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OZET

AGOMELATIN VE GALLIK ASID’IN STREPTOZOTOZIN (STZ) iLE
INDUKLENMIS DIYABETIK SICAN TESTIiSLERINDEKI OKSIDATIF

STRES UZERINE ANTIOKSIDAN ETKIiSi

Diabetes mellitus (DM) diinya genelinde mortalite ve morbidite agisindan
insidans1 yliksek bir hastaliktir. Diyabet komplikasyonlarinin gelismesi ve
ilerlemesinde oksidatif stresin yer aldigmma dair bircok literatiir bulunmaktadir.
Protein glikasyonu ve glukoz oto oksidasyonu reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireterek
lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Oksidatif stres antioksidan savunma
sistemlerini zayiflatmakta, plazma proteinlerini glikozillendirerek ileri glikasyon son

iriinlerine (AGE) doniistiirmektedir.

Diyabet multisistemik bir hastaliktir ve etkileri lireme sistemi iizerinde de
gozlenmektedir. Diyabet kaynakli asir1 tiretilen ROS ve glikozile son {irlinler, testis

dokusundaki hasarin ana sebeplerindendir.

Agomelatin ve Gallik asid’in oksidatif stresi baskilayarak diyabetin yol actig1
artan testis hasarina tedavi edici olasi etkisinin arastirilmasi calismamizin ana

amaclarindandir.

Yiiksek diizeyde ROS firetimi hiicrelerde apoptoza sebep olabilmektedir.
Ayrica, inflamasyon kaynakli vaskiiller yapidaki bozulmalar ve tiibiil
dejenerasyonlart diyabetin iireme sistemi {izerindeki olumsuz etkilerindendir.
Caligmamizda; bu sorunlarin tespitine yonelik apoptoz oranlarinin belirlenmesinde

immiinohistokimyasal TUNEL metodu, diyabetin olusturdugu vaskiiler yapt ve



kapillerizasyon bozukluklarinin ve olasi onarim modellerinin incelenmesinde VEGF
belirteci, inflamasyon/fibrozis ve olast onarim modellerinin incelenmesinde ise
TNFa, NOS2 ve Fibronektin immiinohistokimya belirtecleri kullanilmastir.
Immiinohistokimya analizi igin biyopsi/par¢a takibi ve 1sik mikroskobik analiz

yapilmustir.

Agomelatin ve Gallik asid tedavilerinin Malondialdehit (MDA) seviyelerini
onemli derecelerde diisiirdiigli goriilmiistiir. Testis dokusundaki Superoksid
Dismutaz (SOD) ve Katalaz (KAT) aktiviteleri ise artmis olarak bulunmustur.
Tedavi grubu testislerde diyabet grubuna gore immiinohistokimya ile belirlenmis

Fibronektin, NOS2, TNFa, ve VEGF ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir.

Agomelatin tedavisinin, diyabete bagli gelisen hasarda anlamli biyokimyasal
ve histolojik etkiler gosterdigi saptanmistir. Gallik asid’in ise kullandigimiz doza
bagli olarak biyokimyasal parametrelerde diizeltici etkiler gosterse de testis hasari

tizerine histolojik diizeyde minimal tedavi edici etkisinin oldugu saptanmistir.

Sonu¢ olarak; Agomelatin uygulamasinin, diyabetik sican testislerinde
oksidatif stres seviyesini diisiirerek, testikiiler hasar1 azaltan bir ajan oldugu

gozlenmistir. Gallik asid ise zay1f tedavi edici etki gdstermektedir.

Bu aragtirma, agomelatin ve gallik asidin diyabetik testis {izerine etkisini

histolojik ve biyokimyasal olarak inceleyen ilk ¢caligmadir.

Anahtar kelimeler: Streptozotozin (STZ), Agomelatin, Gallik Asid, Diyabet,

Testis, Antioksidan.



ABSTRACT

ANTIOXIDANT ROLE OF AGOMELATINE AND GALLIC ACID ON

OXIDATIVE STRESS IN STZ-INDUCED DIABETIC RAT TESTES

Diabetes mellitus (DM) is a disease with a high incidence in terms of morbidity
and mortality of worldwide. A considerable amount of literature suggests major role
of oxidative stress in development and progression of diabetic complications. Protein
glycation and glucose autoxidation can produce reactive oxygen species (ROS) that
can catalyze lipid peroxidation. Alternative potential mechanisms of oxidative stress
include the decrease of antioxidant defense. Separately, reaction of glucose with
plasma proteins forms advanced glycation end products (AGE), triggering

production of ROS.

Diabetes is a multisystem disorder and its effects are observed on the
reproductive system. One of the main causes of testicular tissue damage are diabetes-

induced overproduction of ROS and glycated end products.

One of our main objectives; investigate the possible effects of Agomelatine and

Gallic acid by suppressing oxidative stress in diabetes- induced testicular damage.

High levels of ROS production may lead to induction of apoptosis. In addition,
Inflammation induced degeneration of vascular structures and seminiferous tubules
possesses harm effects on the reproductive system in diabetes. In this study,
Terminal-deoxynucleoitidyl transferase mediated nick end-labeling (TUNEL) assay
was used for detection of Apoptosis. For investigation of vascular structures and

capillary disorders induced by diabetes and possible repair models, VEGF



immunohistochemistry marker was studied. TNFo, NOS2 and Fibronectin
immunohistochemistry markers were used for investigation of inflammation/fibrosis
induced by diabetes and possible repair models. For analysis of
immunohistochemistry, we were performed tissue processing and light microscopic

investigation.

Agomelatine and Gallic acid treatment decreased significantly elevated tissue
malondialdehyde (MDA) levels and increased reduced SOD and CAT enzyme
activities in testes tissue samples. NOS2, TNFa and VEGF expression levels

decreased at treatment rat groups testes than diabetic rat group.

Agomelatine treatment showed an improvement on biochemical parameters
and histopathologic appearance on rat testes. Although Gallic acid showed
regenerative effects on biochemical parameters according to dose we used, it was

found histologicly to be cure minimal on testes damages.

As a result; it is observed that Agomelatine administration is a potentially
beneficial agent to reduce testicular damage by decreasing oxidative stress level and
testicular damages in diabetic rat testes. But, Gallic acid treatment shows poor

therapeutic effect.

This research is the first study to investigate the possible effects of
agomelatine and gallic acid about biochemical and histological methods in diabetes-

induced testicular damage.

Keywords: Streptozotozin (STZ), Agomelatin, Gallic Acid, Diabetes, Testes,

Antioxidant.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM, Seker hastaligi) eski ¢aglardan beri bilinen, insiilin
miktarinin veya etkisinin yetersizligi ile olusan karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasi1 defektleri ile karakterize hayat boyunca devam eden endokrin bir
hastaliktir (1). Yunan dilinde diabetes= akip giden (idrar) ve mellitus= tath (seker)
anlamini tagimaktadir (2). Kanda seker (glikoz) seviyesi arttiginda pankreastaki beta
hiicrelerinden insiilin kana salinir. Bu hormon viicutta ¢esitli hiicrelerde (kas, yag
v.b) bulunan insiiline duyarh reseptorlere baglanarak kandaki sekerin hiicreler igine
girmesini ve enerji olugmasini saglar. Kan glukoz konsantrasyonu, ya insiilin
hormonunun yeterince salgilanamamasi ya da yeterince salgilanabilmesine ragmen
hiicrelerin insiiline direng gostermesiyle glukozun hiicre igine alinamamasi

sonucunda artmaktadir (3).

Diinya niifusunun yaklasik % 5’i bu hastaliktan etkilenmektedir. Yaplan
tahminlere gore lilkemizin 2013-2035 yillart arasinda 20-79 yas araliginda diyabetli
niifiisiniin en yiiksek oldugu on iilke arasinda yer alacagi diistiniilmektedir (4). Son
yillarda yapilan caligmalar Diabetes mellitus hastaliginin erken ve ge¢ donem
komplikasyonlarinin patogenezinde oksidatif stresin onemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. Diyabet ile karakterize hipergliseminin direkt veya dolayli olarak
birgok hastaligin klinik tablosunda gozlenen serbest radikal olusumunu ve lipid
peroksidasyonunu arttirdigi saptanmistir. Bu olgu dokularda diyabet patogenezinin

olugsmasinda biiyiik katki saglamaktadir (5-7).

Yiiksek seviyelere ulagsan glikoz protein ve lipidlerle birleserekara dokularda
ve damar endotelinde geri doniisiimsiiz glikozilasyon son iirtinleri olusturmaktadir
(8). Uretimi artan Nitrik Oksitin basrol oynadigi bircok oksidan nitratlanmis ve
oksitlenmis ara {riinler olusturarak enzim inhibisyonunun yol actigi; doku hasari,

inflamasyoa, nekroz ve apoptoza sebep olmaktadir (9, 10).

Diyabet; kalp ve damarlar (kardiyovaskiiler hastaliklar), bobrek (kronik bobrek
yetmezligi), goz (retinopati) gibi birgok organda oldugu gibi erkek lireme sistemi
tizerinde de infertiliteye kadar ulasan birgok olumsuz etkiye sahiptir. Bu etkilerin en

basinda testesteron seviyelerindeki diislis, spermatogenik serideki bozukluklar,



sperm sayisinin azalmasi, sperm canliliginin azalmasi, seminal sivinin azalmasi ve

testis doku hasar1 gosterilmektedir (11).

Son yillarda, diyabetin sebep oldugu oksidatif stres kaynakli doku hasariin
azaltilmasinda antioksidan kullanimi siklikla aragtirilan konular arasinda yerini
almistir. Calismamizda potansiyel antioksidan, antitiimoral, antiinflamatuar etkilere
sahip gallik asit arastirilmistir. Serbest radikalleri siipliriicii etkiye sahip bu
antioksidan ayn1 zamanda lipid peroksidaz inhibitoridiir. Mitokondriyal apoptozu
inhibe ettigi gosterilmistir. Yapisindaki ¢oklu hidroksil gruplar1 sayesinde proton
saglayarak serbest radikal zincir reaksiyonlarmi kirmaktadir (12, 13). Diyabette
tedavi edici etkisini arastirdigimiz diger etken madde Agomelatin’dir. Melatonerjik
reseptor agonisti olan bu madde giiniimiizde antidepresan preparat olarak
kullanilmaktadir. Dogal bir antioksidan olan melatoninin sekresyonunu ayni
zamanda onun serbest radikal koruyucu etkisinide taklit etmektedir. Hidroksil
radikallerini hidrojen peroksit formuna donistiirerek onlari direkt inhibe eder.
Mitokondriyel gecirgenligi arttirarak apoptotik yolaklarin ¢alismasini destekler.
Mitokondriyal elektron transportunu denetleyerek reaktif oksijen tiirlerinin

olusmasini 6nler. Dolayli olarak glutatyon seviyelerini azaltir (14-17).

Calismamizda kullanilan antioksidanlar olan agomelatin ve gallik asid’in
diyabet lizerine etkisi ile ilgili literatiirlerde olduk¢a kisitli veri bulunmaktadir.
Ozellikle bu iliskinin iireme organlar1 bazinda incelendigi hicbir ¢alisma
yapilmamistir. Melatonin diyabet iligkisi kuvvetli olarak c¢alisilmisken farkl etkilere
de sahip olan melatonin agonisti agomelatin literatiirlerde yer almamaktadir. Biz de
diyabette oldukca sik rastlanan infertilite ve testis disfonksiyonu {izerine katkilar
saglayabilecegini diisiindiigiimiiz oldukca 6zgiin olan bu caligmayr planladik. Bu
bilgiler 15181nda tezimizin amaci; STZ aracili diyabet olusturulan erkek sigcanlarda
testis dokusundaki histolojik degisikliklerin ve bu degisiklikler {izerine Gallik asit ve
Agomelatinin olas1 tedavi edici etkisinin histolojik ve biyokimyasal olarak

arastirilmasidir.



1.1 Diabetes Mellitus
1.1.1 Tanim

Diabetes mellitus mide arkasinda bulunan bir organ olan pankreas kaynakli bir
hastaliktir. Pankreasin langerhans adaciginda bulunan beta hiicrelerinden salgilanan
insiilin viiciidun besinleri enerjiye ¢evirmesine aracilik eder. Diyabet olan hastalarda
pankreasin yeterli insiilin iretemedigi ya da insillin direncinin gelistigi
goriilmektedir. Insiilin kanda bulunan glikozun hiicrelere girisini saglar. Insiilin
islevini yerine getirmediginde hiicreler enerjiden magrum kalir ve kan glikoz

seviyesi ylikselir (18).

1.1.2 Klinik Bulgular ve Tan1

Tablo 1-1: Diyabetes mellitus’un klinik bulgular1

Diyabetes Mellitus Klinik Bulgular:

Kilo kaybs, Inat1 enfeksyonlar, Geg yara

Sistemik iyilesmesi, Kaginti
Merkezi Sinir Sistemi Polidipsi, Polifaji, Halsizlik, Bayginlik
Solunum Sistemi Hiperventilasyon

Sindirim Sistemi Bulanti, Kusma, Karin agrisi, Aseton kokulu

nefes
Uriner Sistem Poliiiri, Glikoziiri, Noktiiri
Goz Bulanik gérme

Diyabet tanisi, klasik semptomlar ve komplikasyonlar var ise kolaylikla
konabilir (Tablo 1-1). Glukoz metabolizmasi bozukluklarinin tani ve siniflamasinda
son 15 yilda énemli degisiklikler yapilmistir. Once 1997 yilinda, Amerikan Diyabet
Birligi yeni tan1 ve smiflama kriterlerini yaymlamis ve hemen ardindan 1999’da
Diinya Saglik Orgiitii bu kriterleri kii¢iik revizyonlarla kabul etmistir. 1999°da Diinya
Saglik Orgiitii ve Uluslararas1 Diyabet Federasyonu tarafindan 2006 yili sonlarinda



yayinlanan raporda ise 1999 kriterlerinin korunmasi benimsenmistir. Buna karsilik,
ADA ve Avrupa Diyabet Calisma Birligi 2007 yilinda yayimnlanan son raporlarinda
ise 2003 yilindaki diizenlemenin degismemesi gerektigini savunmaktadir. 2010
yilindaki degismlerler ile birlikte son tani kriterleri asagidaki gibidir (Tablo 1-2)
(22).

° Semptomlar ve Rastgele plazma glikozu > 200 mg/dl diyabete 06zgii
semptomlarin (politiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kayb1 v.b) varligina ek
olarak giiniin herhangi bir zamaninda odlgiilen plazma glikoz degerinin > 200

mg/dl olmasi.

* Semptomlar ve Aclik plazma glikozu > 126 mg/dl aclik (en az 8 saat) plazma
glikoz degerinin 126 mg/dl (7,0 mmol/L) veya daha yiiksek olmasi. Aglik
plazma glikozunun 126 mg/dl veya daha fazla olmasi diyabetin kesin olmayan

tanisidir.

* Oral Glikoz Tolerans Testi ve 2.saat plazma glikozu degeri > 200mg/dl 75 gr
glikoz ile yapilan oral glikoz tolerans testi sirasinda 2.saat glikoz degerinin >

200 mg/dl olmasi kosullar1 aranmaktadir.

° HbA1C degerinin > % 6,5 olmasi (Uluslararasi standardize edilmis yontemlerle
Ol¢iim yapildiginda tani testi olarak kullanilabilir, iilkemizde HbAIC &lgiim

testleri standardize edilemedigi i¢in tek basina tani testi olarak kullanilmaz).

Tan1 sirasinda dikkat edilmesi gereken bazi hususlarda bulunmaktadir:
Hipergliseminin ve metabolik dengesizligin belirgin olmadigi durumlarda testler
tekrarlanmalidir. Oral glikoz tolerans testinin rutin olarak uygulanmasi tavsiye
edilmemektedir. Aclik plazma glikozu <110 mg/dl ise normal, 110-126 mg/dI
arasinda ise bozulmus aglik glikozu olarak tanimlanir. Kesin tani i¢in oral glikoz

tolerans testi yapilmasi gereklidir (19-21).



Tablo 1-2: Diyabet tan1 algoritmast.

= 45 yas kigilerde 3 yilda bir tarama yapilmahdir
Diyabet igin ek risk faktérii olanlarda daha erken ve daha sik tarama yapilmahdir

| Aglik Plazma Glukozu (mg/dl) I
I

<100 | 100-125 I | >126 I

OGTT
APG <100 APG: 100 125 APG: 100.125 AF‘G > 126
25tPG140199 2stPG<14o ZscPGMO 199 2 5t PG = 200
E iIoIe BGT j E iIoIe BAG J E BAG ve BGT j
I I I

E’v‘.isk faktorii varsa OGTa Prekilinik Diyabet | Diabetes Mellitus I—
I
EGerektiginde tekrar taraj

[ Diyabet Tam Algoritmas: ]

1.1.3 Smiflandirma

Diyabet siiflanlandiriimasinin hastaligin klinik evrelerinin disinda etyolojik
gruplamayida icermesi dnerilmektedir. Insiiline bagimli diyabet ve insiiline bagimli
olmayan diyabet tanimlamasi tedaviye dayali bir smiflamayr gosterdigi icin
giiniimiizde kullanilmamaktadir. Yerine Tip | ve Tip Il diyabet tanimlart

kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin yeni diyabet siniflamasi asagidaki gibidir.

1.1.3.1 Tip | Diabetes Mellitus

Juvenil baslangigli diyabet ve insiiline bagimli diabetes mellitus (IDDM)
olarak adlandirilan Tip | diyabet 6miir boyu siiren bir hastaliktir. Pankreasin
langerhans adaciklarindaki beta hiicre yikimi sonucu olusan insiiline bagiml
diyabetin ortaya ¢iktig1 hastalik tipidir. Enfeksiyoz, sitolitik ve ¢evresel etkiler direkt
pankreas beta hiicrelerini etkileyerek bu hiicrelere karsi otoimmiin bir saldir1

baslatmakta ve hiicre gruplarini yikima ugratmaktadir. Genellikle adolesan ¢aginda



daha sik rastlanmakla birlikte, herhangi bir yasta goriilebilir. Tiim diinyada her yil
50,000 yeni Tip | diyabet tanisi konuldugu belirtilmektedir. Tip | diyabetliler tiim
diyabetlilerin yaklasik % 5-10’unu olusturmaktadir. Polidipsi, poliiiri, kilo kayb1 gibi
diyabet belirtileri oldukca siddetlidir. Ketoasidoz komasi, hipoglisemi gibi akut
komplikasyonlarin ¢ok yasandigi diyabet tipidir. Hastaligin ortaya ¢ikisini
hizlandiran faktorler olarak bazi viriis enfeksiyonlar1 (Retroviriisler, Coxsackie B,
Kabakulak, Rubella vs.), beslenme 6zellikleri, toksinler ve stresten bahsedilmektedir.
Ayrica Tip | diyabete Graves hastaligi, Hashimoto tiroiditi, Addison hastaligi,
vitiligo gibi oto immiin hastaliklar da eslik edebilir. Antiglutamik asit dekarboksilaz
ve anti insilin antikorlar1 hiicre yikimma yol acan otoimmiin siireci gdsteren
isaretlerdir. Bu antikorlarin varliginda hastalik erkenden tespit edilebilir. Son yillarda
yapilan aragtirmalara ragmen Tip | diyabetin kesin tedavisi veya koruma yolu yoktur,
fakat hastalik iyi yonetilebilir. Mevcut tedaviler ile Tip | diyabetli hastalarin,
gecmisteki doneme gore daha uzun omiirli ve saglikli olduklart goriilmektedir (23,

24).
1.1.3.2 Tip Il Diabetes Mellitus

Diinyada en sik rastlanan diyabet tipidir. Tiim diyabetlilerin yaklasik % 85-
90’1 Tip Il diyabettir. Tip Il diyabetin ¢ocukluk dénemi de dahil olmak {izere yas
ilerledik¢e sikligi artmaktadir. Genellikle 40 yasindan sonra ortaya ¢ikan
belirtilerinin hafif hatta bazen de hi¢ olmadigi, komplikasyonlarin ise hayat boyu
goriildiigii diyabet tipidir. Belirtilerin kademeli olarak ortaya ¢ikmasindan dolayi
uzun yillar tespit edilemeyen vakalar bulunmaktadir. Tip Il diyabet; obezite,
dokularin insiilin direnci ve insiilin salgisindaki defektler ile karakterizedir. Hiicreler
insiiline cevap saglayamamaktadir. Hastalar hayatta kalabilmek i¢in insiilin
tedavisine gereksinim gostermektedirler. Istatistiklere gére Tip Il diyabet goriilen
hastalarin ¢ogunlugu hastalik ortaya ¢iktiginda obezdir. Obezitenin varligi insiilin
direncini arttirmaktadir. Yag agirlikli beslenme sebepli obezite ve hareketsiz yasam
Tip 1l diyabet sikhi@ ile yakin iligkilidir. Insiilin direnci; egzersiz, gida diyeti ve
ilaglar yardimiyla diizeltilerek kan sekeri diizeyleri normale g¢ekilebilir. Ailesel
diyabet, hipertansiyon ve gestasyonel diyabet varligi Tip Il diyabet goriilme riskini
arttirmaktadir. Kuvvetli bir genetik yatkinlik goriilsede poligenik olan bu aktarim

tam olarak tanimlanmamistir. Hastaligi etnik kokenine bakildiginda Afrikali



Amerikalilar, Latinler, Yerli Amerikanlar, Asya ve Pasifik Adalarindan gelenler

dikkati gekmektedir (23, 25).

1.1.3.3 Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

[k olarak gebelikte baslayan veya tanisi konulan glikoz intoleransidir (26).
Cogunlukla gebeligin 5. ayinda goriilmektedir. Gebelik dncesi diyabet kadinlar GDM
kabul edilmemektedi. Amerikan Diyabet Dernegi hamile kadinlarin % 4’iinde (yilda
yaklasik 135,000) GDM tespit edildigini bildirmistir. Yapilan ¢alismalarda hastaligin
Kafkas wrkinda % 0,4, zencilerde % 1,5 Asyalilarda % 3,5-7,3 ve Amerikalilarda
%16 olarak gorildigi bulunmustur (27). Hastalik anne ve bebek igin tehlikeli
olabilmektedir. Neonatal hipoglisemi, sarilik, polisitemi ve hipokalsemi fetusta
hastaligin yok agtig1 istenmeyecek gelismelerden bazilaridir. GDM goriilme sikligini
etkileyen baslica faktorlerin; ailesel diyabet Oykiisii, obezite ve anne yasi oldugu
diistiniilmektedir (28).

1.1.3.4 Diger Spesifik Diyabet Tipleri

Diger spesifik diyabet tipleri, hastaligin Tip | ve 2’ye benzemeyen farkli
ozelliklerine ve mekanizmalara gore tanimlanmaktadir (Tablo 1-3) (22). Nadir
diyabet formlaridir ve hastalik tiplerinin % 1’inden daha azini olusturur. Bu baslik
altinda asagidaki tabloda belirtildigi gibi farkli nedenler ile olusan hastalik formlari
toplanmaktadir (25).



Tablo 1-3: Spesifik diyabet tipleri.

