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OZET

Diabetes mellitus (DM), mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla
seyreden kronik metabolik bir hastaliktir. Diyabetik erkeklerde, artmis oksidatif
strese bagli olarak testislerde germ hiicrelerinde apoptozisde artis meydana gelmekte
ve testikiiler fonksiyon bozukluklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Son yillarda vitamin D’nin
antioksidatif etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Vitamin E ise ¢ok Onemli bir
antioksidan olup, lipid peroksidasyonuna kars1 ilk savunma hattini olusturur.

Bu c¢alismada, streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet
modelinde vitamin D ve vitamin E’nin, rat testis dokusundaki apoptotik degisiklikler
tizerine koruyucu etkileri incelenmistir.

Calismada, 28 adet 8 haftalik Wistar albino cinsi erkek ratlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna (Grup I) herhangi bir uygulama yapilmadi. Diger 3 gruba 50 mg/kg olacak
sekilde tek doz STZ 0,1 M sodyum-sitrat tamponunda (pH: 4,5) ¢ozdiiriilerek
intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi. Diyabet olustuktan sonra diyabetik grup (Grup
IT) belirlenip herhangi bir uygulama yapilmadi. DM + vitamin D grubuna (Grup Il11),
vitamin D (50 IU/kg/giin) ve DM + vitamin E grubuna (Grup V) ise vitamin E
(500 TU/kg/glin) 9 hafta siireyle oral yolla verildi. Deney sonunda ratlar dekapite
edilerek testis dokular1 ¢ikarildi. Testis dokularina Hemotoksilen&Eozin ve TUNEL
boyama yapildi.

Diyabetik grup, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda testis, kauda
epididimis, ventral prostat agirliklari, sperm sayist ve motilitesi (p<0.01) ile
epididimis ve seminal bez agirliginda (p<0.001) anlaml derecede azalma mevcuttu.
Diyabetik gruba gore DM + vitamin D grubu ve DM + vitamin E grubunda testis
agirhigr ve sperm motilitesi (p<0.01) ile epididimis agirhiginda (p<0.001) anlamh
derecede artis mevcuttu. Histolojik incelemelerde, diyabetik grupta atrofik tiibiiller,
belirgin 6dem, damarlarda konjesyon, sayica azalmis ve yer yer disorganize germ
hiicreleri mevuttu. DM + vitamin D grubu ve DM + vitamin E grubunda ise kontrol
grubuna yakin histolojik bulgular mevcuttu. TUNEL boyamada, diyabetik grupta
apoptotik indekste anlamli bir artis vardi (p<0.05). Diyabetik grup ile
kiyaslandiginda DM + vitamin D grubu ve DM + vitamin E grubunda apoptotik

indekste anlaml1 bir azalma vardi (p<0.05).



Sonug olarak, DM’ye bagli oksidatif strese kars1 vitamin D ve vitamin E’nin
koruyucu etkilerinin gosterilmesi, diyabetin komplikasyonlarini dnlemek amaciyla
yeni tedavi yaklasimlarinin denenmesinin yararli olabilecegi kanatine varilmustir.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, vitamin D, vitamin E, apoptozis,

testis.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECTS VITAMIN D AND VITAMIN E
ON APOPTOSIS AT EXPERIMENTAL DIABETIC RAT TESTES TISSUE

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease characterized by
microvascular and macrovascular complications. In diabetic men, apoptosis increases
in testicular germ cells and testicular dysfunction occurs, due to increased oxidative
stress. In recent years, vitamin D has been shown to have antioxidative effects.
Vitamin E is an antioxidant that is very important, creates a first line of defense
against lipid peroxidation.

In this study, protective effects of vitamin D and vitamin E on apoptotic
changes of the rat testicular tissue in streptozotocin (STZ) induced experimental
model of diabetes were investigated.

Twenty-eight Wistar albino male rats, aged 9 weeks were used. The
experimental animals were divided into 4 groups that have 7 animals in each group.
No application made to the control group (group 1). 50 mg/kg single-dose STZ was
intraperitoneally (i.p) induced to other 3 groups by dissolving on the 0,1 M sodium-
citrate buffer (pH: 4,5). After diabetes occured, the diabetic group (Group I1) did not
receive any medication. Vitamin D (50 1U/kg/day) was given to DM + vitamin D
group (Group II1) and vitamin E (500 IU/kg/day) was given to DM + vitamin E
group (Group 1V), orally for 9 weeks. Rats were decapitated at the end of the
experiment and testicular tissues were removed. The testicular tissues were stained
with Haematoxylin-Eosin and TUNEL.

In diabetic group, weights of testis, cauda epididimis and ventral prostat,
count and motility of sperm (p<0.01), weights of epididimis and seminal vesicules
were significantly less than control group (p<0.001). In DM + vitamin D group and
DM + vitamin E group, there was a significant increase in the weight of testis and
sperm motility (p<0.01) and weight of epididimis compared to diabetic group
(p<0.001). In histological examinations of diabetic group, there were atrophic
tubules, marked edema, vascular congestion, decrease in number of germ cells and
some disorganised areas. But in DM + vitamin D group and DM + vitamin E group,
there were similar histological findings with control group. Diabetic group had a

significant increase in apoptotic index with TUNEL staining (p<0.05). There was a
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significant reduction in apoptotic index in DM + vitamin D group and DM + vitamin
E group compared to diabetic group (p<0.05).

As a result, showing the protective effects of vitamin D and vitamin E against
the oxidative stress due to DM, new treatment approaches may be useful in order to
prevent complications of diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, vitamin D, vitamin E, apoptosis, testis.
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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tamim

Hiperglisemi ile karakterize heterojen bir metabolizma bozuklugu olan
diabetes mellitus (DM) (1), insiilin sekresyonu ve/veya insiilinin etkisindeki
bozukluklardan kaynaklanmaktadir. DM,; karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasi bozukluklari ile hizlanmis aterosklerozla birlikte, mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden kronik metabolik bir hastaliktir (2).

Hiperglisemi, DM tanis1 konulmadan uzun siire 6nce mevcut olabilir.
Semptomlar ¢ogunlukla agir degildir, bazen hicbir semptom da goriilmeyebilir.
A&z kurulugu, politiri, gérme bozuklugu, kilo kayb1 ve polifaji gibi semptomlar
goriilebilir. Agir formlar1 tedavi edilmediginde stupor, koma, hatta 6liime neden
olan ketoasidozis veya nonketotik hiperosmolar hiperglisemi ile kendini gosterebilir
(3).

1.1.2. Epidemiyoloji

Diabetes mellitus’un taninmasi, erken donemde tani konmasi ve tedavi
programlarinin belirlenmesi i¢in hastaligin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi
onemlidir (2). Yeni bir konu olan diyabet epidemiyolojisi, ilk olarak 1979°da
“National Diabetes Data Group” toplantisinda ele alinmistir. Daha sonra 1980°de,
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), DM kriterleri ve siniflandirmasinin standardizasyonu
toplantilarinda diyabet epidemiyolojisi tartistlmistir. Son 20 yilda diyabetin
arastirma, bakim ve dnlenmesi i¢in epidemiyoloji ¢alismalar1 olduk¢a hizlanmistir.
Giliniimiizde DM bir¢ok gelismis ve gelismekte olan iilkede epidemik bir hastalik
olarak kabul edilmektedir. Giliniimiizde epidemiyolojiye genetik, c¢evresel,
davranigsal, sosyoekonomik ve kiiltiirel faktorler etkilidir. Bu faktorlerin eklenmesi
Ozellikle Tip 2 DM prevelansinda artisin sebepleri arasindadir. Diinyanin farkli
bolgelerinde farkli oranlarda goriilen DM’nin en yliksek prevalansit Amerika’da
yasayan Pima Kizilderilileri’nde olup % 55’tir. Gronland ve Alaska Eskimolarinda
ise DM prevalansinin ¢ok diisiik oldugu saptanmistir (4).

Ulkemizde yapilan en genis c¢alisma Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Arastirmasit (TURDEP) olup; 20 yas ve tizerinde, % 45’1 erkek ve % 55’1 kadin;
toplam 24.788 hastadan olusan, toplum kokenli kesitsel bir alan c¢alismasidir. Bu
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calismada DM prevalans1t % 7,2 (daha once tan1 almamis yeni DM % 2,3) ve
glukoz tolerans bozuklugu (IGT) prevalansi % 6,7 olarak saptanmistir. Kadinlarda
DM, IGT ve obezite (6zellikle kirsal kesimde) daha yiiksek bulunmustur (5).
Gokeel ve arkadaslarinin Adana’da yaptigi ¢alismada 1637 randomize segilmis,
20-79 yas arasi erigkin birey ¢aligmaya dahil edilmistir. Erkeklerde DM prevalansi
% 12,9 ve kadinlarda % 10,9 iken toplam prevalansi % 11,6 olarak bulunmustur.
Kelestimur ve arkadaslarmin Kayseri’de 30 yas ve iizerindeki 1774 eriskinin
1452’sinde yapilan oral glukoz tolerans testi (OGTT) sonrasinda % 4 DM, % 2,9
tani konulmamis DM, % 9 IGT saptanmis olup toplam IGT % 15,9 dur (6).

1.1.3. Tam

Diabetes mellitus tanis1 konusunda olduk¢a sik degisiklikler olmustur.
Amerikan Diyabet Birligi (ADA) ve DSO uzmanlari tarafindan paneller yapilmistir.
En son gbozden gecirilen ve uzlasma saglanan tani kriterleri agiklanmistir (1).
ADA’nin 2004 ve DSO’niin 1999 yili raporlarma gére DM’nin tani kriterleri Tablo
1’deki gibidir (4, 7, 8).
Tablo 1. DM’nin tani kriterleri

1. Klasik diyabet semptomlar1 (poliiiri, polidipsi ve aciklanamayan kilo kaybi)
ile birlikte giiniin herhangi bir saatinde, son o0gin zamam dikkate
alinmaksizin, plazma glukoz konsantrasyonunun > 200 mg/dl (11,1 mmol/L)
olmasi

2. En az 8 saatlik aglik sonrasinda plazma glukoz diizeyinin > 126 mg/dl
(7,0 mmol/L) olmasi

3. 75 gr glukoz kullanilarak uygulanan olan Oral Glukoz Tolerans Testi
(OGTT)’nin 2. saat glukoz diizeyinin > 200 mg/dl (11,1 mmol/L) olmasi

Eger aclik kan sekeri 100-125 mg/dl araliginda ise kiside bozulmus aglik
glukozu (IFG), OGTT sonras1 2. saat kan sekeri diizeyi 140-199 mg/dl araliginda
ise kigide bozulmus glukoz toleransi (IGT) mevcuttur (7).

Ugiincii kriter olan OGTT nin rutin olarak uygulanmasi énerilmez. Diyabet
icin yiiksek risk tasiyan bireyler (Tablo 2), tani amacli olarak OGTT ile
degerlendirilmelidir (1, 9).



Tablo 2. Tip 2 DM ig¢in yiiksek risk gruplari

1. Ailede diyabet 6ykiisii olmasi (anne-baba veya kardeste Tip 2 DM)

2. Obezite (Viicut Kitle Indeksi > 27 kg/mz, ideal viicut agirligindan % 20

fazlalik)
Yas > 45

Polikistik over sendromu

© o N o g b~ w

Yiksek dansiteli kolesterol (HDL)

Daha once IFG veya IGT tanis1 alanlar

Irk, etnisite (Hispanik Amerikalilar, Pasifik adalilar, vs.)

Gestasyonel diyabet veya makrozomi ykiisii (> 4 kg)

Hipertansiyon (Kan basinct > 140/90 mmHg)

trigliserid degeri 250 mg/dl’den fazla olanlar

degeri 35 mg/dl’den az velveya

Amerikan Diyabet Birligi, 2004 yilinda aglik plazma glukoz diizeyinde bir

degisiklik yaparak alt sinir1 100 mg/dl’ye indirmistir (Tablo 3).
Tablo 3. ADA 1997, 2004 ve DSO 1999 raporlarina gére bozulmus glukoz

metabolizma kriterleri (7, 8).

