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OZET

ARALIKLI ACLIK BESLENME YAKLASIMININ STREPTOZOTOSIN iLE
OLUSTURULMUS DiYABETIK FARE MODELINDE TESTIS HASARI UZERINE
ETKIiSi

Subasi RF. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve
Embriyoloji (Tip) Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Testis hasar1 ve sperm parametrelerinde bozulma diyabetin neden oldugu 6nemli
istenmeyen etkilerden birisidir. Hem klinik ¢aligmalar hem de hayvan g¢alismalar1 diyabete
bagl olarak yapisal testis hasar1 olustugunu ve bu hasarin sperm kalitesini bozarak fertilite
problemlerine yol actigini1 gostermistir. Bu nedenle diyabetik testis hasarinin onlenmesi, bu
hasta grubunda fertilitenin korunmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Glnumuzde fertiliteyle
iligkili problemlerin ¢6ziimiinde siklikla yardimci iireme teknikleri kullanilmaktadir ve bu
yontemler oldukca maliyetlidir. Buna karsin diyabetik testis hasarmin 6nlenmesinde, son
derece basit ve diisik maliyetli bir yontem olan aralikh ac¢hik gibi diyet kontroli
yaklasimlarmin etkinligini arastiran herhangi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Bu
calismada aralikli acligin diyabetik fare modelinde testis hasar1 ve sperm kalitesi iizerindeki
etkilerinin incelenmesi amag¢lanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada Balb-c cinsi 32 tane erkek fare kullanildi. Fareler kontrol
grubu, sham grubu, diyabetik kontrol grubu ve aralikli aglik grubu olmak (zere rastgele 4
gruba ayrildi. Diyabet olusturulmasi amaciyla farelere 4 hafta siire ile yliksek yagli diyet
uygulandi. Sonrasinda tek doz 180 mg/kg intraperitoneal streptozotosin enjeksiyonu yapilda.
Enjeksiyondan 72 saat sonra kan glukoz dizeyleri Olculdi. Kan glukoz dizeylerinin 250
mg/dL’den yiliksek olmasi halinde farelerde diyabet gelistigi teyit edildi. Aralikli aclik
grubundaki farelere 4 hafta boyunca giinlik 16 saat aclik, 8 saat beslenme periyodu
uygulandi. Deney sonunda fareler sakrifiye edildi ve farelerden kan, testis dokusu ve sperm
ornekleri alindi.

Bulgular: Histopatolojik inceleme sonucunda, aralikli aglik uygulanan farelerde diyabetik
farelere gore yapisal testis hasarinda belirgin iyilesme saptandi. Buna ek olarak, aralikli aglik

grubunda sperm sayisinda ve motilitesinde artig goriiliirken; anormal sperm oraninda ise
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azalma saptandi. Aralikli aglik grubunda kan glukoz diizeylerinde kismi bir diistis goriilmekle
birlikte; bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Sonug: Elde edilen veriler aralikli aglik uygulamasinin diyabetik fare modelinde yapisal testis
hasar1 ve sperm parametleri iizerinde olumlu etkilerinin oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Aralikli1 A¢lik, Sperm Analizi, Testis Hasar1, Tip 2 Diyabet
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ABSTRACT

THE EFFECT OF INTERMITTENT FASTING NUTRITION APPROACH ON
TESTICULAR DAMAGE IN STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETIC MICE
MODEL

Subasi RF. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Histology and
Embryology (Medicine) Program, Master Thesis, Aydin, 2022.

Objective: Testicular damage and impaired sperm parameters are important complications of
diabetes mellitus. Both clinical studies and animal studies have revealed that structural
testicular damage occurs due to diabetes, and this damage leads to fertility problems by
impairing sperm quality. Therefore, prevention of diabetic testicular damage is an important
issue in this patient group to preserve fertility. Today, assisted reproductive techniques are
frequently used in the treatment of fertility-related problems and these methods are quite
expensive. On the other hand, there is no study in the literature investigating the effectiveness
of simple and cost-efficient dietary control approaches such as intermittent fasting in the
prevention of diabetic testicular damage. In the current study, we aimed to assess the effects
of intermittent fasting on testicular damage and sperm quality in a mice model of
streptozotocin induced diabetes.

Material and Methods: 32 male Balb-c mice were used in the study. Mice were randomly
divided into 4 groups: control group, sham group, diabetic control group and intermittent
fasting group. To induce diabetes, mice were given a high-fat diet for 4 weeks. Afterwards, a
single dose of 180 mg/kg streptozotocin was injected intraperitoneally. Blood glucose levels
were measured 72 hours after injection and diabetes was confirmed if blood glucose levels
were higher than 250 mg/dL. A daily 16-hour fasting and 8-hour feeding period was applied
to the mice in the intermittent fasting group for 4 weeks. At the end of the experiment, the
mice were sacrificed and blood, testicular tissue and sperm samples were taken.

Results: As a result of histopathological examination, a significant improvement in structural
testicular damage was detected in intermittent fasting mice compared to diabetic mice. In
addition, we detected an increase in sperm count and motility, and a decrease in the

percentage of abnormal sperm in the intermittent fasting group. Although there was a partial
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decrease in blood glucose levels in the intermittent fasting group; this decrease was not
statistically significant.

Conclusion: Our findings revealed that intermittent fasting ameliorates structural testicular
damage and improves sperm quality in the diabetic mice model.

Keywords: Intermittent Fasting, Sperm Analysis, Testicular Damage, Type 2 Diabetes
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1. GIRIS

Diabetes mellitus; nefropati, retinopati, nodropati, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
infertilite gibi komplikasyonlar1 igeren ciddi bir saglik problemidir (Jangir ve Jain, 2014).
Pankreas tarafindan {iretilen insiilin hormonunun eksikliginde veya hiicrelerin insulini etkin
bir sekilde kullanamadigi durumlarda ortaya ¢ikar.

2010 ile 2030 arasinda, gelismekte olan iilkelerde diyabetli yetiskin sayisinda %69,
gelismis tilkelerde ise %20 artis olacagi diisiiniilmektedir (Shaw, 2009). Tip-2 diyabetli
bireyler, diyabetli bireylerin yaklasik %90-95’ini olusturmaktadwr (Classification and
Diagnosis of Diabetes, 2015).

Fertiliteyle ilgili yapilan ¢alismalarda, DM nin, fertilitede azalmayla yakindan iliskili
oldugu gosterilmektedir (Dias ve digerleri, 2014; Jangir ve Jain, 2014). Ureme ¢agindaki
bircok diyabetli erkegi etkiliyor olmasiyla, yakin gelecekte DM’ye bagh fertilite
problemlerinde artis 6ngorllmektedir (IDF Diabetes Atlas: Sixth Edition, 2014).

Hayvan deneyleri ve diyabetik hastalarda yapilan ¢alismalarda erkek ireme sisteminde
DM’ye bagli endokrin bozukluklar, noropati ve artmis oksidatif stresi iceren degisikliklerden
sorumlu molekiiler mekanizmalar arastrilmistir (La Vignera ve digerleri, 2012). Bu
calismalarda DM’nin erkek lireme fonksiyonlarinda DNA hasarli spermlere neden olarak
sperm kalitesinde bozulmaya, azalmis sperm motilitesi ve semen hacmine, ayrica diisiik
testosteron diizeyleri ve testikiiler disfonksiyon gibi olumsuz etkilere sahip oldugu
gOsterilmistir (Alves ve digerleri, 2013; Dias ve digerleri, 2014; Jangir ve Jain, 2014; Kanter
ve digerleri, 2012).

Diyabetik erkek hastalarda, subfertilite ve/veya infertiliteye neden olan problem,
degismis sperm motilitesi, morfolojisi, konsantrasyonu ve DNA fragmantasyonu gibi normal
olmayan sperm parametreleri gorilmesine neden olan kusurlu sperm Kalitesidir (Dias ve
digerleri, 2014). Bu degisimlere ise DM’un sebep oldugu oksidatif stres ve hormonal
degisikliklerin yol actig1 diisiiniilmektedir.

Tiim bu bilgiler 15181nda ¢alismamizda beslenme yaklasimlarinin diyabetik testis hasar1

lizerine olasi tedavi edici etkilerini arastirdik. Calismadan elde edilen pozitif sonuclar



diyabetik hastalarda fertilite ile iligkili problemlerin 6nlenmesinde son derece basit
uygulanabilecek, herhangi bir masraf gerektirmeyen ve saglik sistemi tizerinde herhangi bir

mali ylk olusturmayacak etkili bir yaklasimin ortaya koyulmasini saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus, insiilin hormonunun yetersizligi ya da insiilin direnci ile olusan,
hiperglisemi ile kendini belli eden, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda bozukluk

ile karakterize, birgok komplikasyona sebep olan kronik bir hastaliktir.

