T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
~ SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DAL

DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN DIYABET VE
ISKEMi-REPERFUZYONDA LIRAGLUTIDIN TESTIS
UZERINE ETKILERI

Sinem HAZIR

HiSTOLOJ_i VE EMBRiYOLOJi ANABILiIM DALI
TEZLI YUKSEK LISANS PROGRAMI

DANISMANI
Yrd. Dog¢. Dr. Hilya OZGUR

ADANA-2016



T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
~ SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DAL

DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN DIYABET VE
ISKEMi-REPERFUZYONDA LIRAGLUTIDIN TESTIS
UZERINE ETKILERI

Sinem HAZIR

HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI
TEZLi YUKSEK LISANS PROGRAMI

DANISMANI
Yrd. Dog¢. Dr. Hilya OZGUR

Bu tez, Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
TYL-2015-3889'nolu proje olarak desteklenmistir.

ADANA-2016



KABUL ve ONAY






TESEKKUR

Tez calismamin planlanmasi ve tamamlanmasi sirasinda her konuda
desteklerini ve guler yuzunu esirgemeyen, tez danismanim Yrd. Dog. Dr. Hulya
Ozgire sonsuz tesekkirlerimi sunarim. Ayrica tez calismalarim sirasinda ve
egitim aldigim sure boyunca yardimini ve destegini esirgemeyen Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Bagkanimiz Prof. Dr. Sait Polat ile ¢galisma olanagimin
saglanmasinda katkilarindan dolayi Anabilim Dalimizin batin 6gretim Uyelerine
saygl ve tesekkurlerimi sunarim.

Tezimin tum agamalarinda yardimini esirgemeyen Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi Muadurd Dog¢. Dr. Kenan Daglioglu ve
personellerine, tez c¢alismalarim sirasinda bana yardimci olan, Biyokimya
Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Abdullah Tuli’'ye ve Ogr.Gér.Dr. Ebru Diindar’a,
Biyoistatistik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Giilsah Seydaoglu’na,
calismalarim sirasinda bana her asamada destek olan Yrd.Dog¢.Dr.Leman
Sencar'a, Yrd.Dog¢.Dr.Yurdun Kuyucu'ya ve Ars.Gor.Gilfidan Coskun’a,
Anabilim Dalimiz teknisyenleri Adile Saricalar, Nevriz Dural ve Zuhal Ozkurt'a
cok tesekkur ederim.

Bu suregte buyuk bir 6zveriyle beni destekleyen, her animda yanimda
olan canim annem Adalet Hazira, babam Mustafa Hazira ve abim Serkan
Hazir'a, sansh oldugumu hissettiren nisanlim Burak Bayhan’a, dostluklarini ve
desteklerini esirgemeyen tum calisma arkadaslarima sonsuz tesekkurlerimi

sunarim.

Y(ik. Lis. Ogr. Sinem Hazir



ICINDEKILER

KABUL ve ONAY
ETiK BEYANI
TESEKKUR
ICINDEKILER
GiZELGELER DIZiNi
SEKILLER DiZiNi
SIMGELER ve KISALTMALAR
OZET
ABSTRACT
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1.Testis
2.2. Seminiferéz Tubul
2.3.Sertoli Hucreleri
2.4. Spermatojenik Hucreler
2.4.1. Spermatogonyumlar
2.4.2. Spermatositler
2.4.3. Spermatidler

2.4.4. Spermatozoon

2.5. interstisyum ve Leydig Hiicreleri

2.6. Kan Testis Bariyeri
2.7. Liraglutid

2.8. Testikuler iskemi Ve Reperfiizyon
2.8.1. Torsiyonun Fertilite Uzerine Etkileri
2.8.2. iskemi ve Reperflizyon Hasari

2.8.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinin Patofizyolojisinde Rol Oynayan

Sistemler

Vii

viii

Xi

Xiii

O o0 oo DN P

11
12
15
16
17
17
19
20
21

21



2.9. Diyabetes Mellitus
2.9.1. Diyabetes Mellitus Tipleri

2.9.2. Diyabetes Mellitus ve Erkek Infertilitesi

3. GEREG ve YONTEM
3.1. Deney Duzenegi

3.2. Isik Mikroskobik Takip Yontemleri

3.3. Elektron Mikroskobik Takip Yontemleri

3.4. imminohistokimya Yéntemleri
3.5. Biyokimyasal Analiz
4. BULGULAR
4.1. Isik Mikroskobik Bulgular
4.1.1. Grup 1
4.1.2. Grup 2
4.1.3. Grup 3
4.2. Elektron Mikroskobik Bulgular
4.2.1. Grup 1
4.2.2. Grup 2
4.2.3. Grup 3
4.3. Immunohistokimya Bulgulari
4.3.1.Grup 1
4.3.2. Grup 2
4.3.3. Grup 3
4.4. Biyokimyasal Bulgular
5. TARTISMA
6. SONUG ve ONERILER
KAYNAKLAR
OZGECMIS

vi

22
23
24
25
25
28
29
30
32
33
33
33
34
35
37
37
40
45
53
54
54
56
58
60
66
69
78



CiZELGELER DiZziNi

Cizelge No: Sayfa No:
Cizelge 1. Deney gruplarinin sematik gosterimi 26
Cizelge 2. Isik mikroskobik doku takip islemi 28
Cizelge 3. Elektron mikroskobik doku takibinde dehidratasyon, seffaflandirma ve
immersiyon iglemi 29
Cizelge 4. GOémme materyali igerigi 30
Cizelge 5.  Serum MDA, SOD ortalama degerleri 58
Cizelge 6. Serum testosteron ortalama degerleri 59