A. B-hiicre fonksiyonlarinin genetik defekti
(monogenik diyabet formlarr)

e 20. Kromozom, HNF-4a (MODY1)

e 7. Kromozom, Glukokinaz (MODY?2)

e 12, Kromozom, HNF-1a (MODY3)

e 13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)

e 17. Kromozom, HNF-1b (MODYJ5)

e 2. Kromozom, NeuroD1 (MODY®6)

e 2. Kromozom, KLF11 (MODY?7)

e 9. Kromozom, CEL (MODY8)

e 7. Kromozom, PAX4 (MODY?9)

e 11. Kromozom, INS (MODY10)

e 8. Kromozom, BLK (MODY11)

e  Mitokondriyal DNA

e 11. Kromozom, Neonatal DM (Kir6.2,
ABCC8, KCNJ11mutasyonu)

e  Digerleri

B. insiilinin etkisindeki genetik defektler

e  Leprechaunism

e Lipoatrofik diyabet

e  Rabson-Mendenhall sendromu
e  Tip A insiilin direnci

e  Digerleri

C. Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari

e  Fibrokalkul6z pankreatopati
e  Hemokromatoz

o  Kistik fibroz

e  Neoplazi

e  Pankreatit

e  Travma/pankreatektomi

e Digerleri

D. Endokrinopatiler

e Akromegali

e  Aldosteronoma

e  Cushing sendromu
e  Feokromositoma

e  Glukagonoma

e  Hipertiroidi

e  Somatostatinoma
e  Digerleri

E. Ila¢ veya kimyasal ajanlar

e  Atipik anti-psikotikler

e  Anti-viral ilaglar

e  b-adrenerjik agonistler

e Diazoksid

e  Fenitoin

e  Glukokortikoidler

e  q-Interferon

e Nikotinik asit

e  Pentamidin

e  Proteaz inhibitorleri

e  Tiyazid grubu ditiretikler
e Tiroid hormonu

e  Vacor

e  Digerleri (post transplant diyabet)

F. immun aracihkh nadir diyabet formlari

e  Anti-insiilin reseptor antikorlari
“Stiff-man” sendromu
Digerleri

G. Diyabetle iliskili genetik sendromlar

e  Alstrom sendromu

e  Down sendromu

e  Friedreich tipi ataksi

e  Huntington korea

o  Kilinefelter sendromu

e  Laurence-Moon-Biedl sendromu
e  Miyotonik distrofi

e Porfiria

e  Prader-Willi sendromu

e  Turner sendromu

e  Wolfram (DIDMOAD) sendromu
e Digerleri

H. infeksiyonlar

e  Konjenital rubella

e  Sitomegalovirus

o Koksaki B

e  Digerleri (adenovirus, kabakulak)




1.1.4 Epidemiyoloji

Diyabet hastaliginin 6neminin anlasilmasi i¢in epidemiyolojinin bilinmesi
gereklidir. Diyabetik bireylerin sayis1 giin gectikge artmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde 40 y1l 6nce 10 milyon diyabet hastasinin oldugu bilinmekteydi. 1982
yilinda hasta sayisinin yariyariya arttigi rapor edilmistir. Diyabet hastaliginin
epidemiyolojisinin, {lkeler ve toplumlar arasinda oldukca ¢esitli oldugu
goriilmektedir. Bu durum, genetik ve ¢evre faktorleri, sosyal ve ekonomik diizey ve
arastirma metotlarinin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Diyabet o6zellikle Tip Il
olmak iizere gelismis lilkelerde daha yiiksek oranlarda goériilmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore, 2000 yilinda tiim diinyada en az 171 milyon diyabet hastasi
bulunmaktaydi. Bu yil itibariyle en ¢ok diyabet hastasina sahip bes iilke; 31,7
milyonla Hindistan, 20,8 milyonla Cin, 17,7 milyonla ABD 8,4 milyonla Endonezya
ve 6,8 milyonla Japonya olmustur. 2030 yilinda yaklasik 330 milyon kisinin diyabet
hastasi olacagi ve en fazla Asya ve Afrika ilkelerinde goriilecegi tahmin
edilmektedir. Hindistan yaklasik 80 milyon kisi ile 2030 yilinda en fazla diyabet
goriilecegi tahmin edilen iilkedir. Bu iilkeyi 40 milyon kisi ile Cin ve 30 milyon kisi
ile de Amerika Birlesik Devletleri izlemektedir (29).

Amerikan Diyabet Birligi, ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri
tarafindan, 2000 yilindan sonra dogan her Amerikali erkegin 3 te 1’1 ve her kadinin 5
te 2’sinin hayatlar1 boyunca diyabete yakalanacaklari degerlendirmesine dikkat
cekmektedir (30).

Ulkemizde en ¢ok bilinen c¢alisma “Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Arastirmas1” (TURDEP) olup; 20 yas ve iizerinde, toplam 47,467 kisiden 6,503
diyabet hastasinin oldugu gosterilmistir. Ayrica ¢alismada 13,812 kisilik
prediyabetik bir niifiisun oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Tirkiye i¢in 2030 yilinda %
9,7’¢ ulagmasi beklenen diyabet oranin 2010 yilinda asildigi bu calisma ile
gosterilmistir (31).



1.1.5 Komplikasyonlar

1.1.5.1 Akut Komplikasyonlar

1.1.5.1.1 Ketoasidoz

Tip | diyabette oldukga sik goriilmektedir. Agir insiilin yetersizligi ve zit olarak
insiilin karsiti hormonlarin (glukagon, adrenalin, growth hormon ve kortizol)
salmimlarmin artis1 sonucu olusan bir komplikasyondur. Insiilin eksikligine baglh
olarak; keton yapilma hizi, karaciger ve diger dokulardaki yikilma hizindan fazla
oldugu i¢in ketonemi ve ketoniiriye goriiliir. Hizli ve derin solunum, nefeste aseton
kokusu, dehidratasyon, suur kaybi, karin agrisi, halsizlik goriilebilir. Laboratuar
bulgular1 arasinda hiperglisemi, hiperketonemi, diisiik serum bikarbonat diizeyi,
idrarda glukoz ve keton cisimleri artist mevcuttur. Tedavide insiilinle birlikte sivi,

fosfat ve potasyum, destegi yapilir (1, 32).

1.1.5.1.2 Laktik Asidoz

Laktik asidoz, viicutta laktik asit konsantrasyonunun artmasidir. Glukoz disi
yakit kullanan hiicreler laktik asit iretirler. Viiciitta ¢ok fazla laktik asit kalmasi ile
oksijen kullaniminda yetersizlik goriiliir. Bu durum 6zellikle Tip Il diyabetli kisileri
etkilemektedir. Laktik asidoz kanda laktat konsantrasyonunun arttigi durumlarda

goriilen bir asidozdur (1).

1.1.5.1.3 Hipoglisemik Koma

Insiilin alim1 sonras1 yeterli besin alinmamasi veya egzersiz yapilmasi ayrica
asir1 instlin alimi ile olusabilir. Bas agrisi, terleme, tasikardi, uyusmaya ve komaya

kadar farkli bulgular gozlenir. Tedavi i¢in oral veya intravendz glikoz uygulamasi

yapilir (1).
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1.1.5.2 Kronik Komplikasyonlar

Diyabetin ileri evrelerinde gorillen ve ciddi problemlere neden olan
durumlardir. Sinir sistemi basta olmak tizere kas, gozler, bobrekler ve vaskuler

dokularda hasara sebep olmaktadir (1).

1.1.5.2.1 Nefropati

Son yillardaki bdobrek yetmezliklerinin 6nemli bir nedenidir. Diyabet
hastalarinin yaklagik % 4-8’inde goriilmektedir. Tip | ve Tip Il diyabette goriilen
nefropati olgularinin sayis1 neredeyse aynidir. Bobrekte goriilen en belirgin lezyon
mikrovaskiiler  bir  komplikasyon olan interkapiller glomeriilosklerozdur.
Nefropatinin seyri glomeriiler hiperfiltrasyon, sessiz evre, mikroalbiiminiiri evresi,
makroalbiiminiiri evresi ve son dénem bobrek yetmezligi olarak ilerler. Ik evrede
kan akisi hizinin artmasina bagh olarak bobreklerde biiyiime goriilebilir. Daha sonra
nefropatinin klinik bulgularindan en 6nemlisi mikroalbiiminiiri gdzlenmektedir.
Makroalbiiminiiri evresinde bobrek toksinleri temizleyemez ve kanda iire miktarinda
artig gozlenir. Diyaliz veya bobrek nakline ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ayrica hiperglisemi bobrekte intraglomeriiler basing artigina sebep olabilir.
Boylece bazal membranda hasar ve mezangiumda protein depolanmasi gozlenir.

Olgunun ilk belirtisi proteiniiridir (32).

1.1.5.2.2 Retinopati

Retinada insiilin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan mikrovaskiiler yapilar olarak
tanimlanmaktadir. Uzun siiren hiperglisemi retinada proteinlerin enzimatik veya
enzimatik olmayan  glikozilasyonunu tetikleyerek  metabolik  anormaliler
olugsmaktadir (33) Protein kinaz C aktivasyonu, anjiyotensin enzim ve vaskiiler
endotelyal biyiime faktori (VEGF) ifadesi metabolik karmasaya yol agmaktadir.
Bunun sonucunda; endotelyal bazal membran kalinlagmasi, kapiller endotel, ve
perisit hiicre hasari, endotelyal proliferasyona ve trombosit fonksiyon bozukluklari
olusabilmektedir. Diyabet hastalarinda kan viskozitesindeki artis sonucunda retinada

kapiller tikanikliklar ile vaskiiler gecirgenlikte artis ve kanamalar ortaya cikabilir.
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Gelismis tlilkelerde en oOnemli korlik nedenidir. Retinopatinin diyabet
hastalarinin % 25’inde var oldugu tahmin edilmektedir. Diyabetik retinopatinin
gelismesinde en onemli olgu diyabetin siiresidir. Tip | diyabeti olan hastalarda 5
yildan 6nce diyabetik retinopati riski nadirdir. Ikinci 5 yilda bu oran % 27, daha uzun
stire diyabeti olanlarda ise % 71-90 retinopati gozlenir. Wisconsin diyabetik
retinopati ¢alismasina gore baslangigta retinopati olmayan Tip | Diyabet hastalarinin
ondort yilsonunda % 96 oraninda retinopati gelistirdigi saptanmustir. Diyabetik
retinopati gelisiminde diger risk faktorleri; renal bozukluk, gebelik, sigara kullanimi
olarak gosterilebilir (34, 35).

Diyabetik retinopatisi olan bireylerde 5 yil i¢erisinde nefropati gelisme riski %
50, 12 y1l sonunda ise %75’tir (36).

1.1.5.2.3 Noropati

Noropati, diyabetin en uzun seyirli ve en g¢ok mortaliteye sahip
komplikasyonlarindan biridir. Diyabet hastalarinda yasam boyu % 60-70 oranlarinda
noropati gelismektedir. Hastalar arasinda ¢ok yaygin bir problem oldugu halde,
diyabetli hastalarin bir¢ogu durumlarinin farkinda degildirler. Noropati cilt, kas, ter
bezleri, mesane, mide-bagirsal ve kan damarlart gibi birgok orgam
etkileyebilmektedir. Ayrica agrt yapmasi diginda bozuklugu, depresyon ve
anksiyeteye yol agmaktadir. Schwann hiicrelerinde olusan islev yetersizligi ilesinir
ileti hizinin yavaglamasi sonunda miyelinizasyon hasarlar1 ve akson dejenerasyonlari
olusur. Otonom noropati periferik néropatiye gore daha az goriiliir. Yiz felci, goz
kapaklarinda diisiikliik, mesanenin tam bosalamamasi, idrar ve digki tutamama, kas
giicsiizliigii klinikteki 6nemli sorunlar arasindadir. Diyabet hastalari arasinda ¢ok
yaygin bir problem oldugu halde, diyabetli hastalarin bir¢ogu durumlarmnin ya
farkinda degil ya da rahatsiz degillerdir (32).

1.1.5.3 Vaskiiler Komplikasyonlar

Diyabetik hastalarda koroner arter hastaligiklar1 oldukg¢a yaygindir. Noropatiye
benzer sekilde mortalite orani yliksektir. Genellikle diyabetin sebep oldugu

arteroskleroz sebebiyle miyokard infarktiislar goriilmektedir. Otonom ndoropati
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sebebiyle olusan agrisiz miyokard infarktiisler kalpte bolgesel fonksiyon
bozukluklarina yol agmaktadir.

Periferik arter hastaliginin sonucu olan iskemi, asir1 basing ve enfeksyonlar ile
birlikte “Diyabetik Ayak” olarak bilinen vaskiiler hastaliga yol agmaktadir. Periferik
arter hastaliklari, bacak ve ayak amputasyonlar1 yiiksek oranlarda goriilmektedir.
Olusan organ kayiplari ruhsal, bedensel, sosyal ve ekonomik komplikasyonlarada yol
agcmaktadir (24).

1.2 Deneysel Diyabet Modelleri

Gliniimiizde bir¢ok hastaligin patogenezinin ve mekanizmasinin anlagilmasi,
hastaliktan korunma, tedavi olanaklarinin incelenebilmesi i¢in deneysel hayvan
modelleri oldukga yaygindir (53). Pozitif ve negatif kontrollerin kullanimi, arastirilan
patolojiye uygun hayvan tiirlerinin genetik olarak secilebilmesi, anlaml istatistikler
saglayacak sayida ornek calisilabilmesi, hayvan modellerini nitelikli hale getiren

olgulardir.

Pankreasin insiilin sekresyonunun yetersizligi veya dokularin insiiline
cevabinin yetersizligi ile olusan DM olduk¢a kompleks bir hastaliktir. Diyabette de
fizyolojik ve patolojik degisikliklerin anlagilabilmesi ve potansiyel tedavi
mekanizmalarmin  gelistirilebilmesi  amaciyla deneysel hayvan modelleri
kullanilmaktadir. Deneysel diyabet olusum modelleri igin fare, sigan, tavsan, kobay,
hamster, maymun, domuz, kdpek ve kedi gibi deney hayvanlar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir (54-58). Hayvanlarda deneysel diyabet olusturulmasi kimyasal
ajanlarla (54),spontan olarak (59, 60) veya viriis aracili (61, 62) yapilmaktadir.
Diyabet modellerinde kimyasal ajan olarak siklikla alloksan ve streptozotosin (STZ)
kullanilmaktadir. Alloksan, monohidrat [2,4,5,6(1H,3H)-pyimidinetetron] yapisinda
bir tirik asit tiirevidir, suda kolayca erir (63). Selektif olarak pankreas beta hiicrelerini
hasarlayarak insiiline bagimli diyabete neden oldugu bildirilmistir (54). Alloksan ile
diyabet olusturulmasinda distile su veya serum fizyolojik igerisinde ¢Ozlilmiis
alloksanin, siganlara intraperitonial yolla 120 mg/kg dozunda ii¢ giin istiiste
uygulanmasiyla veya 150 mg/kg dozunda intraperitonial yolla bir kez
uygulanmasiyla olusturulmaktadir. Kan sekeri diizeyi 250 mg/dL’nin {izerinde

olanlar diyabetli kabul edilir (64). Kimyasal ajanlarla diyabet olusumunda kullanilan
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diger bir yontem ise streptozotosin (STZ)’dir. Streptozotosin (streptozocin, STZ) N-
(Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine yapisindadir. Notral pH’da  hizla
dekompoze oldugundan optimum stabilitesi i¢cin pH’s1 4-4,5 olmalidir. Bu nedenle
STZ ¢oziindiiriiliirken sitrat tamponu kullanilmalidir (65) Pankreas B hiicrelerini
hasarlayarak Tip | ve Tip Il diyabete neden olmaktadir (66). Yetiskin si¢anlarda tek
doz (40-60 mg/kg) intraperitonial veya damar i¢i STZ uygulamasi insiiline bagimli
diyabete (67), yeni dogmus siganlara tek doz intraperitonial veya intravenéz yolla
100 mg/kg STZ uygulamasmin ise insiilinden bagimsiz diyabete neden oldugu
bildirilmistir (68).

Genetigi degistirilerek elde edilmis olan Tip | diyabet hayvan modellerinde
diyabet kendiliginden gelisir ve yasamlarini siirdiirebilmek i¢in disaridan insiilin
alinmasina ihtiyag duyulur. Tip | diyabetin viral yolla da olusturulabilmesi,
insanlarda cevresel faktorler kaynakli diyabet olusumunun daha iyi anlasilmasina

imkan tanimistir (69).

Diyabet hayvan modellerinde kimyasallar segici olarak B hiicrelerine hasar
vererek, insiilin iiretimi ve salgilanmasini inhibe ederek ve insiilinin etkisini hedef
organlarda azaltarak etki gostermektedir. Glinlimiizde yapilan ¢alismalarda STZ’nin
alloksandan daha cok tercih edildigi goriilmektedir. Bu tercihin nedeninin STZ nin 3
hiicrelerine kars1 daha secici olmasi (70), STZ ile diyabet olusturulan hayvanlardaki
mortalitenin daha az olmasi (71) ve viicuttaki yarilanma Omriiniin 15 dakika gibi

uzun bir siire olmasi 6zelliklerine baglanmaktadir (73).

STZ, streptomyces achromogenes toprak bakterisi tarafindan firetilen bir
antibiyotik. Yiiksek reaktif ozellikteki nitroziire yan zinciri pankreatik B hiicresi
membran reseptdrlerine baglanarak yapisal ve hiicre i¢i hasar olusturur (73). STZ

ayni zamanda intraseliiler seviyede de hasar meydana getirir (75).

Alkilleyici bir ajan olan STZ; DNA’nin farkli bdlgelerindeki bazlar
alkilleyerek kiriklar meydana getirir (75). DNA tamirinde gorevli polisentetaz
enzimleri aktif hale geger. Fakat bu enzim NAD™ a ihtiya¢ duyar ve hiicrede bulunan
NAD" ’larmn buraya asir1 yogunlasmasi ile enerji metabolizmasi kesintiye ugrar ve

hiicre oliir. STZ’nin in vivo ve in vitro uygulanmasi ile pankreatik hiicrelerde
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hidrojen peroksit (H,O) olusturarak oksidatif stres yarattigi goriilmiistiir. Ayrica
STZ’nin B hiicrelerinde NO seviyesini arttigi ve hiicre 6limiine sebep olduguda

diigtintilmektedir (76).
1.3 Diyabet ve Oksidatif Stres

Birgok hastaligin patogenezinde oldugu gibi DM’nin sebep oldugu
komplikasyonlarda da oksidatif stres 6nemli bir yere sahiptir. Protein glikasyonu ve
ilerlemis glikozilasyon son iriinlerinin olusumu, glikoz oto-oksidasyonu ve
superoksid Ttretimi; lipid peroksidasyonuna neden olabilen serbest radikalleri

meydana getirmektedir (10).

Serbest radikaller lipidlerle reaksiyona girerek mitokondri ve endoplazmik
retikulum membran biitiinliigiinin  kaybina, proteinler ile reaksiyona girerek
proteinlerde yapisal veya fonksiyonel degisikliklere ve niikleik asitlerle reaksiyona
girerek genetik mutasyonlara sebep olmaktadir. Canlida antioksidan mekanizmasinin
zayiflamasimna sebep olan bu hastalik organizmayizararli etkilere agik hale

getirmektedir (76, 77).
1.3.1 Serbest Radikaller

Ciftlesmemis elektron bulunduran atom veya molekiillerdir (78). Oksijen
kaynakl1 olarak olusmaktadirlar. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket eden en
fazla iki elektron bulundurular. Serbest radikaller kovalent bag tasiyan bir molekiiliin
homolitik yikimi veya bir molekiiliin heterolitik olarak boliinmesi sonucu, bir
molekiilden tek bir elektronun kaybiyla, bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi
sonucu olusabilir. Pozitif, negatif veya nétral yiikli olabilirler (79). Serbest radikal
reaksiyonlart notrofil, makrofaj gibi bagisiklik hiicrelerinin savunma mekanizmasi
icin gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasar1 ile
sonuglanmaktadir (80). Biyolojik sistemlerdeki baslica reaktif oksijen tiirleri;
siiperoksit anyonu (20%), hidroksil radikali (HOY), nitrik oksit (NO"), peroksit
radikali (ROO), ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O;) gibi serbest
radikallerdir (81).
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Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) lipid hidroperoksidler, konjuge
dienler ve isoprostanlar gibi oksidatif stres gostergelerinin diizeylerinin arttig
diyabetli hastalarda E ve C vitaminleri, glutatyon, SOD, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan parametrelerin miktarinin azalmasi diyabetin kronik

komplikasyonlar1 arasinda yer almaktadir (82-85).

Diyabetteki vaskiiler komplikasyonlarda gorillen endotel fonksiyon
bozukluklarindan nitrik oksid tretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. Ancak
diyabetteki azalmis endotel bagimli vazodilatasyona NO {iretiminin azalmasi mu,

yoksa oksidatif stresin mi neden oldugu tartismalidir (86, 87).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek icin bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan

savunma sistemleri’ olarak adlandirilir (Tablo 1-4).

Tablo 1-4: Antioksidan savunma sistemleri.

Siipiiriicii Enzimatik Sentetik Preventif
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
Askorbik asit Katalaz N-asetilsistein Transferrin
Alfa-tokoferol Paraoksonaz Allopurinol Albumin
Tiyoller Stiperoksit Probakol Seruloplasmin
Beta-karoten Glutatyon Penisilamin Ferritin
Urik asit Deferoksamin
Flavanoidler Butil-
Ko-enzim Q Hidroksitoluen
Antioksidanlar  temel olarak dort farkli  mekanizmayla

etkisizlestirmektedir.

® Scavenging (Stipiirme) etkisi: Enzimler tarafindan yapilir ve oksidanlar etkisiz bir

molekiile gevrilir.




® Quencher (Susturma-baskilama) etkisi: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan

yapilir. Oksidanlar bir hidrojen aktarilarak etkisizhale getirilir.
® Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiiller onartlir.

® Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklindeki bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

yapilir (77, 88, 89).

Hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmasidir. Bu
enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum enzimlerin islevi igin

gereklidir (90).

Serbest radikallerin olusum mekanizmalarinin 6grenilmesi tedaviye yonelik

yaklagimlarda olduk¢a 6nemlidir.
1) Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Elektron tasima zincirinde meydana gelen oksidatif fosforilasyonda yer alan
glukozun oksidasyonu enerji lretiminde gorev alan indirgenmis nikotinamid
diniikleotid (NADH) ve flavin adenin diniikleotid (FAD) tiretimini saglar. NADH
solunum zincirinde oksidatif fosforilasyonla ATP firetimi i¢in kullanilir. Glukoz bir
gecis elementinin varliginda reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna gevrilir.
Mitokondride gerceklesen bu reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali agiga cikar.
Diyabette oldugu gibi yiiksek glukoz konsantrasyonunda siiperoksit radikal iiretimi
artar. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢i ROS iiretim kaynagidir. Yapilan
calismalardan bircogu diyabetteki patolojileri mitokondriyal ROS iiretimi ile
iliskilendirmektedir (91-93)

2) Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ilerlemis glikasyon son iiriinleri) Olusumu

llerlemis protein glikasyonu ve bunlarin son iiriinlerinin birikimi hiicre ve
dokulara zarar veren Onemli etkenlerden biridir. Proteinler yiliksek glukoz
konsantrasyonlar1 ile karsilastiklarinda enzim iliskili olmadan kontrolsiiz glikasyon

gostermektedirler. Glikasyona ugramis proteinler, molekiiler oksijene bir elektron
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vererek serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (94). Enzimatik olmayan
glikasyon reaksiyonlar1 yoluyla once Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil olan
Amadori triinleri olusur. Amadori tirtinlerinin ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGE)
ara Uriinleridir. Amadori tirlinleri son asamada ¢apraz baglar ile birleserek AGE’lere
doniistir (95). AGE’ler, vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina yol agar.
Ayrica potansiyel serbest radikal iiretebilme kapasitesine sahiptirler. Proteinlerin
yapilarin1 ve fonksiyonlarmi degistirebilirler, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi
indiikleyebilirler ve sonugta niikleer faktor kappa B (NF-kB) gibi faktorleri aktive
ederek doku hasarma sebep olabilirler (96). Arastirmalar AGE’ler ve serbest
radikallerin karsilikli olarak birbirlerinin iiretimini arttirabildigini gostermektedir
(97). Yapilan ¢alismalarda AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C (PKC)’yi
aktive ettigi ve bu sayede vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini, hiicre disi
matriks bilesenlerini ve hiicre bliylimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlara yol

act1g1 one siiriilmektedir (98, 99).

