektedir (=), X200, hematoksilen zit boyamasi. i¢sel resim:
Negatif X400, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 18. C grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL immiinreaktivitesi, (), X400,
hematoksilen zit boyamasi.

Sekil 19. D grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL pozitif hiicreler kahverengi
niikleuslari ile izlenmektedir (=), X200, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 20. D grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL pozitif hiicreler izlenmektedir
(=), X400, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 21. DS grubuna ait testis doku Kkesitlerinde, TUNEL immiinreaktivitesi
izlenmektedir (=), X200, hematoksilen zit boyamasi.
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ekil 22. DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL immiinreaktivitesi, TUNEL
g
pozitif hiicreler kahverengi niikleuslar1 ile izlenmektedir (=), X400,
hematoksilen zit boyamasi.

Proliferasyon indeksi Bulgular

C grubu proliferasyon indeksi degerleriyle (243,57 +9,27), D grubu (106,71 + 10,85)
ve DS (112,85 + 11,73) gruplarinin degerleri (Tablo 9) karsilastirildiginda, indeks yapilmasa
da rahatlikla gézlemlenebilecek bir azalma mevcuttur (her iki grup igin, P<0,001; Sekil 23-31).
Diyabetik ve diyabetik olup sitagliptin tedavisi uygulanan gruplar arasinda ise anlamli bir fark

bulunmamustir (P=0.540).
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Sekil 23. C grubuna ait testis doku kesitlerinde, PCNA immiinreaktivitesi, PCNA pozitif
hiicreler kahverengi niikleuslar: ile gozlenmektedir, X100, hematoksilen zit
boyamasi. I¢sel resim: Negatif X400, hematoksilen zit boyamasi.

Sekil 24. C grubuna ait testis doku kesitlerinde, kahverengi niikleuslar: ile PCNA pozitif
hiicreler izlenmektedir, X200, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 25. C grubu testis doku kesitlerinde, spermatogonyumlarda izlenen PCNA
immiinreaktivitesi, X400, hematoksilen zit boyamasi.

o

Sekil 26. D grubuna ait testis doku kesitlerinde, PCNA pozitif hiicreler, X100,
hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 27. D grubu testis doku kesitlerinde, kontrol grubuna gore daha az sayida izlenen
PCNA pozitif hiicreler, X200, hematoksilen zit boyamasa.

Sekil 28. D grubuna ait testis doku kesitlerinde, spermatogonyumlarda izlenen PCNA
immiinreaktivitesi, X400, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 29. DS grubu, PCNA pozitif hiicreler kahverengi niikleuslar ile izlenmektedir,
X100, hematoksilen zit boyamasi.

Sekil 30. DS grubu testis doku kesitlerinde, D grubuna benzer PCNA immiinreaktivitesi,
X200, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 31. DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, PCNA immiinreaktivitesi, X400,
hematoksilen zit boyamasi.

Fas immiinreaktivitesi Bulgular

Kontrol grubu testis dokusu kesitlerinde Fas immiinreaktivitesinin, spermatogenik
seriye ait hiicrelerin plazma membraninda ve sitoplazmasinda oldugu tespit edilmistir.

Kontrol grubuna ait preparatlar incelendiginde, diyabet olusturulan D ve DS gruplarina
gore daha az sayidaki spermatogenik seriye ait hiicrede, Fas (+) immiinreaktivite gézlenmistir
(5,71 £ 1,11). C grubu kesitlerinde izlenen bu immiinreaktivitenin, 06zellikle
spermatogonyumlar, spermatosit-I’ler, erken ve ge¢ spermatidlerin sitoplazmasinda ve plazma
membranlarinda oldugu gézlenmistir. Ayrica seminifer tiibiillerin arasindaki interstisyel sahada
yer alan Leydig hiicrelerinde de Fas (+) reaksiyon izlenmistir.

Diyabet (25,14 + 6,61) ve DS grubu (23,15 + 8,73) testis doku kesitlerinde izlenen Fas
immiinreaktivitesinin, C grubuna goére daha fazla sayida spermatogenik seri hiicrede oldugu
tespit edilmistir (Sekil 32-37). Fas immiinreaktivitesinin sitoplazmik yogunlugunun, diyabetik
gruplarda daha fazla oldugu dikkat g¢ekicidir. Sitagliptin uygulanan DS grubu ile D grubu
kiyasladiginda ise iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(P=0.806).
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Sekil 32. C grubuna ait testis doku kesitlerinde, Fas immiinreaktivitesi, Fas pozitif
hiicreler kahverengi sitoplazmalar1 ile dikkat c¢ekmektedir (=), X200,
hematoksilen zit boyamasi. Icsel resim: Negatif, X400, hematoksilen zt
boyamasi.

Sekil 33. C grubu testis doku kesitlerinde, spermatosit-I’lerin sitoplazmasinda goézlenen
Fas immiinreaktivitesi (=), X400, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 34. D grubuna ait testis doku kesitlerinde, Fas immiinreaktivitesi, Fas pozitif
hiicreler (=), X200, hematoksilen zit boyamasi.

Sekil 35. D grubuna ait testis doku kesitlerinde, kontrol grubuna gore daha fazla ve
yogun olarak izlenen Fas pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 36. DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, Fas pozitif hiicreler (=), X200,
hematoksilen zit boyamasi.

Sekil 37. DS grubu testis doku kesitlerinde, spermatositler ve spermatidlerde izlenen Fas
pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit boyamasi.
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FasL Immiinreaktivitesi Bulgular

Kontrol grubuna ait testis doku preparatlari incelendiginde; FasL immiinreaktivitesinin
daha ¢ok Sertoli hiicrelerinin plazmalemmas: ve sitoplazmasinda oldugu gozlenmistir. C
grubunda zayif ve az sayida hiicrede (18.86 + 4,94) izlenen FasL immiinreaktivitesi, bazi
Leydig hiicrelerinde de gézlenmistir.

Diyabet ve DS gruplarinda ise FasL immiinreaktivitesi, cok sayida Sertoli hiicresinin
sitoplazma ve plazmalemmalarinda tespit edilmistir. Kontrol grubunda oldugu gibi bu
gruplarda da Leydig hiicrelerinde tespit edilen FasL. immiinreaktivitesi ayrica,
spermatogonyum, primer spermatosit, spermatidlerin plazmalemma ve sitoplazmalarinda da
gozlemlenmistir (Sekil 38-43).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda FasL immiinpozitif hiicre sayisinin, D (39,29 +
6,75) ve DS gruplarinda (36,55 + 3,26) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur (her iki grup igin, P<0.001; Tablo 9).

Diyabet ve DS gruplari arasinda FasL immiinreaktivitesi bakimindan anlamli bir farka

rastlanmamustir (P=0.477; Tablo 9).

Sekil 38. C grubuna ait testis doku kesitlerinde, FasL. immiinreaktivitesi, FasL pozitif
hiicrelerin kahverengi sitoplazma ve plazmalemmalar (), X200, hematoksilen
zit boyamasi. I¢sel resim: Negatif, X400.
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Sekil 39. C grubu testis doku kesitlerinde, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasi ve
plazmalemmasindaki FasL pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit
boyamasi.

