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OZET

AGOMELATIN VE GALLIK ASIT’IN STREPTOZOTOZIN (STZ) iLE
INDUKLENMIS DIYABETIK SICAN  EPIDIDIMISLERINDEKI

OKSIDATIF STRES UZERINE ANTIiOKSIDAN ETKIiSi

Oksidatif stres, Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) artisi ve antioksidanlarin
miktarindaki azalmaya bagl olarak viicutta serbest radikallerin olusmas1 demektir.
Bu durum dokularda hasara yol acar. Diyabetli canlilarda da serbest radikallerin
aci8a ¢ikmast sonucu oksidatif stres gozlenir. Oksidatif stresin bir¢ok dokuda oldugu
gibi epididimis fonksiyonunu da olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu baglamda

Oksidatif stres tedavisinde kullanilan maddelere antioksidan maddeler denir.

Projede oksidatif strese antioksidan madde olarak Agomelatin (Ago;16 mg/kg) ve
Gallik Asit (Gal; 20 mg/kg) gavaj uygulamasiyla verilmis ve epididimis dokusu
izerine olan etkileri incelenmistir. Calisma 21 giinliik siiregte tamamlanmis olup 28
sigan her grupta 7 sigan olmak tizere rasgele su 4 gruba ayrilmistir: 1- Kontrol grubu,
2- Streptozotosin (STZ) (50mg/kg) ile indiiklenmis Diyabet grubu, 3- Diyabet +
(16mg/kg) Agomelatin grubu, 4- Diyabet + (20 mg/kg) Gallik Asit grubu.

Siire sonunda alinan epididimis dokular1 rutin 151k mikroskop yontemlerinde analiz
edildi. H.E ve PAS ile yapilan boyamalarda epididimislerde, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda diyabet grubunda stereosilyada dejenerasyon, bazal membran
kalinlagsmas1 ve interstisyel alanda yapisal degisiklikler gozlenmistir. Tedavi
grubundaki dokularin kontrole yakin diizeyde oldugu saptanmaistir. Diyabetli gruptaki
dokuda iNOS, FN, Tnf-a ve Vegf ekspresyonunda kontrol grubuna gore artis oldugu
gorilmiistiir. Tedavi gruplarinda ise ekspresyonun diyabetli gruba gore daha zayif ve
kontrol grubuna yakin oldugu tespit edilmistir. TUNEL boyama sonuglarinda da
diyabetli grupta apoptotik hiicre kontrol grubuna gore artis gosterirken, tedavi

grubundaki apoptotik hiicrelerde azalma oldugu saptanmustir.



Sonug olarak, diyabetin epididimis dokusunda olusturdugu yapisal dejenerasyona,

Agomelatin ve Gallik Asidin koruyucu etikisi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Oksidatif Stres, Epididimis, Fibronektin,
INOS, TNF-a, VEGF



ABSTRACT

ANTIOXIDANT ROLE OF AGOMELATINE AND GALLIC ACID ON
OXIDATIVE STRESS IN STZ-INDUCED DIABETIC RAT EPIDIDYMIS

Oxidative stress emerges from an imbalance between production of reactive oxygen
species and reduiction in antioxidants. This leads to a damage in tissues. Oxidative
stress also occurs in patients with diabetes. it is known that oxidative stress affects
epidiymis function in addoition to other tissues. Agents that are used to traet

oxidative stress are called antioxidants.

In this project, agomelatin (Ago; 16 mg/kg) and gallic acid (Gal; 20 mg/kg) are given
by oral gavage as antioxidants and their effects on epidiymis have been investigated.
We have completed this study in 21 days in which 28 rats were divided into 4 groups
consisting of 7 rats: 1- control group; 2- streptozotocin (50 mg/kg) diabetes group, 3-
Streptozotocin (50 mg/kg) + Agomelatin (16 mg/kg), 4- streptozotocin (50 mg/kg) +
gallic acid (20 mg/kg).

Tissues that are obtained from all experimental groups were examined via light
microscopy. In daibetic animals degemeration in stereocilia, basal membrane
thickening and structural changes in interstitial region have been observed. No
statistical difference has been observed between controls and the treatment groups. In
diabetic animal epidydmis the expressions of Fibronectin, iNOS, TNF-a and VEGF
have been found to be increased. The expression of these parameters have been
found to be weaker than controls and stronger than diabetic animals in treatment
groups. The number of apoptotioc cells were shown to be significantly elevated in
diabetic animals compared to both controls and treatment groups where treatment
regimens appeared to decrease the apoptotoic cells as ascertained by TUNEL.

As a result, Agomelatine and Gallic acid’s protective effects was observed at the

structural form of diabetes in the epididymis tissue degeneration.

Keywords: Diabetes Mellitus, Oxidative Stress, Epididymis, Fibronectin, iNOS,
TNF-a, VEGF
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1.BOLUM

1.1. GIRIS VE AMAC

Viicutta bircok reaksiyonda rol oynayan oksijen elementi, aerobik
organizmalar i¢in dnemli bir molekiil ve yasam i¢in vazgecilmezdir. Viicut siirekli
bir sekilde enerji iiretim islemlerinin bir pargasi olarak oksijenle reaksiyona girer ve
molekiillerin oksidasyonu ve indirgenmesi gergeklesir. Reaksiyonun sonrasinda
tiretilen serbest radikallerin, organizmada var olan veya diyetle alinan
antioksidanlarla dengelenememesi durumunda oksidatif stres meydana gelir.
Oksidatif stresin hiicrenin 6nemli kisimlarinda geri doniisiimsiiz hasarlara neden
olabilmesiyle insan saglig iizerindeki olumsuz etkileri dnemli bir arastirma konusu
haline gelmistir. Basta kanser olmak iizere, kalp-damar hastaliklari, seker hastaligi,
beyin bozukluklar1 (Alzheimer, Parkinson ) ve akciger hastaliklar1 gibi hastaliklara

yol acar (122, 124, 125, 128, 129).

Diabetes Mellitus (DM), karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
kronik bir bozukluktur. Insiilin yetersizligine bagh olarak gelisen, yiiksek kan sekeri
(hiperglisemi) ile karakterize bir hastaliktir. DM un etkileri ¢esitli organlarda uzun
siireli hasar, fonksiyon bozuklugu ve yetersizligi igerir. Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gore diinyada 220 milyondan fazla insan diyabetlidir ve yine yapilan
tahminlere gore diyabete bagli Oliimler 2005 ve 2030 yillar1 arasinda ikiye
katlanacaktir ve 2025 yilinda tiim diyabetiklerin sayis1 300 milyon olacaktir (73, 74,
80, 82, 83, 84, 102).

Yapilan caligmalarda hiperglisemiden dolay1r serbest oksijen radikallerinin
arttig1 goriilmiistiir. Uzun siireli hiperglisemi sebebiyle hiicre disindaki proteinlerin
nonenzimatik glikasyonuna bagli olarak serbest radikal tiretimi artmaktadir. Serbest
radikallerin asir1 artis1 da oksidatif stresi indiiklemektedir. Diyabette oksidatif stres
pek ¢ok mekanizmaya bagl olarak artabilmektedir, ancak bu mekanizmalarin kesin
katkis1 tam olarak kanitlanmis degildir. Cok sayidaki deneysel bulgular artan reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumunun ve zayiflayan antioksidan savunmanin

mekanizmalarin temelini olusturdugu ifade edilmektedir (140, 143, 145).



Deneysel olarak diyabet olusturulan sicanlarda ve diyabetik hastalarda serbest
oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun 6nemli derecede arttig1 ve oksidatif
stresin diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde 6nemli
bir rolii oldugu yapilan ¢aligmalarla bildirilmistir. Ayrica uzamis oksidatif stresin ve
antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin diyabetin kronik komplikasyonlarinin
ortaya ¢ikisi ile de iligkili olabilecegini aragtirmacilar vurgulanmaktadir (137, 141,
142, 146, 161, 162, 163).

Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve bunlarin olusturdugu hasari 6nlemek
icin viicut antioksidanlar olarak bilinen bircok savunma sistemi gelistirmistir.
Antioksidanlar oksijen radikallerinin yikici reaksiyonlarini engelleyerek veya bu

radikalleri toplayarak zararli etkilerini inhibe ederler (135).

Oksidatif stres kaynakli hastalarda endojen kaynakli antioksidanlar etkili
olmadig1 icin, oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece disaridan alinacak
antioksidanlarla miimkiindiir. Yapilan c¢alismalar sonucunda, spermin kalitesi
disaridan alinan antioksidan tedavi ile artmaktadir. Bu tedaviyle lipid peroksidayon

potansiyelinin azaltilmasi, fertilizasyon oranlarinin ise artmasi gozlenir (156, 157).

Cok giiclii bir antioksidan etkiye sahip oldugu bilinen Melatonin hormonu
analogu olan Agomelatin pineal bezde sentezlenip salgilanir ve organizmanin
sirkadiyen ritmi diizenler. Kimyasal yapisinda indol grubu yerine bir naftalen
biosestere grubu ve NH grubu olan yerde HC=CH grubu icermesi ile melatoninden

ayrilir (173,176, 179) .

Diger bir antioksidan madde olan Gallik asit ise dogal antikosidanlarin en
onemli gruplarindan biridir. Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit; C7H605),
dogal bir fenolik antioksidan olup hidroksibenzoik asitler sinifindandir ve taninlerin
asidik veya bazik hidrolizi ile elde edilebilir. Gallik asit 6zellikle yesil ¢cay olmak
tizere bitkilerden ekstrakte edilir (65, 66, 70, 167, 168, 169).

Calismamizda intraperitonel olarak verilen Streptozotosin (STZ) (50mg/kg) ile

indiiklenmis diyabetli siganlarda olusan oksidatif strese tedavi amacli olarak
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Agomelatin (16 mg/kg) ve Gallik Asit (20 mg/kg) kullanilmasi ve 21 giinliik deney
stiresi sonrasinda epididimis yapisindaki olast histopatolojik degisimler, oksidatif

stres agisindan immunohistokimyasal ve 151k mikroskobik olarak arastirilacaktir.

1.2. GENEL BiLGILER

1.2.1. Testis ve Duktus Epididimis Embriyolojisi

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda yer alan ara (intermediyer)
mezodermden gelisirler (15, 21). Gonadlar (testisler ve overler) su iic kaynaktan
koken almaktadir: Karin arka duvarmi doseyen mezotel (epitel), Altinda bulunan
mezengim (embriyonik bag dokusu), Primordial germ hiicreleri (ilkel cinsiyet

hiicreleri) (23, 24, 25).

Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasma ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkege veya disiye ait
morfolojik ozelliklere sahip degildirler. Gonadal gelisimin ilk evreleri ise;
embriyonel gelisimin 5. haftasinda ortaya c¢ikmakta olup, mezonefrozun medial
bolgesinde solomik epitelyumun ¢ogalmast ve alt kisimdaki mezenkimin
yogunlasmasi ile meydana gelir ve sonugcta bir ¢ift uzunlamasina gonadal sirt halinde
ortaya cikarlar. Gelisimin 6. haftasina kadar bu gonadal kapartilar iginde germ

hiicreleri bulunmaz (12, 24, 26, 27, 28).

Primaordiyal germ hiicreleri gelisimin 4. haftasinda vitelliis Kkesesinin
allantois’e yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirir (23, 24). Igerikleri
viicut hiicrelerinden farkli ve gonadlarin testise farklilagmasinda indiikleyici etkisi
bulunup; 5. haftanin basinda ilkel gonadlara, 6. haftada da gonadal kabartilara
yerlesirler (25, 26). Primordiyal germ hiicrelerinin gogii stella, fragilis genleri ve
BMP-4 tarafindan kontrol edilir. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii esnasinda
gonadal kabartinin epiteli yeniden ¢ogalmaya baslar ve altlarinda bulunan mezensim
icerisine gdmiilerek parmak seklindeki, yilizey epiteline bagl ilkel -cinsiyet

kordonlarin1 olustururlar (14, 26, 29).
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Sekil 1-1: A) 3 haftalik embriyoda, yolk kesesi duvarinda ki primordiyal germ

hiicreleri, B) Primordiyal germ hiicrelerinin, genital sirta dogru giden go¢ yolu (26).

Embriyo genetik olarak erkekse, primordiyal germ hiicreleri XY kromozom
kompleksine sahiptir. Y kromozomunun kisa kolu iizerinde bulunan ve testis
belirleyici faktorii (TBF) kodlayan SRY geni, farklanmamis gonadin testis olarak
gelisiminde bir anahtar iglevi gormektedir (24,26).

Bu faktor etkisi ile primitif cinsiyet kordonlar1 medullar kordonlar1 olusturmak
lizere, cogalmaya devam ederken medullanin derinliklerine dogru ilerler. Bu
kordonlar bezin hilusuna dogru, daha sonra rete testis tiibiillerini olusturacak olan
minik hiicre siralar1 halinde bir ag olusturacek sekilde dagilirlar. Gelisimin daha ileri
evrelerinde tunika albuginea denilen yogun fibréz bir bag dokusu tabakasi testis
kordonlarini ylizey epitelinden ayirir. Genisleyen testis agamali olarak dejenere olan
mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan, mezorsiyum ile asili hale gecer.
Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tiibiili rekti ve rete testise farklilagir. Fetal
testislerin tirettigi testosteron, dihidrotestosteron ve antimiilleriyan hormon (AMH)

normal erkek cinsiyet gelisimini bigimlendirmektedir. (8, 22, 23, 24, 26, 30).

Dordiincii ayda testis kordonlart at nali seklini alir, iki uglari ile birleserek ince
bir kanal olan tiibiili rekti olusur ve bunlar rete testis’e agilirlar. Testis kordonlari
artik primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden gelisen Sertoli destek

hiicrelerinden meydana gelir (26).



Gestasyonun 8. haftasinda gonadal sirtin orijianal mezensiminden koken alan
Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar1 (testosteron ve androstenediyon)
salgilamaya baslarlar. Iste bu hormonlar mezonefroz kanallarm (Wollf) ve dis
genitallerin erkek tipinde farklilasmasini uyarir. Testosteron {iretimini, insan
koryonik gonadotropin (hCG) hormonu uyarir. Bu hormonun miktari, 8-12 haftalik
donemde en yiliksek degerine ulasir. Testosterona ek olarak, fetal testisler,
glikoprotein yapida bir hormon olan antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleriyan
inhibitér madde (MIM) adi verilen bir hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli
hiicreleri (destek hiicreleri) tarafindan salgilanir. Bu hormonun salinmasi ergenlige
kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH, uterus ve tuba uterinalara

farklilasan, paramezonefroz kanallarinin (Miiller) gelisimini baskilar (8, 12, 22, 23,

24, 26, 28, 30).
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Sekil 1-2: A) Gelisimin 8. haftasinda testis yapisi, B) Testis ve genital kanalin 4
aydaki goriiniimii (26).

Seminifer tiibiiller, ergenlige kadar kati halde kalirlar, ergenlikten itibaren
ltiimen gelisir. Seminifer tiibiil duvarinda germinal ve non germinal olmak tizere iki
tip hiicre bulunur: Sertoli hiicreleri: Destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin
yiizey epitelinden gelisir ve non germinal hiicreler iken; Spermatogonyum: Sperm
hiicrelerinin onciileri olup, primordiyal germ hiicrelerinden farklilagan germinal

hiicrelerdir (8, 23, 24, 26, 30).

Sertoli hiicreleri, fetal testiste, seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin ¢ogunlugunu

olustururken daha sonraki gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve



yetiskin testisin dig yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent kanalciklar
(duktuli efferentes) olusturan, 15-20 adet mezonefroz tiibiiller ile devam eder. Bu

kanalciklar, duktus epididimisi olusturan mezonefroz kanali ile baglanirlar (29, 31,

32, 33, 34).

1.2.1.1. Testis ve Duktus Epididimisteki Embriyolojik Kalintilar

Testislerin gelisimi sirasinda, mezonefroz gerilerken birka¢ bosaltim tiibiilii
rete testis kordonlartyla iligki kurarak duktuli efferentesleri olusturur. Testislerin
kaudalindeki kanallar (paragenital tiibiiller) ise rete testis kordonlariyla birlesmez.
Bazen kanalin bir ucunda, bazen de her iki ucunda gergeklesen bu durumda testis ya
da duktus epididimise bagl ya kor kanallar ya da kist biciminde kii¢iik kesecikler
olusur. Bu kalintilara aberan kanallar adi verilir. Bu tiir kalinttya 6rnek duktus
epididimisin bas bolgesinin hemen altinda izlenen Apendiks testis (Morgagni
kisti)‘tir. Miiler kanalinin iist ucunun artig1 olan bu yapr kiigiik, sapsiz bir kist

bi¢imindedir (1,4).

Epididimisin kuyruk kisminda duktus epididimisten ayrilan ve bir¢ok kivrim
yaparak epididimisin basina degin uzanan kor bir kanal bulunur. Duktulus aberrans
inferior denilen bu yap1 duktus epididimiste goriilen en biiyilk embriyolojik
kalintidir. Ayrica duktus epididimisin bas boliimiinde rete testisten ¢ikan daha kisa

kor bir kanal olan duktulus aberrans superior da goriilebilir (5).

1.2.2. Duktus Epididimis Anatomisi

Duktus epididimis, testisin posterolateral yiizeyine yarimay seklinde yapismis
5-6 metre uzunlugunda ve 400 um ¢apinda kanal yumagidir. Kivrimlarini birbirine
gevsek bag dokusu baglar (2, 3, 6, 7, 15, 21).

Testiste tubuli rektiler birbirleri ile birlesme sonucu rete testisi meydana
getirirler. Medistinumun iist kismindaki rete testislerden de efferent duktuslar olusur.
Efferent duktuslar tunika albuginea‘yr delerek kivrimli ve genis bir yap1
halindedirler. Her biri epididimal lobiilleri olusturur. Lobiiller de bir araya gelerek

epididimin bag kismin1 olusturur. Epididim basindan sonraki kisimlar sirasiyla gévde
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ve kuyruktan ibarettir. Kuyruk kismindan tek bir kanal halinde vaz deferens ¢ikar.
Kalin duvarli, kas yapili ve ejekulati ilerletme yetenegine sahip vaz deferens
epididimisin kuyruk kismindan ¢iktiktan sonra i¢ inguinal halkadan karina girer,
ireterleri Onden ¢aprazladiktan sonra mesane ve median umblikal ligamentin
arkasina gecer. Prostat bezine dokiilmeden once genisleyerek vaza ampullay: yapar,

sonra ince bir yap1 seklinde prostata dokiiliir (3, 17, 18, 19).

Duktus epididimis, testisin arka kenarmnin ortasina bir periton plikas1 ile
baglidir. Bu nedenle govde ve testisler arasinda sinus epididimis adi verilen bir
¢ikmaz olusur. Bu yapiyr yukaridan ligamentum epididymis superiorus, asagidan

ligamentum epididymis inferiorus sinirlar (2, 3, 6, 7, 15, 21).

