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OZET

Diabetes mellitus (DM), insiilin sekresyonu yoklugu ile gelisen metabolik bir
hastaliktir. Bu calismada; streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet
modelinde sigan testis dokusunda adropin ve apopitozis lizerine vitamin D’nin
koruyucu etkileri incelenmistir.

8-10 haftalik 41 adet Wistar albino cinsi erkek sicanlar her grupta 7 hayvan
olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi.
Tampon grubuna tek doz 0.1 M sodyum sitrat tamponu ip uygulandi. Vitamin D
grubuna giinliik 200IU/glin oral yolla Vitamin D uygulandi. Diyabet grubuna
50mg/kg tek doz STZ 0.1 M sodyum sitrat tamponunda ¢ozdiiriilerek ip. uygulandi.
Glukoz diizeyi 250mg/dl {izerinde olanlar diyabetik kabul edilip, deney baslangici ve
sonunda glukoz diizeyleri 6lgiildii. Diyabet+Vitamin D grubu 50mg/kg tek doz STZ
0.1 M sodyum sitrat tampon ¢ozdiiriilerek ip. uygulandi. Diyabet olusturulduktan
sonra Vitamin D 200IU/giin oral yolla uygulandi. Deney sonunda tiim gruptaki
siganlar anestezi altinda dekapite edildi ve hizla testis dokulari g¢ikarilarak
immiinohistokimya ile TUNEL boyama, tiim gruplara ait kan serum 6rneklerine de
biyokimyasal analizler yapildu.

TAS ve TOS, doku ve serum adropin diizeyleri Kontrol grubuyla diger
gruplar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu. Kontrol,
Tampon ve Vitamin D gruplarinda TUNEL pozitifligi ve immunohistokimyasal
reaktivite benzerdi, Diyabet grubunda artmig, Diyabet+Vitamin D grubunda ise
azalmist.

Sonug olarak bu deneysel ¢alismada DM’ nin testis doku hasarina neden
oldugu ve adropin diizeyi ile DM arasinda paralellik seyrettigi, antioksidan 6zellikte
olan vitamin D’nin nispeten bu hasar1 azalttig1 saptandi. Gelecekte ileri ¢aligmalarda
tedavide vitamin D’ nin alternatif olarak kullanilabilecegi sonucunu ortaya koydu.

Anahtar kelimeler: DM, adropin, vitamin D, apoptozis.



ABSTRACT
THE EFFECTS OF VITAMIN D ON ADROPIN AND APOPTOSIS IN
EXPERIMENTAL DIABETIC RAT TESTIS

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease caused by deficiency of insulin
secretion. In this study, protective effects of vitamin D against adropin and apoptosis
on testis tissue of streptozotosin-induced experimental diabetic rats were
investigated.

Eight-ten-week old 41 Wistar albino rats were divided into five groups of
seven rats. No treatment was applied to control group. A single dose of 0.1 M
sodium citrate was injected intraperitoneally to buffer group. A daily dose of 200
IU/day vitamin D was orally treated to vitamin D group. A single dose of 50 mg/kg
STZ in 0.1 M sodium citrate buffer was intraperitoneally injected to diabetic group.
The rats with glucose level of higher than 250 mg/dl were considered as diabetic and
glucose levels were recorded at the beginning and end of the experiment. A single
dose of 50 mg/kg STZ in 0.1 M sodium citrate was intraperitoneally injected to
Diabetes+Vitamin D group. After induction of diabetes, a daily dose of 200 1U/day
vitamin D was orally treated to Diabetes+Vitamin D group. At the end of the
experiment, all rats were decapitated under anaesthesia and testis tissues were
removed immediately for immunohistochemical analysis of TUNEL staining.
Moreover, biochemical analyses for blood serum samples of all rats were conducted.

TAS and TOS, tissue and serum adropin levels were found to be statistically
significant comparing to control group. TUNEL and immunohistochemical reactivity
levels were similar for Control, Buffer and Vitamin D groups while increased for
diabetic group and decreased for Diabetes+Vitamin D group.