Vil



SEKILLER DIZziNi

Sekil No: Sayfa No:
Sekil 1. insan testisinin sematik goriinimu 6
Sekil 2. insan seminiferdz tiibiil epitelinin sematik cizimi 7
Sekil 3. Spermatojenik hiicre serisinin sematik gosterimi 10
Sekil 4. Spermiogenezisin sematik gosterimi 14
Sekil 5. Spermatozoon sematik gizimi 16
Sekil 6. insan GLP-1 ve liraglutidin aminoasid yapisi 19
Sekil 7. Torsiyon yapilmis testis gésterimi 27
Sekil 8. Torsiyonlu testisin gérinimu 27
Sekil 9. Detorsiyonlu testisin gorinim 27
Sekil 10.  Grup 1. Kontrol grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik gorinim.
Boya: Hematoksilen- Eozin 34
Sekil 11.  Grup 1. Kontrol grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik goérinimi.
Boya: Hematoksilen- Eozin 34
Sekil 12.  Grup 2a. Diyabet grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik gorinimu.
Boya: Hematoksilen- Eozin 34
Sekil 13.  Grup 2a. Diyabet grubuna ait testis dokusunun 1sik mikroskobik goérinimui.
Boya: Hematoksilen- Eozin 34
Sekil 14.  Grup 2b. Diyabet+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik
gorinimu. Boya: Hematoksilen- Eozin 35
Sekil 15.  Grup 2b. Diyabet+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik
g6rinimu. Boya: Hematoksilen- Eozin 35
Sekil 16.  Grup 3a. Torsiyon grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik gérinima.
Boya: Hematoksilen- Eozin 36
Sekil 17.  Grup 3a. Torsiyon grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik gérinima.
Boya: Hematoksilen- Eozin 36
Sekil 18.  Grup 3b. Torsiyon/ Detorsiyon grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik
gOrinimu. Boya: Hematoksilen- Eozin 36
Sekil 19.  Grup 3b. Torsiyon/ Detorsiyon grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobik
gOrinimu. Boya: Hematoksilen- Eozin 36
Sekil 20.  Grup 3c. Torsiyon/Detorsiyon+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun igik
mikroskobik gérinimu. Boya: Hematoksilen- Eozin 37
Sekil 21.  Grup 3c. Torsiyon/Detorsiyon+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun igik
mikroskobik gérinumu. Boya: Hematoksilen- Eozin 37
Sekil 22. Grup 1. Kontrol grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
gOrinima. 39

Sekil 23.  Grup 1. Kontrol grubuna ait over dokusunun elektron mikroskobik gérinimud. 39
Sekil 23 a. Grup 1. Kontrol grubuna ait over dokusunun elektron mikroskobik gérinimu 39
Sekil 24. Grup 2a. Diyabet grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik

gOrinima. 41
Sekil 24 a. Grup 2a. Diyabet grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
gOrinima. 41
Sekil 25. Grup 2a. Diyabet grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
gOrinimu. 41
Sekil 26. Grup 2a. Diyabet grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
gorinimu. 42
Sekil 27. Grup 2b. Diyabet+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun elektron
mikroskobik gérinima. 43
Sekil27 a. Grup 2b. Diyabet+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
gorinima. 43
Sekil 28. Grup 2b. Diyabet+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun elektron
mikroskobik gérinimu. 44
Sekil 28 a. Grup 2b. Diyabet+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun elektron
mikroskobik gérinimu. 44

viii



Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.
Sekil 33.
Sekil 34.
Sekil 35.
Sekil 36.
Sekil 37.
Sekil 38.
Sekil 39.
Sekil 40.

Sekil 41.
Sekil 42.

Sekil 43.
Sekil 44.

Sekil 45.
Sekil 46.
Sekil 47.
Sekil 48.

Sekil 49.

Grup 2b. Diyabet+Liraglutid grubuna ait testis dokusunun elektron
mikroskobik gérinimu.

Grup 3a. Torsiyon grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
gorinima.

Grup 3a. Torsiyon grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
gorinima.

Grup 3a. Torsiyon grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
gorinima.

Grup 3b. Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait testis dokusunun elektron
mikroskobik gérinimu.

Grup 3b. Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait testis dokusunun elektron
mikroskobik gérinimu.

Grup 3b. Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait testis dokusunun elektron
mikroskobik gorinimu.

Grup 3b. Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait testis dokusunun elektron
mikroskobik gorinimu.

Grup 3c. Torsiyon/Detorsiyon+ Liraglutid grubuna ait testis dokusunun
elektron mikroskobik gérinimu.

Grup 3c. Torsiyon/Detorsiyon+ Liraglutid grubuna ait testis dokusunun
elektron mikroskobik gériniimu.

Grup 3c. Torsiyon/Detorsiyon+ Liraglutid grubuna ait testis dokusunun
elektron mikroskobik goérinim.

Grup 3c. Torsiyon/Detorsiyon+ Liraglutid grubuna ait testis dokusunun
elektron mikroskobik goérinim.

Pozitif kontrol grubuna ait tonsil dokusunun immunohistokimyasal goriinimda.
Negatif kontrol grubuna ait tonsil dokusunun immunohistokimyasal
gorinima.