3) Sorbitol (Poliol) Yolu

Sorbitol-aldoz rediiktazyol izi olarakta adlandirilmaktadir. Yiiksek glukoz
konsantrasyonunun bir dezavantajida poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden
olmasidir. Bu yol izi aktive oldugunda NADPH kullanildigindan hiicre i¢ci NADPH
tiikketilir. Glutatyonun rediikte forma ¢evrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi i¢in
NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasive NADPH’1n yoklugu
hiicrenin antioksidan kapasitesini sinirlandirir (99). Vazodilatér mediatorlerin kaybi
endonoronal kan akimimin azalmasina dolayisiyla endondronal hipoksi ve iskemiye
yol acgabilir. Bu sinir hiicrelerinde hasar meydana getirebilir. Glukozun sorbitol yolu
ile fruktoza ve sorbitola ¢evrilmesinin bir sonucu miyoinozitol diizeylerinde azalma
ve bunun sonucunda da Na-K ATP-az enzim aktivitesinde diisme oldugu
gbzlenmistir. Bu bulgu sinir iletim hiz1 i¢inde énemlidir. Hiicrelerde biriken sorbitol
hiicre membranlarindan kolayca gecemez. Artan ozmotik basinca 6nlem olarak hiicre
icerisine su girisi olur. Diyabette meydana gelen retinopati, ndropati, Katarakt,

nefropati ve kalp hastaligi patogenezi bu nedenlerle agiklanmaktadir (100-105).
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1.4 Diyabet ve Testis

Diyabet hastalarinda infertilitenin oldukga yiiksek olmasi bilinen bir gergektir
(106, 107). Hastaligin testislerde izlenen komplikasyonlari oksidatif strese
baglansada altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamustir. ilk olarak 1943
yilinda Isko¢ Androlog John MacLeodoksijen varligindasperm hareketliliginin
azaldigin1 gostermistir. Enerji liretimi i¢in kullanilan oksijenin bir yan etkiside ROS
tretimidir. Ejakulatta ROS’un mevcudiyeti oksidatif stresin erkek infertilitesi ile
iligkili oldugunun klinik bir kanitidir (108, 109).

Testikiiler dokuda diisilk oksijen bulunmasina ragmen yiiksek miktarda
doymamis yag asitlerin ve ROS olusturan sistemlerin varlig1 testisi oksidatif strese
hassas hale getirmektedir (110).Yogun kanlanan bir organ olan testis; iireme
yetenegini korumak amaciyla antioksidan mekanizmalar ile korunmasina ragmen
bazi etkenlerin bu savunmayi asarak oksidatif stres meydana getirdigi bilinmektedir.
Oksidatif stres sonucunda testislerde torsiyon, varikosel ve enfeksiyonunda
destekledigi doku hasarlar1 izlenmektedir. Oksidatif stres, erkek infertilite
etiyolojisinde en 6nemli faktordiir. Spermatozoonlarin karsilastigi ROS saldirilarinin;
lipid peroksidasyonunu indiikledigi DNA fragmentasyonunu sebep oldugu,

hiicrelerin bozdugu goriilmektedir.

Oksidatif stresin testislerde direkt olusturdugu hasar diginda androjen tiretim
diizeylerinde degisiklikler meydana getirerek iireme siklusuna etki ettiide
bilinmektedir (111-113). Giiniimiizde bu konuda yapilan ¢alismalar incelendiginde
diyabetin tunika albuginea, seminifer tubiil (spermatogenik seri ve sertoli hiicreleri),
interstisyel bag dokusu ve leydig hiicrelerini etkileyerek proliferasyon yetenegi,
testikiiler sperm sayisi, ve testikiiler agirlik degerlerinde belirgin farkliliklar yarattigi
gozlenmektedir. Diyabetik sicanlarin testikiiler germ hiicre apoptozisinde artis

gozlenmektedir (114).

Testiste serbest radikalleri etkisiz hale getirmeye ¢alisan antioksidan savunma
sistemlerinin dengesi serbest radikaller lehine bozuldugunda oksidatif hasari
azaltabilecek antioksidan diyetlerin disaridan alinmasi 6nerilmektedir. Uygulanan

antioksidan terapi spermin kalitesini ve doku hasarini arttirmaktadir (115).
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15 Testis Anatomisi

Testisler fetal hayatta karin boslugu igindedirler, dogum oncesinde kanalis
inguinalisden gecerek skrotuma inerler. Bu inis sirasinda karin 6n duvari tabakalarini
da siiriiklerler. Anatomik olarak funikulus spermatikus ile asili halde bulunmaktadir.
Erigkin insanda, testis oval yaklasik 4-5 cm uzunlukta, 2,5-3,5 cm genislikte, 3 cm
capinda ve 20-30 g agirhgindadir. Erkek tireme hicrelerini ve erkek cinsiyet
hormonlar1 olan androjenleri iiretir. Testisler distan i¢ce dogru ince, pigmentli ve
seyrek killarla kapli deri ve altinda ince bir diiz kas lifi (Tunica dartos) tabakasindan
olugmaktadir. Ardindan gallaudet fascia’nin karindaki devami olan fascia spermatica
externa yer almaktadir. Devaminda cremaster tabakast M.obliquus abdominus
internus’un liflerinin asag1 dogru devamini olusturur. Karindaki fascia transversalisin
devami olarak goriilenfascia spermatica internanin ardindan iki tabakadan olusan
periton uzantisi tunica vaginalis vardir. Bu iki tabakadan Lamina visceralise
epididimis ve testisin biiylik kismini kaplar ve arkadan skroyumun i¢ yiiziine girer.
Lamina parietalistestisi tamamen kaplar. Iki tabaka arasindaki bosluga cavitas tunica
vaginalis denir.

Testisin arterleri aorta abdominalisin dali A. Testicularis, venleri ise testisin
arkasindan ¢ikarak Plexus pampiniformisi olusturur. Abdomende plexus tek vena
testicularis halini alir. Sag taraf V.cava inferior’a, sol taraf V.renalis sinistra’ya
dokdliir. Testisin sinirlenmesinde funiculus plexus testicularis, plexus hypogastricus

ve plexus vesicalis gorevlidir (37).

1.6 Testis Embriyolojisi

Erkek veya disi morfolojik karakteristikleri, embriyonun 7. haftasindan sonra
gelismeye baglar. Testisler; posterior abdominal duvar1 doseyen mezotel, altindaki

mezensim ve primordiyal germ hiicrelerinden kdken alir.

Gelisimin ilk safthalar1 5. haftada ortaya ¢ikar. Epitelin ve altindaki mezensimin
proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde gonadal kabarinti olusur. Gonadal
kordonlar parmak seklinde altindaki mezensim igerisine dogru biylirler.
Farklanmamis gonad bu asamada, dista yer alan bir korteks ve icte yer alan bir

medulladan olusmaktadir (38). Bu yap1 Wilms tiimorii geni (WT1) ve steryodogenik
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faktor 1 (SF1) gibi genlerin aktivasyonu sonucu gergeklesir (39). Embriyo XX seks
kromozomuna sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi ovaryuma differensiye
olurken, medullas1 geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksine sahipse

medulla testise farklilasir, korteks ise dejenere olur.

1.6.1 Primordiyal Germ Hiicreleri

Sferik sekilli germ hiicreleri 4. hafta vitellus kesesiduvarinda, allantoisin
baslangicina yakin endodermal hiicreler arasinda ortaya cikarlar (Sekil 1-1) (41).
Embriyo katlanmalar sirasinda, primordiyal germ hiicreleri arka bagirsagin dorsal
mezenteri boyuna gonadal kabarintilara gog ederler (38). Go¢ eden ve gogalan
primordiyal germ hiicrelerinin plazma membran1 alkalen fosfataz enziminden
zengindir. Primordiyal germ hiicrelerinin go¢ii bir tirozin kinaz olan c-Kit
reseptorliniin  ona uyan hiicre membran ligandi olan kok hiicre faktori ile
etkilesimine baghdir. Hem c-kit reseptorii hem de kok hiicre faktorii, gb¢ rotasi
boyunca primordiyal germ hiicreleri tarafindan {iiretilir. Kok hiicre faktoriiniin ya da
c-kit resptoriiniin eksikligi, primordiyal germ hiicreleri bakimindan gonad yetersizligi
ile sonuglanmaktadir (40). 6. haftada altindaki mezensim igine girip gonadal
kordonlara dahil olurlar. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii o6zellikle kemik

morfojenik proteini 4 tarafindan diizenlenir (38).

Foregut Hindgut

Allantois

Yolk sac

Sekil 1-1: A) 3 haf. embriyoda, yolk kesesi duvarinda ki primordiyal germ hiicreleri, B)Primordiyal germ

hiicrelerinin, genital sirta dogru giden go¢ yolu.
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1.6.2 Cinsiyetin Belirlenmesi

Erkek fenotipi i¢in gerekli olan testisin farklilagmasinda, Y kromozomunun
kisa kolunda bulunan SRY geni etkili olur. Bu farklilasmay1 testisdetermining faktor
(TDF) saglar. TDF’nin etkisiyle gonodal kordonlar, seminifer6z kordonlara
farklanirlar. Y kromozomunun kisa kolundaki SRY geni ve SOX9, FGF9 ve DAX1
gibi diger testis belirleyici genlerin aktivasyonu bu farklilanmada etkilidir (42). Y

kromozomunun yoklugunda testis olusumu inhibe olur ve ovaryum gelisir.

1.6.3 Testisin Gelisimi

TDF gonadal kordonlar1 uyararak farklanmamis gonadin medulla derinlerine
dogru ilerlemesini saglar. Kordonlar burada dallanarak birbirleriyle anastomoz
yaparak rete testisi olusturur. Kalin bir fibr6z kapsiil olan tunika albuginea gelistikten
sonra seminifer6z kordanlar yiizey epiteli ile olan baglantilarin1 kaybederler.
Genisleyen testis kademeli olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve asili hale
geger. Seminifer6z kordonlardan farklilasma ile seminifer tiibtillere, tubuli rekti ve

rete testis olusur.

Seminiferdz tiibiiller, interstisyel Leydig hiicrelerini olusturan mezensim ile
ayrilmiglardir. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, testesteron ve androstenedione
salgilamaya baglar. Bu hormonlar mezonefrik kanallarin ve dis genitallerin erkek
cinsiyetine farklilanmalarin1 saglar. Testosterona ilaveten, fetal testisler glikoprotein
yapil1 bir hormon olan antimiillerian hormon (AMH) ve miilleriyan inhibitér madde
de salgilarlar. Testosteron iiretimini HCG stimiile eder. AMH’y1 Sertoli hiicreleri
salgilar. Bu hormonun salgis1 puberteye kadar devam eder yasin artmasi ile azalir.

Uterus ve tuba utrinalara farklanan paramezonefrik kanallarin gelisimini baskilar.

Seminiferdz tiibiiller puberteye kadar kati haldedir ve liimenleri yoktur.
Puberte sonrasiliimen gelisir. Seminifer6z tiibiil liimeninde destek hiicreleri olan
sertoli hiicreleri ve primordiyal germ hiicrelerinden farklanan spermatogonia
hiicreleri olmak tizere iki tip hiicre bulunur. Fetal testiste, sertoli hiicrelerinin
seminifer tiibiillerde sayis1 oldukg¢a fazladir. Daha sonra testisin yiizey epiteli diizlesir

ve yetigkin testisin dis ylizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktulileri
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olusturan, 15-20 adet mezonefrik tiibiiller ile devam eder. Bu duktuliler de duktus

epididimisi olusturan mezonefrik kanal ile baglanirlar (43, 41).

Testislerin inguinal kanallardan skrotuma inisi, 26. hafta baslar ve 2-3 giin

devam eder. Yeni doganlarin % 3’iinde testislerdeinguinal herni gézlenmektedir (38).

1.7 Testis Histolojisi

Testisler haploid erkek gametin (spermatozoa) iiretimi, beslenmesi ve gegici
olarak depolanmasindan ayrica androjenlerin (erkek seks hormonlari) iiretiminden

sorumludur.

Erkek tireme sistemi; spermatozoa taginmasindan sorumlu olan dis kanallari
olusturan epididimis, vaza deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek dliretrasinin bir
pargasi, semeni olusturan ve spermatozoaya besinler saglayan aksesuar bezler
seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bezler ve ¢iftlesme organi penisten

olusur.

Uretilen erkek gametlerin sicaktan etkilenmemesi igin testisler skrotum iginde
yer alirlar. Viiciit 1sisindan yaklasik 2-3°C diisiik 1s1da olan testisler spermatogenez
icin uygun sartlari saglarlar (40). Testis rete testisin yer aldigi yerde kalinlagarak
mediastinum testisi olsturur ve tunika albuginea ile ¢evrelenir (44). Testis dokusu
septumlarla boliinmiis 250-300 lopguktan olusur. Her lopguk 1-4 seminifer tiibiil
igerir. Her bir seminifer tiibiil yaklagik 150 mikrometre ¢capta ve 80 cm uzunlukta; iki
ucu U seklinde olan ve rete testise agilan tiiplerdir. Rete testis, seminifer epitelin

tirlinlerini toplayan kanallar agidir (40).

Seminifer tiibiil merkezinde bir limene sahip iki belirgin hiicre tipi ile
doselidir. Bunlar somatik Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreleridir
(spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler). Seminifer epitel ¢evresinde
bazal membran, kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicreleri bulunur

(Sekil 1-2) (40, 45).

Miyoid hiicreler testis i¢erisinde hareketsiz olan spermleri rete testise ilerleten

ritmik kasilmalardan sorumludur. Spermler epididimde hareket kazanir. Organdaki
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interstisyel bag dokusunda, kan damarlan, lenfatik kanallar, makrofajlar ve Leydig
hiicreleri bulunur (Sekil 1-3)(46).

1.7.1 Sertoli Hiicreleri:

Bazal lamina ve seminifer tiibiil liimeni arasinda uzanan yiiksek prizmatik
hiicrelerdir. Puberteye seminifer tiibiilde dominant hiicre tipiyken puberteden sonra,
seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik % 10' unu olusturur. Seminifer tiibiil

liimeni arasinda koprii gorevi gortir.

Gelismekte olan spermatogenik hiicrelere kriptalar saglayarak ev sahipligi
yaptiklar1 i¢in apikal ve lateral hiicre membranlarinin diizensiz sinirlart vardir.
Niikleus olukludur ve heterokromatin kitleleri ile iligkili genis bir niikleolus igerir.
Sitoplazmasinda diiz ve graniillii endoplazmik retikulum, mitokondriler, lizozomlar,
lipid damlaciklari, yaygin bir golgi kompleksi ve zengin bir hiicre iskeleti (vimentin,

aktin, mikrotiibiiller) bulunur (40).

Bazolateral bolgelerinde, seminifer tiibiili bazal ve adluminal kompartmana
bolensiki baglantilar bulunur. Bu baglantilar gelismekte olan spermatositleri ve
spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyerini olusturur.
Boliinen spermatogoniumlarin liimene dogru ilerlemesi i¢in siki baglantilar bozulur

ve daha sonra tekrar olusurlar (40,45-47).
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Sekil 1-2: Testisin genel organizasyonu.

Gelismekte olan spermatogenik hiicrelerin desteklemesi, korunmasi ve
beslenmesi, spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan artik
cisimciklerin fagositozu, olgun spermatidlerin spermiyasyon denilen bir siireg
sonunda seminifer tiiblil limenine salimimini kolaylastirmak, seminifer tiibiil
limenine proteinler ve iyonlardan zengin (fruktozca zengin) bir siv1 salgilamak, anti
miillerian hormon tiretimi sertoli hiicrelerinin gorevlerini olusturmaktadir. Sertoli
hiicreleri FSH wuyarimina cevap verirler. Ayni zamanda inhibin ve aktivin
altiinitelerini (o0 ve P alt {initeleri) salgilarlar. Sertoli hiicreleri puberteden sonra

postmitotiktir ve eriskin testisinde mitotik hiicre bdliinmesi gozlenmez.
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Primer spermatositler

Sertoli hiicreleri

Kan damarlan

Spermatogenyum

interstisyel hilcreler

Sekil 1-3: Interstisyal hiicreler ve seminifer epitel hiicreleri.

1.7.2 Spermatogonyumlar

Bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan diploid
spermotogenik hiicrelerdir. Spermatogonyal kok hiicreden koken alirlar ve pubertede
baslayan mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler. iki temel spermatogonyal hiicre tipi
gozlenmektedir. Tip A spermatogonyum (insan testislerinde A koyu ve A agik
spermatogonyumlar) ve Tip B spermatogonyumlardir (Sekil 1-4) (46).

Spermatogonyal kok hiicreler be bunlarin {irettigi progenitdor tip A
spermatogonyumlar1 morfolojik olarak ayirt etmek olduk¢a zordur. Spermatogonyal
kok hiicreler kismen sessiz bu nedenle radyasyon ve kanser kemoterapisine

direnglidirler. Radyoterapi veya antikanser kemoterapisinin sonlandirilmasindan
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sonra, spermotogonyal kok hiicreleri spermatogenik siireci yeniden olusturabilirler.

Ayrica postmitotik Sertoli hiicreleri bu tedavilere yliksek oranda direnglidirler.

late spermatid

early spermatid

pachytene
primary
spermatocyte

junctional complex

++— basal lamina

Al
Sertoli type A pa|e
type Adark  cell  spermatogonium  type B pale
spermatogonium spermatogonium

peritubular (myoid) cells

Sekil 1-4: Seminifer tiibiil ve spermatogenik seri hiicreleri.

1.7.3 Spermatositler

Spermatositler iki mayotik hiicre boliinmesi gegirirler ve Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilarin  hemen {izerinde, seminifer tiibliliin adluminal
kompartmaninda yer alirlar. Mayoz béliinmelerin tamami kan-testis bariyerinin

icinde gerceklesir.

Tip B spermatogoniumlarin farklilagmasi ile olusan primer spermatositler iki
adet sekonder spermatositi olusturmak iizere birinci mayoz boliinmeye (rediiksiyon
boliinmesi) girer. Primer spermatositler spermatogenik serideki en biiyiik hiicrelerdir.

Sekonder spermatositler ise oldukga hizli bir sekilde interfaz agsamasi girerek ikinci
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mayoz boliinmeyi (esitleme boliinmesi) gegirirler. Sekonder spermatosit artik
herhangi bir hiicre boliinmesi gostermeden sperm seklinde olgunlasan iki adet
spermatid meydana getirir. Meydana gelen spermatidler haploidtir. Spermiyogenez

denilen karmasik bir farklilasma siirecini ile spermium haline gelirler

Ikinci mayoz boliinmenin interfazi cok kisa oldugu igin ikinci mayoz ¢ok hizli
gerceklesir. Bu yiizden primer spermatositler seminifer tiibiillerde en bol

gozlemlenen hiicrelerdir (40,45, 47).

1.7.4 Spermatidler

Spermatidler sertoli hiicre girintileri (kriptalari) i¢cinde gémiilii olarak seminifer
tibiil limenine yakin adluminal kompartmanda bulunurlar.  Sekonder
spermatositlerin ikinci mayoz bdliinmesi ile olusurlar ve haploid kromozom
takiminasahiptirler. Spermatogenezin son agamasi spermiyogenezdir. Spermiyogenez

ti¢ evreden olusmaktadir.

® Flagellum gelismesi: Distal sentriyolden gelisir. Keratin igeren dis yogun lifler ve

fibroz kilif ile ¢evrili aksoneme (9+2 mikrotiibiil ¢iftleri) sahiptir. Mitokondri’ler

kuyrugun proksimal boliimii ¢evresinde sarmalimsi bir kilif olusturur.

® Akrozom gelismesi: Spermin yumurtaya girerek niikleer madde aktarimi yapmast

icin gerekli olan hidrolitik enzimlerin depolanmasi ve sentezinin gergeklestigi
akrozomal kese olusur. Cekirdek koyu renkli, kiiglik, armut sekilli bir yapi
kazanir. Akrozom gelisimi; golgi fazi, sapka fazi, akrozomal faz ve olgunlagsma
fazini igerir. AKrozom yapisi i¢inde; hyaluronidaz, ndraminidaz, aril siilfataz, asit

fosfotaz ve akrozin enzirleri bulunmaktadir.

® Niikleer kondensasyon: Histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizin’den

zengin protaminlerle yer degistirdiginde niiklear yogunlasma olusur. Somatik
histonlarin protaminlere doniistimiinden sonra, niikleozomlar kaybolur. Niikleus
materyalini yogunlastirmak i¢in diiz kromatin lifler yan yana dizilirler (40,45,
47).
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1.7.5 Sperm

Olgun sperm iki elemandan olusur: Bas ve kuyruk. Bu iki parca bir baglanti
parcasi ile birbirine baglanmistir ve plazma membrani ile sarilmislardir. Kuyruk orta
parga, esas parca ve son parga olmak iizere tige ayrilmistir (Sekil 1-5) (48). Bas,
akrozomla sarilmis yassilagsmis yogun bir ¢ekirdekten olusur. Niikleus’un anterior
yarisini akrozom Orter ve lizozomlarda sikga bulunan hidrolitik enzimleri igerir.
Akrozomal enzimler, oositi saran korona radiyata ve zona pellusiday: pargalayip

sperm girisini kolaylastirmak i¢in dollenme aninda birakilirlar.

Baglanti pargasi, bir ¢ift sentriyoliin bulundugu dar bir pargadir. Distal

sentriyol, sperm kuyrugunun merkezi parcasi olan aksoneme kaynaklik yapar.

Kuyrugun orta pargasi, sarmal olarak dizilmis mitokondrilerin olusturdugu
tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonem ve dis yogun lifler adi verilen sperm boynundaki
baglant1 parcasindan kuyruk boyunca uzanan kolonlardan olusur. Esas parga,
kuyrugun en uzun pargasidir. Yedi dis yogun lifce sarili merkezi aksonem ve bir
fibroz kiliftan olusur. Son par¢a da, dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken

sonlanmasindan dolayi, sadece aksonem bulunan kuyrugun cok kisa bir pargasidir
(40, 46).
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Sekil 1-5: Spermatozoon yapist TEM goriintiisii (X 17000; I- Spermatozoon bas bolgesi ‘1- Niikleer
vezikiil, 2- Akrozom, 3- Niikleus, 4- Post-akrozomal boélge’; II- Spermatozoon boyun bolgesi 5-
Sitoplazmik damlacik, 6-Baglanti pargasi’; III- Spermatozoon, orta par¢a ‘7-Mitokondriyal kilif, 8-
Annulus’; IV- Spermatozoon, ana parga ‘9-Fibroz kilif, 10-Aksonem

1.7.6 Leydig hiicreleri

Erigkin testis agirhi@inin % 20’sini olustururlar. Testosteron salgilamadigi

cocukluk doneminde neredeyse hi¢ goriilmezler (49).

Leydig hiicre topluluklari, interstisyel alanda kan veya lenf damarlarina yakin
olarak bulunan, yuvarlak (poligonal) sekilli, eozinofilik sitoplazmaya sahip biiyiik
hiicrelerdir (Sekil 1-6) (40). Steroid fiireten bir¢ok hiicre gibi; lipid damlaciklari,
karakteristik tiibiiller kristali mitokondriler ve iyi gelismis agraniiler endoplazmik
retikulum igerir. Ayrica lipofuksin graniilleri ile reinke kristali ve prekiirsorlerine
sahiptir. Puberteden sonra, bir cAMP aracili mekanizma tarafindan LH ile
uyarilmanin ardindan, 5a-rediiktaz enzimi ile dihidrotestosteron'a doniistiiriilebilen,

testosteron tretirler (40).
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Sekil 1-6: Leydig hiicre yapist TEM goriintiisii (X 10000; Ly-Lizozom, rER Graniiler endoplazmik retikulum, L-
Lipid, G-Golgi, M-Makrofaj).

1.7.6 Diger Erkek I¢ Ureme Organlar

1.7.6.1 Rete Testis

Mediastinum igine yerlesmis, anastomozlasan tiibiiler bosluklar agidir.
Seminifer tlibiillerin iiriinlerini toplayan kanal yapilarindan olusur. Tek katl kiibik
veya al¢ak prizmatik epitelle doseli, tek bir apikal silyum ve birkac kisa mikrovillus
icerirler. Niikleuslar1 ¢ok koyu boyanir. Sperm ge¢isi hizli oldugu i¢in liimende

spermlere nadiren rastlanir (40).
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1.7.6.2 Duktuli Efferentes

Efferent kanalciklar rete testisi hareketsiz spermlerin epididimise taginmasini
saglayan silli hiicreler ve liimendeki sivinin emilimini saglayan steriosilyali esas
hiicrelerden olusan prizmatik epitel hiicrelerinden olusur. Efferent kanalciklarin
epiteli karakteristik tarakli yapiya sahiptir. Bazal lamina altinda ince sirkiiler diiz

kaslar bulunur (40,45, 47).