In conclusion, it was proved in this experimental study that DM causes tissue
damage on testis and there is a parallelism between adropin level and DM whereas
vitamin D, which is an antioxidant, has decreased this damage relatively.
Consequently, it can be stated that vitamin D may be used as an alternative treatment
for DM in future.

Keywords: DM, adropin, vitamin D, apoptosis.

Vi



ICINDEKILER
BASLIK SAYFASI I
DEKANLIK ONAYI i
TESEKKUR iv
OZET v
ABSTRACT vi
ICINDEKILER Wil
TABLO LISTESI X
SEKIL LISTESI Xi
KISALTMALAR LISTESI Xii
1. GIRIS
1.1. Diabetes Mellitus
1.1.1. Tanim
1.1.2. Epidemiyoloji
1.1.3. Tam
1.1.3.1. Aglik Plazma Glukoz Ol¢iimii
1.1.3.2. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)
1.1.3.3. Rastgele Bir Zamanda Glukoz Olgiimii
1.1.3.4. A1C (HbA1c)
1.1.4. Diabetes Mellitus’un Siiflandirilmasi
1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari
1.2. Serbest Radikaller
1.2.1. Serbest Radikal Kaynaklari
1.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri
1.3. Oksidatif Stres
1.3.1. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres
1.3.1.1. Glukozun Otooksidasyonu

© ©O© N o B~ 0O W W W DN DN RFPE R

e eI
N N O

1.3.1.2. Protein glikasyonu ve AGEs’nin olugumu
1.3.1.3. Protein Kinaz C Yolagi (PKC)
1.3.1.4. Poliol Yolag

1.4. Diyabet ve Testis

1.5. Adropin

[T S S N
o U1 ow N

vii



1.6. Apoptozis
1.6.1. Apoptozisin Mekanizmalar1
1.6.2. Apoptozisin Regiilasyonu
1.6.2.1. p53’iin Roli
1.6.2.2. Bcl-2/Bax
1.6.2.3. Kaspazlar
1.6.3. Apoptozun Testisler Uzerindeki Etkisi
3.6.4. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar
1.6.5. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Ydntemler
1.7. D Vitamini
1.7.1. D Vitamini Metabolizmas1
1.7.2. D Vitamininin Fonksiyonu
1.7.2.1. Tip 2 Diyabet (T2D) Gelisiminde D Vitaminin Rolii
1.7.2.1.1. D Vitamini ve Insiilin Direnci
1.7.2.1.2. D vitamini ve Beta Hiicre Disfonksiyonu
1.7.3. D Vitamini Diizeyleri
1.7.4. D Vitamini Kaynaklar1
2.GEREC VE YONTEM
2.1. Deney Hayvanlar1 ve Beslenmeleri
2.2. Diyabet Indiiksiyonu
2.3. Deney Gruplarmin Olusturulmasi
2.4. Orneklerin Alinmasi
2.5. Biyokimyasal Calisma
2.5.1. Kan glukoz diizeyleri

2.5.2. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

2.5.3. Total Antioksidan (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS) Olgiimleri

2.5.3.1. TAS Olgiimii
2.5.3.2. TOS Olgiimii
2.5.4. Numunelerde Adropin Diizeylerinin Olgiimii
2.5.5. Histolojik Calisma
2.6. Immiinohistokimya

2.7. TUNEL Metodu

viii

18
20
21
22
22
23
23
24
24
25
26
26
27
27
28
28
29
29
29
30
30
32
32
32
32

32
33
33
34
34
35



2.8. Istatistiksel Analiz
3.BULGULAR
3.1. Klinik Bulgular
3.1.1. Biyokimyasal Bulgular
3.1.1.1. Kan-glukoz miktarlari
3.1.1.2. TAS ve TOS Diizeyleri
3.1.1.3. Doku ve Serum Adropin Diizeyleri
3.1.1.4. TUNEL Bulgular
3.1.1.5. immiinohistokimyasal Bulgular
4. TARTISMA
5. KAYNAKLAR
6. OZGECMIS

