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1.0ZET

Amag: Diabetes mellitus (DM), mikrovaskiller 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 bozukluklart ortaya
cikmaktadir. N-Asetilsistein (NAS), stlfidril grubu igeren bir molekil olup
antioksidan 6zellik géstermektedir.

Bu c¢aligmada, streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet
modelinde NAS’in, sigan testis dokusundaki apoptotik degisiklikler ve Transient
Reseptor Potansiyel Melastatin2 (TRPM2) kanal ekspresyonuna etkilerinin
incelenmesi amacglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Caligmada, 28 adet 8-10 haftalik Wistar albino cinsi erkek
siganlar kullanildi. Deney hayvanlar her grupta 7 hayvan olacak bigimde 4 gruba
ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresi olan 8 hafta boyunca herhangi bir uygulama
yaptimadi. NAS grubuna 100mg/kg/giin NAS intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandi. Diyabet grubuna tek doz 50 mg/kg streptozotosin (STZ) fosfat-sitrat
tamponunda ¢ozdiirtilerek 1.p olarak uygulandi. Diyabet + NAS grubuna ise 50
mg/kg STZ i.p olarak uygulanmasindan sonra diyabetin olusumunu takiben NAS
100 mg/kg/glin i.p olarak verildi. Deney sonunda siganlar anestezi altinda
dekapite edildi ve testis dokulart ¢ikartildi. MDA ve TRPM2 mRNA diizeyleri
igin testis dokulari c¢alismanin sonuna kadar —80°C’de sakland. Histolojik
calisma i¢in rutin takip islemi ile dokular parafin bloklara gémiildii. Bloklardan
alinan kesitlere apoptotik hiicrelerin belirlenmesi icin TUNEL metodu, TRPM2

imminreaktivitesi i¢in avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi.



Bulgular: Caligmamizda kontrol grubu ile NAS grubu arasinda bakilan

parametrelerde anlamli bir farklilik yoktu. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
diyabetik grupta MDA ve apoptozis anlamli olarak artmig iken TRPM2 seviyesi
azalmisti. Diyabetik grup ile karsilastirildiginda Diyabet + NAS grubunda ise
MDA ve apoptozis anlamli olarak azalmis iken TRPM2 seviyesi artmustu.

Sonu¢: Sonug olarak, deneysel diyabetin testis dokusunda MDA ve apoptotik
hiicreleri arttirdigi, TRPM2 seviyelerini azalttigs, tedavi olarak verilen NAS’m
MDA ve apoptotik hiicreleri azalttigi goriildi. Diyabetin testis dokusunu
etkilemesinin patofizyolojisindeki roliintin aydinlatilabilmesi igin gelecekte farkl
deneysel diyabet siireleriyle yapilacak ¢aligmalara ihtiyag oldugu kanaatine

vartlmistir.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, NAS, Testis, TRPM2, Sican.



2. ABSTRACT

EFFECTS OF N-ACETYLCYSTEINE ON EXPRESSION OF
TRANSIENT RECEPTOR POTENTIiAL MELASTATIN2 (TRPM2)
CHANNELS IN DIABETIC RAT TESTICULAR TiSSUE
Objective: Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease characterized
by microvascular and macrovascular complications. At diabetic males, apoptosis
increases at germ cells in testes due to increased oxidative stress and testicular
dysfunctions occurs. N-acetylcysteine (NAC), is a molecule containing sulthydryl
groups exhibits antioxidant properties.

The aim of this study is determine the effects of NAC on apoptotic
changes and transient receptor potential melastatin 2 (TRPM2) expression in the
rat testis tissue at STZ induced DM.

Material and Method: We used 28 male 8-10 weeks old Wistar albino rats. Rats
were divided into 4 groups each contains 7 rats. No application was made to
control group 8 weeks. To NAS group, 100mgkg NAC was enjected
intraperitoneally (ip) . To diabetic group 50 mg/kg streptozocin (STZ) that was
dissolved in phosphate-citrate buffer was injected. In diabetes + NAC group, 50
mg/kg STZ was injected and NAC was given 100 mg/kg/day orally after
confirmed of diabetes. Finally rats were decapitated and testis tissues were
removed. For MDA and TRPM2 mRNA levels, the testicular tissues were stored
at 80 C until the end of study. With routine procedures, tissues were embedded in
paraphine blockes. For detecting apoptotic cells TUNEL method and for TRPM2
immunreactivity ‘‘avidin-biotin-peroxidase’’” method was applied.

Results: In our study there were no significant differences about analyzed

parameters between NAC group and the control group. Compared with control



group MDA and apoptosis were increased significantly at diabetic group but

TRPM2 levels were decreased. Compared with diabetic group MDA and
apoptosis were decreased significantly at diabet+NAS group but TRPM2 levels
were increased.

Conclusion: As a result, experimental diabetes increases MDA and apoptotic
cells, decreases TRPM2 levels at testis tissue, administration of NAC as treatment
decreases MDA and apoptotic cells. We concluded, more experimental studies
with different duration of diabetes are needed to clarify the effects of diabetes in
the pathophysiology of testicular tissue damage.

Key words: Diabetes mellitus, NAC Testis, TRPM2, Rat



3. GIRIS

3.1. Testis Anatomisi

Testis skrotum i¢inde yer alan erkek tireme hiicrelerinin yapildig: bir ¢ift
organdir. Testisler elips seklinde olup skrotum iginde oblik pozisyonda durmakta
olup iist ucu 6ne ve diga alt ucu ise arkaya ve éne dogru bakar. Testislerin facies
medialis ve facies lateralis adi verilen iki yiizii, margo anterior ve margo posterior
olmak iizere iki kenar1 exremitas superior ve exremitas inferior adi verilen iki ucu
vardir. Testisler funiculus spermaticus araciligiyla skrotum iginde asili
durumdadir (1). Testisler yanlardan basik oval sekildedir 4,5 ¢m boy, 2.5 cm
genislik, 3 cm anteroposterior ¢ap gosterir. Her biri 10-14 gr aguwhiginda olan
testislerden sol taraftaki saga gore genelde lcm daha asagida bulunur. Testisler,
distan ige dogru olmak iizere tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica
vasculosa olmak tizere li¢ tabaka ile sarilirlar (2).

Tunika albuginea’nin iizerinde peritonun uzantisi olan tunika vaginalis yer
almaktadir. Tunika vaginalis iki yaprakhidir. Anteriorda, testise yakin olan ve
epididimi ¢evreleyen kismina viseral tabaka, daha dista yer alan kismuna ise
paryetal tabaka adi verilir. Testis, tunika albuginea adi verilen kompakt bag
dokusu ile gevrelenmigstir. Bu tabaka; fibroblastlar ve kollajenden yogun bir
yapidadir. Tunika albuginea’mmn altinda nispeten daha gevsek bag dokusu

yapisinda, tunika vaskulosa adi verilen damarsal bir tabaka yer alir.
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Sekil 1 Insan testisinin midsagittal kesiti (3).

Burada tunika albugineanin i¢ yiiziinden ¢ikan fibroz septalar testisi
yaklagik 250 adet, piramit bi¢imli lobiillere ayirir. Herbir lobiilin i¢inde 1 ile 4
arasinda degisen sayida kivrimli seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller ise
rete testis diye isimlendirilen kanal agna agilirlar. Rete testis, mediastinum
testis’in iist béliimiinde sayilar1 12 ile 15 arasinda degisen kanallar gekline
déniisiir. Ductuli efferentes testis denilen bu kanallar, testis’in arka kenarinn iist
kisminda, tunica albuginea’y: delerek disar ¢ikarlar (4).

Duktus deferens, duktus deferensin arter ve veni, testikiiler arter, “plexus
pampiniformis”, “plexus deferentialis”, “processus vaginalis peritonei”,
“musculus cremaster”, “arteria cremasterica”, “vena cremasterica”, lenf damarlari,
ilioinguinal sinir ve genitofemoral 4 sinirin genital dallarindan Spermatik kord
olusur. Bu yapilar gevsek bir bag dokusu ile birbirlerine baglanmistir. Spermatik

kordu dista ise kas lifleri ve “fascia spermatica externa”, “fascia cremasterica”,

“fascia spermatica interna” adi verilen zarlar gevrelemistir (5).



Bobrek arterinin 2-3 cm altindan aortanin 6n yiizinden ¢ikar testikiler bir

arterdir. testikuler arter egimli bir sekilde ilerleyerek testisin arka yliziinden tunica
albugineay1 tekli veya dallara ayrilmis bir halde gegmekte olup daha sonra bu
dallarda  kollara  ayrilarak  seminifer tiibiller arasindaki arteriolleri
olusturmaktadir. Epididimal arterler ve kremasterik vazallarla testikiiler arterin bir
cok bolgede birlestigi goriilmustiir. Bu arterler Testisin  vendz drenaji
baslamaktada olup testis digindaki “plexus pampiniformis”i meydana
getirmektedir. Testislerdeki bu venlerin ¢ogu i¢ kasik halkasi seviyesinde
birlesmektedir (6). Sag bdbrek veninin 4-5 cm kadar altindan vena kava inferiora
Sag testikiiler ven agilirken, sol testikiiler ven ise sol bobrek venine agilir. Testisin
innervasyonu asil olarak ve Tunika albugineanmn disinda bulunan sinirler kan
damarlanyla Dbirlikte interstisyuma ulasirlar. Sinirsel ileti\ agl sempatik
postganglionik ve viseral afferent sinirlerin yardimiyla gergeklesmektedir. Testis
lenfatikleri, seminifer tiibiillerin ¢evresindeki lenfatik kapilerlerle interlobiiler
septadan testis lenfatiklerini baglatmaktadir. Daha sonra spermatik kordu takip

ederek paraaortik, interaortokaval ve perikaval lenf digtimlerine agilmaktadir (6).

3.2.Testis Embriyolojisi
Gonadlarin ana yapisini posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu,
mezodermal epitel ve embriyonik bag dokusu olusturmaktadir. X kromozumuna
sahip oositin X veya Y kromozomuna sahip bir sperm tarafindan déllenmesine

bagl olarak embriyonun kromozomal ve genetik yapisi belirlenir.



Yedinci haftaya kadar gelisimini siirdiiren gonadlar XX veya XY

kromozom yapisinda olsa bile gonadlarin goriinimleri bakimindan birbirlerinden
ayurt edilmesi oldukga gii¢ oldugundan yedinci haftaya kadar ki gonadlara
farklanmamis gonadlar adi verilmektedir (7). Bezin yiizey epitelinden gelisen
sertoli hiicreleri ve primitif germ hiicrelerinin olusturdugu testié kordonlar1 4.
aydan itibaren at nali seklini alir. Kordonlarin farklilagmasiyla birlikte kékenini
mezensim dokudan alan leydig hiicreleri gelismeye baglar ve gestasyonun 8.
Haftasindan itibaren testosteron sentezini gergeklestirir. Testis kordonlar: puperte
dénemine kadar kati ve sert bir haldedir Puberte dénemiyle birlikte kordonlarn
limene agilmasiyla seminifer tiibiiller haline gelirler ve daha sonra rete testis
tibiilleriye ile birlegserek duktuli eferentislere girerler.

Testisler ve mezonefroz karin arka duvarma 2. Ay soununda irogenital
mezenterler yardimiyla baglanir. Bu baglar zamanla mezonefrozun dejenere
olmastyla gonadin mezenteri haline gelmektedir. Testislerin inisini kontrol eden
basmaklar heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsada normalde testisler
gestasyonun yaklagik 12. haftasinda inguinal bélgeye gelir, 28. haftada inguinal

kanaldan gegerek 33. haftada skrotuma ulasirlar (8,9).

3.3.Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi testisler genital kanallar yardime1 b¢zle1‘ ve penisten
olusur. Testislerin bashca iki gorevi hormon ve spermatozoon iretmektedir.
Testiste iiretilen baslica hormon testosteron olmakla birlikte erkek fizyolojisi igin

hem testosteron hemde metaboliti olan dihidrotestosteron gereklidir.
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Spermatogenez, embriyo ve fetlisiin gelisimi sirasinda cinsel farklilasmada

gonadotropin salgisinin kontrolii i¢in 6nemlidir. Dihidrotestosteron, ergenlik
(puperte) ve eriskinlik c¢aglarinda pek ¢ok organ ve doku ftizerinde etkilidir.
Genital kanallar ve yardimct bezler, diz kas kasilmalarimnin da yardimi ile
spermatozoonlart disartya striikleyen salgilar Gretir. Bu salgilar aym1 zamanda
erkek iireme sistemi iginde bulunan spermatozoonlara gerekli besinleri saglarlar.
Spermatozoonlar ile birlikte genital kanallar ve yardimci bezlerin salgisi, penis
yoluyla disi tireme sistemine birakilan semen’i olusturur (10). Skrotum iginde yer
alan testisler, distan {i¢ tabakal kalin bir kapsiil ile kusatilmistir. Kapsiiliin dis

tabakas1 tunika vajinalis, orta tabakasi tunika albuginea ve i¢ tabakasi tunika

vaskuloza olarak isimlendirilir (11).
Testisler karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler.
Fetiisiin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum iginde spermatik kordonlarin
ucglarmda asili olarak bulunurlar. Skrotuma dogru gergeklestirdikleri bu gog
nedeniyle tunika vajinalis ad1 verilen ve peritondan gelismis olan serdz bir kese
tasir. Tunika vajinalis dista paryetal igte ise viseral bir tabakadan olusur ve testisin
on ve yan kisimlarinda tunika albugineayr orter. Skrotum, testislerin karin
icindekinden daha disiik bir 1sida tutulmarmda ¢nemli bir rol oynar. Tunica
albuginea, testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi olusturur. Bezin

icine dogru uzanan fibréz septalar bu yapiy1 testikiiler lobuller denilen yaklasik

250 adet pramidal boélmeye aywiwr. Bu uzantilar tam degildir ve bdlmeler

cogunlukla birbirleriye iligkilidir.