ADA (1997) ADA (2004) DSO (1999)
Diyabet Aclik > 126 mg/dI > 126 mg/dI > 126 mg/dI
OGTT 2.saat > 200 mg/dI > 200 mg/dl > 200 mg/dl

IFG Aclik 110-125 mg/dl
OGTT 2. saat
IGT Aclik

OGTT 2.saat  140-199 mg/di

100-125 mg/d|

140-199 mg/dl

110-125 mg/dI
< 140 mg/dI

< 126 mg/dl
140-199 mg/dl

1.1.3.1. Oral Glukoz Tolerans Testi

Oral glukoz tolerans testi, sabah vaktinde, her zamanki fiziksel aktivite ve en

az 3 ginlik siki bir diyet (> 150 gr giinlik karbonhidrat) yaptiktan sonra

yapilmalidir. Hastalar test oncesi gece boyunca 10-16 saat a¢ kalmalidir. Test

sonucunu etkileyebilen faktorler g6z oOniine alinmahidir (medikasyon, inaktivite,

enfeksiyonlar vs.). Aclik kan 6rnegi alindiktan sonra, hastalara 5 dakikalik siire

icinde 75 gr glukoz, 300 ml su i¢inde eritilerek igirilir. Kan ornekleri testten dnce
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(aglik) ve testin baglangicindan sonra ikinci saatte alinmalidir (3). OGTT sonuglari
Tablo 3’de verilen kriterlere gére yorumlanmalidir.

1.1.4. Diabetes Mellitus Siiflamasi

Diyabetin spesifik etiyolojiyle tanimlanan formlarinin artmasi iizerine 1997
yilinda, ADA diyabetin klinik klasifikasyon kriterlerini diizenleyip DSO’ye
bildirmistir. Bu kriterler 1999 yilinda DSO tarafindan bir rapor halinde
aciklanmistir. Yeni simiflama etiyolojiye gore yapilmistir. Bu siniflama ile insiiline
bagimli ve insiiline bagimli olmayan diyabet yerine Tip 1 ve Tip 2 diyabet
terminolojisinin kullanilmasi tavsiye edilmistir. Diyabet 4 ana klinik grup olacak
sekilde siniflandirilmistir. Bunlar; Tip 1 DM, Tip 2 DM, diger spesifik diyabet
tipleri ve gestasyonel DM (GDM)’dir (10, 11). ADA’nin 2004’te kabul ettigi
DM’nin  etiyolojik  simiflandirmasi  Tablo  4’de  gosterilmistir (7).
Tablo 4. DM nin etiyolojik siniflandirilmasi

I- Tip 1 Diyabet
a) Immunolojik
b) Idiopatik
I1- Tip 2 Diyabet
I11- Diger spesifik tipler
IV- Gestasyonel diyabet (GDM)

1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabet, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreder. Uzun siireli diyabet
kapilleri, arteriolleri yapan vaskiiler hiicreleri ve bazal membranlar1 etkileyerek tim
damarlarin yapisini bozar. Tiim mikrovaskiiler yapilar etkilenmesine karsin klinikte
retina, renal glomertil ve biiyiik sinirlerdeki patolojiler ile ortaya ¢ikar (9). DM’nin
akut ve kronik komplikasyonlari gruplar halinde Tablo 5’de gosterilmistir (12, 13).

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller i¢in bircok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin
tizerinde birlestigi tanim; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde
bulunan ve genelde ¢ok reaktif olan ciftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal
iriin oldugu seklindedir (14). Atomlardaki elektronlar yoriinge olarak bilinen

bosluklarda hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket eden en



fazla iki elektron bulunur. Serbest radikaller; pozitif yiikli, negatif yiiklii ya da
notral olabilirler. Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (14).
Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi igin gerekli olsa da, serbest
radikallerin fazla tiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir (15).
Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve
karbonhidratlar gibi tiim Onemli bilesiklere etkilidirler ve de yapilarinin
bozulmalarina neden olurlar. Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS),
nitrik oksit (NO"), hidroksil radikali (HO"), siiperoksit anyonu (O2) peroksil radikali
(ROO’) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller

oksidatif stresin en 6nemli nedenleri olarak bilinir (16).

Tablo 5. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari

Akut Komplikasyonlar
1. Diyabetik ketoasidoz (DKA)
2. Hiperosmolar hiperglisemik sendrom (HHS)
3. Laktik asidoz
4. Hipoglisemi
Kronik Komplikasyonlar
Makrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik kalp hastaligi
b. Periferik arter hastalig1
c. Serebrovaskiiler hastalik
Mikrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik noropati
b. Diyabetik nefropati
c. Diyabetik retinopati
Diger komplikasyonlar
a. Diyabetik ayak
b. Diyabetik gastroenteropati
c. Genitoiiriner bozukluklar

d. Erektil disfonksiyon




Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir.
Oksidatif ~ denge saglandigi  siirece  organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma
hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak
adlandirilan bu durum o6zetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gdstermekte olup, sonucta doku hasarina
yol agmaktadir (17).

1.3. Oksidatif Stres

1.3.1. Giris

Oksidatif stres, diyabetin etiyolojisinde 6nemli bir mekanizma olarak
degerlendirilir. Serbest radikaller normal metabolik siirecin sonucu olarak viicutta
tiretilir ve siirekli olarak cevresel uyarilarla etkilesim halindedir. Fizyolojik olarak
antioksidanlarin ¢ogu canli ortamda serbest radikal iiretiminin olumsuz etkilerine
kars1 viicudu savunur (18).

Diabetes mellitus, giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 tiim
diinyada hizla yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite riski tasiyan bir hastaliktir.
Oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu, deneysel
olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik hastalarda serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun dnemli derecede arttig1 gozlenmistir (19).

Bunlara ek olarak, antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin ve uzamis
oksidatif stresin, diyabetin kronik komplikasyonlarmin olusmasi ile de iliskili
olabilecegi arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (20, 21).

1.3.2. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin ROS ile olan iliskisini gdsteren
caligmalarda, = nonenzimatik  glikolizasyon,  enerji ~ metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve
iskemi-reperflizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini arttirdig1
saptanmistir (22). Diyabette hiicresel defansin, toksik serbest radikallere gore
azalmasi uzun zamandir bilinmektedir (23).

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-

Px) gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin
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pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet kasi ve adipoz doku gibi
diger dokularla kiyaslandiginda en diisiik diizeyde oldugu bilinmektedir (24, 25).

Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu bilinen beta hiicrelerinde
gozlenen  hasarin,  hipergliseminin  toksik  etkilerinden = kaynaklandigi
diistintilmektedir (26). Diyabet olusturulan rat deney modellerinde oksidatif stres
belirteci olarak degerlendirilen 8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinde
de artis saptanmustir (27).

Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu
savunan c¢alismalar da bulunmaktadir (28). Bunun yani sira endotel ve diiz kas
hiicreleri yiiksek konsantrasyonda glukoz igeren ortamda inkiibe edildiginde de
serbest radikal olusumunun bagladigi gozlenmistir (29, 30). Hiperglisemi ile
oksidatif stres arasinda baglanti oldugu goriisii in vivo c¢alismalar ile de
desteklenmistir (31). Deneysel hayvan ¢alismalarinda insanlardakine benzer diyabet
olusturmak i¢in kullanilan streptozotosin (STZ) (32), oksidan maddeler olusturarak
Langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip eder. Uygun olmayan nitrik oksit
(NO) cevaplarina neden olarak diyabeti baslattig1 sanilmaktadir (33, 34).

Hiperglisemi aracili ROS iiretimi baslica lic mekanizma ile agiklanmaktadir
(35).

1.3.2.1. Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementinin varlifinda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit
anyonuna doniistliriilir. Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksit tizerinden son derece reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile son
bulur. Hiicre i¢i glukoz oksidasyonu rediikte nikotinamid adenin diniikleotid
fosfatin (NADH) agiga c¢ikmasina neden olur. Solunum zincirinde oksidatif
fosforilasyon yolu ile adenozin trifosfat (ATP) iretimi igin gerekli enerjiyi
saglamak tizere NADH kullanilir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda
siiperoksit radikali olusur. Yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla
stiperoksit radikal iiretimi fazlalasir. Mitokondri solunum zinciri baglica hiicre ici
ROS iiretim kaynagidir. Normal solunum zinciri olaylari1 sirasinda siirekli olarak
siiperoksit radikali olustugu sanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
diyabetteki patolojilerin birgogunun artmis mitokondriyal ROS firetimi ile baglantili
oldugunu ag¢iklamaktadir (36-38).



1.3.2.2. Proteinlerin Glikolizasyonu ve ilerlemis Glikolizasyon Son
Uriinleri Olusumu (AGEs: Advanced glycation end-products)

Protein glikolizasyonu glukozun aldehid formuyla proteinlerin serbest
amino gruplar1 arasindaki kovalent baglanmalar sonucu meydana gelir. Gegis
metallerinin varliginda (demir, bakir vs.) glikolizasyona ugramis proteinler
molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest radikallerin olugmasina neden
olurlar. Daha sonralart bu olayin gecis metallerinin yoklugunda da meydana
gelebilecegi gosterilmistir. Proteinin yar1 Omriiniin 10 haftadan uzun oldugu
durumlarda glikolizasyona ugramis proteinler geri doniisiimsiiz modifikasyonlarla
Maillard tiriinlerini ya da AGEs’i olustururlar. Glikolizasyona ugramis proteinler
gibi, AGEs de serbest oksijen radikalleri olusturabilirler. Ayrica, ROS da AGEs’in
olusumunu hizlandirirlar (39).

Diyabetik hayvanlarda ve insanlarda ROS ile miicadele eden SOD ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerin non-enzimatik glikolizasyonunun da bu
enzimlerin azalmis aktivitelerinden sorumlu olabilecegi ve ROS’un artigina neden
olabilecegi ileri siirilmektedir (40). AGEs formasyonunun bir inhibitérii olan
aminoguanidin’in diyabetik hayvan modellerinde, nefropati ve retinopati
tedavisinde etkili oldugu bulunmustur (41, 42). Ilginctir ki, anjiotensin konverting
enzim (ACE) inhibitorii olan ramipril ile tedavide de, AGEs formasyonu inhibitorii
gibi, renal AGEs birikiminin azaldig1 saptanmustir (43).

1.3.2.3. Poliol Yolu

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol {iretimini arttirir. Bu
yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin NADPH (Rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat ) kullanildig: i¢in hiicre i¢ci NADPH kullanilir. NADPH okside
glutatyonun rediikte forma ¢evrilebilmesi ve NO sentezi i¢in gereklidir. Bu nedenle
sorbitol yolunun aktif olmas1 ve sonugta NADPH’1n yoklugu hiicrenin antioksidan
kapasitesinin sinirlanmasina yol agar (44).

Rediikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin
azalmasi, diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya ¢ikararak (33), glukozu
sorbitol yolu ile fruktoza ve sorbitola doniistiiriilmesinin bir sonucu olarak hiicrede
miyoinozitol diizeylerini azaltir. Bunun sonucunda da Na-K ATP-az enzim
aktivitesinde azalma olur ki, bu enzim aktivitesi sinir iletim hiz1 i¢in 6nemlidir (45,

46). Sorbitolun kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati,
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ndropati,

sanilmaktadir

katarakt,
(47,

Oksidatif stresin

nefropati ve kalp hastaligt patogenezinde rol oynadigi
48). diyabetin  komplikasyonlarinin

patogenezindeki rolii Sekil 1’de gosterilmistir (49).

Hiperglisemi
i
Rolyol yolu T !
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Ca'”' ‘l ! {
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. Hematolopk i
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| ctivasyonu kanake: V|| |
| . Hipoksi } ¥
B o ; . .
Vaskiilopati Retinopati Néropati ‘ Nefropati

Sekil 1. Oksidatif stresin diyabetin komplikasyonlarinin patogenezindeki

rolii (R.J. Reiter’den modifiye edilmistir). VSMC (vascular smooth muscle cell): vaskiiler diiz kas

hiicresi, NCV( neuron conduction velocity): néron iletim hizt
1.4. Anti-Oksidanlar
1.4.1. Antioksidan Mekanizmalar
Oksidatif hasar1 onleyen, smirlayan veya kismen tamir eden molekiillere
“antioksidanlar” ad1 verilir (50). Viicutta, oksidatif stres sonucu olusabilecek hasari
engellemek i¢in antioksidan vitaminler, Rediikte glutatyon (GSH), antioksidan
enzimler ve siilhidrillerden olusan bir antioksidan savunma sistemi bulunur. Genel
olarak antioksidan vitaminler (E vitamini, beta karoten gibi) serbest radikalleri ve
tekli oksijeni direkt olarak yakalayarak (trapping) etkisizlestirirler. GSH ve diger
tiyol kaynaklar1 ise hiicresel oksidasyon ve rediiksiyonda gorev alirlar. SOD, KAT
9



ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler SOR’larin bir elektron rediiksiyonunu
katalizlerler. Antioksidanlarin hiicresel diizeyleri bir¢ok fizyolojik, patolojik ve
besinsel faktorlerden etkilenir. Antioksidanlar etkilerini baslica su yollarla
gosterirler (51):

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi veya ortamdan uzaklastirilmasi

2. Katalitik metal iyonlarinin uzaklastiriimasi

3.0, ,H,0, gibi baz1 SOR’larin ortamdan uzaklastirilmasi

4. Zincir reaksiyonunun kirilmasi

5. Tek oksijen lizerine ¢Opgii veya sondiiriicii etki gosterilmesi

Antioksidanlari etki mekanizmalarina veya organizmadaki
lokalizasyonlarina gére siniflandirmak miimkiindiir (51).