37
38
38
38
38
39
40
42
45
49
55
70



TABLO LiSTESI
Tablo 1. Diyabetes Mellitus Tani Kriterleri
Tablo 2. Diabetes Mellitus’un Siniflamasi .
Tablo 3. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari.
Tablo 5. Serum 25(OH)D3 diizeyine gore D vitamini durumu
Tablo 6. Deney Hayvanlarina Verilen Sican Yeminin Terkibi
Tablo 7. Histolojik takip serileri
Tablo 8. TUNEL Boyama Prosediirii.

28
29
34
36



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.

SEKIL LISTESI
Oksidatif stresin DM komplikasyonlarinin patogenezindeki rolii
Poliol Yolagi
Adropinin fizyolojik ve biyokimyasal etkileri
Apoptozisin Regulasyonu

Baslangic ve final viicut agirliklar

Deney hayvanlarinin baslangi¢ ve final kan- glukoz miktarlar1 (mg/dl).

Serum TAS diizeyleri

Serum TOS diizeyleri

Doku adropin diizeyleri

Serum adropin diizeyleri

Kontrol grubunda TUNEL pozitifligi (—).

Tampon grubunda TUNEL pozitifligi (—).

Vitamin D grubunda TUNEL pozitifligi (—).

DM grubunda TUNEL pozitifligi (—).
Diyabet+Vitamin D grubunda TUNEL pozitifligi (—).
Apoptotik indeks

Kontrol grubunda Adropin immiinreaktivitesi (—).
Tampon grubunda Adropin immiinreaktivitesi (—).
Vitamin D grubunda Adropin immiinreaktivitesi (—).

DM grubunda Adropin immiinreaktivitesi (—).

Xi

11
14
18
21
38
39
40
40
41
42
42
43
43
44
44
45
46
46
47
47



KISALTMALAR LiSTESI

ADA : Amerikan Diyabet Birligi

AGEs : Ileri Glikasyon Son Uriinleri

AlF . Apoptozis Uyarici1 Faktor

Apaf-1 : Apoptotik Proteaz Aktivator Faktor-1
APG : Ac¢lik Plazma Glukozu

AR : Aldoz Rediiktaz

CSF : Koloni Uyaric1 Faktor

DAG : Diagilgliserol

DKA : Diyabetik Ketoasidoz

DM : Diabetes Mellitus

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

ENHO : Enerji Dengesi Ile ilgili Gen

eNOS : Endotelyal Nitrik Oksit Sentetaz
FSH : Follikiil Stimulan Hormon

GAPDH : Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz
GDM : Gestasyonel Diabetes Mellitus

GSH : Rediikte Glutatyon

GSH-Px - Glutatyon Peroksidaz

HHS : Hiperosmolar Hiperglisemik Sendrom
IGF : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
iINOS : Immiin Nitrik Oksit

KAT . Katalaz

LDL : Diisiik Dansiteli Lipoprotein

LH > Luteinizan Hormon

MAP : Mitojenle Aktive Edilen Protein
MDA : Malonildialdehit

NADPH : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
NCV : Noron iletim Hiz1

NDDG : Ulusal Diyabet Veri Grubu

NGF : Noron Biiyiime Faktorii

NO - Nitrik Oksit

xii



OGTT : Oral Glukoz Tolerans Testi

OGTT : Oral Glukoz Tolerans Testi
PBS : Phosphate Buffered Saline
PCD : Programmed Cell Death

PG : Plazma Glukozu

PKC : Protein kinaz C

PTH : Parathormon

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RANKL  : Niikleer faktor kappa-B ligand’in reseptor aktivatorii

ROS . Reaktif Oksijen Tiirleri
SOD . Stiperoksit Dismutaz
STZ . Streptozotosin

TAS : Total Antioksidan Status
TNF : Timor Nekrozis Faktor
TOS : Total Oksidan Status

TUNEL : TdT-mediated nick and labeling
TURDEP : Tiirk Diabet Epidemiyoloji Caligma Grubu
VKi : Viicut Kitle Indeksi

VSMC . Vaskiiler Diiz Kas Hiicresi

Xiii



1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tammm

Diabetes mellitus (DM), insiilin sekresyonu yokluguna veya dokularin
insiiline duyarliliginda azalmaya bagli olarak karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmalarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan kronik metabolik bir hastaliktir (1).