Amerikan Diyabet Birligi (ADA) nin tan1 kriterlerine gore; glukoziiri, polidipsi, poliiiri,
ketoniiri ve agiklanamayan agirlik kaybi gibi semptomlar ile birlikte, rastgele 6lgiilen plazma
glukoz diizeyinin > 200 mg/dl olmasi, 8 saatlik agliktan sonra 6l¢iilen aglik kan glukozunun >
126 mg/dl olmasi1 ya da 75 gr glukoz veya esdegerini i¢eren glukoz yiikii alimindan sonra 2.

saatte Olciilen plazma glukoz diizeyinin > 200 mg/dl olmas1 ile DM tanis1 konmaktadir.

Diabetes mellitus, hem gelismis hem de gelismekte olan tilkeleri etkilemekte ve tiim
diinyada yaygin olarak goériilmekte olan, 6nemli kiiresel saglik sorunlarindan biridir (Zimmet
ve digerleri, 2016). Diyabete bagli olarak ortaya ¢ikan komplikasyonlariyla birlikte saglik
sektoriinde ciddi bir yiik olusturmaktadir. 2010 ile 2030 arasinda, gelismekte olan iilkelerde
diyabetli yetiskin sayisinda %69, gelismis iilkelerde ise %20 artis olacagi dngoriilmektedir.
(Shaw ve digerleri, 2010)

2.1.1 Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet; insiiline bagimli olmayan diyabet olarak da tanimlanir. Insiilin eksikligi
nedeniyle organizma, karbonhidrat, yag ve proteinden yeterince yararlanamaz. Hiicre reseptor
defektine bagli olarak insiilin, hiicre igerisine alinamaz ve periferik dokularda insulin etkisi
yetersizdir. Pankreas, kan-glukoz seviyesine yanit olarak yeterli miktarda insiilin salgilayamaz
ve karacigerde glukoz iiretiminde artis meydana gelir. Tip-2 diyabetli bireyler, diyabetli
bireylerin yaklagik %90-95’ini olusturmaktadir (Classification and Diagnosis of Diabetes,
2015).



2.1.2 Tip-2 Diyabetin Komplikasyonlar

Komplikasyonlar, kan glukozunun surekli olarak yuksek duzeyde seyretmesi ve
dokularin hasar goérmesi sonucunda gOrulmektedir. Tip-2 diyabet, mikrovaskiler ve

makrovaskiiler adi verilen iki tip komplikasyonu i¢inde barmdiran kompleks bir hastaliktir.

Mikrovaskiiler komplikasyonlar ile makrovaskiiler komplikasyonlar arasindaki temel
ayrim, mikrovaskiiler komplikasyonlarin makrovaskiiler komplikasyonlara gore goreceli
olarak daha kiiciik kan damarlarin1 etkilemesinden ileri gelmektedir (Alaboud ve digerleri,
2016). Bu komplikasyonlar, bireylerin sagligmi olumsuz etkilemekte ve yasam kalitesini
diistirmektedir. Saglik sistemi lizerinde mali bir ylik olusturmaktadir (Vaidya ve digerleri,
2015).

Diyabetli bireylerde olusan komplikasyonlar {izerinde tibbi beslenme tedavisinin
medikal tedavinin sagladig1 etki kadar faydali oldugu bilinmektedir. Hastalik olusumundan
once, tibbi beslenme tedavisinin ana amaci oncelikle bireyi diyabetten korumaktir. Hastalik
olustuktan sonra komplikasyonlarin Onlenmesi veya geciktirilmesi, makrovaskdler
komplikasyon riskinin azaltilmasi, kan parametrelerinin optimal seviyede tutulmasi ve
hastalik siirecinin iyi yonetilmesi icin 6nemli bir rol oynamaktadir. (Khazrai ve digerleri,
2014)

Calismamizin konusu diyabetin komplikasyonlarindan biri olan testis hasarinin

tyilestirilmesinde rol oynayabilecek tibbi beslenme tedavileridir.

2.1.3. Streptozotosin (STZ)

Deneysel diyabet modelleri gilinlimiizde cesitli hastaliklara tant konulmasi,
patogenezlerinin agiklanmasi, hastaliklardan korunma ve uygun tedavi ydntemlerinin

incelenebilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Kimyasal ajanlarin kullanilmasiyla olusturulan deneysel diyabet modellerinde
Alloksan, Streptozotosin (STZ), c¢inko selatorleri (8-hidroksikinolin, dithizone), diyet
nitrozaminleri gibi diyabetojenik toksinler kullanilmistir. Giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan diyabetojenik toksinler STZ ve Alloksandir. (Kurger ve Karaoglu, 2012) STZ
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pankreatik B hiicrelerine karsi spesifik toksisite gostererek B hiicrelerinde harabiyete neden

olmaktadir.

Deneysel diyabet modeli, yaygin olarak pankreatik B hiicrelerine karsi spesifik toksisite
gosteren STZ ile olusturulmaktadir. Kimyasal ad1 2-Deoksi-2-(3—Metil-3-Nitrozouredio)-D-
Glikopiranoz olan STZ, streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen diyabetojenik

ozellikleri olan genis spektrumlu bir antibiyotiktir.

STZ, pankreas B hiicrelerinde olusturdugu hasar sonucu gelisen hipoinstlinemi,
hiperglisemi ile insiilin bagimli tip 1 ve insiilin bagimli olmayan tip 2 diyabet modelini

olusturmak i¢in siklikla kullanilmaktadir (Kanter ve digerleri, 2012)

2.2. Testisin Anatomisi, Embriyolojisi ve Histolojisi

2.2.1 Testis Anatomisi

Testisler, karin boslugunun disinda asili olarak skrotum igine yerlesmis, sperm tiretimi
yapan bir ¢ift erkek tireme organidir. Skrotum i¢ skrotal septumla iki boliime ayrilir. Testisler

bu bosluklarda bulunur.

Her bir testis yaklasik olarak 4 c¢m uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde ve 3 cm
kalmliginda oval sekillidir. Agirhg ise yaklasik olarak 10-15 gramdir. Ideal spermatogenez
icin testis sicaklig1 viicut 1s1sindan 2-3 °C diisiik, yani 34-35 °C’dir.

Testisin, sperm Uretimi ve androjen Uretimi olmak Uzere baslica iki fonksiyonu vardir (Hassan
ve Killick, 2003)

2.2.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonal gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar heniiz disiye veya erkege ait
morfolojik karaktere sahip degildirler (Sadler, 2005). Testisler ve overler; mezoderm epiteli,

embriyonel bag dokusu ve primordiyal germ hucreleri olmak tzere 3 kaynaktan kdken alirlar.



Gelisimin ilk safhalar1 5. haftada, solom epiteli ve embriyonel bag dokusunun

yogunlagmasiyla ortaya ¢ikar. Bu yap1 genital kabarti seklinde bilinir.

Y kromozomunun cinsiyet belirleyen bdlgesinde bulunan testis belirleyici faktor (TBF)
farklanmamig gonadin testis olarak gelisiminde rol oynamaktadir. TBF, gonadal kordonlar1
uyarrr. Farklanmamis gonadin medullanin derinlerine dogru uzanmasini saglar. Kordonlar
dallanarak birbirleriyle anastomoz yapar. Rete testis olusumu goriiliir. Sonraki evrelerde
tunika albuginea, seminifer kordonlar1 yilizey epitelinden aywrir (Hassan ve Killick, 2003;

Sadler, 2005). Fetal testisin seminifer tiblllerinde ¢ogunlukla sertoli hiicreleri olusturulur.

Gelisim sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve dis yiizeyindeki mezoteli olusturur.
Rete testis, duktuli efferentsleri olusturan, 15-20 adet mezonefrik ttbille devam eder. Bu
duktuliler, duktus epididimisi olusturan mezonefrik kanalla baglanir (Moore, 2002). Testis
kordonlar1 pubertede limenleri agilarak seminifer tiibiillere doniisiir. Seminifer ttbtller
kanalize olduktan sonra rete testis tiibiilleriyle birlesir ve duktuli efferentslere girer. (Sadler,
2005)

Seminifer tiballer, interstisyel hiucreleri olusturan mezensimle ayrilir. Leydig hiicreleri
8.haftadan itibaren, androjenik hormonlar1 salgilar. Testisler genital kanal ve dis genital

organlar1 etkilemeye baslarlar (Moore, 2002; Sadler, 2005)

2.2.3. Testis Histolojisi

Testisler, scrotumla testis arasinda yer alan 3 tabakali kapsul bir yapi ile sarihidir. Bu
tabakalar distan ige dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskiilozadir.
Fibromiiskiiler bag dokusu yapisinda olan tunika albuginea, testisin posteriyor yiizeyi

boyunca kalinlasir ve iceriye dogru mediastinum testis olarak uzanir.