1.4.2. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

1.4.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Vaskiiler endotelde bulunan en 6nemli antioksidan enzimlerden birisidir ve
endotel hiicreleri ile diiz kas hiicreleri arasinda bol miktarda bulunur. Normalde
damar duvarinda stiperoksit radikallerini detoksifiye ederler. Bu sekilde lipid
peroksidasyonunu ve ateroskleroz gelisimini inhibe ederler. Hiicrede serbest
oksijen radikalleri olusurken ilk basamakta O, olustugu ve SOD enzimi bu
radikalin dismutasyonunu sagladigindan dolayi, hiicre icindeki ilk savunma
sistemini bu enzim yapmaktadir (50).

1.4.2.2. Katalaz (KAT)

Katalaz baslica peroksizomlarda yerlesiktir. Yapisinda 4 “hem” prostetik
grubu bulunan bir hemoprotein olarak bilinir. Karaciger ve eritrositlerde en yliksek

aktiviteye sahiptir. SOD araciligiyla olusan H,O, bir radikal olmamasina karsin en

reaktif SOR olan hidroksil (OH ) radikalinin 6nciisii oldugu i¢in birgok SOR’dan

daha fazla oksidatif hasar olusturur. KAT, hidrojen peroksiti su ve molekiiler
oksijene ayristirir (52).

1.4.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili
antioksidandir ve hidrojen peroksit ile lipid hidroperoksitlerin rediiksiyonunu
katalizler. Her iki reaksiyonda da GSH hidrojen vericisi olarak kullanilir. Enzimin

aktivitesi 6zellikle karaciger ve eritrositlerde fazladir (52).
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1.4.2.4. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz, pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz sinirlayici
enzimi olup intraselliler NADPH’in da baslica kaynagidir. Uretilen NADPH
serbest radikallerin detoksifikasyonunda gérev alan GSH-Px enziminin aktivitesi
icin gerekli olan indirgenmis GSH saglamaktadir (53). G6PD’in vaskiiler
endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde de serbest radikallere karsi koruyucu
oldugu saptanmistir. Ayrica G6PD’in vaskiiler endotelyal hiicrelerde NADPH’1
kofaktor olarak kullanan endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin aktivitesi
icin de gerekli oldugu ve eksikliginde eNOS’un yeterli aktivite gdsteremeyerek
siiperoksit radikali iiretmeye basladigi ve bdylece LDL oksidasyonunun
tetiklenebilecegi gosterilmistir (54).

1.4.2.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz enzimi NADPH varliginda okside glutatyonun (GSSG)
tekrar rediikte GSH’a dontsiimiini  katalizleyerek antioksidan —aktivitenin
devamliligina yol agar (52).

1.4.2.6. Paraoksonaz (PON)

Paraoksonaz bir organofosfat olan paration’un viicuttaki aktif metaboliti
olan paraoksonun hidrolize edilmesiyle olusur. Baslica karacigerde sentezlenen
PON enziminin aktivite ve stabilitesi icin Ca*? iyonu gereklidir (55). Son yillarda
ateroskleroz etyopatogenezinde lipoprotein oksidasyonu yoluyla rolii oldugu 6ne
stiriilmiistiir. Hiicre digi enzimlerinden biri olan PON ile lipoprotein oksidasyonu
arasindaki iligki, yeni arastirmalara konu olmaktadir (56).

1.4.3. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar

C vitamini, E vitamini, A vitamini, glutatyon, iirik asit, seruloplazmin,
transferrin, ferritin ve bilirubin enzim yapisinda olmayan antioksidanlardir (52).

1.5. Testis ve Oksidatif Stres

Spermatogenez saniyede 1000 sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve aktif
olarak siirekli tekrarlanan bir siirectir. Bu stirecte dogal olarak meydana gelen hiicre
bolinmesi, germinal epitel tarafindan yiiksek oranda mitokondriyal oksijen
tiketimini gostermektedir. Testisteki zayif vaskiilarizasyona bagl olarak oksijen

miktarinin diisiik olmasi sonucu bu oksijene olan rekabet oldukga siddetlidir (57).
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Ayrica fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin
varligi nedeniyle testis oksidatif strese karsi hassas hale gelmektedir (57).

Hem spermatogenez hem de Leydig hiicrelerindeki steroidogenez, oksidatif
stresle hasar gorebildigi ve bu dokudaki diisiik oksijen miktari nedeniyle, testisin
kendini serbest radikallerin hasarindan koruyabilecegi mekanizmalar Onem
kazanmaktadir (57). Testis bu korunmayi saglamak igin; ¢esitli antioksidan
enzimler ve serbest radikal temizleyiciler igermektedir. Bu antioksidan savunma
sistemleri olduk¢a 6nemlidir. Testis, steroidogenez ve sperm tiretimini desteklemek
amaci ile antioksidan ac¢idan korunmasina ragmen, bazi endojen ve ekzojen
faktorlerin bu savunmayi alt {ist ettigi ve oksidatif stres meydana getirdigi
bilinmektedir (Kriptorsidizm, testikiiler torsiyon, varikosel, hipertiroidizm, diyabet,
enfeksiyon, reprodiiktif hormon dengesizligi, zenobiyotiklerin etkisi vs.). Bunlarin
sonucunda; erkek germ hiicre hattinda DNA hasari, spermatozoada DNA hasari,
testikiiler antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk, oksidatif stres indiiklenmesi,
lipid peroksidasyonunun indiiklenmesi, ROS temizleyicilerinin kaybi1 ve testikiiler
SOD ile KAT’1n baskilanmasi goriilmektedir (57).

Erkek kaynakli infertilite, tiim infertilite vakalarmin yarisina yakinini
olusturmaktadir (58). ROS’a bagli sperm hasarinin vakalarin % 30-80’inde rol
aldigint  gosteren c¢alismalar mevcuttur (59-61). Oksidatif stresin  erkek
infertilitesindeki 6nemi, ilk defa 1943°te Isko¢ androlog John MacLeod un aerobik
sartlarda enkiibe edilen insan spermazoonlarin hareketliliginin KAT eklenmesi ile
arttigin1  gostermesi ile baslamaktadir (62). Diyabette testikiiler disfonksiyon
gelismesinde oksidatif stresin rolii tam olarak gosterilememistir. Fakat, oksidatif
stresin diyabette erektil dokuda vaskiilopati, endotelyal disfonksyion, ndropati ve
diger faktorlere neden olarak diyabetik erkeklerde infertiliteyi olusturabilecegine
dair calismalar bulunmaktadir (63). Diyabet, viicut ve reprodiiktif organ
agirhiklarinda azalmaya sebep olarak, testislerde ve epididimislerde sperm
sayisinda azalma olusturur (64).

Oksidatif stres kaynakli rahatsizli§i bulunan hastalarda endojen kaynakl
antioksidanlar etkili olmadig1 i¢in, oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece
disardan alinacak antioksidanlarla miimkiin olmaktadir (Om: Vitamin E, C,

Melatonin). Bdylece uygulanan antioksidan tedavi spermin Kkalitesini de
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arttirmaktadir. Antioksidan tedavi ile lipid peroksidayon potansiyelinin azaltilmasi
fertilizasyon oranlarinin gelismesiyle paralellik gostermektedir (65-71).

1.6. Diyabet ve Testis

Anormal sperm yapmmi ve iiremedeki engel, DM’nin uzun zamandir
tanmimlanmus bir neticesidir. Infertilite diyabetik erkeklerde ortak komplikasyondur
(72-75). Ratlarda diyabet; testikiiler agirlikta, sperm sayisinda ve hareketlerinde,
testosteron diizeylerinde azalma ve siklikla anormal spermatogoneze sebep
olabilmektedir (76-79). STZ ile diyabet olusturulan modellerde androjen
reseptorlerinin testiste, epididimisde ve prostat bezinde azaldigi gosterilmistir (80).
Androjen reseptorlerinin azalmasi, diyabetik siganlarda hormon sentezinde ve
seksiiel fonksiyonlarda bozukluklara neden olur (80).

Ayni zamanda STZ uygulanmasi sonucunda luteinizan hormon (LH),
follikiil stimulan hormon (FSH) ve testosteron diizeyleri belirgin olarak
azalmaktadir. Insiiline bagh diyabette meydana gelen FSH azalmasi sonucu, Leydig
hiicrelerinin fonksiyonunda, testosteron iiretiminde ve bunun sonucu olarak LH
diizeylerinde azalma gdzlenir. Ayrica, sperm atimi ve fertilitesi de FSH’a baglh
olarak azalir (81).

Ayrica diyabet hem farelerin hem de ratlarin testikiiler germ hiicrelerinde
apoptozisde artis yapmaktadir (82, 83). Diyabetiklerde olgunlasmamis, apoptozise
giden ve az hareketli sperm yiizdesi oldukga yiiksektir (84). Diyabete bagli olarak
testislerde, tunika albugeniada, seminifer tiibiillerde, intertisyel bag dokuda ve
Leydig hiicrelerinde histolojik degisiklikler saptanmistir (85, 86). Yine de
testislerdeki histolojik degisiklikler ve bu disfonksiyonun altinda yatan molekiiller
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir (64).

1.7. Apoptozis

1.7.1. Apoptozisin Tanim ve Tarihcesi

Fizyolojik ya da programlanmis hiicre 6limii olarak tanimlanan apoptoz;
biyoloji alaninda oldugu kadar temel ve klinik tip bilimlerinde de ilgi ¢eken bir
konudur. Apoptozis bir¢ok gen ile iligkili aktif bir sistem olup, Yunancada apo
(= ayr1) ve ptozis (= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus sonbaharda

yaprak dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir (87).
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Ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan “fizyolojik hiicre
Olimii” ifadesi tanimlandiktan sonra Wyllie ve Kerr tarafindan deneysel bir ¢alisma
ile gosterilmistir (88). Programli hiicre 6liimiiniin molekiiler mekanizmasi tam
olarak ¢ozilememistir. Hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar
programinin ¢esitli sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi
olaylarla aktive olmasiyla basladigi tahmin edilmektedir (89). Ayrica hipertermi,
radyasyon, sitotoksik ilaglar ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de hafif
dozlarda apoptozis meydana getirirler (88).

Apoptozisde, hiicre 6liimii ¢evreye rahatsizlik vermeksizin geligse de, bazen
apoptozis dolayl olarak ¢evre dokuda nekrozu baglatabilir ya da tam tersine nekroz
apoptozis gelismesine yol agabilir (90).

Giinlimiizde, biyokimyasal ve genetik komponentlerin apoptozis siirecinde
rolii vardir. Bunlarin ortaya c¢ikmasiyla apoptozisin aktivasyonuna ya da
inhibisyonuna yonelik calismalar; kanser, AIDS (Acquired Immiine Deficiency
Syndrome) ve otoimmiin bozukluklar gibi bir¢ok hastalikta yeni tedavi imkanlar
tizerinde ¢alisilmaktadir (91).

1993 yilinda Cohen (92, 93) yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus
hiicreleri tizerine etkilerini arastirmistir. Sonugta timus hiicrelerinin direkt olarak
apoptozisi segmedigini, hiicre 6liimiine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri
apoptozise siriikledigini bulmustur. Boylece apoptozisin genler tarafindan
diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu saptanmuistir.