DM polidipsi, poliiiri, polifaji ve kilo kayb1 gibi klinik belirtiler ile ortaya
cikan, agir formlarinda tedavi edilmediginde stupor, koma, hatta 6liime neden olan
ketoasidosis ya da nonketotik hiperosmolar hiperglisemi gibi ciddi semptomlar
gosterir. Cogunlukla klinik belirtiler agir degildir, bazen hicbir semptom da
goriilmeyebilir. Patolojik metabolizma degisikliklerine neden olan hiperglisemi, DM
tanis1 konulmadan Once uzun siire mevcut olabilir ya da retinopati, ndropati,
nefropati gibi komplikasyonlarda teshis edilir (1-3).

Ayrica bazi durumlarda diyabet, Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) ilk
kez gebelikte ortaya ¢ikan veya tam alan Glukoz Intoleransi olarak
tanimlanmaktadir. Bazi kisilerde diyabet gelisme olasiligi glukoz tolerans
anomalilerinden once de tanimlanabilir (4, 5).

1.1.2. Epidemiyoloji

DM biitiin toplumlarda sik goriilebilen, prevelans ve insidans1 farklilik
gosteren kronik bir hastaliktir. DM’ nin en az goriildiigli toplum Japonya, en ¢ok
goriildiigii toplum ise Iskandinav iilkeleri oldugu rapor edilmistir (6). DM nin 2013
yilina kadar diinya genelinde 382 milyon insan1 etkiledigi ve bu sayinin 2035’e kadar
592 milyona ulasacag tahmin edilmektedir (7,8). Tip 2 DM’nin erken belirti veren
bir semptomu olmadigindan kisi hastaligini uzun siire fark etmeyebilir. Tip 2 DM
prevelansindaki artisin  popiilasyonun kirsaldan kentlere ge¢isi ile iligkilidir.
Giliniimiizde kentlesmenin yani sira epidemiyolojiye genetik, cevresel, davranigsal
(yetersiz egzersiz, hazir gida tiiketimi gibi), sosyoekonomik ve kiiltiirel faktorler de
etkilidir (9). Ulkemizde popiilasyona yonelik ilk diyabet taramalar1 1998-1999
yillarinda Tiitk Diyabet Epidemiyoloji Calisma Grubu (TURDEP) tarafindan
yapilmisgtir. TURDEP-1 olarak bilinen bu ¢alismada diyabetin prevelansinin erigkin
niifiista  %7.2 ve bozulmus glukoz intoleransinin prevelanst %6.7 olarak

bildirilmistir. 2010 yilinda yapilan TURDEP-2 c¢alismasinda ise diyabet



prevelansinin eriskin niifiista %90 artarak %13.7° ye ulastigi goriilmiistiir. Ayrica
kentsel ve kirsal diyabet siklig1 arasinda ise anlamli fark ortadan kalkmaistir (10).
1.1.3. Tam
Diyabet ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklar1 i¢in Amerikan
Diyabet Birligi (ADA) tarafindan hazirlanan giincel tani kriterleri Tablo 1°de

goriilmektedir.