Kan ve lenf damarlari, genital bosaltim kanallar1 testise giris ve ¢ikista mediastinumun
icinden geger. Her bir testisi, kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlarla yaklasik

250-300 adet piramidal sekilli lobtllere bolerler (Junqueira, 2006; Ross ve Pawlina, 2006).

Lobullerin her biri 1-4 aras1 sayida seminifer tiibiil i¢erir. Lobiiller i¢erisinde yer alan kivrimli

tiibiillerin son kisimlar1 mediastinum bdlgesinde kisalip diizleserek tubuli rekti ad1 verilen diiz



tiibiilii olusturur. Bu diiz tiibiiller mediastinum i¢ine girince anastomozlagarak rete testisi
meydana getirir. Rete testis kanallar1 da 10-20 adet duktuli eferents ile epididimisin bas

kismini1 olusturur.
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Sekil 1. Testisin sematik gosterimi (Ross ve Pawlina, 2006).

Seminifer tlbdl; bag dokusu, seminifer epitel ve bir bazal membran tarafindan gevrilidir
(Sekil 1). Icteki katman, diiz kas 6zelligi gosteren myoid hiicreleri icerir (Hassan ve Killick,
2003). Seminifer tiibiil duvar1 ¢ok kath bir epitelle doselidir. Bu epiteli olusturan hiicreler,

bélinme 6zelligi olmayan Sertoli hiicreleri ile spermatogenik hicrelerdir.

Spermatogenik hucreler 4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir. Diizenli olarak ¢ogalir ve
olgun sperme farklhilagirlar. Seminifer tiibiillerin araliklar1 olduk¢a gevsek bag dokusuyla
doludur (Sekil 2). Bu bag dokuda bol miktarda kan damarlari, lenf damarlari, sinirler ve

testosteronu salgilayan Leydig hiicreleri bulunur (Ross ve Pawlina, 2006).
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Sekil 2. Testis seminifer tiibiil ve interstisyel bag dokusu yapisi (Junqueira, 2006).

2.2.3.1. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatozoo Uretim sirecidir. Spermatogenez sireci, bazal laminanin
hemen Ustiinde yer alan spermatogonyum ile baslar (Junqueira, 2006). Puberteyle birlikte
spermatogonyum hdcreleri mitoz boliinmeyle ¢ogalmaya baslar ve yeni hiicreler olustururlar.
Yeni olusan hiicreler A tipi spermatogonyumlar olarak da adlandirilan kok hiicreler olarak
bélinmeyi strdlrebilir ya da devam eden mitotik sikluslar boyunca farklilagarak B tipi
spermatogonyumlart olustururlar. B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere
farklilagirlar. Primer spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA icerir. Olustuktan
sonra bu hicreler birinci mayoz bolinmenin profaz asamasina girer (Junqueira, 2006). Birinci
mayoz bélinmeden sonra yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) iceren daha Kkulglik
hicreler olan sekonder spermatositler olusur. Sekonder spermatositlerin bolinmesiyle 23
kromozom iceren spermatidler olusur. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz béliinmeler
arasinda S fazi goriilmedigi icin, ikinci boliinmeden sonra hiicrelerdeki DNA miktar1 yariya

iner ve haploid (N) hiicreler meydana gelir (Junqueira, 2006).



2.3 Diyabete Bagh Testis Hasar1

2.3.1 insiilin ve Metabolik Etkileri

Insiilin, pankreas beta hiirelerinden sentezlenen, birbirine disiilfit kdpriileriyle baglanmus
iki aminoasit zincirinden olusan kiiguk bir proteindir. Karbonhidrat metabolizmas1 {izerinde

onemli bir etkisi vardir.

Karbonhidrat metabolizmasiyla birlikte yag ve protein metabolizmasma da etki
etmektedir. Diyabetli hastalarda protein sentez yetenegindeki azalma bir¢ok hiicresel islev
bozukluklarina yol ag¢maktadir. Diyabetli hastalarda mortalite nedeni olan asidoz ve

aterosklerozun ortaya ¢ikmasi yag metabolizmasindaki bozukluklara baghdir.

2.3.2 Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet, oksidatif stresi artiran metabolik bir hastaliktr. Hiperglisemide, oksidatif stres
artmakta, antioksidanlar ise azalmaktadir. Diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin en
onemli nedeninin oksidatif stres oldugu bilinmektedir (Vural ve digerleri, 2001)
Diyabette artan serbest radikaller lipid, protein ve niikleik asitlerle etkileserek hiicrelerde
membran bltiinligiiniin kaybolmasina, proteinlerde yapisal degisiklige neden olmaktadirlar.
Calismalarda serbest oksijen radikallerinin (ROS) ve lipid peroksidasyonunun kardiyolojik
hastaliklar, nérolojik hastaliklar, diyabet, astim, romatolojik hastaliklar gibi bir¢cok hastaligin
patogenezinde rol oynadigini gostermektedir (Altan ve digerleri, 2006).

Diyabetin neden oldugu non-enzimatik glikasyon, dokulardaki oksijen miktarmnin
azalmasi, metabolik stres ve iskemi-reperflizyon sonucu olusan doku hasarinin viicuttaki
antioksidan savunma sistemini azalttig1 ve serbest radikal iiretimini arttirdigi bilinmektedir
(Jangir ve Jain, 2014). Oksidatif stresin, erkek treme disfonksiyon ve anomalileriyle ilgili
diyabetin patofizyolojisinde onemli rol oynadigi bilinmektedir (Jangir ve Jain, 2014). Bu

nedenle diyabetli hastalarin antioksidan sistemlerinin desteklenmesinde fayda vardir.



2.3.3 Diabetes Mellitus ve Erkek infertilitesi

Infertilite giiniimiizde diinya ¢apinda ciftlerin %8-12'sini etkileyen 6nemli klinik bir
problemdir. Tim infertilite vakalarinin yaklasik %40-50'si "erkek faktor(" infertilitesinden
kaynaklanir. Erkeklerin %2 si diisik sperm konsantrasyonu, zayif sperm motilitesi veya
anormal sperm morfolojisi gibi suboptimal sperm parametreleri sergilemektedir (Kumar ve
Singh, 2015).

Infertilite, 1 yil boyunca korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin
olusmamas1 durumudur (Dias ve digerleri, 2014). Ureme islevinin eksiksiz ve sorunsuz olarak
gerceklesebilmesi igin kadinin ve erkegin hormonal, fizyolojik ve anatomik sistemlerinin
birbiriyle uyumlu ¢alismas1 gerekmektedir. Erkegin infertilitedeki etkisi; % 30 olguda tek
basmna, % 20 olguda kadin faktoriiyle birlikte olmak tizere %50 oranindadir (Hassan ve

Killick, 2003). Erkek infertilitesi ¢esitli nedenlere bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Litertirde, DM’nin, testiste dejeneratif ve apoptotik degisikliklere neden olarak
spermatogenezde bozulmaya, bozulmus sperm kalitesine, yliksek oranda niikleer DNA hasarl
spermatozoalara, kan testis bariyerinde degismis glukoz metabolizmasina, testosteron sentez
ve salgisinda erkek infertilitesine sebep oldugu bildirilmistir. Bu degisimlere DM’ye bagi
oksidatif stres ve hormonal degisikliklerin neden oldugu diisiiniilmektedir (Alves ve digerleri,

2013).

Sperm metabolizmasi ve DM, oksidatif stres ile yakindan iliskilidir. Diyabetik
hastalarda genellikle yliksek seviyede oksidatif stres ve dolayisiyla asir1 ROS iiretimi ve
antioksidan savunma diizeylerinde azalma bildirilmistir. Bu kosullar erkeklerin {ireme
potansiyeli icin oldukca tehlikelidir clnki diyabetik bireylerin fertilizasyon kapasitesi,
hipergliseminin neden oldugu yiiksek oksidatif stres seviyelerinden kaynaklanan spermde

artan DNA hasar1 yiiziinden tehlike altindadir.

Glukoz homeostazi, in-vivo spermatogenezin ve spermlerin fertilite kapasitesinin
korunmasi igin ¢ok Onemlidir (Dias ve digerleri, 2014). Testikiler fonksiyonda DM
tarafindan uyarilan bu komplikasyonlar, glukoz homeostazindan sorumlu hormon olan
insiilinin eksikligiyle iliskilendirilmistir. Beyindeki insiilin sinyali iireme fonksiyonunun

diizenlenmesinde dnemli bir rol oynamaktadir (Bruning ve digerleri, 2000).
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Yapilan son ¢alismalar, tip 1 ve tip 2 diyabete sahip geng¢ hasta sayisinda devam eden
bir artig oldugunu gostermektedir. Bu artisin aktif ireme ¢agindaki bir¢ok diyabetli erkegi
etkilemekte, yakin gelecekte DM’ ye bagl fertilite problemlerinin artacaginin gdstermektedir.