Kontrol grubuna ait testis dokusunun immunohistokimyasal gérinima.

Grup 2a. Diyabet grubuna ait testis dokusunun immiunohistokimyasal
gorinima.

Grup  2b. Diyabet+Liraglutid  grubuna  ait  testis  dokusunun
immunohistokimyasal gériinimu.

Grup 3a. Torsiyon grubuna ait testis dokusunun immunohistokimyasal
gOrinima.

Grup 3b. Torsiyon/Detorsiyon  grubuna ait testis  dokusunun
immunohistokimyasal gériinimu

Grup 3c. Torsiyon/Detorsiyon+ Liraglutid grubuna ait testis dokusunun
immunohistokimyasal gérunima.

Serum testosteron diizeyinin grafiksel gérinim

44

46

46

47

48

48

49

49

51

51

52

52
53

53
54

55

55

56

57

57
59



I/R

T/D
ROS
NO”

Oz
H20;
OH’
DETAUM
TNF-a
IL-18
MDA
PMNL
SOD
GSH-Px
DM
GLP-1
GIP

Hb Alc
SER
GER
DPP-4
CAMP
Gis

SIMGELER ve KISALTMALAR

. Iskemi-Reperflizyon

: Torsiyon-Detorsiyon

. Serbest Oksijen Radikalleri

- Nitrik Oksit

: SUperoksit Anyon

: Hidrojen Peroksit

. Hidroksil Radikalleri

: Deneysel Tip Aragtirma ve Uygulama Merkezi
: Tumor Nekroz Faktor Alfa

. interlokin 1 B

: Malondialdehit

: Polimorfonukleer Lokositler

: SUperoksit Dismutaz

: Glutatyon Peroksidaz

: Diyabetes Mellitus

: Glukagon-Benzeri Peptit-1

. Glukoz Bagimh instlinotropik Peptit
: Hemoglobin Alc

: Agranuler Endoplazmik Retikulum
: Granuler Endoplazmik Retikulum
: Dipeptidil peptidaz-4

: Siklik Adenozin Monofosfat

: Gastrointestinal Sistem



OZET

Deneysel Olarak Olusturulan Diyabet ve iskemi-Reperfiizyonda
Liraglutidin Testis Uzerine Etkileri

Testikuler torsiyon, neonatal ve ergenlik doneminde siklikla gorulen
urolojik bir problemdir. Testikller torsiyondaki temel patoloji, torsiyonu
takiben serbest oksijen radikalleri tarafindan olusturulan doku hasari ile
birlikte ortaya c¢ikan biyokimyasal ve yapisal degisikliklerdir. Diyabetes
Mellitus; insulin eksikligi ve/veya insiilin direnci sonucu kanda glukoz
seviyesinin ylikselmesine bagh olarak gelisen, akut ve kronik
komplikasyonlara neden olabilen, sistemik bir hastaliktir. Literatiurde
glisemik kontrol igin liraglutid uygulamasi rapor edilmistir. Ayrica son
yillarda ozellikle tip 2 diyabet hastalarinda bdbrek, kalp, mide, bagirsak,
beyin, pankreas, over, karaciger ve adipoz doku gibi, gesitli organ ve
dokularda da deneysel arastirmalar yapilmigtir. Erkek uUreme sistemi
tzerine liraglutidin etkisiyle ilgili gok az sayida galisma bulunmaktadir.
Sunulan c¢alismada deneysel olarak diyabet olusturulan ve
iskemi/reperfiizyon uygulanan sigcanlarda testiste, liraglutidin
antidiyabetik, antioksidatif ve antiapopitotik etkilerinin arastiriimasi
amaglandi.

Caligmamizda Wistar albino cinsi toplam 36 adet erkek sigcan
kullanildi. Kontrol grubu (Grup 1, n=6), diyabet grubu (Grup 2, n=12),
torsiyon grubu (Grup 3, n=18) olmak lizere denekler 3 gruba ayrildi. 2.grup
siganlarda, 50 mg/kg streptozosin uygulamasindan 72 saat sonra kan
glukoz seviyeleri olguldu, > 300 mg/dL olan siganlar diyabetik olarak kabul
edildi. Diyabetik sicanlar da kendi igcinde 2 alt gruba ayrildi. 2a grubu
siganlar, 14 gun boyunca normal kosullarda yasatilirken, 2b grubuna 14
giin boyunca 0,3 mg/kg liraglutid giinde 2 kez subkutan olarak uygulandi.
3. grup siganlarin sol testisleri 720° dondiiriilerek torsiyon gerceklestirildi.
Torsiyon yapilan bu grup sigcanlar da kendi icerisinde 3 alt gruba ayrildi.
3a grubu denekler, 3 saatlik torsiyondan sonra sakrifiye edildi. 3b
grubundaki sicanlarin ise testislerine 3 saatlik torsiyon siirecinden sonra
detorsiyon yapildi ve 14 giin yasatildi. 3¢ grubuna torsiyonun 2. saatinde
subkutan olarak 0,3 mg/kg liraglutid enjekte edildikten 1 saat sonra
detorsiyon yapildi ve ardindan 14 giin boyunca, ginde 2 kez liraglutid
enjeksiyonuna devam edildi. Sakrifikasyondan once siganlardan alinan
kan orneklerinde MDA, SOD ve testosteron olgumleri yapildi. Elde edilen
testis doku ornekleri 1s1k ve elektron mikroskobik incelemeler igin
hazirlandi. Ayrica testis doku kesitlerinde, apopitotik marker olan kaspaz-
3 ekspresyonu immunohistokimyasal olarak arastirildi.