Her lobulde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 seminifer tiibiil yer alir bu bag

dokusu bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicreleri (leydig
hiicreleri) icerir. Seminifer tiibiiller erkek tireme hiicreleri olan spermatozoonlari

iiretirken intertisyel hiicreler ise testikiiler androjenleri salgilarlar (10).
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Sekil 2. Erkek genital sistem semasi (12).

Her bir testis tunika albuginea adi verilen kalin bir bag dokusu kilifi ile
sarihh olup i¢ kismu tunika vaskuloza adi verilen damardan zengin gevsek bag
dokusu ile ¢evrelenmistir. Bag doku tunika vaskulozadan testisin i¢ kismina dogru
intertisyel bag doku adi verilen uzantilar verir. Interstisyel bag doku seminifer
tilbiilleri sarar, birbirine baglar ve onlara desteklik eder (13). Testisin en ig
katmam olan tunika vaskiilosadan koken alan interstitial doku testis hacminin
yaklasik %34’iinii olugturmakta olup fibroblast, makrofaj, mast hiicreleri gibi bag
doku elemanlarim ihtiva etmektedir. Bu bag dokusu hiicreleri arasinda endokrin

hiicreler ve testosteron sentezinden sorumlu leydig hiicreleri bulunmaktadir (14).



3.3.1.Seminifer Tiibiiller

Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde iiretilir. Her testiste yaklagik 250-
1000 seminifer tiibiil bulunur. Her seminifer tiibiil karmagik yapida ¢ok kath bir
epitel ile doselidir. Yaklasik boyutlar1 150-250 pum capinda, 30-70 cm
uzunlugundadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklagik 250 metredir.
Tibiller kivrimlidir ve baslangicta kér ucludur. Sonlanirken liimen daralir ve diiz
tiibiiller veya tubulu rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eder. Bu
diiz tiibiller rete testis denilen ve epitel ile doseli kanallarin olusturdurdugu bir
boliime baglanmasi ile sonlanir. Anastomoz yapan rete testis kanallar1 yaklagik
10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina baglanmagtir (10).

Her bir seminifer tiibiiliin duvari ince bag doku tabakasi, tunika propria ve
kalin seminiferdz epitelden (germinatif epitel) olugmustur. Tunika propria ve
germinatif epitel birbirinden bazal lamina ile ayrilmiglardir. Bag dokusunun
arasinda ¢cogunlukla fibroblastlar yerlesmis olup ince ag seklinde tip 1 kollagen

demetler igermektedir (11).

Sekil 3. Testisin genel histolojik yapist 1- Seminifer tiibul 2-Bag dokusu

3- Tunika albuginea (hemotoksilen-eozin) (15).



Germinatif epitel esas iki hiicre toplulugundan: sertoli hiicreleri ve
maturasyonun cesitli evrelerinde olan spermatogenik hiicrelerden olusur. Sertoli
hiicreleri puberteye kadar germinatif epitelin dominant hiicre tipidir. Puberteden
sonra, seminifer tiibiilleri déseyen hiicrelerin yaklasik %10‘unu olusturur (16).
Farkli olgunlagsma doneminde olan spermatogenik hiicreler germinatif epitelin
biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Bazal lamina ile direk baglantili olan hiicreler,
diploid kromozoma sahip spermatogonyumlar iken, adliiminal kompartmanda
bulunan hiicreler ise gelismekte olan primer spermatosit, sekonder spermatosit,
spermatid ve spermatozondan olusur (14).

Spermatogenik seri hiicreleri hiicreleri 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir;
islevleri spermatozoonlart Uretmektir. Spermatozoon {iiretimi spermatogenez
olarak adlandirilir. Bu siire¢ mitoz ve mayoz hiicre béliinmeleri icerirmekte olup

spermatozonlara farklilagir; bu agama spermiyogenez olarak adlandirilir (10).

Sitoplazmik kopruler
N T————=Frken spermatidler

/

Gec
Spermatidler

Sekonder
spermatositler

Gec spermatidle;

_ Primer
spermatositler

_Spermatogonyum

Intertisyel hucreler

Sekil 4. Cevreleyen doku ile birlikte semnifer tiibiiliin bir pargas1 (17).
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3.3.2. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatozoon Uretim siirecidir. Siire¢ ilkel primitif bir
germ hiicresi olan spermatogonyum ile baslar. Spermatogonyum, yaklasik 12 pum
capinda, bazal laminanin hemen istiinde yer alan kiigiik bir hiicredir. Cinsel
olgunluk ¢aginda spermatogonyum hiicreleri mitoz bélinmeyle ¢ogalmaya baglar
ve yeni hiicreler olusur. Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilir: A tipi
spermatogonyumlar olarak da adlandirilan kék hiicreler olarak bolinmeyi
stirdiirebilir ya da devam eden mitotik sikluslar boyunca farklilasarak B tipi
spermatogonyumlart olustururlar.

B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere faklilagan &nciil
(progenitor) hiicrelerdir. Primer spermatositler 46 kromozom (44+ XY) ve 4N
DNA (Deoksiriboniikleik Asit) igerir (N haploid kromozom sayismi insanlarda 23
kromozomu ya da bu kromozomlardaki DNA miktarini gosterir). Olusmalarindan
hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz bdéliinmenin profazina girerler. Bu
béliinmenin profaz asamast yaklasik 22 giin stirdiigiinden, kesitlerde goziiken
spermatositlerin ¢ogu bu asamada olacaktir.

Primer spermatositler spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridir ve
niikleouslannda kangal olusturma stirecinin degisik safhalarinda kromozomlarin
bulunmas: ile tanmir. Birinci mayoz bolinmeden sonra sekonder spermatositler
olarak adlandirilan ve yalmzca 23 kromozom (22 + X veya 22+ Y) igeren daha
kiiciik hiicrelerden olusur (14). Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin
bolinmesi 23 kromozom igeren iki hiicrenin spermatositlerin olusmasiyla

sonuglanir.
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Sbermatositlerde birinci ve ikinci mayoz bolinmeler arasinda S fazi
goriilmedigi i¢in ikinci bolinmeden sonra her hiicredeki DNA miktari yariya iner
ve haploid hiicreler meydana gelir boylece mayoz bélinme siirecinin sonunda
haploid sayida kromozom igeren hiicreler olugur. Déllenme ile bu hiicreler normal

diploid sayiya donerler (11).

Sekil 5. Seminifer tiibiiliin genel goriiniimii (Hematoksilen-Eosin)

1-Seminifer tubul, ZQ‘Spennatogonyum, 3- Primer spermatositler, 4- Sekonder
spermatositler, 5—Spermatidler, 6- Interstitial konnektif doku, 7- Leydig hiicreleri
(hemotoksilen eozin boyandi) (15).

3.3.3.Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon liretiminin son asamasi ve spermatidlerin,
erkek DNA’sma ovuma aktarmak icin son derece Ozellesmis hiicreler olan
spermatozoona doniisme siirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi gergeklesmez.
Spermatidler kﬁgﬁ}( boyutlar1 (7-8 pm capta) yogunlasmis kromatin bolgeleri

igeren nitkleuslar ile ayirt edilebilirler.
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Seminifer ttbillerde limen yakininda yerlesmislerdir. Spermiyogenez,
akrozom olusumu, nitkleus yogunlagmasini ve uzamasini flagellum gelismesini ve
sitoplazmanin ¢ogunun kaybolmasini igeren karmasik bir siiregtir. Sonugta daha
sonra seminifer tlibiill limenine salman olgun spermatozoon olusur.
Spermiyogenez golgi faz1 akrozomal faz ve matiirasyon fazi olmak tizere 3 gruba

ayrilabilir (10).

3.3.4.Sertoli Hiicreleri

Prizmatik sekile sahip sertoli hiicreleri bazal laminadan seminifer tiibiil
limenine dogru uzanti1 yapmaktadir. Lateral mebranlart arasinda bulunan okludens
baglantilart vasitasiyla sertoli hiicreleri seminifer tiibiil limenini iki bolime
aywrirlar. Bu bélmelerden biri genis olup adluminal kompartman admi alirken
diger dar olan bolim ise bazal kompartman admi almistir. Sertoli hiicrelerin
bazolateral okludens baglantilart farklt kromozom sayisina sahip germ
hiicrelerinin immun sistemde reaksiyon olusturmasini engellemekte ve kan testis
bariyerini olusturmaktadir. Ayrica sertoli hiicreleri spermatik hticreleri korumakta,
desteklemekte ve beslenmesinde rol oynamaktadir.

Spermiyogenezin sonunda olusan reziduel cisimler sertoli hicreleri
tarafindan fagosite edilmekte olup, androjen baglayici protein (ABP) sentezlemesi
seminifer tibiillerde testosteron miktarini artirmaktadir. Sertoli hiicrelerinde
inhibin sentezlenmesine bagli olarak 6n hipofizden salgilanan f6likil uyarica
hormonu (FSH) baskilamaktir. Sertoli hiicrelerinin etkili oldugu bir baska olay ise

embriyogenez doéneminde anti miillerian hormonu (AMH) sentezleyerek disi
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reprodiiktif sistemin onciilii olan miller kanalinin baskilanmasi erkekte genital

kanallarin geligimine yardimci olmaktadir (14).

Sekil 6. Seminifer tiibiiliin genel goriiniimii ve Sertoli hiicreleri hiicreleri
1-Seminifer tiibiil 2- Spermatogonium 3-Birincil spermatositler 4~ Tkincil
spermatositler 5-Spermatid 6- Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdekleri 7- Leydig hiicreleri
(hemotoksilen eozin boyandi) (15).
3.3.5. Interstisyel Doku ve Leydig Hiicreleri
Testisin intertisyel dokusu, androjen {iretimi acisindan OGnemlidir.
Testislerde seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kan ve
lenf damarlariyla doldurulmustur. Testikiiler kapiller bélmeli ve kan proteinleri
gibi makro molekiillerin gecisine izin vermektedir. Bag dokusu cesitli tipte
hiicreler igerir; bunlar arasinda fibroblastlar, farklilagsmamis bag dokusu hiicreleri,
mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Ergenlikle birlikte bir bagka hiicre tipi olan

leydig hiicreleri islevsel olarak daha belirgin bir hale gelir.
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Oval veya ¢okgen sekilde goriilen leydig hiicrelerinin sitoplazmalari,
eozinofilik ve lipit bakimindan olduk¢a zengindir ayrica sitoplazmalarinda
lipofuksin pigmenti ve cubuk seklinde sitoplazmik kristaller olan reinke
kristalleride bulunmaktadir cekirdekleri merkezde olup; mitokondrilerinde ve
endoplazmik retikulumlar (E.R) da bulunan 6zel enzimler sayesinde testosteron
tretimini gergeklestirir. Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenen testosteron,
embriyonik gelisim, seksliel olgunlagsma ve iireme fonksiyonu i¢in elzemdir.
Leydig hiicreleri fetal hayatin beginci ayindan itibaren inaktif hale geldiginden
dolay1 fibroblastlardan aymrt etmek olduk¢a zordur. Ancak puberte ile birlikte
gonadotropik stimiilasyona ugrayan leydig hiicreleri bu kez yagsam boyu androjen

salgilayan hiicreler haline gelirler ve aktif kalirlar (18).

Sekil 7. Seminifer tlibiiliin genel gériiniimii ve Leydig hiicreleri

1-Seminifer tubul, 2-Spermatogonyum, 3- Primer spermatositler, 4-
Sekonder spermatositler, 5— Spermatidler, 6— Sertoli hiicreleri, 7- Leydig hiicreleri

(hemotoksilen eozin boyandi) (15).
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3.4.Testis Fizyolojisi

Hipotalamustan salinan gonadotropin-serbestlestirici hormon (GnRH), 6n
hipofiz bezini uyararak, testislerden testosteron sentezini saglayan Luteinizan
Hormonunu (LH) aktive etmektedir. Bu durum spermatogenezi etkileyerek
spermatidlerin spermlere dontsiimiinti saglayan sertoli hiicrelerini uyaran FSH
salgilanmasina neden olmaktadir. GnRH hormonu erkek ve kadinlarda cinsel
fonksiyonlarin diizenlenmesinde etkilidir. Spermatogenezin hormonal dengesinde
FSH ile birlikte birka¢ hormonda rol oynamaktadir.