2.4. Arahkh Achk

Aclik; enerji igeren yiyecek veya igeceklerin tiiketilmedigi haftada 1-2 glin (tam
kisitlama), enerji ihtiyacinin ciddi kisitlanmasiyla haftada ardisik olmayan 2 giin (popdler 5:2
diyeti, kismi kisitlama) veya zaman kisitlamali beslenme (16/8, 18/6) gibi bircok farkl
sekilde uygulanabilmektedir. (Patterson ve digerleri, 2015).

Aralikli a¢lik uygulamasi metabolik hastalik riskini azaltmanmn etkili bir yoludur.
Kardiyovaskiiler hastalik, bobrek hastaliklari, kanser ve diyabet dahil olmak iizere bircok
morbiditenin gelisimini geciktirdigi veya tamamen Onledigi goriilmektedir (Varady ve

digerleri, 2009).

Hayvan c¢alismalarindan elde edilen sonuglar, aralikli aghigin; viicut agirligi, toplam
kolesterol ve trigliserit, glukoz, insilin, interlokin 6 ve timor nekroz faktori-a
konsantrasyonlarindaki azalmayla birlikte insiilin duyarlihigindaki gelismelerle de iliskili

oldugunu géstermektedir (Rothschild ve digerleri, 2014).

Aralikli aghk daha diisiik aclik glikozu ve insiilin konsantrasyonlar1 ve gelismis glikoz
tolerans1 ile insiilin duyarliligim1 saglar (Trepanowski ve digerleri, 2011). Bu noktada
diyabetin tedavisinde ya da diyebetin neden oldugu komplikasyonlarin hafifletilmesinde

aralikli acligin kullaniminin olas1 pozitif sonuclar1 diisiiniilebilir.

Aralikli aglik, hayvanlarda ve insanlarda artan yasam siiresi ile iliskilendirilmektedir.
Aclik sirasinda mitokondriyal biyogenez ve otofaji artar ve oksidatif stres azalir (Rajpal ve
Ismail-Beigi, 2020).

Aclik uygulamalarmda besin kisitlamasindan farkli olarak ketogenez (yag asidi
oksidasyonu) gelismektedir (Longo ve Mattson, 2014). Kisa siireli aglik ¢alismalarinda lipid
ve glikoz metabolizmasi arasindaki iliski incelenmistir. Yakit kaynagi olarak yag asitlerinin
etkinliginin arttig1 goriilmistiir. A¢hgm ilk 24 saati iginde kan glukozu diizeylerinin diistiigi,

lipolizis ve yag oksidasyonunun onemli Slglide arttigi gosterilmistir (Soeters ve digerlert,
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2012). Aralikli aglik serum leptin diizeyini azaltip, grelini artirmaktadir (Catenacci ve
digerleri, 2016).
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Sekil 3. Aralikli aghigin mekanizmalarindan bazilar1 (BANU Saglik Bilimleri ve Arastirmalari
Dergisi, 2021).

Aralikli acligin mekanizmalardan bazilar1 Sekil 3’te 6zetlenmistir.

Aralikli aglik beslenme yaklasimmin gesitli dokular Uzerinde olumlu etkileri oldugu
gorilmektedir. Bunlar homeostazda gelismeler, doku onarimi ve mitokondriyal biyogenezle
iliskilendirilmektedir (Di Francesco ve digerleri, 2018). Insan ve hayvan calismalarinda
aralikli achigin kan keton diizeylerinde, 6zellikle B-hidroksibutirat seviyelerinde artisa yol
actig1 saptanmigtir (Anton ve digerleri, 2018). Aglik periyodunda, beyin tarafindan siirekli
olarak kullanilan glukozun yerini; yag asitlerinin B-oksidasyonu sonucu karacigerden salian

B-hidroksibiitiirat almaktadir (Cahill ve Veech, 2003).

Aralikli aglik beslenme yaklagiminin diyabetik hastalarda viicut agirligi, kan glikozu,
insiilin duyarliligi, B hiicre yaniti, oksidatif stres gibi parametreleri iyilestirdigi bildirilmistir

(Sutton ve digerleri, 2018).
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Calismamizda aralikli a¢hgmn yol a¢tigt mekanizmalarin  (oksidatif  stres
parametrelerinin iyilesmesi, otofajinin uyarilmasi vb) diyabetik testis hasarinda olasi

iyilestirici etkilerini arastirdik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar

Cahsma kapsaminda Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalinda bulunan mikrotom cihazi, doku takip cihazi, buzdolabi/derin

dondurucu, etiiv kullanildu.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dokularin fikse edilmesi ve takibinde bouin soliisyonu, formaldehit, alkol serileri, ksilol

kullanildi. Tip 2 diyabeti indiiklemek i¢in streptozotosin kullanildi.

3.1.3. Hayvan Materyali

Aralikl aghigm streptozotosin ile indiiklenmis diyabetik farelerdeki testis hasari lizerine
etkisini arastirmak amaciyla, 40+2 gram agirliginda 8-10 haftalik 32 adet Balb-c cinsi erkek
fare (Resim 1) kullanildi. Adnan Menderes Universitesi Etik kurulunca onaylanan
(64583101/2021/057) ¢alismamizda fareler Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan temin edildi. Deney siiresince fareler 12:12 aydinlik/ karanlik
1isiklandirmasi olan, 1s1 (211 °C) ve nemi (%45-65) otomatik olarak ayarlanmis odalarda
tutuldu. Fareler polikarbon seffaf kafeslerde standart fare yemi ile beslenerek ¢esme suyu

verildi.
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Resim 1. Aragtirma kapsaminda kullanilan Balb-c fareler ve deneysel gruplar.

3.2. YOontem

3.2.1. Deneysel Calisma

Calisgmamizda kullanilan 32 adet fare rastgele olarak 4 gruba ayrilmistir. Deney gruplari
asagidaki gibidir;

1.Grup Normal Kontrol (8 fare); Bu gruptaki farelere herhangi bir uygulama
yapilmamuigtir.

2.Grup Sham Grubu (8 fare); Bu grubu olusturan farelere, 4 hafta yiiksek yagl diyet
sonrasi sitrat tamponu 1.p. uygulanmistir.

3.Grup: Diyabetik Kontrol (8 fare); Bu grubu olusturan her bir fareye 4 hafta ylksek
yagli diyet sonrasi tek doz 180 mg/kg STZ i.p. uygulanmistur.

4.Grup: Aralikli A¢lik Uygulanan Diyabetik Fareler (8 fare); 4 hafta yiiksek yagh diyet
sonras1 180mg/kg STZ’nin i.p. uygulanmasi ile diyabet gelisimi teyit edildikten sonra 4 hafta
boyunca giinliik 16 saat aclik, 8 saat beslenme periyodu uygulanmistir. 8 saat beslenme
periyodu ad libitum olarak saglanmis ve besin tiiketimleri 6l¢iilmiistiir. Suya erigimi 24 saat

serbest brrakilmistir.
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3.2.2. Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

Tip 2 diyabetin induklenebilmesi igin deneysel diyabet modeli 2 basamakta

olusturulmustur. Birinci basamak yiiksek yaglh diyet ve ikinci basamak STZ enjeksiyonudur.

3.2.2.1. Kurum i¢i Hazirlanmis Yiiksek Yagh Diyet (%40 Yagh)

Standart fare yemi 0Ozellikleri tablo 1. de gosterilmistir. Caplar1 12-16 mm olan palet yem

degirmende 6giitiiliip tamamen toz haline getirilmistir.

Resim 2. Standart fare yeminin bilesenleri
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Tablo 1. Bil-Yem Laboratuvar Hayvan Yemi Ozellikleri

Kuru Madde (% En az) 88 88 88 88
Ham Protein (% En az) 24 23 17 14
Ham Sclitloz (% En ¢ok) 7 7 15 11
Ham Kiil (% En ¢ok) 8 N 15 10
HCL Coztilmeyen Kik(% En ¢ok) 2 2 2 2

Su (% En ¢ok) 12 12 12 12
NaCl (% En az) 1 1 1 1
Metabolik Enerji (% En az kealkg) 2650 2600 | 2400 2600
Lizin (% En az) 1 1 0.7 5
Sistin (% En az) - 0.6 -
Methionin (% En az) 0.6 0.5 0.5
Ca (En az) 1.0 1.0 12 13
P (En az) 0.9 09 0.8 1.0
Na (En az 0,50 0,50 0,40 0,50
Mangan (% En az) 10 10 8.5 10
Zn (% En az) 4 4 70 4
AMBALAJ (En az kg) 25 25 25 25

Toz haline getirilen standart fare yemine (Resim 2) %40 oraninda hayvansal yag (Resim 3)
eklendi. Su ilave edilerek sekil verildi. Kalorisi ve yag orani artirilmig yiiksek yagl diyet
hazirland1 (Resim 4, Resim 5, Resim 6).