1.7.6.3 Epididimis

Icerisinde spermlerin olgunlastigi ve hareket yetenegi kazandigi 4-6 metre
uzunlugunda kivriml tiiplerdir. Bas (kaput), govde (korpus) ve kuyruk (kauda)olmak
tizere ii¢ bolimden olusur. Vas deferens ile devam eder. Kanali saran siki bag
dokusu, kan damarlar1 ve diiz kas hiicreleri bakimindan zengindir. Epitel dallanmis
sterosilyali yalanci ¢ok katli prizmatiktir. Epitel esas ve bazal hiicreler olarak
adlandirilan iki farkli tip hiicreden olusur. Esas hiicreler, ¢ok sayida uzun
sterosilyalara sahip, uzun boylu prizmatik hiicrelerdir. Bazal hiicreler ise bazal
lamina ile iligkilidir ve kok hiicre 6zelligindedir. Sertoli hiicreleri tarafindan ortadan
kaldirilmamig artik cisimlerin ve dejenere spermlerin fagosite edilmesi gibi olaylar

burada gergeklesir (40).

1.7.6.4 Vas Deferens

Epididim kanalinin devami seklinde uzanan, kalin kas yapisinda stereosilyali
yalanci ¢ok katli prizmatik epitelden olusan bir kanaldir. Mesaneye giriste ampullay:
olusturur ve bu yapinin son kisminda seminal vezikiiliin kanallar1 ile birlesir. Duktus
deferens daha sonra prostata girer ve iiretraya agilir. Mukoza, limene dogru
katlantilar yaptig1 i¢in liimen diizensiz goriiliir. Kas tabakas1 olduk¢a kalindir, icte ve

dista longitudinal, ortada sirkiiler seyreder (40, 46).

1.7.6.5 Vesikula Seminalis

10-15 cm uzunlukta, ¢ok kivrim yapan bir kanaldan olusmus, rektum ve
mesanenin arka yiizii arasina yerlesmis bir ¢ift bezdir. Duvari epitel hiicreleri ile

kaplidir. Epitel hiicreleri alkali karekterde seminilar siv1 salgilar. Bu salgi, spermlerin
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canliliklarinin  korunmasint saglar. Epiteli prizmatiktir. Meni kesecigi olarak

bilinmesine karsin iginde hi¢ sperm barindirmamaktadir (50).

1.7.6.6 Duktus Ejakulatoryus

Bir santimetre uzunlugunda, prizmatik epitelle doseli, kisa ve diiz bir kanaldir.
Prostat bezine girer ve prostatik iiretraya acilir. Mukoza limenine dogru katlantilar

yapar, duvarinda diiz kas bulunmaz (40, 46).

1.7.6.7 Prostat Bezi

Retroperitonal yerlesim gosteren bu organ, rektumun Oniinde, mesanenin
asagisinda ve symphysis pubicanin arka tarafindadir. Koyu kirmizi kestaneye
benzeyen sert bir dokudur. 30-50 adet dallanmus tiibiiloalveoler bezden olusur ve bu
bezlerin kanallar1 prostatik iiretraya bosalir. Normal bir eriskindeyaklasik 20 gr
agirligindadir. Prostat bezi epiteli yalanci ¢ok katli epiteldir ve bazal hiicreler ile
salgi yapan hiicrelerden olusur. Prostat bezinin salgisi, ejakiilatin yaklasik % 15’ini
olusturur ve bu siv1 asit fosfataz, amilaz ve fibrinolizinden oldukg¢a zengindir (40, 46,
51).

1.7.6.8 Bulboiiretral Bezler

Prostat bezinin iki yaninda testesteron kontrolii altinda salgi yaparak salgisini
sperm kanali ile tiretraya akitan bezlerdir. Tek kathi prizmatik epitelle doselidir.
Salginin 6nemi iiretrada kalan idrar artiginin asitligini ejekiilasyondan 6nce nétralize

etmesidir (40, 46).

1.8  Testis Fizyolojisi

1.8.1 Spermatogenez ve Hormonal Faktorler

Sperm yapimini kontrol eden ¢ok sayida parametre vardir. Luteinizan hormon
(LH) hipofizden salgilanir. Leydighiicrelerinde testesteron yapimini uyarir.
Testislerde germinal hiicrelerinin boliinlip geliserek sperm olusturulmasi igin

testesteron gereklidir.



Hipofizden salgilanan FSH (folikiil stimiilan hormon)’in rolii spermatidlerin
spermlere doniisiimiinii saglamaktir. FSH, sertoli hiicrelerine etki ederek sertoli
hiicrelerinde androjeni baglayan protein sentezini uyarir bu protein androjenle
birlesip limene salgilanir. Seminifer tiibil liimeninde biriken androjen

spermiogenezisi sonlandirir (52).

Ostrojenler FSH ile uyarilan sertoli hiicrelerinde testosterondan yapilirlar ve
muhtemelen spermiyogenez i¢in gereklidirler. Biiyiime hormonu ise testislerin temel
metabolik fonksiyonlarnin kontroliinde gereklidir. Spermatogonyumlarin erken

bolinmesini hizlandirir (49).

1.8.2 Erkek Cinsiyet Hormonlari

Testislerden; testesteron, dihidrotestosteron ve androstenedion gibi androjenler
adiyla bilinenerkek cinsiyet hormonlari salgilanmaktadir. Androjenlerin tiimii steroid
yapidadir hem testislerde hem de adrenal bezlerde kolesterolden veya dogrudan asetil
koenzim A’dan iretilir. Testosteron protein yikimini azaltirken sentezini arttirarak

biiyiimeye pozitif katki saglar.

Testesteron karacigerde glukorunik asit ya da siilfatlarla konjuge edilerek safra

yoluyla veya idrarla atilir.

Testesteron salgilandiktan 1-2 dakika sonra hiicre i¢ine girerek Sa-rediiktaz
enzimi ile dihidrotestosterona donisiir. Sitoplazmik reseptor proteinine baglanarak
reseptor-hormon kompleksi olusturur. Ardindan ¢ekirdege giderek bir proteine
baglanir ve DNA-RNA transkripsiyon islemini tetikler. RNA polimeraz aktifleserek
RNA miktar1 ile dogru orantili olarak protein diizeyi yiikselir (49).

1.8.3 Testislerin Hormonal Diizenlenmesi

Hipotalamusun arkuat niikleusunda bulunan ndronlardan salgilanan GnRH
(Gonadotropin releasing hormone), portal kan yoluyla 6n hipofize taginarak LH ve
FSH (Gonodotropinler) salgilanmasini uyarir. GnRH aralikli olarak 1-3 saatte bir 1-2
dakika siireyle salgilanir. On hipofizden salgilanan LH’da pulsatil olarak, FSH ise
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GnRH diizeyindeki kiiclik degisimlere bagli olarak hafif artis ya da azalig gosterir
(49).

Hipotalamusta GnRH bulunmadiginda LH ve FSH neredeyse hig salgilanmaz.
Glikoprotein yapida hormonlardir. Testislerde cAMP ikinci haberci sistemini
aktifleyerek etki olustururlar. Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasi, yalnizca
LH uyarst ile gergeklesir. Salgilanan testosteron ve LH miktar1 dogru orantilidir

(49).

LH’mn tetiklemesi ile salgilanan testosteron, LH salgisini baskilar. Bu olay
testosteronun direk hipotalamusa etkisi sonucu GnRH salgisinin azaltilmasina
baglidir. Fakat zit olarak, testosteronun ¢ok az olmasi halinde hipotalamustan yiiksek

oranda GnRH salgilanir (49).

Seminifer tiibiillerde FSH sertoli hiicrelerine baglanir ve hiicrelerin ¢esitli
spermatojenik maddeleri salgilayarak biiyiimesinesebep olur. Bu nedenle FSH ve
testosteronun her ikiside spermatogenezin baslamasinda gereklidir (49).

Seminifer tiibiiller sperm yapimini azalttiginda FSH salgis1 belirgin olarak
artar. Spermatogenezin hizlanmasi ile FSH salgist azalir. Bu mekanizma sertoli

hiicrelerinden salgilanan inhibin ile kontrol edilmektedir (49).

1.9 Antioksidan Molekiiller

1.9.1 Agomelatin

Melatonin triptofan aminoasidinden beyindeki pineal bezde sentezlenip
salgilanan ve sirkadiyen ritmi diizenleyen onemli bir hormondur. Ilk kez 1917
yilinda sigir pineal bez ekstraktinda Carey Pratt McCord ve Floyd Pierpont Allen
tarafindan farkedilmistir. Kimyasal olarak tanimi ve izolasyonu ise 1958 yilinda
dermatoloji profesorii Aaron B. Lerner tarafinan gergeklestirilmistir (116). Bu
hormonun fizyolojik yararlar1 detayli olarak incelenmistir. 1970’larin sonlarinda
MLT’nin uyku-uyaniklik diingiisii ile iliskili oldugu mevsim ve giindiiz
fotoperiodlarina ters orantili olarak salgilandigi belirlenmistir (117). Fakat MLT
farkl etkilerlede tetiklenebilmektedir. Radioizotop ¢aligmalart MLT reseptorlerinin
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(MT1/MT2) hipotalamus ve merkezi sinir sisteminden baska kardiovaskiiler sistem
(aort, ventrikiil, koroner damarlar), sindirim sistemi (safra epiteli, duodenal
enterosit), genitoliriner yollarda (Safra diiz kasi, ovaryum graniilosa hiicreleri,
testikiiler epitel ) bulundugunu gostermistir (118-120). MLT’nin farmakodinamik

etkisi dort mekanizma ile agiklanmaktadir;
1) MT reseptorlerinin etkisi
2) Niikleer orphan (ROR/RZS) reseptorlerinin aktivasyonu
3) Intraselliiler proteinlere baglanma mekanizmas (Kalmodulin)
4) Cok giilii antioksidan etkisi (vitamin E’den belirgin oldugu bilinmektedir).

Mekanizmalara bakildiginda MLT nin oksidatif stres kaynakli olan 6zellikle
norodejeneratif hastaliklara karst oldukga faydali olacagi goriilmiistir (121, 122).

MLT olduk¢a fazla yararl etkiye sahip olmasina ragmen sentetik olarak fazla
tretilmemektedir. Agomelatin ilk sentetik MLT analogudur. MT1/MT2 agonisti
olarak antidepresan potansiyele sahiptir. Agomelatin ayni zamanda 5-HT(2C)
reseptOr antagonisti olarakta davranarak seratonin seviyesini diisiiriip, dopamin ve

noradrenalin seviyelerini yiikseltmektedir (116, 123, 124).

Agomelatin giiniimiizde ticari preparat olarak kullanilmaktadir (Valdoxan®
25mg, Servier). Yeni birinci siif sentetik melatonerjik agonisti olan bu preparat
anksiyete ve major depresif bozukluklar i¢in kullanilmaktadir. Onerilen insan dozu
giinlik 25 mg tablet’tir. Norepinephrin depamin disinhibitor (NDDI) olarak
siiflandirilmaktadir. Agomelatinin molekiiler formiilii C1sH17NO, dir. Kimyasal
formiilii (S 20098; N(2-(7-metoksi-1-naftil)etil) asetamid) etil] molekiiler agirlig
243,3’tiir. Kimyasal yapisinda indol grubu yerine bir naftalen biosestere grubu ve
NH grubu olan yerde HC=CH grubu icermesi ile melatoninden ayrilir (125).
Agomelatin ve MT nin yapisal formiilii asagidaki gibidir (Sekil 1-7) (126, 127).
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Sekil 1-7: Melatonin ve agomelatinin kimyasal yapisi.

Yapilan son caligmalarda agomelatinin Ozellikle fel¢ sonrasi oksidatif
dengesizlige kars1 antikonviilzan etkisi agik¢a ortaya konulmustur (128). Bu ilacin
insanlarda ve deneysel modellerde epilepsiden koruyucu olarak kullanilan MT ile

benzer etki gosterdigi gosterilmistir (129, 130).

Oral olarak alinan agomelatin, gastrointestinal kanaldan hizli olarak emilir.
[lacin oral yoldan alinan 25 veya 50 mg'lik tek dozu 45-90 dakika arasinda plazma
tepe noktaya ulasir. Oral biyoyararlanimi kadinlarda erkeklere gore iki kat daha
yiksektir. Agomelatinin metabolitleri glukuronidasyon ile suda ¢oziiniir bilesiklere

donerek % 80'i idrarla viicuttan atilir (131).

1.9.2 Gallik Asit

Gallik asit bir organik asit olanfenolik asit tiirevidir. Kimyasal formiilii 3,4,5-
trinydroxybenzoik  asit  olarak bilinir (132). Molekiiler  formiili
CeH2(OH)3COOH’dir. GAL’1n yapisal formiilii asagidaki gibidir (Sekil 1-8) (133).
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Sekil 1-8: Gallik asidin kimyasal yapisi.

[lk kez 1786’da Isvecli bilim adami Carl Wilhelm Scheele tarafindan
caligmasinda kullanilmistir. 1818’de Fransiz kimyager ve farmakolog Henri

Braconnot tarafindan Mese cevizinden saflastirilmistir (134, 135).

Cay, liztim, ¢ilek gibi meyvelerde bolca bulunan endojen bitki fenoligidir.
GAL esterleri endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitki tiirevli polifenolik
bilesikler antidiyabetik Ozellikleri de iceren ¢ok genis farmakolojik ozelliklere
sahiptir. Polifenolik bilesiklerden biri olan GAL’in antioksidan ve serbest radikal
toplayict etkisi oldukga etkilidir (136). Yapilan arastirmalarda gostermektedir ki
GAL diyabetik sicanlarda oksidatif stres parametrelerini oldukca diisiirmiistiir (137,
138). GAL organizmada maksimum emilim gostermektedir (139). Potansiyel reaktif
oksijen siipiiriiciisii olan bu bilesik ayn1 zamanda bir¢ok tiimor hattinda segici olarak
farklilasma ve apoptoz indiikleyicisidir (140). Ayrica antiinflamatuar,
antimikrobiyal, mutasyon Onleyici, etkileride bulunmaktadir (141). FDA tarafindan

gidalarda en ¢ok kullanilan antioksidan olarak belirlenmistir (142).

Ayrica GAL yaygm olarak iilkemiz diginda hazir ¢aylarin ve kahvelerin
aromalarinin artirllmasinda ve sarap iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir

(143).
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1.10 Oksidatif Stres Biyomarkerlari
1.10.1 Nitrik Oksid ve Nitrik Oksid Sentaz

Nitrik oksid (NO), normal fizyolojik kosullarda homeostazin siirdiiriilmesinde
onemli bir molekiildiir. NO serbest bir radikaldir, dolayisiyla yiiksek difiizyon
kabiliyetine sahiptir. Ayrica lipofiliktir ve hiicre fonksiyonlarinin degisiminde bir
sinyal molekiilii gibi gorev alabilir (144). Memeli hiicrelerinde bilinen en kiigiik
bioaktif iiriinii olup, yarilanma 6mrii yaklasik bes saniyedir. NO, ilk kez endotel
kaynakli gevseme faktorii (EDRF) olarak tanimlanmistir. Daha sonra EDRF’nin NO
oldugu anlasilmistir. Insanlarda NO iiretiminin saptanmas: ile 1987 yilina kadar
hakkinda fazla bilgi bulunmayan bu molekiiliin fizyolojik ve patolojik rolii
anlasilmistir. 1992°de yilin molekiilii segilmistir (145). NO, biyolojik sistemlerde;
diizkaslar1 gevsetme, trombosit agregasyonunu oOnleme, beyinde ndrotransmiter
goreviyapma, makrofajlarin timor yok edici ve bakteri Oldiiriicli etkilerine aracilik
yapmave vazodilatasyon etkisi ile damar basicini diisiirme gibi 6nemli gorevler
stlenir (146). NO gibi serbest radikallerin tireme sistemi {izerindeki rolii
karmasiktir, hiicresel siiregleri belli mekanizmalar olumlu ve olumsuz etkiler
saglamaktadir. NO, diisiik konsantrasyonlarda viicutta yararli etki saglasada, yiiksek
konsantrasyonlarda, artan oksidanlarla birlikte, nitratlanmis ve oksitlenmis ara
iriinler olusturmak ve bircok enzimi inhibe etmek suretiyle doku hasar1 ve
inflamasyona neden olmaktadir.

NO, L-arjinin aminoasitinin endotelyal nitrik oksit sentaz enzimleri araciligi ile
sitruline oksitlenmesi sonucu sentezlenir. NO yapimindan nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimi sorumludur. NOS'un 3 farkli izoformu saptanmistir: ndronal nitrik oksid
sentaz (NNOS, NOS1) diisiik miktarda tretilir sinaptik sekillenmei ndrotransmisyon
ve hiicre iletisiminidiizenler. Indiiklenebilir nitrik oksid sentaz (iNOS, NOS2) yiiksek
miktarda {iretilerek patojenlere immiin cevap ve inflamasyonda gorev alir.
Endoteliyal nitrik oksid (eNOS, NOS3) nNOS gibi diisiik miktarlarda tretilir.
Vasodilatasyonu ayarlamakta gorevlidir. nNOS ve eNOS izoformlari Ca'™
kalmodulin kompleksine bagimlidir ve az miktarda NO iiretirler. Buna karsilik iNOS
bu kompleksten bagimsiz olarak pek ¢ok hiicre tipinden salgilanir ve NO'nun
devamli sentezlenmesini indiikler. Indiiksiyon sonrast NO sentezi saatlerce hatta

giinlerce siirebilir. Asirt NO sentezi dokularda harabiyete sebep olur (Tablo 1-5)
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(144, 147). Yetiskin sigan testisinde sertoli hiicreleri ve peritiibiiler hiicreler iNOS
eksprese ederler. Bu enzim pakiten spermatosit ve spermatidlerde yoktur. Seminifer
tiibiil ve somatik hiicrelerindeki (Leydig hiicreleri ve makrofajlar) iNOS aktivitesinin
birgok faktor tarafindan diizenlenmekte oldugu ve Leydig hiicrelerinin de iNOS ifade
ettigi saptanmugtir (148).

Tablo1-5: Nitrik oksid ve oksidatif stres.
(L-arﬁnin)

-V

L-sitriillin -+ '

Oksidasyon

\ ONOO

—>

O
<

Oksidatif Stres

1.10.2 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF), vaskiilojenez ve anjiojenezi
diizenleyen damar gecirgenligini arttiran endotel hiicrelerine spesifik bir biiylime
faktoriidiir. Ayrica retinal 16kostaz ve noron koruyucu etkileri olduguda

gosterilmistir. Homodimerik glikoprotein yapisinda heparin baglayan bir faktoriidiir.
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VEGF geni kromozom 6p21.3 iizerinde yer almaktadir. Senger ve ark., 1983
yilindaderide damar gecirgenligini arttiran timor vaskiiler permeabilite faktoriinii
(VPF) tanimlamislardir. Ferrara ve Henzel, 1989°da endotel hiicre mitojeni olarak
tamimladiklar1 faktorii, VEGF olarak adlandirmislardir (162, 163). Daha sonra
yapilan DNA bagimli ¢aligmalar ile bu iki faktoriin ayn1 oldugu gosterilmistir (164).

VEGF gen ailesi iginde VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, Plasental
bliylime faktorii, VEGF-E ve VEGF-F olmak iizere 7 farkli VEGF {iyesi
tanimlanmistir. Temel olarak anjiojenez, lenfanjiojenez ve damar gecirgenligini
diizenleyen bu faktorlerin tanimlanan VEGF reseptorlerine baglanma o6zellikleri
birbirlerinden farklidir. VEGF-A anjiojenezisle en saglamiligkisi olan ve iizerinde en
¢ok calisma yapilan faktordiir. Anti-VEGF tedavilerin ¢ogu bu faktor iizerinde
yogunlagsmaktadir (165). Genellikle VEGF diye kisaca ifade edilen faktor aslinda
VEGF-A’dir. VEGFR1 ve VEGFR2 reseptor yolagi ile etki eder ve hipoksi ile aktive
oldugu gosterilen tek VEGF tiyesidir.

Retinada, VEGF’in ana kaynagi miiller hiicreleri, ganglion hiicreleri ve
perisitlerdir. Hipoksik ya da iskemik durumlar anjiojenezisin baslica aktivatorleridir.
VEGF-A gen ifadesinina ana diizenleyici, hipoksinin indiikledigi faktor-1’dir (HIF-
1) (166, 167). VEGF mRNA’sinin transkripsiyonu; trombosit kaynakli biiyiime
faktorii-BB (PDGF-BB), keratinosit biiyiime faktorii (FGF-7), epidermal biiyiime
faktorii (EGF), tiimor nekrosis faktoér-o (TNFa), transforming biiyiime faktorii- B1
(TGF- B1) ve interlokin-B1 gibi gesitli faktorler tarafindan baslatilir. Ayrica hipofiz
hormonlarida diizenlemeye yardimcidir. Bu faktorlerin mitojenik olmadigi, VEGF

salgilanmasina yol agarak mitojeniteyi arttirdiklar: gosterilmistir (168).

1.10.3 Fibronektin

Fibronektin yiiksek molekiiler agirliga (440 kDa) sahip bir hiicre dis1 matriks
glikoproteinidir. Integrinlere baglanarak hiicrelerin bazal membrana ¢apalamasin
saglamaktadir. Fibronektin integrine benzer sekilde diger hiicre dist1 matriks
komponentleri olan kollajen, fibrin ve heparan siilfat proteoglikanlarina

tutunmaktadir. Fibronektin disiilfit baglari ile birlesmis olan iki identik monomerden
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olugsmaktadir. Tek bir gen tarafindan iiretilir. Alternatif siplayzing farkli formlarinin

olugsmasini saglamaktadir. Omurgalilarda iki tip fibronektin vardir;

® (ozilebilir plazma proteini kanin ana komponentidir ve karacigerdeki

hepatositler tarafindan tiretilir.

® (Coziinmeyen hiicre fibronektini hiicre dis1 matriksin temel komponentidir ve

basta fibroblast olmak iizere bir¢ok hiicre tarafindan tiretilir.

Fibronektin hiicre adezyonu, biiylime, gé¢ ve farklilasmada temel roller oynar.
Yara iyilesmesi ve embriyonik donemde kilit 6neme sahiptir. Fibronektin ifadesi,

yapimi1 ve organizasyonu kanser ve fibrozis gibi bir¢ok patoloji ile iliskilidir (169).

Timor dokusu ve tiimor hiicre hatlarindan fibronektin ifadesinde azalma,
artan fibronektin degredasyonu, fibronektin baglanma reseptorlerinin ifadesinde

azalma gibi morfolojik degisiklikler goriilmektedir (170).

1.10.4 Tiimor Nekroz Faktor (TNFa)

Timor nekrozu faktorii (TNF), birgok hiicre tipinden salgilanan ve kanserli
hiicrelerin yikimin1 saglayan bir sitokindir. Hiicrelerin yasamlarini siirdiirmesi,
apoptoz, inflamatuar cevap ve hiicre farklilagmasi icin sinyal yollarini aktive eden
proinflamatuar bir sitokindir. Glikoprotein yapidaki bu hormon yaklagik 212 amino
asit uzunlugunda homotrimerik tip iki transmembran proteinidir. Bazi hiicreler daha
uzun veya daha kisa izoformlarmi salgilayabilir. Insanlarda 7. kromozomda kodlanur.
TNFa (kasektin/kaseksin) ve TNEFp, lenfotoksin olmak tizere iki formu
bulunmaktadir. TNFpB, T hiicre lenfositleri tarafindan tiretilmesinde ragmen TNFa,
makrofajlar ve bazi hiicreler tarafindan fretilir. 1968 yilinda Kaliforniya
tiniversitesinden Dr. Gale A. Granger lenfositler tarafindan iiretilen ve sitotoksik etki
gosteren bir faktdr bularak bu faktore lenfotoksin adimi verdi. O yillarda Yale
tiniversitesinden Dr. Nancy H. Ruddle’da benzer bulgulara sahip ¢aligmalar yapmaya
basladi. 1975 yilinda Memorial Sloan-Kettering Kanser Merkezinde makrofajlar

tarafindan tiretilen bu sitotoksik faktori Tumor nekroz faktor olarak isimlendirdi.
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Bagisiklik hiicrelerinin immiin regiilasyonunda primer rol oynamaktadir.
Ayrica apoptotik hiicre 6liimleri, kaseksi, inflamasyon, timor inhibisyonu ve sepsise
yanitta gorev almaktadir. TNF tiretimindeki bozukluklar alzheimer, kanser, major

depresyon gibi hastaliklarin gostergesidir.