On hipofiz bezinden salgilanan LH hormonu leydig hiicreleri iizerinde
meydana getirdigi etkiye bagli olarak testosteron hormonunun sentezini meydana
getirmekte ve boylece germinatif hiicrelerin fizyolojik islevlerini, yani bliyiime ve
boliinmelerini  saglamaktadir. Spermatogoniumlarin daha erken evrelerde
boliinmesini saglayan ve testislerin metabolizmasini diizenleyen biiyiime hormonu
(GH) spermatogenezin hormonal dengesinin kontroliinde 6nemli olan diger bir
hormon olup sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen inhibin hormonu da FSH
saliniminm1  baskilayarak negatif fedback olusturdugundan spermatogenezin
kontrolunda 6nemli bi rol oynamaktadir. Ayrica gebelik siiresince LH benzeri
etkiye gOsteren ve plasentadan salinan insan koryonik gonadotropin hormonu
(hCG) erkek fetiiste cinsiyet organinin gelismesine vyardimci olarak

spermatogenezde etkilidir (19).
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3.5.Diabetes Mellitus

Heterojen bir metabolizma bozuklugu olan diabetes mellitus (DM)
hiperglisemi ile karakterize edilmektedir (20). Insiilin sekresyonu veya insiilinin
etkisindeki bozukluklardan kaynaklanmaktadir. DM; karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmas1 bozukluklart ile hizlanmis aterosklerozla birlikte,
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar ile seyreden kronik metabolik
bir hastaliktir (21). Anjiopati, kardiyomiyopati, norapati, nefropati ve retinopati
DM’nin ileri donem komplikasyonlaridir (22).

Diyabetteki kronik hiperglisemi 6zellikle gozler, bébrekler, sinirler, kalp
ve kan damarlar gibi bazi organlarda uzun dénemde hasar, disfonksiyon ve
yetmezlige neden olur. Belirgin hipergliseminin semptomlar1 politiri, polidipsi,
kilo kaybi, bazen de polifaji ve gérme bozuklugunu igerir (23). DM etiyolojisine
bagl olarak, insiilin sekresyonunda azalma, plazma glukoz kullaniminda azalma
ve glukoz sentezindeki artis hiperglisemiyi etkileyebilir. Diyabete eslik eden
metabolik bozukluk pek ¢ok organi ilgilendiren fizyopatolojik degisikliklere ve
buna bagh olarak, kisi ve toplum tiizerinde ciddi bir saglik yiikiine neden
olmaktadir (24).

3.5.1.Epidemiyoloji

Diabetes mellitus’un taninmasi, erken dénemde tani konmasi ve tedavi
programlarinin belirlenmesi igin hastaligin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi
onemlidir (21). Diyabet epidemiyolojisi, ilk olarak 1979’da “National Diabetes

Data Group” toplantisinda ele alinmustir.
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Daha sonra 1980’de, Diinya Saglik Orgiiti (WHO), DM kriterleri ve
siiflandirmasinin belirlenmesi i¢in yapilan toplantilarda diyabet epidemiyolojisi
tartistimigti. Son 20 yilda diyabetin arastirma, bakim ve Onlenmesi igin
epidemiyoloji ¢aligmalart olduk¢a hizlanmistir. Glinimiizde DM birgok gelismis
ve gelismekte olan {ilkede epidemik bir hastalik olarak kabul edilmektedir.
Guntimiizde epidemiyolojiye genetik, ¢evresel, davranigsal, sosyoekonomik ve
kiilttirel faktorler etkilidir. Bu faktérlerin eklenmesi 6zellikle Tip 2 diyabet
prevelansinda artisa neden olmaktadir.

Diinyanin farkli bolgelerinde farkli oranlarda goriilen DM nin en yiiksek
prevalanst Amerika’da yagsayan Pima Kizilderilileri’nde olup % 55’tir. Gronland
ve Alaska Eskimolarinda ise DM prevalansinin ¢ok diisiik oldugu saptanmistir
(23). 20 yas ve iizerinde, % 45’1 erkek ve % 55’1 kadin; toplam 24,788 hasta ile
yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Arastirmasi (TURDEP)’ e gére; DM
prevalanst % 7,2 (daha once tani almamis yeni DM % 2,3) ve glukoz tolerans
bozuklugu (IGT) prevalanst % 6,7 olarak tespit edilmistir. Ozellikle kirsal
kesimde DM, IGT ve obezitenin siklig1 daha yiiksek olarak saptanmistir (25).
Gokgel ve arkadaslarinin Adana’da yaptig, bir calismada 20-79 yas arasinda rast
gele secilen 1637 eriskin bireyde diyabet goriilme sikligi kadinlarda 9%10.9 ve

erkeklerde %12.9 iken toplam goériilme siklig1 %11.6 olarak tespit edilmistir (26).

3.5.2. Diabetes Mellitus’un Tan1 ve Siniflamasi
Diabetes mellitus tanist konusunda oldukca sik degisiklikler olmustur.
Amerikan Diyabet Birligi (ADA) ve WHO uzmanlar tarafindan paneller

yapumistir. En son gozden gecirilen ve uzlasma saglanan tami kriterleri
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aciklanmugtir (19). ADA'nin 2004 ve WHOnin 1999 yili raporlarma gére DM'nin
tan1 kriterleri Tablo 1'deki gibidir (23,26,27).

Tablo 1. DM'nin tani kriterleri.

ADA tarafindan 2004 yilinda kabul edilen DM'in etiyolojik

siniflandirilmasi Tablo 2'deki gibidir (28).

1.Klasik diyabet belirtileri (poliiiri, polidipsi, polifaji) ile beraber giintin herhangi
bir zamaninda, plazma glokoz toleransinin 200 mg/dl (11,1 mmol/L)"' den fazla

veya esit olmast

2.Plazma glukoz seviyesinin, en az 8 saatlik aglik sonrasinda, 126 mg/dl (7,0

mmol/L)" den biiytk veya esit olmasi

3.75 gr glukoz kullanilarak uygulanan Oral Glukoz Tolerans Testin(OGTT)' den 2
saat sonra glukoz seviyesinin 200 mg/dl (11.1 mmol/L)'den buyik veya esit

olmasi

3.5.2.1 DM'nin Etiyolojik Stmiflandirilmasi
I- Tip 1 Diyabet

a) Immiinolojik

b) Idiyopatik

II- Tip 2 Diyabet

I- Diger Spesifik Tipler

I'V- Gestasyonel Diyabet(GDM)

19




3.5.2.1.1.Diger Spesifik Tipler

a) Hiicre fonksiyonunun genetik bozukluklar:

b)Insiilin salgisiyla ilgili genetik bozukluklar

¢)Kistik fibrozis gibi ekzokrin pankreas hastaliklar1

d)Akromegali, cushing sendromu, feokromasitoma gibi endokrinopatiler
e) Insiilin salgilanmasini etkileyen ilag ve kimyasal maddeler

f) Enfeksiyonlar

g) Down sendromu gibi otoimmiiniteye bagh diyabet formlart (26).

3.5.3.Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabet, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreder. Uzun siireli diyabet
kapilleri, arteriolleri yapan vaskiiler hiicreleri ve bazal membranlart etkileyerek
tim damarlarin yapisini bozar. Ttim mikrovaskiiler yapilar etkilenmesine kargin
klinikte retina, renal glomeriil ve biiylk sinirlerdeki patolojiler ile ortaya gikar
(29). DM’nin akut ve kronik komplikasyonlar1 gruplar halinde Tablo 2’de

gosterilmistir ( 30,31).

Tablo 2. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari.

Akut Komplikasyonlar

1. Diyabetik ketoasidoz (DKA)

2. Hiperosmolar hiperglisemik sendrom (HHS)
3. Laktik asidoz

4. Hipoglisemi
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Kronik Komplikasyonlar
Makrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik kalp hastalig:

b. Periferik arter hastaligi

c. Serebrovaskiiler hastalik
Mikrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik néropati

b. Diyabetik nefropati

c. Diyabetik retinopati

Diger komplikasyonlar

a. Diyabetik ayak

b. Diyabetik gastroenteropati

¢. Genitotiriner bozukluklar

d. Erektil disfonksiyon

3.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; atomik veya molekiiler yoriingesinde bir veya daha
fazla sayida eslesmemis “elektron” bulunduran molekiil, atom veya iyonlardir.
Bagka bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yikli elektron sayisinin, pozitif
yuklii proton sayist ile esit olmadigi molekiillerdir (32). Elektriksel olarak pozitif
yukli, negatif ytkli veya notral olabilirler (33). Serbest radikal tretimi ¢ogu
olayda, patolojik mekanizmanin bir pargasidir ve cogu ksenobiyotigin toksisitesi,

serbest radikallerin tiretimiyle ilgilidir (34).
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Radikaller aerobik hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda, patolojik durumlarinda
veya metabolizma sirasinda birer yan iiriin olarak olusabilir ve hiicrelerde tersinir
ya da tersinmez reaoksiyonlar ile degisikliklere yol acgabilirler. Bu degisiklikler
oksidasyon, fragmantasyon, koprillesme (distilfit baglantisi, protein-protein
baglantisi, protein-lipid baglantist), protein sarmalinda kesilme, floresans seklinde
gergeklesir. Bunun sonucunda ciddi hiicre, doku ve/veya organ hasari olusabilir.

Serbest radikaller; proteinler, lipidler, karbonhidratlar, niikleik asidler ve
DNA {iizerinde hasar yapma kapasitesine sahiptirler. Bundan dolay1, hiicre ici
savunma mekanizmalarini  inaktive edebilir ve yogun konsantrasyona
ulastiklarinda hiicre i¢i bilesenlerle reaksiyona girerek metabolik ve hiicresel
bozukluklara sebebiyet verebilirler (35). Iginde oldugumuz cevrede ¢esitli fiziksel
ve kimyasal olaydan kaynaklanan siirekli bir radikal olusumu vardir. Hiicrelerdeki
metabolik olaylar esnasinda farkli tir ve miktarda radikaller meydana
gelmektedir. Radikaller genel olarak 3 ana mekanizmayla olusurlar (32).

1) Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Yiiksek enerjiye sahip
elektromanyetik dalgalar veya yiiksek sicaklik (500-600 oC) kimyasal baglarin
kirtlmasina neden olur. Kirilma arasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri
ayr1 ayr1 atomlar tizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya homolitik kirilma adi verilir
31).

2) Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6zelligi
olmayan bir molekilden elektron kayb:i esnasinda dis orbitalinde paylagiimamis
elektron kaliyorsa, radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon (GSH)

ve tokoferoller (E vitamini) gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek
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elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formlart olusur.

Glutatyon radikalleri indirgerken, kendisinin radikali meydana gelir (32).

3) Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal yapiya sahip
olmayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde ortaklagmamus
elektron olusuyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin
molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan stiperoksitin
olusumuna neden olur (32).

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri agagida verilmistir (37).

Oksijen merkezli serbest radikaller:

- Stiperoksid radikali (O27)

- Hidroksil radikali (-OH)

- Alkoksil radikali (RO")

- Peroksil radikali (RO2--)

- Hidroperoksil radikali (HO2-)

Oksijen merkezli olmayan serbest radikaller:

- Karbon merkezli (Lipid radikalleri)

- Alkoksi radikalleri

- Stilftir merkezli (Stilfiir radikali)

- Hidrojen merkezli (Hidrojen radikali)

- Demir merkezli (Perferil radikali )

- Azot merkezli ( Nitrik oksid ,Nitrojen dioksid)

Radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri:

- Ozon (O3)
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- Hidrojen peroksit (H,0O,)

- Hipoklorik asid (HOCI)

- Singlet oksijen (10,)

- Peroksinitrit (ONOO)

Organizmada olugan serbest radikallerin en énemli ve en biiytik kismini O,
kaynakli radikaller olusturur (38). O;’in toksik etkisi olmamasina ragmen, aerobik
hiicre metabolizmasi esnasinda serbest oksijen radikallerine (ROS) doniisiir (39).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlerden
olusurlar. Endojen kaynaklari mitokondri, endoplazmik retikulum, fagositler,
hiicre membranlari, enzim reaksiyonlar1 ve otooksidasyon reaksiyonlart olusturur.
Eksojen kaynaklar ise toksik kimyasallar, radyasyon, antiseptik ajanlar, anestezik

maddeler, ¢evresel faktorler, bocek ilaglari, tiitlin gibi ¢esitli etmenlerdir (40,41).

3.7. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan
serbest radikallerin tretimi ve viicudun antioksidan mekanizmalar aracilifiyla
kendini savunmasi arasindaki orantinin bozulmasi olarak tanimlanabilir. (42).
Dengenin bu sekilde bozulmasi gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda, kanser
olusumunda, diabette, iskemi/reperfiizyon  travmalarinda, inflamatuvar
rahatsizliklarda, néro-dejeneratif hastaliklarda ve yaslanmanin etyopatogenezinde
rol oynamaktadir (43). Diabetes Mellitus, giiniimiiz kosullar1 nedeniyle diinyada
gittikce yayilan, yiiksek morbidite ve mortaliteye sebebiyet veren bir hastaliktir.
Oksidatif stresin diyabetin etiyolojisinde rol aldifi ve diyabetin ilerlemesine

neden oldugu, deneysel diyabet olusturulan siganlarda ve diyabeti bulunan
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olgularda serbest oksijen radikalleri ile lipid peroksidasyonunun arttig

belirlenmistir (44).