Resim 3. Hayvansal yag
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Resim 4. Toz haline getirilmis standart yem, hayvansal yag ve su ile karistirilan kurum igi

hazirlanmis yiiksek yagli diyet

Resim 5. Yiiksek yagli diyet (%40) pelletleri
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Resim 6. Kafese koyulan pelletlerin goriintisu

3.2.2.2. STZ Enjeksiyonu

4 hafta yiiksek yagl beslenen farelerin viicut agirligina gore tek doz STZ’ nin pH’s1 4,5
olan 0,1M sodyum sitrat tamponunda ¢ozilerek (Resim 7) i.p. verilerek gergeklestirilmistir
(Resim 8). (Teng ve digerleri, 2011). Sitrat tamponu; 0,960615 g sitrik asit (C6H807-H20)
ve 1,4705 g sodyum sitrat dihidrat (C6H507Na3-2H20), 1 litre % 0,09’luk serum fizyolojik

icinde ¢Ozlinerek hazirlanmistir.
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Resim 7. Isiga hassasiyeti nedeniyle karanlik ortamda hazirlanan STZ

STZ uygulamasindan 6nce fareler 12 saat a¢ birakilmistir. Uygulamadan sonra, farelere

24 saat boyunca sekerli su (%10 glukoz soliisyonu) verilmistir. (Kurger ve Karaoglu, 2012)
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Resim 8. Farelere STZ Enjeksiyonu

STZ uygulamasindan 72 saat sonra kuyruk veninden glikometre ile kan glukoz
dizeyleri 6lctldi (Resim 9). Kan glukoz diizeyleri 250 mg/dL ve iistiinde ¢ikan farelerde tip 2
diyabet gelisimi teyit edildi (Kushwaha ve Jena, 2012).
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Resim 9. Farelerin Kuyruk Veninden Glikometre ile Kan Glukoz Olgiimii

3.2.3 Aralikh Achk Beslenme Modelinin Uygulanmas (16/8)

Insan calismalarina benzerligi, uygulanabilirligi ve siirdiiriilebilirligi g6z éniine alinarak
giinde 16 saat aglik 8 saat yeme penceresini igeren bir aralikli aghik modeli uygulandi.
Farelerin yemleri hergiin 17.00’de kafeslerinden alindi (Resim 10). 16 saat boyunca ag
birakildilar. Bu siirecte suya erisimleri serbest birakildi. Takip eden giin 09.00° da miktar1
Olglilmiis ve kaydedilmis olan standart fare yemi kafeslere koyularak beslenme penceresi

baslatildi. Suya erigim 24 saat serbest birakild1.
22



N !
__“;1;\ TERE

Resim 10. Aglik Periyodundaki Fareler

3.2.4. Besin Tiiketim Kaydi

8 saatin sonunda tiiketilen giinlik yem miktar1 her grup i¢in ayri ayri
kaydedildi.

Olctildii ve
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3.2.5. Viicut Agirhklarinin Olgiimii

Baslangigta ve deney suresince farelerin haftalik viicut agirliklari tartildi ve kaydedildi.

3.2.6. Kan Glukoz Olgumii

STZ uygulandiktan 72 saat sonra ve fareleri sakrifiye edilmeden dénce kan glukoz
diizeyleri, kan sekeri Ol¢iim cihazi (glikometre) araciligiyla kuyruk veninden alinan kan

damlaszi ile Olgiildii.

3.2.7. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Alinmasi

Deney sonunda genel anestezi altinda sakrifiye edilen farelerin testisleri alind.
Histopatolojik degerlendirmeler i¢in testisler bouin sollisyonunda 26 saat stireyle fikse edildi.
Rutin takip yontemleri kullanilarak tabloda belirtilen sekilde takip edildi (Tablo 2). Parafin

icerisine gomulda.

Tablo 2. Doku Takip Yodntemi

Bouin Tespiti 26 saat
%70’lik Alkol 1 hafta
% 80’lik Alkol 1 saat

% 90’lik Alkol 1 saat

% 96 - I'’lik Alkol 1 saat

% 96 - I’lik Alkol 1 saat

% 100’lik Alkol 10 dakika
Ksilol | 20 dakika
Ksilol 11 20 dakika
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Parafin | 30 dakika

Parafin 11 1 saat
Parafin 111 1 saat
Bloklama

3.2.8. Testis Agirhklarmin Olgiimii

Farelerin testisleri hassas terazi ile tartildi. Her fare igin ortalama testis agirligi

hesaplandu.

3.2.9. Kan Parametrelerinin Analizi (HbAlc, Testosteron)

Farelerin kalbinden EDTA’ln hemogram tiiplerine alinan kan orneklerinden HbAlc,
biyokimya tiiplerine alinan kan 6rneklerinin serumundan testosteron tayinleri ayni giin i¢inde

yapildi.

3.2.10. Sperm Sayimi

Sperm, sol vaz deferens ve epidimisin 1 mL’lik steril PBS’e sivazlanmasi sonrasi
topland1. (Razavi ve digerleri, 2014). PBS igerisine alinan epididimisin kauda kisimlari
insiilin enjektor uglari ile pargalara ayrildi ve sol vaz deferensler sivazlandi (Resim 12). Bu

islem sonras1 kanallar igerisindeki sperm hiicreleri medyum igerisine dagildi.
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Resim 11. Sperm eldesi amaciyla sivazlanan vaz deferens

Makler sayim diskinde WHO kriteleri gozetilerek motilite degerlendirlimesi yapildi.
Spermiyumlar1 igeren medyum konik dipli steril santrifiij tiiplerine aktarildi ve 9000 G’de 5
dakika santriflij edildi. Santriflij sonras1 slipernatant atildi. Spermiyumlar1 i¢eren ¢ozeltiden
mikropipet yardimiyla 10 ul alinarak lama yayildi. Spermiyum 6rnekleri, Makler kamarasinda
mikroskop altinda incelenerek sperm sayimi yapildi ve bulunan say1 10° ile carpildi. Ayrica
spermiyum Ornekleri motilite agisindan morfolojik olarak degerlendirildi. Daha sonra elde
edilem sperm drnekleri eppendorflara konuldu ve fiksasyon igin 100 ul paraformaldehit (% 4
lik eklendi) ve 10 dk bekletildi. Fiksasyon slresi tamamlaninca pelletlerden yayma preparat
hazirland: ve havada kurutuldu. Daha sonra hematoksilen eozin ile boyama yapildi (Kruger et
al., 1987).
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3.2.11 Kesitlerin Alinmasi ve Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Testis dokularindan mikrotomla (RM2235, Leica, Gemany) 5 um’lik kesitler alind1.
Deparafinizasyon iglemi i¢in bir gece etlivde bekletildikten sonra ksilol uygulanarak parafini
uzaklagtirildi. Dokular azalan alkol serilerinden gegirilerek distile su ile yikandi Sirasiyla
“Harris hematoksilen” ve “eozin G” boyalariyla boyanan dokular artan alkol serilerinden
gecirildi. Ksilole batirilan dokular entellan damlatilarak kapatildi. H-E boyama asamalar1
asagidaki c¢izelgede verildi (Tablo 3). Hematoksilen-eozin ile boyanan doku ornekleri 1sik

mikroskobunda incelendi ve fotograflandi.

Tablo 3. H-E boyama yontemi

Ksilol-I 4 dakika
Ksilol-11 4 dakika
%96’ hk Alkol 1 dakika
%90’ hk Alkol 1 dakika
%380’ hk Alkol 1 dakika
%70’ hk Alkol 1 dakika
Distile su 2 dakika
HEMATOKSILEN 4 dakika
Cesme Suyu 4 dakika
Eosin 5 dakika
%70’ hk Alkol 1 dakika
%80’ hk Alkol 1 dakika
%90’ hk Alkol 1 dakika
%96’ hk Alkol 1 dakika
Ksilol-I 4 dakika
Ksilol-11 4 dakika
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3.2.12. istatistiksel Analiz

Calismada incelenen siirekli degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadiklar:
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren siirekli degiskenler aritmetik
ortalama+ standart sapma; normal dagilim gostermeyen siirekli degiskenler ise ortanca
(minimum-maksimum) seklinde ifade edildi. Normal dagilim gosteren siirekli degiskenlerin
karsilastirilmasi i¢in One-way ANOVA testi ve uygun post-hoc analizleri; normal dagilim
gostermeyen siirekli degiskenlerin karsilastirilmasi igin ise Kruskal Wallis H testi ve uygun
post-hoc analizleri kullanilds. Istatistiksel analizler SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programi kullanilarak yapildi. Tiim degerlendirmeler i¢in p<<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Farelerin Vicut ve Testis Agirhklarinin Olciimii ve Karsilastirilmasi

Kontrol ve deney gruplarindaki farelerin viicut agirliklar1 deneye baslamadan once,
deney stiresince her hafta ve deney sonunda 6l¢iilmiistiir. Farelerin deney oncesi Olgiilen ilk
viicut agirhiklar1 ve sakrifikasyon dncesi 6l¢lilen son viicut agirliklar1 Tablo 4°te gosterilmistir.
Kontrol, sham, DM ve DM+AA gruplarmin ilk viicut agirhiklar: arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir (p=0.470) (Sekil 4). Olgiilen son viicut agirhiklar1 agisindan
ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001). DM ve
DM+AA gruplarindaki farelerin son viicut agirliklar1 kontrol grubundaki farelere goére anlamli

sekilde diisiik olarak olgiilmiistiir (Sekil 5).