Sekil 40. D grubuna ait testis doku kesitlerinde, FasL. immiinreaktivitesi, FasL pozitif

hiicreler kahverengi sitoplazmalari ve plazmalemmalari ile dikkat cekmektedir
(=), X200, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 41. D grubu testis doku kesitlerinde, kontrol grubuna giore daha yogun boyanan
FasL pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 42. DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, FasL pozitif hiicrelerin kahverengi
sitoplazmalari ve plazmalemmalari (=), X200, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 43. DS grubu testis doku kesitlerinde, Sertoli hiicrelerinin plazmalemmasi ve
sitoplazmasinda yogun boyanan FasL pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen
zit boyamasi.

Kaspaz 8 immiinreaktivitesi Bulgulari

Kontrol grubu testis dokusu kesitlerinde, spermatogonyumlarda ve spermatosit I’lerde,
hiicresel lokalizasyonu sitoplazmik olan, az sayida immiinpozitif hiicre izlenmistir (Sekil 44-
45).

Diyabet ve DS grubu testis doku kesitleri incelendiginde, 6zellikle spermatogonyumlar
ve primer spermatositlerde kaspaz 8 immiinreaktivitesi  sitoplazmik  olarak
gozlemlenmistir(Sekil 46-49).

Kontrol grubunda az sayida hiicrede (9,08 + 2,64) tespit edilen kaspaz 8 immiinpozitif
hiicre sayisinin, D (31,14 + 10,54) ve DS (33,71 £+ 7,99) gruplarinda, diyabetin etkisiyle anlamli
olarak arttig1 bulunmustur (P<0.001; Tablo 9).

Diyabet ve DS gruplari arasinda ise kaspaz 8 (+) hiicre sayisinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (P=0.812).
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Sekil 44. C grubuna ait testis doku kesitlerinde, kaspaz 8 immiinreaktivitesi, kaspaz 8
pozitif hiicreler kahverengi sitoplazmalar ile izlenmektedir (=), X200,
hematoksilen zit boyamasi. i¢sel resim: Negatif, X400.

Sekil 45. C grubuna ait testis doku kesitlerinde, sitoplazmik olarak izlenen kaspaz 8
pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 47. D grubuna ait testis doku kesitlerinde, kaspaz 8 immiinreaktivitesi spermatosit
hiicrelerinde sitoplazmik olarak izlenmektedir (=), X400, hematoksilen zt
boyamasi.
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Sekil 48. DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, kaspaz 8 immiinreaktivitesi, kaspaz 8
pozitif hiicreler kahverengi sitoplazmalar: ile tespit edilmistir (=), X200,
hematoksilen zit boyamasi.
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Sekil 49. DS grubu testis doku kesitlerinde, kaspaz 8 pozitif hiicreler ozellikle
spermatosit-I hiicrelerinde kahverengi sitoplazmalar ile dikkat ¢cekmektedir
(=), X400, hematoksilen zit boyamasi.
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TARTISMA

Son yillarda yapilan ¢alismalar, hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabetli erkek bireylerde,
kontrol edilemeyen hiperglisemi ve insiilin direncinin, erkek tireme fonksiyonlarini ve sperm
kalitesini onemli dlglide etkiledigini gostermistir. Giiniimiizde diyabet sebebiyle ortaya ¢ikan
erkek infertilitesi, bu hastaligin birgok 6nemli biiyiik komplikasyonlar1 arasindaki yerini
almistir. Bu sebeple ¢aligmalarda sik¢a bahsedilen bir aragtirma konusu haline gelmistir. (1, 5,
53-55).

Yiiksek yagli diyet sonrasit agirlik bulgulari incelendiginde; bizim bulgularimizda
gruplar arasinda herhangi bir fark tespit edilmemis, ancak diyabet olusturulduktan sonra viicut
agirliklarinin, 6 haftalik deney sonunda azaldigi saptanmistir. Caligmamizdan farkli olarak,
Sirinivasan ve ark. (106), YYD ve Tip 2 diyabet olusturduktan sonra, diyabetik grupta, kontrol
grubuna gore agirlik degerlerinin anlamli olarak arttig1 bildirilmistir. Bir bagka ¢aligmada ise
YYD sonrasi agirlik bulgularinda, kontrol grubuna gore diyet uygulanan grupta anlamli bir artis
tespit edildigi, Tip 2 diyabet sonrasinda ise gruplar arasi bir fark bulunmadigi gosterilmistir
(107). Magalhaes ve ark. (108) ise 12 giinliik diyet sonrasinda yaptiklar1 agirlik 6lgiimlerinde,
diyet grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadigini, STZ ile Tip 2 diyabet
olusturulduktan sonra ise diyet grubunda, kontrol grubuna gore agirliklarin anlamli olarak
diistiigiinii ifade etmislerdir.

Yapilan ¢aligsmalarda, diyabet etkisine bagli olarak deney gruplarinda viicut agirlik
kayiplart izlenmistir (6, 7, 47, 98, 109, 110). Bu ¢alismalarla dogru orantili olarak; bizim
calismamizda da deney sonunda olgiilen viicut agirliklarinin; diyabet olusturulan D ve DS
gruplarinda, C grubuna gore anlamli derecede azaldigi tespit edilmistir. Fakat bizim

bulgularimizin aksine, Ayuob ve ark. (16) *nin 2015 yilinda yapmis olduklar1 calismada, hem
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STZ uygulanan grupta hem de sitagliptin verilen grupta, kontrol grubuna gore viicut
agirliklarinda bir artisin oldugunu belirtmislerdir. Marques ve ark. (111) 2019 yilinda yaptiklari
caligmalarinda ise 5 mg/kg sitagliptini 2 hafta siireyle uygulamislar ve deney sonu viicut
agirliklarinda sitagliptine bagl bir fark tespit etmediklerini ileri stirmiislerdir. Calismamizda,
D grubu ile DS grubu karsilastirildiginda ise sitagliptin uygulanan DS grubunda deney sonu
viicut agirliklarinda anlamli bir artis tespit edilmistir. Bu sebeple, diyabete bagli viicut agirlik
kayiplarinin 6nlenmesinde sitagliptinin dozu ve siiresinin etkin bir role sahip oldugu
distinilmiistiir.

Diyabet ile birlikte viicut agirliklarinin yani sira, testis agirliklarinda da azalma oldugu
pek ¢ok galismada ileri stirtilmistiir (16, 52, 99, 112, 113). Calismamizda diyabet olusturulan
gruplarda, testis agirlik ortalamalarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi tespit
edilmistir. Fakat deney sonu viicut agirliklarinda tespit ettigimiz ve sitagliptine bagli oldugunu
diisiindiigiimiiz artis, testis agirhklarinda gdzlenmemistir. ki hafta YYD uygulamasi
sonrasinda, tek doz 35 mg/kg STZ ile diyabet olusturdugumuz ve DS grubunda 6 hafta
stiresince 10 mg/kg sitagliptin tedavisi gerceklestirdigimiz ¢alismamizda, deney sonunda D ve
DS grubu testis agirlik ortalamalari karsilastirildiginda anlamli bir farka rastlanmamastir. Bizim
bulgularimizdan farkli olarak Ayuob ve ark. (16) 6 hafta siireyle 30 mg/kg sitagliptin
uygulandiklar ¢alismalarinda, bu grupta, diyabet grubuna gore testis agirliklarinda anlamli bir
artis oldugunu bildirmislerdir. Testis/viicut agirhig (TAI) oranlart bulgularimiz, tek doz 50
mg/kg STZ ile diyabet indiiksiyonu uygulayan Ghosh ve ark. (114) ile Rashid ve Sil (115)’den
farklidir. Bu arastiricilar, STZ uygulanmas: sonrasinda TAI degerlerinin diyabet etkisiyle
azaldigim gostermislerdir. Calismamizda, TAI degerlerinin Kizilay ve ark. (47)’nm
caligmalarina benzer sekilde arttigi tespit edilmistir.