3.8.Diabetes Mellitus Oksidatif Stres ve Gelisen Komplikasyonlar

Diyabet ve diyabete bagli olusan komplikasyonlarin reaktif oksijen tiirleri
ile olan iliskisini ag¢iklayan calismalarda; enzimatik olmayan glikasyon, enerji
metabolizmasi degisiklikleri sonucunda ortaya ¢ikan metabolik stres, sorbitol yol
aktivasyonu, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucunda gergeklesen doku
hasarlariin  serbest radikal olusumunu artirdigr ileri siiriilmektedir (45).
Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda baglanti oldugu goriisii yapilan in vivo
calismalar ile de gosterilmistir. Deneysel hayvan g¢alismalarinda insanlardakine
benzer DM olusturmak amaciyla kullanilan N-nitroso tiirevi D-glukozamin
yapisindaki streptozotosin (STZ) oksidan maddeler olusturarak langerhans
adaciklarini segici olarak hasara u@ratmakta ve bdylece diyabeti baglattig
diisiintilmektedir (46,47). Arastirmacilarin bulgulari, vaskiiler komplikasyonlari
olan diyabetik hastalarda, hem Distik Dansiteli Lipoprotein (LDL) nin
oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda, hiperglisemiye bagh
artislar oldugunu géstermektedir.

Diyabetik olgularda, lipidlere ilave olarak protein oksidasyonu da
artmaktadir. Ozelikle kollajen, elastin ve miyelin kilifindaki ekstraselliiler
proteinlerin oksidasyonu sonucu; lens, damar, bazal membran gibi dokularda
katarakt, mikroanjiyopati, ateroskleroz ~ve nefropati gibi  diyabetik

komplikasyonlar gelismektedir (48).
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Sekil 8. Diyabette glukoz toksisitesine bagli olarak gelisen oksidatif stresin
beta hiicrelerindeki molekiiler mekanizmasi (49).

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonlarnin ve antioksidan kapasitenin
pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet kast ve adipoz doku gibi
diger dokularla karsilagtirildiginda en dusiik seviyede oldugu bilinmektedir.
Pankreas adacik hiicrelerinde yiiksek glukozun konsantrasyonu hiicresel strese
sebebiyet verirken, antioksidan enzimlerin aktivitelerinin yeteri kadar yiiksek
olmamas: oksidatif strese en duyarli dokular arasina beta hiicrelerini de dahil

etmektedir (48, 50)

3.9.Diyabet ve Testis

Sanayisi gelismis toplumlarda artan tip I ve tip II diyabete bagli olarak
erkeklerde infertilite oranlarinin arttigr bildirilmistir (51). Diyabet penil ereksiyon
ve ejekiilasyonu etkilemektede olup spermatogenez lizerinde olumsuz etkilerinin
oldugu yapilan c¢aligmalarda ggsterilmis olup diyabette bagli olarak artan

oksidatif stresin reaktif oksijen tlirleri ve serbest radikallerin asir1 Gretimini
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tetikledigi gorlilmiistir (52). Serbest radikaller bagisiklik sistemi hiicreleri
(notrofil, makrofa; vs) i¢in gerekli olsada asirt tretimi doku hasari ve hiicre
6liimiine neden olmaktadir (48). Diyabetin patogenezinde ve yan etkilerinde doku
hasar1 6nemli bir faktdrdiir (53). Bu nedenle diyabet ile birlikte testislerde
apoptozis artmakta ve buda testislerde fonksiyon bozukluklarina sebeb olmaktadir
(54). Diyabetin testosteron seviyesinde meydana getirdigi azalmanm yani sira
testikiiler disfonksiyon ve spermatogenez tizerindeki olumsuz etkileri yapilan
caligmalarda gosterilmis olup diyabetin, iireme fonksiyonlar: tizerinde olumsuz
etkileri bildirilmistir. Testislerde, tunika albugineada, seminifer tubiillerde,
interstisyel bag dokusunda ve Leydig hiicrelerinde diyabete bagl olarak meydana
gelen histolojik degisiklikler bildirilmektedir (55).

Ayn1 zamanda STZ ile olusturulmus deneysel diyabet modelleri iizerinde
yapilan ¢alismalarda ise seminifer tiibiil tizerinde bulunan reseptorlerin (FSH,
insiilin, instilin benzeri biytime faktéri-1 (IGF-1)) diyabete bagl olarak olumsuz
etkilenmeleri ile FSH sentezinin azaldig: testosteron seviyesinin diistiigii ve buna
bagli olarak leydig hiicrelerinde LH diizeylerinin azaldigi bildirilmistir (56).
Adrojen ve spermlerin Uretildigi testisler, antioksidan elamanlar vasitasiyla
korunuyor olmasina ragmen endojen ve eksojen kaynakli faktorler oksidatif stres

- meydana getirmekte ve testisler tizerinde olumsuz etkiler olusturmaktir (57).

3.10. Antioksidanlar
3.10.1. Antioksidan Mekanizmalar
Serbest radikaller toksik o6zellikleri yiiksek maddeler oldugu igin

organizmalar bunlart etkisiz hale getirmek amaciyla bazi savunma sistemleri
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gelistirmislerdir. Bunlara kisaca antioksidanlar adi verilmektedir (58). Etkilerini
lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak, hidroksil radikallerini temizleyip lipid
peroksidasyon’unun  baslamasini onleyerek  yapabilmektedir. Ayrica
antioksidanlar gecis metal iyonlarini baglarak etkisizlestiririr ve peroksitlerin
alkol gibi nonradikal triinlere dontisimiinde etkin rol oynayabilmektedir.
Antioksidanlar; intraselliiler ve ekstraselliiler olmak tizere iki grupta incelenirler.
Zincir reaksiyonlarina neden olan tiim radikallerle reaksiyona girmektedir.

En belirgin o&zellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az
konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe
etmeleridir (59). Farkli yapilardaki serbest radikaller i¢in hidrofilik ve lipofilik
antioksidanlara ihtiya¢ vardir. Hidrofilik antioksidanlar sitozol ve ekstraseliiler
stvilarda, lipofilik 6zellikteki antioksidanlar ise membranlarda ve lipoproteinlerde
bulunurlar (60).

Antioksidanlar1 birgok faktore gore siniflandirmak miimkiin olup 4 baslik
altinda toplanmaktadirlar bunlar;

e  Yapisal 6zelliklerine goére (enzimatik, enzimatik olmayan),

e Kaynaklarina gore (endojen, ekzojen),

e  Cozlntlrlik 6zelliklerine gore (suda ¢ozlinenler, yagda ¢oziinenler) ve

e Insan viicudundaki yerlesimlerine (intraseliller, ekstraseliiler) gére

siniflara ayrilir (61).
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Tablo 3. Yapisal ozelliklerine gore antioksidanlarin ve alt gruplarinin

gosterilmesi
Enzimatik Nonenzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albiimin
Katalaz (KAT) g-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit € Transferrin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon f-Karoten Fenmiti
Peroksidaz (PLGSH-Px Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Biliruhin Sistein

3.10.2. N-Asetilsistein (NAS)
N-Asetilsistein (NAS) beyaz kristal seklinde olup toz halindedir. 104 ile
110°C’de erimeye baglar. Molekiil agirhg 163.2 gr/mol olup molekiil formuli

CsHoNO;S diir.

Sekil 9. N-Asetilsistein Molekiiler Formiilii Sematik Gosterimi (62).

Intravenéz alimui takiben yarilanma omrii 5.58 saattir. Majér atihm iiriinii
inorganik fosfat seklindedir. 1960’11 yillardan beri NAS mukolitik bir ilag olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak mukolitiklerin yapisinda serbest siilfidril (tiol)
grubu vardir. Mukolitik  ilaglar mukustaki distilfid baglarimi  kirarak
mukoproteinleri pargalar ve mukusun viskozitesini azaltirlar. Zamanla bu

mukolitik ilaglarin hiicre icerisinde sistein miktarini artirdigy gériilmis olup, hiicre
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icinde artan sisteine bagl olarak bir antioksidan olan glutatyonun sentezinin’de

arttig1 tespit edilmistir (63).

Ayrica akciger hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, metal toksisitesi,
karacigerin parasetamol toksisitesi, Romatoid artrit, siklofosfamide bagli olusan
hemorojik sistit etkilidir (64). NAS htcre igindeki proteinlerin aktivitelirinin
diizenlenmesine yardimct oldugundan apoptozun olusumunu engelledigi
bilmektedir. NAS endotel disfonksiyonunu azaltmakta, inflamasyon, fibroz,
invazyon, kartilaj erezyonu, asetaminofen detoksifikasyonu ve transplantasyon
olaylarinda énemli rol oynamaktadir (65). Norolojik hastaliklardaki rolii hentiz
kesin olarak aydimlatilamamis olsada akciger hastaliklarinm tedavisinde yaygm
olarak NAS ‘a bagvurulmaktadir (66).

NAS Diisiik molekiiler agirlikli bir bilesik olan, glutatyon prekiirsdriidiir.
Glutatyon stoklarmi yeniden doldurmakta, stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini
arttirmakta,  hidroksil  radikallerini  azaltmakta ve  otokatalitik  lipid
peroksidasyonunu engellemektedir (67). Ayrica hiicre koruyucu ve antioksidan
dzellikleri de vardir. Antioksidan 6zelligini, GSH seviyelerini diizenleyerek,
dogrudan radikalleri temizleyerek, notrofil aktivites1 ve Tumor nekroz faktor
(TNF) tiretimini baskilayarak gergeklestirmektedir (68). NAS ve GSH sigara
dumani ve diger zararli maddelerin solunmasiyla ortaya cikan serbest oksijen
radikallerini baglamakta olup, aym zamanda akciger enfeksiyonlarinda
nétrofillerin olusturdugu serbest radikalleri baglayarak hiicrelerde koruyucu etki
saglamasi hiicre hasarinin Onlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. NAS ‘in

deneysel sepsis modelinde DNA’mn oksidatif stresten etkilenerek hasar gérmesi
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sonucu olusan malondialdehid (MDA) diizeylerinde anlamli bir azalma meydana

getirdigi de goriilmustiir (69).

NAS farkli hiicre tiplerinde G1/S faz gegislerini bloke ettigi tespit edilsede
NAS’1n heniiz hiicre siklusundaki islevi tam olarak agiklanamamistir. Hiicresel
diizeyde Yapilan bagka bir ¢alismada NAS’1n protein kinaz aktivasyonunu inhibe
ettigi ifade edilmistir (70). NAS’mn antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellikleri;
antioksidan aktivitesi, intraseliiler rediikte edilmis GSH prekiirsérii gibi davranma
dzelligi, detoksifikasyon modiilasyonu, DNA rejenerasyonu gibi mekanizmayla

iliskili oldugu ifade edilmistir (71).

3.11. Hiicre Zarmin Yapisi ve Biyofiziksel Ozellikleri

Hiicrenin etrafini sararak, onu iginde bulundugu ortamdan ayiran ve ona
sekil kazandiran secici gegirgenlik 6zelligi gosteren yapr ‘hiicre zari’® olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre zar1 enzim ve organeller sayesinde canliliklarint devam
ettirmekte olup elastik, ince ve kivrilabilir bir yapidadir. 7.5-10 nanometre
kalinhigmda olup lipit ve proteinlerden olusmustur. Hiicre zarmmn bilsenleri
yaklagik olarak % 55 protein, % 25 fosfolipit ,%13 kolesterol , %4 diger lipitler ve

%3 karbonhitrattir (19).

3.12. Hiicre Zar1 Kanallan
Hiicre ici sivi ile hiicreler arasi sivi arasinda madde gecislerini saglayan
protein tabiatindaki yapilara hiicre zar1 kanallari adi verilmektedir. Bu protein

yapilar mebranda gesitli molekiiller i¢in alternatif gecis noktalar: olusturmasindan
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dolayr hiicre zarmn siirekliligini bozmaktadir. Hiicre zar1 kanallari tasiyici

proteinler ve kanal proteinleri olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (19).

A)-Tasiyicr proteinler: Hiicre zari kanallarmin blytk bir bdlimiini
tasiyict proteinler olusturmaktadir. Tasinmasi gerceklestirilecek olan molekiil,
protein yapiyla etkilesiminden sonra olusan sekil degisikligi veya bosluk
maddelerin transportunu gergeklestirmektedir

B)- Kanal Proteinleri: Daha ¢ok iyon molekiillerinin tagimmasinda uygun
olan kanal proteinlerinden bazilar1 su molekiillerinin gegisleri igin spesifik
kanallar ihtiva etmektedirler. Molekil ve iyonlarin tiiriine gore kanal proteinleri
veya tagiyici proteinler segicilik goéstermektedirler (72). Kanal proteinlerinin
aktivasyonuna neden olan mekanizmalara goére (Ligand Duyarli, Voltaja duyarli
gibi) ve gegigen olduklari iyon molekiillerine gére (Kalsiyum kanali, Potasyum

kanali gibi) siniflandirilmast yapilmaktadir (73).