Calismaya dahil edilen fareler sakrifiye edildikten sonra testis agirliklar1 ol¢iilmiis ve
her fare icin ortalama testis agirhig1 hesaplanarak bu degerler Tablo 4’te verilmistir. Gruplar
arasinda testis agirliklar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur
(p<0.001). Buna gore, DM ve DM+AA gruplarindaki farelerde testis agirliklar1 kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha diisiik saptanmistir. Bununla birlikte, DM+AA grubundaki
farelerin testis agirliklar1 ise DM grubuna kiyasla anlamli bi¢imde daha yiiksek bulunmustur
(Sekil 6).

Tablo 4. Farelerin viicut ve testis agirhiklarinin karsilagtirilmasi.

Parametre Kontrol Sham Grubu DM Grubu DM+AA P
Grubu (n=8) | (n=8) (n=8) Grubu (n=8) Degeri

Ik VA (gr) 40.00 (36.00- | 38.00 (34.00- |41.00 (36.00- |40.00(35.00- |0.470
43.00) 44.00) 44.00) 44.00)

Son VA (gr) 47.00 (42.00- | 46.00 (41.00- | 35.50(32.00- | 36.50 (33.00- | <0.001
51.00) 51.00) 40.00)2 42.00)? *

VA Degisimi | 18.83 (12.82- | 20.29 (15.00- | -10.23 [(- -5.42 [(-2.78)- | <0.001

(%) 21.62) 25.71) 4.88)- (- (-12.50)]2 *
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16.67)F

TA (gr) 0.20 (0.18- | 0.20 (0.18- 0.10 (0.08- 0.12 (0.11- <0.001
0.23) 0.22) 0.12) 0.16)2P *

Rélatif TA (%) | 0.42 (0.37- | 0.44 (0.35- 0.27 (0.23- 0.33 (0.30- <0.001
0.51) 0.54) 0.31)? 0.39)° *

TA, testis agirhigi; VA, viicut agirligi.

*p<0.05, istatistiksel anlamlilig1 belirtir.

4p<0.05 vs. kontrol grubu, p<0.05 vs. DM grubu

Farelerin testis agirliklar1 ve son viicut agirliklart kullanilarak hesaplanan rolatif testis

agirliklar1 agisindan da gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu bulunmustur (p<0.001).

Rolatif testis agirligimin DM kontrol grubunda ve DM+AA gruplarma kiyasla anlamli sekilde

daha diistik oldugu goriilmiistiir. DM+AA grubunda rolatif testis agirligi kontrol grubuna gore

daha diisiik olmasina karsin, bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (Sekil

7).
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Sekil 4. Farelerin ilk viicut agirliklarinin dagilimini gosteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir ( p=0.470).
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Sekil 5. Farelerin son viicut agirliklarinin dagilimini gésteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir ( p<0.001).
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Sekil 6. Farelerin testis agirliklarmin dagilimini gosteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir ( p<0.001).
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Sekil 7. Farelerin rolatif testis agirliklarinin dagilimini gésteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir ( p<0.001).

4.2 Farelerin Kan Glukozu, HbAlc Diizeyleri ve Besin Tiiketim Miktarlarimin Olgiimi

ve Karsilastirilmasi

Calisma gruplarindaki farelerin kan glukoz diizeyleri Tablo 5’te gosterilmistir. Farelerin
kan glukoz diizeyleri DM ve DM+AA gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli sekilde daha
yiiksek olarak olglilmiistiir (p<0.001) (Sekil 8). DM+AA grubunda kan glukoz dizeylerinin
DM grubuna gore bir miktar daha diisiik oldugu goriilmiistiir; ancak bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir.
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HbAlc duzeylerinin gruplar arasinda anlamli farklilik gosterdigi saptanmistir

(p=0,001). DM ve DM+AA gruplarinda HbAlc diizeyi kontrol grubuna gore anlamli sekilde

yiksek olarak bulunmustur. DM ve DM+AA gruplart karsilastirildiginda ise, DM+AA

grubunun HbA1c¢ diizeyinin DM grubuna kiyasla daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 9).

Farelerin haftalik ortalama besin tiiketim miktarlar1 da Tablo 5’te verilmistir. Farelerin

bazal (Sekil 10) ve 1. hafta besin tiiketim miktarlar1 gruplar arasinda benzer olarak

Olglilmiistiir (swrasiyla p=0.666 ve p=0.050). Buna karsin, 2. ve 3. haftalardaki besin tiiketim

miktarmin DM grubunda (sirasiyla p=0.001 ve p<0.001); 4. haftadaki besin tiiketim

miktarmin ise hem DM hem de DM+AA gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak

daha disiik oldugu goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 11).

Tablo 5. Farelerin kan glukoz ve HbAlc diizeyleri ile haftalik ortalama besin tiiketim

miktarlarinin karsilastirilmasi.

Parametre Kontrol Grubu | Sham Grubu DM Grubu DM+AA P
(n=8) (n=8) (n=8) Grubu (n=8) Degeri

Kan glukoz 162.50 176.00 425.00 365.50 <0.001*

dizeyi (135.00- (165.00- (386.00- (312.00-

(mg/dL) 199.00) 211.00) 496.00)? 430.00)2

HbAlc 5.95 (5.60- 6.05 (5.80- 8.55 (7.90- 7.25 (6.80- 0.001*

Dizeyi (%) 6.10) 6.30) 8.90)? 8.00)20

Besin 10.00 (9.00- 9.50 (8.00- 10.00 (9.00- 10.00 (9.00- 0.666

tiketimi (0. 12.00) 11.00) 12.00) 13.00)

Hafta)

(gr/hafta)

Besin 10.50 (9.00- 10.00 (8.00- 9.00 (8.00- 10.00 (9.00- 0.050

tiketimi (1. 12.00) 12.00) 11.00) 12.00)

Hafta)

(gr/hafta)

Besin 11.00 (10.00- | 11.00 (10.00- | 9.00 (7.00- 9.00 (8.00- 0.001*

tiketimi (2. 13.00) 14.00) 10.00)? 11.00)

Hafta)
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(gr/hafta)

Besin
tiketimi (3.
Hafta)
(gr/hafta)

11.00 (10.00-
14.00)

12.00 (11.00-
15.00)

8.50 (6.00-
10.00)?

9.00 (7.00-
11.00)

<0.001*

Besin
tiketimi (4.
Hafta)
(gr/hafta)

12.00 (11.00-
14.00)

12.50 (12.00-
15.00)

8.00 (6.00-
9.00)?

8.50 (7.00-
10.00)?

<0.001*

*p<0.05, istatistiksel anlamlilig1 belirtir.

4p<0.05 vs. kontrol grubu, ®p<0.05 vs. DM grubu

500,00 _|_

400,00 T
- 1
=
—
=]
E
L
=
Q@
N -
g 300,00
M
o
o
=
U]
| =
V;

200,007 T

—r—
100,00
T T T T
Kantral Sham D D+ A

Grup

Sekil 8. Farelerin kan glukoz diizeylerinin dagilimini gésteren grafik.
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Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir ( p<<0.001).
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Sekil 9. Farelerin HbAlc Diizeylerinin Dagilimini Gosteren Grafik

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmustir (p=0.001%).
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Sekil 10. Farelerin bazal besin tiiketim miktarlarinin dagilimimi gésteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir ( p=0.666).
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Sekil 11. Farelerin 4. hafta besin tiiketim miktarlarinin dagilimini1 gésteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001).
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4.3 Histopatolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Resim 12. Kontrol grubu testis kesitinin goranimi (H&E)
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Resim 13. Kontrol grubu testis kesitinin géranimi (H&E)

Kontrol grubundaki farelerin testis kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde (Resim
13, Resim 14) seminifer tiibiillerin diizenli ve siki bicimde yerlestigi, seminifer tiibiil
epitelinin normal kalinlikta oldugu ve epitel icerisinde gelisimin farkli evrelerindeki ¢ok
sayida spermatojenik seri hiicresinin ve bunlarm arasinda yer alan sertoli hiicrelerinin oldugu

goruld.