Yiiksek yaglh diyet ve diisiik doz STZ enjeksiyonu ile diyabet olusturulan birgok
caligmayla (116-119) uyumlu olarak, bizim ¢alismamizda da C grubuna kiyasla, D ve DS
gruplarinda STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra kuyruk veninden alinan kan 6rneklerinde
Olctilen glukoz degerleri istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu 6l¢iimler
neticesinde, STZ uygulamasinin ardindan, diger ¢alismalarda oldugu gibi (98-100) kan glukoz
seviyeleri 250 mg/dl tizerinde olan denekler, diyabetik kabul edilmislerdir.

Diyabet hastaliginda, hem tek basina hem de kombine tedaviler seklinde kullanilan
ilaglardan biri olan sitagliptinin; kan glukoz diizeylerine olan pozitif etkisi, klinik ve deneysel
caligmalar ile ortaya konulmustur (8-10, 16). Bizim ¢alismamizda da, 10 mg/kg intragastrik
sitagliptin tedavisinin kan glukoz diizeyine olan etkisi, bu ¢aligmalar ile uyumlu olarak DS

grubunda D grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Fakat C grubu ile DS grubu
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kiyaslandiginda, halen kan glukoz diizeylerinin istenilen seviyede olmadigi géz Oniinde
bulundurulmalidir. Liu ve ark. (120)’nin 2020 yilinda, iki farkli sitagliptin dozunun kan glukoz
seviyelerine olan etkisini gosterdikleri ¢alismalarinda, 8 hafta siireyle 5 mg/kg ve 10 mg/kg
intragastrik sitagliptin uygulanan gruplar arasinda kan glukoz diizeyleri bakimindan farkli
sonuglar elde ettiklerini gostermislerdir. Bu ¢aligmada, 10 mg/kg dozda uygulanan sitagliptinin,
5 mg/kg diisiik doza gore, kan glukoz diizeylerini diisiirmede daha etkili oldugu ileri
stirmiislerdir. Ayuob ve ark. (16) ¢alismalarinda kan glukoz diizeylerine etki edebilecek ve
T2DM tedavisinde siklikla kullanilan metformin, pioglitazon ve sitagliptini kullanmiglardir.
Calismada, HbA1c diizeyleri ve aclik kan glukoz diizeyleri 6 hafta siireyle takip edildiginde, 30
mg/kg dozda kullanilan sitagliptinin, kontrol grubuna gore, bu parametreleri disiirdiigii fakat
diger iki ajanin, sitagliptinden daha iyi sonuglar verdigini gostermislerdir. Birgok calismada,
kan glukoz diizeylerine olan etkisi kanitlanan sitagliptinin, bu etkisini siire ve doz bagiml
olarak, daha diisiik diizeylere ¢ekebilecegi diisliniilmektedir.

Diyabetik erkek bireylerde meydana gelen; hipogonadizm, libido azalmasi, erektil
disfonksiyon ve retrograd ejakiilasyon gibi iirogenital sorunlar, bireylerin yasam kalitesini
etkilemektedir (5, 50, 51, 121, 122). Ayrica bu bireylerde, sperm say1 ve hareketliliginde
azalma, hipotalamus-hipofiz-testis ekseninde degisiklikler nedeniyle testosteron, FSH ve LH
seviyelerinde meydana gelen diisiisler, diyabete bagli deneysel ve klinik bulgular arasindadir
(3, 16, 50, 123, 124). Deneysel diyabet olusturulmus siganlarda, serum testosteron, FSH ve LH
seviyelerinde azalmalarin meydana geldigi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (16, 52, 54, 114,
125, 126). Bu ¢alismalara benzer sekilde, bizim ¢alismamizda da D ve DS gruplarinda, kontrol
grubuna gore testosteron, FSH ve LH seviyelerinde azalmalarin meydana geldigi tespit
edilmistir. Ayuob ve ark. (16), sitagliptin tedavisinin testosteron seviyelerini 6énemli 6lgiide
etkilemedigini gostermistir. Bulgularimiza gére D ve DS grubu testosteron degerlerinde
herhangi bir farka rastlanmamistir. Abdelzaher ve ark. (127), testis torsiyon/detorsiyon modeli
uyguladiklar1 ¢alismalarinda, sitagliptinin koruyucu etkilerini arastirmiglar ve sitagliptin
kullanilan grupta, torsiyon/detorsiyon grubuna gore testosteron diizeylerinin arttigini tespit
etmiglerdir. Abdel-Aziz ve Abdel Hafez (128) testikiiler iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarina kars1
sitagliptinin koruyucu rolii oldugunu bildirmislerdir. Caligsmalarinda, I/R ile birlikte normal
seviyelerden daha diisilk gdzlemlenen serum testosteron seviyelerinin, sitagliptin ile
yiikseldigini vurgulamislardir. Farkli hastalik modellerinde uygulanan sitagliptinin, testosteron
seviyeleri iizerine etki goOstermesine ragmen, diyabetik siganlarda, serum testosteron

diizeylerinin sitagliptin ile birlikte kontrol altina alinamadig1 gézlemlenmektedir.
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Testosteron bulgularimiza benzer sekilde deneklerimizin, serum FSH ve LH diizeyleri
diger calismalarla uyumlu olarak diyabetik gruplarda, kontrol grubuna gore diisiik bulunmus ve
ayrica D ile DS gruplar1 arasinda da anlamli bir farka rastlanmamistir. Literatiirde deneysel
diyabet olusturulmus calismalarda, sitagliptin ile birlikte FSH ve LH diizeylerinin incelendigi
calismaya rastlanilmamistir. Fakat Ahmed ve ark. (129), doxorubicin ile testikiiler toksisite
olusturduklari ¢alismalarinda, sitagliptin kullanarak testosteron, FSH ve LH seviyelerindeki
degisimi incelemislerdir. Elde ettikleri bulgulara gore, toksisite sonuCu Serum
konsantrasyonlar1 azalan testosteron ve FSH hormonlarinin seviyelerinde, sitagliptin kullanimi1
ile birlikte belirgin 6nemli bir artig bildirmislerdir. Ayn1 ¢aligmada, LH hormon seviyelerinde
de istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artistan bahsetmislerdir.

Diyabetik testis dokusuna ait histopatolojik bulgularimiz; seminifer tiibiil caplarinda
azalma, spermatogenik seri hiicrelerinde organizasyon bozukluklari ve vakuolizasyonlar, tiibiil
liimenine dokiilen hiicreler, bazi seminifer tiibiillerde ¢ok niikleuslu dev hiicreler ve tiibiil bazal
membranlarinda meydana gelen kalinlasmalar olarak zetlenebilir. Hiperglisemi sebebiyle
testis dokusunda meydana gelen bu bozulmalar, bir¢ok arastirici tarafindan da tespit edilmistir
(6, 7, 47, 49, 98, 110, 113, 130, 131). Histopatolojik olarak testis doku morfolojisini
degerlendirmek amaciyla kullanilan Johnsen skoru degerleri, deneysel diyabet olusturulmus
deneklerde diismektedir (7, 47) ki bu ¢alismamizda elde ettigimiz Johnsen skoru sonuglari da
literatiirle ortiismektedir.