Calismamizda; 151k mikroskobik olarak diyabet (Grup 2a), torsiyon
(Grup 3a) ve torsiyon/detorsiyon (Grup 3b) gruplarinda seminiferéz
tubullerde dejenerasyon ve interstisyumda odem gozlenirken, ince yapi
dizeyinde elektron dens Sertoli hiicre sitoplazmasinda dev lipid
damlaciklan, SER vakuolizasyonu ve dejenere mitokondriyonlar dikkati
cekti. Ayrica spermatojenik hiicrelerde biliziismeler ve apopitotik
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degisiklikler izlendi. Liraglutid uygulanan gruplarda ise, 151k mikroskobik
diuzeyde nispeten normale yakin bir morfoloji gozlenirken, ince yapi
diizeyinde; baz tubiillerde ¢ift ¢cekirdekli anormal spermatidlere, limende
immatiir, fagositik ve apopitotik hiicrelere rastlandi. immiinohistokimyasal
bulgularda 2a, 3a ve 3b gruplarinda, kaspaz-3 ekspresyonu belirgin olarak
gozlenirken, 2b ve 3c gruplarinda, kontrol grubuna benzer ekspresyon
elde edildi. Biyokimyasal analizlerde; 2a, 3a ve 3b gruplarinda MDA
seviyelerinde artig, SOD ve testosteron diuzeylerinde azalma goruldii. 2b
ve 3c gruplarinda; SOD, MDA ve testosteron seviyelerinin kontrol grubuna
yakin oldugu dikkati ¢ekti.

Butiin bulgular birlikte degerlendirildiginde; liraglutidin diyabet ve
torsiyon/detorsiyon gruplarinda meydana gelen yapisal degisiklikler ile
hormon seviyeleri tizerine olumlu etkilerinin, uzun sireli kullanimda daha
etkin olabilecegi duigunuldu. Liraglutidin, testise etkileri ile ilgili ileri
arastirmalarin yapilmasi ve buna yonelik bilgilerin artmasiyla, gelecekte
diyabet hastalarinda ve/veya torsiyon/detorsiyon vakalarinda, testis yapisi
ve fonksiyonunun korunmasinda, alternatif bir tedavi ajani olabilecegi
kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Diyabet, GLP-1 analog, liraglutid, testis, torsiyon
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ABSTRACT

Effects of liraglutide on the testis in experimental diabetic and ischemia-
reperfusion injury

Testicular torsion is an urological condition appeared frequently in
adolescents and neonatal periods. The basic pathology of testicular
torsion is tissue damage that occurs along with biochemical and
morphological changes, following the generation of reactive oxygen
species by torsion. Diabetes mellitus is a systemic disease which can
cause chronic and acute complications induced by rising in glucose level
of the blood as a result of insulin deficiency, insulin resistance or a
combination of both. In recent years, liraglutide application has been
reported for glycemic control of type 2 diabetic patients specifically. Also
experimental studies are reviewed in various organs and tissues such as
kidney, heart, stomach, intestine, brain, pancreas, ovary, liver and adipose
tissue. However, we found only a few studies about the effects of
liraglutide on the male reproductive system in the literature. Therefore, the
aim of our study was to investigate the antidiabetic, antioxidative and
antiapoptotic effects of liraglutide on the rat testis which were
experimentally subjected to diabetes and ischemia/reperfusion injury.

In our study, 36 male adult Wistar albino rats were divided into 3
groups: control group (Group 1, n=6), diabetes group (Group 2, n=12),
torsion group (Group 3, n=18). Blood glucose levels of rats in group 2
were measured 72 hours after 50 mg/kg streptozocin application and > 300
mg/dl glucose levels were considered as diabetic. Also these diabetic
rats were divided into 2 subgroups. Rats in group 2a kept alive for 14 days
under normal conditions, while rats in group 2b were administered 0.3
mg/kg liraglutide subcutaneously two times in a day for 14 days. Torsion
was created by rotating the left testis 720° in rats of group 3. Then rats in
group 3 were divided into 3 subgroups. Rats in group 3a were sacrified 3
hours after torsion. Rats in group 3b were survived for 14 days after
detorsion following the 3 hours torsion period. Rats in group 3c were
injected 0.3 mg/kg liraglutide subcutaneously at the second hour of
torsion, one hour after injection detorsion was created and injection was
continued 2 times a day for 14 days. MDA, SOD, and testosterone levels
measured from blood samples of sacrified rats. Also testicular tissue
samples were examined with using light and electron microscope.
Expression of apoptotic marker caspase-3 in testis tissue sections were
shown immunohistochemically.

In our study, degenerations in seminiferous tubules and edema in
the interstitium were observed in the light microscopic examination of
diabetes (Group 2a), torsion (Group 3a) and torsion/detorsion (Group 3b)
groups. In the ultrastructural examination of these groups; giant lipid
droplets, SER vacuolizations and degenarative mitochondria were
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remarked in the electron dens Sertoli cell cytoplasm. Also shrinkages and
apoptotic changes in the spermatogenic cells were shown. On the other
hand, in light microscopic examinations, group 2b and group 3c were
observed relatively in normal morphology. But in the electron microscopic
examination of these groups, anormal spermatids with double nuclei,
immature, phagocytic and apoptotic cells were found in the lumen of
some seminiferous tubules. While caspase-3 expressions were observed
in group 2a, group 3a and group 3b, group 2b and 3c showed similar
expressions with the control group. Furthermore, MDA levels of group 2a,
group 3a and group 3b were increased, also SOD and testosterone levels
were decreased. But in group 2b and group 3c, SOD, MDA and
testosterone levels were found similar with the control group.