1.7.2. Apoptozisin Regiilasyonu

Apoptozisin regiilasyonu, nematodlardan insana kadar gen kontrol siireci ile
oldukga siki bir bicimde korunmaktadir. Oliim sinyali, gen ekspresyonu ile regiile
edilir. Bu siire¢ genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon vb) veya sitokinlerin
olmamasi gibi (eritropoietin vb) farkli uyaranlarla hareketlenebilir. DNA tek veya
cift iplik parcalar1 ve niikleotit azligt ve DNA-bagh transkripsiyon faktor p53 ile
baglar. Bundan sonra bir dizi olay aktive olur ve hiicre apoptotik yola girer (94).
Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (95)

(Tablo 6).
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Tablo 6. Apoptozis ve genler

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler

e Bcl-2 grubundan; BHRL-1, bcl-xI, bcl- e Bcl- 2 grubundan; Bad, Bax,
w, bfl-1, brag-1, mcl-1, Al Bak, Bcl-Xs, bid, bik, Hrk-1

e c-abl geni e C-myc

e Ras onkogeni e P53, p21

e  (Oziinebilir fas e Fas (CD95/APO1) FADD,

MORT, RIP, FAST

e p35 e Interlokin doniistiiriicii enzim
benzeri proteinler (ICE)

¢ A2 e LOH (MTS1/CDK41)

1.7.2.1. p53’iin Rolii

Insanda apoptozisin diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar
devam eden bir olaylar zinciridir. Bir timor silipresor gen olarak calisan p53
mutasyona ugradigi ya da bulunmadigi zaman hiicre yasami uzamaktadir.
Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari p53'i aktive eder. p53 protein {iriinii,
DNA’ya dogrudan baglanarak hasari tanidiktan sonra, G1’de hiicre siklusunun
durmasini uyararak tamir i¢in gerekli zamani elde eder. Diger bir taraftan hasar
fazlaysa hiicreyi apoptozise sevkeder. Ayrica p53’in Bax/Bax, Bax/Bcl-2 ve
Bcl- 2/Bcl-2 gruplarinin oranlarini diizenledigi sanilmaktadir (94).

1.7.2.2. Bcl-2/Bax

Bcl-2/Bax gen ailesi apoptozisin regiilasyonundan sorumludur (94, 96). Bu
ailenin 20 iyesi tamimlanmistir; bunlardan bazilart Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Boo,
Mcl-1 gibi apoptozis inhibitoriidiir, bazilari ise apoptozisi indiikler ve proapoptotik
genler olarak adlandirilir (97). Proapoptotik genlerin Bax (Bax, Bak ve Bok) ve
BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bad, Bid gibi) olmak iizere iki alt ailesi vardir (98).
Bcl-2/Bax gen ailesinin {irlinleri, mitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin yani sira
endoplazmik retikulum zarinin {lizerinde de bulunurlar ve homodimer ya da
heterodimerler seklinde kompleks olusturarak islerini goriirler (94, 99). Ornegin;
Bcl-2’nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2’nin oraninin daha yiiksek olmasi halinde

hiicre yasamina devam eder. Bax’in daha fazla olmasi halinde ise hiicre 6liir (90).
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Son yillarda, hiicrenin yasami ya da oliimii konusundaki aragtirmalar dikkatleri
mitokondri iizerine ¢ekmistir (100). Mitokondriler ¢ift zarli organellerdir. Bcl-2,
24-26 kDa’luk protein kodlayan bir proto-onkogendir ve firettigi protein,
mitokondrinin sitoplazmaya doniik dis zar1 tlizerinde ve endoplazmik retikulumun
bir boliimii olan ¢ekirdek zarinda yerlesmistir (101). Bu proteinler, iyon aligverisini
diizenler ve zarm parcalanmasina karsi koruyucu etkileri vardir. Ozellikle
antiapoptotik genler iginde yer alan Bcl-xL’nin, mitokondriyal hasar1 engelleyerek
mitokondriyi korudugu oOngoriilmektedir. Bu sayede apoptozis inhibisyonu
olusmaktadir (98). Bax proteinleri sitoplazmada da vardir. Apoptotik sinyal
alindiktan sonra Bax proteinleri, mitokondri zarinin "permeabilite gegis poru"na
dogru ilerleyip, buraya tutunurlar. Bu baglanma, secici iyon gecirgenligini
azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c¢ ve AIF (Apoptosis
Inducing Factor) gibi mitokondri zari i¢inde yer alan faktorler sitoplazmaya
aktarilirlar. AIF, c¢ekirdege dogru yonelirken, sitoplazmadaki sitokrom c
apoptozisin en son basamaginda gorev alir. Sitokrom c, bir sitoplazma proteini olan
Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1)’in aktivatoriidir (94).
Sitokrom c¢’nin Apaf-1’e baglanmasi prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu
kompleks "apoptosom" olarak adlandirilir (102). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir
seri kaspaz aktivasyonuna neden olur (94). Apaf-1 aym1 zamanda ATP’ye de
baglanir. Bu olay apoptozisin neden enerji gereksinimi duydugunun bir kanitidir
(99).

1.7.2.3. Kaspazlar

Apoptozis mekanizmasinda {i¢ temel grup rol alir. Bunlar:

1- Oliim reseptérleri

2- Adaptor proteinler

3- Proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) (99, 100).

Oliim reseptorleri; TNF (Tumour Necrosis Factor) reseptdr gen ailesine
aittir. Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik bdliimleri, 6lim alan1 (Death
Domain) adi verilen, adaptor proteinlere baglanan bir aminoasit dizisinden olusur
(100). Bilinen alt1 tane 6liim reseptorii olup, CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNF
Related Apoptosis-Inducing Ligand)-R1, TRAILR2, TNF-R1 (TNF reseptorii-1),
DR3 ve DR6 vardir (103). Reseptorle gelen sinyal sonucunda adaptor proteinler
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kaspazlara baglanarak onlar1 aktive ederler. Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri
TNF-R1 ve Fas (CD95) karacigerde ¢ok miktarda mevcuttur. Fas’in etkisiyle
kaspaz dizisi aktive olur ve kaspazla aktive olan DNaz (CAD: caspase activated
DNase;) araciligi ile DNA yikimindan sorumludur (100). Memeli hiicrelerindeki
kaspazlarin aktif merkezinde sistein vardir. Bu molekiiller sitoplazmada inaktif
prokiirsorler olarak yer almaktadir. Bu grup, proteaz aktivasyon dizisini baglatarak
sitoplazmik proteinlerin yikiminda bazi1 gorevleri vardir. Ayrica niikleazlar da
aktive olarak DNA pargalanmasi1 ve RNA degradasyonu meydana gelmektedir (89).
Sitokrom c¢’nin sitoplazma i¢ine salinmasi ile apoptozisin son basamaklarindan
sorumlu olan kaspazlar aktiflesir. Inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak
tamimlanan ICE  (Interleukin-1p-Converting Enzyme), prokaspaz-1 olarak
adlandirlmistir. Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlari aktive
ederler. Kaspazlar; sitokin iiretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1, 4, 5, 13),
proteolizisin "baslaticilar1" (kaspaz 2, 8- 10) ya da "uygulayicilar1" (kaspaz 3, 6, 7)
olarak smiflara ayrilirlar (98, 100). Oliim sinyali veren baslatic1 kaspazlar, adaptdre
baglanarak oOliime yon verirler. Fakat olimii gergeklestirmezler, bunu yapacak
olanlar1 aktiflestirirler. Oliime neden olanlar ise uygulayici (effektdr) kaspazlardir.
Uygulayici kaspazlar, baslatici kaspazlarin akisini aktive ederler (100).

Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir (104). Kaspaz
aktivasyonu hiicreye 0Ozgiidiir ve kaspaz inhibitérlerinin IAP (Inhibitors of
Apoptosis) effektor kaspazlari baskilayarak apoptozisi inhibe ettigi gozlenmistir
(100). Ayrica IAP ailesinin kaspazlardan farkli olarak, transkripsiyon faktorlerin
modiilasyonu ve hiicre siklusunun kontroliine katkida bulunarak apoptozisi inhibe
ettigi bilinen bir gercektir. Bu inhibitdrler malign hiicrelerde bol miktarda bulunur
(94). Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bdlgelerden keser,
bundan dolayr c-asp-ases admni alirlar. Boylece kaspazlarin kisith proteolizisi
nedeniyle, hiicrede lizis sekillenmez ve apoptotik cisimcikler meydana gelir (94,
104).

1.7.3. Apoptozisin Sitotoksik Regiilasyonu

1.7.3.1. Granzim veya Perforin Sistemi

Bu salgisal apoptotik yol, patojenle infekte hiicreler ve tiimor hiicrelerinin

ortadan kaldirilmasinda gorevlidir. Granzim ve Perforinler, sitotoksik T lenfositler
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(CTL) ve Naturel Killer (NK) hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniilleri i¢indeki
proteinlerin en Onemlileridir. CTL reseptorii hedef hiicreye baglandiginda,
perforinler salgilanir ve bunlar hedef hiicre ilizerinde dairesel bir por meydana
getirirler. Bu perforin poru, hiicre i¢i kalsiyumda hizli bir artisa neden olur.
Granzim B, reseptor aracilifi ile bir vezikiil i¢inde agilan delikten hedef hiicreye
girer. Perforin proteini hiicre ic¢ine girdikten sonra vezikiilden granzim B’nin
serbest kalmasina sebep olur. Bu andan itibaren granzim B, DNA parcalanmasini
ve apoptozis ile birlikte prokaspaz aktivasyonunu baslatir. Bununla birlikte granzim
A da, perforinle sinerjik olarak kaspaz bagimsiz yolda apoptozisde goérev iistlenir
(94).

1.7.3.2. Fas - Fas Ligand1 veya CD9S Yolu

Apoptozisin salgidan bagimsiz mekanizmasi, hiicre zari iizerinde bulunan
"6lim reseptorlerinin" aktivasyonuyla baglantilidir. Hiicre yiizey reseptorii olan Fas
(CD95), tiimor nekroz faktorii grubundandir. Fas apoptotik isaretin uyaricisidir ve
birgok hiicre tipinde bulunmaktadir. TNF ailesinin bir {iyesi olan Fas ligand1 (FasL)
ise, sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicreleri ilizerinde mevcuttur. FasL’nin Fas
reseptOriine baglanmasi sonucu apoptotik siire¢ baglar. Bu mekanizma ile olusan
bazi olaylarin baslicalart; bir immiin tepki sonunda aktive olmus T hiicrelerinin
uzaklastirilmasi, viriis infekte hedef hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, timor
hiicrelerinin dldiiriilmesi ve bir¢ok patolojik durumdaki hiicrelerin uzaklastirilmasi
gibi olaylar sayilabilir. TNF’nin TNFR-1’e baglanmasiyla da benzer olaylar
sekillenir. Fas ve TNFR-1’in sitoplazmik uzantisi, bir 6lim alanin1 kapsamaktadir.
Fas’in sitoplazmik boliimii FADD (Fas Associating protein with a Death Domain
protein) ve RIP (Receptdr Interacting Protein) ile etkilesim halindedir. Oliim
alanlarin1 igeren bu TRADD ve RIP proteinleri, prokaspaz-8’in aktivasyonu ile
apoptozisi dogrudan indiiklerler. Aktive olan kaspaz-8 de diger uygulayici
kaspazlari aktive etmektedir (94).

1.7.4. Apoptozis Uyarici1 Faktor (AlF)

Apoptozis niikleer pargalanma, kromatin yogunlasmasini igeren birkag
morfolojik niikleer degisiklikle meydana gelmektedir. Bu degisiklikler membrandz
kaspaz ailesi, kaspaz DNaz aktivitesi ve birka¢ yeni protein aktivasyonu ile

baslamaktadir. Kromatin yogunlagsmasi ve DNA kirilmasina neden olan bu yeni gen
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yakin zamanda kesfedilmis, daha sonra klonlanmis ve AIF olarak adlandirilmistir.
AIF, apopitotik kaspaz-9 ve sitokrom c gibi mitokondride yerlesiktir. AIF, kaspaz
bagimsiz DNA kirilmasi ve kromatin yogunlasmasi ile apoptozisi baslatir (105).
Kanser hiicreleri, kanser gelisim ve ilerlemesi siirecinde, hiicre 6liimii uyarisindan
kendilerini korumalar1 nedeniyle apoptozisden kurtulma yetenegi kazanirlar. AlF,
NADH oksidaz aktivitesi ile kolon kanserine neden olur. Apoptozisin mekanizmasi
Sekil 2°de gosterilmistir (106).