Abdelzaher ve ark. (127), torsiyon/detorsiyon (T/D) uyguladiklari ¢alismalarinda,
testiste meydana gelen dejeneratif bulgular1 tanimlamiglardir. T/D’dan 1 saat 6nce verilen 5
mg/kg sitagliptin grubunda, dejeneratif bulgularda ve kaspaz 3 diizeylerinde azalmanin yani
sira testosteron diizeylerinde bir artig tespit etmislerdir. Arab ve ark. (132) ise kadmiyumun
indiikledigi testis hasarmma karsi, 10 mg/kg sitagliptini 4 hafta siireyle uygulamislardir.
Sitagliptinin, testis dokusunda anti apoptotik protein olan Bcl-2’yi yukar regiile etmesi ve
apoptotik protein olan Bax’1 asag1 regiile etmesiyle apoptotik reaksiyonlari azalttigini
bildirmislerdir. Ayrica sitagliptinin, otofajiyi etkileyerek koruyucu etkiler gosterdigini
vurgulamiglardir. Bu arastiricilarin aksine, bizim bulgularimizda diyabetik testis dokusunda
sitagliptin tedavisiyle, ne hormonal ne de morfolojik diizeyde iyilestirici etkiler ortaya
cikmamugstir. Calismalarda goriildiigii iizere, testis iizerinde direkt olarak hasara neden olan
hastalik modellerinde sitagliptinin koruyucu etkisi gosterilmistir. Fakat, diyabet gibi tiim
organizmay1 etkileyen, sistemik hastaliklar s6z konusu oldugunda, sitagliptinin tek basina

yeterli olamadig1 ve daha kombine tedavilere ihtiya¢ duyulabilecegi kanisindayiz.
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Diyabetik bireylerde hiperglisemi sebebiyle ortaya c¢ikan oksidatif stres; testis
dokusunda histopatolojik degisimlere neden olmaktadir (7, 53, 57, 133). Diyabetik siganlarin
serum LH, FSH ve testosteron diizeylerinde meydana gelen azalmalar (52, 54) ve pankreastaki
Langerhans adacigi B hiicrelerinin kaybina bagli olarak ortaya c¢ikan insiilin eksikligi
sonucunda, insiilin-aracilt hiicre proliferasyonunun azaldig1 ve bunlara bagli olarak seminifer
tiibiillerdeki spermatogonyumlarin da sayisinin azalmasi sonucunda, seminifer tiibiil caplarinin
kiigtildigti bildirilmistir (134, 135). Diger bir¢ok arastirmaya benzer sekilde (52, 100, 136),
bizim ¢alismamizda da diyabet olusturulan gruplarda seminifer tiibiil gaplar1 azalmistir. Kizilay
ve ark. (47) 2021 yilinda yayinladiklari ¢alismalarinda, 10 mg/kg sitagliptini 6 hafta siiresince
deneklere uygulamislar ve seminifer tiibiil caplarinin sitagliptin uygulanan grupta, diyabet
grubuna gore arttigini ileri siirmiislerdir. YYD uygulamasi ve STZ dozu agisindan farkli olan
caligmamizda ise ayn1 doz ve siirelerde sitagliptin uygulanmis, fakat seminifer tiibiil gaplarinda
diyabet grubu ile sitagliptin grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Cameron ve ark. (63) diyabetik anjiyopatiye bagl olarak damar duvarlarinda meydana
gelen kalinlagmadan dolay1 seminifer tiibiil beslenmesinin bozuldugunu ve bu beslenme
bozuklugunun spermatogenezi olumsuz yonde etkiledigini bildirmislerdir. Ayrica bazal
membranlarda olusan bu kalinlasmanin, Leydig hiicre disfonksiyonu sebebiyle azalmis olan
testosteronun, seminifer tiibiil igerisine diflizyonunu zorlastirarak, spermatogenezin
devamliligin1 engelleyebilecegi ileri siiriilmiistiir. Diyabet sebebiyle seminifer tiibiil bazal
membranlarinda meydana gelen kalinlagsmalar diger arastiricilar tarafindan da bildirilmistir (7,
47,135, 136). Calismamizda D ve DS grubu seminifer tiibiil bazal membranlarinda C grubuna
gore anlamli bir artis tespit edilmistir. Kizilay ve ark. (47), sitagliptin tedavisinin testis
dokusunda seminifer tiibiil bazal membranlarindaki kalinlagmay1 azalttigini bildirmelerine
karsin, calismamizda D ve DS grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bizim
calismamizdan farkli olarak, bu arastiricilar tek doz 60 mg/kg STZ kullanmis ve dncesinde
yiiksek yagh diyet uygulamamiglardir.

Calismamizin testis dokusu proliferasyon indeksi bulgularinda, diger ¢alismalarla da
(46, 50, 112, 135) uyumlu bir bicimde, diyabetik grupta kontrol grubuna goére anlamli bir
azalma tespit edilmistir. Ancak diyabet indiiksiyonu sonrasinda 6 hafta siireyle sitagliptin
tedavisi uyguladigimiz DS grubu ile D grubu Kkarsilastirildiginda, proliferasyon indeksi
degerlerinde anlamli bir fark bulunmamistir. Mega ve ark. (148) calismamizla uyumlu olarak
10 mg/kg sitagliptini 6 hafta siiresince uygulamislar ve sitagliptinle uyarilmis glukagon benzeri
peptid 1 (GLP-1)’in pankreas adacik hiicrelerinin proliferasyonunun artirilmasi ve adacik

neogenezinin indiiklenmesi yoluyla, yeni hiicrelerin gelisimini destekleyebilecegini
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savunmuslardir. Bu arastiricilarin aksine, Femia ve ark. (137) sitagliptin tedavisinin kolon
karsinogenezinde hiicre proliferasyonu tizerine etkili olmadigini bildirmislerdir.

Hiperglisemi sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres, hem hiicre organellerine hem de
DNA’ya zarar vermektedir. Stres sonucu mitokondriden salinan sitokrom C, kaspazlarin
aktivasyonuna neden olarak, hiicreyi apoptozise siiriiklemektedir (58, 112). Diyabet sebebiyle
meydana gelen oksidatif stresin, apoptozisi indiikleyerek testikiiler disfonksiyona neden oldugu
calismalarda bildirilmistir (3, 53, 98, 99). TUNEL yontemi, apoptozisi degerlendirmek igin
siklikla kullanilan bir tekniktir. Bu yontem kulanilarak testis dokularinda apoptotik tiibiil (6,
138, 139) ve apoptotik hiicre (6, 140) indeksleri 6l¢iilmektedir.