When all the findings were evaluated together, it was thought that
positive effects of liraglutide on structural changes and hormon levels in
diabetes and torsion/detorsion groups could be more effective with long-
term using. It is considered that, in future with further studies and
increasing in knowledge about effects of liraglutide on testis, liraglutide
can be an alternative therapeutic agent for preserving structure and
function of testis in patients with diabetes and cases with
torsion/detorsion.

Keywords: Diabetes, GLP-1 analogue, liraglutide, testis, torsion
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1. GIiRIS

Testis torsiyonu, spermatik kordun kendi etrafinda donmesiyle ortaya
cikan 6nemli bir saglik sorunudur'. Cocuklarda akut skrotal rahatsizliklarin
yaklagsik %10-15’ini olusturan testikiler torsiyonun % 42’si orsiektomiyle
sonuglanmaktadir’. Kan akiminda diisiise sebep olan testikiiler torsiyonda,
iskemi ve reperfuzyon (I/R) sonucu doku hasarina neden olan serbest oksijen
radikalleri (ROS) ortaya c¢ikmaktadir®®. Testikiler torsiyondaki temel patoloji;
torsiyonu takiben ROS tarafindan olusturulan doku hasari ile birlikte ortaya
cikan biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerdir>®”®°, Testisteki biyokimyasal
ve morfolojik degisikliklerin ¢ogu; lipid peroksidasyonu, protein denatirasyonu,
DNA hasarl ve apopitoz ile sonuglanmaktadir®’. Iskemik dokunun
reperflizyonunda, nitrik oksit (NO-), stperoksit anyon (0O2), hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikalleri (OH-) gibi toksik reaktif oksijen radikalleri
olusur*®>.  I/R; testiste doku hasar mediyatorleri olarak gérev alan
proenflamatuvar sitokinlerden TNFa ve IL-1B' da da artisa sebep olmaktadir®.

Hedef proteinleri keserek apopitoza neden olan kaspazlar, apopitozun
belirlenmesinde kullanilan énemli molekullerdir. Kaspaz 2,8,9,10, aktive olarak
apopitozu baslatir ve apopitoz kaskadi olan kaspaz 3,6 ve 7’yi devreye sokar.
Kaspaz 3, testikller I/R'da germ hicre apopitozunun belirlenmesinde de
kullaniimaktadir*®.

Diyabetes Mellitus (DM) insulin eksikligi, insulin direnci veya her ikisinin
birlikteligi sonucu kanda glukoz seviyesinin yukselmesine bagli olarak gelisen,
kronik ve akut komplikasyonlara neden olabilen sistemik bir hastaliktir. Tip 1 ve
tip 2 olmak lizere baslica 2 tipi bulunmaktadir. “insiiline bagh diyabet”, "juvenil
diyabet" ve "gocukluk caginda baslayan diyabet"; tip 1 diyabet olarak
bilinmektedir. Tip 1 diyabette, genellikle pankreas beta hicrelerinin otoimmun
hasarina bagh olarak, mutlak insiilin eksikligi gortlur. insiline baglh olmayan
diyabet ise "erigkin diyabet" ,"tip Il diyabet" olarak da isimlendiriimektedir.
Diyabet rahatsizliklarinin % 90' indan fazlasini tip 2 diyabet olusturmaktadir.
Genetik olarak yatkin kigilerde yasam tarzi ile tetiklenen ve giderek artan insulin

direnci ve zamanla azalan insilin salinmi sdz konusudur**#*3*  Diyabetli



bireylerde yapilan c¢alismalarda diyabetin; spermatojenik hasara, erektil
disfonksiyona, sperm hareketliliginde ve semen hacminde azalmaya sebep
oldugu goézlenmis, erkek fertilitesini direkt ve/veya indirekt olarak 6nemli

derecede etkiledi§i 6ne sirilmistir® >

. Ayrica streptozotosin tarafindan
indUklenen diyabetli sican modeli olusturulan bir ¢alismada MDA seviyesinde
artis gozlenirken, SOD, GSH-Px gibi antioksidan enzimler ile testosteron
aktivasyonunda énemli dlclide azalma oldugu rapor edilmistir’.