TNF, TNFR1 (TNF reseptor Tip I; CD120a) ve TNFR2 (TNF reseptor Tip 1I;
CD120b) olmak iizere iki reseptore baglanabilir. TNFR1 birgok dokuda ifade
edilirken TNFR2 yalnizca immiin hiicrelerde bulunabilir. TNF sinyali ¢ogunluklu
olarak TNFR1’den tiirevlenirlen TNFR2 sinyalizasyona katkis1 azdir (171-174).
TNFa, kaspaz, AP-1 ve NF-kB gibi {i¢ farkli sinyal yolagin1 yonetmektedir. TNFa
apoptotik etki mekanizmasi su sekilde 6zetlenebilir. TNFao aktive olduktan sonra
TNFR1 reseptor trimerizasyonu gerceklesir. Trimerizasyon sonrast TNFR-iliskili
6liim domainini (TRADD) agrege olarak islevsel hale gecer. TRADD, FADD (Fas-
Mliskili 6lim domaini), RAIDD (RIP-iliskili ICH-1/CED-3-Homolog Oliim
Domaini), MADD (MAPK Aktive Oliim Domaini) ve RIP’1 (Reseptdr Etkileyici
Protein) islevsel kilar. Kaspaz 8 aktivasyonu ile BID kompleks aktive olarak
mitokondri membraninda delikler agar. Mitokondri hasar1 sonucu sitokrom C serbest
kalir. Sitoplazmaya sitokrom C salinimi ile kaspaz 9 aktive olur ve kaspaz 3’1 keser.

Hiicre oliime siiriiklenir (Sekil 1-9) (175-177).
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Sekil 1-9: TNFa iligkili siniyal yolaklari.

1.11 Apoptozis

Apoptoz terimi ilk olarak 1972’de J.F.K.Kerr tarafindan nekrozdan farkli
olarak gergeklesen hiicre 6liimii seklinde tanimlanmugtir (149, 150). Eski bir yunan
terimi olan apoptoz, kelime anlami olarak ta¢ yapraklarin agagtan, dogal olarak
diismesi anlamima gelmektedir. Fizyolojik hiicre 6liimiinii ifade eder. Giiniimiizde
apoptoz en olgun anlami ile programli hiicre Oliimiinii ifade etmektedir. Hiicre
iskeletinin, DNA’nin ve yapisal proteinlerin par¢alanmasi i¢in bazi enzimlerin aktif
hale ge¢mesini tetikleyen bir siirectir. Bir organizmanin embriyonik donemdeki
gelisiminden baglayarak eriskin organizmanin olusumu, yasamini siirdiirmesi ve

yaglanmasina dek birgok gelisim basamaginda organizmada homeostazisin devamini
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saglayan bir iglevdir. Evrimsel agidan insandan nematoda kadar tiim canlilarda

korunmus bir hiicre 6liim mekanizmasidir (151).

Homeostazisin korunmasinda embriyonik dénemde organ sekillenmesinden
(Wolf veya Miiller kanallarinin kérelmesi v.b.), dogumdan sonra T ve B lenfositlerin
secimine, DNA'st agir hasarli veya virlisle enfekte hiicrelerin Sliimiiniin
saglanmasma kadar kilit roller oynamaktadir. Hizla bozulan zar gecirgenliginin
sebep oldugu hiicrenin sismesi ve zarin patlayarak hiicre igeriginin dig ortama
dagilmasiyla sonuglanan nekrotik siirecten farkli olarak apoptozda zar biitlinligi
bozulmaz. (152). Apoptozisde, hiicre Oliimii gevreyi etkilemezken bazen dolayli
olarak ¢evre dokuda nekroz baslatabilir veyanekroz apoptozis gelismesine yol
acabilir (153). Apoptozis sinyali alan bir hiicrenin kromatini ve benzer sekilde
sitoplazmasi yogunlagir. Hiicrenin boyutlar kiiciilmeye baslar. Bir siire sonra hiicre
apoptotik cisimcik olarak adlandirilan daha kiiglik pargalara boliiniir. Apoptotik
cisimcikler; yiizeylerinde yeni sinyal verici yapilar ortaya ¢ikarir ve bu sinyali alan

hiicreler tarafindan fagosite edilir (154).

Apoptozisin bir dokuda normalden az veya yetersiz olusmasi ile basta kanser

tipleri olmak iizere norodejeneratif, otoimmun hastalik meydana gelebilmektedir

(155).

1.11.1 Apoptozis ve Proteolitik Kaskadlar

Apoptozdan sorumlu intraselliiler mekanizmanin tiim hayvanlarda benzer
oldugu diistiniilmektedir. Bu mekanizma aktif bolgesinde sisteinbarindiran ve hedef
proteinlerini aspartik asit rezidiilerinden kesen proteaz ailesine bagimlidir. Bu
enzimler kaspaz olarak adlandirilmaktadir (Sistein Aspartat Spesifik Protein:
CASPASE). Memelilerde yaklasik 14 kaspaz tanimlanmistir (156). Kaspaz bir defa
aktif oldugunda diger prokaspazlari aspartik asitlerinden keserek aktive eder ve
proteolitik kaskadi baglatir. Aktive olan kaspazlardan bazilar1 hiicredeki diger
anahtar proteinleri keser. Niiklear laminler kesilerek geri doniisiimsiiz lamin yikimi
olusturulur. Normal fizyolojik kosullarda inaktif olan DNAaz’lar aktif hale getirerek
cekirdek icindeki DNA’nin parcalanmasina sebep olur. Hiicre hizli bir c¢ekilde

parcalara ayrilarak diger hiicreler tarafindan sindirilir. Kaspazlar {i¢ tiptir.
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1) Baslatic1 kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10),
2) Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7),
3) Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14).

Intraselliiler hiicre 6liim yolagmin aktivasyonu hiicrenin yeni bir hiicre
dongiisiine girmesine benzetilmektedir. Proteaz kaskadi yalnizca hiicreyi tahrip

etmez ayni zamanda kendinide aktive eder fakat geri dontisiimsiizdiir (157).

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olup olmamasi Bcl-2 ailesi genlerinin
heterodimer ya da homodimer formlarma baglidir. Bcl-2 ailesi proapoptotik ve
antiapoptotik iiyeler olmak {izere birbirine zit iki gruptan olusur. Hiicrede
proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza yiiksek egilimli, antiapoptotik
proteinler fazla ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir (158). Proapoptotik liyeler
Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu proteinler sitozolde yer alir
ve apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik iiyeler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1’dir. Bu
proteinler de mitokondriyon dig membraninda, endoplazmik retikiiliimde ve ¢ekirdek

zarinda yer alirlar. Hiicredeki Ca*™ oranini kontrol ederler (157, 158).

P53 hiicrede DNA hasar1 olustugunda hiicre siklusunu G1 fazinda durdurup
hiicreye DNA tamiri i¢in zaman veren bir transkripsiyon faktoriidiir. Hasar tamir
edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas yapimini artirip Bcl-2 ve Bcl-xL

baskilanarak apoptoz indiiklenir (159).

Fas ligant;; 24 iyeli TNF reseptor ailesinin en iyi tanimlanmis iiyesidir.
Bagisiklik sisteminde hiicre oliimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptorii sitotoksik T
hiicreleri ve naturel killer hiicreleri iizerinde bulunur. Aktive olmus reseptorler
FADD reseptor molekiilii ile birlesir. Bu sekilde; prokaspazlar aktive olur ve apoptoz
baslar. Fas ve TNFa disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu
uyarabilir (160).
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1.11.2 Apoptozun Mekanizmasi
Apoptoz iki yolla ger¢eklesmektedir.

1) Instrinsik (mitokondriyal) yol
2) Ekstrinsik yol
a- Direkt mekanizma

b- Dolayli mekanizma

DNA hasari, hiicre i¢i Ca™" diizeyi artis1, pH azalis1, metabolik veya hiicre siklus
bozukluklar1 ve hipoksi apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyallerden bazilaridir. Hiicre
dis1 sinyaller ise biiylime ve lireme faktorlerinin yetersizligi, 6liim reseptorlerinin
aktivasyonu (FAS-FAS ligand aracili apoptoz, TNF aracili apoptoz), sitotoksik T
lenfosit ve dis etkenler (Iskemi, toksinler, UV, kemoterapétik ilaglar, radyasyon)’dir.
Her iki sinyal yolunda da kaspazlar gérev almaktadir. Hiicre i¢i sinyaller intrinsik
apoptoz yolunu devreye sokarken, hiicre disi sinyaller ekstrinsik yol ile apoptozu
indiikler (161).

1.11.2.1 intrinsik Yol

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyart alinmasindan sonra proapoptotik
proteinlerden biri olan antiapoptotik protein olan Bcl-2‘yi inaktive eder, Bax ve
Bak’1 aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyon membraninda por acarak
zar potansiyelini degistirir (160). Mitokondriyal membranlardan porlardan sitokrom-
C, Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase), Endo-G
(Endonukleaz-G), Ca++ ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salinimi gerceklesir.
Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon igin elektron tasir. SMAC, IAF (inhibitor
apoptotik faktor)’i inhibe eder ve apoptozu hizlandirir. IAF nin ortamda bulunmasi
ise kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonunu engeller. Mitokondriyal porlardan salinan
sitokrom-C, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor) ve ATP’nin katilmasiyla
sitozolde Apoptozom denen bir kompleks olusturur. Apoptozom kaspaz 9’u keserek
aktiflestirir. Kaspaz 9 da prokaspaz 3’i aktif kaspaz 3 haline getirir. Aktif kaspaz 3
de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1 inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive
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edici DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise c¢ekirdekte kromatin yogunlagsmasina ve

DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde fragmante olmasina neden olur (158).

1.11.2.2 Ekstrinsik Yol

Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS) o6liim sinyallerinin
(FasL, TNFa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yapi kazanir. Bu yapiyi
kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek DISC (Death
inducing signaling complex) adi verilen kompleksi olusturur. Bu birlesmeden sonra
inaktif durumdaki prokaspaz 8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif kaspaz 8’in
olusmasi saglanir. Aktif kaspaz 8 dogrudan ve dolayli olmak {izere iki yolla kaspaz
3’1 aktive eder. Ya direkt kapsaz 8 kaspaz 3’ii aktive eder ya da Bid’i keserek dolayl
olarak instrinsik mekanizmada kaspaz 9’u aktive ettikten sonra kaspaz 3’0 aktive
eder. Her iki yolla da aktive olan kaspaz 3 yine CAD aktivasyonu ile DNA
fragmantasyonuna neden olur (158).

Ekstrinsik yollardan biriside sfingolipid yoludur. Radyasyon, kemoterapi, 6lim
reseptorleri ile aktive olan sfingomyelinaz, sfingomyelini seramid’e doniistiiriir.
Seramid ise seramidaz ile sfingozine doniisiir. Sfingozin de Bid yapimini artirarak

apoptozu tetikler (45, 47).

1.12 AMAC

Bizde yaptigimiz ¢alismada; STZ aracili diyabet olusturulan erkek sicanlarda
testis dokusundaki histolojik degisikliklerin ve bu degisiklikler iizerine Gallik asit ve
Agomelatinin olas1 tedavi edici etkisinin histolojik ve biyokimyasal olarak

arastirilmasini amacglamaktayiz.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Deneysel Yontem

Deneysel ¢alisma, Ege Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’nun 26
Mart 2014 tarih, 2014-026 sayili onayiile gergeklestirilmistir. Celal Bayar
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden, agirliklart 190-220 gr arasinda degisen, seksiiel olgunluga ulagmis
Rattus albinus erkek sicanlari temin edilerek Ege Universitesi, Argefar, Faz Oncesi
Arastirma Biriminde 25°C oda 1sisinda, 12 saat aydinlik ve karanlik donemlerle,
serbest su ve gida saglanarak arastirmaya alindilar. Yem ve su giinliik olarak
degistirildi. Calisma siiresince hayvanlar, kenarlar1 sert plastik ve istiinde celik
1zgara bulunan bagimsiz havalandirma sistemlerine sahip deney grubuna gore

isaretlenmis kafeslerde tutuldu.

2.2 Deney Gruplari

Sicanlar, viicut agirliklar dlgtildiikten sonra rastgele segilip dort gruba ayrildi

(Sekil 2-1):

Grup 1: Kontrol grubu (K; n=7). Erkek sicanlara herhangi bir uygulama

yapilmamustir.

Grup 2: Diyabet grubu (DM; n=7) STZ enjeksiyonundan (55 mg/kg, tek doz)

1 hafta sonra, 3 hafta boyunca gavaj yardimi ile % 0,9 NaCl izotonikle beslenmistir.

Grup 3:Agomelatin grubu (AGO; n=7)STZ enjeksiyonundan (55 mg/kg, tek
doz) 1 hafta sonra, 3 hafta boyunca gavaj yardimi ile 20 mg/kg agomelatin ile

beslenmistir.

Grup 4: Gallik asit grubu (GAL; n=7) STZ enjeksiyonundan (55 mg/kg, tek
doz) 1 hafta sonra, 3 hafta boyunca gavaj yardimi ile 20 mg/kg gallik asit ile

beslenmistir.
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Sekil 2-1: Hayvanlarin gruplandirilmasi.

2.3 STZ Uygulamasi ve Testislerin Alinmasi

Deney oOncesinde siganlarin kan glikoz seviyeleri, kuyruk venlerinden el
glukometresi (Accu Chek Glukometre-Roche) ile yapilan 6lgtimler sonucu belirlendi.
Diyabet olusturulacak siganlar igin 450 mg Streptozotosin (STZ) (Sigma, USA), 10
ml 0,1 M sitrat tamponu (pH 4,5) igerisinde ¢oziiliip (55 mg/kg, tek doz), hayvan
agirliklarina gore, intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi (sekil 2-2). DM, AGO ve
GAL gruplarina ait siganlardan STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra tekrar kan alinip,
glukometreyle kan glikoz seviyeleridlgiildii. Kan glikoz seviyeleri 250 mg/dL ve
tizerinde olanlar diyabet kabul edilerek g¢alismaya dahil edildi. Kontrol grubu
disindaki hayvanlara STZ enjeksiyonundan 1 hafta sonra gavaj uygulanmaya
baglandi. DM grubu siganlara % 0,9 NaCl izotonik, AGO grubu siganlara 20 mg/kg
agomelatin % 0,9 NaCl izotonik’te ¢6ziilerek, GAL grubu siganlara 20 mg/kg gallik
asit % 0,9 NaCl izotonik’te ¢6ziilerek hergiin sabah saat 10.00’da gavaj yardimi ile
(Sekil 2-3) oral yoldan verildi. Dort haftalik deney siiresinde; tiim hayvanlar standart

sigan pellet yemi ve normal igme suyu ile beslendiler.
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Sekil 2-2: STZ i.p. uygulamasi.

Sekil 2-3: Gavaj uygulamas.

Dort haftanin sonunda tiim gruplardaki hayvanlara (intramuskiiler olarak
kombine edilmis anestezi 10 mg/kg xylazine (Alfazyne % 2, Ege Vet, Izmir) ve 60
mg/kg ketamine hydrochloride (Alfamine % 10, Ege Vet, Izmir) uygulanmis ve
siganlarin agirliklart tartilmistir (Sekil 2-4). Histolojik analizler igin siganlar dekapite
edilerek sol testisler agirliklar1 belirlendikten sonra % 10 nétral tamponlu formol
(Merck, USA) (24 saat) igerisine alimmustir (Sekil 2-5). Biyokimyasal analizler igin
siganlar dekapite edilerek sag testislerinagirliklar1 belirlendikten sonra vialler

igerisinde -80°C derin dondurucuda saklanmustir.
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Sekil 2-4: Siganlarda anestezi uygulama ve agirlik tartma.

Sekil 2-5: Testislerin diseksiyonu.
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2.4 Mikroskopik Analiz

2.4.1 Tespit Soliisyonlari

% 10 ’luk Notral Tamponlu Formalin Tespit Soliisyonu (178)

Formaldehit 100cc

PBS 900cc

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) (178)

NaH,PO,+2H,0 0,813 gr
Na,HPO4+7H,0 4,040gr
NaCl 8,78gr
Distile su 1000cc
pH 7,2-7,4 olmalidir.

2.4.2 Isik Mikroskobik Yontem

2.4.2.1 Doku Takibi ve Gomme (179)

® Pargalar % 10 formalin ¢ozeltisi icerisinde 24 saat siireyle bekletilerek fikse
edildi.

® 24 saat PBS tamponunda bekletilerek yikand.
® 2 saat % 80 Etanol,

® 3saat % 95 Etanol I,

® 3saat % 95 Etanol II,

® 2saat % 100 Etanol I,

® 2 saat % 100 Etanol 11,

® 2 saat % 100 Etanol III’de bekletilerek dehidretasyon islemi gerceklestildi.



® Kasilol ile seffaflandirma asamasina gegildi (Ksilol 1 30 dakika, Ksilol 1l 30
dakika).

® Seffaflandirma asamasini sonrast 60°C etiivde erimis parafin igerisine alinan

parcalar 1 gece bekletildi.

® Ertesi giin etlivden ¢ikarilip erimis mavi parafine gomiilerek bloklandi.

2.4.2.2 Kesit Alma (179)

® Isik mikroskopik incelemeler i¢in mikrotomda (Leica RM 2145) 3p’luk kesitler
alinarak 37°C su banyosunda kesitlerin acgilmasi saglanarak rodajli ve polilizinli

lamlar tizerine doku kesitleri alindi.
® Tiim kesitler 1 gece 37°C’lik etiivde tutularak lam {izerine yapigsmalar1 saglandi.
¢ Kisilolle parafinden uzaklastirma islemi gerceklestirildi.

® Uygun histokimyasal ve immiinohistokimyasal boyamalar igin preparatlar hazir

hale getirildi.

2.4.2.3 Histokimyasal Boyamalar

2.4.2.3.1 Hematoksilen Eosin (H.E.) Boyama (180)

® Kasilol I 10 dakika

® Ksilol 1l 10 dakika

® Ksilol 111 10 dakika

¢ Kuruduktan sonra alkole gecirildi.
® 9% 100 Alkol I 2 dakika

® % 100 Alkol 11 2 dakika

® % 95 Alkol 2 dakika

® %80 Alkol 2 dakika

® Distile su 5 dakika

® Hematoksilen 2,5 dakika
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® Akarsu 5 dakika

Asit alkol (Doku pembe renk alana kadar batirip ¢ikarilir.)
® Akarsu

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

® Distile su 5 dakika

® Eosin 2,5 dakika

® % 95 Alkol 2 dakika

® % 100 Alkol I 2 dakika

* 9% 100 Alkol 11 2 dakika

® Kasilol I 10 dakika

® Ksilol 11 10 dakika

® Ksilol 11110 dakika

® Boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatildu.

Sonuglar: Niikleus: Mavi, Sitoplazma: Pembe

2.4.2.3.2 Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama (181)

PAS Boyama Soliisyonlari:

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

Sonuglar: Niikleus: Mavi. Glikojen ve diger PAS pozitif reaksiyon veren alanlar:

Ksilol

Distile su ile yikama

10 damla A soliisyonu damlatildi1 ve 10 dakika beklendi.

Distile su ile yikama

10 damla B soliisyonu damlatild1 ve 20 dakika beklendi.

Distile su ile yikama

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

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

% 80 Alkol 1 dakika

% 95 Alkol 1 dakika

% 100 Alkol 1 dakika

10 dakika ksilolde bekleme

Entellan ile preparatlar kapatildi.

Kirmizidan mora degisen renklerde saptanir.

2.4.2.3.3 immunohistokimyasal Boyama (182)

Kesitler, bir gece 60°C etiivde ve soguduktan sonra 3x30 dakika ksilolde tutuldu.
Sirastyla %95, %80, %70 ve %60’lik etil alkolde 2’ser dk bekletildi.
Kesitler distile su ile 10 dk yikand1 ve ¢evreleri sinirlayici kalem ile gizildi.

PBS (Phosphote Buffered Saline) soliisyonu ile 3x5 dk yikandi.
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Kullanilacak antikor i¢in 6nerilen “antijen retrival” yontemi uygulandi.
PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi.
Endojen peroksit blokaj1 yapildi.(% 3 H,0,) (5 dakika).

PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandiktan sonra kesitler {izerine Blok soliisyonu

(non-immun serum) damlatilarak 1 saat beklenildi.

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 diliisyonlari: Fibronektin: 1/250; NOS2’: 1/100; VEGF:1/100;
TNFa: 1/100) (Bioss, USA).

PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi.

Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor damlatildi, kapali

nemli kutuda 30 dakika oda 1sisinda bekletildi.

PBS soliisyonu ile 3x5 dk yikandi. Hazirlanan streptavidinle isaretli sekonder

antikor damlatilir, kapali nemli kutuda 30 dk oda 1sisinda bekletildi.

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.

Mayers’in hematoksilen ile Niikleus boyanmasi kontrol edilerek 5 dk boyama

yapildi.

Distile su ile yikandi.

Sirastyla % 80, % 95 ve % 100°liik etil alkolde 1’er dk bekletildi.
Kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dk ksilolde seffaflastirildi.

Kapama mediumuyla lamel ile kesitler kapatildi.

2.4.2.3.4 Tunel Boyama

Kesitler 1 giin dnceden deparafinizasyon i¢in Ksilole yerlestirilir.
% 100 alkol

% 95 alkol
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% 80 alkol

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

Dokularin etrafi siirlayici kalem ile ¢izilir

Proteinaz K eklenir (3,9 ul proteinaz K + 35 pl distile su)
Lamlarin iizeri cover slip ile kapatilarak 15 dakika beklenir
PBS ile yikama 2 kez 5’er dakika

H,0; ile yikama (63 ml PBS + 7ml H,0;) 5 dakika

PBS ile yikama 3 kez 1 er dakika

Equilibration tamponu 5 dakika

Equilibration tamponu lamlardan uzaklastirilir

TdT enzimi eklenir (77 pl Reaksiyon tamponu + 33 pl TdT enzimi)
Lamlarin iizeri kapatilarak 1 saat 37 °C etiive konulur.

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

PBS ile yikama 4 kez 2 ser dakika

Anti-Dioksigenin peroksidaz eklenir (Lamlarin {izeri kapatilir, 30 dakika nemli

oda sicakliginda beklenir).

PBS ile yikama 4 kez 2 ser dakika

DAB eklenir (735 pl DAB Dilution buffer + 15 pl DAB substrat)
Distile su ile yikama 3 dakika

% 0,5 Metil green eklenir 10 dakika

Distile su ile yikama 3 dakika

% 100 N-Butanol ile yikama

% 80 alkol

% 95 alkol

% 100 alkol

Ksilen |
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®* Ksilenll
®* Ksilen I

® Entalen ile preparatlar kapatilir.

(Millipore, Apoptag, Germany)

2.4.3 Johnsen Testikiiler Skoru

Hematoksilen eozin ile boyanmis testis preparatlarinda, her gruptan rastgele 10
adet testis dokusu preparati incelenmis, her grup icin ayr1 ayrt 100 adet tiibiil
degerlendirilerek ortalama Johnsen testikiiler biyopsi skoru (Tablo 2-1)
hesaplanmistir. Deney gruplari i¢in hesaplanan ortalamalar arasindaki degiskenlikler
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile karsilastirildi (SPSS/PC-16, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). p degeri 0,05’ten kiigiik olan gruplar arasindaki farklilik,
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (183).

Tablo 2-1: Johnsen testikiiler biyopsi skoru.

Skor Histolojik Bulgular

Komplete spermatogenez, ¢cok sayida spermatozoa, diizgiin

10 s . . .
yiikselikte germinal epitel, normal ¢apli tubular liimen.