3.12.1 Transient Reseptor Potansiyel (TRP) Kanah ve Ailesi

TRP proteini ilk kez uzun siireli aydinlatmaya maruz birakilan ve
dolayisiyla gérme bozuklugunun olustugu Drosophila melanogaster’in mutan
susunda kesfedilmistir (74). Transient Reseptdr Potansiyel (TRP) proteinleri
katyon kanallarmm biiyiik bir stiper ailesini temsil eder. TRP kanallar1, Sodyum
(Na"), Kalsiyum(Ca”) ve magnezyum (Mg+2)‘ya gecirgen, segicl olmayan katyon
kanallaridir (75). TRP kanalinin aile tiyelerinin sayisi insanda 27, Farede 28,
Caenorhabditis elegans’da 17 ve Drosophila melanogaster 13 olmak iizere tiirlere

gore degisimi gorilmektedir. TRP katyon kanallar1 yakin zamanda
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siiflandirilmis olup diger iyon kanallarma gore aktivasyon mekanizmalart ve

se¢iciligi daha fazladir (76).

TRP proteinleri tipik baglanmalarin meydana gelmesiye homotetromer
veya heterotetromer formlarin olustugu fonksiyonel kanallardir (77). Voltaj kapili
potasyum kanallar1 ile TRP kanallari birbirine benzemekte olup basit yapilidirlar.
Kanal agikhigmm 5. ve 6. segmentleri arasinda bir iletken iyon g¢evresinde

homotetromik veya heterotetromik diizenlenmeler gergeklestirirler (78).
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Sekil 10. TRP Reseptor alt-biriminin molekiiler modeli (79).

TRP kanallari muhtemelen az bir sekans benzerligi olan Na® ve Ca™
konsatrasyonlar1 ile voltaj kanallarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynayabilmektedir (80). TRP kanallarinin topolojisi voltaj kapili kanallara benzer.
Ancak pozitif yikli aminoasitlerin voltaj algilamasinda TRP iiyelerini
etkilememesi TRP kanallarinin non voltaj kanallar1 olarak hareket etmesine neden
olur (81). Kanal fonksiyonunda N- ve C- terminalleri hiicre i¢inde olmak iizere
diizenleyici proteinler ile iliskili olup muhtemelen kanal fonksiyonu tetramerler ile
olmaktadir (82). TRP kanallarinin aktivasyon mekanizmasi ¢esitli olup reseptdr

aktivasyonunda diagilgliseroller (DAG) fosfoinositler (IP) G- protein aracili

33



fosfolipaz-c (PLC) triinleri TRP kanallarmin aktivasyon mekanizmasina érnek
olarak verilebilir. Ayrica adenozin difosforiboz (ADP-Riboz) Beta-Nikotinamin
adenin diniikeotid (B-NAD) ve Adenozin Trifosfat (ATP) ‘mn yani sira Ca™? ve
Mg gibi inorganik maddeler ile endojen proteinler etkili olabilmektedir ( 80).
Dogal, sentetik ve ligantli bilesikler, kapsain, menthol gibi kiigiik eksojen
molekiillerin TRP kanallarinin aktivasyonunu etkileyen mekanizmalarla iliskili
olduklar1 bildirilmistir (83). Ayrica TRP kanallan tat, dokunma, koku duyusu ve
isitme dahil olmak tizere birgok mekanizmada etkili olup sicaklik ve stres, kanalin
mekanizmasin etkilemektedir (84). TRP kanallarinin yapisindaki proteinlerin
aminoasit dizilimlerine gore 29 {iyeye, homolog olmasina gore ise 7 alt aileye
smiflandirilmigtir. TRPC (Transient Reseptoér Potansiyel kanonik), TRPV
(Transient Reseptor Potansiyel Vénilloid), TRPM (Transient Reseptor Potansiyel
melastatin), TRPA (Transient Reseptor Potansiyel ankirin), TRPP (Transient
Reseptér Potansiyel polisistin), TRPML (Transient Reseptdr Potansiyel
mucolipin) ve TRPN veya diger adiyla NOMPC (Non mekano reseptér
potansiyel-c) olarak bilinmektedir.
TRPC 7 alt aileden, TRPV 6 alt aileden, TRPM 8 alt aileden, TRPP,3 alt
aileden, TRPML 3 alt aileden ve TRPA 1 alt aileden ve TRPN 6 alt aileden

olugmaktadir (78).




Sekil 11. TRP ailesi sematik gosterimi (85).
TRPN hari¢ diger tiim alt aileler memelilerde bulunabilmektedir. Alt1 tane
transmebran proteini ile karakterize edilen TRP kanallarinindan gegisler 5 ve 6

segmentler arasinda olusan porlarla olur (75).

3.12.2. Transient Receptor Potential Melastatin (TRPM)

Memelilerde  TRPM alt ailesinin ilk olarak isimlendirilmesi timor
baskilayict proteinlerde bulunmasiyla baslamis olup 4 homolog ¢iftler halinde
aralarinda ayrilmiglardir. Transient Receptor Potential Melastatinl / Transient
Receptor Potential Melastatin3 (TRPM1/TRPM3), Transient Receptor Potential
Melastatin2 / Transient Receptor Potential Melastatin8 (TRPM2/TRPMS),
Transient Receptor Potential Melastatind / Transient Receptor Potential
MelastatinS (TRPM4/TRPMS) ve Transient Receptor Potential Melastatiné
Transient Receptor Potential Melastatin 7 (TRPM6/TRPM7) (86). TRPM
kanallart TRP ailesinin diger tiyelerine goére sinirh bir homoloji benzer aminoasit
dizilimi gosterir. TRPM ailesinin tim tiyelerinde N-terminal bolgesi transmebran
bolgesi ve C- terminalinden olugsmakta olup tiim TRPM alt tiyelerinde N-terminal
bolgesi ayni karakteristik 6zellik gostermektedir (87).

TRPM1 kanali hari¢ diger TRPM katyon kanallarinin mekanizmasi ve
aktivasyonu tam alarak aydinlatilamamis olsada ADPR pirofosfataz ile aktive
olabilen ve fonksiyonel NUDT9-H (TRPM iizerinde bulunan enzimatik bélge )
homoloji alani igeren TRPM2 Ca™ iyonuna ¢ok gegirgendir. Fakat TRPM4 /TRPMS5
TRPM6 /TRPM7 CA*? iyonuna gecirgenlikleri farkli olup TRPM4- TRPMS5 hem

1stya hemde Ca' iyonuna duyarlidir (88).
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Yart yariya benzer homolojik yapt 6zelligini gosteren TRPM4 ve TRPMS
daha ¢ok kalpte bagirsaklarda ve damar endotelinde yogun olarak tespit edilmistir

(89).

3.12.2.1 Transient Receptor Potential Melastatin2 (TRPM?2)

TRPM2 Ca** iyonuna gecirgen sec¢icl olmayan ¢ok fonksiyonlu katyon
kanalidir. Daha 6nceden LTRC2 veya TRPC7 olarak bilinmektedir. Insanda
TRPM2 kanalinin kromozomdaki gen lokasyonu 21g.22.3. olup 90 kilo baz
ciftleri (KB) ve 32 eksondan olugmaktadir.

Insan TRPM2 kanal proteinin bilesiminde 1503 tane rat ve farelerde ise
1507 tane aminoasit bulunmakta olup molekiiler kiitle agirlig1 yaklasik 170 k Da
dur. TRPM2 6 tane transmebran segmenti (S1-S6) igerir. Hiicre i¢inde N-ve C-
terminal uglari ile 5. ve 6. segmentler arasinda bulunan agiklikla iyon gegisleri
olmaktadir. Kanalin N ve C olmak tizere iki ucu bulunmaktadir. C ucuna nudix
domain denilmektedir. Bu ugta ADPR pirofosfataz enzimi bulunmakta olup. Bu
enzim, ADPR (Intraselliller adenine 5’-diphosphoribose)’dan AMP (Adenozin
monofasfat) ve Ribose 5-fosfat olusumunu katalizlemektedir. N- terminalinde
calmodulini (CAM) baglamak i¢in yaklagik 700 aminoasit vardir (90).

C- terminal bélgesinde ise homotetromerik yapidaki NUDT9 homoloji
alani1 oldugu bildirilmistir. C ve N uglar1 dahil olmak tizere bu uglar arasinda kalan
transmebran alan TRPM2 kanalini 3 ana bolgeden olusturmaktadir. TRPM?2
kanallarmin C wucunda bulunan Nudix bolgesi kanalin agilip kapanma

aktivitelerinde cok 6nemli rol oynamaktadir (91).
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Sekil 12. TRPM2 Kanalinin molekiiler yapisi (92).

ADPR pirofosfataz hem, ADPR’dan AMP ve Ribose 5-fosfat olusumunu
katalizlemektedir. Hem de NUDIX bolgesinde bulunan NUDT9-H aktivasyonunu
etkilemekte olup kanal hareketinde 6nemli bir etken oldugu bildirilmigtir (93).
Oksidatif stres, hidrojen peroksid ya da tiimér nekrozis faktor o (TNFa) TRPM2
kanallarinda Ca™ akisim uyardig1 birgok calismada rapor edilmistir. TRPM2 nin
farkli aktivasyon ozelliklerine sahip ti¢ fizyolojik varyanti tespit edilmistir; bunlar
TRPM2-S, TRPM2-AN, TRPM2-AC TRPM2, TRP kanallarinin ¢ogunda oldugu
gibi Ca™ affinitesi son derece yiiksektir. TRPM2 calmodulin ile veya dogrudan
Ca*? iyonunun baglanmasi ADPR ile TRPM2 arasindaki kombinasyonu giiclii bir
sekilde diizenlemektedir (94). Birden fazla faktoriin kanal etkinligini diizenledigi
bilinmektedir. Kanalm etki aktivitesini niikleotid sentez yolaklarindaki ¢ok sayida
kiigiik sinyal molekiilleri etkilemekte olup O-Asetil-ADPR (OAADPR) nikotinik
asit adenindiniikleotid (NAADP), B-nikodinamin adenin diniikleotid (B-NAD),
Siklik ADPR (cADPR), poli-ADPR, Ca*? iyonu icin giiclii antogonistler olarak

bilinmektedir (95).
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Yapilan ¢aligmalarda bazi non-spesifik farmokolojik ajanlar TRPM2 kanal
aktivasyonunu bloke ettikleri bildirilmistir. Ornek olarak anti fungal ajanlar,
flufenomik asit (FFA) gibi fenometler basta olmak tizere klotrimazol ve ekonazol,
antranilik asit, bunlardan bazilart olup non-steroid anti inflamatuar ajanlar
merkezi sinir sisteminde genis spekrumda iyon akisini inhibe edebilmektedir. FFA
TRPM2 aktivasyon bolgesine baglanmas: kisa siirelide olsa irreverzibil bir
reaksiyon olusturmakta ve kanali inhibe etmektedir (96).

ADPR veya tiirevlert TRPM2 metabolize bélgesinin aktivasyonuna yol
agtiklarindan dolayr TRPM2 hiicre éliimiinde 6nemli rol oynamaktadir. Ciinkii
apoptozda etkili olan kaspazin aktivitesi i¢in kalsiyum sinyalini gerekmektedir
(97). Birgok hiicre i¢i ve dist molekiiller néronal doku hasarina ve apoptozuna
katilabilirken, oksidatif stres tirtinlerinin birikimi, ROS’ un asir1 tiretimi, hiicre hasari
ve Slimi i¢in potansiyel bir faktdr olarak goriinmektedir (98). TRPM2 oksidatif
stres tarafindan aktive edilebildigi igin, son zamanlarda, seker hastahig,
inflamasyon, miyokardiyal enfarktiis ve nérodejeneratif hastaliklar da dahil olmak
tizere, oksidatif strese bagh hastaliklara kars: potansiyel bir terapétik hedef olarak
ortaya ¢cikmustir (99). Hidrojen peroksit TRPM2 aktivasyonuna neden olmasi
hiicre iginde Ca™ iyonu artisina sebep olur. Hidrojen peroksit ile indiiklenen ve
dolayistyla TRPM2 kanali tizerinde olusan oksidatif strese bagli olarak ADPR
olusumunu tetikledigi gorilmiistiir(100). Glikoz 1ile uyarilan B- pankreatik
hiicrelerinde insiilin salmimina bagli olarak depolarize olan hiicrelerde Ca*™ iyonu

giriglerinde TRPM2 ‘nin anahtar rolii oldugu calismalarda gosterilmistir (101).
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3.12.2.1.1. TRPM2 Kanal Aktivasyonunda Diyabet ve Oksidatif

Stresin Rolii

TRPM2 kanali oksidatif stres tarafindan aktive edilebildigi i¢in, son
zamanlarda, diyabet, inflamasyon, miyokardiyal enfarktiis ve nd&rodejeneratif
hastaliklar da dahil olmak iizere, oksidatif strese bagli hastaliklara kars: potansiyel
bir terapétik hedef olarak ortaya ¢ikmustir (99). TRPM2 kanallari B- pankreatik
hiicrelerinde olduk¢a yogun miktarda oldugu ifade edilmistir (102). Glikoz ile
uyarilan B- pankreatik hiicrelerinde instilin salinimina bagli olarak depolarize olan
hiicrelerde Ca*? iyonu girislerinde TRPM2 ‘nin anahtar rolii oldugu galigmalarda
gosterilmistir (101). Bundan dolayr beta hiicre disfonksiyonunun ilerlemesine

oksidatif stresin neden oldugu ileri stirilmektedir (103).