Liraglutid, glukagon-benzeri peptit-1 (GLP-1) agonistidir. insan GLP-1 ile
sekans 6zdesligi yuksek olan liraglutid; Lys26 aminoasitine, glutamik asit ve
16-C serbest yag asidinin eklenmesi ve 34. aminoasit olan Lys ile Arg
aminoasidinin yer degistirmesi ile GLP-1'den farklilik gdsterir*®. Giinde bir kez
subkutan enjeksiyonundan sonra insandaki yarilanma omrii 12-13 saattir®®.
Liraglutid, biyiik peptitler gibi tamamen pargalanarak metabolize edilir®®. Klinik
calismalarda, yetiskin tip 2 diyabet (T2D) hastalarinda glikat hemoglobin Alc
(Hb Alc) seviyesinin duslrilmesinde liraglutidin etkin oldugu, énemli dlclde
glisemik kontroli sagladigi ve vicut agirhdini azaltarak daha az hipoglisemi
riski olusturdugu rapor edilmistir?#2%324% Bundan baska liraglutidin, pankreas
B hicre fonksiyonunun gesitli indikatorleri Gzerinde de olumlu etkileri bulunmus
ve kardiyovaskuler  rahatsizliklarda oncul markerlari gelistirdigi
gosterilmistir’®2”?8. Ayrica normal renal fonksiyon veya orta derecedeki bdbrek
yetmezligi igcin yapilan regresyon analizlerinde, kreatinin klirensini disirmedigi
de ileri sirilmistir®. Son vyillarda yapilan calismalarda, tip 2 diyabet
hastalarinda glisemik kontrol icin liraglutid uygulanmig, ancak insulin kullanan
tip 2 diyabet ve bdbrek yetmezligi olan bu hastalarda liraglutid kullaniminin,
hicre fonksiyonunu ve glisemik kontroli olumsuz etkiledigi 6ne surtlmustur.
Ancak tip 2 diyabet hastasi olmayan sadece bdbrek yetmezligi olan hastalarda,
postprandiyal serum C-peptidin secilmesinin yararli olabilecegi ve bdylelikle
insiilinden liraglutid tedavisine gecisin giivenli olabilecegi rapor edilmistir®.
Bugune kadarki bilgilere gore tip 2 diyabet ve bobrek yetmezligi olan hastalarda
insulinden liraglutid tedavisine gegisin guvenilir ve basarili bir sekilde olduguna
dair temel bilgi bulunmamasina karsin, klinik bulgular dikkate alinarak bu

gecisin saglanmasi 6nerilmektedir®’. Bobrek®'*? kalp®, mide®**, bagirsak®,
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beyin®®, pankreas®*®’, over®, karaciger*® ve adipoz doku gibi cesitli
organlarda da calisilan liraglutidin, erkek Ureme sistemi Uzerine etkisini
gOsteren literatirde ¢ok az c¢alisma bulunmaktadir. Klinik ve deneysel
calismalarda antidiyabetik etkisi yaygin olarak kabul edilen liraglutidin ayni
zamanda antioksidatif ve antiapoptotik etkilerinin varligi da rapor edilmistir®®*°.
Bu c¢alismada siganlarda deneysel olarak olusturulan diyabet ve
torsiyon/detorsiyon modelinde testiste liraglutidin antidiyabetik, antioksidatif ve
antiapopitotik etkilerinin, 1s1k ve elektron mikroskobik, immunohistokimyasal ve

biyokimyasal yontemlerle arastiriilmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER

Erkek Ureme sistemi; spermatogenezin devami igin gerekli olan
testosteronu sentezleyen bir ¢ift testis ile genital duktuslar, aksesuar bezler ve

penisten olusur*! 424344,

2.1.Testis

Testis, spermatogenez ve steroidogenez olmak Uzere iki 6nemli
fonksiyona sahiptir. Hem somatik hiicre bolinmesi (mitoz) hem de rediksiyon
bélinmesinin  (mayoz) gercgeklestigi spermatogenez sureci sonunda erkek
gametler olusmaktadir®. Steriodogenez ise seks hormonlari olarak da bilinen
basta testosteron olmak Uzere androjenlerin sentezlendigi stregtir. Androjenler;
spermatogenezin surdurtilmesinden, erkek embriyonun fenotipik erkek fetus
haline gelisiminden ve sekslUel dimorfizmden (erkek fiziksel ve davranis
karakteristikleri) sorumludur.

Testis; vucut boslugu diginda yer alan skrotumun igerisinde uzanan,
yaklagik 20-30 gr agirhginda, 4-5 cm uzunlugunda, 2,5-3,5 cm genisliginde,
anteroposterior 3 cm ¢apinda, oval sekilli bir ¢ift organdir. Her bir testis anterior
abdominal duvarin tabakalariyla devamlilik gosteren ve skrotumun igerisine
uzanan uzun bir muskulofasiyal kesenin ucunda asilidir. Testisler abdominal
kaviteden skrotuma inerken (gebeligin yaklasik 26.haftasinda) beraberlerinde
kan damarlarini, lenf damarlarini, otonomik sinirleri ve testislerin anterolateral
yuzeyini kaplayan tunika vajinalis olarak isimlendirilen abdominal periton
uzantisini da surUklerler. Her bir testis, abdominal aortanin bir dali olan
testikller arter yoluyla kanlanir. Testise yakin bolgede oldukga kivrintili olan
testikuler arter, testisten abdominal venlere kani tasiyan pampiniform venoz
pleksus tarafindan c¢evrelenmigtir. Bu dizenleme kan damarlari arasinda
karsilikli 1s1  degisimini saglayarak testislere tasinan kan sicakliginin
dusuUrUlmesine yardim eder. Bdylece testisten donen soguk venoz kanin zit
yonlu akimi sicaklik degisim mekanizmasi yoluyla arteriyal kani testise
girmeden once sogutur. Ayrica kremaster kasinin kontraksiyonu testisleri

abdominal duvara vyaklastirirken, gevsemesi ise testisleri skrotum iginde



asagiya indirir. Dusuk sicakliklar skrotumun ylzeyel fasiyasindaki ince dartos
kasinin kontraksiyonuna sebep olur. Dartos kasinin kasilmasi sogukta sicaklik
kaybinin duzenlenmesi igin skrotumun buzusmesine neden olur®.