Spermatojenik hicreler spermatogonyumlar, primer spermatositler, spermatidler ve
spermatozolardan olugmaktaydi. Spermatogonyumlar, saglam ve diizenli bazal membran
tizerinde yerlesmis kiigiik yuvarlak hiicreler olarak ayirt edilmekteydi. En biiyiik hiicreler,
biiyiikk yuvarlak niikleuslar1 olan primer spermatositlerdi. Spermatidler, yuvarlak nukleuslu,
limene dogru yerlesik kiiciik yuvarlak hiicreler seklinde goriilebilmekteydi. Spermatozoalarin
bas kismi yogun sekilde boyanmisti ve seminifer tiibiil limenine yakin konumda

yerlesmislerdi.
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Sertoli  hiicreleri, spermatojenik hiicreler arasinda uzun hiicreler olarak
goriilebilmekteydi. Seminifer tiibiillerin bazal membraninin dis kisminda miyoid hiicreler
olarak isimlendirilen diz kas-benzeri hucreler gorildi. Seminifer tiibiiller arasindaki
intersitisyel alanda kan damarlar1 ve kiiglik kiimeler halinde diizenlenmis Leydig hiicreleri

ayirt edilebilmekteydi.

Resim 14. Sham grubu testis kesitinin gérinimi (H&E)
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Resim 15. Sham grubu testis kesitinin gorinimi (H&E)

Sham grubundaki yiiksek yagli diyetle beslenen farelerde testis kesitlerinin (Resim 15,
Resim 16) histolojik incelemesinde seminifer tiibiill duvarindaki spermatojenik seri
hiicrelerinin kontrol grubuna kiyasla daha diizensiz yerlestikleri goriildii. Bu mindr farklilik

disinda sham grubundaki farelerin testis yapilarmin kontrol grubu ile benzer oldugu saptandi.
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Resim 16. DM grubuna ait testis kesitinde ok ile gosterilen vakuol.

Resim 17. DM grubuna ait testis kesitinde ok ile gosterilmis limene dokiilmiis hiicreler
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Resim 18. DM grubuna ait testis kesitinde limeninde hi¢ spermatozoa olmayan ok ile

gosterilmis tiibiil ve yildiz ile gosterilmis vakuol.
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Resim 19. DM grubuna ait testis kesitinde limeninde hi¢ spermatozoa bulunmayan seminifer
tabdller.
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Resim 20. DM grubuna ait testis kesitinde ok ile gosterilen vakuoller ve yildiz ile gosterilen

Iimeni kaplayan bir Kkitle halinde gézlemlenen spermatojenik hiicreler.

DM grubundaki farelerin testis kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, kontrol ve
sham gruplarma kiyasla belirgin doku hasar1 gozlendi. Seminifer tiibiillerin kan damarlari,
odem ve birka¢ Leydig hiicresi igeren genis interstisyel alanlar ile birbirinden ayrildig:
goriildii. Ayrica seminifer tiibiilerin duvar kalinhigmnin da belirgin sekilde azaldigi ve
seminifer tiibiil duvarinda sitoplazmik vakuolizasyonlar (Resim 17, Resim 21) iceren birkac
kat spermatojenik seri hiicresinin bulundugu izlendi. Bazi seminifer tiibiillerde spermatojenik
hicrelerin limene dokildigii (Resim 18) ve liimende hiicre gruplari olusturdugu da saptandi.
Resim 19 ve Resim 20’ de limeninde hi¢ spermatozoa bulunmayan seminifer tubiller

gosterilmistir.
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Resim 21. DM+AA grubu testis kesitinin gérinimi
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Resim 22. DM+AA grubu testis kesitinin gérinimi
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Resim 23. DM+AA grubu testis kesitinin gérinimi
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Resim 24. DM+AA grubu testis kesitinin gérinimi

DM+AA grubundaki farelerin testis kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde DM
grubuna kiyasla belirgin iyilesme/diizelme oldugu gozlendi (Resim 22, Resim 23). Seminifer
tiibiillerin belirgin interstisyel alanlar ile birbirlerinden ayrilmis olmalarina karsin; seminifer
duvar kalmliginm DM grubuna gore belirgin artmis oldugu goriildii. Ayrica seminifer tiibiil
epitelinin daha diizenli bir goriiniime sahip oldugu, spermatojenik hiicre tabakalariyla doseli
oldugu ve liimenlerinde ¢ok sayida sperm igerdigi; daha az sayida tiibiiliin dejenere

spermatojenik hiicre i¢erdigi gézlendi (Resim 24, Resim 25).
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4.4. Sperm Parametrelerinin ve Serum Testosteron Duzeylerinin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarindaki farelerin sperm kalitesini belirlemek amaciyla semen analizi
yapilmis ve farelerin sperm sayilari, motiliteleri ve morfolojik olarak anormal sperm oranlari

degerlendirilerek; elde edilen bulgular Tablo 6’da gdsterilmistir.

Farelerin sperm sayilar1 karsilastirildiginda DM ve DM+AA gruplarinda sperm
sayilarmin kontrol grubuna gore anlamli sekilde daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p<<0.001).
Buna ek olarak, DM+AA grubundaki farelerde sperm sayisinin DM grubuna gére anlaml1

olarak daha yiiksek oldugu da saptanmustir (Sekil 12).

Gruplar sperm motilitesi ag¢isindan karsilastirildiginda ise DM ve DM+AA gruplarinda
hareketli sperm oraninin kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu bulunmustur
(p<0.001). Ayrica, DM grubunda hareketli sperm oraninin DM+AA grubuna kiyasla da
anlamli bigimde diistik oldugu gorilmiistir (Sekil 13).

Yapilan semen analizi sonucunda anormal morfolojiye sahip sperm oraninin da gruplar
arasinda anlaml farklhilik gosterdigi saptanmistir (p<0,001). DM ve DM+AA gruplarinda
(Resim 28, Resim 29) anormal morfolojiye sahip sperm orani kontrol grubuna (Resim 26)
gore anlamli sekilde yiiksek olarak bulunmustur. DM ve DM+AA gruplar1 karsilastirildiginda
ise, DM grubunda anormal morfolojiye sahip sperm oraninin daha yiiksek oldugu gorilmiistiir

(Sekil 14).

Gruplar serum testosteron diizeyi acisindan karsilastirildiginda ise DM ve DM+AA
gruplarinda serum testosteron diizeyi kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu
bulunmustur (p=0.002*). Ayrica, DM+AA grubunun serum testosteron diizeyi DM grubuna
kiyasla da anlamli bi¢imde yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 15).

Tablo 6. Farelerin sperm parametrelerinin ve serum testosteron diizeylerinin karsilagtirilmasi

Parametre Kontrol Sham Grubu DM Grubu DM+AA P

Grubu (n=8) | (n=8) (n=8) Grubu (n=8) Degeri
Sperm sayisi 37.00 (34.00- | 34.00 (30.00- | 14.00 (11.00- | 24.50 (18.00- | <0.001*
(x10%/mL) 42.00) 39.00) 21.00)? 31.00)3°
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Sperm 68.31 (64.10- | 67.41 (56.41- | 21.43(12.50- | 41.80(36.00- | <0.001*
motilitesi (%) | 77.14) 74.19) 30.77)? 47.37)*b

Anormal 17.50 (13.00- | 19.00 (15.00- | 54.00 (44.00- | 32.50 (24.00- | <0.001*
sperm 22.00) 24.00) 66.00)? 40.00)P

morfolojisi

(%)

Serum 5.73 (5.22- 5.68 (4.93- 2.89 (2.55- 3.84 (3.54- 0.002*
Testosteron 6.48) 6.14) 3.03) 4.50)*P

Dizeyi

(ng/mL)

*p<0.05, istatistiksel anlamlilig1 belirtir.

p<0.05 vs. kontrol grubu, p<0.05 vs. DM grubu

Resim 25. Kontrol grubu spermleri
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Resim 26. Sham grubu spermleri

Resim 27. DM Kontrol grubu spermleri
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Resim 28. DM+Aralikli aglik grubu spermleri
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Sekil 12. Farelerin sperm sayilarinin dagilimini gosteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001).
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Sekil 13. Farelerin hareketli sperm oranlarimin dagilimini gésteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001).
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Sekil 14. Farelerin anormal morfolojiye sahip sperm oranlarinin dagilimini gésteren grafik.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001).
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Sekil 15. Farelerin Serum Testosteron Diizeyleri Dagilimini1 Gosteren Grafik

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir ( p=0.002).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada streptozotosin ile indiiklenmis diyabetik fare modelinde aralikli ag¢ligin
yapisal testis hasari, sperm ve kan parametreleri lizerindeki etkileri incelenmistir. Testis
dokulari, sperm ve kan parametrelerinde diyabet grubuna kiyasla belirgin iyilesme/diizelme
oldugu goézlenmistir. Seminifer duvar kalmliginin diyabet grubuna gore belirgin artmis
oldugu, seminifer tiibiil epitelinin daha diizenli bir goriiniime sahip oldugu, spermatojenik
hiicre tabakalariyla doseli oldugu ve liimenlerinde ¢ok sayida sperm igerdigi; daha az sayida
tubdlin dejenere spermatojenik hiicre igerdigi gozlenmistir. Sperm sayist ve motilitesinde
anlamli bir artis ve anormal morfolojiye sahip sperm sayisinda azalma goriilmiistiir. Serum
testosteron diizeyinde de diyabetik gruba kiyasla aralikli aglik grubunda anlamli bir artis

saptanmistir. HbAlc diizeyi aralikli aclik grubunda daha diisiik bulunmustur.