1.2.3. Duktus Epididimis Histolojisi

Duktus epididimis, testislerin arka yiizii boyunca uzanan, spermiyumlarin ileri
dogru hareket etme Ozelliklerini kazandiklar1 olduk¢a kivrimli bir kanaldir. Kanali,
kan damarlar1 ve diiz kas hiicrelerinden zengin siki bag dokusu sarar. Epididimis
anatomik olarak bas (caput), govde (corpus) ve kuyruk (cauda) olarak {i¢ esas

boliimden olusmustur. Kuyruk duktus deferens ile devam eder.

Duvar, epitel ve kas katmanlarindan olusmustur. Epitel apikal yiiziinde
dallanmis, uzun stereosilyalar igeren yalanci ¢ok katli prizmatiktir ve epitelinde [3-
defensin118 (DEFBI118), cystatin ile iliskili epididimise 6zgii (CRES) protein,
disintegrin, metalloproteinaz gibi androjenlere bagimli pek c¢ok protein
bulunmaktadir. Epitel stereosilyali esas hiicreler, bazal hiicreler, apikal hiicreler ve

berrak hiicreler olarak dort tip hiicre igerir(9, 35, 36, 37, 38, 39, 40,53, 55, 62).

Esas Hiicreler: Bazal laminadan liimene uzanan prizmatik sekilli hiicrelerdir.
Bu hiicreler ayrica Sertoli hiicrelerince ortadan kaldirilamamis olan artik cisimleri ve
bozulan spermiyumlar: fagosite eder. Apikal boliimlerinde dallanan stereosilyalar
bulundururlar ve bunlar proksimalde daha uzun olup (120 mikron), ileri gittikce
kisalir (50 mikron). Bu hiicrelerin hem absorbsiyon hem de sekresyon fonksiyonlari

vardir. Cekirdekleri uzunca ve ¢entiklidir. Sitoplazmalarinda iyi gelismis Golgi



kompleksi, lizozom ve vezikiiller bulunur. Hiicreleri glikoproteinden zengin salgi

olustururlar.

Bazal hiicreler: Esas hiicrelerin farklanmamis onciilleri olarak kabul edilirler
ve sayica daha azdirlar. Bazal laminaya oturan piramidal sekilli hiicrelerdir ve

liimene dogru uzanirlar. Lokal immiin defans mekanizmasindan sorumludurlar.

Apikal hiicreler: Duktus epididimisin bas bdlgesinde goézlenirler ve

sitoplazmalar1 mitokondriyonlardan zengindir.

Berrak hiicreler: Duktus epididimisin kuyruk bolgesinde goriliirler.
Spermiyumlardan sitoplazmik artiklarin uzaklagsmasinda rol oynarlar (9, 22, 35, 38,

53, 54, 55, 62).

Duktus epididimiste ayrica intraepitelyal lenfositler (halo hiicreleri) izlenir.
Bunlar epididimis immiinolojik engelinin dnemli bilesenleridir. Buradaki lenfositler

supresor ve sitoksik T-lenfosit sinifindadirlar (38, 41, 42, 43).

Epididimde bazal hiicreler ve intraepitelyal lenfositlere ek olarak bir diger
immiin defans sistemi ise "hiicreler arasi siki baglantilar"dir. Duktus efferentes ve
kaput epididimdeki epitel hiicreleri arasinda bulunan bu siki baglanti kompleksleri,
ayni testislerdeki kan-testis bariyerinde oldugu gibi, kan-epididim bariyerini

olusturur. Bu bariyer epididimin kuyruk kismina kadar uzanmaktadir (4, 53, 55).

Epitel ve bazal laminay1 bastan kuyruga dogru kalinlig1 artan i¢ dairesel diiz
kas katmani ve gévdeden baslayan i¢ ve dis uzunlamasina kas katmani sarar. Kas

katmanlar1 kanal boyunca spermiyumlarin taginmasini kolaylastirmak icin peristaltik

hareket yaparlar (9, 22, 35, 43, 53, 54).

Duktus epididimis lenfleri tunica vaginalisin ylizeyinde ve duktus epididimis
ve testisin i¢inde olarak iki yerde bulunur. Funiculus spermaticus ile birlikte karin
bosluguna girer. V. Testicularisi izleyerek aortanin 6n ve yan tarafindaki lenf

diigtimlerine agilirlar. Duktus epididimis sinirleri Torakal 10-11°den koken alan



sempatik sinirler damarlarin ¢evresindeki pleksuslar aracilig ile duktus epididimise
gelirler (44, 56).

1.2.4. Duktus Epididimis Damarlanmasi

Testisler ve duktus epididimis, arteria testikiilaristen beslenir ki bu aortanin
dalhidir. Bu arter aortadan ¢ikar ve i¢ inguinal ulasabilmek amaciyla retroperitonel
bolgede bulunur. Vendz doniisii saglayan damarlar venae testicularislerdir ve sagda
venae cava inferiora; solda venae renalise dokiiliirler. Damarin baglangici funiculus
spermaticus icindeki plexus pampiniformistir. Bu vendz ag ters yonde calisan 1s1
diizenleyici bir sistemdir ve testis 1sisinin viicut 1sisindan daha diisiik olmasinda rol

oynar (3, 10, 11, 16, 20, 52).

1.2.5. Duktus Epididimis Fizyolojisi

Testislerde iiretilen spermiyumlar duktuli efferenteslerden epididimise tasinir.
Epididm igerisinden spermin gecisi yaklasik 1 giin ile 11-12 giin arasinda degisir. Bu
siire¢c giinliik sperm {iretimi ile ilgilidir. Sperm {iretimi arttikca gecis stiresi de
kisalir. Duktus epididimis spermiyumlarin olgunlasmasi, depolanmasi, beslenmesi
ve taginmasi islevlerini goriir. Ayrica spermatogenezis sirasinda olusan artik

cisimciklerin ortadan kaldirilmasindan da gorevlidir(45, 55).

Spermiyumlar epididimis kanalinda olgunlasarak ileri dogru hareket ve
dollenme yetenegi kazanirlar, epididimis bu siire¢ i¢in gerekli sivi ortami saglar.
Testikiiler sivinin yaklasik %901 duktuli efferentes ve epididimiste sentezlenir.
Stereosilyal1 esas hiicreler rete testis sivisinin emiliminde ve gliserolfosforil kolin,
proteinler, siyalik asit gibi diger organik bilesenlerin saliniminda gorevlidir.
Gliserolfosforilkolin, proteinler, siyalik asit gibi organik bilesenlerin epididimis
epitelinden salgilanmasi ya da kan akimimdan emilmesi nedeniyle epididimal plazma

hiperozmotiktir (46, 57, 58, 59, 60, 62)

Epididimisin salg1 olusturmasi i¢in yiiksek diizeylerde testosterona gereksinim
vardir. Cevresel dolagimdan ya da rete testis sivisindan koken androjenler almaglari

araciligiyla epididimal hiicrelere girerek etkilerini ¢ekirdekte gosterirler. Bu etkileri
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siproteron asetat gibi antiandrojenlerce engellenir. Androjenler ayni zamanda
glikoprotein gibi mikrogcevreye 0zgli molekiillerin sentezinde ve salgilanmasinda

diizenleyici olarak rol oynamaktadir (45, 61, 62).

Epididimis androjenlerin hareketine aracilik eden almaglar1 tasimaya ek olarak
testosteron gibi steroidlerin metabolize edilmesiyle de yiikiimliidiir. Testosteronun en
onemli metaboliti dihidrotestosterondur. Antiandrojenler epididimisin androjenleri

metabolize etme yetenegini de engellerler (47).

Androjenler plazma zarimi gegerek sitoplazmada HSP70, 90, 56 ve p23 ile
birlesmis halde bulunan almaclar1 tarafindan yakalanir. Almaclar ligandlariyla
birlesince degisime ugrayarak c¢ekirdege girmeye uygun hale gelirler. Almag-ligand
kompleksi hedef DNA dizilerine baglanarak ilgili genlerin ifadelenmesini
diizenlerler. Cekirdege girdikten bir siire sonra igerisinde bazi genlerin
transkripsiyonunu uyararak énemli diizeyde protein ifade edilmesini saglarlar (47,
48).

Androjenler genomik olmayan etkilere de sahiptir. Bu etkiler mitojen aktive
edici protein kinaz A (MAPK) ve protein kinaz A ‘nin hizlica uyarilmasi ya da hiicre

ici kalsiyum diizeyinin diizenlenmesidir (47, 48).

Embriyogeneziste, testikiiler gelisim ve Wolf kanalinin epididimis, duktus
deferens, seminal vezikiil ve ejakulatuvar kanala farklanmasini saglayarak erkek
fenotipinin olusumundan androjenler sorumludur. Leydig hiicrelerince {iretilen
testosteron ve dolasimda bulunan testosteron Wolf kanalina dolasimla ya da

testikiiler s1v1 araciligiyla ulasir ve Wolf kanalinin kaliciligini saglar (49, 50)

Beyinden salgilanan noropeptitler ve ndrotransmiterler hipotalamusta
gonadotropin salgilayict hormonu (GnRH) uyarir. GnRH hipofizden glikoprotein
yapisinda FSH ve LH salgilanmasini saglar. LH spermatogenezisi dolayli olarak
uyarirken, i¢ kaynakli testosteron iiretimini de uyarir. FSH'nin hedefi ise 6zgiil
almaglar1 olan Sertoli hiicreleridir. Bu nedenle testosteron ve FSH, seminifer kanal

epiteline etki eder. Androjen baglayici protein bir Sertoli hiicresi {irlintidiir.
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Testosteron LH nin birincil baskilayicisidir ve potent etkili dihidrotestosterona ya da
Ostradiole dontisebilir ve hipotalamus yolu ile baskilayici etki yapar. FSH‘nin
baskilanmasi Sertoli hiicrelerinden salgilanan bir nonsteroid olan inhibinle

saglanmaktadir (51, 62).

1.2.6. Duktus Epididimis Fonksiyonlarim1 Etkileyen Faktorler

Epididimis liimeni i¢indeki sivi hem biyokimyasal kompozisyon bakimindan
kan serumundan ayrilir hem de osmolarite, elektrolitler ve protein bakimindan
epididim iginde de bolgesel farkliliklar gsterir. Igerigindeki bu farkliliklarin nedeni
epididim kanalinin damarlanmasiin bolgesel farklilik gostermesi, kan-epididim
bariyerinin yari-gecirgen olmasi ile sivi igeriginin absorbsiyon ve sekresyonunun
kanal boyunca bolgesel farkliliklar gostermesidir. Ornegin epididimin kaput ve
proksimal korpus bolgelerinde epididime spesifik HE-2 geni saptanmistir. Bu gen
atn1 zamanda 10 kD bir glikoprotein yapimini saglar. Bu protein de epididm
epitelinden baska, sperm basinin subakrozomal ekvatoral bolgesinde de gosterilmistir

(55).

Epididim sekresyonunda ayrica epididime spesifik olarak gliserilfosforil kolin,
karnitin ve sialik asit bulunur. Ayrica sperm fonksiyonlarina yonelik ¢ok sayida da
protein sekresyonu yapar. Bu proteinler ileri motilite proteini, sperm survival faktor,
progressiv motiliteyi devam ettiren faktdr, sperm motilitesini inhibe edici faktor,
asidik epididimal glikoprotein, EP2 ve EP3 proteinleri. Ayrica, proteinaz inhibitérler,
glutatyon peroksidaz ve gama glutamil transpeptidazlar da epididmlerden gegerken
sperminin ugrayabilecegi proteolizis ve oksidatif hasara karsi koruyucu etki

gosterirler (55).

1.2.4. DIABETES MELLITUS GENEL BiLGILER

Diabetes Mellitus (DM), karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
kronik bir bozukluktur. Insiilin yetersizligine bagl olarak gelisen, yiiksek kan sekeri
(hiperglisemi) ile karakterize bir hastaliktir. DM un etkileri ¢esitli organlarda uzun
stireli hasar, fonksiyon bozuklugu ve yetersizligi icerir. Klinik olarak belirtileri

susama, poliiiri, gorme bulaniklig1 ve kilo kaybi ile ortaya ¢ikabilir (73, 74, 83, 84).
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Insiilin aktif bir madde olup karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde
etkili olup, Banting ve arkadaslar1 tarafindan 2003°de kesfedilmistir. Pankreasta,
Langerhans adaciklarinda bulunan B hiicrelerine glukozun girmesiyle baslar. Glukoz
B hiicrelerine girer ardindan glukoz -6- fosfata doniistiiriiliir. Bunu olusturan ATP,
ATP kapili potasyum kanallarin1 uyarip potasyumun hiicre disina ¢ikmasini saglar.
ATP-kapil1 potasyum kanallarinin kapanmasiyla gergeklesen depolarizasyon olayzi,
voltaj kapili kalsiyum (Ca) kanallarinin agilmasma ardindan hiicre i¢ine Ca’un
girmesine sebep olur. Bu olay, insiilin vezikiillerini membrana dogru hareket ettirir
bdylece insiilin hiicre digina salinmis olur. Pankreatik bir hormon olan bu insiilin

hormonunun yetersiz ya da hi¢ salinmamasi da diyabete neden olur (102, 104, 105,

107 108, 110).

DMMnin gelisiminde dogrudan ya da dolayli olarak pankreas disindaki
faktorlerin etkisi de bulunmaktadir. Noérolojik bozukluklar, sagliksiz beslenme,
yaglilik, kalitsal etmenler, karaciger, enfeksiyon, bobrek {istii bezleri, tiroit ve
hipofizdeki patolojik degisimler bu hastaligin nedenleri arasinda yer alir. Ayrica,
kortikosteroitlerin dogal olarak yiiksek diizeyde bulunmasi ya da disaridan uzun siire
kortikosteroit verilmesi seker hastaligini baslatabilir. Akut seker hastaligina c¢ok
seyrek rastlanilip, tedavi uygulanmadiginda birkag¢ hafta icerisinde 6liim gortilebilir
(76).

DM hastaligmmin  kesfinde Strasbourg Tip Fakiiltesi asistan1  Oscar
Minkowski’nin 1889 yilinda yaptigi deney bulus niteligindedir. Deney, Lipaz
enzimleri iceren pankreas dokusunun kdpeklerde yag sindirimi i¢in dnemli olup
olmadigmi arastirmayr amacglamistir. Kopeklerin pankreasini  ¢ikarip bunun
sonucunda kopegin normalden fazla idrara c¢iktigimi ve cikardigr idrarin sekerli
oldugunu fark etmistir. Boylece pankreasinin kan seker seviyesini diizenleyen bazi
maddeler igerdigini, bulunmamasinin da sekerli diyabete neden oldugu

diistintilmiisttir ( 107, 109, 111).

1.2.4.1. Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi
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DM taninmasi, erken donemde tani konmasi ve tedavi programlarinin
belirlenmesi i¢in hastalifin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi Onemlidir.
National Diabetes Data Group (1979) onerileri dogrultusunda, 1985 yilinda Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan standardize edilen DM tani1 kriterleri, 1997 yilinda
Amerikan Diyabet Birligi (ADA) tarafindan, 1998 ve 1999 yillarinda ise WHO
tarafindan yeniden diizenlenmis ve dncesinde 140 mg/dl olan aglik kan sekeri diizeyi
126 mg/dl'ye ¢ekilmistir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore diinyada 220
milyondan fazla insan diyabetlidir ve yine yapilan tahminlere gore diyabete bagl
Olimler 2005 ve 2030 yillar1 arasinda ikiye katlanacaktir ve 2025 yilinda tim
diyabetiklerin sayis1 300 milyon olacaktir (80, 82, 102).

DM tiim diinyada goriilen bir hastaliktir ancak, gelismis tilkelerde daha sik
(6zellikle tip 2 diyabet) goriiliir. 2030 yilinda en fazla diyabet goriilecegi tahmin
edilen {iilke yaklasik 80 milyon kisi ile Hindistandir ve bu iilkeyi 40 milyon kisi ile
Cin ve 30 milyon kisi ile de Amerika Birlesik Devletleri (ABD) izlemektedir.
Diyabet ve komplikasyonlar1 Amerika‘daki morbidite ve mortilitenin Onemli
nedenidir. Diyabetin goriilme siklig1 yas ilerledik¢e artmaktadir ve yash niifusun
sayisinin artmasina paralel olarak diyabetik hasta sayisinin artacagi tahmin

edilmektedir (78, 81).

Ulkemizde yapilan en genis calisma Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Aragtirmas1 (TURDEP) olup; 20 yas ve iizerinde, % 45’1 erkek ve % 55’1 kadin;
toplam 24.788 hastadan olusan, toplum kokenli kesitsel bir alan ¢aligmasidir. Bu
calismada DM prevalanst % 7,2 ve glukoz tolerans bozuklugu (IGT) prevalanst %
6,7 olarak saptanmistir. Kadinlarda DM, IGT ve obezite daha yiliksek bulunmustur
(79).

1.2.4.2. Diabetes Mellitus’un Tani ve Siniflamasi

DM hastalar1 etyolojik o6zelliklerinden ziyade tedavi ihtiyaglarina gore
smiflandirilmakta olup, su dort ana baslikta toplanmistir; Tip 1 diabetes mellitus,
Tip 2 diabetes mellitus, Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) ve diger spesifik
diabetes mellitus tipleri. Spesifik DM hastalarin beta hiicrelerinde, hepatik niikleer
faktor (HNF) 4 alfa, glukokinaz, HNF1, HNF3 ve insiilin promotor faktor 1 (IPF-1)
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gibi genlerde cesitli spesifik genetik bozukluklar saptanmistir. Bu tipte insiilin
etkisinde degil, insiilin sekresyonunda bozukluk mevcuttur. Gestasyonel Diabetes
mellitus (GDM), gebelik sirasinda tespit edilen degisik diizeylerdeki hipergliseminin
gorildiigi karbonhidrat intoleransidir. GDM, anne ve fetus i¢in kotii sonuglar
dogurabileceginden teshisi hamileligin 24 ile 28. haftalar1 arasinda uygulanmaktadir.
Bu dort ana basliktan goriilme siklig1 en fazla olan Tip 1 DM ve Tip 2 DM'dir (83,
88, 75).