Abdel-Aziz ve ark. (128) testikiiler iskemi/reperfiizyon (I/R) modelinde sitagliptinin
koruyucu rolii lizerine yaptiklar1 ¢alismalarinda, 6liim kaskadi baslatict enzim ve apoptotik
hiicreler i¢in 6nemli bir belirte¢ olan kaspaz 3 ekspresyonunun sitagliptin tedavisi ile birlikte
azaldigin ve sitagliptinin I/R hasar1 sonucu ortaya ¢ikan apoptozise karst koruyucu oldugunu
bildirmislerdir. Kizilay ve ark. (47) ise STZ ile Tip 1 diyabet olusturduklar1 ¢aligmalarinda,
TUNEL yo6ntemini kullanarak testis dokusundaki apoptozisi degerlendirmislerdir. Yaptiklar
caligmalarinda, apoptotik hiicre ve tiibiil indekslerinin, diyabetik gruba kiyasla sitagliptin
tedavisi uygulanan grupta azaldigini tespit etmislerdir. Calismamizda elde ettigimiz apoptotik
hiicre ve apoptotik tiibiil indeksi degerlerinde, diger calismalarla uyumlu olarak, diyabet
olusturulan gruplarda, kontrol grubuna gore anlamli bir artis tespit edilmistir (6, 7, 47). Ancak
diyabet grubu ile diyabet olusturulduktan sonra 6 hafta siiresince, her giin 10 mg/kg sitagliptin
uyguladigimiz DS grubu karsilastirildiginda ise apoptotik hiicre ve apoptotik tiibiil indeks
degerleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Tip 2 diyabet modeli olusturdugumuz
calismamizda, sitagliptinin testis dokusunda meydana gelen apoptozise karsi olumlu bir etki
gostermedigi saptanmistir.

Deneysel olarak indiiklenmis farkli modellerde, testis dokusunda meydana gelen
apoptoziste, Fas/FasL 6liim yolaginin roliinii gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir. Fas/FasL
sinyal yolaginin, germ hiicre apoptozunun 6nemli bir diizenleyicisi oldugu ve sperm iiretiminin
homeostazinda 6nemli bir rolii oldugu da galismalarda bildirilmistir (141, 142). Ancak, testis
dokusunda meydana gelen apoptozis neticesinde, sperm say1 ve kalitesinde diisiislerin meydana
geldigi vurgulanmistir (141). Zhang ve ark. (141) 2018 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda,
varikosel modeli olusturarak sigan testis dokusunu incelemislerdir. Varikosel sebebiyle izlenen
skrotal sicaklik artig1 ve hipoksiye bagl olarak, apoptozisin arttigini ortaya koymuslardir.
Fas/FasL sinyal yolaginin varikosel nedeniyle aktive olmasinin, hem Sertoli hem de germ

hiicrelerinde apoptozisle sonuglandigini saptamiglardir. Ayrica, Guo ve ark. (142) 2015 yilinda
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yaptiklar1 ¢aligmalarinda, 1s1 stresinin Sertoli hiicrelerinde apoptozisi indiikledigini ve Fas,
FasL ve kaspaz 8 ekspresyonlarinin bu hiicrelerde arttigini bildirmislerdir.

Dai ve ark. (143) 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, Bisfenol S sebebiyle meydana
gelen oksidatif stres ve ROS olusumunun, testis dokusunda meydana gelen apoptoziste etkili
oldugunu ve Fas/FasL ifadelerini artirdigin1 bildirmislerdir. Oksidatif stres ve testis hasariyla
ilgili bir bagka calisma da Yao ve ark. (144) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu arastiricilar,
sigara dumani ile indiiklenen oksidatif stresin, testis dokusunda Fas/FasL aracili apoptozise
neden oldugunu bildirilmislerdir.

Hiperglisemi sebebiyle de ortaya ¢ikan oksidatif stresin, diyabet patogenezinde rol
oynadig1 bilinmektedir. Deneysel diyabet modeli olusturulmus birgok c¢alismada,
hipergliseminin serbest radikal olusumunu artirarak, oksidatif stresin ortaya ¢ikmasinda etkili
oldugu gosterilmistir (54, 145-147). Serbest radikaller tarafindan olusan reaktif oksijen tiirleri
(ROS); hiicrelerin protein, karbonhidrat, lipid ve DNA gibi bilesenlerini etkileyerek bu
yapilarda bozulmalara yol agmaktadir (49, 55). Bu hasarlarin meydana gelmesi sonucunda,
hiicreler apoptotik mekanizmalar ile 6liime siiriiklenmektedir (148). Memeli testislerinde,
Sertoli hiicreleri tarafindan eksprese edilen FasL ve germ hiicreleri tarafindan eksprese edilen
Fas’in testikiiler hiicre apoptozunu indiikledigi bilinmektedir (149, 150).

Diyabetik dokularda Fas ve FasL immiinreaktiviteleri ile ilgili sinirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Bayram ve ark. (6) deneysel diyabet olusturduklari ¢alismalarinda testis
dokusunda Fas/FasL sinyal yolaginin, hiperglisemi sonucunda tetiklenerek kaspaz kaskadini
baglattig1 ve hiicreleri apoptozise siiriikledigini vurgulamislardir. Xu ve ark. (151) 2019 yilinda,
sitagliptinin diyabetik nefropatili siganlarda kan glukoz diizeylerini diislirdiigii, inflamasyon ve
apoptozisi azaltigimi bildirmislerdir. Yapilan literatiir taramalarinda, diyabetik birey ya da
deneklerde, testis dokusunda sitagliptinin Fas/FasL yolu iizerine olan etkisini gosteren bir
caligmaya rastlanmamistir. Lietratiirde mevcut olan, sitagliptin ve Fas/FasL iligkisini arastiran
caligmalar neticesinde sitagliptinin, kan glukoz degerlerini diisiirmek suretiyle, oksidatif stresi
ve dolayisiyla reaktif oksijen tiirlerini azaltarak, germ hiicre apoptozisini engelleyebilecegi
diistiniilmiistiir. Bu sebeple, ¢alismamizin da hipotezini olusturan, sitagliptinin kan glukoz
diizeylerini etkileyerek, testis dokusunda ortaya ¢ikabilecek histopatolojilere karst koruyucu
olabilecegi goriisiinden yola ¢ikarak, Fas/FasL yolagina olasi etkilerini belirleyebilmek
amactyla yaptigimiz Fas ve FasL immiinohistokimya analizine bakildiginda; Fas ve FasL
immiinreaktivitelerinin, diyabet olusturulan D ve DS gruplarinda, kontrol grubuna gére anlaml
olarak arttig1 bulunmustur. Fakat sitagliptin tedavisi uygulanan DS grubu Fas ve FasL ifadeleri,

diyabetik grup ifadeleriyle karsilastirildiginda anlamli bir fark elde edilmemistir ve bu sonug
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bize, sitagliptinin testis dokusunda meydana gelen Fas/FasL aracili apoptozise karsi etkili
olamadigin1 diisiindiirmiistiir. Ancak sitagliptinin uygulama doz ve siire degisiklikleri, belKi
ileride yapilacak ¢alismalarda farkli sonuglar dogurabilecektir.

Calismamizda, kaspaz 8 immiinohistokimyasal bulgular1 incelendiginde, beklentiler
dogrultusunda (6, 152, 153), kontrol grubuna gore, diyabetik gruplarda 6nemli artiglar tespit
edilmigtir. Sitagliptin kullanimina bagli olarak testis dokusunda kaspaz 8 aktivasyonunu
gosteren ¢aligsmalar bulunmamakla birlikte, Marques ve ark. (154) 14 giin boyunca 30 mg/kg
sitagliptin tedavisinin, sigan bobrek dokusunda inflamasyon ve apoptozu azalttigini
bildirmislerdir. Sitagliptin tedavisi sonucunda bizim bulgularimizda ise D ve DS grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Bu dogrultuda, sitagliptinin Fas/FasL sinyal yolagi {izerine bir
etkisinin bulunmadigi, bu bulgumuzun TUNEL ve kaspaz 8 bulgularimiz ile de desteklendigi
tespit edilmistir.