Testis distan 3 tabakadan meydana gelen testikller kapstille gevrilidir.

1. Tunika Vaginalis: Testikuler kapsulin en dis tabakasi olup, testisin
anterolateral yuzeyini orten, mezotelyal hucrelerden olusan ve testisin
serbestce hareketine izin veren seroz bir kesedir. Peritondan kdken alan
ic visseral tabakasi testisin 6n ve yan yuzeylerini ¢evreler. Dis pariyetal
tabakasi ise skrotum Uzerine uzanir*?444,

2. Tunika Albuginea: Duz kas hucrelerini de iceren dens fibroelastik bag
dokusu vyapisindaki en kalin tabakadir. Testisin arka yuzinde
kalinlasarak mediastinum testisi olusturur*4344,

3. Tunika Vaskuloza: Testikuler kapsulin zengin kan damarlari igeren

gevsek bag dokusu yapisindaki en i¢ tabakasidir.

Kapsulde olusan kasilmalar testisin hacim degisimlerini dizenler ve
duktus sistemine etki ederek spermatozoonlarin digari dogru hareketine
yardimci olur. Testisin posterior yuzeyinde tunika albuginea kalinlasarak,
mediastinum testisi olusturur. Mediastinum testisden uzanan bag dokusu
septumlar testisi yaklasik 250-300 lobule ayirir. Her bir lobul, gevsek bag doku
yapisindaki stroma igerisine gomulu oldukga kivrintili 1-4 adet seminiferéz tlbul
icerir. Stromada tubdller arasinda yer alan interstisyum; kan damarlari, lenfatik
damarlar, makrofajlar ve steroid hormon sentezleyen Leydig (interstisyel)
hicrelerini icerir. Ayrica mediastinum testis kan damarlari, lenf damarlari ve

genital duktuslarin da girip ¢iktigi bolgedir.



Spermatik kord

Kan damarlari ve sinirler

Seminiferoz tubdul
Epididimis basi

Duktuli eferentes

Duktus deferen
Mediastenum testis

Rete testis
Tubuli rektus

Lobdl
Septum

Epididimis govdesi TanikaalRnginea

Tunika vajinalis
Tunika vajinalis boslugu
Epididimis kuyrugu

Sekil 1. insan testisinin sematik gortinimii®.

2.2. Seminiferoz Tubul

Her bir seminiferéz tubul, oldukga kivrintili olup, 150-200 ym capinda,
yaklasik 50 cm uzunlugundadir. Bu kivrintili tubuller her bir lobulun apeksinde
duzleserek, mediastinum testis iginde tubdli rektiyi yaparlar ve anastomozlasan

rete testis ile devam ederler*"****

. Cok tabakall epitel ozelligi goOsteren
seminiferéz tubul epiteli; Sertoli hlcreleri ve spermatojenik hucreler
(spermatogonyumlar, spermatositler, spermatidler) olmak Uzere 2 temel hicre

grubuna sahiptir®® (Sekil 2).



ge¢ spermatid

erken spermatid

pakiten primer
spermatosit

baglanti
kompleksi

bazal lamina

‘ oli tip A tip peritiibiiler (miyoid) hiicreler
tip Akoyu  hiicresi  spermatogonyum spermatogonyum
spermatogonyum

Sekil 2. insan seminiferdz tiibiil epitelinin sematik cizimi*.

Seminiferdz tubdller distan bag dokusu yapisindaki perittibller doku ya
da membrana propria ile sarilidir.

Membrana propriya 4 tabakadan olugsmustur:

i¢ hiicresel olmayan tabaka: Kollajen lifler, glikoproteinler ve hyaluronik

asit icermektedir. 2 tabakadan olusur.

a) Glikoprotein yapisinda PAS(+) bazal lamina

b) Bol miktarda kollajen liflerle karakterize acik saha

ic hiicresel tabaka: Kiiciik, ince ve uzun sekilli miyoid hiicrelerden
olusur. Cekirdek ince ve uzundur. Sitoplazmalari bol miktarda granuler
endoplazmik retikulum (GER), mikropinositotik vezikuller ve lipid damlaciklarinin
yani sira bol miktarda aktin filamanlari da icerir. Bu ylzden diz kas hicrelerine
benzerler.

Miyoid hlcre tabakasi kemiricilerde tek tabaka iken insanlar ve bazi
alcak vertebralilarda 3-5 tabakadan olusur. Miyoid hucrelerin  ritmik
kasilmalariyla olusan peristaltik hareketler sperm ve testikiler sivinin

seminiferdz tubullerden hareketini kolaylastirir.



Dis hiicresel olmayan tabaka: Kalinligi i¢ hicresel olmayan tabakanin
bir laminasi kadar olan, glikoprotein yapisinda PAS(+) en distaki bazal
laminadir.

Dis hiicresel tabaka: Fibroblastlardan meydana gelmigtir.

Membrana propriya kalinligi yas, cesitli genetik ve toksik ajanlara bagh

olarak degisiklik gdsterebilmektedir*®.

2.3.Sertoli Hucreleri

Sustentakuler hicreler ya da destek hucreleri olarak da adlandirilan
Sertoli hicreleri puberteden sonra mitotik aktivite gdstermezler. Bazalden
Ilimene kadar uzanan prizmatik hucreler olup, komgsu spermatojenik hucreleri
cevreleyen apikal ve lateral uzantilara sahiptir. Her bir Sertoli hicresi yaklasik
30-50 germ hiicresine desteklik vermektedir®. Elektron mikroskobik olarak derin
invaginasyonlarla karakterize, 1-2 adet ¢ekirdekgik iceren, oval veya uggen

sekilli biylk bir cekirdege sahiptir*®*.