Tip 1 diyabet, kanda insiilin bulunmamasindan ve hiicrelerin glukozu alip
kullanamay1p ve kanda glukoz birikmesidir. Her 100 hastadan 10’unda bu tip diyabet
goriiliir. Genellikle genc yaslarda ortaya c¢ikar ve kan sekerinin diizenlenmesi i¢in
mutlaka disaridan insiilin alinmasim1 gerektirir. Tip 1 diyabet, deneysel olarak
alloksan veya streptozotosin gibi kimyasal ajanlarin hayvanlara uygulanmasi ile
olusturulabilmektedir. B hiicrelerindeki otoimmiin hasar diyabetin insiiline bagli bu
tipinin olusmasinin baslica sebebidir. Tip I DM olusmasinda onemli gevresel
etkenlerden biri viral enfeksiyonlardir. Yanmis etlerde bulunan nitrozaminler de
pankreas beta (P) hiicreleri i¢in toksik etkiye sahip alloksan, streptozotosin ve Vacor
kimyasallar1 gibi diyabetojenik etki gosterebilmektedir. B hiicre yikim hizi ¢ocuk ve
genclerde hizli olurken, eriskinlerde bu siire¢ yavastir. Bazilarinda hafif diizeyde
aclik hiperglisemisi varken, bu durum hizla ciddi diizeyde hiperglisemi veya
ketoasidoza yol acabilir fakat 6zellikle eriskinlerde rezidiiel B hiicre fonksiyonlarinin
olmasi nedeniyle hastaligin belirgin hale gelmesi yillar i¢inde olabilmektedir (83, 88,

112).

Tip 2 DM'de ise glukoz Langerhans adaciklarindaki B hiicrelerini insiilin
salgilamalar1 yoniinde uyarmaktadir; ancak insiilin yetmezligi ve buna eklenen
periferik dokularda insiiline yanit yetersizligi vardir. Bu yiizden glukoz yine hiicre
icine alinamaz ve kanda birikir. Genellikle 45 yas iizerinde goriilen diyabetin bu tipi
genetik orijinli olup, kalitimsal 6zellik gosterir. Ayrica bu hastalarin % 60-90’1nin
obez oldugu bilinmektedir. Bu tip diyabet sikligi, irk ve etnik alt gruplar arasinda
degiskenlik gostermektedir (77, 83, 88, 103, 106).

1.2.4.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari
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DM Komplikasyonlart 2 gruba ayrilmistir: Akut Komplikasyonlar ve Kronik
Komplikasyonlar

1.2.4.3.1. Akut Komplikasyonlar

Diyabetik Ketoasidoz

Hiperglisemi komas1 adi da verilir ve tip 1 diyabette goriiliir. Ciddi insiilin
yetersizligi sonucu kan gikozunun artistyla osmotik dilirez gelisir. Lipolizin
hizlanmasi sonucu kanda ketoasitler artar ve asidoz olusur. Kliniginde hizli ve derin
solunum, nefeste aseton kokusu, belirgin dehidratasyon, ortostatik hipotansiyon,
bilin¢ bulaniklig1 goriiliir. Laboratuar bulgulari arasinda hiperglisemi, hiperketonemi,
diisilk serum bikarbonat diizeyi, idrarda glukoz ve keton cisimleri artist mevcuttur

(87, 90, 98, 100).

Hipoglisemik Koma

Kan glikoz diizeyi 50 mg/dI’nin altina diistiiglinde goriiliir. Beyin dokusunun
glikozdan yoksun kalmasi, oksijen kullanimini azaltir ve anoksiye sebep olur.
Insiilinle tedavi edilen diyabetik hastalarda hipoglisemi, asir1 insiilin dozu, yemek
gecikmesi ve asirt fiziki aktivite ile olusabilir. Adrenerjik uyari, terleme, tremor,
tagikardi ve kas glicsiizliigline sebep olur. Hipogliseminin santral sinir sistemi
semptomlar1 bas agrisi, konusmada giiclilk, fokal norolojik belirtiler, zihin
bulaniklig1 ve komaya kadar ilerleyebilen biling degisikliklerini kapsar (87, 91, 95,
100, 101).

Laktik Asidoz

Laktik asidoz kanda laktat konsantrasyonunun arttigi durumlarda goézlenir.
Genellikle altta yatan ciddi bir hastaligi bulunanlarda goriilen ve dokulara oksijen
dagilimi ve kullaniminin yetersizliginden kaynaklanan agir bir metabolik asidoz

bicimidir ( 87).

Hiperglisemik Nonketotik Koma
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Genellikle yasli ve insiiline bagimli olmayan diyabetik hastalarda goriiliir.
Lipolize engel olacak miktarda bulunan insiilin etkisiyle ketozisin sekillenmedigi

ancak hiperglisemi, hiperosmalite ve dehidratasyonla sonug¢lanan bir tablodur (100).

1.2.2.3.2. Kronik Komplikasyonlar

Kronik komplikasyonlar, diyabete bagli olarak degisik organ ve sistemlerde
goriilen  biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel degisikliklerdir. Bu
komplikasyonlarin olusumundaki temel faktor kronik hiperglisemidir. Diyabetik
ayak, kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar, kapillerbazal membran
kalinlagsmasi, trombosit fonksiyonlarinda bozulma, retinopati, bobrek hastaliklari,
noropatiler sik karsilagilan kronik komplikasyonlardir. Bu komplikasyonlar,

diyabette mortalite ve morbidite oranlarini arttirdigindan énemlidir. (97, 99, 100).

Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati 6zellikle bati iilkelerinde, bdbrek yetmezliginin esas
nedenidir. Diyabetik nefropatinin insidansi Tip I ve Tip II DM’de birbirine yakindir.
Tip I DM’li hastalarin %30-40’inda diyabetik nefropati goriiliir. Diyabetik
nefropatiye sahip hastalarin %50-60’1nda da Tip II DM vardir (86, 92).

Diyabete Ozgii renal lezyon, interkapiller glomeriilosklerozdur. Diyabetle
birlikte olan diger bobrek hastaliklari papiller nekroz, kronik interstisyel nefrit ve
arterosklerozdur. Hiperglisemi, intraglomeriiler basing artigina sebep olabilir. Bu da
bazal membranda hasara ve mezangiumda protein depolanmasina yol agar. Ilk belirti
genelde proteiniiridir ve siklikla nefrotik sendroma, son dénem olarak da bobrek

hastaligina dogru ilerler (90).

Diyabetik Néropati

Noropati, diyabetin en sik rastlanan komplikasyonlarindan biridir. Diger
periferik noropati nedenleri disinda; DM seyrinde klinik veya subklinik diizeyde
ortaya c¢ikar. Diyabetik noropati diyabet yasi ile birlikte goriilme sikligi artan bir
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komplikasyondur. Cinsiyet, bolge, ik farkliligi gostermekle beraber, bazilarinda
kot kontrole karsin daha geg goriilmesi ya da goriilmemesi genetik katkinin 6nemli
oldugunu gostermektedir (89). Diyabetik noropatide, Schwann hiicrelerinde
fonksiyon degisiklikleri ile birlikte sinir ileti hizinin yavaglamasi sonunda segmental
demiyelinizasyon ve akson dejenerasyonu olusur. Periferik noropati en sik goriilen

sendromdur. Otonom noropati daha az goriiliir. (90, 93).

Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati, hiperglisemi ya da insiilin yetersizligi sonucu ortaya
cikan, retinanin perikapiller arteriollerini, kapillerlerini ve venillerini tutan bir
mikroanjiopati tablosudur. Gelismis iilkelerde 2074 yas aras1 yas grubunda goriilen
en Onemli korlik nedeni diyabetik retinopatidir. Hastaligin siiresi diyabetik
retinopatinin gelismesinde en Onemli rolii teskil eder. Lipid diizeyleri yiiksek

hastalar, retinopati agisindan yiiksek risklidir (87, 93, 94).

1.2.4.3. Deneysel Diyabet

Cesitli hastaliklara tan1 konmasi, patogenezlerinin aydinlatilmasi, hastaliktan
korunma ve tedavi olanaklarimin incelenebilmesi i¢in deneysel hayvan modelleri
kullanilmaktadir. Hayvan modelleri kullanimimin avantajlar1 soyle siralanabilir:
arastirict, deneysel degiskenleri kolayca kontrol altinda tutabilinmesi, arastirilan
patolojiye genetik olarak uygun tiirler, hatta alt tiirler sec¢ilebilinmesi, anlamli
istatistiksel degerlendirmeye yetecek sayida ornekle galisilabilinmesi, uygun hayvan
modeli ile ¢alisma ¢ok daha kisa siirede tamamlanabilinmesi, hayvan modellerinde
birden fazla risk faktorii veya patolojiyi calisilabilinmesi, heniiz denenmemis

terapotik yaklagimlarim denenmesine olanak vermesidir (113).

Deneysel diyabet olusturulmak icin cerrahi, kimyasal, viral, genetik vb.
modeller kullanilmaktadir. Tip-1 ve Tip-2 diyabet olusturma modelleri $oyle
siralanabilir: Tip-1 Diyabet Modelleri; 1. Kimyasal olarak olusturulan tip-1 diyabet
modelleri: Alloksan, streptozotosin, ¢inko selatorleri, Rodentisid-Vacor, diet
nitrozaminleri vb., 2. Spontan tip-1 diyabet modelleri: BB (Bio-Breeding) sigan,

NOD (non-obese diabetic) fare ve digerleri (Macaca nigra maymunu,Keeshand
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kopegi, Cin hamsteri, kobay,Yeni Zelanda beyaz tavsani, KDP (Komedo Diabetes
Prone) sigan), 3. Viriisle olusturulan modeller 4. Transgenik tip-1 diyabet modelleri
olmak tizere 4 dort farkli seklide olusturulabilir. Tip-2 Diyabet Modellerin
olusturulmasi ise, 1. Spontan modeller: Agir diizeyde hiperglisemili modeller (db/db
fare, Rhesus maymunu,¢dl kemirgenleri) ve ilimli hiperglisemili modeller 2.
Eksperimental modeller: Kimyasal modeller (Streptozotosin, alloksan), cerrahi
modelle (pankreatektomi, hipotalamik lezyon),diyet (yiiksek yaglh ve sekerli diyetle
beslenme), hormonlar, anne karninda malnutrisyon, insiilin karsiti hormonlarin
yiiksek dozlari, hiperinsiilinemiye uzun siireli maruziyet ve benzerleri 3. Transgenik

modeller olarak sOylenebilir (114, 119).

Bu yontemlerden en c¢ok kullanilanlar1 kimyasal ajanlar kullanilarak
olusturulan diyabet modelleridir. Laboratuvar hayvanlar1 iizerinde deneysel diyabet
olusturabilmek i¢in yaygin olarak STZ ya da alloksan kullanilir. STZ daha spesifik p-
hiicre sitotoksitesine sahip oldugundan laboratuvar ¢alismalarinda daha ¢ok tercih

edilmektedir (120).

Streptozotosin (2-deoksi-2-[3-metil-e-nitrosourido]-D-glucopyranose)
Streptomyces achromogenes bakterisinden ekstre edilen bir glikoz anologudur ve
pankreas P hiicreleri lizerine spesifik diyabetojenik hasar olusturur. Diyabetojenik
Ozelliginin yaninda mutajenik ve karsinojenik 6zelligindedir ve broadspektrumlu
antibiyotik ozelligi gostermektedir. STZ ayrica glukoz transporter1 GLUT-2
tarafindan pankreas P hiicresine taginan, B hiicre toksisitesine ve insiilin eksikligine
sebep olan bir N acetylglucosamine (GlcNAc) analogudur. STZ segici olarak O-
GIcNAc 1 proteinden ayiran B hiicre OGICNAKaz aktivitesini inhibe eder. Bu, hiicre
i¢i proteinlerin geri doniissiiz Oglikolizasyonuna sebep olur ve B hiicre apoptozuyla
sonlanir (115, 117, 118).

STZ hem tip 1 hem de tip 2 diyabeti indiikler. Tek doz enjeksiyonda 40
mg/kg’in altindaki dozlarin etkisiz kalabildigi bildirilmistir. Bunun yaninda diisiik
doz multiple enjeksiyonlarin uygulandig: diyabet modelleri olusturulmaktadir. Tip 2
diyabet sicanlara dogduklar1 giin 100 mg/kg intra vaskiiler ya ada intra peritonel STZ
enjeksiyonu ile kolaylikla olusturulabilmektedir (116).
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Kimyasal diyabet sonucu biyokimyasal degisiklikler goriiliir. Diyabetojenik
ajan uygulanmasi sonrasi kan glukozunda ii¢ asamali bir yanit sistemi goriilmekte ve
bu asamalar soyle Ozetlenebilir: 1. Gegici hiperglisemi fazi, ilk 2 saatte olusur;
karacigerde glikojenin ani yikilimina bagl olarak kan sekeri yiikselir. Bu durum
uygulamadan 6nce hayvan 12-18 saat a¢ birakilirsa azaltilabilir. Bu donemde plazma
instilin diizeyleri disiiktiir. 2. Siddetli hipoglisemi fazi, uygulamadan yaklasik 6 saat
sonra baslar. Hipoglisemi, B hiicrelerinin Sliimiiyle birlikte asir1 miktarda insiilinin
kana salmimina baglhidir ve plazma insiilin diizeyleri ¢ok yiiksektir. Siddetli
hipoglisemiye bagli dliimlere engel olabilmek i¢in diyabetojenik ajanin tok karnina
uygulanmasi da Onerilmektedir 3. Kalici hiperglisemi fazi, diyabetojenik ajan
uygulanimindan 10-12 saat sonra baslar. Bu fazda plazma insiilin diizeyleri diiser ve

aylarca diisiik diizeylerde seyreder (114).

1.2.5. OKSIDATIF STRES

Viicutta Dbirgok reaksiyonda rol oynayan oksijen elementi, aerobik
organizmalar i¢in dnemli bir molekiil ve yasam i¢in vazgecilmezdir. Viicut siirekli
bir sekilde enerji tiretim iglemlerinin bir pargasi olarak oksijenle reaksiyona girer ve
molekiillerin oksidasyonu ve indirgenmesi gerceklesir. Reaksiyonun sonrasinda
uretilen serbest radikallerin, organizmada var olan veya diyetle alinan
antioksidanlarla dengelenememesi durumunda oksidatif stres meydana gelir (122,
124, 125, 128, 129).

Enzimler
HOcre

Savunmasi
E Vitaminli

Reakrtir
Oksijen
Maddeleri 7

Sekil 1-3: Oksidatif Stres (150)
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Oksidatif stresin hiicrenin 6nemli kisimlarinda geri doniisiimsiiz hasarlara
neden olabilmesiyle insan saglig1 iizerindeki olumsuz etkileri 6nemli bir arastirma
konusu haline gelmistir. Basta kanser olmak {izere, kalp-damar hastaliklar1, seker
hastaligi, beyin bozukluklar1 (Alzheimer, Parkinson ) ve akciger hastaliklar1 gibi

hastaliklara yol acar (124, 129).

1.2.5.1. Serbest Radikaller

Fizyolojik ve patolojik reaksiyonlar esnasinda baska molekiiller ile kolayca
elektron aligverisine girip onlarin yapisini bozan molekiillere serbest radikaller denir.
Hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak olusmaktadir. Serbest
radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz,
molekiil agirhg disiik ve c¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Eslesmemis
elektron bulunmasi kimyasal tiiriin reaktivitesini olaganiistli arttirdig1 i¢in, radikaller
reaktivitesi ¢cok yliksek olan kimyasal tiirlerdir. Hiicrenin tiim bilesenleri ile kolayca
etkilesebilme Ozelligine sahiptirler. Pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel
olarak notr olabilirler (124, 127).

Biyolojik sistemlerdeki en oOnemli serbest radikaller oksijenden olusan
radikaller olup bunlara serbest oksijen radikalleri (SOR) denir. Bunlarin en
onemlileri siiperoksit anyonu (O2°7), hidroksil (OH") ve hidrojen peroksit (H202)
radikalleridir. Serbest radikaller hiicrelerin protein, DNA, karbonhidrat, lipidler ve
diger molekiil gruplar ile reaksiyona girerek onlarin metabolizmalarini etkilerler

(133, 134).

SOR’un olusumu ve bunlarin olusturdugu hasar1 onlemek igin viicut
antioksidanlar olarak bilinen birgok savunma sistemi gelistirmistir. SOR’un olusum
hiz1 ve bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge
bulunmasi beklenir. Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur.
Eger bu denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas

noétralize edilirlerse, hiicrede serbest radikaller artar (133, 134).

Diyete (doymamis yag asitleri tiiketimi, sebze ve meyve bakimindan fakir

beslenme gidalarin uygun kosullarda hazirlanmamasi vb.) ve cevresel faktorlere
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(sigara, hava kirliligi, radyasyon gibi) bagl olarak viicutta oksidatif strese neden

oldugu bilinen radikal ve radikal olmayan karakterdeki reaktif tiirler Tablo 1-1’de

gosterilmistir:

RADIKALLER

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
Stiperoksit (027)

Hidroksil (OH")
Hidroperoksil (HO2")

Lipid peroksil (LO2")

Lipid alkoksil (LO")

Reaktif kloriir tiirleri (RCS)
Atomik klor (CI)

Reaktif azot tiirleri (RNS)
Nitrik oksit (NO")
Azot dioksit (NO2%)

RADIKAL OLMAYAYANLAR

Hidrojen peroksit (H202)
Hipobroméz asit (HOBr)
Ozon (03)

Singlet oksijen (02

1)

Lipid peroksitler (LOOH)

Maillard reaksiyonu iiriinleri

Hipokloroz asit (HOCI)
Nitril kloriir (NO2CI)

Kloraminler

Nitroz asit (HNO2)

Nitrozil katyonu (NO+)
Nitroksil anyonu (NO-)

Diazot tetraoksit (N204)
Diazot trioksit (N203)
Peroksinitrit (ONOO-)
Peroksinitroz asit (ONOOH)
Nitril katyonu (NO2+)

AlKil peroksinitritler (ROONO)
Nitril kloriir (NO2CI)

Tablo 1-1: Oksidatif strese neden olan reaktif tiirler (121)
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1.2.5.2. Antioksidan Sistemler

Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve bunlarin olusturdugu hasar1 6nlemek
icin viicut antioksidanlar olarak bilinen bir¢ok savunma sistemi gelistirmistir.
Antioksidanlar oksijen radikallerinin yikici reaksiyonlarini engelleyerek veya bu

radikalleri toplayarak zararl etkilerini inhibe ederler.

Antioksidanlar endojen veya eksojen kaynakli olmak {izere iki gruba ayrilir.
Ayrica enzimatik ve enzimatik olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar. Enzimatik
antioksidanlar arasinda en dnemli olanlar1 siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz
ve katalaz gibi enzimlerdir. Enzimatik olmayanlar arasinda ise tokoferol, beta
karoten, askorbik asit, iirat, sistein, seruloplasmin, transferin ve albumin sayilabilir

(135).

Antioksidanlar etki mekanizmalarini serbest radikalleri tutarak veya daha zayif
yeni bir molekiile cevirerek, serbest radikal ile etkilesip aktivitelerini azaltarak,
serbest radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak ya da onarim

yaparak gosterirler (135).