3.13. Apoptozis

Hiicrenin kendisini 6ldiirmesi olarak bilinen apoptozis diger hiicrelere
zarar vermeden genetik kontrol altinda dejenere olan hiicrelerde veya biyolojik
Oomrii dolmus hiicrelerde biyokimyasal ve morfolojik degisimlere bagli olarak
gerceklesen hiicre 6liim olayidir. Ancak fizyolojik olarak hiicrelerin &limleri
biliniyor olmasma ragmen ilk kez 1972 yilinda Kerry ve arkadaslann 6len
hiicrelerde meydana gelen karakteristik degisimleri belirleyip bu olaya Apoptozis
adimu vermislerdir (104). Hiicrenin kendisini yok etmesi olarak tanimlanan
apoptoz canli sistemde homeostazinin korunmasi igin gerekli bir olaydir. Bu olay
genetik meteryaller ile diizenlenen programli protein sentezine ve dolayisiyla

enerjiye ile gerceklesen reaksiyonlar zinciridir.
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Basit yapida ve tek hiicreli Caenorhabditis elegans nematodu ile yapilan

apoptozis ¢aligmalarinda Sydney Brenner ve arkadaslar1 “programlanmis hiicre
oliimii ve organ gelisiminin genetik olarak diizenlenmes1” konusuyla 2002 yilinda
Nobel 6diilii kazanmuglardir. Bu nematodlarda 3 gen; ced-3, ced-4 ve ced-9
apoptozu kontrol mekanizmasini olusturmaktadir. Ced-3 ve ced-4 genlerini
mutasyonla inaktive edilmis nematodlarda apoptozun meydana gelmedigi ve
normalde 6lmesi gereken hiicreler yasamaya devam ettigi gorillmiistiir.

Bu nedenle ced-3 ve ced-4’tin 6liim genleri olup apoptozu indikledikleri,
ced-9’un ise Sliime kars1 koruyan gen olup apoptozu inhibe ettigi belirlenmistir.
Bugiin bu genlerin insan genomundaki karsiliklari ced-3 igin kaspazlar, ced-4 igin
Apoptotik Proteaz Aktive Faktor 1 (Apaf-1) ve ced-9 i¢in Bel-2 oldugu ifade
edilmistir (105). Hem prokaryot hemde Okaryot canlilarda yasamin devamt igin
yeni hiicreler olusurken, varolan fizyolojik, olarak programlanmis hiicre 6liimii
olan apoptoz ve patolojik hiicre 6liimii nekroz gibi gesitli hiicre &liimleriye var
olan yasam dengesi kontrol altina alinmaktadir (106).

Bir hiicrede meydana gelen kimyasal ve fiziksel hasarlar hiicrede lime
sebebiyet vermesi olay1 nekroz olarak tanimlanir ve patolojiktir (106). Nekroz bir
grup hiicrede veya dokunun bir béliimiinde goriiliirken Apoptozis tek bir hiicrede
gerceklesir. Apoptozis ve nekroz birbirinden tamamen bagmmsiz iki kavram olup
Nekrozda hiicre mebranmin yapis1 bozularak hiicre deplazmoliz olur ve lizizse
ugrar. Apoptoziste ise hicre Olimleri DNA’m yapisinda meydana gelen
dejenerasyonlar sonucu gergeklesir (108,109). Hiicrelerin genetik kodlarinda var
olan apoptozis gesitli sinyal molekiilleriyle patofizyolojik olaylarla ve oksidatif

stresle aktive olabilmektedir.
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Ancak apoptozisle ile ilgili mekanizma giinlimiizde halen tam olarak

bilinmemektedir (110). Hiicre i¢i elekron dengesinin bozulmasi, Oksidatif stres,
mitokondrial defektler ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi apoptoz
olusumunu tetikleyebilmektedir (111). Ayrica apoptozu etkileyen hiicre igi
uyaranlar genel olarak: biliylime faktorleri, onkojenler, timor siipresdr genler
olmak {izere ii¢ ana grupta toplanabilir (112). Apopotik cisimler Apoptozda gok
dnemli role oynamaktadirlar. Apoptoza giden hiicrelerin kromatin ve sitoplazma
yogunlagmasinin akabinde hiicreler kugllir ve zamanla kiigiik cisimeikler
meydana gelir. Bu yapilar apopotik cisimcikler olup tizerlerinde olusan yeni
reseptorler ¢evre hiicreleri uyararak fagositozunu gergeklestirler (113,114).
Fagositozlar1 esnasinda inflamatuar ajanlar salgilamayan apopotik ciéimler
dagimmik obekler halindedir (115). Apopotik cisimlerin bazilarinda bazofilik
niikleer materyal varken bazilarinda yoktur. Kromatin kiimeleri hilal seklindedir.
Sitoplazmlari oval ve kitleler halindedir. histolojik anlamda bu &zellikleri

apopotik cisimlerin igin karakteristiktir (116).

3.13.1. Apoptozun Testisler Uzerindeki Etkisi

Apoptozis defektif hiicrelerin elimine edilmesinde rol oynamakta olup
germ hiicreleri ve sperm hiicrelerinin normal fizyolojide gelismeleri igin
gereklidir. Testislerde apoptozisi patofizyolojik dis etmenler ve testise bagh
hastaliklar artirmaktadir (117,118). Hiicre i¢i elekron dengesinin bozulmasi,
oksidatif stres, mitokondrial defektler ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi

apoptoz olusumunu tetikleyebilmektedir(111).
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Testiste, defektif germ hiicrelerinin toplam germ hiicresine orani yaklasik

%75 olup bu dejenere hiicreler apoptoz mekanizmasiyla ortamdan uzaklastirilirlar
(119). Bundan dolay: testiste siirekli olarak apoptozis gergeklestigi Kerry
tarafindan yapilan bir ¢aligmada bildirilmigtir (120). Dokularin normal fizyolojik
yasamini devam ettirebilmeleri i¢in apopoptozis mekanizmas: diger dokularda
oldugu gibi testislerdede ¢ok onemlidir. Bel- 2 ailesi, kaspazlar, 61iim reseptorleri
ve p53 gibi faktdrler apopotoz mekanizmasinda yer alirlar. Spermatogenez,
spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik bélimmeler sonucu hiicre
farklilagmasi ile olgun sperm olusmasi olup (121). Spermatozalarin fizyolojik
gelisimi i¢in Germ hicrelerinde meydana gelen apoptozis (;ok 6nemli bir rol
oynamaktadir. Hormonal yetersizlik, kriptorsidizm, testiste artan kan akis hiz,
testiste lokal 1s1 artis1, vendz staz ve buna bagl hipoksi, azoospermi testikiiler
hipotermi olgulariin tiimii testiste apoptozu artiran faktdrlerdir (122). Seminifer
tiibiil epitelinde meydana genel ¢evresel faktorlerin etkisiyle (1s1, radyasyon veya

sogutma gibi) germ hiicrelerinde apoptozisi artirabilir (117).

3.13.2. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yéntemler

Apoptozisi tespit etmek i¢in gok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972
yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik gériiniimiine
gore karar verilmisti. Oysa giintimiizde, morfolojik degerlendirmenin yaninda
apoptozise 0zgili oldufu bilinen bazi aktivasyonlarmn (6rnegin aktif kaspaz-3
tayini) molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de tespit edilebilmektedir. Apoptozisin

belirlenmesinde kullanilan yontemler séyledir (123).
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Tablo 4. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yéntemler

1.Morfolojik goriintiileme yontemleri
X Hematoksilen Boyama

o Giemsa Boyama

2.Immiinohistokimyasal yéntemler

o Anneksin V Yontemi

% TUNEL Yontemi (TdT-mediated nick and labeling technique)
R M30 Yontemi

o Kaspaz—3 Yontemi

3.Biyokimyasal yontemler

o Agaroz Jel Elektroforezi
R Western Blotting

e Flow Sitometri

o Malondialdehit (MDA)Y 6ntemi

4.Immunolojik yéntemler
< ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

¢ Fluorimetrik Yontem

5.Molekiiler biyoloji yontemleri

¢ Dna Microarray

°

% Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Caligmas1

3.13.3. Immiinohistokimyasal Yontem
3.13.3.1.TUNEL Yontemi (TdT-mediated nick and labeling technique)

TUNEL , Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End

Labeling kelimelerinin kisaltmasidir.
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Ik kez 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaglan tarafindan bulunan TUNEL
yontemi; apoptotik sinyal kaskadinda, DNA kiriklariin saptanmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir(124). TUNEL yontemiyle spesifik DNA kirik uglan
olusmaktadir. Apoptotik hiicrelerdeki. DNA’lar hizla par¢alandiklari i¢in kromatin
agin yapist bozulur. ve 3°-OH iceren DNA parcaciklarinin sayist artar (124).
Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi, parcalanmis DNA
parcaciklarinin serbest 3°-OH uclarina Terminal deoksiniikleotidil transferaz
enzimi biotin-dUTP’yi ekler (125). DNA pargaciklari biotin ile isaretlendikten
sonra ortama avidin eklendiginde goériiniir hale gelmektedir. Ancak DNA’in 3°’OH
kisma biotin, digoxigenin ya da florescein gibi niikleotidler vasitasiyla modifiye

edilmis enzimatik etiketler ile belirlenebilir (127).
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Sekil 13. TUNEL metodu uygulanmis rat testis dokusunda kahverengi
boyanmig apoptotik hiicreler (128).

Temelde TUNEL metodu serbest 3’OH uglarinin isaretli ve isaretli

olmayan niikleotitler = kullamilarak apopotozis’in  belirlenmesi  esasina

dayanmaktadir.
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TdT wvasitasiyla ortama eklenen niikleotitler DNA baglanir ve niikleotit

trifosfatazlar aktive ederler daha sonra ortama eklenen digoksigenin niikleotitlerle
birleserek 24 ‘lu oligomerik bir yap1 olustururlar ve peroksidaz 6zellik gosteren
antidigoksigenin ile baglanirlar. Bu reoksiyonlar sonucunda peroksidaz antikoru
kromojenik substrat ile etkilesime girerek baglanma meydana gelir ve sonug

olarak Apoptotik cisimlerde 3’OH uglarinin boyanmasi gergeklesir (129).

4. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 04.04.2013 tarih ve 44
Sayili karar1 ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi Deneysel
Arastirma Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji laboratuvarinda yapildi. Caligma biit¢esinin tamami Firat
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin

TF.1327 proje no’ lu karari geregince karsilandi.

4.1. Deney Hayvanlar1 Ve Beslenmeleri

Deneylerde kullanilan 28 adet 8-10 haftalik eriskin Wistar albino cinsi
erkek sicanlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar FUDAM hayvan
laboratuarinda bulunduklart ortamin sicakligi 22—25 °C arasinda sabit tutularak 12
saat 151k (07:00-19:00) ve 12 saat (19:00-07:00) karanlikta takip edildi. Si¢anlar
ozel olarak yaptirilan kafeslerde beslendi ve her giin altlar1 temizlendi. Tim
hayvanlara ayni standart sican yemi verilerek add libitum su ve yiyecek alimlari

saglandi.
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Yemler; celik kaplarda, su; cam biberonlarda normal ¢esme suyu olarak
verildi. Hayvan yemleri Elazig Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda hazirlandi.

Yemlerin terkibi Tablo 5 de gosterildi.

Tablo 5. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Maisir (%) 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 Dy, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg By, 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

4.2.Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Agirliklar1 250-270 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 28 adet Wistar
Albino cinsi erkek si¢anlar her grupta 7 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi.

Grup I (Kontrol Grubu); Deney siiresi olan 8 hafta boyunca herhangi bir
islem yapilmadi.

Grup II (NAS grubu); 8 Haftalik deney siiresi boyunca her giin 100mg/kg

NAS intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi.
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Grup III (Diyabet Grubu); 50mg/kg olacak sekilde tek doz Streptozotosin
(STZ) 0.1 M sodyum sitrat Tamponun’da (pH:4.5) ¢ozdiirilerek i.p olarak
uygulandr. 72 saat sonra kuyruk veninden alinan kanda, kan sekeri 250 mg/dl
tizerinde olanlar diyabetik kabul edildi.

Grup IV (Diyabet + NAS grubu); 50mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0.1
M sodyum sitrat tampon (pH:4.5) ¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi ve 72 saat
sonra kuyruk venin’den alinan kanda, kan sekeri 250 mg/dl iizerinde olanlar
diyabetik kabul edilip deneysel diyabet olusturulduktan sonra deney siiresi

boyunca her giin 100mg/kg NAS 1.p olarak uygulandi.

4.3. Diyabet Indiiksiyonu

Caligmada kullanilacak 14 adet erkek siganlart diyabet olusturmak i¢in 26
gauge’lik instlin enjektoriiyle 50 mg/kg dozunda STZ (Sigma Chemical Co Louis
Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5) ¢ézdiiriilerek i.p enjeksiyonla
tek doz olarak uygulandi. 72 saat sonra, 12 saat a¢ birakilan siganlar sabah saat 9-
10 arasinda kuyruk venlerinden kan Ornegi alinarak, glukometre cihazindaki
6lgtimii sonucu aclik kan glukozu diizeyi 250 mg/dl’yi gecen siganlar diyabetik

olarak kabul edildi.