Calismamizda, ylksek yaglh diyet ve diisik doz STZ ile Tip 2 diyabet modeli
olusturulan siganlar kullanilmigtir. Sitagliptinin, Tip 1 diyabet modeli olusturulan ¢alismalarda
testis dokusu iizerine olumlu etkileri gosterilmesine ragmen, bizim caligmamizda diyabet
sebebiyle testis dokusunda meydana gelen hasarlara karsi, 6 hafta siiresince 10 mg/kg
intragastrik sitagliptin uygulamasinin bekledigimiz pozitif etkileri meydana getirmedigi tespit
edilmistir.

Elde ettigimiz sonuglar neticesinde, oral anti-diyabetik ilag olarak kullanilan
sitagliptinin, kan glukoz diizeylerini azalttig1 fakat hormonal diizeyde serum testosteron, FSH
ve LH seviyelerini etkilemedigi tespit edilmistir. Sitagliptinin, farkli doku ve organlarda,
apoptozisi azalttig1 ve koruyucu etki gosterdigi bildirilmesine ragmen, diyabet sebebiyle testis
dokusunda meydana gelen hasara ve apoptozise karsi herhangi bir etkisinin olmadig
immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir. Sitagliptinin 6zellikle Tip 2 diyabet modellerinde
testis hasarna karsi1 korunmada tek basina yeterli olmadigi ya da calismamizda kullanilan
dozdan daha yiiksek doz ve siirelerde uygulanarak farkli ¢alismalarla da desteklenmesi

gerektigi kanaatindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda, oral anti-diyabetik ilag olarak 2006 yilindan beri FDA onay: ile
kullanilan sitagliptinin; diyabet sebebiyle ortaya cikan hiperglisemiye karsi kan glukoz
diizeylerine, testis dokusunda meydana gelen histopatolojik ve biyokimyasal degisimlere,

ozellikle testikiiler hiicrelerin apoptozisine etkileri arastirilmstir.

Tiim incelemeler sonucunda kontrol grubu, diyabet grubu ve sitagliptin grubu

karsilastirildiginda;

1. Deney sonu viicut agirlik ortalamalarinin; diyabet ve sitagliptin grubunda, kontrol

grubuna gore diisiik bulundugu, sitagliptin grubunda ise diyabet grubuna gore yiiksek oldugu,

2. Testis agirlik ortalamalarinin; kontrol grubuna kiyasla, her iki deney grubunda da
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik, TAI degerlerinin ise her iki grupta arttig1 ve bu iki
kriter agisindan diyabet ve sitagliptin gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadigi,
3. STZ sonrasi kan glukoz diizeylerinin her iki grupta da, kontrol grubuna gdre anlaml

olarak yiikseldigi, fakat sitagliptin grubunda deney sonu kan glukoz diizeylerinde sitagliptinin
etkisine bagl olarak diyabet grubuna gore diistiigi,
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4. Serum testosteron, FSH ve LH diizeylerinin; diyabetik iki grupta, kontrol grubuna
gore anlamli olarak azaldigi, iki grup kendi arasinda kiyaslandiginda ise anlamli bir farkin

olmadigi,

5. Seminifer tiibiil ¢api, bazal membran kalinliklar1 ve Johnsen skoru degerlerinin,
diyabet ve sitagliptin gruplarinda, kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundugu, her

iki grup arasinda ise bu kriterler agisindan énemli bir fark bulunmadigi,

6. TUNEL metoduyla degerlendirilen apoptotik tiibiil ve hiicre indeksleri ile Fas, FasL
ve kaspaz 8 immiinohistokimyasal bulgularinin, kontrol grubuna kiyasla her iki deney grubunda
da istatistiksel anlamlilikla yiiksek, iki grup arasinda ise bu degerler agisindan azalmalara

ragmen istatistiksel fark olmadigi,

7. Proliferasyon indeksleri agisindan ise kontrol grubuna kiyasla her iki deney grubunda
da anlamli bir azalma oldugu ve iki deney grubu arasinda herhangi bir fark bulunmadig tespit

edilmistir.

Iki hafta siiresince yiiksek yagli diyet uygulamasindan sonra, tek doz 35 mg/kg
streptozotosin kullanimiyla deneysel diyabet olusturdugumuz ve 6 hafta stiresince, her giin 10
mg/kg sitagliptin uyguladigimiz ¢alismamizdan elde edilen veriler sonucunda; diyabetik
deneklerde meydana gelen hiperglisemiye karsi, 10 mg/kg sitagliptin kullaniminin kan glukoz
diizeylerini azaltict etkisi saptanmistir. Fakat sitagliptinin, diyabet sonucunda azalan serum
testosteron, FSH ve LH seviyelerine etkisinin bulunmadigr tespit edilmistir. Ayrica
sitagliptinin, diyabet sebebiyle testis dokusunda ekspresyonlari artan apoptotik proteinlere
etkisinin bulunmadigi, Tunel ve immiinohistokimyasal metodlarla belirlenmistir. Sitagliptinin
farkli doku ve organlarda, apoptozisi azalttig1 bildirilmesine ragmen, diyabet neticesinde testis
dokusunda meydana gelen histopatolojik degisimlere karsi herhangi bir etkisinin olmadigi
tespit edilmistir. Sitagliptinin uyguladigimiz Tip 2 diyabet modelinde, testis hasarina karsi
korunmada tek basina yeterli olmadigi ve ¢alismamizda kullanilan doz ve/veya siirelerden daha

farkli tedaviler uygulanarak, yeni ¢alismalarla desteklenmesi gerektigi kanaatindeyiz.
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OZET

Sitagliptinin, kan glukoz diizeylerini kontrol altina alarak, diyabet sebebiyle testis
dokusunda meydana gelen apoptozisi azaltabilecegi ve dolayisiyla hormonal aktiviteyi de
diizenleyerek, spermatogenezi olumlu yonde etkileyebilecegi ongoriildiigiinden dolayi, bu
calisma planlanmustir.

34 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sicandan; 1.grup: Kontrol grubu (n=10). 2.grup:
Diyabet grubu (D); 2 hafta siiresince yiiksek yagl diyet sonrasi, tek doz 35 mg/kg streptozotosin
intraperitoneal verilen grup (n=12). 3.grup: Diyabet + Sitagliptin grubu; 2 hafta siiresince
yiiksek yagl diyet uygulamasindan sonra 35mg/kg STZ’nin tek doz intraperitoneal verildikten
sonra, 6 hafta siiresince, her giin 10mg/kg sitagliptin intragastrik yoldan verilen grup (n=12)
olusturulmustur.