Son derece etkin olan ve hiicre hasarma yol agan siiperoksit anyonu
antioksidan bir enzim olan siiperoksit dismutaz araciligi ile daha az zararli olan
hidrojen peroksite dontismektedir. Hidrojen peroksit ise dokularda bulunan katalaz
ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iiriinlere
dontstiirtilerek etkisiz kilmir (133, 134).

Antioksidanlar su 4 farklit mekanizma ile oksidanlarin zararlarini 6nlerler:

1. Temizleme: Enzimler tarafindan oksidan molekiilleri zayif hale getirilip
oksijen ile reaksiyona girerek oksijen konsantrasyonunu azaltirlar.

2. Baskilama: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan oksidanlara bir hidrojen
atomu verilerek hidroksil radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 ile bag

olusturabilecek yapidaki iirtinleri temizleyip peroksidasyonun baglamasini onlerler.
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3. Onarma: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 onararak etkilerini
gosterirler.

4. Zincir koparma: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarmni engelleyebilirler
(126, 127).

Oksidatif stres kaynakli hastalarda endojen kaynakli antioksidanlar etkili
olmadig1 igin, oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece disaridan alinacak
antioksidanlarla miimkiindiir ve spermin kalitesini yapilan antioksidan tedavi ile
artmaktadir. Bu tedaviyle lipid peroksidayon potansiyelinin azaltilmasi fertilizasyon

oranlarinin ise artmasi gozlenir (156, 157).

1.2.5.2.1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre icinde, enzimatik olmayan
antioksidanlar ise hiicre disinda daha etkilidir. Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz
(KAT), selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon Peroksidaz (GSH-
Px), Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD), Glutatyon Rediiktaz (GR), Paraoksonaz
(PON) ve Glutatyon S-Transferaz (GST) enzim yapisindaki antioksidanlardir ( 137,
144, 159).

Kanser, diyabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperfiizyon hasari, artrit,
norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmayi igine alan pek c¢ok
patolojik sartlarda ortaya ¢ikan oksidatif strese kars1 savunmada antioksidan sistemin

oncelikli enzimleri katalaz ve glutatyon peroksidazdir (154).

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Hiicrede serbest oksijen radikalleri olusurken ilk basamakta O2~ olustugu ve
SOD enzimi bu radikalin dismutasyonunu sagladigindan, hiicre i¢indeki ilk savunma
sistemini bu enzim yaptig1 i¢in en 6nemli antioksidan enzimlerden biridir. Aerobik
tiim hiicreler bulunur ve endotel hiicreleri ile diiz kas hiicreleri arasinda ¢ok fazla
sayidadir. Normalde damar duvarinda siiperoksit radikallerini detoksifiye ederler. Bu

sekilde lipid peroksidasyonunu ve ateroskleroz gelisimini inhibe ederler (151, 160).
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Dokularda oksijen basincinin (pO2) yiikselmesi ile SOD aktivitesi artar.
Icerigindeki metal iyonuna gore sitozolik dimerik Cu,Zn-SOD ve mitokondriyal
tetramerik Mn-SOD olarak adlandirilir (160).

Katalaz (KAT)

Katalaz enzimi esas olarak peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte
endoplazmik retikulum ve sitozolde de yogundur. Kan, kemik iligi, miikoz
membranlar, karaciger ve bobrekte yiliksek miktarda bulunmaktadir. Aktivitesi
karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir. H202’in
molekiiler oksijen ve suya ¢evrilmesini katalizler. Katalaz metil hidroperoksit ve etil
hidroperoksit gibi kiiclik molekiillerin indirgenmesini de saglar, ancak biiyiik

molekiil agirliklt lipit hidroperoksitlere karst etki gostermez (152, 160).

Katalazin peroksidatik ve katalitik olmak {izere iki fonksiyonu vardir.
Katalazin temel fonksiyonu olan H202'in enzimatik pargalanmasi katalitik aktivite
iken; diisiik H202 konsantrasyonunda, metil veya etil hidroperoksitler, metanol,
etanol, fenol gibi kiiciik molekiillii elektron vericilerini indirgeyebilme 6zelligi de
peroksidatik aktivite olarak bilinmektedir. Ancak katalaz, lipit peroksitleri gibi biiyiik

molekiillere kars1 etki gosteremez (153).

1.2.5.2.2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar

C vitamini, E vitamini, A vitamini, flavinoidler, iirik asit, melatonin, albiimin,
haptoglobulin, sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, ferritin, oksipurinol,
ubiquinon (koenzim Q210), bilirubin, mannitol, lipoik asit ve hemopeksin enzim

yapisinda olmayan antioksidanlardir (121, 155).

1.2.5.3. Serbest Radikal Tayininde Kullanilan Yontemler

Serbest Radikal Tayininde N,N-Dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) Yontemi,
Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) Yontemi, Hidroksil Radikali
Stipiirme YOntemi, Siiperoksit Radikali Siiplirme Yontemi gibi ¢esitli uygulamalar

mevcuttur. Bunlardan TBARS testi biyolojik sistemlerde ve gidalarda lipit
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peroksidasyonunu degerlendirmek igin en sik kullanilan ve bilinen en eski testlerden
biridir. Son zamanlarda da basit, karmasik enstriimantasyon gerektirmeyen, yiiksek
duyarlhilikta bir yontem olmasi nedeniyle kompleks biyolojik metaryallerde

uygulanmasi artmistir (123).

Serbest radikaller ¢ok reaktif ve kisa omiirlii olduklar i¢in Slgiimleri kolay
olmaz. Bunun yerine serbest radikallerin lipitler, proteinler ve DNA ile reaksiyonlari
sonucu olusan irlnlerin Ol¢limii araciligiyla dolayli olarak serbest radikallerin
etkinligi belirlenir. Lipitler serbest radikal hasarina kars1 daha hassastirlar. TBARS
testi de lipit peroksidasyonu sonucunda olusan malondialdehit (MDA) o6lgiimiine

dayanir (131, 132).

1.2.6. DIYABETTE OKSIDATIF STRES

Yapilan ¢alismalarada hiperglisemiden dolay1 serbest oksijen radikallerinin
arttig1 goriilmiistiir. Uzun siireli hiperglisemi sebebiyle hiicre disindaki proteinlerin
nonenzimatik glikasyonuna baglh olarak serbest radikal liretimi artmaktadir. Serbest
radikallerin asir1 artis1 da oksidatif stresi indiiklemektedir. Diyabette oksidatif stres
pek ¢ok mekanizmaya bagli olarak artabilmektedir, ancak bu mekanizmalarin kesin
katkis1 tam olarak kanitlanmis degildir. Cok sayidaki deneysel bulgular artan reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumunun ve zayiflayan antioksidan savunmanin

mekanizmalarin temelini olusturdugu ifade edilmektedir (140, 143, 145).

Deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarda ve diyabetik hastalarda serbest
oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun 6nemli derecede arttigi ve oksidatif
stresin diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde dnemli
bir rolii oldugu yapilan ¢alismalarla bildirilmistir. Ayrica uzamis oksidatif stresin ve
antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin diyabetin kronik komplikasyonlarinin
ortaya cikist ile de iligkili olabilecegini arastirmacilar vurgulanmaktadir (137, 141,

142, 146, 161, 162, 163).

Serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin
prooksidan ve oksidan maddeler yoniinde kaymasi diyabette oksidatif stresin

gelismesine yol acar. Oksidanlar, organizmada baslica glikozun oksidasyonu
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sirasinda olmak lizere tiim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasinda ve sonrasinda
stirekli bir olusum ve antioksidan molekiiller tarafindan da siirekli etkisizlestirme
siireci i¢indedirler. Clinkii canli organizma i¢ ve dis etkilerin uyarilmasi ile her an
zorlanmakta ve bu esnada zaman zaman oksidan molekiiller belirli diizeylerin {istiine

cikmaktadir (147, 148, 149).
1.2.7. AGOMELATIN

Agomelatin pineal bezde sentezlenip salgilanan ve organizmanin sirkadiyen
ritmi diizenleyen Melatonin hormonunun analogudur. 2000'li yillarin ortalarinda,
Fransa'da Servier arastirma enstitiisiinde daha etkili ve daha gilivenli yeni
antidepresan ilaglar gelistirmeye yonelik calismalar sirasinda sentezlenmistir.
Kimyasal yapisinda indol grubu yerine bir naftalen biosestere grubu ve NH grubu
olan yerde HC=CH grubu igermesi ile melatoninden ayrilir. Molekiiler formiilii
CisH17NO,  Kimyasal formiilii ise (S 20098; N(2-(7-metoksi-1-naftil)etil)asetamid
etil) seklindedir. (sekil 1-4) (173, 179).

0

e

~

Sekil 1-4: Agomelatin kimyasal yapis1 (181).

Melatoninin farmakodinamik etkilerinden ¢ok giiglii bir antioksidan etkiye
sahip oldugu bilinmektedir (176).

Agomelatin higrokopik olmayan beyaz veya beyaza yakin toz seklindedir.
Suda ¢oziinmez. Etanol, DMSO ve dimetil formamid gibi organik ¢oziiclilerde
¢Oziiniir. Bu ¢oziiciilerdeki ¢oziintirliigii 30 mg/ml seklindedir. Toz seklindeki etken

madde i¢eren formu oda sicakliginda saklanabilir (174, 175, 178).
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Avrupa Birligi 2009 iilkemizde ise 2011 yilinda agomelatin 25 mg'lik film
kapli tablet formunda depresyon tedavisinde kullanimina izin vermistir. Dozun
ginde 1 kez kullanimi tavsiye edilirken gerek duyuldugu takdirde 2 doza kadar
artirilabilir (177, 180).

1.2.8. GALLIK ASIT

Fenaolik maddeler bir hidroksil grubunu iceren aromatik halkaya sahiptir ve
dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarindan biridir. Bitkilerde fenolik maddeler ya
vakuollerde birikirler ya da bitki hiicre duvarlarinda lignin ile polimerize halde
bulunurlar ve bitkilerin ikincil metabolitleridir. Bunlarin besinlerde bulunan ve
kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklar: bilinmektedir (65, 66, 70,
167, 168, 169).

Ozellikle meyve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayamklilig: {izerine etkili olan
fenolik maddeler, antioksidan 6zelliklerine bagli olarak antikanserojen, antimutajen,
antinflammatuar 6zellik gosterir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla
oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklari bilinmektedir. Gida sanayi
yaninda farmokolojide de kullanim alani oldukga genistir. Ilag sanayisinde fenolik
maddelerin dzellikle antimikrobial &zelliklerinden yararlanmlmaktadir. Odem giderici

ve antialerjik etki de gosterirler (70, 166, 170).

Fenolik asitler cesitli yollarla “indirgeyici ajan olarak, hidrojen verici olarak”

antioksidan gibi davranir. Bunlarin i¢inde belki de en Onemlisi serbest radikalleri

etkileyerek serbest radikal =zincir reaksiyonlarimi kirmasidir. Bunu da lipid

radikallere, hizla H+ vermesi seklinde yapar. Gorevi lipid peroksi (ROO.) ve alkoksil

(RO.) radikalini pargalamak ve bdylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu

sonlandirmaktir (71, 72, 169).

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit; C7H605), dogal bir fenolik

antioksidan olup hidroksibenzoik asitler sinifindandir ve taninlerin asidik veya bazik
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hidrolizi ile elde edilebilir. (Sekil 1-5) Gallik asit 6zellikle yesil ¢ay olmak iizere
bitkilerden ekstrakte edilir.

COOCH

HO OH
OH

Sekil 1-5: Gallik asidin kimyasal yapisi (63).

Gidalarda, ilaglarda ve kozmetikte lipid peroksidasyonu ve ¢lirliimenin neden
oldugu bozulmalart engellemek i¢in kullanilmaktadir. En Onemli uygulama
alanlarindan biri farmasotik sanayinde siilfonamidlerle beraber kullanilan
antibakteriyel bir ajan olan trimetoprim {iretiminde kullanilmaktadir. Bunun yaninda
antioksidan bir ajan olarak kullanilan propil gallat gibi gallik asit esterlerinin
tretiminde, deri, kozmetik ve fotograf boyalarinda kullanilan pirogallol bilesiklerinin

olusturulmasinda kullanilmaktadir (64, 171, 172).

Yapilan caligmalarda gallik asidin antibakteriyel, antifungal ve gii¢lii bir
antikanser etkinlige sahip oldugu belirlenmistir (67, 68, 69).

1.2.9. Apoptozis

Yunancada apo (= ayr1) ve ptozis (= diisen) sozcliklerinin birlestirilmesi ile
olusmusturulmus olup bu terim ilk kez Kerr ve arkadaslar1 tarafindan kullanilmistir.
Organizmanin normal isleyisi esansinda goriilen ve diizenli olarak siirmesi gereken

bir tiir hiicre 6limii sekli olarak tanimlanmaktadir (184, 190, 191, 192).

Her hiicre, dogar, cogalir (proliferasyon), farklilagir (diferansiasyon) ve oliir

(apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir denge halinde siirer. Normal gelisimin ve
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hastaliklarla baglantili patolojik durumlarin bir 6gesi olarak ortaya cikabilen

proglamlanmis hiicre 6liimleri ¢ok hiicreli pek ¢ok canlida bulunmustur (185, 186).

Programli hiicre Oliimiiniin, ¢ok hiicreli organizmalarda, homeostazin
stirdiiriilmesinde 6nemi biiyliktiir. Cok hiicreli organizmalarda hiicre 6liimii iki farkli
diizenek ile gerceklesir. Bunlardan ilki klasik hiicre oliimiidiir ve nekroz olarak
adlandirilir ve inflamatuvar yanit gelisirken, ikincisi ise ¢ogunlukla hiicreleri tek tek
etkileyen programli hiicre 6liimiidiir, apoptozis olarak adlandirilir ve inflamatuvar
yanit goriilmez. Apoptozis bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumda ortaya ¢ikar ve

genellikle yangt olusumu goriilmez (183, 184).

Apoptozis, embriyogenezis, immiinolojik tepkimeler, i¢ ortam dengesinin
diizenlenmesi ve farklanmis hiicrelerin yasam siirelerinin sonlanmasi gibi birgok
normal fizyolojik siirecte izlenebilirken ayrica iyonize radyasyon, inflamatuvar ve
bagisiklik sistemini diizenleyici sitokinler, oksidatif stres, redoks potansiyelinde
degisiklikler, biiyiime faktorleri, DNA hasar1 ve mekanik stres gibi cevresel
uyaranlarca diizenlenir (191, 192, 193).

Apoptozis, niikleusun yogunlasmasi ve ardindan pargalara ayrilmasi seklinde
gbzlenir. Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bdlgelerinden ayrilir,
Ozellesmis yiizey organellerini kaybederler. Bir ka¢ dakikada hacimlerinin 1/3‘{linii
kaybiyla belirgin sekilde biiziiliir. Hiicresel biliziigmenin nedeni Na, K, Cl tasiyici
sistemin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir.
Sonraki asamada plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre,
sitoplazma ile c¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcalanir. Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ile makrofajlar tarafindan taninir ve
fagosite edilir. Apoptotik hiicrelerin  taninmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidilserin,

aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina goc eder (187, 188,
189).

VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor)
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VEGF, 34-45 kilo Dalton agirliginda bir glikoprotein olup, anjiogenezi timor
biliylimesi ve metastaz olusumunda ¢ok 6nemli faktorlerden biridir. Damarlanmada
artig, birgok tiimorde, metatazin yiiksek insidansi ve kotii prognozla koreledir.
VEGF, endotelial hiicreler i¢in spesifik mitojendir. Endotelden salinan c¢esitli
bliylime faktorleri yoluyla timér biiylimesi indiiklenir. Endotel hiicrelerinden
interlokin-6 (IL-6) salimini arttirarak, myelom hiicrelerinin proliferasyonunun yani

sira otokrin ve parakrin mekanizmalar yolu ile gogiini tetiklemektedir (218, 219,
220, 221).

VEGEF ailesi, VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-
E, VEGF-F (sv-VEGF) ve Plasenta biiyiime faktorii (Plasenta Biiylime Faktord;
PIGF) adi verilen yedi {iyeden olusmaktadir. VEGF homodimerik, heparin-binding
glikoprotein yapisinda bir molekiil olup ¢esitli alt gruplari tanimlanmistir. VEGF A,
B, C, D, E, ya da aminoasit sayilarma gore 121, 165, 189, 206 ve 145 gibi
isoformlar1 bulunmaktadir (222, 223, 225).

VEGF endotel hiicresinde etkisini gosterebilmesi igin temel olarak {i¢ reseptore
baglanmaktadir. Bu reseptorler VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-1/KDR) ve VEGF-
R3 (flt-4) olarak siralanabilir ve tirozin kinaz yapisindadirlar. Bunlardan VEGF-R1
ve R2 endotel hiicreleri iizerinde iken VEGF-R3 lenf damarlari tizerinde bulunmakta
olup, lenfanjiyogenezden sorumludur. VEGF reseptorlerinin aktivasyonu; MAPK-
kinaz bagimli fosfolipaz A2, fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz aktivator proteinleri
gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile eder. Sonugta, endotel

hiicrelerinin ¢ogalma, go¢ ve diferansiyasyonunu saglar (222, 223, 224).

VEGF, anjiyogenezin VEGF-bagimli bir mediyatorii olan nitrik oksid (NO)
salinimini arttirmakta olup, sonug olarak NO endotel hiicre gociinde rol alir. Basta
RAS, SRC ve HER-2 onkogenleri olmak {izere VEGF diizeyi; p53 gen mutasyonu,
IL-1B, IL-6, IL-10, FGF, PDGF, IGF-1, TNF-a ve NO gibi birgok endojen ajan ile
diizenlenmekte ve tiimor hiicrelerinde VEGF ekspresyonu artmaktadir. Diisiik glikoz
seviyesi, oksidatif stres ve 6zellikle hipoksik ortamda diizeyi hizla artan hypoxia-
inducible transcription factor-1 (HIF-1) de VEGF saliniminda 6nemli bir etkendir.

Ayrica, VEGF muhtemel temel anjiojenik faktdr olma 6zelligi yaninda; VEGF’ e
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maruz kalan damarlarda, endotel hiicreleri arasinda vaskiiler permeabiliteyi
artinr(222, 223, 224, 226).

FN (Fibronektin)

Ekstraselliiler matriks, hiicrelerce salinan glikoproteinler, glikozaminoglikanlar
ve proteoglikanlar gibi yapisal makromolekiillerin bir agindan olugsmustur. ECM
proteinleri (fibronektin ve fibrinojen gibi) hiicre farklilasmasinda, hiicre gelisiminde,
apoptozda, doku olusumu ve devamliligimnin saglanmasinda, timor olusumu ve
metastaz gibi birgok normal ve patolojik olaylarda 6nemli etkiye sahiptirler (195,

197, 198, 199).