9 Cok sayida spermatozoa, disorganize germinal epitel oblitere
tubular liimen.

8 Tubular kesit bagina 5+10’dan daha az spermatozoa.

7 Spermatozoa yok, ¢ok sayida spermatid, spermatosit ve
spermatogonia.

6 Spermatozoa yok, 5+20 spermatid, ok sayida spermatosit ve
spermatogonia.

5 Spermatozoa ve spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit ve
spermatogonia.

4 Spermatozoa ve spermatid yok, spermatosir 5’den az, fakat
cok sayida spermatogonia.

3 Sadece spermatogonia.

2 Germinal hiicreler yok, sadece sertoli hiicreleri var (Sertoli-
cell-only sendromu).

1 Tiibiiler hi¢ hiicre yok.
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2.4.4 Testis Seminifer Tiibiil Caplarimin Ol¢iimii

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

Pro Express 4.5 programi kullanilarak 6lgtilmiis ve ortalama skor hesaplanmustir.

2.4.5 Bazal Lamina Kahnhk Olgiimii

PAS ile boyanmis testis 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.
2.5 Biyokimyasal Analizler
2.5.1 SOD Aktivitesinin Belirlenmesi

Total SOD aktivitesi Sun ve ark. nin (184) metodu ile testis dokusundan elde
edilmistir. Metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT) siiperoksit iireticisi olan
ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
Stiperoksit dismutaz enzimi, toksik sitiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit
(H202) ve molekiiler oksijene (O;) doniisiimiinii saglamaktadir. Siiperoksit dismutaz
enzim aktivite Ol¢limiinde ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak 2-[4-
iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum kloriir (INT) ile tepkimeye giren ve
kirmizi1 renkli formazon boyasi olusturan siiperoksit radikalleri tiretilmektedir. Enzim
aktivite Ol¢limii ise ortamda bulunan SOD enziminin inhibe edebildigi siiperoksit
radikalleri ile gosterilir. 505 nm’de Olgiiliir, Reaksiyon ¢ozeltileri Tablo 2-2 ‘deki
gibidir. Bir inite SOD, NBT rediiksyon oraninda % 50 inhibisyon saglayan enzim
miktaria esittir. SOD aktivitesi iinite/mg doku proteini olarak ifade edilmistir.

Ornekler 5 paralelli olarak analiz edilmistir.
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Tablo 2-2: SOD aktivite 6l¢timii i¢in kullanilan ¢ozeltiler.

Kiivet icerigi (uL) Ornek Kor
Fosfat tamponu 1525 1650
Ksantin oksidaz 250 250

Ksantin 500 500
INT 600 600
Testis Hemolizati 125

2.5.2 Testis Lipid Peroksidasyon Ol¢iimii (MDA)

Lipid peroksidaz testis dokusundan thiobarbiturik asit reaktif maddesi (TBARS) ile
malondialdahit (MDA) seviyesinin 6l¢iimii ile belirlenmistir. Trikloroasetik asit ve
TBARS reaktifi testis dokusuna eklenerek karistirilarak 100 °C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir. Ornek buz iizerinde sogutulduktan sonra 20 dakika 3000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant absorbanst 535 nm’de okunmustur. MDA seviyeleri
tetracthoxypropane standart kalibrasyon egrisi ile hesaplanmistir (nmol/gr protein)

(185). Ornekler 5 paralelli olarak analiz edilmistir.

2.5.3 Katalaz Aktivite Ol¢iimii (KAT)

Katalaz hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene ayrilmasini
katalizlemektedir. Katalaz aktivitesi Abei’nin kullandig1 metoda gore uygulanmistir
(186). Hidrojen peroksitin azalmasi 240 nm’de (Thermo, Varioskan, USA)
izlenmektedir. Her iinite zamandaki absorbans farki katalaz aktivetesini vermektedir.
Ornekler 500 pL lizat ve 500 pL substrat soliisyonu (50 mM phosphate buffer
icerisindel0 mM H,0O,, pH 7,0) kor ise 1 ml fosfat tamponundan olugsmaktadir.
Reaksiyon substrat soliisyonu eklenerek baslatilir, 20 °C yaklasik 1 dakika inkiibe
edilir. Katalaz aktivitesi mmol H,O, /dk/mg protein olarak ifade edilir. Bir {inite
enzim 20 °C’de 1 dakikada 1 umol H,0O, agiga ¢ikaran enzim miktarina esittir.
Spesifik aktivite mg protein basina iinite olarak hesaplanir. Ornekler 5 paralelli

olarak analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

STZ ile indiiklenmis deneysel diyabet c¢alismamizdaki sicanlarin STZ
enjeksiyonu Oncesi ve sonrasi; viiciit-testis agirliklar1 ve kan sekeri diizeylerinin
ortalamasi Tablo 3-1’de gosterilmistir. Kontrol grubu (p=0,000) hayvanlarin deney
baslangi¢ ve bitis agirliklar arasinda tek yonli varyans analizlerine gore (ANOVA)
anlaml artig saptanmistir. Diyabet (p=0,012) grubu hayvanlarda deney baslangi¢ ve
bitis agirliklar1 arasinda anlamli bir azalma goézlenirken, AGO (p=0,475)ve GAL
(p=0,256) gruplarinda anlamli bir degisim go6zlenmemistir. Diyabet grubu
hayvanlarmn testis agirliklarina bakildiginda kontrole gore diyabet grubunda anlamli
azalma gorilmektedir (p=0,000). Diyabet grubu ile karsilagtinldiginda AGO
(p=0,01) grubundaki testis agirliklarinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. GAL (p=0,26) grubunda ise anlamli artis gdzlenememistir (*p<0,05

degeri anlamli kabul edilmektedir).

Tablo 3-1: Kontrol grubu sigcanlarin STZ enjeksiyonu Oncesi ve sonrasi; viiciit-testis agirliklar1 ve kan
sekeri diizeylerinin ortalamalart.

Viiciit Agirhig: (gr) Seker Diizeyi (mg/dl) Testis agirhgi (gr)
Gruplar
Baslangic Bitis Baslangic¢ Bitis Sol Sag
DM 214,714+5,34 185,42+10,10 456+43,10 321+432,11 1,23+0,03 | 1,27+0,02
Kontrol 222,42+5,08 261,14+7,94 130+5,77 200,42+9,76 | 1,38+0,02 | 1,42+0,04
AGO 202,28+4,34 201,85+5,32 401,14+31,28 | 382,14+49,87 | 1,32+0,03 | 1,35+0,04
GAL 203,57+5,68 197,85+6,26 477,28+42,44 | 368,85+42,30 | 1,31+0,02 | 1,30+0,01
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3.1 Biyokimyasal Bulgular

3.1.1 SOD Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivite dlglimii istatistiksel degerleri Tablo 3-2’ de aktivite 6l¢iim grafigi
Sekil 3-1° de p degerleri ise Tablo 3-5’ te verilmistir.

Tablo 3-2: SOD Aktivite 6lglim ve istatistiksel deger tablosu.

SOD Aktivite Ol¢iim ve istatistiksel Deger Tablosu (Unite/mg protein)
Hayvan Sayis1 Kontrol DM AGO GAL
1 1710,20+1,14 865,30+1,22 1015,20+0,93 1215,25+1,05
2 1525,60+1,05 786,20+1,34 1025,35+0,89 1015,12+0,70
3 1254,30+1,00 458,50+1,23 1185,00+1,09 985,18+1,00
4 1674,30+1,23 987,10+1,00 1645,26+1,23 958,21+0,72
5 1015,20+1,11 1025,80+0,81 1546,12+1,05 1545,10+0,70
6 1478,50+0,70 1241,30+0,57 1457,50+1,05 1715,60+0,78
7 1440,90+1,20 895,10+0,73 1314,50+1,12 1240,10+1,23
Ortalama 1442,71+1,06 894,18+0,98 1312,70+1,05 1239,22+0,88
SOD Aktivite Olgiim Grafigi
1800
1600 T
£ 1400
3
© 1200
s I
§° 1000
T 800
£
5 600
o
8 400
w)
200
0
Kontrol AGO GAL

Sekil 3-1: SOD aktivite dl¢lim grafigi.
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3.1.2 Testis Lipid Peroksidasyon Ol¢iimii (MDA)

MDA miktar1 6l¢tim ve istatistiksel degerleri Tablo 3-3° de miktar 6l¢iim grafigi

Sekil 3-2° de p degerleri ise Tablo 3-5’ te verilmistir.

Tablo 3-3: MDA &lglim ve istatistiksel deger tablosu.

MDA Olgiim ve istatistiksel Deger Tablosu (nmol/ml)

Hayvan Sayis1 Kontrol DM AGO GAL
1 185,10+2,10 325,60+2,70 125,60+1,96 325,10+1,33
2 165,00+0,02 415,30+0,45 248,30+0,23 245,60+0,05
3 143,20+0,45 215,80+0,56 258,60+1,10 305,80+1,01
4 256,60+1,01 325,10+0,12 315,60+0,66 125,78+0,40
5 198,70+0,32 322,50+0,77 205,80+0,34 115,50+0,45
6 245,30+1,10 285,60+1,60 210,60+1,12 267,50+2,10
7 199,10+0,45 315,20+1,16 228,10+0,30 231,20+1,40
Ortalama 199,00+0,77 315,01+1,05 227,51+0,81 230,92+0,96
MDA Ol¢iim Grafigi
400
— 350 |
£
£ 300 [
s
% 250
£
< 200
€
£ 150
)
s 100
50
0
Kontrol DM AGO GAL

Sekil 3-2: MDA dl¢iim grafigi.
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3.1.3 Katalaz Aktivite Ol¢iimii (KAT)

SOD aktivite dl¢timii istatistiksel degerleri Tablo 3-4’ de aktivite 6l¢iim grafigi

Sekil 3-3° de p degerleri ise Tablo 3-5’ te verilmistir.

Tablo 3-4: Katalaz aktivite dl¢iim ve istatistiksel deger tablosu.

Katalaz Aktivite Ol¢iim ve Istatistiksel Deger Tablosu (Unite/g Hb)

Hayvan Sayis1 Kontrol DM AGO GAL
1 25,21+0,10 15,60+0,03 19,80+0,71 12,10+0,14
2 35,80+0,23 21,20+0,02 25,60+0,36 16,60+0,19
3 15,30+0,34 14,30+0,52 13,50+0,75 11,30+0,31
4 21,60+0,12 8,60+0,26 23,10+0,65 28,90+0,96
B 19,80+0,34 14,70+0,42 19,70+0,71 26,70+0,23
6 35,30+0,34 10,60+0,61 28,70+0,34 15,30+0,62
7 25,60+0,57 14,70+0,89 21,22+0,73 18,60+0,63
Ortalama 25,51+0,29 14,24+0,39 21,66+0,60 18,50+0,44
Katalaz Aktivite Olgiim Grafigi
35
—~ 30 T
£
()]
5 25 T 7
o
£ 20
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‘e 15
2
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§ 10
5
0
Kontrol AGO GAL

Sekil 3-3: Katalaz aktivite 6l¢lim grafigi.
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Tablo 3-5: Deney gruplarinin SOD, KAT aktiviteleri MDA miktarlarina gore p degerleri dagilimi

(*p<0,05 istatistiksel olarak anlamlilik géstermektedir).

Gruplar SOD MDA KAT
K-DM 0,000* 0,000* 0,002*
DM-AGO 0,003* 0,008* 0,004*
DM-GAL 0,016* 0,024* 0,090
AGO-GAL 0,311 0,464 0,169

3.2 Histolojik Bulgular

3.2.1 Hematoksilen - Eosin Boyama

H.E. ile boyanan kontrol grubuna ait testis histolojik kesitlerinde seminifer
tiibiil smirlarinin diizglin oldugu, seminifer tiibiillerde germ hiicrelerinin diizenli
olarak siralandigi, Sertoli hiicreleri ve degisik evrelerdeki tiibiillerde bulunan
spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve spermatozoalar1 igeren spermatogenik
seri hiicrelerinin normal histolojik  gortintimlerini  koruduklart  gbzlenmistir.
Interstisyumun normal goriiniimde oldugu soluk boyali niikleuslar1 ile Leydig
hiicrelerinin, damar yapilarinin, endotel hiicrelerinin ve miyoepitel hiicrelerinin

normal histolojik yapida olduklari izlenmistir (Sekil 3-4).
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Sekil 3-4: Kontrol grubuna ait histolojik kesitlerde (A, B, C, D) seminifer tiibiiller (t), interstisyum (i),
leydig hiicreleri (L), spermatogonyumlar (sg), spermatositler (sp), spermatitler (st), spermatozoalar (sz) ve
sertoli hiicreleri (Se)goriilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama; biiyiitme Ax10, Bx20, Cx40, Dx100.

68



DM grubuna ait testis histolojik Kkesitlerinde seminifer tiibiil simirlart
diizglindiir ve bazal lamina biitiinligiinii korunmaktadir. Normal yapidaki seminifer
tibiillerin  disinda ¢ogunlukla dilatasyon ile kombine dejenere tiibiil yapilar
mevcuttur. Seminifer tiibiill bazal ve adluminal kompartmanlarinda bulunan
spermatogenik seri hiicrelerinde dagilmalar saptanmaktadir. Birgok alanda tiibiil
liimeninedokiilmiis atipik hiicreler goriilmektedir. Sertoli hiicreleri olagan yapilarini
korumustur. Interstisyel alana bakildiginda yogun stromal fibrozis gozlenmektedir.
Bazi alanlarda ozellikle hilumdan baslayan interstisyel alan genislemesi ile
karakterize 6dem tespit edilmistir. Leydig hiicre sayilarinin azaldigi gézlemlenmistir.
Miyoepitel hiicreler yapisal biitiinligiinii korumustur. Damarlarda hafif o6l¢ekli

hiperemi goriilmektedir (Sekil 3-5).
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Sekil 3-5: DM grubuna ait histolojik kesitlerde (A, B, C, D) seminifer tiibiiller (t), interstisyum (i), leydig
hiicreleri (L), spermatogonyumlar (sg), spermatositler (sp), spermatitler (st), spermatozoalar (sz),sertoli
hiicreleri (Se), interstisyal alandaki 6dem (*), limene dokiilmiis atipik hiicreler (a), spermatogenik seri
hiicrelerindeki dejenerasyon (0), stromal fibrozis (sf) goriilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama;
biiyiitme Ax10, Bx20, Cx40, Dx100
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AGO grubuna ait testis histolojik Kkesitlerinde seminifer tiibiil sinirlart
belirgindir. DM grubu ile karsilastirildiginda Spermatogenik seri hiicrelerindeki
dagilmanin azaldigr gozlemlensede kontrol grubuna gore spermatazoa sayisinda
azalmalar mevcuttur. En belirgin bulgu interstisyumdaki 6dem ve stromal fibrozisin
onemli derecede azalmasidir. Bag dokusu kalinlig1 kontrol grubunu animsatmaktadir.
Leydig ve miyoepitel hiicreler yapisal biitiinliigiinic korumustur. Damarlarda

hiperemi mevcut degildir (Sekil 3-6).
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Sekil 3-6: AGO grubuna ait histolojik kesitlerde (A, B, C, D) seminifer tiibiiller (t), interstisyum (i), leydig
hiicreleri (L), spermatogonyumlar (sg), spermatositler (sp), spermatitler (st), spermatozoalar (sz) ve sertoli
hiicreleri (Se), goriilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama; biiyiitme Ax10, Bx20, Cx40, Dx100.
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GAL grubuna ait testis histolojik kesitlerinde seminifer tiibiil sinirlarinin
belirgin oldugu goriilmektedir. Spermatogenik seri hiicrelerinin biitiinliigli kontrol
grubuna olduk¢a benzemektedir. Yapisal organizasyon korunmustur. DM grubu
interstisyumunda gozlenen 6dem azalmistir, fakat kontrol grubuna goére stromal
fibrozisin arttig1 goriilmektedir. Leydig ve miyoepitel hiicreler yapisal biitiinliglini
korumustur (Sekil 3-7).
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Sekil 3-7: GAL grubuna ait histolojik kesitlerde (A, B, C, D) seminifer tiibiiller (t), interstisyum (i),
leydig hiicreleri (L), spermatogonyumlar (sg), spermatositler (sp), interstisyal alandaki odem (*),
spermatitler (st), spermatozoalar (sz) ve sertoli hiicreleri (Se), goriilmektedir. Hematoksilen Eosin
boyama; biiyiitme Ax10, Bx20, Cx40, Dx100.
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3.2.2 PAS (Periyodik Asit Schiff) Boyama

Kontrol grubuna ait sican testis dokular1i PAS boyama yapilarak
incelendiginde spermatogenik seriye ait hiicreler, seminifer tiibliller, seminifer
tiibiillerin bazal laminasi, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri normal yapida

izlenmistir.

DM grubu seminifer tiibiillerinin bazal laminasinda kontrol grubuna gore

nispeten kalinlagsma oldugu goriilmektedir (Sekil).

AGO ve GAL grubunda ise DM'de gozlenen bazal lamina kalinlasmasinin

azaldig1 ve kontrol grubuna yakin kalinlik gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 3-8, 3-9, 3-
10, 3-11).
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Sekil 3-8: Kontrol grubuna ait histolojik kesitin PAS boyanmasinda bazal lamina (b), gériilmektedir. PAS
boyama; biiylitme x40.

Sekil 3-9: DM grubuna ait histolojik kesitin PAS boyanmasinda bazal lamina (b), goriilmektedir. PAS
boyama; biiyiitme x40.
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Sekil 3-10: AGO grubuna ait histolojik kesitin PAS boyanmasinda bazal lamina (b), goriilmektedir. PAS
boyama; bilyiitme x40.
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Sekil 3-11: GAL grubuna ait histolojik kesitin PAS boyanmasinda bazal lamina (b), goriilmektedir. PAS
boyama; biiyiitme x40.
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3.3 Immiinohistokimyasal Bulgular
3.3.1 Fibronektin immunoreaktivitesi

Kontrol grubuna ait testis incelendiginde tiibiil interstisyel alani ve bazal
laminada zayif (+) ifadegoriilmiistiir (sekil 3-12).

Sekil 3-12: Kontrol grubu fibronektin immunoreaktivitesi (A, B), (Biiylitme Ax20, Bx40).
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DM grubunda interstisyel alan ve bazal laminada ifadenin oldukga giiglii (+++)
oldugu goriilmektedir. Fibronektinin yogun ifadesi stromal fibrozisi isaret etmektedir
(Sekil 3-13)

Sekil 3-13: DM grubu fibronektin immunoreaktivitesi (A, B), (Biiylitme Ax20, Bx40).
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AGO grubunda fibronektin ifadesi kontrol grubuna benzer sekilde zayif
goriilmektedir (+) (Sekil 3-14).
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Sekil 3-14: AGO grubu fibronektin immunoreaktivitesi (A, B), (Biiylitme Ax20, Bx40).
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GAL grubunda fibronektin ifadesi kontrol grubuyla kiyaslandiginda orta
diizeyde goriilmektedir (++) (Sekil 3-15).

Sekil 3-15: GAL grubu fibronektin immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).
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Tablo 3-6: Testise ait kesitlerde fibronektin immunohistokimyasal immunoreaktivitesi bazli stromal
fibrozis skor tablosu (* p<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir).

Sekil 3-16: Fibrozis skor grafigi.

Stromal Fibrozis Skor Tablosu (% Alan Sayimi)
Hayvan Sayisi Kontrol DM AGO GAL
1 5,10+1,25 12,10+0,93 6,70+1,12 8,30+0,19
2 4,30+0,68 15,30+1,02 12,71+1,02 7,60+0,92
3 5,16+0,32 17,14+0,87 3,13+0,93 11,50+0,23
4 4,30+1,13 21,60+1,45 8,20+0,55 14,90+1,29
5 8,10+1,27 8,30+0,32 6,10+1,22 14,20+1,26
6 9,10£1,22 11,20+1,25 11,10+1,14 6,20+0,24
7 3,50+1,41 17,13+1,69 4,13+1,31 7,12+1,13
Ortalama 5,651+1,04 14,681+1,07 7,438+1,04 9,974+0,75
K-DM p=0,000*
DM-AGO p=0,002*
DM-GAL p=0,024*
AGO-GAL p=0,101
Fibrozis Skor Grafigi
25
20
|
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X 10 T
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Kontrol DM AGO GAL
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Fibrozis skorunun belirlenmesi i¢in her deney hayvanindan 10 kesit, her
kesitten rastgele secilmis 10 alan Image-Pro Express 4.5 programi ile incelenmistir.
Kontrol, DM, AGO ve GAL grubu sigan testis histolojik kesitleri degerlendirilerek
fibrozis skorlar1 Tablo 3-6’da belirtilmistir. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
testi sonuglarma gore AGO ve GAL grubundaki stromal fibrizis azalmasi DM
grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05* seviyesinde istatistiksel

anlamlilik). Sekil 3-16” da fibrozis skor grafigi goriilmektedir.

3.3.2 NOS2 immunoreaktivitesi

Kontrol grubu testis preparati incelendiginde interstisyel alandaki hiicreler ve
leydig hiicrelerinde zayif (+) NOS2 ifadesi goriiliirken, spermatogenik seri
hiicrelerinde NOS2 ifadesi goriilmemistir (Sekil 3-17).
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Sekil 3-17: Kontrol grubu NOS2 immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).

DM grubunda interstisyel alandaki hiicreler ve leydig hiicrelerindeki ifadenin
belirgin sekilde arttigi (+++) ayrica spermatositlerde orta diizeyde (++) ifade
saglandigi goriilmektedir. Spermatitlerde ifade zayiftir (+) (Sekil 3-18).
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Sekil 3-18: DM grubu NOS2 immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).

AGO grubunda NOS2 ifadesinin interstisyel alandaki hiicreler, leydig hiicreleri
ve spermatitlerde oldukga zayif oldugu (+) goriilmektedir (Sekil 3-19).
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Sekil 3-19: AGO grubu NOS2 immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).

GAL grubunda leydig hiicrelerinde veinterstisyel alandaki hiicrelerde kontrole
(+) benzerdir. Primer spermatositlerde ve spermatitlerde zayif ifade (+) gozlenmistir
(Sekil 3-20). Tiim gruplara ait immunoreaktif hiicre yiizdesi ve ifadelenme siddetleri

Tablo 3-7°de verilmistir.
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Sekil 3-20: GAL grubu NOS2 immunoreaktivitesi (A, B), (Biiylitme Ax20, Bx40).
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Tablo 3-7: Testise ait kesitlerde seminifer tiibiil ve interstisyuma ait hiicrelerdeki NOS2
immunohistokimyasal immunoreaktivitesi (+) hiicre sayisi1 yiizdeleri ile ifade siddetleri (-: Boyanmamus;
(+)1: Zayif boyanmis; (+)2: Orta derecede boyanmus; (+)3: Gliglii boyanmus).

Yaklagik (~) % immunoreaktif (+) hiicre yiizdesi ve ifadelenme siddetleri
immuno . . .
Spermatogonyum Spermatosit Spermatid Sertoli I:eydlg . Int?rstlsyel
. . Hiicreleri Hiicreler
reaktivite
o(1|2|3|0(1(2(3(0|1(2(3|0|1|2|3|0(1(2(3|0|1(2|3
n |-
Kontrol 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 g m 1 1 - w 1 1
B N
H 2 2
o n N o (o]
DM 1 ' 1 ' — g o0 l ﬂ\g L 1 l 1 ' ' 1 1 1 z <N 1 1 z <N
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(o]
[74)
o
2
[=3K=] o< < (O
AGO ] 1 ] 1 ] ] ] ] o || o ] ] ] ] ] ] | ] ] wim ] ]
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GAL ] ' ] ' | S| 1 =90 ' l ' 1 l o CL 1 1 N~ 1 ]
SRRREEE FE| R

3.3.3 TNFa immunoreaktivitesi

TNFa ifadesi kontrol grubu testis preparatinda interstisyel alandaki hiicreler ve
leydig hiicrelerinde zayiftir (+) (Sekil 3-21).
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Sekil 3-21: Kontrol grubu TNFa immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).

DM grubunda interstisyal alandaki hiicreler ve leydig hiicrelerindeki ifadenin
belirgin sekilde arttig1 (+++) izlenmektedir (Sekil 3-22).
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Sekil 3-22: DM grubu TNFo immunoreaktivitesi (A, B), (Biiylitme Ax20, Bx40).