INTRENSEK YOL EKSTRENSEK YOL
[ | | I

Reseptér Ligand Etkilesimi
1| Biayiume faktérleri ve 2. Sas PR g

hormonlann gekilmesi _THF reseptér ['
ol
e _-"“——l‘> 1
A — s Sitotoksik T
Bel2ailesi | 2 Pro-apopitotik lenfositler
molekiiller ‘

y 2 Baglatan aspaz

Fagositik hilcre
reseptér ligandy

Sitoplazmik tonmreuk Apopitotik cisim

Sekil 2. Apoptozisin mekanizmasi

1.7.5. Hastaliklarda Apoptozis

Apoptozis bir¢cok patolojik ve fizyolojik olayda etkin rol oynamaktadir.
Fizyolojik olaylarin basinda hiicre yapim ve yikimi gelir. Deri, barsak epiteli ve kan
hiicreleri gibi hiicre yapim ve yikiminin hizli oldugu dokularda yaslanan hiicreler
apoptozisle ortadan kaldirilarak yeni hiicrelerin olusmasi saglanir. Patolojik olarak
sayilabilecek olaylarda ise; tiimdrlerde hem regresyon hem de biiyiime agsamasinda
gorev alir. Apoptozis mekanizmasi; dokularda hormona bagli patolojik atrofi,
otoimmiin hastaliklar, bazi kalp hastaliklari, ndrodejenaratif bozukluklara baglh
hastaliklarda ve kanser gibi olaylarda devreye girer (91, 107-110). Apoptozisin

artmasi veya azalmasi ile ilgili hastaliklar Tablo 7°de verilmistir (111).
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Tablo 7. Apoptozisin yer aldig1 patofizyolojik durumlar

Immun Sistem Bozukluklar
AIDS

Tip 1 DM

Lupus Eritematozus

Sjogren Sendromu
Glomeriilonefrit

Intestinal Bozukluklar
Dizanteri

Inflamatuar Bagirsak Hastaliklari
Radyasyon ve HIV Enfeksiyonu ile
olusan diyare

Bobrek Hastaliklari

Malign ve Pre-Malign Durumlar
Solid Tiimorler

B Hiicre Lenfomalari

Kronik Lenfositik Losemi
Prostat Hipertrofisi
Preneoplastik Karaciger Odaklar
Kemoterapiye Direng

Norolojik Bozukluklar

Felg

Alzheimer Hastalig1

Ataksi Telenjektazi

Kalp Hastahklar

Polikistik Bobrek Hastaligi Iskemik Kardiak Hasar

Anemi / Eritropoezis Kemoterapiyle Indiiklenen

Miyokardial Baskilanma

Canl1 doku ortaminda hiicrelerin tek tek iz birakmaksizin silindigi fizyolojik
bir olim sekli olan apoptozis, ilgi cekici oldugu kadar insanlardaki Onemli
patolojilerin tedavisi agisindan da umut verici bir mekanizmadir (112).

1.7.6. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi tespit etmek igin ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir. 1972
yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine
gore karar verilmisti. Oysa giliniimiizde, morfolojik degerlendirmenin yaninda
apoptozise 6zgii oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rnegin aktif kaspaz-3 tayini)
molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de tespit edilebilmektedir. ilk kez morfolojik
kriterlere gore belirlenen apoptozis, 1980°1i yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin
olustugunun ortaya konulmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik
yontemlerle belirlenmeye baslanmigtir.  1990’larin  ortalarinda ise apoptotik
hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulunmustur. Boylece, kaspaz aktivasyonlarinin
belirlenmesine yonelik metodlarla saptanabilen apoptozis, 1990’larin sonuna dogru
fosfatidilserin  translokasyonunu  belirleyen

yontemlerle de saptanmaya

baglanmigtir. 2000°’li yillarin baslarinda, sadece apoptotik epitelyal hiicrelerde
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kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18’in, kirtldiktan sonraki 6zgiin
formunu saptayan antikorlar kullanilmigtir. Béylece apoptozis daha spesifik olarak
saptanmustir (113). Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler Tablo 8’de
verilmistir (114).

Tablo 8. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Morfolojik goériintiileme yontemleri
Immiinohistokimyasal yontemler
Biyokimyasal yontemler
Immiinolojik yéntemler

Molekiiler biyoloji yontemleri

1.7.6.1. TUNEL (TdT-mediated nick and labeling technique) Yontemi

Apoptotik sinyal kaskadinda DNA kiriklariin saptanmasinda, TUNEL
yontemi yaygin olarak kullamlmaktadir (115). ilk kez 1992 yilinda Gavrieli ve
arkadaglar1 tarafindan tanimlanmistir (115, 116). Apoptozisde sonlandirici
proteinler aktiflestikten sonra sitoplazma ve g¢ekirdekte hedef proteinleri yikarlar
(117). Bu proteinlerden bir tanesi DNA endoniikleaz ile bag yapan bir proteindir.
Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleaz1 serbestlestirirler. Cekirdek i¢ine giren
Ca-Mg bagimli endoniikleaz, DNA kiriklar1 olusturur (118). TUNEL yontemi bu
DNA kiriklarinin saptanmasini saglar (115, 117). Bu yontemde olusan DNA kirik
uclariin, kimyasal olarak spesifik uglar olmasi prensibinden yola ¢ikilmaktadir.
Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla parcalanmakta olduklarindan kromatin ag
biitiinliiglinii kaybeder ve 3°-OH iceren DNA pargaciklarinin sayist ¢ok yiikselir
(118). Hiicrede terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi, ortama eklenen
biotin-dUTP’yi parcalanmis DNA pargaciklarinin serbest 3’-OH uglarina tasir (117,
119). Biotin ile isaretlenmis DNA pargaciklari avidin eklendiginde goriiniir hale
gelirler (118).

1.8. E Vitamini

1.8.1. Yapisi ve Ozellikleri

E vitamininin gerekli bir besin maddesi oldugu ilk defa 1922 yilinda Evans
ve Bishop tarafindan bulunmustur. Onceleri X, daha sonra antisterilite vitamini ve
1936 yilinda bugday tohumundan ekstrakte edildikten sonra ise tokoferol olarak

adlandirilmigtir (120).
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E vitamini tokoferol yapisindadir. Insanlar tokoferolii sentezleyemezler
ancak diyetsel kaynaklardan alabilirler (121). Dogal olarak meydana gelen alfa,
beta, gama, delta, eta ve zeta gibi cesitli tokoferoller bulunmaktadir. Bunlarin hepsi
izoprenoidlerin  yer degistirdigi  6-hidroksi  kromanlar veya tokollerdir.
D-a-tokoferol en genis dogal dagilimi ve en biyiik biyolojik aktiviteyi gosterir.
Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol de a-tokoferoldiir. Kimyasal yapisi
C29H5002 (5, 7, 8-trimethyltocol) seklindedir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil
grubuna sahip aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve

antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir (122) (Sekil 3).

Sekil 3. E vitamininin kimyasal yapisi

a-tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek E
vitamini konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin
hiicre fraksiyonlarinda bulunur. Miyokard membranlarindaki miktar1 oldukca
fazladir. Sitozol ve peroksizomda ise daha az bulunur (121, 123). Bitkisel yaglar ve
tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir. Bitkisel yaglarin, sabunlasmayan
kisimlarinda ve en ¢ok yer fistigi, badem, findik, pamuk yag1 ve keten tohumunda
bulunur. Zeytinyag: igerisinde az miktarda E vitamini vardir. Diyette yagda
¢ozlinmiis olarak bulunur, yag sindirimi sirasinda agiga ¢ikar ve emilir.
Emilebilmesi i¢cin yag emiliminin ve safra asitlerinin normal olmasi gereklidir.
Herhangi bir tasiyici protein olmadan, pasif difiizyonla emilir. Once, silomikron
yapisina dahil olur. Silomikronlar, lipoprotein lipaz araciligi ile hidrolize olurken, E
vitamininin bir boliimii dokulara tasmir. Kalan E vitamini ise, silomikron kalintilar:
ile birlikte karaciger tarafindan alinip, hepatik kokenli VLDL (Very low density
lipoprotein: ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein)’ler araciligi ile tekrar dolasima salinir
veya HDL’ye transfer olur. E vitamini siklikla LDL’nin, dig tabakasinda ve
kromonal halkast sulu faza yonelmis sekilde lokalizedir. Ortalama bir LDL

partikiilinde 6 tane a-tokoferol molekiili vardir. E vitamininin en Onemli
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depolanma yeri yag dokusudur. Plazma konsantrasyonu ise 0,5-1,8 mg/dL kadardir
(122, 124).

E vitamini ¢ok 6nemli bir antioksidan olup, lipid peroksidasyonunun erken
asamalarinda, biyomembranlardaki serbest radikal toplayici aktivitesi sonucu, hiicre
membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini (PUFA), serbest
radikal etkisinden koruyarak, lipid peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattini
olusturur. Bir molekiil a-tokoferol, 100 molekiill PUFA’nin peroksidasyonunu
engelleyebilir. E vitamini, sitiperoksit, hidroksil radikalleri, tekli oksijen, lipid
peroksil radikalleri ve diger radikal 6rneklerini indirger. GSH-Px ile E vitamini,
serbest radikallere kars1 birbirlerine tamamlayici etki gosterirler. GSH-Px, tesekkiil
etmis olan peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini peroksitlerin sentezini
engeller (122, 125). E vitamini zincir kiric1 bir antioksidan olarak bilinir. Ciinkii
fonksiyonlar1, lipid peroksil radikallerini ortadan kaldirmak ve bdylece lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirmaktir.

E vitamininin, lipid peroksidasyonu iiriinii olan malondialdehit tiretimini
durdurarak ve midede nitritlerin, nitrozaminlere doniisiimiinii engelleyerek kanserin
engellenmesi ve kontroliinde rolii oldugu deneysel ¢aligsmalarla gosterilmistir (123).
E vitamini selenitlerle birlikte verildiginde, hiicrede glutatyon enzim aktivitesini,
agir metallerin toksik etkilerine karst korumaktadir (121).

1.9. D Vitamini

1.9.1. Sentez ve Metabolizma

1,25 dihidroksivitamin D (1,25(0OH)2D) mineral iyon homeostaz
regiilasyonunda yer alan major steroid hormondur. Vitamin D ve metabolitler
vitaminlerden ¢ok hormon ve hormon onciilleridir, ¢linkii uygun biyolojik
ortamlarda endojen olarak sentez edilebilir. Derinin ultraviyole 1s181na yanit olarak,
fotokimyasal bir ayrisma sonucunda 7-dehidrokolesterolden vitamin D olusur.
Derideki vitamin D iiretimi, ultraviyole 15181n deriye penetrasyonunu énemli dlgiide
bozan melanin ve yiiksek koruma faktorlii giines yaglari ile azalir. Kuzey Amerika
ve Bati Avrupa’da giines yagr kullammmindaki artis ve giines 1s1gmna olan
maruziyetin azalmasi, diyetteki vitamin D miktarinin arttirilmasi  gerekliligi
inanci arttirmistir. ABD’de ve Kanada’da bu kaynaklar biiyilk oranda yumurta

saris1 ve balik yaglara ek olarak takviye edilmis tahillardan ve siit {irtinlerinden

23



saglanir. Bitkisel kaynaklardan elde edilen D vitamini D2 formundayken, hayvansal
kaynaklilar D3 formundadir. Bu iki formun insanda esit derecede biyolojik
aktivitesi vardir ve vitamin D tarafindan esit derecede aktive edilir. Ister ince
barsaktan emilsin, isterse deride sentez edilsin; vitamin D dolasima katilir ve
karacigerde sentezlenen o-globulin olan vitamin-D baglayic1 globuline baglanr.
Vitamin D daha sonra karacigerde sitokrom, mitokondri ve mikrozomlarda
sitokrom P450 benzeri enzimler ile 25-hidroksilasyona ugrar. Bu hidroksilazin
aktivitesi siki  bir sekilde regiile edilmez ve ortaya ¢ikan metabolit olan
25-hidroksivitamin D (25(OH)D), D vitamininin major dolasan ve depo edilen
formudur. Kandaki 25(OH)D’nin yaklasik % 88’1 vitamin D-baglayic1 proteine,
% 0,031 serbest ve geri kalani ise albumine bagl olarak dolasir. 25(OH)D’nin
yarilanma Oomrii yaklasik 2-3 haftadir; ancak nefrotik sendrom gibi durumlarda
oldugu gibi idrarla kayiplara bagh olarak vitamin D baglayici protein seviyesi
azaldiginda bu siire dramatik olarak diiser (126).

Matiir hormon olusumu icin gereken son hidroksilasyon bobrekte olusur.
25(0OH)D-1a-hidroksilaz, proksimal tiibiil hiicrelerinde bulunan sitokrom P450
benzeri karigik fonksiyonlu oksidaz ile siki bir sekilde ayarlanir. Parathormon
(PTH) bu mikrozomal enzimi uyarirken, kalsiyum ve enzimin etkisiyle olusan iiriin
(1,25(0H)2D) bunu baskilar. 25(OH)D-1a-hidroksilaz  ayrica  epidermal
keratinositlerde de bulunur, ancak 1,25(OH)2D’nin keratinosit riiniiniin bu
hormonun kandaki seviyesine katkida bulunmadigi sanilmaktadir. 1a-hidroksilaz
plasentanin trofoblastik tabakasinda bulunur ve sarkoidoz, tiiberkiiloz ve
berilyozisde oldugu gibi lenfomalarda da iiretilir. Bahsedilen bu son durumlarda,
enzim aktivitesi interferon-a ve TNF ile indiiklenir, ancak kalsiyum ya da
1,25(0OH)2D ile regiile edilmez; bu nedenle yiiksek 1,25(0OH)2D seviyesi nedeniyle
hiperkalsemi olusabilir. Sarkoidoz ile iliskili hiperkalseminin glukokortikoidler,
ketakonazol veya klorokin ile tedavisinde serum 1,25(0OH)2D diizeyinin diistiigii
gozlenmektedir (126).