ECM’nin glikoprotein ailesine ait olan fibronektin (FN), cok Onemli
fonksiyonlara sahip % 5 karbonhidrat i¢eren yiiksek molekiiler kiitleli bir proteindir.
Yapisinda 12 adet tip I modiil (FN1) ve 2 adet tip Il modiil (FN2) yer almaktadir. Tip
I modiiliin (FN3) sayist ise 15 ile 18 arasinda degisebilir. Herhangi iki modiiliin
aminoasit dizileri benzer olmamasina ragmen ti¢ boyutlu yapilar1 olduk¢a benzerdir.
Molekiil agirligr 220 ila 270 kDa arasinda degisen ve iki zincirden ibarettir olan FN,
hepatositler, makrofajlar, trombositler, fibroblastlar, amniyotik hiicreler, endotel
hiicreleri, melanositler, mast hiicreleri, schwann hiicreleri sinoviyal hiicreler ve
kondrositler gibi bircok farkli hiicre tipi tarafindan sentezlenip salgilanmakla
beraber, dolasimdaki bliylik bir kismi ise hepatositler tarafindan olusturulur (194,

196, 200, 201).
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Sekil 1-6: Fibronektinin primer yapisinin Ozellikleri ve fonksiyonel domainleri

(193).

Fibronektinin, plazma fibronektini ve hiicresel fibronektin olmak tzere iki
formu vardir. Plazma fibronektini kanda, tiikiiriikte ve diger viicut sivilarinda
bulunmakta olup, yara iyilesmesi ve kan pihtilagsmasi gibi olaylarda 6nemli role
sahiptir. Hiicresel fibronektin, fibroblastlar, epitel hiicreler ve makrofajlar gibi ¢esitli
hiicreler tarafindan sentezlenir ve hiicre yiizeyine yerlesir. Hiicresel fibronektin
embriyogenez, hiicre yapigsmasi ve hiicre gocii gibi olaylarda yer alir (203, 204, 206,
207, 208, 209, 213, 215, 217).

Fibronektin, hiicre yiizeyindeki integrin reseptdriine baglanabilen bir domeyn
icerir bu sayede fibronektinin hiicre yapigmasinda rol almasina aracilik eder. Hiicre,
fibronektine PHSRN (Pro-His-Ser-Arg-Asn) aminoasit dizisinin yani sira, RGD
(Arg-Gly-Asp) aminoasit dizisinden de baglanir. Fibronektinin yapisindaki diger bir
baglayict domeyn ise heparin baglayict domeyndir. Bu sayede de fibronektin hiicre

¢ogalmasinda rol oynar (205, 211, 216).

Fibronektin, 16kosit fonksiyonlarimi etkileyerek inflamasyon olusumunda yer

alir ve bir akut faz proteini gibi fonksiyon goriir. Son yillarda fibronektinin 16kosit
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fonksiyonlarinda diizenleyici bir rolii oldugu ve I6kositlerden salinan fibronektinin

makrofajlar aktive ettigi gosterilmistir (202, 210, 212, 214).

NO (Nitrik Oksit)

Cok kisa yar1 dmiirlii bir serbest radikal olan Nitrik oksit (NO), ilk kez endotel
kaynakli gevseme faktorii (EDFR) olarak tanimlanmistir. Yarilanma omrii 3- 5
saniye olan NO, hiicre zarindan kolayca geger, etkisini kisa siirede gosterir ve sonra
hizla metabolize olarak nitrit ve/veya nitrata dontisiir, bu nedenle etkisini bolgesel
olarak gosterir. NO, damar diiz kaslarinda gevsemeye neden olur ve bagisiklik,

inflamatuar ve kardiyovaskiiler sistemleri de dahil olmak iizere bir¢ok sistemde

normal fizyolojik siireglere aracilik eder. (227, 228, 230, 232).

NO gibi serbest radikallerin iireme sistemi iizerindeki rolii karmasiktir,
hiicresel siirecleri ¢esitli mekanizmalar araciligiyla olumlu ya da olumsuz olarak etki
gosterebilir. Serbest radikaller, planlanmayan doku yikimini 6nlemek agisindan
yakindan kontrol edilmesi gerekirken folikiil gibi entegre bir sistemde bunun nasil
gerceklesebilecegi hakkinda ¢ok az bilgi vardir (233). Ayrica cinsel davranis,
steriodogenezis, follikiiler sagkalim, ovulasyon, fertilizasyon ve hatta embriyo
implantasyonu dahil ireme potansiyelini giiglii sekilde etkiler (234). NO, folikiile
kan akisini etkileyen bir vazodilator etki ile veya diger reaktif oksijen tiirleri gibi,
lokal hiicresel etkilesimler iizerinde dogrudan etki olusturarak, folikiil biiyiime ve

gelismesini etkileyebilir (235).

NO ve diger bir son iiriin olan sitriillin, argininden Nitrik oksid sentaz (NOS)
enzimi aracilifiyla sentezlenir. NOS, molekiiler oksijen ve L-arjininden diiretilir.
NOS'un genetik olarak farkli 3 izoformu tespit edilmistir: Iki yapisal izoform,
endoteliyal (eNOS) ve néronal NOS (nNOS) ve bir indiiklenebilir izoform (iNOS)
(229, 236).

Yapisal izoformlar kalsiyum ve kalmoduline bagimlidir ve az miktarda NO
tiretirler. Buna karsilik iNOS pek ¢ok hiicre tipinden sekrete edilir ve NO'nun
devamli sentezlenmesini indiikler. Viicutta NO seviyeleri diizenli olarak disiik

seviyelerdedir ve bu eNOS ve nNOS tarafindan kontrol edilir. Bu iki enzimin sentezi
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posttranskripsiyonel seviyede kontrol edilirken, iNOS uygun uyar1 veya NFKB gibi

transkripsiyonel faktorlere cevap olarak sentezlenir (231, 236).

TNF (Titmor Nekrozis Faktor)

Tiimo6r Nekrozis Faktor’i (TNF) 1975 yilinda Lloyd Old ve arkadaslart fare ve
tavsanlarda  “Basil Calmette - Guerin”  (BCG) ile retikiiloendotelyal sistemin
uyarilmas: ve takiben lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu sonucu dolasima bir
proteinin  salindigim1  bulmasiyla  adlandirmiglardir. Daha  sonra  yapilan
deneylerle TNF’in TNF-a (Kasektin) ve TNF-B (Lenfotoksin) olmak iizere 2 formu
oldugu saptanmustir (237, 240, 243, 245, 246).

Tnf-a, 233 aminoasidden olusan prohormon halinde  bulunur. Molekiilde

bulunan iki sistin birbirine bir disiilfid képriisii ile baglanir. Insanda 6. Kromozomun
kisa kolundaki genlerde kodlanir (243, 245, 246, 247).

F— Clasz I —#— Class Il 1 Clasz 1 i

G2, Bf, C4A
CAB, 21-0H,
H3PTO THFaf B
Eromwozom & —H
Sentmm/ \ TE].IJ:I'I'I.E:['

a=TNF-alfa. == TNF-heta
Genler -—m—-H——Cm-#0-0—

Sekil 1-7: TNF genlerinin yapisi (248).

Doku zedelenmesi ile akut ve kronik yangisal reaksiyonda rol oynayan Tnf-a
fagositik ve nonfagositik hiicrelerde, monosit, lenfosit yanisira natiirel ~ killer
hiicrelerinde, beyinde astrosit ve mikroglialarda, karacigerde kupfer hiicrelerinde
sentezlenir (244, 245).

TNF-a, gram (-) bakterilere ve diger infeksiy6z ajanlara karsi gelisen akut
inflamatuvar yanitin ana mediyatoriidir. Sentezleyen ana

hiicreler mononiikleer fagositler olup, infeksiyon
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bolgesine notrofil ve monositlerin ¢gekilmesinde 6nemli rol oynar. Diisiik dozlarda
16kositler ve endotelde akut inflamasyonu indiikler. Normal
dozlarda inflamasyonun sistemik etkilerini diizenler. Yiiksek dozlarda septik sokun

patolojik anormalliklerine neden olur (241, 242).

TNF-a giiglii bir proinflamatuar sitokindir. Apoptozis, hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinin ~ kontrolit ~ yaninda  inflamasyon ve immunitede de  6nemli
rol oynamaktadir. Molekiiler seviyede TNF-a’nin hiicresel etkilerine TNFR1 ve
TNFR2 olarak adlandirilan iki farkli reseptor aracilik etmektedir. Bu reseptorlerin
hemen hemen biitlin  hiicre tiplerinde  var  oldugu  gosterilmigtir TNF-
a’nin reseptorlerine  baglanmasi birgok immun sistem hiicresinin  gelisimini
ve aktivasyonunu saglarken, duyarl tiimdr hiicrelerinin ve virusla enfekte hiicrelerin
apoptozis yoluyla 6liimiine yol agmaktadir. Sistemik olarak pirojen etkisi gosteren
ve yiiksek atese neden olan bu sitokinin asir1 uyarimi siddetli doku yikimina neden
olabilmektedir (238, 239).

1.2.10. IMMUNOHISTOKIMYA TEKNIKLERI

Immiinohistokimya ilk kez 1941 yilinda H. Coons ve arkadaslari tarafindan
uygulanmistir. Bu arastiricilar bir antikoru fliioresan bir boya ile isaretleyerek doku
kesitlerinde antijenleri gdstermek icin kullandilar. Bu ilk c¢alismalar1 takiben, daha
cok sayida antijene karsi ve daha iyi kalitede antikor iiretimiyle teknik de asiri
derecede genisleyip gelisti. Antijen antikor reaksiyonu doku antijenlerinin siiphe
gotlirmez bir sekilde taninmasini miimkiin kildi. 1966’da Nakane ilk kez peroksidaz

enzimini kullandi.

Immiinohistokimya isaretlenmis antikorlar kullanilarak hiicre ve doku
antijenlerinin  bulunduklar1 yerde gOsterilmesini saglayan bir ydntemdir.
Immiinohistokimyasal boyalar yaygm olarak patojenik dokularin tespitinde
kullanilir. Ayrica yaygin olarak temel arastirmalarda biyomarkirlarin dagilimimi ve
yerlesimini ve farkli doku pargalarinda farkli proteinlerin ifadelerini anlamada

kullanilir.
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Antijenin antikor tarafindan taninmasini saglayan ozgilin diziye antijenik
belirleyici bolge veya epitop denir. Antikorlarin 6zgiin olusu dokulardaki belli
epitoplar1 ortaya c¢ikarmak icin analitik bir ara¢ olarak kullanilmalarini miimkiin
kilar. BOylece histolojik kesitlerde antikorlarin belli antijenik epitoplar1 spesifik

olarak saptayan ajanlar olarak kullanilmasi immiinohistokimyanin sahasina girer.

Immiinohistokimyada kullanilan immunoglobulin genellikle IgG’ dir. Bir Fc
boliimii ve iki Fab boliimii vardir. Fab bolgesi antijen baglayici bolgedir ve immiin
cevabin dzgiinliigiinii saglar. Immiinohistokimyada 2 tip antikor kullanilir: Poliklonal

ve monoklonal antikorlar.

Immiinohistokimya ydntemi, gerek 151k, gerekse elektron mikroskobide; tek

asamal1 (direkt) veya iki asamali (indirekt) olmak tizere iki sekilde uygulanabilir.

Direkt yontem: Gosterilmek istenen antijene 6zgii antikor floresan boya, enzim
v.b isaretler ile isaretlenir ve isaretli antikorun dokudaki antijenle reaksiyona girmesi
saglanir. Bu yoOntemede primer antikor isaretlendigi i¢in antikorun reaksiyon
giiciinde bir azalma olur ve dolayisiyla hassasiyeti diisiik bir yontemdir. Yerini

indirekt yonteme birakmaigstir.

Indirekt yontem: Primer antikor isaretlenmez, primer antikorun elde edildigi
tiirlin gama globulunine kars1 olusturulmus sekonder bir antikor isaretlenir. Boylece;
1. asamada, isaretsiz primer antikor antijene baglanir, 2. asamada ise isaretli
sekonder antikor primer antikorun Fc bolgesi ile reaksiyona girer ve antijen iki
asamada indirekt olarak isaretlenmis olur Direkt yonteme gore cok daha hassastir ve

daha gii¢lii bir isaretleme elde edilir.

Immiinohistokimya igin gerekli kosullar sdyledir:

1- Antijenin 1yi korunmasi: Bagarili bir immiinohistokimya, doku antijenlerinin
¢oziinmez hale getirilmesi ve bu sirada antijenik bolgelerin tersiyer yapilarinda

onemli bir degisiklik olusturmadan, antikorun kendilerini tanimasi i¢in uygun

durumda korunmasini gerektirir.
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2- Ozgiin boyanma: Pozitif goriinen bir sonug gergekten pozitif boyanma
olabilir ancak 6zgiin olmayan reaksiyon riski de mevcuttur. Bu risk sonuglar dogru
olarak kabul edilmeden 6nce mutlaka yok edilmelidir.

3- lyi nitelikli antikor

4- Kolay goriilebilen bir isaretleyici: Bu amagla fliioresan boyalar, enzimler,

altin tanecikleri ve biyotin kullanilir (164).

2. BOLUM

2. 1. GEREC VE YONTEM:

2. 1. 1. Deneysel Araclar:

e Sican (Tir: Rattus albinus 28 adet erkek)

e Deney Kafesi

e Hassas Terazi (Precia XB-220A)

e Anestezik madde (Ketamin, Ksilazin-Rompun)

e 3,3',5-Triiodo-L-thyronine (Sigma, T2877-100mg)
e Polylizin kapli lam (Citoglass), Lamel (Surgipath)
e Formaldehit (Merck)

e Etil Alkol (Merck)

e Ksilol (Merck)

e Mini pap pen (Invitrogen)

e Entellan (Merck)

e Histostain-Plus Kit (HRP- 1000) (Invitrogen)

e Liquid DAB-Plus Substrate Kit (Invitrogen)

e c-kit antikor (Santa cruz)

e NOS-2 antikor (Santa-cruz)

e OKludin antikor (abcam)

e Mayer’s Hematoksilen Boya Soliisyonu (Sigma)

e PAS (Periodic Acid Schiff) (Hotchkiss Mc Manus, Bio-Optica)
e Glisial asetik asit (Merck)
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e Picric Asit (Sigma)
e Mikrotom (Leica RM 2145)

2. 1. 2. Deneysel Yontem:

Deneysel calisma, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’nun 26
Mart 2014 tarih, 2014-026 sayili onayi ile gergeklestirilmistir. Celal Bayar
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden, agirliklart 190-220 gr arasinda degisen, seksiiel olgunluga ulasmis
Rattus albinus erkek siganlar1 temin edilerek Ege Universites, Argefar, Faz Oncesi
Arastirma Biriminde 25°C oda 1sisinda, 12 saat aydinlik ve karanlik donemlerle,
serbest su ve gida saglanarak aragtirmaya alindilar. Yem ve su gilinliikk olarak
degistirildi. Calisma siiresince hayvanlar, kenarlar1 sert plastik ve iistiinde celik

1zgara bulunan deney grubuna gore isaretlenmis kafeslerde tutuldu.

2.1. 2. 1. Deney Gruplan

Deneyde 28 erkek sican ile su 4 grup olusturulmustur.

Grup 1: Kontrol grubu, 7 erkek sican

Grup 2: Diyabet grubu, 7 erkek si¢an

Grup 3: Diyabet + 16mg/kg Agomelatin grubu, 7 erkek sigan
Grup 4: Diyabet + 20 mg/kg Gallik Asit grubu, 7 erkek si¢an

190- 250 gr agirhiginda 21 adet erkek sicana intraperitonal olarak 50 mg/kg
olacak sekilde 0.lmol/L sodyum sitrat tamponu (pH: 4.7) ile hazirlanmis
Streptozotosin (STZ) enjekte edilmistir (21,63). Klinik ve biyokimyasal gozlemler
yapilarak 48 saat sonra kuyruk veninden kan 6l¢timii yapilarak 250 mg/dl iizeri kan-
glukoz diizeyine sahip olan denekler diyabet kabul edilmistir ve hayvanlar diyabet
olduktan 1 hafta sonra ise sicanlara 2 hafta boyunca gavaj yoluyla Agomelatin ve
Gallik Asit verilmistir. Tiim gruplar i¢in deneysel slire¢ disinda (21 giin) denekler
genel anestezi altinda yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edilip epididimis ¢ikarilmistir.
Alinan dokular uygun fiksatifler i¢ine alinmis ve rutin 1s1tk mikroskobik ve

immiinohistokimyasal analizine ge¢ilmistir.
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Sekil 2-1: Hayvanlarin Gruplandirilmasi

Sekil 2-2: Gavaj Uygulamasi

2.1.3. Diyabet Indiiksiyonu

Calismanin bu kisminda kullanilacak 21 adet erkek siganlar1 diyabet
olusturmak i¢in 26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle 50 mg/kg dozunda STZ (Sigma
Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5) ¢6zdiriilerek
i.p enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi. 48 saat sonra, 12 saat a¢ birakilan siganlar

sabah saat 9-10 arasinda kuyruk venlerinden kan Ornegi alinarak, glukometre
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cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan glukozu diizeyi >250 mg/dl’yi gecen sicanlar

diyabetik olarak kabul edildi.

Sekil 2-3: STZ nin i.p. olarak verilmesi

2.1.4. Doku Orneklerinin Alinmasi

Tiim gruplardaki sicanlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75 mg/kg)
+ xylazine (10 mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edilerek caligma
sonlandirildi. Dekapitasyonun ardindan siganlarin epididimis dokular1 hizla ¢ikarildi.
Cikarilan epididimis dokular1 histolojik ¢alisma i¢in uygun fiksatif soliisyonunda

tespit edildi. Epididimisler yag dokularindan arindirildiktan sonra tartildu.

Sekil 2-4: Sicanlarda agirlik tartma
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Sekil 2-5: Epididimislerin alinmasi

2. 1. 5. Mikroskopik Analiz Gere¢ ve Yontem

2. 1. 5. 1.Tespit soliisyonlar:

%4’litk Paraformaldehit Tespit Soliisyonu

Distile Su 1000 cc

Paraformaldehit 40 gr

Toz Paraformaldehit 1000 cc distile suda eritilir ve 1sitilir. Sicakligin 60°C’yi
ge¢memesine dikkat edilmelidir. pH 7.2-7.4 olmalidur.

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS)
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NaH2P0O4+2H20 0,813 gr
Na2HPO4+7H20 4,040qr
NaCl 8,78gr
Distile su 1000cc

pH 7,2-7,4 olmalidir.

2. 1. 5. 2. Isik Mikroskobik Yontem

2.1.5.2. 1. Doku Takibi ve Gomme

e Parcalar %4 liik paraformaldehitte 24 saat siireyle bekletilerek fikse edildi.
e 24 saat PBS tamponunda bekletilerek yikandi.

e 2 saat % 80 Etanol,

e 3 saat % 95 Etanol I,

¢ 15 saat % 95 Etanol II,

e 2 saat % 100 Etanol |,

e 2 saat % 100 Etanol II,

o2 saat % 100 Etanol III°’de bekletilerek dehidretasyon islemi gerceklestildi.