Tablo 1. Diyabetes Mellitus Tan1 Kriterleri

Diyabetes Mellitus Tan1 Kriterleri
APG >126 mg/dL (7.0 mmol/L)

Veya
OGTT 2. Saat PG>200mg/dL (11.1mmol/L)

Veya
A1C>6.5% (48 mmol/mol)

Veya
Hastada Hipergliseminin Semptomlart Olmasi Durumunda Rastgele PG>200mg/dL

(11.1mmol/L)

P —
APG: Aglik Plazma Glukozu

OGTT: Oral Glukoz Tolerans Testi
PG: Plazma Glukozu

Bu giincel tabloya gore DM tanisi dort tan1 yontemi ile konulabilmektedir. Bu
tan1 yontemleri ise su sekilde agiklanabilir:

1.1.3.1. Achk Plazma Glukoz Ol¢iimii

Bu 6l¢lim hasta agisindan daha kolay uygulanabilmesi ve ucuz olmasi klinik
pratikte halen en fazla kabul goren yontem olarak kullanilmaktadir. Glukoz
kesinlikle plazmadan 6l¢iilir ve hematokritten bagimsiz olarak saf glukoz degeri
verilir. Aglik terimi bu yontem i¢in hastanin en az 8 saat boyunca herhangi bir kalori

almama olarak tanimlanir.



1.1.3.2. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)

Bu test rutin olarak uygulanmasi onerilmez fakat uygulanmasi durumunda
Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin tanimladig1 sekilde yapilmalhdir. Bu tanimda
hastaya {i¢ gilinliikk diyet kisitlamas1 sonras1 75 g. glukoza esdeger ¢ozelti 300 ml su
icinde ¢ozdiiriilerek kullanilmalidir. Bu yontem ile yiiksek Tip 2 DM riski olan
kisilerde diyabet-prediyabet ayrimi yapilabilmektedir. Solusyonun igirilmesini takip
eden 2 saat sonra alinan kanda plazma glukozunun 200 mg/dL’ye es veya iizerinde
olmasi durumunda DM tanis1 koyulur.

1.1.3.3. Rastgele Bir Zamanda Glukoz Ol¢iimii

Kiside DM nin klasik semptomlar1 olan polidipsi, poliiiri gibi belirtiler varsa
boyle bir bireyde herhangi bir zamanda plazma glukoz diizeyi Olgiilebilir. Bu
semptomlar1 olan bir kiside plazma glukozu 200 mg/dL veya ilizerinde ise hastaya
asikar DM tanis1 konulur.

1.1.3.4. A1C (HbAlc)

Uluslarast  Diyabet  Uzmanlar  Komitesi  tarafindan  uluslararas:
standardizayona uygun yontemle Olciildiigii taktirde HbAlc Slgiimiinii de DM tani
kriteri olarak kabul edilebilecegini belirtmistir (27). HbAlc aglik durumu
gerektirmeyen, akut hastalik ve stres durumlarinda ise degiskenlik gostermeyen bir
yontemdir. Ancak bu avantajlarinin yaninda bazi dezavantajlar1 olarak diger
yontemlere gore daha pahali olmasi, maliyeti yiiksek oldugundan yaygin
kullanilamamasi1 ve hemoglobin iliskili baz1 durumlardan etkilenmesidir (11).

1.1.4. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

DM’ nin smiflandirilmast 1979 yilinda ABD’de ‘Ulusal Diyabet Veri Grubu’
(NDDG) ve 1980°de Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yapilmistir. Kliniksel
olarak yapilan bu siniflandirmalarin ardindan 1997 yilinda Amerikan Diyabet Birligi
(ADA) DM’ yi yeniden siniflandirmis ve bu yeni siniflama etiyolojiye gore yapilmis
olup, hastanin insiiline bagimli ve insiiline bagimli olmayan diyabet yerine Tip 1 ve

Tip 2 diyabet terminolojisinin kullanilmasi tavsiye edilmistir (12).



Tablo 2: Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi (12).