Vitamin D metabolitlerinin inaktivasyonu i¢in major yolak; bircok dokuda
bulunan vitamin-D-24 hidroksilaz ile ilave hidroksilasyon asamasidir. Boylece
vitamin-D-24-hidroksilazin major indiikleyicisi olan 1,25(OH)2D  kendi

inaktivasyonunu  saglar ve bdylece biyolojik  etkilerini  sinirlandirir.
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1,25(0OH)2D’nin polar metabolitleri safraya salgilanir ve enteropatik dolagimla geri
emilir. Terminal ileum hastaliklarinda bu dolasimin bozulmasi vitamin D
metabolitlerinin hizla kaybolmasina neden olur (126). D vitamininin sentez ve

metabolizmasi Sekil 4’de gosterilmistir (127).
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Sekil 4. D vitamininin sentez ve metabolizmasi

1.9.2. 1,25(0OH)2D’nin EtkKisi

1,25(OH)2D biyolojik etkisini niikleer reseptdr siiper ailesinin bir iiyesi olan
vitamin D reseptoriine (VDR) baglanarak gosterir. Bu reseptor tiroid hormon
reseptorleri, retinoid reseptorler ve peroksizom proliferator-aktive reseptorlerin de
dahil oldugu bir alt aileye aittir. Bu alt ailenin diger iiyelerinin aksine, sadece bir
VDR izoformu izole edilmistir. VDR, retinoid X reseptorii ile birlikte bir
heterodimer olarak hedef DNA sekansina baglanir ve hedef gen ekspresyonunun
indiiksiyonu ile sonuglanan koaktivatorler serisini harekete gegirir. VDR hedef gen
ekspresyonuna neden oldugunda, ya aktive edici transkripsiyon faktorlerinin
etkisini engeller ya da transkripsiyonal olarak baskilanmasina neden olan VDR
kompleksi igin yeni proteinleri toplar (126).

Vitamin D reseptoriiniin, 1,25(OH)2D igin afinitesi, diger vitamin D
metabolitleri i¢in olan afiniteden yaklasik olarak 3 kat daha fazladir. Fizyolojik
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kosullar altinda, diger metabolitler reseptor bagimli etkiyi uyarmaz. Bununla
birlikte vitamin D toksisitesinde 25(OH)D seviyesi belirgin olarak yiikselerek VDR
ile dogrudan etkilesir ya da serum vitamin-D-baglayici proteinden 1,25(0OH)2D’yi
uzaklastirir; sonugta aktif hormon biyoyararliliginda artis olur (126).

Vitamin D reseptorii birgok hiicre ve dokuda bulunur. 1,25(OH)2D’nin
molekiiler etkisi en ¢ok mineral iyon homeostazinda yer alan dokularda
calisilmistir. Bu hormon, ince barsakta bulunan bir kalsiyum baglayic1 protein olan
ve kalsiyumun enterositlerden aktif transportunda Onemli bir rol oynadigina
inanilan calbindin 9K’ nin major indiikleyicisidir. Intestinal epitelde eksprese edilen
iki major kalsiyum tasiyicisi (ECaC ve ICaC) da vitamin D’ye duyarlidir.
1,25(0OH)2D ince barsaktaki ve bu diger genlerin ekspresyonunu indiikleyerek
intestinal kalsiyum absorbsiyonunun etkinligini arttirir (126).

Vitamin D reseptorli, osteoblastlardaki bazi genlerin ekspresyonunu
diizenler. Hedef genler; 1,25(0OH)2D ve tip | kollajen tarafindan regiile edilen
kemik matriks proteinleri, osteokalsin ve osteopontindir. 1,25(0H)2D ve PTH,
osteoklast farklilasmasina ve osteoklast aktivitesini artiran RANK (Receptor
activator of NF-kappaB) ligandinin ekspresyonunu indiiklerler (126).

Paratiroid bezde, VDR paratiroid hiicreler iizerinde antiproliferatif etki
gosterir ve PTH geninin trankripsiyonunu baskilar. 1,25(OH)2D’nin paratiroid bez
tizerindeki bu etkileri renal yetersizlik ile iliskili hiperparatiroidinin 6énlenmesi ve
tedavisine yonelik giincel tedavilerin mantigini olusturur (126).

Vitamin D reseptorii ayrica mineral iyon homeostazinda bir rolii olmayan
doku ve organlarda da eksprese edilir. Bu konu ile ilgili dikkate deger bir husus,
1,25(0OH)2D’nin keratinositler, meme kanser hiicreleri ve prostat kanser hiicreleri
gibi bazi hiicre tipleri iizerinde antiproliferatif etkileri oldugunun goézlenmesidir.
Mutant VDR ’leri olan insan ve si¢anlarda alopesi goriiliir, ancak alopesinin vitamin
D eksikliginin bir 6zelligi olmamasi reseptoriin hormondan bagimsiz etkileri
oldugunu diistindiirmektedir (126).

Vitamin D’nin farkli hiicre tiplerinde biiyimeyi engellemesi ve
diferansasyonu uyarabilmesi nedeniyle c¢esitli endokrin hastaliklarda, immiin
sistemin diizenlenmesi ve kanserden korunmada etkileri mevcuttur. Vitamin D

eksikligi ile diyabet, kanser, otoimmiin hastaliklar ve hipertansiyon arasinda iliski
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oldugu gosterilmistir (128). D vitamininin kalsiyum, fosfor ve kemik dengesi

tizerindeki etkileri diginda potansiyel pleiotropik etkileri Sekil 5’de gosterilmistir

(129).

Oirgan
Fibrozisi u

Immidnitenin ;
Duzenlenmesi
Kas
fonksivonu ﬁ
Hicrs

biiviimesi

D VITAMIMI

Albumindri
1

Podosit
sagkalima

Proliferaswon I

Glumeruloskleroz [

Apoptozis I

Sekil 5. D vitaminin kalsiyum, fosfor ve kemik dengesi tizerindeki etkileri

disinda potansiyel pleiotropik etkileri

Bu calismada patogenezinde oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigi
DM’nin, rat testis dokusunda meydana getirdigi apoptotik degisiklikler tizerine
vitamin D  ve vitamin  E’nin  iyilestirici  etkilerinin histolojik

ve TUNEL ydntemleriyle incelenmesi amacglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde, Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ile birlikte
yapildi ve calismanin etik onayi, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’ndan alindi.

2.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan en az 8 haftalik eriskin Wistar albino cinsi erkek
ratlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlar
Firat Universitesi Deneysel Arastirma Birimi (FUDAM) Hayvan Laboratuari’nda
bulunduklar1 ortamin sicakligl 22-25 °C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat
1s1k altinda ve 12 saat karanlikta takip edildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan
bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her gilin altlar1 temizlenen kafeslerde
beslendi. Yemler 6zel ¢elik kaplarda, su da paslanmaz c¢elik bilyeli biberonlarda
normal ¢esme suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasi’nda 6zel
olarak hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin
bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 9’da belirtilmistir. Ratlarin deneysel
uygulama yapilacak safhaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 9. Deney hayvanlarina verilen rat yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg B,, 2,4 mg B,, 1,2 mg Bg, 0,006
mg B,, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-
Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu,
0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.
** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.
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2.2. Diyabet indiiksiyonu

Calismanin bu kisminda kullanilacak 21 adet ratda diyabet olusturmak igin
26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle 50 mg/kg dozunda STZ (Streptozosin, Zanosar,
Pharmacia, France) intraperitoneal olarak 0,4 ml (0,1 M) sodyum-sitrat
tamponunda (pH: 4,5) cozdiiriilerek intraperitoneal enjeksiyonla tek doz olarak
uygulandi. 72 saat sonra kuyruk veninden kan alinarak, glukometre cihazindaki
6l¢timii sonucu aglik kan glukozu >250 mg/dl’yi gecen ratlar diyabetik olarak kabul
edildi. Kan sekeri 6l¢iimii Glucostix (Myles, Ekhart, IN) ile yapildi. Ratlarin aglik
kan glukoz diizeylerini saptamak i¢in kan drnekleri, 8-10 saatlik aglik sonrasinda
sabah 9-10 arasinda alindu.

2.3. Deney Gruplarimn Olusturulmasi

Deneysel calismalar, toplam 28 adet rat iizerinde gerceklestirildi. ilk
tartimlar1 yapilarak agirliklar kaydedildi. Ratlar; kontrol (Grup 1), diyabetik (Grup
I1), diyabet + vitamin D (Grup I11) ve diyabet + vitamin E (Grup IV) olmak iizere 4
gruba ayrild1.

1. Grup (n=7) Kontrol Grubu: 9 haftalik deney siiresince herhangi bir
islem yapilmadi. Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde glukoz
diizeyleri kaydedildi.

2.Grup (n=7) Diyabet Grubu: 50 mg/kg dozunda, sodyum-sitrat
tamponunda ¢dziilmiis tek doz intraperitoneal (IP) streptozotosin verilip 72 saat
sonra kuyruk veninden kan sekeri 250 mg/dl iizerinde olanlar diyabetik kabul
edildi. Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde glukoz diizeyleri
kaydedildi.

3. Grup (n=7) Diyabet + Vitamin D Grubu: 50 mg/kg dozunda, sodyum-
sitrat tamponunda ¢dziilmiis tek doz intraperitoneal (IP) streptozotosin verilip 72
saat sonra kuyruk veninden kan sekeri 250 mg/dl tizerinde olan bu hayvanlara
diyabet olusumu itibariyle 9 hafta boyunca vitamin D (DeViT-3 oral damla, Deva
Holding, Istanbul, Tiirkiye) 50 IU/kg/giin oral olarak verildi. Calismanin
baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde glukoz diizeyleri kaydedildi.

4. Grup (n=7) Diyabet + Vitamin E Grubu: 50 mg/kg dozunda, sodyum-
sitrat tamponunda ¢oziilmiis tek doz intraperitoneal (IP) streptozotosin verilip 72

saat sonra kuyruk veninden kan sekeri 250 mg/dl iizerinde olan bu hayvanlara
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diyabet olusumu itibariyle 9 hafta boyunca vitamin E (Ephynal 300 mg yumusak
kapsiil, Roche Miistahzarlar1 Sanayi Anonim Sirketi, [stanbul, Tiirkiye) 500
IU/kg/glin oral olarak verildi. Caligmanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir
sekilde glukoz diizeyleri kaydedildi.

2.4. Orneklerin Ahnmasi

Tim gruplardaki ratlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin
(75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite
edildiler. Dekapitasyonun ardindan ratlarin testis dokular1 hizla ¢ikarildi. Cikarilan
testis dokular histolojik ¢alisma i¢in bouin soliisyonunda tespit edildi.

Testis ve epididimisler yag dokularindan arindirildiktan sonra tartildi.
Eklenti bezlerinden seminal bez ile ventral prostat ¢ikarilarak tartildi.

2.4.1. Spermatolojik Muayeneler

Sag kauda epididimisteki spermler modifiye metot kullanilarak
hemositometrik yontemle sayildi. Sperm motilitesini tayin etmek igin sol kauda
epidimisteki spermler kullanildi. Bunun i¢in bir lam mikroskopunun 1sitma tablasina
yerlestirilerek sicakligmin 37 °C’ye ulagmasi saglandi. Birkag damla Tris buffer
soliisyonu [0,3 M Tris (hidroksimetil) aminometan, 0,027 M glukoz, 0,1 M sitrik asit
ve 100 ml distile su] 1sitma tablas1 iizerindeki lama damlatildiktan sonra sol kauda
epididimisten kesit yapilarak alinan ve spermatozoon ihtiva eden kiigiik bir damla
slispansiyon bu soliisyon iizerine yerlestirilip lamel yardimiyla karistirilarak homojen
bir hal almasi saglandi. Daha sonra 400’likk biiyiitmede gozle motilite ylizdesi
belirlendi. Motilite tahminleri sol kauda epididimisten aliman her 3 damla
siispansiyon i¢in 3 farkli saha incelenerek yapildi. Bu 3 farkli sahanin ortalama
degerleri, yiizde (%) motilite orani olarak hesaplandi (130).

2.5. Biyokimyasal Calisma

2.5.1. Kan Glukoz Diizeyleri

Kan glukoz diizeyleri calisma siiresince glukometre (Glucostix (Myles,
Ekhart, IN) ile olgiildii.