Alkolden cikarilan pargalar oda 1sisinda kurutuldu. Ksilol ile seffaflandirma
asamasina geg¢ildi. Seffaflandirma asamasii sonrast 58°C etiivde erimis parafin
igerisine alinan parcalar 1 gece bekletilerek, ertesi giin etiivden ¢ikarilip erimis mavi

parafine gomiilerek bloklandi.

2.1.5. 2. 2. Kesit Alma

Isik mikroskopik incelemeler i¢in mikrotomda (Leica RM 2145) 3pu’luk kesitler
alimarak 37°C su banyosunda kesitlerin agilmasi saglanarak rodajli ve polilizinli

lamlar tlizerine alindi. Tiim kesitler 1 gece 37°C’lik etiivde tutularak lam iizerine
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yapigmalari saglandi. Ksilolle parafinden uzaklastirma islemi gergeklestirildi. Uygun

histokimyasal ve immiinohistokimyasal boyamalar i¢in preparatlar hazir hale

getirildi.

2. 1. 6. Histokimyasal Boyamalar

2.1.6.1. HEMATOKSILEN EOSIN (H.E.)

2.1.6.1. 1. H.E. Boyama i¢in Hazirlanan Soliisyonlar

Eozin Asit-Alkol Amonyakh Su
Soliisyonu Soliisyonu
Eozin Y (% 3): 100 cc % 70 Alkol: 1000 cc Distile Su: 1000 cc
%95 Alkol: 125 cc HCI: 10 cc Amonyak: 1- 2 cc
Distile Su: 375 cc

2.1.6.1. 2. H.E. Boyama Teknigi

e Ksilol I 10 dakika

e Ksilol 11 10 dakika

e Ksilol 111 10 dakika

e Kuruduktan sonra alkole gegirildi.

e % 100 Alkol ve 2. % 100 Alkolde 2’ser dakika
o % 95 Alkol ve %80 alkolde 2’ser dakika

e Distile suda 5 dakika yikandi.

e Hematoksilende 2,5 dakika tutuldu.

e Akarsu 5 dakika
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e Asitalkol (Doku pembe renk alana kadar batirip ¢ikarilir.)

e Akarsuda yikandu.

e Amonyakli su (Doku mor renk alana kadar batirip ¢ikarildi)

e Akarsu

e Distile su 5 dakika yikandi.

e Eozin 2,5 dakika

e %95 Alkol , %100 Alkol ve 2. %100 Alkolde 2’ser dakika bekletildi.
e Disarida kurutuldu.

e Ksilolle muamele edildi.

e Boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatildi.

e Sonugclar: Niikleus: Mavi , Sitoplazma: Pembe

2.1.6.2. Periyodik Asit Shift (PAS)

PAS Boyama Soliisyonlari:

A. Peryodik asit soliisyon 30 ml
B. Schiff ayiraci 30 ml
C. Potasyum methabisiilfit soliisyon 30 ml
D. Fiksatif soliisyon 30 mi
E. Mayer’s hematoksilen 30 ml
PAS Boyama:

e Kiilol

e Distile su ile yikama
e 10 damla A soliisyonu damlatildi ve 10 dakika beklendi.
¢ Distile su ile yikama

e 10 damla B soliisyonu damlatildi ve 20 dakika beklendi.



e Distile su ile yikama

e 10 damla C soliisyonu damlatildi ve 2 dakika beklendi.
e Preparatlar kurutuldu.

e 10 damla D soliisyonu damlatildi ve 2 dakika beklendi.
e 10 damla E soliisyonu damlatild1 ve 3 dakika beklendi.
e (Cesme suyunda 5 dakika yikama

e % 80 Alkol 1 dakika

e % 95 Alkol 1 dakika

e % 100 Alkol 1 dakika

e 10 dakika ksilolde bekleme

e Entellan ile preparatlar kapatildi.

Sonuglar: Niikleus: Mavi. Glikojen ve diger PAS pozitif reaksiyon veren alanlar:
Kirmizidan mora degisen renklerde saptanir.

2.1.6.3. Immiinohistokimyasal Boyama

e Kesitler, bir gece 60°C etiivde ve soguduktan sonra 2x30 dakika ksilolde
tutuldu.

e Srrastyla %95, %80, %70 ve %60’ lik etil alkolde 2‘ser dk bekletildi.

e Kaesitler distile su ile 10 dk yikanir ve gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izildi.

e PBS (Phosphote Buffered Saline) soliisyonu ile 3x5 dk yikandi.

e Kullanilacak antikor i¢in 6nerilen antijen “retrival” yontemi uygulandi.

e PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi. Endojen peroksit blokaji yapildi.(% 3
H.0,) (5 dakika).

e PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandiktan sonra kesitler {izerine Blok soliisyonu
(non-immun serum) damlatilarak 1 saat beklendi.

e Blok soliisyonu yikamadan uzaklastirildi ve uygun sekilde diliisyonu yapilmis
50 ul primer antikor damlatildi, kapali nemli kutuda bir gece 4°C’de
bekletildi (Primer antikor diliisyonlar1 su sekilde yapildi: c-Kit: 1/50; Nanog:
1/50; Thy-1:1/100; iNOS: 1/50; Konneksin 43: 1/100; Okludin: 1/100).

e PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi.

e Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor monoklonal antikor

damlatilir, kapali nemli kutuda 30 dakika oda 1sisinda bekletildi.
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e PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi. Hazirlanan streptavidinle isaretli sekonder
antikor damlatilir, kapali nemli kutuda 30 dk oda 1si1sinda bekletildi.

e PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi. DAB (3,3-diaminobenzidine) soliisyonu
damlatilir, 10 dk kapali nemli kutuda bekletildi ve tekrar PBS soliisyonu ile
3x5 dk ve distile su ile yikandi.

e Mayers’in hematoksileni ile Niikleus boyanmasi kontrol edilerek 5 dk
boyama yapildi.

e Distile su ile yikandu.

o Sirastyla %80, %95 ve %100°liik etil alkolde 1’er dk bekletildi.

e Kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dk ksilolde seffaflastirildi.

e Kapama mediumuyla lamel ile kesitler kapatildi.
2.1.7. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindu.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptozise
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak
verilmistir (Tablo 7). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus
BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,

kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

Tunel Boyama Islemi

e Kaesitler 1 giin 6nceden deparafinizasyon i¢in Ksilole yerlestirilir.
e % 100 alkol

e %95 alkol

e 9% 80 alkol

e %1 Triton X-100’1i PBS ile yikama (pH:7,4)

e Dokularin etrafi sinirlayici kalem ile ¢izilir

e Proteinaz K eklenir (3,9 ul proteinaz K + 35 pl distile su)

e Lamlarn iizeri cover slip ile kapatilarak 15 dakika beklenir

e PBSile yikama 2 kez 5’er dakika
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e H,0;ile yikama (63 ml PBS + 7ml H,0,) 5 dakika

e PBSile yikama 3 kez 1 er dakika

e Equilibration tamponu 5 dakika

e Equilibration tamponu lamlardan uzaklastirilir

e TdT enzimi eklenir (77 ul Reaksiyon tamponu + 33 pl TdT enzimi)

e Lamlarn iizeri kapatilarak 1 saat 37 °C etiive konulur.

e Stop/Wash tampon ile yikama (2 ml stop/wash tamponu + 68 ml distile su) 10
dakika

e PBSile yikama 4 kez 2 ser dakika

e Anti-Dioksigenin peroksidaz eklenir (Lamlarin tizeri kapatilir, 30 dakika
nemli oda sicaklifinda beklenir).

e PBSile yikama 4 kez 2 ser dakika

e DAB eklenir (735 ul DAB Dilution buffer + 15 ul DAB substrat)

e Distile su ile yikama 3 dakika

e % 0,5 Metil green eklenir 10 dakika

e Distile su ile yikama 3 dakika

e % 100 N-Butanol ile yikama

e %80 alkol

e %95 alkol

e % 100 alkol

e Ksilenl
e Ksilen Il
e Ksilen Il

e Entalen ile preparatlar kapatilir.

e (Millipore, Apoptag, Germany)
2. 1. 8. Epididimis Tiibiil Caplarmm Ol¢iimii

Hematoksilen eozin ile boyanmis epididimis preparatlarinda, her deney
hayvanindan 10 kesit, her kesitten rastgele secilmis 10 tiibiil incelenmistir. Image-

Pro Express 4.5 programi kullanilarak 6l¢iilmiis ve ortalama skor hesaplanmistir.

2. 1. 9. Bazal Lamina Kalinlik Ol¢iimii
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PAS ile boyanmis epididimis preparatlarinda, her deney hayvanindan 10
kesit, her kesitten rastgele secilmis 10 tiibiil incelenmistir. Image-Pro Express 4.5

programi kullanilarak 6l¢iilmiis ve ortalama skor hesaplanmustir.

3.BOLUM

3. 1. BULGULAR

STZ ile indiikklenmis deneysel diyabet c¢alismamizdaki siganlarin STZ
enjeksiyonu Oncesi ve sonrasi; viiciit-testis agirliklart ve kan sekeri diizeyleri
Tablo 3-1, 3-2, 3-3 ve 3-4’de gosterilmistir. Kontrol grubu (p=0,000) hayvanlarin
deney baslangic ve bitis agirliklart arasinda tek yonlii varyans analizlerine gore
(ANOVA) anlamli artig saptanmistir. Diyabet (p=0,012) grubu hayvanlarda deney
baslangi¢ ve bitis agirliklar1 arasinda anlamli bir azalma go6zlenirken, AGO
(p=0,475)ve GAL (p=0,256) gruplarinda anlamli bir degisim gozlenmemistir.
Diyabet grubu hayvanlarin testis agirliklarina bakildiginda kontrole gore diyabet
grubunda anlamli azalma goriilmektedir (p=0,000). Diyabet grubu ile
karsilastirildiginda AGO (p=0,01) grubundaki testis agirliklarinin anlamli olarak
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. GAL (p=0,26) grubunda ise anlamli artis

gozlenememistir (*p<0,05 degeri anlamli kabul edilmektedir).

Vicit Agirhg: Seker Diizeyi (mg/dl)
Hayvan (gr)

No Baslangig Bitis Baslangig Bitis

1 214 250 141 180

2 199 243 135 216

3 224 302 135 248

4 235 241 127 170

5 217 256 130 188

6 236 267 144 200

7 232 269 98 201

Tablo 0-1: Kontrol grubu siganlarin STZ enjeksiyonu Oncesi ve sonrasi; viicut agirliklart ve kan

sekeri diizeyleri.
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Viiciut Agirhg Seker Diizeyi
Hayvan (gr) (mg/dI)
No Baslangig Bitis Baslangig Bitis
1 220 174 289 268
2 228 183 508 258
3 193 169 506 340
4 228 170 321 328
5 220 178 536 255
6 217 179 597 300
7 197 245 435 498

Tablo0-2: DM grubu siganlarin STZ enjeksiyonu Oncesi ve

sonrasi; viicut agirliklart ve kan sekeri

diizeyleri.
Viict Agirhgr Seker Diizeyi (mg/dl)
Hayvan (gr)

No Baslangig Bitis Baslangig Bitis

1 214 211 397 528

2 203 186 528 538

3 186 223 497 258

4 220 210 374 304

5 195 190 368 300

6 198 205 295 497

7 200 188 349 250

Tablo0-3: AGO grubu siganlarin STZ enjeksiyonu oncesi ve sonrasi; viicut agirliklart ve kan sekeri

diizeyleri.
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Vicut Agirhg: Seker Diizeyi (mg/dl)
Hayvan (gr)

No Baslangig Bitis Baslangig Bitis

1 210 200 314 278

2 228 210 372 300

3 205 223 591 258

4 210 190 480 320

5 180 205 588 480

6 194 177 575 391

7 198 180 421 555

Tablo 0-4: GAL grubu siganlarin STZ enjeksiyonu dncesi ve sonrasi; viicut agirliklart ve kan sekeri
diizeyleri.

3.1.1. Histolojik Bulgular

3.1.1.1. Hematoksilen Eozin Bulgular

Rutin H,E. ile boyanan Grup I’e (Kontrol grubu) ait epididimis histolojik
kesitlerde, kiiciik biyliltmede intersitisyel alanda bag dokusu normal
gbzlenmekteydi. Biiylik biiyiiltmede ise, duktuslarin duvarmi ddseyen yalanci ¢ok
katli prizmatik, stereosilyali epitel goriilmekteydi. Epiteli olusturan bazal hiicreler
heterokromatik, yuvarlak g¢ekirdekleri ile goriiliirken, esas hiicreler soluk, diizensiz,
oval ¢ekirdekleri ile izlenmekteydi. Sterecosilyalar, uzun, dallanmis, birbirleri ile
baglantilar kuran apikal yilizey farklanmalar1 olarak goriildii. Duktuslar1 olusturan
epitelin digtan bazal membran ve tanimlanabilen bir kas dokusu ile g¢evrelendigi

saptandi1. Duktuslarin limeni spermatozoa icermekteydi (Sekil 3-1).

50



51



Sekil 3-1: Grup I’e (Kontrol Grubu) ait histolojik kesitinde (A, B, C, D) Epitel (ep), Stereosilya (st),
Intersitisyum (i), Spermiyum (sp). Hematoksilen Eozin boyama; Biiyiitme Ax10, Bx20, Cx40, Dx100.
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Grup II’ye (Diyabet grubu) ait epididimis histolojik kesitlerde, kiiglik
biiyiiltmede intrsitisyel alanda bag dokusu artis1 gozlenmekteydi. Biiyilik biiyiiltmede
duktus epitelinin apikal ylizeyinde stereosilyalarda kayip dikkat c¢ekiciydi.
Duktuslarin liimeni spermatozoa igermekteydi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
intersitisyel alanda fibrozis ve hafif hiperami ve kapsiilde kalinlasma oldugu

saptandi. Ayrica dokuda inflamasyonda gozlendi (Sekil 3-2).
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B, C, D) Epitel (ep), Stereosilya

>

Sekil 3-2: Grup II’ye (Diyabet Grubu) ait histolojik kesitinde (A

(st), Intersitisyum (i), Spermiyum (s). Hematoksilen Eozin boyama; Biiyiitme Ax10, Bx20, Cx40,

Dx100.
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Grup III’e (Diyabet + Gallik Asit Grubu) ait epididimis histolojik kesitlerde,
stereosilyalarda diyabet grubuna gore daha az dokiilme gozlenirken, kapsiilde
kalinlagsma izlenmedi. Yine diyabet grubuna gore, intersitisyel alanda fibrozis ve

inflamasyonda azalma saptanirken hiperami gériilmedi (Sekil 3-3).
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Sekil 3-3: Grup lIl’e (Diyabet + Gallik Asit) ait histolojik kesitinde (A, B, C, D) Epitel (ep),
Stereosilya (st), Intersitisyum (i), Spermiyum (sp). Hematoksilen Eozin boyama; Biiyiitme Ax10,
Bx20, Cx40, Dx100.
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Grup IV’e (Diyabet + Agomelatin Grubu) ait epididimis histolojik kesitlerde,
stereosilyalarda diyabet grubuna gore daha az dokiilme gozlenirken, kapsiilde
kalinlagsma izlenmedi. Yine diyabet grubuna gore, intersitisyel alanda fibrozis ve

inflamasyonda azalma saptanirken hiperami gériilmedi (Sekil 3-4).
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Sekil 3-4: Grup IV’e (Diyabet + Agomelatin) ait histolojik kesitinde (A, B, C, D) Epitel
(ep), Stereosilya (st), intersitisyum (i), Spermiyum (sp). Hematoksilen Eozin boyama; Biiyiitme Ax10,
Bx20, Cx40, Dx100.
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3.1.1.2. PAS Bulgulan

PAS (Periodic Acid Schiff) boyama yapilmis olan Grup I’e (Kontrol grubu) ait
testis histolojik kesitlerinde mavi boyanmis niikleuslar: ile epitel normal histolojik
yapida izlenmistir. PAS (+) reaksiyon veren ve daha acik renkte boyanan
interstisyum ile morumsu pembe renkte boyanan tiibiillerin sinirlarmin diizgiin
oldugu ve tiibiillere ait bazal membranlarin biitiinliigiiniin korundugu normal

histolojik yapida olduklari gériilmistiir (Sekil 3-5).

Sekil 3-5: Grup I’e (Kontrol Grubu) ait epididimis histolojik kesitinde PAS
boyamasinda bazal lamina (b) goriilmektedir. PAS boyama; biiyiitme x40.
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Grup II’ye (Diyabet) ait histolojik kesitler kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
tiibiil smirlarmin diizgiin oldugu, bazal membran biitlinliigi ise korunmus ancak

kalinlagmis oldugu goriilmiistiir (Sekil 3-6).

Sekil 3-6: Grup IT’ye (Diyabet Grubu) ait epididimis histolojik kesitinde PAS
boyamasinda bazal lamina (b) goriilmektedir. PAS boyama; biiyiitme x40.
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Grup Il (Diyabet + Gallik Asit) ait histolojik kesitlerde ise yine tiibiil
siirlarinin diizgiin oldugu izlenirken, bazal membran kalinliginin kontrole yakin

oldugu gorilmiistiir (Sekil 3-7).

Sekil 3-7: Grup III’e (Diyabet + Gallik Asit) ait epididimis histolojik kesitinde PAS
boyamasinda bazal lamina (b) goriilmektedir. PAS boyama; biiyiitme x40.
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Grup IV’e (Diyabet + Agomelatin) ait histolojik kesitlerde ise yine tiibiil
siirlarinin diizglin oldugu izlenirken, bazal membran kalinliginin diyabete yakin

oldugu goriilmiistiir

»"

i
.

o

‘g).A

Sekil 3-8: Grup IV’e (Diyabet + Agomelatin) ait epididimis histolojik kesitinde PAS
boyamasinda bazal lamina (b) goriilmektedir. PAS boyama; biiyiitme x40.
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3.1.2. Iimmiinohistokimyasal Bulgular

3.1.2.1. iNOS immiinoreaktivitesi

Grup I’e (Kontrol) ait epididimisler incelendiginde epitel hiicreleri, vaskiiler
endotelyal hiicreleri ve kas hiicrelerinde zayif (+) iNOS ekspresyonu saptandi. Grup
I’ye (Diyabet) ait epididimislerde epitel ve endotel hiicrelerinde ayrica kas
hiicrelerinde kuvvetli (+++) iNOS ekspresyon saptandi. Gurp I1I’e (Diyabet + Gallik
Asit) ve Grup IV’e (Diyabet + Agomelatin) ait epididimislerde ise epitel ve endotel
hiicrelerinde orta diizeyde (++) iNOS ekspresyonu saptandi. Ayrica Grup III ve Grup
IV’e ait kesitlerde tiiplerdeki miyoepitel hiicrelerinde orta diizeyde (++) ekspresyon

gozlendi.
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Resim 3-9: iNOS immunoreaktivitesi Grup I’e (Kontrol) ait epididimislerde
goriilmektedir. (Biiyiitme Ax20, Bx40).
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Resim 3-10: iNOS immunoreaktivitesi Grup II’'ye (Diyaebet) ait epididimislerde
goriilmektedir. (Biiylitme Ax20, Bx40).
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Resim 3-11: iNOS immunoreaktivitesi Grup I1I’e (Diyabet + GAL) ait epididimislerde goriilmektedir.
(Biiyiitme Ax20, Bx40).
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Resim 3-12: iNOS immunoreaktivitesi Grup IV’e (Diyabet + AGO) ait
epididimislerde goriilmektedir. (Biiyiitme Ax20, Bx40).
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Yaklasik (~) % immunoreaktif (+) hiicre yiizdesi ve ifadelenme
siddetleri
immuno . el Damar
reaktivite Epitel Hiicreler Spermiyum Int?rstlsye Endotel
Hiicreler Hiicreleri
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Tablo 0-5: Epididimise ait kesitlerde iNOS immunohistokimyasal immunoreaktivitesi (+) hiicre sayisi
yiizdeleri ile ifade siddetleri (-: Boyanmamis; (+)1: Zayif boyanmus; (+)2: Orta derecede boyanmius;

(+)3: Giiglii boyanmus).