Sitoplazma yaygin agrantler
endoplazmik retikulum (SER), gelismis graniler endoplazmik retikulum (GER)
ve annulate lamellae, yaygin Golgi kompleksi, mikrottbuller, lipid damlaciklari,
salgl vezikulleri, glikojen granulleri, filamanlar, lizozomlar ve tubuler tipte sekil
degistirebilen mitokondriyonlar icerir. Ayrica SER ile yakin iligkide fincan sekilli
mitokondriyon ve SER ile adizlasan protrizyon mitokondriyonlari olmak tzere 2
dzel tip mitokondriyon da tanimlanmistir. Insanlarda bazal sitoplazmada
karakteristik inkllzyon cisimcikleri (Charcot-Bottcher kristalleri)  bulunur.
Histolojik preperatlarda 10-25 uym uzunlugunda 1 pm genisliginde gozlenen
fusiform sekilli bu kristaller transmisyon elektron mikroskobunda paralel veya
birlesmis demetler halinde 15 nm ¢apinda filamentler olarak gdézlenir. Kimyasal
kompozisyon ve fonksiyonu bilinmemekle birlikte yapilan c¢alismalarda bu
kristallerde lipoprotein reseptor proteini (CLA-1) birikimi saptanmistir. Bu
bulgular, inkltizyon cisimciklerinin lipid transportu ve Sertoli hiicreleri tarafindan
kullanimiyla iligkili oldugunu gostermektedir. Sertoli hlcreleri hem birbirleriyle
hem de spermatojenik hucreler ile baglantilar icerir. Sertoli hicresi-Sertoli

hicresi arasindaki siki baglantilar ve sitoplazmik Ozellesmeler kan testis



bariyerini olusturur. Bu bariyer seminifer6z tlibul epitelini bazal ve adluminal

kompartman olmak Uzere iki bolgeye ayirir. Bariyer apikal kompartmanindaki

spermatojenik hlcreleri (spermatosit, spermatid) otoimmun reaksiyon ve toksik

bilesenlerden koruma gorevi yapar. Sertoli hicrelerinin diger 06zellesmis

baglanti tipleri ise gegit baglantilar (gap junctionlar), Sertoli hucreleri ile erken

spermatojenik hicrelerinin arasindaki desmozom benzeri baglantilar ve bazalde

ise hemidesmozomlardir***344,

Sertoli hlicrelerinin goérevleri:

1. Spermatojenik hiicreleri besler, korur ve destekler #4344,

2. Spermiyasyon sirasinda aktin aracili kontraksiyonlarla spermatidlerin
seminiferdz tibil Iimenine salinimini kolaylastirir®.

3. Protein ve iyondan zengin sivi sekresyonu yapar*#2.

4. Folikal stimdle edici hormon (FSH) uyarisiyla, androjen baglayici
protein (ABP) sentezini ve sekresyonunu diizenler**344,

5. Spermiyogenez suresince olusan rezidlel -cisimcikleri fagosite
eder41’42'44.

6. Anterior hipofizden salinan FSH inhibisyonunu saglayan inhibini
sentezler* #2434

7. Stem hucre faktora (SCF), glial hucre kokenli norotrofik faktor
(GDNF), mullerian inhibe edici faktor (MIF) gibi glikoprotein yapisinda
biiylime veya parakrin faktorler sentezler*®*4,

8. Plazminojeni, aktif proteolitik plazmine doénustiren plazminojen
aktivator, transferrin( demir tagiyici protein) ve seruloplazmin (bakir

tastyici protein) sentezler®:.

2.4. Spermatojenik Hucreler

Puberte ile birlikte duzenli olarak ¢ogalan ve olgun sperme farklanan
hacrelerdir. Bu hucreler, testisin erken gelisim evresinde yolk kesesinden
kaynaklanan ve gonadal kabartilarda kolonize olan primordiyal germ
hicrelerinden geligirler. Spermatojenik hucreler spermatogenez sulresince
komsu Sertoli hicreleri arasinda bazalden Iimene dogru ilerleyerek gelisim

gOsterirler. Seminiferdz tlubulin ¢ok katl epitelini olusturan 4-8 hicre sirasi



seklindeki germ ya da spermatojenik hiicreler 4 tiptir*>. Bu hiicre tipleri;
1. Spermatogonyumlar
A) Tip A koyu spermatogonyumlar
B) Tip A acik spermatogonyumlar
C) Tip B spermatogonyumlar
2. Spermatositler
A) Primer spermatosit
B) Sekonder spermatosit
3. Spermatidler
A) Golgi evresi
B) Sapka evresi
C) Akrozomal evresi
D) Maturasyon evresi
4. Spermatozoon

Spermatogonyumlarin spermi olusturma slreci olarak bilinen ve 64-72
gun suren spermatogenezis, spermatogonyal faz (proliferasyon), spermatosit
fazi (mayoz), spermatid fazi (spermiogenezis) olmak Uzere 3 fazdan

olusur*#347,

@) Tip Akoyu spermatogonyum

= 1- Spermatogonial faz I\ ,, |
H J 1
: /7SN ;
: (WO Tip A soluk !pem\aloguln