2.6. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan testis dokulari, boin soliisyonunda 24 saat siiresince
tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi. Musluk suyunda 24

saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip serilerinden gegirildi
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(Tablo 10). Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildii. Bu parafin bloklardan
56 wm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile
boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenip fotograflandu.

Tablo 10. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol | 30 dakika
4 % 96 Alkol Il 30 dakika
5 % 100 Alkol 1 30 dakika
6 % 100 Alkol Il 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol | 15 dakika
9 Xylol 11 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 Gomme

2.7. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptozise
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak
verilmistir (Tablo 11). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus
BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
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500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere

oranlanmasi ile apoptotik indeks (AI)’1 hesaplanda.

Tablo 11: TUNEL boyama islemi

Islem Siire
1 60°C etliv Bir gece
2 Xylol 15
dakika
3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilir.
6 1: 500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3x5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0) 3 dakika
9 PBS 3x5 dakika
10  Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
Calisma soliisyonu (% 70 pl Reaction Buffer + % 30 TdT ]
11 60 dakika
Enzyme)
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3x5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3x5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19  Distile su 5 dakika
20 9% 80, % 96 ve % 100 etil alkol 1'er dakika
21  Xylol 2x5 dakika
22  Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.

PBS (Phosphate Buffered Saline), DAB (3,3'-diaminobenzidine)
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2.8. istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler ortalama =+ standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri student t ve ANOVA testi ile belirlendi.

p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kan Glukoz Diizeyleri

Diabetes mellitus, DM + Vit D ve DM + Vit E gruplarina ait ratlarin kan
glukoz degerlerinde deneyin sonunda baslangica gore anlamli bir artis vardi
(p<0.001). Kontrol ile kiyaslandiginda DM, DM + Vit D ve DM + Vit E gruplarina
ait ratlarin kan glukoz degerlerinde deneyin sonunda anlamli bir artis vardi
(p<0.001) (Tablo 12).
Tablo 12. STZ ile deneysel DM olustugu andaki baglangic ve deney sonu kan

glukoz degerleri
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV
(Kontrol)  (DM) (DM+Vit D) (DM+Vit E)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Baslangic kan 88,71+4,02  89,57+4,58 91,85+3,12 98,71+3,19
glukozu
(mg/dl)
Deney sonu  92,42+3,97  379,42+29,96*" 32928+2531*" 367,00+26,07*"
kan glukozu
(mg/dl)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
 Ayni grupta ilk lciime gore son dlgiim karsilastirildiginda (p<0.001).
® Kontrol grubuna (Grup I) gre karsilastirildiginda (p<0.001).

3.2. Reprodiiktif Parametrelere Ait Degerler

Diabetes mellitus grubunda, kontrol grubuna gore testis, kauda epididimis,
ventral prostat agirliklari, sperm sayis1 ve motilitesi (p<0.01) ile epididimis ve
seminal bez agirliginda (p<0.001) anlamli derecede azalma mevcuttu. DM grubuyla
karsilastirildiginda DM + Vit D grubunda testis, kauda epididimis agirliklari, sperm
sayist ve motilitesi (p<0.01) ile epididimis ve seminal bez agirhiginda (p<0.001)
anlamli derecede artis saptanmigtir. DM grubuna gére DM + Vit E grubunda ise
testis agirligi ve sperm motilitesi (p<0.01) ile epididimis agirhiginda (p<0.001)
anlamli derecede artis mevcuttu. DM grubuna gére DM + Vit E grubunda, kauda
epididimis, ventral prostat ve seminal bez agirliklari ile sperm sayisinda sayisal bir

artis olmasina ragmen istatiksel bir farklilik goriilmedi. Her iki tedavi grubundaki
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(DM + Vit D ve DM + Vit E gruplar) testis agirligi ve sperm motilitesindeki
iyilesmeler hemen hemen kontrole benzerdi (Tablo 13).

Tablo 13. Reprodiiktif parametrelere ait degerler

Parametreler Kontrol DM DM +VitD DM + VitE
Testis agirhig (mg) 1383.3+76.6°  460.0+160.2° 1255.0+119.3%  1040.0+£65.0%
Epididimis agirhgi (mg) 505.0£11.5%  150.0425.18  371.6+43.3°  280.0+15.0°
Kauda epididimis agirhig (mg) 200.0+15.2%  56.7+12.0° 143.3420.3° 107.5+7.5%
Seminal bez agirlig: (mg) 690.0+49.3"  113.3+12.0®8  300.0+11.5° 125.0+5.0°
Ventral prostat agirlii (mg) 336.6+40.6*  50.0+5.7° 146.7+36.6° 70.0+10.0°
Sperm sayist . b . be
(milyon / kauca epidicimis) 99.3+14.3 10.7+8.2 51.347.6 48.5+15.5
Sperm motilitesi (%) 73.3+3.3% 20.0+10.0°  63.3+8.8° 55.0+5.0%

Veriler ortalama + SEM degerleri olarak sunulmustur.
Ayni satir igerisinde degisik a, b ve ¢; p<0.01 ve A, B ve C; p<0.001 harf tasiyan degerler arasindaki
farkliliklar istatistiki agidan anlamlidir.

3.3. Histolojik Bulgular

Tim gruplarin hematoksilen eozin boyali preparatlarinin 11k mikroskopi
altinda incelenmesi sonucu; kontrol grubunda tinea albuginea ile g¢evrili, farkli
biiyiikliiklerde, ¢ok sayida seminifer tiibiil mevcuttu. Tiibiillerde sertoli hiicrelerinin
bazal membrana dik yerlestigi ve bunlara bitisik ¢ok sayida germ hiicresinin
liimene dogru matiirasyon gosterdigi izlendi (Sekil 6).

Diabetik gruba ait kesitlerde normal tiibiil yapilar1 ile birlikte az sayida
atrofik tiiblil izlendi. Atrofik tiibiillerde hemen hemen tiim hiicreler liimene
dokiilmiis, canliligini yitirmis goriiniimdeydi. Bazi tiibiillerde belirgin 6dem mevcut
olup hiicrelerde ayrisma izlendi. Kontrol grubuna goére DM grubunda daha kalin
duvarli ve konjesyone damarlar mevcuttu. Ayrica DM grubunda germ hiicreleri
sayica azalmis ve yer yer disorganize goriiniimdeydi (Sekil 7, 8).

Diabetes mellitus + Vit D grubunda 6demin DM grubuna goére azaldigi ve
germ hiicre sayisinin bazi tiibiillerde normale yakin olacak sekilde arttig1 goriildii.

Damar yapilar1 DM’ye gore daha ince duvarli olup konjesyon azalmisti (Sekil 9).
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Diabetes mellitus + Vit E grubunda ise 6dem DM + Vit D grubundan daha
fazlaydi, ancak DM grubuna gore daha az ve fokaldi. Germ hiicre sayist DM
grubuna gore daha iyiydi, ancak DM + Vit D grubunda oldugu kadar kontrole yakin
degildi (Sekil 10).

. s %

Sekil 6. Kontrol grubu: testis dokusu histolojik goriiniimii H&E X400.

36



¥ 4 % -

Sekil 8. DM grubu: testis dokusu histolojik gdriiniimii H&EX400
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Sekil 10. DM + Vit E grubu: testis dokusu histolojik gériiniimii H&EX200
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3.4. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; testiste kontrol grubu ile kiyaslandiginda
DM grubunda apoptotik indekste anlamli bir artis vardi (p<0.05). DM + Vit D
grubu ve DM + Vit E grubu ise DM grubu ile kiyaslandiginda apoptotik indekste
anlaml1 bir azalma vardi (p<0.05) (Sekil 11, 12, 13, 14) (Tablo 14).

Sekil 11. Kontrol grubu testis dokusunda TUNEL pozitif hiicre (—) X 200
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Sekil 12. DM grubu testis dokusunda artmis TUNEL pozitif hiicreler (—)
X 200

Sekil 13. DM + Vit D grubu testis dokusunda TUNEL pozitif hiicre (—)
X 200
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Sekil 14. DM + Vit E grubu testis dokusunda TUNEL pozitif hiicre (—)
X 200

Sekil 15. TUNEL pozitif kontrol. Meme dokusu. X 200
41



Sekil 16. TUNEL negatif kontrol. X 200

Tablo 14. Apoptotik indeks (%)

Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV
(Kontrol) (DM) (DM+Vit D) (DM+VitE)
Apoptotik b b
. 0,5714+0.20 12,1429+0,34% 0,7143+0,18° 0,8571+0,14
Indeks (%)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
& Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda (p<0.05).
® Diyabetik gruba gére karsilastirildiginda (p<0.05).
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4. TARTISMA

Diabetes mellitus; insiilin sekresyonu ve/veya insiilinin etkisindeki
bozukluklardan kaynaklanan, hiperglisemi ile karakterize karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmas1 bozukluklari ve hizlanmis aterosklerozla birlikte,
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden kronik metabolik bir
hastaliktir (2).

Serbest radikaller siirekli olarak cevresel uyarilarla etkilesim ve normal
metabolik siirecin sonucu olarak viicutta fretilir. Fizyolojik sartlar altinda
antioksidanlarin biiylik bir boliimii canli ortamda serbest radikal iiretiminin
olumsuz etkilerine kars1 viicudu korurlar (18).

Deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik hastalarda serbest
oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun onemli derecede arttigi ve
oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir
(19).

Son yillarda oksidatif stresin; DM, obezite, kanser, yaslanma, inflamasyon,
norodejeneratif hastaliklar, hipertansiyon, apoptozis, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kalp yetmezligi gibi hastaliklarin patogenezinde rolii oldugu ile ilgili ¢aligmalar
yapilmistir (131).

Oksidatif stres, diyabet ve komplikasyonlarinin altinda yatan bir mekanizma
olarak degerlendirilir (18). DM’a bagl iiremedeki engel ve anormal sperm yapimi
uzun  zamandir  bilinmektedir.  Infertilite, diyabetik erkeklerde ortak
komplikasyondur (72-75).

Sperm plazma membrani, bol miktarda g¢oklu doymamis yag asitleri
icerdiginden ve sitoplazmasinda diisiik miktarda temizleyici enzimler
bulundugundan dolay1 ROS tarafindan olusturulan hasara yatkindir (132, 133).

Serbest radikallerin artis1 bu hiicrelerin membranlarindaki ¢oklu doymamis
yag asitlerinin oksidatif parcalanmasi sonucu lipid peroksidasyonunu tetikleyebilir.
Sperm lipid peroksidasyonu plazma membranlarindaki lipid matriks yapisinda
hasara yol agmakta, bu da intraseliller ATP’nin hizli kaybi ile aksonemal hasar,
sperm canliliginda azalma ve hatta bazi1 olgularda spermatogenezin tam

inhibisyonuna neden olmaktadir (134).
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Oksidatif stresin erkek infertilitesindeki 6nemi, ilk defa 1943’te Iskog
androlog John MaclLeod’un aerobik sartlarda enkiibe edilen insan
spermatazoonlarin hareketliliginin katalaz eklenmesi ile arttifin1 gostermesi ile
baslamaktadir (62). ROS’a bagli sperm hasarinin, vakalarin % 30-80’inde rol
aldigin1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur (59-61).

Testiste antioksidan durumun bozulmasi sonucu, erkek germ hiicre hattinda
DNA hasari, spermatozoada DNA hasari, testikiiler antioksidan enzim aktivitesinde
bozukluk, oksidatif stres indiiklenmesi, lipid peroksidasyonunun indiiklenmesi,
ROS temizleyicilerinin kaybi1 ve testikiler SOD ve KAT’in baskilanmasi
goriilmektedir (57).

Koksal ve ark.’nin (135) infertil hastalarda yaptiklari ¢alismada; testikiiler
dokuda meydana gelen siddetli patolojik degisikliklerin yiiksek diizeydeki lipid
peroksidasyonu ile iliskili oldugu ve infertilite ile iliskili testikiiler dejenerasyonun
olusumunda agir1 ROS iiretiminin rol oynayabilecegi gosterilmistir.

Testikiiler fonksiyon bozuklugu sonucu spermatogenez sirasinda kontrolsiiz
ve gereksiz apoptozis meydana gelmektedir. Bu nedenle, diyabetik erkeklerdeki
testikiiler fonksiyon bozuklugunun patogenezinde apoptozis ¢ok onemli bir rol
oynar (83).