3.1.2.2. Vegf Immiinoreaktivitesi

Grup I’e (Kontrol) ait epididimisler incelendiginde damarlarda zayif Vegf

ekspresyonu saptandi. Grup II’ye (Diyabet) ait epididimislerde damarlarda kuvvetli

Vegf ekspresyonu saptandi. Gurp III’e (Diyabet + Gallik Asit) ve Grup IV’e

(Diyabet + Agomelatin) ait epididimislerde damarlarda orta (++) diizeyde Vegf

ekspresyonu saptandi.

71



Resim 3-13: VEGF immunoreaktivitesi Grup I’e (Kontrol) ait epididimislerde
goriilmektedir, (Biiylitme Ax20, Bx40).

72



Resim 3-14: VEGF immunoreaktivitesi Grup II’ye (Diyabet) ait epididimislerde
goriilmektedir, (Biiylitme Ax20, Bx40).
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Resim 3-15: VEGF immunoreaktivitesi Grup IlI’e (Diyabet + GAL) ait
epididimislerde gorilmektedir, (Biiylitme Ax20, Bx40).
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Resim 3-16: VEGF immunoreaktivitesi Grup 1V’e (Diyabet + AGO) ait
epididimislerde goriilmektedir, (Biiylitme Ax20, Bx40).
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Yaklasik (~) % immunoreaktif (+) hiicre ylizdesi ve ifadelenme
siddetleri
immuno i el Damar
reaktivite Epitel Hiicreler Spermiyum nterstisye Endotel
Hiicreler Hiicreleri
0(1(2|3
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Tablo 0-6: Epididimise ait kesitlerde VEGF immunohistokimyasal immunoreaktivitesi (+) hiicre
sayist yiizdeleri ile ifade siddetleri (-: Boyanmamus; (+)1: Zayif boyanmis; (+)2: Orta derecede
boyanmius; (+)3: Giiglii boyanmus).

3.1.2.3. TNF-a immiinoreaktivitesi

Grup I’e (Kontrol) ait epididimisler incelendiginde epididimal kanal epiteli ve
intersitisyel alanda zayif (+) TNF-a ekspresyonu saptandi. Grup II’ye (Diyabet) ait
epididimislerde ise epitelde az ancak intersitisyel alanda kuvvetli (+++) TNF-a
ekspresyonu saptandi. Gurp III’e (Diyabet + Gallik Asit) ve Grup IV’e (Diyabet +
Agomelatin) ait epididimislerde damarlarda orta (++) diizeyde TNF-a ekspresyonu

saptandi.
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Resim 3-17: TNF-a immunoreaktivitesi Grup I’e (Kontrol) ait epididimislerde
goriilmektedir, (Biiyiitme Ax20, Bx40).



Resim 3-18: TNF-o immunoreaktivitesi Grup II’ye (Diyabet) ait epididimislerde
goriilmektedir, (Biylitme Ax20 Bx40).
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Resim 3-19: TNF-o immunoreaktivitesi Grup IlI’e (Diyabet + GAL) ait
epididimislerde goriilmektedir, (Biiylitme Ax20, Bx40).
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Resim 3-20: TNF-a immunoreaktivitesi Grup IV’e (Diyabet + AGO) ait
epididimislerde goriilmektedir, (Biiylitme Ax20, Bx40).
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Yaklasik (~) % immunoreaktif (+) hiicre ylizdesi ve ifadelenme
siddetleri
immuno i el Damar
reaktivite Epitel Hiicreler Spermiyum nterstisye Endotel
Hiicreler Hiicreleri
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Tablo 3-7: Epididimise ait kesitlerde seminifer tiibiil ve interstisyuma ait hiicrelerdeki TNF-a
immunohistokimyasal immunoreaktivitesi (+) hiicre sayisi ylizdeleri ile ifade siddetleri (-
Boyanmamus; (+)1: Zayif boyanmus; (+)2: Orta derecede boyanmis; (+)3: Giicli boyanmus).

3.1.2.4. Fibronektin Immiinoreaktivitesi

Grup I’e (Kontrol) ait epididimisler incelendiginde bazal laminada kalinlagsma
gozlenmeyip zayif (+) Fibronektin (FN) ekspresyonu saptandi. Grup II’ye (Diyabet)
ait epididimislerin bazal laminasinda kuvvetli (+++) FN ekspresyonu saptandi. Gurp
[II’e (Diyabet + Gallik Asit) ait epididimis bazal laminasi zayif (+), Grup IV’e
(Diyabet + Agomelatin) ait epididimislerin bazal laminasinda ise FN ekspresyonu

orta (++) siddette saptandi.
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Resim 3-21: FN immunoreaktivitesi Grup I’e (Kontrol) ait epididimislerde

bazal laminasinda zayif (+) INOS ekspresyonu goriilmektedir. (Biiyiitme Ax20,
Bx40)
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Resim 3-22: FN immunoreaktivitesi Grup IT’e (Diyabet) ait epididimislerde bazal
laminasinda kuvvetli (+++) INOS ekspresyonu goriilmektedir. (Biiylitme Ax20,
Bx40)
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Resim 3-23: FN immunoreaktivitesi Grup III’e (Diyabet + GAL) ait epididimislerde
bazal laminasinda zayif (+) INOS ekspresyonu goriilmektedir. (Biiylitme Ax20, B40)
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Resim 3-24: FN immunoreaktivitesi Grup IV’e (Kontrol) ait epididimislerde bazal
laminasinda orta diizeyde (++) INOS ekspresyonu goriilmektedir. (Biiylitme Ax20,
Bx40).

85



Stromal Fibrozis Skor Tablosu (% Alan Sayimi)

Hayvan Sayis1 Kontrol DM GAL AGO

1 12,22+1,17 | 31,71+£0,98 | 17,30+1,96 | 12,40+1,20

2 15,30+1,57 | 25,10+1,84 | 10,61+2,02 | 22,20+1,92

3 13,62+0,51 | 20,30+1,95 | 19,834+2,16 | 15,30+1,23

4 6,30+1,19 | 21,14+1,74 | 19,60+2,07 | 9,60+1,84

5 7,13+1,28 | 33,30+1,54 | 9,30+2,18 | 11,30+1,78

6 9,12+1,26 | 23,12+1,36 | 11,20+2,21 | 21,32+1,94

7 11,10+1,32 | 24,18+1,69 | 6,12+2,02 | 19,12+1,83

Ortalama 10,65£1,24 | 25,54+1,85 | 13,40+2,05 | 15,86+1,97
K-DM p=0,000*
DM-GAL p=0,001*
DM-AGO p=0,000*
GAL-AGO p=0,201

Tablo 0-8: Epididimise ait kesitlerde fibronektin immunohistokimyasal immunoreaktivitesi bazl

stromal fibrozis skor tablosu (* p<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir).
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Fibrozis Skor Grafigi
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Sekil 3-25: Fibrozis Skor Grafigi

3.1.2.5. TUNEL Boyasi

Grup I’e (Kontrol) ait epididimisler incelendiginde apoptatik hiicreler daha az
gozlenirken, Grup II’ye (Diyabet) ait epididimislerde apoptatik hiicrelerde artis
saptandi. Gurp III’e (Diyabet + Gallik Asit) ve Grup IV’e (Diyabet + Agomelatin) ait
epididimislerde apoptotik hiicreler Grup I (Kontrol) ve Grup II (Diyabet) arasinda bir
degerde gozlendi.
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Resim 3-26: Grup I’e (Kontrol) ait epididimis dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
goriilmektedir. (Biiyiitme x40).

Resim 3-27: Grup II’ye (Diyabet) ait epididimis dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
goriilmektedir. (Biiylitme x40).
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Resim 3-28: Grup II’e (Diyabet + GAL) ait epididimis dokusunda TUNEL pozitif
hiicreler goriilmektedir. (Biiylitme x40).

Resim 3-29: Grup 1V’e (Diyabet + AGO) ait epididimis dokusunda TUNEL pozitif
hiicreler goriilmektedir. (Biiyiitme x40).
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TUNEL Boyama Skor Tablosu

Hayvan Sayisi Kontrol DM GAL AGO

1 10,30+1,87 | 35,60+4,36 | 18,30+1,53 | 29,30+2,80

2 7,80+1,84 | 32,50+4,69 | 17,00+1,24 | 30,70+2,42

3 6,20+1,86 | 30,20+4,78 | 16,70+1,67 | 32,80+2,68

4 11,604£1,94 | 29,20+4,24 | 15,60+1,48 | 36,60+2,45

5 9,20+0,98 | 40,30+4,58 | 19,70+1,45 | 34,30+2,54

6 9,50+0,92 | 37,00+4,56 | 14,20+1,43 | 28,20+2,67

7 7,70+1,78 | 39,00+4,30 | 14,004+1,46 | 29,20+2,41

Ortalama 8,43%1,81 | 34,58+4,35 | 16,144+1,95 | 31,14%2 96

Gruplar P degeri

K-DM 0,000*
DM-GAL 0,000*
DM-AGO 0,055
GAL-AGO 0,000*

Tablo 0-9: TUNEL Boyama Skor Tablosu ve p degerleri,(*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak

anlamlilikgdstermektedir).
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Tunel Pozitif Hiicre Grafigi
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Sekil 0-30: Gruplara gore Tunel pozitif hiicre dagilim grafigi.

3. 1. 3. Morfometrik Bulgular

3. 1. 3. 1. Tiibiil Cap1 Ol¢iimii

Tiibiil ¢ap1 6lgltimii her deney hayvanindan 10 kesit, her kesitten rastgele
secilmig 10 tiibiil ¢ap1 farkl diizlemlerde Olciilerek saptanmistir. Kontrol, DM, GAL
ve AGO grubu sigan epididimis histolojik kesitleri degerlendirilerek ortalama
skorlar1 Tablo 3-6’da belirtilmistir. Tiibiil ¢ap1 6l¢tim grafigi ise Sekil 3-30’da
gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi sonuglarina gére DM grubu
ile AGO ve GAL grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0.05*

seviyesinde istatistiksel anlamlilik).
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Tiibiil Cap1 Ol¢iim Tablosu (um)

Hs?’y‘:g” Kontrol DM GAL AGO
1 75,649,48 38,79+7,98 | 4343:726 | 58,33+7,45
2 77,01£9,40 45264615 | 73,05+6,87 | 47,79+6,58
3 66,838,72 4317+6,65 | 52,61£6,47 | 62,20+8,59
4 72,499,90 34,20:810 | 55,23+7,65 | 50,37+7,53
5 58,05::8,92 4135+7,58 | 56,51+8,45 | 55,94+7,61
6 60,97+10,2 46,39+7,26 | 57,45:8,12 | 40,06+7,54
7 63,05+9,01 35,85:7,64 | 56,72+7,10 | 64,84+883
Ortalama 63,799,47 40,03£7,29 | 5552+7,37 | 55,13£7,29
Gruplar P degeri
K-DM 0,000%
DM-GAL 0,000*
DM-AGO 0,000*
AGO-GAL 0,455

Tablo 3-10: Tiibiil ¢aplarinin karsilastirilmasi ve p degerleri (*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamlilik gostermektedir).
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Tiibiil Limen Capi Ol¢ciim Grafigi
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Sekil 0-31: Tiibiil ¢ap1 6l¢tim grafigi.

3. 1. 3. 2. Bazal Lamina Kalinlik Ol¢iimii

Bazal lamina 6l¢timii her deney hayvanindan 10 kesit, her kesitten rastgele
secilmig 10 tiibiil incelenerek yapilmistir. Kontrol, DM, GAL ve AGO grubu sigan

epididimis histolojik kesitleri degerlendirilerek ortalama skorlart Tablo 3-7°de

belirtilmistir. Bazal lamina kalinlik grafigi ise Sekil 3-31’de gosterilmistir. Tek yonlii

varyans analizi (ANOVA) testi sonuglarina gore AGO ve GAL grubu dl¢iimleri DM

grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05* seviyesinde istatistiksel

anlamlilik).
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Bazal Lamina Olgiim Tablosu (um)

Hayvan Sayisi Kontrol DM GAL AGO

1 1,59+0,54 | 1,68+0,75 | 1,60+0,39 | 1,30+0,42

2 1,03+0,65 | 1,80+0,98 | 0,9040,34 | 2,56+0,41

3 1,061£0,11 | 2,11+0,68 | 1,03+0,24 | 1,17+0,39

4 1,03+0,17 | 2,01+0,26 | 1,76+0,36 | 1,30+0,41

5 1.06+0,36 | 1,24+0,15 | 1,41+0,28 | 1,67+0,46

6 1,24+0,48 | 1,45+0,48 | 1,27+0,36 | 1,58+0,44

7 0,90+0,24 | 1,67+0,35 | 0,90+0,35 | 1,51+0,48

Ortalama 1,13%0,23 | 1,71%0,30 | 1,27%+0,34 | 1,59+0,47

Gruplar P degeri

K-DM 0,000*
DM-GAL 0,012*
DM-AGO 0,282
AGO-GAL 0,086

Tablo 0-11: Bazal lamina kalinlik karsilagtirilmast ve p degerleri (*p<0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak anlamlilik gostermektedir).
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Bazal Lamina Kalinhk Grafigi

mikrometre

Kontrol DM GAL AGO

Sekil 0-32: Bazal lamina kalinlik grafigi.

4.BOLUM

4.1. TARTISMA

Viicut siirekli bir sekilde enerji liretim islemlerinin bir pargasi olarak oksijenle
reaksiyona girer ve sonrasinda {iiretilen serbest radikallerin, organizmada var olan
veya diyetle aliman antioksidanlarla dengelenememesi durumunda oksidatif stres
meydana gelir. Oksidatif stresin hiicrenin 6énemli kisimlarinda geri doniisiimsiiz
hasarlara neden olabilmesiyle insan sagligi lizerindeki olumsuz etkileri énemli bir
arastirma konusu haline gelmistir. Basta kanser olmak iizere, kalp-damar hastaliklari,
seker hastaligi, beyin bozukluklar1 (Alzheimer, Parkinson ) ve akciger hastaliklar

gibi hastaliklara yol acar (122, 124, 125, 128, 129).

Diabetes Mellitus (DM), diinyada sik rastlanan ¢ok yonlii ve birgok organi
erken dénemde ve ge¢ dénemde etkisi altina alan bir metabolik hastaliktir. Oyle ki,

son 25 yilda diinyanin en 6ldiiriicli ya da yasam kalitesini diisiiriicii hastalig1 olarak
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bilinmektedir. DM, insiilin miktarinin veya etkisinin yetersizligi ile olusan, yiiksek
kan sekeri (hiperglisemi) ile karakterize bir hastaliktir. Etkileri cesitli organlarda
uzun siireli hasar, fonksiyon bozuklugu ve yetersizligi igerir. (73, 74, 80, 82, 83, 84,
102, 257).

Yapilan caligmalarda hiperglisemiden dolay1 serbest oksijen radikallerinin
arttig1 goriilmistiir. Uzun stireli hiperglisemi sebebiyle hiicre disindaki proteinlerin
nonenzimatik glikasyonuna bagl olarak serbest radikal iiretimi artmaktadir. Serbest
radikallerin agir1 artis1 da oksidatif stresi indiiklemektedir. Diyabette oksidatif stres
pek ¢ok mekanizmaya bagl olarak artabilmektedir, ancak bu mekanizmalarin kesin
katkis1 tam olarak kanitlanmis degildir. Cok sayidaki deneysel bulgular artan reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumunun ve zayiflayan antioksidan savunmanin

mekanizmalarin temelini olusturdugu ifade edilmektedir (140, 143, 145).

Deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarda ve diyabetik hastalarda serbest
oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun 6nemli derecede arttig1 ve oksidatif
stresin diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde 6énemli
bir rolii oldugu yapilan ¢alismalarla bildirilmistir. Ayrica uzamig oksidatif stresin ve
antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin diyabetin kronik komplikasyonlarinin
ortaya cikisi ile de iligkili olabilecegini arastirmacilar vurgulanmaktadir (137, 141,

142, 146, 161, 162, 163).

Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve bunlarin olusturdugu hasar1 6nlemek
icin viicut antioksidanlar olarak bilinen bircok savunma sistemi gelistirmistir.
Antioksidanlar oksijen radikallerinin yikici reaksiyonlarini engelleyerek veya bu

radikalleri toplayarak zararl etkilerini inhibe ederler (135).

Oksidatif stres kaynakli hastalarda endojen kaynakli antioksidanlar etkili
olmadig1 i¢in, oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece disaridan alinacak
antioksidanlarla miimkiindiir. Yapilan c¢alismalar sonucunda, spermin kalitesi
disaridan alinan antioksidan tedavi ile artmaktadir. Bu tedaviyle lipid peroksidayon

potansiyelinin azaltilmasi, fertilizasyon oranlarinin ise artmasi gozlenir (156, 157).
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Diabetes mellitus goz, bobrek, sinir sistemi, gastrointestinal ve kardiyovaskular
sistem gibi bircok organ ve sistemi etkilemektedir ve bu hastaliklarin patofizyolojisi
oldukca iyi bilinmektedir. Ancak, diyabetin ilireme sistemi {lizerine olan etkileri tam
olarak anlagilamamistir. STZ ile diyabet olusturulan deney hayvanlarinda androjen
reseptOrlerinin testiste, epididimiste ve prostat bezinde azaldigi gosterilmistir.
Androjen reseptorlerinin azalmasi, diyabetik sicanlarda hormon sentezinde ve
seksiiel fonksiyonlarda bozukluklara neden olur (249). Yapilan ¢alismalarda,
diyabetik bireylerde erektil bozukluklarla birlikte, sperm sayisinda, hareketliliginde
ve kalitesinde, ayrica, testis agirhiginda azalma gibi anormallikler oldugu
gosterilmistir. Bunlara ek olarak, insan ve si¢an testislerinden alinan biyopsi
pargalar1 incelendiginde, seminifer tiibiillerin duvarlarinda kalinlagsmalarin, sertoli
hiicrelerinde  vakuolizasyonun oldugu, iireme hiicrelerinin sayica azaldig

saptanmugstir (250).