4.4. Doku Orneklerinin Alinmast

Deneyin sonunda tim gruplardaki siganlar ketamin (75mg/kg) + xylazine
(10mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun
ardindan siganlarin testis dokulari hizla ¢ikarildi. Testis dokusu MDA ve TRPM2

mRNA diizeleri icin calismanin sonuna kadar — 80 °C’de sakland.

47




Histolojik c¢alisma i¢in her gruptan alinan testis dokulart bouin
soliisyonunda tespit edildikten sonra sirasiyla % 50’lik, % 60’lik ve % 70’lik
alkollerde yikandi. Yikanan dokular rutin histolojik takip serilerinden (Tablo 6)
gecirilerek dehidrate edildi. Ksilolde parlatilip parafin bloklara (Sigma- paraplast

embedding media, Stenheim, Germany) gdmiildi.

Tablo 6. Histolojik takip serileri

1 %70 Alkol 2 saat
2 %80 Alkol 1,5 saat
3 %96 Alkol I 30 dakika
4 % 96 Alkol 1T 30 dakika
5 %100 Alkol I 30 dakika
6 %100 Alkol II 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol II 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 Goémme
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4.5. Malondialdehid (MDA) Calismasi

0.42 gr Tris-Base ; 1.43 gr Tris-HCI + 3 gr KCI ve 0.5 ml Tween 20,
250 ml distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin homojenatinda
kullanildi. X gr doku tzerine 5 ml tampon ilave edildi ve pargalandi. Homojenat
5000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisimdan 1 ml bagka bir tiipe
alindi. Alinan 1ml Ornek tzerine Iml %10 ‘luk Triklosetik Asit (TCA) (10 gr
TCA 100 ml distile suda hazirlandi ) ilave edildi. Uzerine Iml %0.6
Tiyobarbiturik Asit (TBA) (0.6 gr TBA 100 ml distile suda hazirlanir hazirlanan
TBA +4 en fazla bir giin saklanabilir) ilave edildi. Uzerine 1ml distile su ilave
edildikten sonra, son olarak 0.5 ml %4 HCI ilave edildi.( 4ml HCI 100 ml distile
suda hazirlanir, asit ve su siddetli reaoksiyona girdigi i¢in mumkiinse asit
damlalar seklinde suya ilave edilmelidir).

Hazirlanan karisim 90-95°C de 120 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve iizerine 3 ml biitanol ilave edilip
vortekslendi. Daha sonra tipler 5 dk 5000 rpm de santrijiij edilir ve olusan
(bitanol faz) Siipernatanttaki kirmizi-pembe renk spekro kiivetine pipet
yardimiyla alinir ve biitanole kars1 532 nm de okundu. Okunan absorbans degeri
x: (okunanaps +0.0344)/0.0492 formiiliiyle hesaplandi. Bulunan deger 5 ile
carpildi ( nedeni doku homojenati Sml tamponda hazirlandi) ¢ikan sonug

homojenatta kullanilan doku agirlig: kadardir.
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4.6. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak
apoptoza giden hiicreler belirlendi. Xylene ile deparafinize edilen dokular,
dereceli alkol serilerinden gegirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi.
0.05% ‘lik proteinase K ile 10 dakika inktbe edilen dokular, endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi.
PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip,
37° C’ de nemli ortamda ¢alisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT
Enzyme ) ile 60 dakika inkiibe edildi. Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen
dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika muamele edildi.
Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler gériintiilendi.

Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi. Negatif
kontrol dokusunda Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanildi. Hazirlanan
preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi. TUNEL boyamanm degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile
maviye boyanmis cekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren
hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele
secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik
hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmas: ile Apoptotik
indeks (AI)’i hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi. Skala bar: SOum.

Boyama metodu agagidaki tabloda ayrintilt olarak verilmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. TUNEL Boyama prosediirii.

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 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 blokajt (% 3 H,O,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer 60 dakika
+ %30 TdT Enzyme ) 37°C’de
. Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda 10 dakika
sicakliginda
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 %380, %96 ve %100 etil alkol 'er dakika
21  Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.
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4.7. Immiinohistokimyasal Inceleme

Testis dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in Avidin-
Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. (Tablo 8). Parafin bloklardan 5—
6 pm kalinhiginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi. Endojen peroksidaz
aktivitesini 6nlemek i¢in H,O, ile muamele edildi. Deparafinize edilen dokular
dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen retrieval igin sitrat tampon
soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildu.

Zemin boyasmi engellemek i¢in Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision
Corporation, USA) sollisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer antikor
(Rabbit Anti-TRPM2 antibody, ab101738, Abcam, Cambridge, UK ) ile 60 dakika
inkiibe edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor
(biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit IgG), TP-125-BN, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
Sekonder antikor uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline Phosphatase (TS-
060-AP, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildikten sonra distile su icerisine alindi. Dokulara Fast Red Substrate
System (TA-125-AF, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip 1s1k
mikroskobunda gériintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak distile su ile
yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi1 yapilan dokular distile
sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-
125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi.

Pozitif kontrol i¢in meme dokusu ile karsilastirildi. Negatif kontrol igin
hazirlanan dokularda primer antikor yerine PBS kullanildi, diger basamaklar ayni

sekilde uygulandu.
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degerlendirildi
degerlendirilmesinde boyanmanin yaygmnligi esas alindi. immiin boyanmanin

yayginhigt 0’dan +3’e kadar say: ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 9) ve

Hazirlanan

preparatlar  Novel N-800M mikroskobunda

ve  fotograflandi. Immiinohistokimyasal

istatiksel analizler yapild.

Tablo 8. Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira Islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol I 10 dakika
3 Xylol 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika

5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 745 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soltisyonu 5 dakika

14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz) 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) 5 dakika
21 Distile su 5 dakika

22 Z1t boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma

............
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Tablo 9. Immiinohistokimyasal boyanma yaygmliginin derecesi

Derece Anlam
(I Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

4.8. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Metodu

Testis dokusunda RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA Mini Kiti
kullanildi. Caligma prosediirii asagidaki gibidir:

Kit icerisindeki lizis buffer’dan 1ml ve 2-merkaptoetanol’dan 10 ul falkon
tiipiine alinip karngtirilarak Lizis tampon ¢6zeltisi elde edildi. Testis dokusu, ile
esit miktarda homojenizatér boncugu ve hazirladigimiz ¢ozeltiden 600pl alinarak
kilitli eppendorf tiiplere birakildi. Homojenizatérde 6 dakika (dk) 9. hizda
parcalama islemi yapildi. Ornekler 12.000xg’de 2 dk oda sicakhiginda santrifij
edildi. RNA igeren sivi fazin hepsi yeni bir ependorfa almarak izerine 500 pl
%70’lik etanol eklendi ve vortekslendi. Omeklerden 700 pl alinarak kit
icerisindeki kolonlara aktarildi ve 12.000xg’de 15 saniye oda sicaklifinda
santrifiij edildi. Kalan orneklerde kolonlara aktarilarak ayni sekilde santrifijj
edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiiplintiin altinda biriken sivi bosaltildi. Yikama
islemleri kitin igindeki Wash I ve Wash II ile yapildi. Orneklere 700 pl Wash I
eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi. Toplam tiipii degistirildi. Orneklere
500 pl Wash II eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi ve bu islem iki defa

tekrarlandi.
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Tiiptin altindaki sivi bosaltilarak higbir sey eklenmeden 12.000xg’de 2 dk

santrifiij edildi. Kolonlar alinarak yeni ependorf tiiplere birakildi ve tistiine 30 ul
RNase igermeyen su eklenerek oda sicakhiginda 1 dk bekletildi ve 12.000xg’de 2
dk oda sicaklifinda santrifiij edildi. Ependorf tlipiin dibindeki sivi kisim bu
asamadan sonra RNA igermektedir. RNA ¢rnekleri kullanilincaya kadar -80°C’de

saklandi.

Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii

Bu calismada RNA 6lgtimii igin Qubit® RNA Assay Kit For Use With
The Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi. RNA
miktar1 pg/ml olarak 6lgiildii. cDNA sentezi igin RNA miktarlarmin egitlenmesi
amaciyla okunan en disik RNA degeri standart alindi. Komplementer DNA

sentezi (cDNA) i¢in her bir gruptaki 6rneklerden RNA havuzu hazirland1.

Komplementer DNA Sentezi

Calismamizda cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA drneklerinden 10 pl
kullanildi. cDNA sentezi toplam 20ul hacimde gergeklestirildi. Sentez i¢in 10ul
RNA 6mmegi, 2 ul 10XRT random primer, 2 wul 10XRT buffer, 0.8 pl 25XdNTP
mix, 4.2 pl niikleaz igermeyen su ve en son olarak 1pl MultiScribe™Reverse
Transcriptase enzimi kullanildi. Omekler termal dongii cihazina yerlestirildi.
25°C de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C de 5 dk ve 4°C’de o olacak sekilde cihazda

bekletildi. Olusan cDNA Srmekleri -20°C’de saklandu.
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Tablo 10. cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim (pl) Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karigimi (100mM) 0.8 4367381
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H,O 4.2

Reaksiyon toplami 10.0

Tablo 11. cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4, Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk o0

Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Amplifikasyonu:

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNAlar sekans spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz(GAPDH) ve TRPM2 genlerinin belirlenmesi

i¢in agagidaki tablolarda verilen primerler kullanildi.
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Tablo 12. RT-PZR’da kullanilan primerler

TaqMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD, 250ul

Test Katalog Numaras:
Gapdh Rn-01775763-g1
TRPM2 Rn-01429417-m1

Real Time PZR 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. RT-PZR Plate
hazirlanirken ¢cDNA 6rneklerinde her bir kuyucuga 2pl kondu. Buz lizerinde her
bir 6rnek igin Sul TagMan Master Mix, 2.5 pl niikleaz igermeyen su ve 0.5 ul
primer hibridizasyon probu olacak sekilde ornek sayisina gore hesaplanan bilesen
miktarlar1 ependorflara kondu ve vortekslendi. Plate’deki ¢cDNA  6rneklerinin
{izerine 8ul hazirlanan karigimdan birakilarak plate’in iizeri optik yapistirict filmle
kapatildi. Plate 6rneklerin tamamen dibe ¢6kmesi ve olugan kabarciklarin yok

edilmesi amaciyla Mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo 13. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim(u)X Ornek Sayisi
cDNA 2.0

Primer 0.5

TagMan Mix 5.0

Niikleaz icermeyen H,O 2.5

Toplam 10.0
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Gen ekspreyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PZR

sistemi ile olgiildii. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak

kullanildr. Tst kosullart 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye

ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 14. Uygulanan RT-PZR programi

RT-PCR X 40 dongii

1. Adim 2. Adim 3.Adim 4. Adim
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10dk 15sn 1dk

4.9. Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel

analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar arasi degerlendirme

One-way ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel

olarak anlaml kabul edildi.
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S.BULGULAR

5.1. MDA Bulgulari

Spektrofotometrik olarak 6l¢iilen doku MDA diizeyleri, kontrol ve NAS
gruplarinda benzerdi. Kontrol ve NAS gruplariyla kiyaslandiginda DM grubunda
MDA diizeyleri anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05). DM grubu ile
karsilastirildiginda DM + NAS verilen grupta testis dokularinda MDA diizeyi

anlamli olarak azalmis bulundu (p<0.05). (Tablo 15).

Tablo 15. Doku MDA degerler

Grup MDA (nmol/g protein)
KONTROL 90.75+0.95

NAS 84.25+2.21

DM 141.6 £2.217

DM + NAS 110.50 + 8.22%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
®DM grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

5.2.TUNEL Bulgular:

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi igin yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi testis dokusunda
spermatik seri hiicrelerde gézlendi. TUNEL pozitifligi kontrol (Sekil 14) ve NAS
(Sekil 15) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu ile karsilastinldiginda DM (Sekil
16) grubunda anlamli bir artig vardi (p<0.05) (Sekil 17). DM grubu ile

kiyaslandiginda DM + NAS (Sekil 18) grubunda ise anlamli bir azalma vardi
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(p<0.05). Negatif kontrolde (Sekil 19) TUNEL pozitifligine rastlanmadi. Pozitif

kontrol (Sekil. 20) i¢in sigan meme dokusu kullanildi.

50pum.

Tablo 16. Apoptotik indeks (%)

Grup Apoptotik Indeks (%)
KONTROL 1.75 +£0.50

NAS 2.25+0.50

DM 6.75 + 0.50°

DM + NAS 2.50 £0.57°

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
“ Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
®DM grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 15. NAS grubu TUNEL pozitif hiicre
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Sekil 16. DM grubu testis dokusunda artmig TUNEL pozitif hiicreler

Sekil 17. DM+NAS grubu TUNEL pozitif hiicreler.
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Sekil 18. Negatif kontrol. TUNEL Testis dokusu

Sekil 19. Pozitif kontrol. TUNEL Meme dokusu

3

5.3.TRPM2 Immiinreaktivitesi
TRPM?2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin

151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TRPM2 immiinreaktivitesi testis

dokusunda peritubiiler (siyah ok) ve interstisyel (krmizi ok) alanda gorildi.
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TRPM2 immiinreaktivitesi kontrol (Sekil 20) ve NAS (Sekil 21) gruplarinda

benzerdi. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda DM (Sekil 22) grubunda anlamli
bir azalma vardi (p<0.05) DM grubu ile kiyaslandiginda DM + NAS (Sekil 23)

grubunda ise anlamlt bir degisiklik gézlenmedi. (Tablo 17). Skala bar: 50pm.