Vitamin Ds, vitamin D’nin aktif metabolitidir ve degisik biyolojik olaylarda
rol oynadigi rapor edilmistir (136, 137). Vitamin D3’iin son on yilda antioksidatif
etkilere sahip oldugu gosterilmistir (138). Bundan baska vitamin D3’iin astrosit ve
karacigerde glutatyon iceren peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidatif
defans sistemlerini harekete gecirme yoluyla oksidatif stresi azalttigi rapor
edilmistir (139, 140). Lin ve ark. (141) cinko ile serebral oksidatif stres olusturmus
ve vitamin D’nin etkilerini antioksidan etkileri iyi bilinen melatonin, beta ostradiyol
ve vitamin E ile karsilastirmiglardir. Vitamin D’nin diger bahsedilen
antioksidanlardan daha etkili oldugunu ve bunun da lipid peroksidasyonunu ve
otooksidasyonu azaltici etkilerine bagl olabilecegini gostermislerdir. Wiseman ve
ark. da (138) yaptiklar1 ¢alismada vitamin D3’iin bir membran antioksidani olarak
demirin indiikledigi lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir.

Vitamin E ise ¢ok oOnemli bir antioksidan olup, lipofilik ozelliktedir.

Vitamin E, lipid peroksidasyonunun erken evrelerinde biyomembrandaki serbest
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radikal toplayict aktivitesi sonucu hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu
doymamis yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyarak, lipid
peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Vitamin E; siiperoksit,
hidroksil radikalleri, tekli oksijenleri, lipid peroksil radikalleri ve diger radikal
orneklerini indirger (125, 142).

Calismamizda STZ verilerek DM olusturulan ratlarda, oksidatif strese
duyarli olan testis dokusunda vitamin D ve vitamin E’nin koruyucu etkilerini
incelemeyi amacladik.

Calismamizda ilk olarak testislerdeki reprodiiktif parametreleri inceledik.

Diyabetik ratlarda epididimis, seminal bez ve prostat agirliginda azalma
olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur (79, 143, 144).

Calismamizda da bu bulgulara uyumlu bir sekilde testis, epidimis, kauda
epididimis, seminal bez ve ventral prostat agirliginda; DM grubunda kontrol
grubuna gore onemli derecede azalma mevcuttu. Testis ve epididimis agirliginda,
tedavi grubunda (DM + Vit D ve DM + Vit E gruplar1), DM grubuna gore istatiksel
olarak anlaml1 yiikseklik mevcuttu. Her iki tedavi grubunda da testis agirligi kontrol
grubuna benzer olarak bulunmustur.

Diabetes mellitus’a bagl reprodiiktif parametrelerdeki azalma, muhtemelen
bu organlarin biiyiimesinde en Onemli diizenleyici olan testosteronun diisiik
seviyelerde olmasina bagli olabilir (145, 146). STZ ile diyabet olusturulan
modellerde androjen reseptorlerinin testiste, epididimisde ve prostat bezinde
azaldigi  gosterilmistir  (80). Diisiilk testosteron diizeyleri ve bozulmus
spermatogenez, diyabetik hayvanlarin testislerindeki karakteristik O6zelliklerdir
(147).

Sexton ve ark. (148) diyabetik hayvanlarda LH ve testosteron diizeylerinde
diisiiklik oldugunu gostermislerdir. Seethalakshmi ve ark. (77) ise disiik
testosteron seviyesinin insiilin yokluguna ya da azligina bagl oldugunu, insiilin
tedavisi ile reprodiiktif organ agirliklarinda ve viicut agirliginda artis oldugunu
gostermislerdir.

Diyabette testislerde; epididimal sperm konsantrasyonunda diistklik,
azalmig sperm motilitesi ve anormal sperm oraninda yiikseklik daha Onceki

caligmalarda gosterilmistir (83, 149).
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1943 yilinda McLeod, oksijen radikallerinin insan spermatozoa motilitesine
toksik oldugunu gostermistir (150). Diyabetik ratlardaki testikiiler fonksiyon
bozuklugunda testis agirligi, sperm sayisi ve sperm hareketliliginin azaldigim
gosteren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (77, 79, 83).

Seethalakshmi ve ark. (147) diyabetik ratlarda insiilin tedavisi ile serum
gonadotropinlerinde, reprodiiktif agirlikta, sperm sayist ve motilitesinde artig
oldugunu gostermislerdir. Literatiir bilgilerine paralel olarak ¢calismamizda da; DM
grubu kontol grubu ile karsilastirildiginda sperm sayist ve motilitesinde anlaml
diisiiklik saptanmistir. Tedavi gruplarinda (DM + Vit D, DM + Vit E gruplar)
kontrol grubuyla benzer bulgular saptanmustir.

Sperm konsantrasyonundaki ve motilitesindeki azalma ile anormal sperm
oranindaki artig, diyabete bagli gelisen oksidatif stress ve Leydig hiicre
fonksiyonlarindaki azalma ile agiklanabilir (149, 151). Tedavi gruplarinda
belirledigimiz kontrol grubuna benzer bulgular muhtemelen vitamin D ve vitamin
E’nin antioksidan etkileri ile oksidatif stresi engellemesine bagli olabilir.

Hamden ve ark. (152) diyabetik ratlarda yaptiklari ¢alismada vitamin D’nin
testosteron ve 17 beta-6stradiol diizeylerini arttirdigini ve oksidatif stres, hiicresel
hasar, sperm motilitesi ve sayisi iizerine koruyucu etkilerini géstermislerdir.

Vitamin E’nin testisdeki antioksidan etkilerini gosteren c¢alismalarda;
Obianime ve ark. ratlarda yaptiklari ¢aligmada, kadmiyumun testislerdeki toksik
etkisinin vitamin E ile engellendigini ve bunun da vitamin E’nin antioksidan
Ozelligine bagli olabilecegini gostermislerdir (153). Benzer bir sekilde; Sonmez ve
ark. (154) homosisteinin diyabetik rat testislerinde neden oldugu olumsuz etkilere
kars1 melatonin ve Vit E’nin antioksidan enzim aktivitelerine, testosteron
diizeylerine, sperm sayisi ve motilitesine olumlu etkilerini gostermislerdir.

Diyabetik erkeklerdeki testikiiler disfonksiyonun patogenezinde, artmis
apoptozis dnemli bir rol oynamaktadir (83).

Programli hiicre Oliimii olarak adlandirilan apoptozis, hiicrelerin
proliferasyon ve diferansiyasyonu sirasinda ortadan kaldirilmasinda rol alan bir
Oliim seklidir. Apoptozis normal spermatogenezde dnemli rol oynar. Testis ¢evresel

faktorlere bagli hiicresel hasara karsi hassastir. DM, iskemi, hipertermi ve
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radyasyon gibi fizyolojik olmayan stres durumlarinda germ hiicrelerinde apoptozis
goriilebilmektedir (155).

Diyabete bagli apoptozisin mekanizmasi net degildir. Ancak giinlimiizdeki
calismalar oksidatif stresin apoptozise neden olabilecegini gostermektedir (156,
157).

Oksidatif stres apoptozisin uyarilmasinda giiglii bir mediatordiir.
Apoptozisde mitokondriya énemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif stres tarafindan
olusturulan mitokondriyal hasar ile sitokrom c¢ salinimi olmakta ve sonrasinda
olusan kaspaz aktivasyonu ile apoptotik hiicre 6liimii gergeklesmektedir (158).

Apoptotik hiicre 6liimii, Bcl-2 ailesinden proteinler ve kaspazlarin rol aldigi
apoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile diizenlenmektedir. Bcl-2 ve Bcl-XL
hiicre 6limiinii engelleyen anti-apoptotik faktorler olup, Bax ve Bad ise hiicre
oliimiine neden olan pro-apoptotik faktorlerdir (147). STZ ile diyabet olusturulan
hayvanlarda germ hiicrelerinde apoptosizde artis oldugunu gosterenler galismalar
mevcuttur (82, 83).

Sinha Hikim ve Swerdloff (159) LH ve testosteron diizeylerindeki
azalmanin testisdeki germ hiicrelerinde apoptozisi uyardigini belirtmislerdir. Zhao
ve ark. (160) antioksidan ozelligi iyi bilinen N-asetil sistein (NAC)’in diyabete
bagli olusan apoptotik hiicre Oliimiiniine karsi koruyucu etkisinin oldugunu
gostermislerdir.

Calismamizda apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in TUNEL yontemi ile
boyanan preparatlarin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; testiste kontrol
grubu ile kiyaslandiginda DM grubunda apoptotik indekste anlamli bir artig vardi.
DM + Vit D grubu ve DM + Vit E grubu ise DM grubu ile kiyaslandiginda
apoptotik indekste anlamli bir azalma vardi. Bu da mutemelen Vit D ve Vit E’nin
antioksidan ozellikleri nedeniyle bagli olarak oksidatif streste azalmaya yol acarak
apoptozisi engellemesine bagli olabilir.

Hamden ve ark.’nin (161) diyabetik ratlarda yaptiklar1 ¢caligmada; Vit D’nin
pankreas, karaciger ve bobrekte hiperglisemi, oksidatif stres ve hiicre hasarini
inhibe ettigini belirtmislerdir. Antioksidan kapasitesinin ise antioksidan sistemde

anahtar rol alan G6PDH enziminin gen ekspresyonunu arttirarak ve yine insiilin
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seviyesinde ve sensitivitesinde gerekli olan Ostrojen ve testosteron diizeylerinde
artis yoluyla olustugunu belirtmislerdir.

Petra ve ark.’nin (162) primer insan keratinositlerinde yaptiklar1 ¢alismada
ise, vitamin D’nin antiapoptotik genlerde artisa yol agarak apoptozisi engelledigi
gosterilmistir.  Vitamin Ds’lin oksidatif stresi azaltarak koruyucu etkinligini
gosteren diger ¢aligmalarda ise; Garcion ve ark. (139) ile Sardar ve ark. (140)
yaptiklar1 calismada vitamin Dj3’tin iNOS aktivitesini distirdiiginii ve boylece
primer rat astrositlerindeki serbest radikal olusumunu azaltarak peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz gibi antioksidatif defans sistemlerini harekete gecirme yoluyla
oksidatif stresi engelledigini rapor etmislerdir.

Bir baska calismada Bo-Ying-Bao ve ark. (163) malign olmayan prostat
hiicrelerinde, vitamin Dj’iin dokularda rediiktan bir madde oldugu bilinen ve
oksidatif strese kars1 koruyucu &zelligi olan G6PDH ekspresyonunda artisa yol
acarak antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.

Vitamin E’nin antioksidan etkileri ile ilgili calismalarda ise; Ustiiner ve ark.
(164) diyabetik ratlarda yaptiklar1 ¢calismada Vit E verilen grupta diyabet grubuna
gore antioksidan enzimlerde artisa yol acgarak, apoptozisde azalma meydana
getirdigini ve boylece Vit E’nin mesane tiroepitelyal hiicrelerinde koruyucu etkileri
oldugunu gostermislerdir. Cipollone ve ark. (165) diyabetik hastalarda yaptiklari
caligmada, diyabetik nefropatide artmis oksidatif strese bagli olarak antiapoptotik
gen olan Bcl-2 de azalma meydana geldigini ve Vit E ile Bcl-2’de artis oldugunu
gostermislerdir. Dallak ve ark. da (166) diyabetik ratlarda yaptiklar1 ¢aligmada
oksidatif stres ve apoptozise bagli kalpte fonksiyonel ve yapisal degisikler
oldugunu ve bu degisiklerin insiilin ve Vit E ile onemli derecede diizeldigini
gostermislerdir.

Yapilan galigsmalarda antioksidanlarin deneysel diyabette testisleri oksidatif
strese karsi koruduklar1 gosterilmistir. Infertil erkeklerin antioksidan tedavilerle
sperm motilitesi ve DNA hasarinda iyilesmeler oldugunu gosteren g¢aligmalar
mevcuttur (167-170).

Bu ¢alismada STZ verilen ratlarda testis dokusunda hiicresel hasar olustugu
ve DM’nin oksidatif hasar ile apoptozise neden oldugu gozlenmistir. Calismamizda

DM’nin olusturdugu oksidatif hasar1 engellemek i¢in verilen Vit D ve Vit E’nin,
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testislerdeki oksidatif strese bagli gelisen apoptozise karst koruyucu etkileri
oldugunu diistindiirmektedir.

Sonug olarak; DM’ nin olusturdugu hiicre hasarina bagli gelisen testikiiler
fonksiyon bozukluklarina karsi Vit D ve Vit E’nin koruyucu etkilerinin olmasinin
gosterilmesi diyabetin komplikasyonlari agisindan ele alindiginda 6nemli bir bakis
acist kazandirabilecektir. Gelecekte daha ileri ve ayrintili ¢alismalarla, diyabette
Vit D ve Vit E ile iliskili patofizyolojik mekanizmalar aydinlatilabildigi takdirde,
diyabetin komplikasyonlarini onlemek amaciyla yeni tedavi yaklasimlari da

denenebilecektir.
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