Yapmis oldugumuz calismada, tiim bu bilgilerden yola ¢ikilarak sican
epididimislerinde diyabet kaynakli olarak meydana gelen hasarin Agomelatin ve
Gallik Asit uygulamast ile diizeltilebilirligi histolojik olarak arastirilmistir.
Insanlarda goriilen tip 1 diyabet ile birgok dokuda yarattig1 hasar bakimindan yiiksek
oranda benzerlik gosteren deneysel diyabetik sican modelleri bulunmaktadir.
Sicanlarda deneysel yoldan tip 1 diyabet olusturmada en ¢ok tercih edilen yontem tek
seferlik STZ enjeksiyonudur (251).

Literatiirlerde diyabetli deney hayvan tiirlerinde kan/glukoz seviyelerinde artig
gosterilmistir. Savion ve ark.larinin fareler iizerinde, diyabetin uterus ve lenfoid
organlardaki makrofaj ve T hiicrelerinin etkisine bakmay1 amagladiklar1 ¢alismada
diyabetik farelerin kontrol gruplarma goére kan/glukoz seviyelerinde artis oldugunu
gostermislerdir (252). Biz de ¢alismamizda, yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak
diyabet grubunu, kontrol grubu ile karsilastirdigimiz da kan/glukoz seviyelerinde

anlamli bir artis oldugunu gézlemledik.

Yapilan  caligmalarda, diyabetli hayvanlarda kilo kayb1 oldugu
gbzlemlenmistir. Favaro ve ark.larinin diyabetin gebeligin erken donemlerinde
miyometriyum yapisi ve hiicre proliferasyonu tizerine yaptiklari ¢caligmada diyabetik

grupta kontrol grubuna gore viicut agirhiginda azalma oldugunu saptamiglardir (253).
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Bizim c¢alismamizda da literatiir ile uyumlu olarak diyabetik gruplarda viicut

agirhiginda azalma oldugu gozlemlendi.

Aragtirmamizda diyabetik, kontrol ve tedavi gruplarindaki sicanlarda
epididimisin histolojik yapisin1 degerlendirmek icin hematoksilen eozin boyamasi
yapildi. Diyabetli grup epididimis histolojik incelemelerinde; intrsitisyel alanda bag
dokusu artis1 gézlenmekte olup duktus epitelinin apikal yiizeyinde stereosilyalarda
kayip dikkat ¢ekmistir. Duktuslarin liimeni spermatozoa icermekteydi. Kontrol grubu
ile Karsilastirildiginda, intersitisyel alanda fibrozis ve hafif hiperami ve kapsiilde
kalinlasma oldugu saptanmistir. Ayrica dokuda inflamasyonda gozlenmistir. Gallik
Asit verilen tedavi grubunda; stereosilyalarda diyabet grubuna gore daha az dokiilme
gbzlenirken, kapsiilde kalinlasma izlenmemistir. Yine diyabet grubuna gore,
intersitisyel alanda fibrozis ve inflamasyonda azalma saptanirken hiperami
goriilmemistir. Diger bir tedavi grubu olan Agomelatin incelendiginde; Gallik Asit
grubuna benze sekilde stereosilyalarda daha az dokiilme gozlenirken, kapsiilde
kalinlasma izlenmemistir. Fakat intersitisyel bag dokudaki stromal fibrozis ve

0demin diyabet grubuna gore azalsa da varligini korudugu tespit edilmistir.

Literatiirler incelendiginde; epididimis dokusu ile biyokimyasal analizlerin
yapildig1 ancak, histokimyasal caligmalarin olduk¢a smirli kaldigr goriilmiistiir.
Calismalarda genellikle epididimis dokusundan alinan sperm parametreleri

Olgtilmiistiir.

Intersitisyel 6demin yaygm bir diyabet komplikasyonu oldugunu gosteren
bircok arastirma bulunmaktadir. Khaneshi ve arkadaslarinin testis dokusunda
yaptiklar1 deneyde STZ (65mg/kg) enjeksiyonu ile diyabet olusturulan grupta
intersitisyel alanda 6dem gozlenmistir (254). Maggie ve ark.nin yaptiklar1 calismada
da STZ ile indiiklenmis diyabetik grup testis dokusunda intersitisyel alanda 6dem
saptanmigtir (255). Bizim calismamizda da literatiire benzer sekilde intersitisyel

0dem gozlenmistir.

Diyabette bag dokusu artisin1 gosteren ¢alismalarda mevcututr. Jianli ark.nin
diyabetli insanlarda kalp dokusu {izerinde yaptiklar1 ¢aligmada, kontrol gruplan ile

karsilastirildiginda, diyabetli grupta miyokardiyumda ve benzer olarak 87
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perivaskiiler alanda kollajen miktarinin arttigint = gézlemlemislerdir. Bizim
calismamizda da kontrol grubunda normal bir bag dokusu gozlerken, diyabet

grubunda kollajen miktarinda artis oldugunu gézledik (256).

Lee ve ark.min yaptigi bir calismada iireme bozukluguna neden olan
Epiklorodinin epididimis dokusunda apoptotik hiicre sayisini artirdigini ve apoptoza
giden hiicrelerin mitokondriyal yolaktansa MAPK yolak ile iliskili oldugunu
gostermislerdir (258). Bizim g¢alismamizda da gruplar arasinda TUNEL boyama
sonuglara bakildiginda diyabet grubunda goriilen apoptatik hiicrelerin varliginin
Gallik Asit grubunda kontrole yakin olarak anlamli azaldigi gosterilmistir.

Agomelatin grubunda ise azalma goriilmemekte olup diyabet grubuna yakindir.

Caligmamizda PAS boyama sonuglarina bakildiginda diyabet grubunda
bazal lamina kalinlagmasi goriilmustiir. Gallik Asit grubunda bazal lamina
kalinliginda kontrole yakin sonuglar elde edilmistir. Agomelatin grubunda ise

bazal lamina kalinliginda diyabet grubuna yakin degerler goriilmiistiir.

Literatiirlerde dokular {iizerine antioksidan terapi diyabet modellerinde
calisilmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Giineli ve ark. STZ ile indiiklenmis
diyabetli sicanlarda testis hasarina Melatoninin koruyucu etkisini gostermislerdir
(259). Yapilan bir ¢alismada STZ ile indiiklenmis diyabetli siganlarda oral yolla
verilen likopenin etkisi biyokimyasal parametrelerle (serum glucose, insulin, total
cholesterol,  triglyceride, alanine  aminotransferase, = and  aspartate
aminotransferase) arastirillmis ve c¢alisma sonunda diayabeti tedavi etmede
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (260). Benzer sekilde Hida ve ark.nin
yaptig1 calismada diyabetli sican diyaframima antioksidan madde olarak N-
Asetilsistein 1 hafta boyunca verilmis ve deney sonunda olumlu sonuglar
almmistir (261). Bizim ¢alismamizda da diyabetin neden oldugu oksidatif strese

antioksidan maddelerin olumlu etkileri histolojik olarak gosterilmistir.

Karaiskos ve ark. tip 2 diyabetli hastalarin depresyon tedavisinde
agomelatin ve sertalini kullanmislardir ve basarili sonuclar almiglardir (262).
Literatiirde Agomelatinin diyabete olan etkisinin aragtirilmasinda yalnizca bu

calisma yapilmistir.

99



Gallik Asidin diyabette etkisi literatiirlerde biyokimyasal agirlikli
calismustir. Yapilan bir ¢alismada oral yolla verilen gallik asidin plazma insiilin

seviyesini anlamli olarak arttirdig1 gozlenmistir (263).

Immiinohistokimyasal incelemelerde FN, bazal lamina kalinlagmasi ve
interstisyel alanda fibrozisi gostermektedir. Zeybek ve ark.nin ¢alismasinda STZ
ile indiiklenen diyabetik over ve endometrium ¢alismasinda stromada yogun
fibrozis izlenmistir (264). Epididimis dokusunda fibronektin ¢aligsmasi literatiirde
yalnizca Francavilla ve ark.nin yaptig1 calismada goriilmektedir. Sican
epididimisindeki immiinohistokimyasal c¢alismasinda FN ifadesini o6zellikle
kaudada kontraktil hiicrelerde gozlemlemistir (265). Bizim ¢alismamizda diyabet
grubu epididimislerde yogun goézlenen fibrozis AGO uygulamasinda azalmstir.

GAL grubunda ise fibrotik alanlarda azalma goriilmemistir.

NOS izoformlar1 araciligiyla tretilen NO’in erkek ilireme sisteminde ¢ok
yonlii etkileri belirlenmistir. NO’in, akrozomal reaksiyonun diizenlenmesinde,
sperm olgunlasmasi ve kapasitasyonunda, sperm hareketliliginde, Sertoli hiicreleri
arasinda yer alan siki baglantilarin  fizyolojik olarak diizenlenmesinde,
spermatogenezde ve androjen tiretiminde fonksiyonel oldugunu gésteren bulgular
mevcuttur. NOS proteini ve aktivitesinin insan ve siganda testis, epididimis,
prostat ve seminal bezlerde (266, 268, 269) gosterilmesi de, NO’in iireme
fonksiyonlarinda etkili olabilecegine isaret etmektedir. Aynt zamanda, NO’in
spermin hareketliligini arttirdig1, akrozomal reaksiyonun ve fertilizasyonun da bu

sekilde diizenledigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (267, 268).

NOS2 immiin cevabin olusmasinda gorevlidir ve NO iretimi ile
inflamasyonu tetikler. Diyabette doku hasarinin biiyiilk bdliimiiniin inflamasyon
kaynakli oldugu bilinmektedir. Bryan ve ark.nin yaptigt caligmada sican
testislerinde  NOS2’nin inflamasyon kaynakli testikiiler disfonksiyona neden
oldugu saptanmustir (270). Ayrica literatiirlerde yiiksek glukoz seviyesinin
oksidatif stresin NOS2 seviyelerini de etkiledigi goriilmektedir. Park ve ark.nin
hiperglisemiya ile indiiklenmis oksidatif stres nedeniyle insan umbilikal ven

endotelyal hiicrelerindeki fonksiyon bozukluguna 6,6'-bieckol (BEK)un
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koruyucu etkilerini arastirmiglar ve yliksek glukoz seviyesindeki endotel
hiicrelerinde NOS2’nin yiiksek ekspresyonunu goézlemlerken, tedavi grubunda ise
ekspresyonun kontrol grubuna yakin diizeyde oldugunu tespit etmislerdir (271).
Bizim g¢alismamizda da bulgular literatiirleri desteklemektedir ve diyabet grubu

epididimislerde goriilen NOS2 artisi, tedavi gruplarinda azalmistir.

Sitokinler bir immiin stimulasyona cevap amaciyla her defasinda yeniden
iretilmek zorundadir ve etkilerini hiicre yiizeyindeki reseptorlerine baglanarak
gosterirler (272). Dokuda inflamasyon durumlarinda belirgin olarak artan TNF-a
inflamatuvar sitokinler olarak anilmaktadirlar. NOS2’ye benzer sekilde TNFa
artisinda  dokularda disfonksiyon goriilmektedir (273). Yapilan calismalar
hiperlipidemiye bagli olarak da serum TNF-a diizeylerinde artistan séz etmektedir
(274, 275). Yi ve ark. yiiksek oranda yag igeren diyetle beslenen tavsanlarda serum
total kolesterol ve trigliserid diizeylerinde belirlenen artislarla birlikte serum TNF-a
diizeyinde de 6nemli artigslar meydana geldigini bildirmektedirler (276). Hotamiglhgil
ve ark.nin ¢aligmasinda da TNFa nétralizasyonunun kas ve yag dokusunda insiilin
duyarliligini insiilin reseptdr tirozin kinaz lizerinden arttirdigin1 gostermistir (277).
Bizim ¢alismamizda da diyabet grubunda artan TNFa seviyeleri tedavi gruplarinda

azalmstir.

Vaskulogenez ve anjiyogenezin artist bir¢ok hiicreden salgilanan VEGF
tarafindan saglanmaktadir (278). Boyer ve ark. diyabetin en yaygin mikrovaskiiler
komplikasyonlarindan retinopati i¢in anti-VEGF terapilerini Onermektedir (279).
Zhang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada VEGF’nin epididimisteki sperm maturasyonuyla
iligkili olabilecegini vurgulamislardir ve VEGF ifadesini epididimal epitelyumda
gormiislerdir (280). Bizim c¢alismamizda da VEGF ifadesi literatiirlerle uyumlu
sekilde epididimal epitelyumda yogun olarak goriilmiistiir. Diyabet grubunda goriilen
VEGF artisinin, GAL grubunda azaldigi, AGO grubunda ise azalmanin daha diigiik

oranlarda oldugu izlenmistir.

Bir¢ok dokuda zararimi oksidatif stres olusturmak suretiyle gosteren diyabet
hastaliginin hasarin1 6nlemede antioksidan uygulamasi glinlimiizde oldukga sik tercih
edilen bir yontemdir. Sonu¢ olarak, yapmis oldugumuz calismada kuvvetli bir

antioksidan oldugu bircok aragtirma neticesinde ortaya konmus GAL ve AGO’nun
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epididimis dokusu {iizerinde diyabete bagli olarak meydana gelen hasari 6nlemede

etkili oldugu histolojik olarak gdsterilmistir.

5. BOLUM

5.1. SONUC VE ONERILER

Diabetes mellitus, ¢ok uzun yillar 6ncesinden beri bilinen ve toplumda goriilme
siklig1 giderek artan kandaki glukoz konsantrasyonunun kontrol edilemedigi
metabolik bir hastalikir. Basta kalp ve sinir olmak tizere bir¢ok dokuda bu hastaliga

bagli olarak cesitli patolojiler meydana gelmektedir.

Oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu, deneysel
olarak DM yapilan siganlarda ve diyabetik hastalarda saptanmistir ve bu ylizden DM
tedavisinde antioksidan maddelerin kullanimi tavsiye edilmektedir. Son arastirmalar
vitamin E, vitamin C ve a-lipoik asit gibi antioksidanlarin oksidatif stresin
olusturdugu hasar1 azalttigin1 gostermistir. Fakat antioksidanlarin saglikli dokularda

ozellikle de doz asimi1 durumlarinda hasara neden oldugu bilinmektedir.

Buna dayanarak, yapmis oldugumuz ¢aligmada tek seferlik STZ enjeksiyonu
ile deneysel tip 1 diyabet olusturulan siganlara literatiirde antioksidan madde olarak
bilinen AGO ve GAL uygulamasinin, testis dokularinda meydana getirebilecegi
potansiyel olumlu etkileri histokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak
arastirilmistir. Yapilacak sonraki ¢alismalarda GAL ve AGO’nun dozunun artirilmasi

ile ortaya ¢ikacak sonuglarin tartisilmasi onerilmektedir.

Aragtirmamizda diyabetik, kontrol ve tedavi gruplarindaki sicanlarda
epididimisin histolojik yapisini degerlendirmek i¢in hematoksilen eozin uygulamasi
sonucu diyabetli grupta, intrsitisyel alanda bag dokusu artis1 gozlenmekte olup
duktus epitelinin apikal yiizeyinde stereosilyalarda kayip dikkat ¢ekmistir. Ayrica,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, intersitisyel alanda fibrozis ve hafif hiperami,
kapsiilde kalinlasma ve dokuda inflamasyon oldugu saptanmistir. Gallik Asit verilen
tedavi grubunda; stereosilyalarda diyabet grubuna gore daha az dokiilme

gozlenirken, kapsiilde kalinlasma izlenmemistir. Yine diyabet grubuna gore,
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intersitisyel alanda fibrozis ve inflamasyonda azalma saptanirken hiperami
goriilmemistir. Diger bir tedavi grubu olan Agomelatin incelendiginde; Gallik Asit
grubuna benze sekilde stereosilyalarda daha az dokiilme gozlenirken, kapsiilde
kalinlasma izlenmemistir. Fakat intersitisyel bag dokudaki stromal fibrozis ve

O6demin diyabet grubuna gore azalsa da varligini korudugu tespit edilmistir.

Calismamizda PAS boyama sonuglarina bakildiginda diyabet grubunda bazal
lamina kalinlagsmas1 goriilmistiir. Gallik Asit grubunda bazal lamina kalinliginda
kontrole yakin sonuglar elde edilmistir. Agomelatin grubunda ise bazal lamina

kalinliginda diyabet grubuna yakin degerler goriilmiistiir.

Fibronektin, NOS2, TNFa ve VEGF immun boyamalarinda diyabet grubunda
asir1 ekspresyonlarint gozlerken, tedavi gruplarinda kontrole yakin zayiflikta
ekpresyonu saptanmistir. Elde edilen immunohistokimyasal sonuglar ayni
belirteglerin  mRNA ekspresyonlar1 PCR ile kantitatif olarak arastirilarak

desteklenmelidir.

Bizim c¢alismamizda da gruplar arasinda Tunel boyama sonuglarina
bakildiginda diyabet grubunda goriilen apoptatik hiicrelerin varliginin Gallik Asit
grubunda kontrole yakin olarak anlamli azaldig1 gosterilmistir. Agomelatin grubunda

ise azalma goriilmemekte olup diyabet grubuna yakindir.

Bu sonuglara dayanarak diyebiliriz ki; diyabet bir¢ok dokuda oldugu gibi
epididimis dokusunda da oksidatif stres olusturmak sureti ile hasarlar meydana
getirmektedir. Bu hasarlart énlemek amaciyla antioksidan olarak bilinen AGO ve
GAL ile epididimis dokular1 iizerinde meydana gelen diyabet kaynakli hasari
onlemede etkili oldugu histolojik yonden mikroskobik incelemelerle gosterilmistir.
Yapilacak caligmalarda infertilitenin saptanmasi i¢in sperm parametreleri ve
testesteron seviyelerinin incelenmesi ayrica, biyokimyasal analizlerle elde edilen

sonuglarin karsilastirilmasi 6nerilmektedir.

Literatlirde diyabetin epididimis dokusu iizerine olan etkilerine tedavi amacglh
antioksidan madde verilmesi bunun histokimyasal ve immiinohistokimyasal

yoniinden inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizin
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diyabetin epididimis dokusu {izerine etkisinin anlagilmasi konusunda yol gosterici

olacag1 kanisinday1z.
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