STZ sonras1 kan glukoz diizeylerinin her iki grupta da, kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek, deney sonunda sitagliptin grubunda ise kan glukoz diizeylerinde diyabet
grubuna gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Testosteron, FSH ve LH diizeylerinin iki grupta
da kontrol grubuna kiyasla diisiik bulundugu, iki grup kendi arasinda kiyaslandiginda anlaml
bir farkin olmadig1 saptanmistir. Seminifer tiibiil ¢api, bazal membran kalinliklar1 ve Johnsen
skoru degerleri ile proliferasyon indekslerinin diyabet ve sitagliptin gruplarinda, kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundugu, her iki grup arasinda ise anlamli fark
bulunmadigi tespit edilmistir. Apoptotik tiibiil ve hiicre indeksleri ile Fas, FasL ve kaspaz 8
bulgularinin, kontrol grubuna kiyasla her iki grupta da anlamli olarak yiiksek oldugu, iki grup

arasinda ise bu degerler acisindan herhangi bir fark bulunmadig: belirlenmistir.
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Sonug olarak, sitagliptinin, hiperglisemiye karsi kan glukoz diizeylerini azalttig1 fakat
serum testosteron, FSH ve LH seviyelerini, apoptozis ve proliferasyonu etkilemedigi
saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Testis, Sitagliptin, Fas/FasL, Kaspaz 8
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SITAGLIPTIN TREATMENT
ON TESTICULAR TISSUE IN EXPERIMENTAL DIABETES MODEL

SUMMARY

This study was planned because it is predicted that sitagliptin can reduce apoptosis in
testicular tissue due to diabetes and positively affects spermatogenesis by controlling blood
glucose levels and regulating hormonal activity.

Thirty four adult male Sprague-Dawley rats were divided into 3 groups; 1. group:
Control group(n=10). Group 2: Diabetes group; a single dose of 35mg/kg streptozotocin
intraperitoneally for 2 weeks after a high-fat diet(n=12). 3. group: Diabetes + Sitagliptin group;
After a high-fat diet for 2 weeks, a single dose of 35mg/kg streptozotocin + 10mg/kg sitagliptin
intragastrically every day for 6 weeks(n=12).

Blood glucose levels after STZ were found to be significantly higher in both groups
compared to the control group, and lower in the post-experimental blood glucose levels in the
sitagliptin group compared to the diabetes group. Testosterone,FSH and LH levels were found
to be lower in both groups compared to the control group, and there was no significant
difference when the two groups were compared. Seminiferous tubule diameter, basement
membrane thickness, Johnsen score values, and proliferation index were found to be
significantly lower in both groups compared to the control group, but there was no significant
difference between the diabetic groups. It was determined that apoptotic tubule and cell indices
and Fas, FasL and caspase8 findings were significantly higher in both groups compared to the
control group, and there was no difference between the two groups.
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In conclusion, it was found that sitagliptin decreased blood glucose levels against
hyperglycemia, but did not affect serum testosterone, FSH and LH levels, apoptosis and
proliferation.

Key words: Diabetes, Testis, Sitagliptin, Fas/FasL, Caspase 8
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DICNEY SEIMAST «.uveeuviiiiietieeite et e et ettt et et e et e b e et e st e e nr e e nneeanbeeabeeenneennreenns 23

Kontrol grubu testis kesitinde; normal yapida seminifer tiibiiller (*) ve Tunica
albuginea (Ta) izlenmektedir. H-E, X40. ........ccooiiiiiiiiiiineeeeee e 34
Kontrol grubu testis kesitinde; histolojik olarak normal yapidaki seminifer tiibiiller
(*) ve interstisyel bag doku izlenmektedir. H-E, X100...........ccccovviiiiiiiiiiinnnns 34
Kontrol grubuna ait bu mikrografta seminifer tiibiillerde; bazal membran (Bm),
Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlar (Sg), primer spermatositler (Stl),
spermatidler (Sd) ve kan kapilleri (K) gozlenmektedir. H-E, X200...................... 35
Kontrol grubuna ait bu mikrografta seminifer tiibiillerde; Sertoli hiicreleri (Sh),
spermatogonyumlar (Sg), primer spermatositler (St1), spermatidler (Sd), Leydig
hiicreleri (Lh), kan kapilleri (K) ve interstisyel bag doku alanlar1 (I) gzlenmektedir.
H-E, XA00. ... ettt ettt sttt nbe e e e re e 35
Kontrol grubu seminifer tiibiillerinde; PAS (+) reaksiyon veren seminifer epitele ait
bazal membran (Bm) ve spermatidlere (Sd) ait akrozom (Ak) yapilar
goriilmektedir. PAS-HI, X400. ......cccoiiiieiiiie e 36
Diyabet grubunda caplar kiiclilen seminifer tiibiiller (*) ve spermatogenik seri

hiicrelerinde diizensizlik dikkat ¢cekmektedir. H-E, X100...........ccccceeviiineeiinnnnn. 37
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Diyabet grubu seminifer tiibiillerinde; liimene dokiilen hiicreler (») ve bazal
membranda ondiilasyonlar (—) goze carpmaktadir. H-E, X200. ... 38
Diyabet grubu seminifer tiibiillerinde; liimene dokiilen hiicreler (»), bazal

membranda ondiilasyonlar (—) ve germinal hiicrelerde vakuolizasyonlar (v) goze

carpmaktadir. H-E, X400.........ccociiiiiiiiie e e 38
Diyabet grubuna ait testis doku kesitlerinde, kalinlasmis bazal membranlar (—)
dikkat gekmektedir. PAS-HI, X400. .......cccviiiiiiiiiieiene e 39

DS grubunda caplar1 kii¢iilen seminifer tiibiiller (*) ve diyabet grubu benzeri doku
organizasyon diizensizligi dikkat ¢cekmektedir. H-E, X100. ........cccccveviiiirnnnne 40
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Negatif X400, hematoksilen zit BOYamMaSL. .......c.coervereieienisinieese e 43
C grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL immiinreaktivitesi, (=), X400,
hematoksilen zit BOYamast........ccccvveiiiiiiiiiiii e 44
D grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL pozitif hiicreler kahverengi
niikleuslari ile izlenmektedir (=), X200, hematoksilen zit boyamasi................... 44
D grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL pozitif hiicreler izlenmektedir (=),
X400, hematoksilen Zit BOYAMAST. ........coveiiiieeiieiiiie e 45
DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL immiinreaktivitesi izlenmektedir
(=), X200, hematoksilen Zit BOYAMASI. ......ccccivrverieiierieieisesee e 45
DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, TUNEL immiinreaktivitesi, TUNEL pozitif
hiicreler kahverengi niikleuslari ile izlenmektedir (=), X400, hematoksilen zit
DOYAIMASL.. ¢ttt 46
C grubuna ait testis doku kesitlerinde, PCNA immiinreaktivitesi, PCNA pozitif
hiicreler kahverengi niikleuslar1 ile gozlenmektedir, X100, hematoksilen zit