AGO grubundainterstisyel alandaki hiicreler ve leydig hiicrelerinde goriilen
TNFa ifadesi kontrol grubuna (+) benzerdir (Sekil 3-23).
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Sekil 3-23: AGO grubu TNFa immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).

GAL grubunda intestisyel hiicreler ve leydig hiicrelerinde goriilen TNFa
ifadesi kontrol grubuna (+) benzerdir (Sekil 3-24). Tiim gruplara ait immunoreaktif

hiicre yiizdesi ve ifadelenme siddetleri Tablo 3-8’de verilmistir.
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Sekil 3-24: GAL grubu TNFa immunoreaktivitesi (A, B), (Biylitme Ax20, Bx40).
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Tablo 3-8: Testise ait kesitlerde seminifer tiibiil ve interstisyuma ait hiicrelerdeki TNFa
immunohistokimyasal immunoreaktivitesi (+) hiicre sayisi1 yiizdeleri ile ifade siddetleri (-: Boyanmamus;
(+)1: Zayif boyanmis; (+)2: Orta derecede boyanmis; (+)3: Gliglii boyanmis).

Yaklasik (~) % immunoreaktif (+) hiicre yiizdesi ve ifadelenme siddetleri

immuno ]
Leydig Interstisyel

Spermatogonyum Spermatosit Spermatid Sertoli Hiicreleri Hiicreler

reaktivite

Kontro' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

~% 10
~% 90
~% 10
~% 90

DM 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

~% 100
~% 100

TNF-a

AGO ] ] ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] ] 1 1

~% 25
~% 75
~% 15
~% 85

GAL ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 [ [ [ 1 [ [

~% 20
~%80
~% 10
~% 90

3.3.4 VEGF immunoreaktivitesi

VEGEF ifadesinin kontrol grubunda spermatogonial hiicreler boyunca zayif (+)

oldugu goriilmektedir. Interstisyel alanda ifade gdzlenmemistir (Sekil 3-25).
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Sekil 3-25: Kontrol grubu VEGF immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).

DM grubunda interstisyel alandaki hiicrelerde ve 6zellikle damar g¢evresinde
orta diizeyde (++), leydig hiicrelerinde olduk¢a giicli (+++) VEGF ifadesi
izlenmektedir. Spermatogenik seri hiicrelerden spermatogonial hiicreler boyunca orta

diizeyde (++), spermatositlerde ise giiglii (+++) ifade gézlenmektedir (Sekil 3-26).
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Sekil 3-26:DM grubu VEGF immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).

AGO grubunda interstisyel alandaki hiicreler ve leydig hiicrelerinde ifade
zayiftir (+), spermatogonial hiicreler boyunca ve spermatositlerde ifade DM grubuna
gore azalmistir (+) (Sekli 3-27).
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Sekil 3-27: AGO grubu VEGF immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).

GAL grubunda interstisyel alanda ifade DM grubuna gore azalmistir (++).
VEGEF ifadesi spermatogonial hiicreler boyunca orta diizeyde (++), spermatositlerde
ise gliglidiir (+++) (Sekli 3-28). Tiim gruplara ait immunoreaktif hiicre ylizdesi ve

ifadelenme siddetleri Tablo 3-9°da verilmistir.
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Sekil 3-28: GAL grubu VEGF immunoreaktivitesi (A, B), (Biiyiitme Ax20, Bx40).
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Tablo 3-9: Testise ait kesitlerde seminifer tiibiil ve interstisyuma ait hiicrelerdeki VEGF
immunohistokimyasal immunoreaktivitesi (+) hiicre sayisi1 yiizdeleri ile ifade siddetleri (-: Boyanmamus;
(+)1: Zayif boyanmis; (+)2: Orta derecede boyanmus; (+)3: Gliglii boyanmus).

Yaklagik (~) % immunoreaktif (+) hiicre yiizdesi ve ifadelenme siddetleri
immuno ] ] _
Spermatogonyum Spermatosit Spermatid Sertoli I...eydlg . Int?rstlsyel
reaktivite Hiicreleri Hiicreler
o(1|2|3|0/1|2|3|0|1|2|3|0|1|2|3|0|1|2|3|0|1|2|3
o]
o~
Kontro' 3\° é\no 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
N N [= RN =] (]
DM 1 Q w $ 1 1 g m 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 NN m 1 g m 1
RIr|3 RS NNBLIE
i H H H 2
(7S
L]
w
>
oo o|lo o|o | o
AGO N w 1 1 N w 1 1 1 1 1 1 1 1 1 m h 1 1 m (< 1 1
R R NS S K
2 2 3 2 2 2 2
™M N Ln [=BN<)] [=3K=]
GAL — | Qe “H0| @B
1 °\° °\° 1 1 (] 3\0 °\° [} [ [ [ [ 1 1 1 ?\0 °\° °\° 1 o\° o\° 1 1
2 3 3 Q 3 2 2

3.4 Tunel Bulgulan

Apoptotik hiicrelerin tespiti i¢in uygulanan TUNEL boyamanin 1s1k mikroskobik
incelenmesinde her deney hayvanindan 10 kesit, her kesitten rastgele secilmis 10
tiibiiliin hiicreleri sayilmistir. Gruplarda belirlenen TUNEL pozitiflikleri ve p degerleri
Tablo 3-10°da, TUNEL pozitif hiicre grafigide Sekli 3-35°de gosterilmistir. Calismanin
sonuglarma gore TUNEL pozitifligi kontrol grubunda olduke¢a disiiktir (Sekil 3-29).
Kontrol grubu ile karsilastirdigimizda DM grubunda pozitif hiicrelerde belirgin bir artis
gozlenmistir (Sekil 3-30). AGO tedavi grubunda DM grubuna gore TUNEL pozitif

hiicre sayisinin belirgin sekilde azaldigi ve kontrol grubuna yaklastigi goriillmektedir
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(Sekil 3-31). GAL uygulanan grupta TUNEL pozitifligi DM grubuna benzerdir (Sekil 3-
32). Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi sonuglarina gére AGO grubunda pozitif
hiicre sayisindaki azalma istatistiksel olarak anlamli iken GAL grubunda anlamlilik
yoktur (p<0.05* seviyesinde istatistiksel anlamlilik). Negatif kontrolde TUNEL
pozitifligi saptanmamustir (Sekil 3-33). Pozitif kontrol i¢in DNAz uygulanmig testis
dokusu (Sekil 3-34) kullanilmstir.
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Sekil 3-29: Kontrol grubuna ait testis dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—), Tunel boyama, Biiyiitme
x20.

Sekil 3-30: DM grubuna ait testis dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—), Tunel boyama, Biiyiitme x20.
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Sekil 3-31: AGO grubuna ait testis dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—), Tunel boyama, Biiyiitme
x20.

Sekil 3-32: GAL grubuna ait testis dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—), Tunel boyama, Biiyiitme
x20.
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Sekil 3-33: Negatif kontrol TUNEL boyama, Biiyiitme x20.

Sekil 3-34: DNAz uygulanmis testis dokusuna ait TUNEL pozitif hiicreler (—), Tunel boyama, Biiyiitme
x20.
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Tablo 3-10: TUNEL Boyama Skor Tablosu ve p degerleri, (¥*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamlilik gostermektedir).

TUNEL Boyama Skor Tablosu
Hayvan Sayisi Kontrol DM AGO GAL

1 4,20+0,44 12,10+0,39 12,00+0,51 23,30+0,80

2 6,00+0,13 24,00+0,32 11,30+0,24 12,70+0,42

3 3,40+0,37 20,40+0,21 14,00+0,64 15,80+0,68

4 7,00+0,18 13,70+0,40 8,00+0,48 19,60+0,45

5 6,10+0,89 19,90+0,43 9,70+0,44 21,30+0,54

6 4,10+0,52 24,30+0,58 14,00+0,43 9,20+0,67

7 2,40+1,43 26,20+0,13 9,00+0,45 29,20+0,41

Ortalama 4,74+0,56 20,08+0,35 11,14+0,45 18,72+0,56

Gruplar P degeri

K-DM 0,000*
DM-AGO 0,000*
DM-GAL 0,342
AGO-GAL 0,007*

Tunel Pozitif Hiicre Grafigi
30

25

20

pum

15

10

5 T

I

Kontrol

AGO GAL

Sekil 3-35: Gruplara gore Tunel pozitif hiicre dagilim grafigi.
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3.5 Morfometrik Bulgular

3.5.1 Johnsen Testikiiler Skoru

Johnsen testikiiler skor degerlendirmesi her deney hayvanindan 10 kesit, her
kesitten rastgele se¢ilmis 10 tiibiil incelenerek yapilmistir. Skor degerlendirilmesi ve p
degerleri Tablo 3-11’de verilmistir. Kontrol, DM, AGO ve GAL grubu sican testis
histolojik kesitleri degerlendirilerek ortalama skorlari Tablo 3,6’da belirtilmistir. Tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) testi sonuglarina gore AGO ve GAL grubundaki

tyilesme istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05* seviyesinde istatistiksel anlamlilik).

Tablo 3-11: Johnsen Testikiiler Skor Dagilimlar1 ve p degerleri (*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamlilik gostermektedir).

Johnsen Testikiiler Skor Tablosu

Hayvan Sayis1 Kontrol DM AGO GAL

1 9,30+0,15 8,20+0,12 9,20+0,18 8,56+0,17
2 9,45+0,19 7,85+0,13 8,10+0,13 9,00+0,19
3 9,51+0,18 6,45+0,10 8,60+0,17 9,28+0,11
4 9,14+0,15 7,40+0,14 7,76+0,19 9,18+0,10
5 8,00+0,19 6,44+0,18 9,10+0,10 9,10+0,16
6 9,83+0,13 8,30+0,14 9,14+0,18 8,90+0,16
7 9,78+0,14 7,00£0,15 9,25+0,17 8,75+0,17

Ortalama 9,28+0,16 7,37+0,13 8,73+0,16 8,96+0,15
Gruplar P degeri
K-DM 0,000*
DM-AGO 0,001*
DM-GAL 0,000*
AGO-GAL 0,182
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3.5.2 Tiibiil Cap1 Ol¢iimii

Tiibiil ¢ap1 Ol¢iimii her deney hayvanindan 10 kesit, her kesitten rastgele

secilmis 10 tibiil ¢ap1 farkli diizlemlerde Olgiilerek saptanmistir. Kontrol, DM, AGO ve

GAL grubu sican testis histolojik kesitleri degerlendirilerek ortalama skorlar1 Tablo 3-

12°de belirtilmistir. Tiibiil cap1 6lctim grafigi ise Sekil 3-36’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).

Tablo 3-12: Tiibiil ¢aplarinin karsilagtirilmasi ve p degerleri (*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamlilik gostermektedir).

Tiibiil Cap1 Ol¢iim Tablosu (jm)

Hayvan Sayis1 Kontrol DM AGO GAL
1 121,42+4,32 113,57+1,38 105,19+1,53 90,79+2,04
2 138,07+4,21 105,18+1,22 123,57+1,23 110,99+3,10
3 131,69+8,04 111,54+1,85 99,29+1,45 106,63£2,54
4 130,48+4,71 102,17+2,05 113,40+2,16 117,62+2,32
5 119,24+4,03 102,83+1,07 110,414+1,30 111,21+1,23
6 193,52+6,18 118,52+1,10 111,43+£1,19 106,26+1,11
7 125,41+8,40 103,10+£2,11 107,13+1,01 106,06+2,18
Ortalama 137,12+5,69 108,13+1,54 110,06+1,41 107,08+2,07
Gruplar P degeri
K-DM 0,006*
DM-AGO 0,308
DM-GAL 0,397
AGO-GAL 0,247
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Tiibiil Capi Ol¢iim Grafigi
180
160
140
120 -
100 -

um

80 -
60 -
40 -
20 -

AGO GAL

Kontrol

Sekil 3-36: Tiibiil ¢ap1 6l¢lim grafigi.

3.5.3 Bazal Lamina Kalinlik Olciimii

Bazal lamina Ol¢iimii her deney hayvanindan 10 kesit, her kesitten rastgele
secilmig 10 tiibiil incelenerek yapilmistir. Kontrol, DM, AGO ve GAL grubu sigan testis
histolojik kesitleri degerlendirilerek ortalama skorlar1 Tablo 3-13’de belirtilmistir. Bazal
lamina kalinlik grafigi ise Sekil 3-37’de gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) testi sonuglarina gore AGO ve GAL grubu olgiimleri DM grubuna goére

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05* seviyesinde istatistiksel anlamlilik).
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Tablo 3-13: Bazal lamina kalinlik karsilastirilmasi ve p degerleri (*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamlilik gostermektedir).

Bazal Lamina Ol¢iim Tablosu (jum)
Hayvan Sayisi Kontrol DM AGO GAL

1 1,35+0,21 2,14+0,17 1,05+0,15 1,10+0,19

2 1,80+0,13 1,87+0,12 0,84+0,12 0,87+0,17

3 1,05+0,12 2,01+0,11 1,67+0,14 1,04+0,13

4 1,12+0,11 2,27+0,10 1,47+0,11 1,65+0,17

5 0,85+0,13 2,12+0,13 1,05+0,10 0,97+0,13

6 1,12+0,10 1,42+0,12 1,27+0,19 1,41+0,17

7 1,95+0,19 2,10+0,14 1,29+0,11 1,10+0,14

Ortalama 1,32+0,14 1,99+0,12 1,23+0,13 1,16+0,15

Gruplar P degeri
K-DM 0,001*
DM-AGO 0,000*
DM-GAL 0,000*
AGO-GAL 0,316

Bazal Lamina Kalinlik Grafigi

2,5

pum

0,5

Kontrol DM AGO GAL

Sekil 3-37: Bazal lamina kalinlik grafigi.
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4. TARTISMA

Diabetes mellitus’un sebep oldugu komplikasyonlar arasinda oksidatif stresin
onemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir (10, 187). Son yillarda yapilan
arastirmalar bir¢ok hastaligin temelinde oksidatif stresin yer aldigini géstermektedir
(99, 188, 189). Protein glikasyonu, ilerlemis glikozilasyon son iiriinleri, glikoz oto-
oksidasyonu ve asir1 superoksid iiretiminin meydana getirdigi kombinasyon serbest
radikal kaynakli lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir (10, 188). Serbest
radikaller ile reaksiyona giren lipidler agir hiicre hasari ile etki ettigi hiicreyi 6liime
gotiirecek zararlara sebep olmaktadir. Organizma serbest radikaller ile basa
¢ikabilmek icin antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Diyabetli kisilerde bu
mekanizma serbest radikallere dogru kayar ve zayiflar. Serbest radikal ve antioksidan
dengesinin saglanmasi i¢in diyabette antidiyabetiklere ek olarak dis kaynakli dogal

antioksidanlar tedaviye takviye olarak verilmektedir (76, 77).

Reaktif oksijen tiirlerinin disinda diyabete bagimli doku hasarlart NO {iretimi
ilede iliskilidir. Antioksidan ve nitrik oksit tiretimini durduran kemotoéropatiklerin

STZ ile indiiklenen hipergliseminin etkilerini azalttig1 birgok calismada gdsterilmistir
(66, 190).

Spermatogenezin meydana geldigi testisin, oksidatif saldirilardan oldukca
kolay etkilendigi bilinmektedir. Hiicre boliinmelerinin olduk¢a yogun oldugu bu
organ zengin damarlanma gostermektedir. Yiiksek diizeyde oksijen yayilimina sahip
bu organda serbest radikal yiikiide fazladir. Ozellikle leydig hiicrelerindeki
testesteron iretiminin oksidatif stresten etkilendigi diistiniilmektedir. Peroksidatif
hasarin testikiiler torsiyon, varikosel, diyabet, ksenobiyotik maruziyetinde testis

disfonksiyonunun temel sebebi oldugu diisiiniilmektedir (191, 192, 193).

Bu bilgiler 1s181inda vaka sayisinda her yil oldukg¢a yiiksek oranlarda artis
gosteren diyabetin erkek lireme organi olan testiste doku diizeyinde yaptigi hasari
agomelatin ve gallik asit antioksidan terapisi ile azaltmak hedeflenmistir. Model
olarak birgok literatiirde temel alinan tek ve yiliksek doz streptozotosin enjeksiyonu
sigan uygulamasi kullanilmigtir (59, 60, 62). Endotel disfonksiyonuna sebep olan

diyabetin etkilerinin kanlanmasi bol olan testis gibi organlarda belirlenmesi ig¢in
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oldukca hassas parametreler gozlenmelidir (112). Yaptigimiz ¢alismada literatiirlere
uygun olarak; dokusal patolojinin yan1 sira MDA, KAT ve SOD gibi oksidan
savunma mekanizmalar1 incelenmistir. Kullanilan antioksidanlarin diyabet ile
bozulan serbest radikal-antioksidan dengesini antioksidanlar lehine ¢evirmesi

hedeflenmistir.

Arastirmamizda olusturulan streptozotosin ile indiikklenmis diyabetik si¢an
modeli testis histolojik incelemelerinde; spermatogenik seri hiicreler ile somatik
sertoli hiicrelerinde kayip ve hiicreler aras1 ayrismalarla karakterize disorganizasyon
saptanmigtir. Bircok tiibiilde liimene dokiilmiis atipik hiicreler goriilmektedir.
Intersitisyel alanda yogun 6dem ve diisiik seviyede vendz hiperemi sz konusudur.
Agomelatin uygulanmis tedavi grubunda; spermatogenik seri hiicreler ile somatik
sertoli hiicrelerinde kayip belirgin olarak azalmistir. Liimende atipik hiicre varligi
saptanmamustir. Diyabetik dokularda komplikasyonel olarak goriilen stromal fibrozis
ve 0demin agomelatin uygulanmasi sonucu azaldig1 saptanmistir. Diger bir tedavi
grubu olan gallik asit incelendiginde,; diyabet grubunda spermatogenik seri hiicreler
ile somatik sertoli hiicrelerinde goriilen hiicresel ayrilmalar ve kayibin, agomelatin
grubuna benzer sekilde azaldigi goriilmiistiir. Fakat intersitisyel bag dokudaki
stromal fibrozis ve 6demin diyabet grubuna gore azalsada varligim1 korudugu tespit

edilmistir. Liimenlerde atipik hiicre varlig1 saptanmamustir.

Gruplar arasinda Tunel boyama sonuglarina bakildiginda diyabet grubunda
gozlenen tunel pozitif hiicrelerin varliginin agomelatin grubunda kontrole yakin
olarak anlamli azaldigi gosterilmistir. Gallik asit grubunda ise azalma
gorilmemektedir TUNEL profili diyabet grubuna yakindir. Morfometrik,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal analizler de s6z konusu bulgular istatistiksel
olarak desteklemektedir. Bulgularimiz literatiirlerde incelenen diger calismalar ile

uyumludur.

Literatiirler incelendiginde diyabetik sican modelleri ile kisa ve uzun stireli
yapilan diyabet caligmalarinin bir¢ogunda diyabet grubunda spermatogenik hiicre
serileri ve sertoli hiicrelerinde sayisal azalma, tiibiil dejenerasyonlar1 ve intersitisyel
O0dem gozlenmistir (113,194-197). Bizim calismamizda da literatiir bulgular ile

uyumlu sonuglar ortaya ¢ikmustir.
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Murray ve ark. nin (106), spontan diyabetli sicanlarda yaptiklari ¢aligmalarda
seminifer tiibiillerde atrofi gozlenmistir. Benzer bir calismada Anderson ve
Thlivers’de ayni bulguya rastlamistir (198). Bizim c¢alismamizda da diyabet

grubunda seminifer tiibiillerde dejenerasyon ve tiibiiler atrofi gdzlenmistir.

Cameron ve ark. (197) diyabette olusan testikiiler dejenerasyonu testesteron
azalmasina baglamaktadir. Insanlarda yapilan bu ¢alismadaki bulgunun, interstisyel
doku igindeki vaskiiler kalinlasmaya bagl leydig hiicre dejenerasyonu sonucu ortaya
ciktigin1 degerlendirmiglerdir. Anderson ve ark. (198) insiilin verilmis diyabetik
sicanlarda testesteron diizeyinin arttigini goézlemlemislerdir. Insiilin LH, FSH
lizerinden testesteron seviyelerini etkilemektedir (114, 199). Leydig hiicrelerindeki
hasarin STZ nin toksik etkisinden olusabilecegi de diisiiniilmektedir. Murray ve ark.
yaptiklart ¢alisma ile bu olasiligi elimine etmislerdir. STZ kullanmadan spontan
gelistirdikleri diyabet modelinde leydig hiicrelerinde fonksiyon bozukluklari
gozlemislerdir (106). Bizim ¢alismamizda damar kalinlagsmasi izlenmemistir.
Diyabetik sigan testislerinde gozledigimiz leydig hiicre azalmasinin oksidatif stres

kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Boric ve ark. (200) ¢alismasinda diyabetli siganlarin agirliklar1 60 giin boyunca
incelenmis diyabet grubunda artis goriilmezken, tedavi gruplarinda artis
gozlenmistir. Bizim c¢aligmamizda da deney hayvani agirliklarina bakildiginda
diyabet grubu hayvanlarda deney sonunda ciddi kilo kaybi goriilmiistiir. AGO ve
GAL grubunda azalmaya rastlanmamistir. Khaneshi ve ark. (201) yaptigi ¢alismada
tedavi grubu testis agirliklarinin kontrole yakin oldugu goriilmektedir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde diyabet grubu testis agirliklarinda azalma

gozlenmistir.

Intersitisyel 6demin yaygm bir diyabet komplikasyonu oldugunu gosteren
birgok arastirma bulunmaktadir (201, 202). Bizim ¢alismamiz da literatiire benzer

sekilde intersitisyel 6dem gozlenmistir.

Dogan, yaptig1 calismada diyabet grubunda liimende gozledigi spermatogenik

seriye ait atipik hiicreleri tedavi grubunda aminoguanidin antioksidani ile etkili
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sekilde azaltmistir (203). Bizim ¢alismamizda da diyabet grubunda goézlenen atipik

hiicrelere tedavi gruplarinda rastlanmamastir.

Ghafari ve ark. (204) diyabetik testis {izerine yaptiklar1 ¢alismada bizim
bulgularimiza benzer sekilde seminifer tiibiil ¢aplarinda Onemli azalmalar
gozlemistir. Tedavi olarak hidroalkolik Urtica dioica ekstrakti uygulanan grupta ise
tiibiil boyutunda normale doniis izlenmemistir. Bizim ¢alismamizda dadiyabet

grubunda ve tedavi grubu tiibiil ¢aplarinda anlamli bir farklilik saptanmamustir.

Calismamizda PAS boyama sonuglarina bakildiginda diyabet grubunda bazal
lamina kalinlagsmas1 gériilmiistiir. Cameron ve ark. (197) calismamiza benzer sekilde,
diyabet hastasi insanlarda seminifer tubiil bazal lamina kalinlasmasini belirlemistir.
Bazal lamina kalinlagmasi ile tiibiiler beslenmenin bozulabilecegini 6ngérmekteyiz.
Dolayli olarak testesteron gegisininde azaldigi distiniilmektedir. AGO ve GAL

grubunda ise bazal lamina kalinliginin normale benzer oldugu goriilmektedir.

Literatiirlerde testis dokusu tizerine antioksidan terapi denenen birgok diyabet
modelinde, ¢alismamizda oldugu gibi olumlu sonuglarin elde edildigi goriilmektedir.
Nasrolahi ve ark. yaptiklari ¢aligmada balin insiilin seviyesini diizenleyerek LH ve
FSH {izerinden testesteron salimimini arttirdign ve oksidatif stresten dogan testis
hasarini azalttigini gostermislerdir (205). Kyathanahalli ve ark. Withania somnifera
kok ekstraktinin diyabetli testisteki disfonksiyonu onardigini belirtmislerdir (206).
Abbasi ve ark. susam yagimin diyabette iireme parametrelerini gelistirdigini
gostermistir (207). Benzer sekilde Li ve ark. nin (208) yaptig1 ¢calismada NADPH
oksidaz inhibitorii olan aposiyaninin oksidatif stresi baskilayarak testikiiler

disfonksiyonu azalttig1 gosterilmistir.