Tablo 17. TRPM?2 immiinreaktivitesi.

Grup TRPM2 immiinreaktivitesi
KONTROL 3.83+0.40

NAS 3.66 £ 0.51

DM 1.83 £ 0.40°

DM + NAS 2.16 £0.40

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 21. NAS grubuna ait testis dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi.
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Sekil 22. DM grubuna ait testis dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi.

Sekil 23. DM+NAS grubuna ait testis dokusunda TRPM2

immunreaktivitesi.
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5.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Bulgular:

TRPM2 i¢in yapilan PZR ¢alismasi sonucu; testis dokusunda kontrol
grubu ve NAS gruplarinda TRPM2 mRNA diizeyilert benzerdi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DM grubunda anlamli bir azalma vardi (p<0.05). DM grubu
ile kiyaslandiginda DM + NAS grubunda ise anlamli bir artig vardi (p<0.05)

(Tablo 18).

Tablo 18. TRPM2 mRNA diizeyleri.

Grup mRNA diizeyi kat artist
KONTROL | 1+0.081

NAS 0.9 £0.40

DM 0.55 +£0.081°

DM + NAS 0.9+ 0.40°

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
* Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
®DM grubuna gére karsilastirldiginda, (p<0.05).
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6. TARTISMA

DM insiilinin hormonunun sentezlenmemesine veya yeterli diizeyde
olmamasina bagli olarak gelismekte olup kan sekeri seviyesindeki artisla
(hiperglisemi) ile karakterize olan bir hastaliktir. Insiilin eksikligi ve insiiline kars1
gelisen direng de DM olusumunda rol oynamakta ve buna bagli olarak protein,
karbohidrat ve lipit metabolizmasinda bir takim degisimler meydana
getirebilmektedir (129). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda baglanti oldugu
goriisii yapilan in vivo calismalar ile de gosterilmis olup ayrica arastirmacilarin
bulgulari, vaskiiler komplikasyonlart olan diyabetik hastalarda, hem LDL’nin
oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda, hiperglisemiye bagh
artislarin oldugu bulunmugtur. Diyabetik olgularda, lipidlere ilave olarak protein
oksidasyonu da artmaktadir. Ozelikle kollajen, elastin ve miyelin kilifindaki
ckstraselliiler proteinlerin oksidasyonu sonucu; lens, damar, bazal membran gibi
dokularda katarakt, mikroanjiyopati, ateroskleroz ve nefropati gibi diyabetik
komplikasyonlar gelismektedir (48). DM'nin gelisiminde dogrudan ya da dolayli
olarak pankreas digmmdaki faktorlerin etkisi de bulunmaktadir. Noérolojik
bozukluklar, sagliksiz beslenme, yaglhlik, kalitsal etmenler, karaciger, enfeksiyon,
bobrek tistii bezleri, tiroit ve hipofizdeki patolojik degisimler bu hastaligin
nedenleri arasinda yer almaktadir (130).

Ayrica 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 ¢alismalar yapilmistir.
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Deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda veya diyabetik hastalarda

serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun énemli derecede arttigi
ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu
bildirilmistir (132). Dis orbitallerin de bir veya birden fazla eslesmemis elektrona
sahip olan serbest oksijen radikalleri, kisa omiirlli, kararsiz ve ¢ok etkili
molekiiller olup oksidatif stres ile yakindan iligkilidir(130). Yapilan ¢alismalarda
Diyabette bagli olarak artan oksidatif stresin reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikallerin agxrl‘ﬁretimini tetikledigi gorilmiigtiir (52). Diyabet ve diyabete bagh
olusan komplikasyonlarin reaktif oksijen turleri ile olan iliskisini agiklayan
calismalarda; enzimatik olmayan glikasyon, enerji metabolizmas: degisiklikleri
sonucunda ortaya g¢ikan metabolik stres, sorbitol yol aktivasyonu, hipoksi ve
iskemi-reperfiizyon sonucunda gergeklesen doku hasarlarmin serbest radikal
olusumunu artirdi@r ileri striilmektedir (133).

DM’ nin uzun zamandan beri bilinen bir sonucu da anormal sperm
yapimina bagli olarak treme sistemi tizerindeki negatif etkisidir (134). Sanayisi
gelismis toplumlarda artan tip I ve tip II diyabete bagli olarak erkeklerde infertilite
oranlarinin arttigi bildirilmistir (51). Diyabet penil ereksiyon ve ejekiilasyonu
etkilemektede olup spermatogenez tizerinde olumsuz etkilerinin oldugu yapilan
calismalarda vurgulanmis olup (52). Deney hayvanlarinda ve insanlarda yapilan
calismalarda DM' nin, ireme fonksiyonlarini etkileyerek, diisiik testosteron
diizeyleri, testikiiler disfonksiyon ve yetersiz spermatogeneze sebep oldugu

gosterilmistir (135).
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STZ ile olusturulmus deneysel diyabet modelleri tizerinde yapilan

caligmalarda seminifer tibil tizerinde bulunan reseptorlerin (FSH, instilin, instilin
benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-I)) diyabete bagh olarak olumsuz etkilenmeleriyle
FSH sentezinin azaldigt testosteron seviyesinin diistigi ve buna bagli olarak
leydig hiicrelerinde meydana gelen LH sentezinin azaldigi bildirilmigtir (55).
Bunun yani sira diyabetin testosteron seviyesinde meydana getirdigi azalma,
testikiiler disfonksiyon ve spermatogenez iizerindeki olumsuz etkileri yapilan
caligmalarda bildirilmis olup diyabetin, tireme fonksiyonlar1 lizerinde olumsuz
etkileri saptanmustir. Ayni zamanada diyabete bagli olarak testislerde, tunika
albugineada, seminifer tubiillerde, interstisyel bag dokusunda ve Leydig
hiicrelerinde meydana gelen olumsuz histolojik degisiklikler bildirilmektedir (55).

Androjen ve spermlerin Uretildigi testisler antioksidan elemanlar
vasitasiyla korunuyor olmasma ragmen endojen ve eksojen kaynakli faktorler
oksidatif stres meydana getirmekte ve testisler {lizerinde olumsuz etkiler
olusturmaktir (56). Bunlarin sonucunda; Spermatozoa ve erkek germ hiicrelerinde
DNA hasar, testikiiler antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk ve son olarak
oksidatif stres ile birlikte lipid peroksidasyonunun inditklenmesine neden
olmaktadir (136). Hiicrenin canliligimi koruyabilmesi ve gerekli olan hiicresel
fonksiyonlarin devam ettirmesin’de iyon kanallar1 hiicre zarinda ¢ok Snemli bir
role sahiptir (137). Hiicre zarinda bulunan iyon kanallarindan biride oksidatif
stres ile aktiflesebilen TRPM2 kanallaridir (138). TRPM2 kanallar baslica kemik
iligi ve beyin olmak lizere bagirsak, karaciger, bobrek, pankreas, akciger, iskelet
kasi, testis, prostat, 16kositler ve arka kok gangliyonlart gibi birgok doku ve

hiicrede varligi belirlenmistir (139).
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Bu kanallar sodyum ve potasyuma gecirgen olmasimin yani sira hiicreye

kalsiyumun girmesinde 'de oldukg¢a 6nemli bir role sahiptir (140). Diyabette bagli
olarak artan oksidatif stresin reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin asirt
tiretimini tetikledigi gérilmustiir (52).

Serbest radikaller bagisiklik sistemi hiicreleri (nétrofil ,makrofaj vs)i¢in
gerekli olsada agir1 tiretimi doku hasari ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (48).
TRPM?2 kanali oksidatif stres tarafindan aktive olabildigi i¢in, son zamanlarda,
seker hastaligi, inflamasyon, miyokardiyal enfarktiis ve nérodejeneratif hastaliklar
da dahil olmak {izere, oksidatif strese bagli hastaliklara karsi potansiyel bir
terap6tik hedef olarak ortaya ¢ikmistir (99). Oksidatif stres ile aktiflesen TRPM2
katyon kanallar1 doku, organ ve sistemlerde bir takim fonksiyon bozukluklart
meydana getirebilmektedir (141). Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi hasar1 o6nlemek i¢in viicutta bazi savunma
mekanizmalar1 gelistirilmigtir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak
bilinirler. Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup,
olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢1 hem de hiicre disi
savunma ile etkisiz hale getirilirler. Hicre i¢1 serbest radikal toplayici enzimler
asil antioksidan savunmayi saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz,
glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve
sitokrom oksidazdir (142).

Hiicre i¢i elekron dengesinin bozulmasi, Oksidatif stres, mitokondrial
defektler ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi apoptoz olusumunu

tetikleyebilmektedir (111).
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Bu c¢aligmada, streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet

modelinde NAS’in, sigan testis dokusundaki apoptotik degisiklikler tizerine
koruyucu etkileri ve TRPM2 kanal aktivasyonundaki rolii incelenmistir.

Calismamizda kontrol grubuyla karsilastinildiginda diyabetik grupta testis
dokusunda MDA ve apoptotik hiicre sayisi1 belirgin olarak artmisken tedavi olarak
NAS verilen grupta ise anlamli olarak azalma vardi. Calismamizdaki bu bulgular
bircok ¢aligma ile paralellik gostermekteydi. NAS mukustaki distilfit baglariyla
etkileserek, mukoproteinleri pargalar ve mukusun vizkozitesini azaltir. Mukolitik
ilaglar hiicre iginde sistein' in miktarinda artis meydana getirmektedirler. Hiicre
i¢inde artan sisteinnin zaman igerisinde glutatyon sentezini artirarak antioksidan
ozellik gosterdigi kesfedilmigtir (63). Ayrica akciger hastaliklari, kardiyovaskiiler
hastaliklar, metal toksisitesi, karacigerin parasetamol toksisitesi, Romatoid artrit,
siklofosfamide bagli olusan hemorojik sistitte etkilidir (64).

Ayrica hiicreyl koruyucu ve antioksidan 6zellikleri de vardir. Antioksidan
ozelligini, GSH seviyelerini dizenleyerek, dogrudan radikalleri temizleyerek,
noétrofil aktivitesi ve TNF iiretimini baskilayarak gergeklestirmektedir. NAS hiicre
icindeki proteinlerin aktivitelirinin diizenlenmesine yardimci oldugundan apoptoz
olusumunuda engelledigi bilmekte olup endotel disfonksiyonunu azaltmakta,
inflamasyon, fibroz, invazyon, kartilaj erezyonu, asetaminofen detoksifikasyonu
ve transplantasyon olaylarinda NAS énemli rol oynamaktadir (65).

Calismamizda en dikkat ¢ekici bulgu ise diyabetik grupta TRPM2 artisi
beklenirken kontrol grubuna gore belirgin azalmasiydi. Bu bulgu yapilan bir¢ok
calismayla zithik gostermekteydi. Naziroglu ve ark. Biitiyonin siilfoksimin (BSO)

ile GSH yetersizligi olusturulan arka kok ganglion (AKG) sinir hiicrelerinde 24
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saatlik deney siiresi sonunda TRPM2 kanallarinin daha fazla aktive olduklarmi ve

hiicre i¢i GSH verildiginde ise kanallarin tamamen, hiicre dig1 inkiibasyonlarinda ise
kismen inhibe olduklarini gézlemlenmistir (142). Yapilan bir bagka ¢alismada ise
glial aktivasyonunun bir sonucu olarak TRPM2 iskemik yaralanma sonrasi 1 ve 4.
haftalarda artis gosterdigi goriilmts olup, bu da TRPM2 ‘min kisa siire zarfinda
yogun olarak tiretildigi ve iskeminin patofizyolojisinde bir rol oynayabilecegini
distindiirmektedir (144).

Miller ve ark. kalp tizerinde 2 saat hipoksi sonrasi yarim saat
reoksijenizasyonun ardindan serbest oksijen radikallerinin ortamda yiiksek
seviyelere ¢iktigini tespit etmislerdir (144). Bu bulgular 1s1§inda ¢aligmamizdaki
TRPM2 diizeyinin diyabet olusturulan siganlarda ge¢ dénemde diizeyinin diisiik
olmasinin sebebi olarak, DM’nin erken déneminde oksidatif hasarin fazla
olabilecegi ve neticesinde TRPM2 kanallarinin paralel olarak erken dénemde
artist ve agirt ekspresyonu, iyilesme yani ge¢ donemde de tiketilmisligin ve
kullanimin neticesiyle diizeyinin diismus olabilecegi diisiiniildil.

Sonug olarak, deneysel diyabetin testis dokusunda MDA ve apoptotik
hiicreleri arttirdigi, TRPM2 seviyelerini azalttig1, tedavi olarak verilen NAS’1n
MDA ve apoptotik hiicreleri azalttigi, diyabetin testis dokusunu etkilemesinin
patofizyolojisindeki roliiniin aydinlatilabilmesi igin gelecekte farkli deneysel

diyabet siireleriyle yapilacak ¢alismalara ihtiyag oldugu kanaatine varilmistir.
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