Hayvan deneyleri ve diyabetik hastalarda yapilan c¢alismalarda erkek dreme
potansiyelinde endokrin bozukluklar, ndropati ve artmis oksidatif stresi iceren diyabete bagli
degisikliklerden sorumlu molekiiler mekanizmalar arastirilmistir (La Vignera ve digerleri,
2012). Bu ¢alismalarda diyabetin erkek tireme fonksiyonlarinda DNA hasarli spermlere neden
olarak sperm kalitesinde bozulmaya, azalmis sperm motilitesi ve semen hacmine neden
oldugu, ayrica diisiik testosteron diizeyleri ve testikller disfonksiyon gibi olumsuz etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (Alves ve digerleri, 2013; Dias ve digerleri, 2014; Jangir ve Jain,
2014). Streptozotosin ile deneysel diyabet modelinin olusturuldugu c¢alismalarda, diyabetik
hayvanlarin agirliklarinin ilerleyen giinlerle birlikte anlamli bir sekilde azaldigi bildirilmistir
(Ballester ve digerleri, 2004; Khaki ve digerleri, 2010). Diyabetik hayvanda viicut agirliginin
protein ve lipidlerin yikilmasi, terleme ve asir1 idrar atilimiyla olusan dehidratasyon sonucu
azaldig1 diistiniilmektedir. Caligmamizda da literatiirle uyumlu sekilde diyabet gruplarinin
viicut agirhigmin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi saptanmustir. Testis agirhiginda
azalma, seminifer tibul yapisinda bozulmayla birlikte seminifer tiibiillerde atrofi ve
spermatogenik seri hiicrelerinde azalmalarin goriildiigii bildirilmistir (Kanter ve digerleri,
2012; Ramalho-Santos ve digerleri, 2008). Calismamizda literatiirlere paralel olarak diyabet
grubunu olusturan farelerin testis doku kesitlerinde kontrol grubuna kiyasla histopatolojik
olarak; seminifer tiibiillerde sekil bozukluklari, bazal membranlarda bozulmalar, gelisimini

tamamlayamadan tdbdl limenine dokilen hicreler, hucresel vakuolizasyonlar, tibul
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limeninde daralmalar, germinal epitelde organizasyon bozuklugu ve tiibiillerin etrafin1 saran
bag dokuda yer yer kalinlagsmalar gézlenmistir. Bazi seminifer tiibiillerin limeninde hig
spermatozoa yoktu veya ¢ok az sayida vardi. Seminifer tiibiiller kan damarlari, 6dem ve
birka¢ Leydig hiicresi i¢eren genis interstisyal alanlar ile birbirinden ayriliyordu. Birkag
seminifer tiibillde spermatojenik hiicreler sayica artmig ve liimeni kaplayan hiicre gruplari
halinde gbzlemlenmistir. Karsilastigimiz bu histopatolojik bulgular, daha 6nce yapilmis pek

cok calisma ile paralellik gostermektedir.

Aralikli aglik grubumuzda streptozotosin enjeksiyonu sonrasi 4 hafta aralikli aglik
(16/8) beslenme protokolii uygulanmustir. Literatlirde aralikli aglik uygulanan hayvanlarda
genellikle beslenme periyodunda tika basa yiyerek kendilerini aglik periyoduna dolu
hazirladiklar1 ve viicut agirhigini kaybetmemeye calistiklart goriilmiistiir (Trepanowski ve
digerleri, 2011). Bu durum bizim g¢alismamizla da uyumludur. Diyabetik kontrol grubu,
aralikli aglik grubuna gore daha fazla agirlik kaybetmistir. Bu durum ayn1 zamanda aralikli
aclik grubunun kisith beslenmesine ragmen besin tiiketimi ad libitum olarak saglanan
diyabetik kontrol grubuna gére bazi haftalar kismen daha fazla besin tlketimi géstermesini
desteklemistir. Insanlarda yapilan aralikli aghk ¢alismalari da benzer sonucu gdstermistir.
Beslenme periyodunda normalin {izerinde tika basa besin tiiketimi sonucunda aralikli agligin
uygulanmadig1 gilinlere kiyasla tiiketilen kalori miktarinda kismi azalma ile kilo kaybinda

azalmalar olabildigi goriilmistiir. (Heilbronn ve digerleri, 2005)

Literatirdeki hayvan c¢alismalarindan elde edilen sonuglar aralikli a¢lik beslenme
yaklasiminin; viicut agirhigi, toplam kolesterol ve trigliserit, glukoz, insiilin, interlokin 6 ve
tumor nekroz faktori-o konsantrasyonlarindaki azalmalarin yani sira insiilin duyarliligindaki

gelismelerle iligkili oldugunu géstermektedir (Rothschild ve digerleri, 2014).

Aclik, karaciger glikojen rezervinin bitmesine, yag asitlerinin yag dokusu ve
karacigerde P-oksidasyonun uyarilmasiyla keton iiretiminin (B-hidroksibiitirat) artmasina
neden olur. NAD+ sirtuinlerin deasetilaz aktivitesinin aktivasyonuyla otofaji meydana gelir
ve oksidatif stres azalir (Rajpal ve Ismail-Beigi, 2020).

Bizde ¢alismamizda oksidatif hasar1 baskilamak, otofajiyi indiiklemek, inflamasyonu ve
apoptozu baskilamak gibi yolaklar iizerinden testislerdeki diyabete bagh hasar olusumunu

hafifletebilmeyi, sperm kalitesini artirabilmeyi amagladik.
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Aralikl aglik ile tedavi edilen grubun testis kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde
iyilesme/diizelmeler oldugu gozlenmistir. Bazi seminifer tiibiillerin diizenli bir gdriinime
sahip oldugu, spermatojenik hiicre tabakalariyla doseli oldugu ve liimenlerinde ¢ok sayida
sperm igerdigi, daha az sayida tiibiiliin dejenere spermatojenik hiicre icerdigi gdzlenmistir.
Seminifer tabuller ve germinal epitelde diyabetik gruba gore kismi iyilesmeler kaydedilmistir.
Spermatojenik seri devam etmis, spermatidler olusmus, sperm hiicreleri goriilmiistiir. Kontrol
grubuna kiyasla diyabetik grubun ortalama leydig hiicre sayisinda dnemli bir azalma varda.
Aralikl aglik ile tedavi edilen grupta diyabetik gruba kiyasla ortalama Leydig hiicre sayisinda
artiy gozlenmistir. Sperm sayist ve motilitesinde artig, anormal morfolojiye sahip sperm
oraninda azalma gozlenmistir. Testosteron diizeylerinde de diyabetik gruba kiyasla anlamli bir

artig s0z konusudur.

Elde ettigimiz sonuglara gore aralikli aglik beslenme yaklasimi diyabete bagli testis
hasar1 ve erkek infertilitesinin tedavisinde olumlu sonuglar ortaya koymustur. Gelecekteki

calismalar, disi infertilitesinde beslenme yaklagimlarinin etkilerini incelemelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonuglar

Diyabetik farelerde viicut ve testis agirliklarinda belirgin diisiis gozlendi. En fazla
vicut ve testis agirlik kayb1 diyabetik kontrol grubunda goriildi.

Farelerin kan glukoz dizeyleri diyabet ve diyabet+aralikli aglik gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli sekilde daha yiiksek olarak ol¢giilmiistiir. Diyabet+Aralikli aghk
grubunda kan glukoz diizeylerinin diyabet grubuna gore bir miktar daha diisiik oldugu
goriilmiistiir; ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

HbAlc diizeyi diyabetik gruba kiyasla aralikli aclik grubunda anlamli sekilde daha
diistik olarak Ol¢tilmiistiir.

Aralikli aghik grubunda diyabet grubuna kiyasla testis dokular1 ve sperm
parametrelerinde belirgin iyilesme/diizelme oldugu gozlendi.

Diyabetin neden oldugu azalan sperm sayis1 ve motilitesinde aralikli a¢lik beslenme
yaklasimu ile artis saptandi. Anormal morfolojiye sahip sperm oran1 azald1.

Diyabetik farelerin serum testosteron diizeylerinde belirgin diistis gbzlendi.
Diyabet+Aralikli ag¢lik grubunun serum testosteron diizeylerinde diyabet grubuna

kiyasla anlamli bir artis s6z konusudur.

Sonuglar aralikli aglik beslenme yaklasimmin diyabete bagh erkek infertilitesinde

tedaviyi destekleyebilecek alternatif bir yontem olabilecegini gostermistir.
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