Diyabet ile ilgili yapilan ¢alismalarin biiyiik boliimiinde histolojik incelemeler
biyokimyasal bulgular ile desteklenmistir. Singh ve ark. nin (209) hiperglisemik
oksidatif stres iizerine yaptiklari caligmalarinda 6nemli reaktif oksijen siipiiriiciisii
olan SOD ve KAT enzimlerinin diyabetle azalan varliginin tedavi grubunda arttigini
gostermiglerdir. Tsounapi ve ark. nin (210) yaptig1 edavaron ve taurinin terapdtik
gruplarda malondialdahit seviyesini Onemli derecede azalttigini ve yalnizca

edavaronun KAT aktivitesini arttirdiginigdstermislerdir. Bizim ¢alismamizdaki
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biyokimya degerlendirmeler literatiir ile uyumludur. Literatiirlerin ve ¢alismamizin
gosterdigi bulgulara gore diyabet modellerinde antioksidanlar biyokimyasal

parametrelerin diizenlenmesinde oldukga etkilidir.

Agomelatin ve diyabet ile ilgili yapilan tek ¢alismada Karaiskos ve ark. Tip Il
diyabetli hastalarin depresyon tedavisinde agomelatin ve sertalini kullanmislardir. Bu

yeni nesil anti depresanin istatistikler sonucu oldukga kullanigl oldugu saptanmistir

(211).

Yapilan ¢alismalar incelendiginde STZ ile indiiklenmis diyabet modellerinde
gallik asidin biyokimyasal olarak yaygimn sekilde calisildigi goriilmektedir. Fakat
gallik asidin kullanildig: histolojik ¢aligmalar oldukga azdir. Kade ve ark. nin yaptigi
calismada STZ bagimli pankreatik disfonksiyonun neden oldugu oksidatif strese
gallik asidin etkisi incelenmistir. Diyabetik si¢anlara 35 giin gallik asit
uygulanmistir. Calismada tedavi gruplarinin MDA seviyelerinde azalma, antioksidan
mekanizmalardan KAT enzim aktivitesinde ise artma oldugu goézlenmistir (212).
Vilapakkam ve ark. nin (213) yaptig1 ¢alismada bizim arastirmamiza benzer sekilde
gallik asit 20 mg/kg 21 giin oral yolla uygulanmistir. Tedavinin plazma insiilin
seviyesini anlamli olarak arttirdigi gdzlenmistir. Pankreatik lipid peroksidaz seviyesi
azalmig, antioksidan enzimler ise artmistir. Bulgular bizim calismamiza benzer
sekilde oksidatif hasarin azaltildigina isaret etmektedir. Calismamizda diyabet ile
artan MDA seviyesinin AGO ve GAL gruplarinda anlaml olarak azaldigi, KAT ve
SOD enzimlerinin ise arttif1 goriilmektedir. Iki calismada STZ kaynakli pankreas

beta hiicre hasarinin gallik asit tarafindan onarildig1 diistiniilmektedir (212, 214).

Immiinohistokimyasal belirteclerde fibronektin, bazal lamina kalinlagsmasinin
yani sira interstisyel alanda fibroziside gostermektedir. Leroux-Stewart ve ark. nin
yayinladiklar1 vaka raporunda diyabetik mastopatide yogun fibrozis gozlenmistir
(215). Pala ve ark. ile Zeybek ve ark. nin ¢alismasinda STZ ile indiikklenen diyabetik
over ve endometrium ¢alismasinda stromada yogun fibrozis izlenmistir (216, 217).
Gilintimiizde diyabetik sigan modellerinde inflamatuar ve glikasyonel gelisen stromal
fibrozisdiyabetin en belirgin histopatolojik bulgular1 arasinda yer alir. Ban ve ark.
yaptiklar1 calismada diyabete bagl fibrozisi “predominant ekstraselliiler matriks

birikimi”  olarak  nitelendirmislerdir.  Ayn1  calismada bazal —membran
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kalinlasmasinada dikkat ¢ekilmistir. Skar dokusunun olusumu ile beraber parankimal
hiicre kayb1 ve neovaskiilerizasyonda goriilmektedir (218). Bizim ¢alismamizda da
diyabet grubu testislerde goriilen fibrozis AGO uygulamasinda azalmistir. GAL

grubunda ise fibrotik alanlarda azalma goriilmemistir.

Onemli sinyal molekiillerinden olan NOS2 immiin cevabin olusmasinda
gorevlidir. NO {iretimi ile inflamasyonu tetikler. Diyabette doku hasarinin biiyiik
boliimiiniin inflamasyon kaynakli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle birgok diyabetik
caligmada NOS2 miktarindaki degisimler incelenmistir (219, 220). Lue ve ark. nin
(221) calismasinda germ hiicre sayisi ve testikiiler boyutun belirlenmesinde
NOS2’nin 6nemi gosterilmistir. Calismanin diger bir sonucuda NOS yoklugunun 1s1
iliskili apoptozisi azalttiginin gosterilmesidir. Koksal ve ark. nin (222) varikosel
sican modellerinde yaptig1 ¢aligmada leydig hiicrelerinde NOS2 profillerinin 6nemi
gosterilmistir. Bryan ve ark. nin (223) yaptig1 ¢alismada sican testislerinde NOS2’nin
inflamasyon kaynakli testikiiler disfonksiyona neden oldugu saptanmistir. Yapilan
birgok caligmada diyabette artan oksidatif stresin NOS2 seviyelerinide etkiledigi
goriilmektedir (224, 225). Diyabetin sebep oldugu yogun inflamasyon,
spermatogenik seri hiicreleri ve makrofajlar disinda leydig hiicrelerini de etkileyerek
testesteron seviyesinde degisikliklere sebep olmaktadir. Boylece, inflamasyonun
sebep oldugu direkt hasar diginda testesteron diisiisii de tiibiil dejenerasyonuna neden
olmaktadir.  Bizim  c¢aligmamizdaki  inflamasyon  bulgular1 literatiirleri
desteklemektedir. Diyabet grubu testislerde goriilen NOS2 artisi, tedavi gruplarinda

azalmistir.

TNFoa akut olarak sistemik inflamasyonu tetikleyen sitokinlerden bir
digeridir. En 6nemli rolii immiin hiicrelerin regiilasyonunu saglamaktir. TNF-o’nin
testiste spermatosit, pakiten spermatitler ve testikiiler makrofajlardan tretildigi, Tip |
TNFa reseptorlerininde sertoli ve leydig hiicrelerinde bulundugu gortilmektedir.
Proinflamatuar sitokinlerin testis homeostazindaki 6nemli rolii bilinmektedir. TNFa
geri beslemeli olarak NF-kB’yi aktive etmektedir. NOS2’ye benzer sekilde TNFa
artiginda testikiiler disfonksiyon goriilmektedir (226). Hutson’in (227) yaptigi
caligmada testikiiler makrofaj kiiltiir ortaminin leydig hiicrelerine eklendiginde
testesteron seviyesinin etkilendigi gozlenmistir. Bu etkinin TNFo kaynakli oldugu

diistiniilmektedir. Calismanin sonuglarina dayanarak testikiiler makrofajlar ve leydig
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hiicreleri arasindaki parakrin ifadenin TNFa ile saglandigi hipotezi kurulmustur.
Yapilan diger bir ¢alismada (228) TNFa nétralizasyonunun kas ve yag dokusunda
insiilin duyarliligini insiilin reseptor tirozin kinaz tizerinden arttirdigini gostermistir.
TNFo’nin obeziteye bagli diyabette insiilin rezistansim etkiledigi diisiiniilmektedir.
Calismamizda oldugu gibi inflamatuar ve endokrin olarak diyabet ile TNFa iligkisini
inceleyen birgok ¢aligma vardir (229, 230). Bizim ¢alismamizda da diyabet grubunda

artan TNFa seviyeleri tedavi gruplarinda azalmistir.

Diyabette inflamasyonla birlikte vaskulogenez ve anjiyogenezin arttigi
bilinmektedir. Bu artis bir¢cok hiicreden salgilanan VEGF tarafindan saglanmaktadir
(231). Literatiirlerdeki ¢alismalar diyabet VEGF iligkisinin ne kadar Onemli
oldugunu vurgulamaktadir. Hagberg ve ark. (232) yaptiklar1 bir ¢alismadadiyabetik
insiilin direncinin Onlenmesinde VEGF’yi hedef alan tedaviler onermektedirler.
Boyer ve ark. (233) diyabetin en yaygin mikrovaskiiler komplikasyonlarindan
retinopati icin anti-VEGF terapilerini Onermektedir. Bott ve ark. nin  (234)
calismalarinda VEGF reseptorleri seminifer tiibiil ve intersitisyal hiicrelerin
tamaminda goriilmektedir. Papparella ve ark.nin (235) c¢alismasinda VEGF
immiinoreaktivitesi bazal germinatif hat boyunca ve leydig hiicrelerinde yogun
olarak goriilmiistiir. Cavalcante’nin (236) calismasinda ise spermatogonial hattin
disinda primer spermatositlerde de reaktivite gériilmektedir. Sisman ve ark. (237)
VEGF’yi diyabetik testiste hasarin gbzlenmesi ig¢in potansiyel bir marker olarak
onermiglerdir. VEGF’nin inflamasyon ve fibrozis disinda spermatogoniumlarin
proliferasyonu ve hayatta kalmasi iginde arttigini gosteren ¢alismalar da vardir (238).
Bizim ¢alismamizda da VEGF ifadesi literatiirlerle uyumlu sekilde bazal germinatif
hat boyunca ve leydig hiicrelerinde yogun olarak goriilmiistiir. Diyabet grubunda
goriilen VEGF artisinin, AGO grubunda azaldigi, GAL grubunda ise azalmanin daha

diisiik oranlarda oldugu izlenmistir.

Apoptozis patolojik durum gostermeksizin rutin spermatogenezde oldukca
onemlidir. Diyabet gibi fizyolojik olmayan bircok stres durumunda germ
hiicrelerinde apoptozis goriildiigii bilinmektedir. Diyabette organ hasarlarinda
inflamasyonun yonettigi apoptoz hiicrelerde siklikla goriilmektedir (240, 241).
Inflamasyon disinda apoptozis sebeplerinden bir digeri reaktif oksijen tiirlerinin

sebep oldugu hasardir. Ozellikle karaciger ve bébrek gibi organ hasarlarinda apoptoz
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goriilen bolgeler akut olarak fibrozise gitmektedir (242). Pollanen ve ark. nin (243)
yaptig1 caligmada diyabetik farelerde germ hiicrelerinde goriilen apoptozis artigsinin
testis disfonksiyonuna sebep oldugu bildirilmistir. Koh (244) calismasinda STZ ile
indiiklenen diyabetik sican modellerinde apoptozis artisinin JNK fosforilasyonu ve
Bax aktivasyonu ile oldugunu vurgulamaktadir. Bax, mitokondri zar
permeabilizasyonu ile sitokrom C’nin sitoplazmaya g¢ikmasini saglayarak kaspaz
kaskadin1 uyarmaktadir. Wang ve ark. nin (245) c¢alismasinda diyabette testikiiler
hiicrelerdeki artmis apoptozun primer sebebinin oksidatif stres oldugu ve
sulforaphane’in Nrf2 (niikleer faktor 2) yolagi iizerinden antioksidan iiretimini
arttirarak testisi apoptozdan korudugunu saptamistir. Bizim ¢alismamizda da
Agomelatin tedavi grubunda apoptoz profilinde anlamli bir azalma goériilmektedir.
Bu azalmanin agomelatinin antiinflamatuar ve antioksidan etkisinden kaynaklandigi

distintilmektedir. GAL grubunda ise apoptotik hiicrelerde azalma goriillmemistir.

Yapilan c¢alismalar ve bilimsel arastirmalar Diyabette artmis sekerin non-
enzimatik glikasyona sebep oldugunu gostermektedir. Glikasyon sonucu dokularda
proteinlerin ve lipidlerin glikozillenmesi ile ileri glikasyon son iiriinlerinin (Advanced
glycation end-product, AGEs) birikimi goriilmektedir. Bu iiriinler selliiler ve subselliiler
diizeyde etki gostermektedir. Ayrica plazmada ve organ stromasinda da AGE olusumu
bilinmektedir. Stromadaki fibronektin glikasyonu, sekerin karbonil grubu ile proteinin
serbest amino grubunun Schiff bazi olusturmasiyla baglamaktadir. Schiff bazi olusumu
saatler icerisinde gerceklesmekte ve sonrasinda giinler iginde Amadori iriinlerini
(Karamelizasyon iirlinleri) olusturmaktadir. Amadori {irlinleri ileriki asamalarda
dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da haftalar igerisinde AGE’lere doniismektedir.
Amadori {irlinlerinin olusumuna kadar geri doniisiimlii etki gozlenirken, sonraki evreler
geri doniisiimsiizdiir. Glikasyon, konsantrasyona bagimlidir bu sebeple diyabette

yapiminin arttig1 goriilmektedir (246, 247).

AGE’ler organizmada bulunan RAGE reseptorlerine baglanmaktadir. AGE’lerin
RAGE’ye baglanmasi1 immiin cevapta dnemli rollere sahip olan NF-kB genini aktive
eder. Bir¢ok inflamatuar sitokinlerin ortak yolagi olan NF-kB aktivasyonu ise siddetli
inflamasyonu tetiklemektedir. Diyabette AGE, bakteri lipopolisakkaritleri (LPS) gibi

118



algilanarak inflamasyonu tetikleyen bir bakteri rolii oynamaktadir. Immiin sistem LPS
ve AGE ayrmmini yapamamaktadir. NF-kB aktivasyonu TGEF’i tetikler, TGF
aktivasyonu ise fibroblastlar1 tetikleyerek fibrozisi baslatir ve VEGF, IL1 gibi
sitokinlerin seviyesini arttirir. Inflamasyona bagli stromal kalinlasma yogun doku
artisindan dogan oksijen ihtiyacini anjiyogenez ile destekler. RAGE-bagimli VEGF
artis1 da anjiyogeneze stromal iskelet olusturmak igin geri beslemeli sekilde fibrozisi
arttirmaktadir. AGE’nin inflamasyon yolaklari iizerinden fibrozisi dolayli tetiklemesinin
disinda stromaya direkt AGE ¢okmesiyle de fibrozis tetiklenmektedir. Makrofajlar
tarafindan temizlenemeyen birikim dokuyu fibrozis ile onarima itmektedir. Stromada
yogun kollajen artis1 gozlenmektedir. AGE stroma disinda kapiller bolgeye c¢okerek
kapiller beslenmesini bozmakta (mikrovaskulopati) ve hipoksik ortam olusturmaktadir.
Hipoksi, HIF (hypoxy-inducible factor) iizerinden inflamasyona sebep olmaktadir. HIF
aktivasyonu, AGE’nininflamasyona bagli fibrozisi tetikledigi ti¢lincii yol olarak
diistiniilebilir. Fakat bu yol da NF-kB’ye baglidir (247-250).

Reaktif oksijen tiirlerinin mevcutiyetinde de NF-kB aktive olmaktadir. Bir diger
NF-kB aktivatorii TNFa sitokinidir. Immiin reaksiyonlarda aktif makrofajlar, notrofil ve
eozinofillerden {iretilen TNFa, NF-kB aktivasyonunu dolayli olarak da inflamasyonun

devamliligini saglar (251).

NF-kB iizerinden aktive olan bir diger proinflamatuar sitokin NOS2’dir. Yiiksek
miktarda NO {ireterek immiin cevabi yonetir. Ayrica, diyabette NOS2’nin oksidatif

stresin belirlenmesinde bir marker rolii oynadigi bilinmektedir (252).

AGE, RAGE disinda, Pattern Recognition Receptor (PRR) ailesinden olan Toll
Like Reseptors (TLRs)’lere baglanarak benzer sekilde inflamasyonu tetikler. TLR’ler
viicutta mikroorganizmalar1 tanityarak immiin sistemin aktivasyonunu saglamakla

gorevlidir. Bu reseptorler p50 tizerinden NF-kB aktivasyonunu saglar (251).

Calismamizda oksidatif stresin ve histopatolojik hasarin tedavisinde Agomelatin
ve Qallik asit kulllanimi amaclanmistir. Agomelatin (Valdoksan®) MT1 ve MT2

(Melatonerjik) reseptor agonisti, 5-HT2C (Seratonin reseptor) antagonistidir.
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Pineal bezden salgilanan melatoninin en giiglii dogal antioksidanlardan oldugu
bilinmektedir. Melatonin, transkripsiyon ve translasyon diizeyinde NF-kB’yi inhibe
etmektedir. NF-kB’nin inhibisyonu o kadar etkilidir ki direkt inhibisyonu disinda
baglanacagi reseptorlerde inhibe edilir. NF-kB tizerinden dolayli olarak TGF ve TNFa
da inhibe olur. Ayn1 zamanda melatonin, MT1/MT2 reseptorleri i{izerinden mitotik
aktiviteyi yavaglatarak hiicrenin onarim siiresini uzatir ve apoptozu baskilar.
Melatoninin hiicre tamirinde gorevli genlerin ifadesinde artis sagladigi da bilinmektedir.
Agomelatin-Melatoninin bu 6zelliklerine ek olarak- seratonin reseptor (5-HT2C)
blokdrii olarak farkli bir etkiye sahiptir. Seratoninin fibroblastlar {izerindeki reseptorlere
baglanarak fibrozisi arttirdig1 bilinmektedir. Ayrica melatonin antioksidan savunmada
gorevli molekiillerin {iretildigi genleride aktive etmektedir(253). Calisgmamizda
agomelatinin seratonin salinimin1 inhibe ederek stromal fibrozisi azalttigini

diistinmekteyiz.

Diyabet epigenetik mekanizmalar iizerinde de etkilidir. Seker diizeyinin artmasi
ile RAGE bagiml1 olarak histon modiilasyonu goriilmektedir. Kullanilan tedaviler seker
diizeyini normale dondiirse de epigenetik mekanizmalarin katkisi ile organizma uzun bir
siire seker diizeyi yiiksekmis gibi davranis gosterir. Bu olguda uzun stireli inflamasyona
sebep olur. Melatonin gen ve protein diizeyinde sagladigi etkiyi epigenetik olarak da
gostermektedir. Melatonin bir kez uygulandiginda etki uzun siireli olarak devam eder.
Bu ozelliginden dolayr ¢alismamizda goriildiigii gibi agomelatin diyabetin epigenetik
etkilerinin tedavisinde se¢ilmis bir molekiildiir. Ayrica, melatonin immiin sistemin
tamponu olarak goérev yapmaktadir. Inflamatuar sitokinlerin seviyeleri yiikseldiginde
veya azaldiginda onlar1 normal diizeye cektigi bilinmektedir. Inflamatuar sitokinler ile
azalan interlokinler, TNFa ve NOS2 seviyelerini azaltmaktadir. Boylece antioksidan
enzim (SOD, KAT) seviyelerinde artis gozlenirken lipid peroksidasyonu ise
azalmaktadir (253).

Gallik asit gibi polifenol bilesiklerinin bilinen en belirgin etkileri anti inflamatuar
ve antioksidan ajan olmalaridir. En bilinen antioksidan etkiside 2, 2'-azinobis-(3-etil-
benzothiazolin-6-siilfonik asit radikallerini siipiirmesidir. Gosterikleri bu etkiler ile

inflamatuar sitokinlerin ve oksidatif stresin azalmasina sebep olurlar.
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Diyabetik dokularda apoptoz mekanizmalari incelendiginde ekstrinsik ve intrinsik
mekanizmalarin birlikte etki gosterdigi goriilmektedir. Mitokondride asir1 laktat
olusumu ve reaktif oksijen tiirevlerinin birikimi goriilmektedir. Bu birikimler zar
permeabilizasyonunu arttirmaktadir. Sitokrom C’nin sitoplazmaya ¢ikist ile intrinsik yol
tizerinden (kaspaz 9) apoptozis goriilmektedir. Diyabette artan TNFo miktarida
ekstrinsik yol {izerinden (kaspaz 8) apoptozisi baslatmaktadir. TNFa, Fas ligandina
baglanarak kaspaz 8 {izerinden hiicreyi Oliime siiriiklemektedir. Calismamizin
sonuglara baktigimizda agomelatinin apoptoz indeksini azalttigini diisiinmekteyiz.
Bunun sebebinin melatoninin antiinflamatuar olarak TNFo’y1 azaltarak ekstrinsik
yoldan apoptotik inhibisyon saglamasi ve sitoktom C’nin mitokondri zar1 disarisina
cikmasini saglayan Bax ifadesini ve ROS miktarmi azaltarak intrinsik baskilama
saglamasi oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica melatoninin p53°i direkt olarak inhibe
ettigi de bilinmektedir. Caligmamizda da apoptotik profillerde beklenen bulgularin elde
edildigi goriilmektedir (253, 254).

5. SONUC ve ONERILER

Ulkemizde de diger diinya iilkelerinde oldugu gibi Diabetes mellitus’ un
insidans1 giin gegtikge artmaktadir. Cok uzun yillar 6ncesinden beri bilinen ve
toplumda goriilme sikligi giderek artan bu metabolik hastalik basta kardiyovaskiiler
sistem olmak {iizere bir¢ok organda g¢esitli patolojiler gostermektedir. Diyabetli
hastalarda ve deneysel diyabetik hayvan modellerinde ciddi testis hasarina sebep
oldugu bilinmektedir. Diyabetik komplikasyonlara yol agan sebeplerden en
onemlisinin reaktif oksijen kaynakli oksidatif stres oldugu diistiniilmektedir. Bu
calismada da diyabet kaynakli oksidatif stresin sebep oldugu testis hasar1 agomelatin

ve gallik asit tedavileri ile azaltilmaya ¢aligilmistir.

Calismamizin  sonucunda diyabetik sican testislerinde tiibiiler atrofi,
spermatogenik seri hiicrelerinde dagilmalar, limene dokiilmiis atipik hiicreler ve
stromal fibrozis belirlenmistir. Agomelatin  tedavi grubunda testis hasari
biyokimyasal ve histolojik olarak oOnemli Ol¢iide hafiflemistir. Bulgular

inflamasyonun ve inflamasyon kaynakli fibrozisin azaldigini1 isaret etmektedir.
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Serbest radikal siipiiriicii olan Gallik asit ise biyokimyasal olarak etkili fakat
histopatolojik olarak diisiik etkiye sahiptir. Bunun sebebinin gallik asidin bozunma
siiresinin kisalig1 veya gavaj yolu ile mideye verildiginde tam olarak emilmemesi
oldugu diisliniilmektedir. Yapilacak diger ¢alismalarda gallik asidin dozunun veya

enjeksiyon sikliginin arttirtlmasi veya i.p. olarak uygulanmasi 6nerilmektedir.

Agomelatin tiirevli antidepresanlar ticari preparat seklinde bulunmasina
ragmen gallik asit formiilize edilmemistir. Gelecekte farkli dozajlarin hayvan
deneylerinde test edilmesi ile birlikte gallik asidin antioksidan preparatlar arasinda

yerini alabilecegi dngoriilmektedir.

Agomelatin ve Gallik asidin erkek tireme sistemi {izerine etkisinin tam olarak
saptanmasi igin ileriki ¢alismalarda sperm parametreleri ve testesteron seviyelerinin
incelenmesi  Onerilmektedir. Her iki  kimyasalinda  diyabet kaynakli
komplikasyonlarin giderilmesinde kullanilmas1 i¢in ileri diizey ¢alismalarin

yapilmasina ihtiyag vardir.

Arastirmamizda elde ettigimiz bulgular incelendiginde, Agomelatin ve Gallik
asidin diyabet kaynakli testis hasarinin sebep oldugu infertiliteyi azaltarak tireme
sagligin1 korumaya yardimci olacag: diisiiniilmektedir. Ayrica agomelatin ve gallik
asidin diyabetik testis lizerine etkisini histolojik ve biyokimyasal olarak inceleyen ilk

calisma olan bu tez 6zgiinliigii ile literatiire katk: saglayacaktir.
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SEEE clinn TonniiolSle il 2005 yilinda Ege Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde basladigim lisans egitimimi Eylil 2010 tarihinde
tamamladim. Ardindan Eyliil 2010°da Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans yaptim ve
2012 yilinda caligmalarimi tamamladim. 2012 Eyliiliin’de ayni anabilim dalinda
basladigim Doktora c¢aligmalarina halen devam etmekteyim. Ayni zamanda 2013
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