boyamasi. Igsel resim: Negatif X400, hematoksilen zit boyamast. ....................... 47
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C grubuna ait testis doku kesitlerinde, kahverengi niikleuslar1 ile PCNA pozitif
hiicreler izlenmektedir, X200, hematoksilen zit boyamasi...........cccocceercveeiiernenne 47
C grubu testis doku kesitlerinde, spermatogonyumlarda izlenen PCNA
immiinreaktivitesi, X400, hematoksilen zit boyamasi..........cccocvevvivieiiiiniiiennninnn. 48
D grubuna ait testis doku kesitlerinde, PCNA pozitif hiicreler, X100, hematoksilen
ZIE DOYAIMASI... .ottt 48
D grubu testis doku kesitlerinde, kontrol grubuna gore daha az sayida izlenen
PCNA pozitif hiicreler, X200, hematoksilen zit boyamasi..........cccccevvivveiivernnnnen. 49
D grubuna ait testis doku kesitlerinde, spermatogonyumlarda izlenen PCNA
immiinreaktivitesi, X400, hematoksilen zit boyamast...........c.ccceveevriieniciiininnnn 49
DS grubu, PCNA pozitif hiicreler kahverengi niikleuslari ile izlenmektedir, X100,
hematoksilen Zit BOYAMAST.........ccviiiiiiiieiie e 50
DS grubu testis doku kesitlerinde, D grubuna benzer PCNA immiinreaktivitesi,
X200, hematoksilen Zit BOYAMAST.........coveriiieiiieiiiie et 50
DS grubuna ait testis doku Kkesitlerinde, PCNA immiinreaktivitesi, X400,
hematoksilen Zit BOYAMASI.........ccouiiiiiiiiiiieeie e 51
C grubuna ait testis doku kesitlerinde, Fas immiinreaktivitesi, Fas pozitif hiicreler
kahverengi sitoplazmalari ile dikkat ¢ekmektedir (=), X200, hematoksilen zit
boyamast. Igsel resim: Negatif, X400, hematoksilen zit boyamast... ................... 52
C grubu testis doku kesitlerinde, spermatosit-I’lerin sitoplazmasinda gézlenen Fas
immiinreaktivitesi (=), X400, hematoksilen zit boyamasi... .......ccccoeviiiirrnnnnn 52
D grubuna ait testis doku kesitlerinde, Fas immiinreaktivitesi, Fas pozitif hiicreler
(=), X200, hematoksilen zit bOYAMASL.. ......coverververiiriininiieieiee s 53
D grubuna ait testis doku kesitlerinde, kontrol grubuna gore daha fazla ve yogun
olarak izlenen Fas pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit boyamasit.......... 53
DS grubuna ait testis doku Kkesitlerinde, Fas pozitif hiicreler (=), X200,
hematoksilen zit BOYamasi........cccccueiiiiiiiiiiiiic 54
DS grubu testis doku kesitlerinde, spermatositler ve spermatidlerde izlenen Fas
pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit boyamasi.... .......cccccoevevriiieriieennnnen. 54
C grubuna ait testis doku kesitlerinde, FasL immiinreaktivitesi, FasL pozitif
hiicrelerin kahverengi sitoplazma ve plazmalemmalar1 (=), X200, hematoksilen zit

boyamast. Igsel resim: Negatif, X400..........cccoevvrrererieieceee e 55
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Sekil 48.
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C grubu testis doku kesitlerinde, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasit ve
plazmalemmasindaki FasL pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit
[0T0) 7z 1 F: ) PSSO R PRI 56
D grubuna ait testis doku kesitlerinde, FasL immiinreaktivitesi, FasL pozitif
hiicreler kahverengi sitoplazmalari ve plazmalemmalari ile dikkat cekmektedir (=),
X200, hematoksilen zit BOYamas.. ......cccuuvviiiiiiiiiiiiiie i 56
D grubu testis doku kesitlerinde, kontrol grubuna goére daha yogun boyanan FasL
pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit boyamasi...........ccooevereereeresienneen. 57
DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, FasL pozitif hiicrelerin kahverengi
sitoplazmalar1 ve plazmalemmalari (=), X200, hematoksilen zit boyamasi.. ...... 57
DS grubu testis doku kesitlerinde, Sertoli hiicrelerinin plazmalemmas1 ve
sitoplazmasinda yogun boyanan FasL pozitif hiicreler (=), X400, hematoksilen zit
DOYAIMASL. .. 1ttt ettt b et b e e e r e n e nnr e 58
C grubuna ait testis doku kesitlerinde, kaspaz 8 immiinreaktivitesi, kaspaz 8 pozitif
hiicreler kahverengi sitoplazmalar1 ile izlenmektedir (), X200, hematoksilen zit
boyamast. Igsel resim: Negatif, X400..........cccevvvrrrrereririeeereeeseeeeee s 59
C grubuna ait testis doku kesitlerinde, sitoplazmik olarak izlenen kaspaz 8 pozitif
hiicreler (=), X400, hematoksilen zit bOyamasi.. ........cocceeveeriieiieiieesie e 59
D grubuna ait seminifer tiibiil kesitlerinde, kaspaz 8 pozitif hiicreler (=), X200,
hematoksilen Zit BOYamas.........ccouoviviiiieiiieec e 60
D grubuna ait testis doku kesitlerinde, kaspaz 8 immiinreaktivitesi spermatosit
hiicrelerinde sitoplazmik olarak izlenmektedir (=), X400, hematoksilen zit
DOYAMASI.. ¢ttt 60
DS grubuna ait testis doku kesitlerinde, kaspaz 8 immiinreaktivitesi, kaspaz 8
pozitif hiicreler kahverengi sitoplazmalari ile tespit edilmistir (=), X200,
hematoksilen Zit BOYamaS.........cccuiviiiiiiriieee e 61
DS grubu testis doku kesitlerinde, kaspaz 8 pozitif hiicreler 6zellikle spermatosit-I
hiicrelerinde kahverengi sitoplazmalar1 ile dikkat c¢ekmektedir (-»), X400,

hematoksilen Zit BOYamMaSI.........cccuviiiiiieriieec e 61
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a 58,
—— Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu _
(Trakya University, Local Ethics Committee of Animal Experiments)
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARLARI
Oturum Sayisi: 2019/05 Karar Tarihi: 14.06.2019

Karar No: 2019.05.04
Hayvan Sayisi ve Cinsi: Sigan 40 adet

Yiiriittictiligiinii Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Ogrelim Uyesi Prof. Dr. Gi.l!pur Kizilay
OZFIDAN'm yaptigi, Uzm. Biol. Onur ERSOYun doktora tezi olarak planlanan, TUHADYEK-
2019/11 protokol nolu “Deneysel Diyabet Modelinde Sitagliptin Tedavisinin Testis Dokusuna
Etkilerinin Aragtinlmasi” bashkli galisma goriisiildi. Aragtirmanin amag, yaklagim, gereg ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmesi sonucunda; Hayvan deneyleri etik kurullarimin ¢alisma usul
ve esaslarina dair yonetmelik ve Trakya Universitesi hayvan deneyleri yerel etik kurulu
yonergesinde belirtilen ilke ve kurallara uygun bulunarak, ¢alismanin yapilabilecegine mevcudun
oy birligi ile karar verilmistir.

Prof, Dr. Enis ULUCAM

askan
Aragtirma ile ligki: O var tyek

Toplant: Katihm: Grevet O hayir

~KATILMADL ~ %

Vet. m Didem DONMEZ Yrd. Dog. Dr. Hayati ARDA Yrd. Dog. Dr. Beytullah OZKAN
Vet. Hek. Uye Fen Fakiiltesi Ogretim Uyesi Fen Fakiiltesi Ogretim Uyesi
Arastirma ile [ligki: O var Eﬁk Aragtirma ile [liski: O var Oyok Aragtirma ile [ligki: O var @yok
Toplanti Katihm: &7%vet O hayir Toplanti Katlim: O evet O hayir Toplant: Katilim: &evet O hayir

~EATILMADL ~

Prof. Dr. Y. Atakan SEZER
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi

Aragtirma ile iligki: O var Oyok A
Toplanti Katilm: O evet O hayir To

akiiltes

i Ogretim Uyesi

Toplant: Katihm: evet 0 hayir

Dog. Dr. Elvan BAKAR

Eczacilik Fakiiltesi Ogretim Uyesi ~ Sivil T
Aragtirma ile Iligki: O var Syok

Toplanu Katlhm: # evet O hayir

Aragtirma ile iliski: O
Toplanu Katlim: &€vet