1. Tip 1 DM (P hiicre yikim ve genellikle mutlak insulin eksikligi )
a) Immiinolojik

b) idiopatik

2. Tip 2 DM (insulin direnci veya insiilin salgi bozuklugu agirhkh olarak neden
olabilir)

3. Diger spesifik tipler

a) Beta hiicre fonksiyonundaki genetik defektler

b) insiilin etkisindeki genetik defektler

¢) Ekzokrin pancreas hastaliklari

d) Endokrinopatiler

e) Ilac ya da kimyasal ajanlar

) Enfeksiyonlar

g) Nadir goriilen immiin aracili diyabet

h) Diger genetik sendromlar

4. Gestasyonel DM

1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

DM’ 1i hastalar acil 6nlem almay1 veya tedavi edilmeyi gerektirecek bir takim
akut ve kronik komplikasyonlar ile yasamlar1 boyunca bir¢ok kez karsilasabilirler.
DM’ nin takip ve tedavisinde 6nemli gelismeler olsa da uzun siireli diyabet kapilleri,
arteriolleri, vaskiiler hiicreleri ve bazal membranlar etkileyerek tiim damarlarin
yapisint bozmakta ve bu yapilarda meydana gelen bozulmalar DM’nin mortalite
nedeni olmaktadir. Tiim mikrovaskiiler yapilar etkilenmesine karsin klinikte sik

olarak retina, renal glomeriil ve bilyiik sinirlerdeki patolojiler ile ortaya ¢ikar (13).



Tablo 3. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari.

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

Diyabetik ayak

Diyabetik gastroenteropati

Genitotriner bozukluklar

d. Erektil disfonksiyon

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller i¢in bir¢ok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin iizerinde

birlestigi tanim; bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirli,

kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve cok etkin kimyasal iirlinlerdir. Atomlardaki

elektronlar yoriinge olarak bilinen bosluklarda birbirine zit yonde hareket eder ve en

fazla iki elektron bulunur. Serbest radikaller; pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da ndtral

olabilirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller normal hiicresel metabolizma

sirasinda, en fazla elektron transferi ile olusabildigi gibi, cesitli dis etkenler

vasitastyla da olusabilmektedir (14).



Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sisteminde goérev alan notrofil,
makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi icin gerekli olsa da, serbest
radikallerin gerekenden fazla {retimi doku hasar1 ve hiicre Olimi ile
sonuglanmaktadir (15).

Organizmada serbest radikallerin olusma ve ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir ve serbest radikallerin asir1 {iretimi veya yetersiz transferi s6z konusu
oldugunda hiicrenin yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarinda degisiklik meydana
gelir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge oram
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Ancak bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasia neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu durum,
serbest radikallerin iiretimi ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden
olan ve viicudun antioksidan mekanizmalar araciligiyla kendini savunmasi arasindaki
orantinin bozulmasi ve sonucta doku hasarina neden olan olay olarak tanimlanabilir
(16).

Serbest radikaller proteinler, lipidler, karbonhidratlar, niikleik asidler ve DNA
tizerinde ciddi hasar yapma kapasitesine sahiptirler. Bu yiizden hiicre i¢i savunma
mekanizmalarini inaktive edebilir ve yogun konsantrasyona ulastiklarinda hiicre igi
bilesenlerle reaksiyona girerek metabolik ve hiicresel bozukluklara neden olmaktadir
(17). Yasadigimiz cevrede ¢esitli fiziksel ve kimyasal olaylardan kaynaklanan siirekli
bir serbest radikal olusumu vardir. Hiicrelerdeki metabolik olaylar esnasinda farkli
tiir ve miktarda radikaller meydana gelmektedir. Radikaller genel olarak ii¢ ana
mekanizma ile olusurlar (16).

1) Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Kimyasal baglarin kirilmasinda
yiiksek enerjiye sahip elektromanyetik dalgalar ya da yiiksek sicaklik (500-600 °C)
neden olur. Kirilma esnasinda bag yapisindaki iki elektron ayr1 ayr1 atomlar lizerinde
kaliyorsa, bu homolitik kirilmadir (18).

2) Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Radikal yapisinda
olmayan molekiilden elektron kaybi1 esnasinda dis orbitalinde paylasiimamais elektron
kalryor ise, radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, rediikte glutatyon (GSH) ve
tokoferoller (E vitamini) gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron

verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formlar1 olusur.



3) Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal ozellige sahip
olmayan bir molekiile tek elektron transferi ile dig orbitalinde ortaklasmamis elektron
olusuyorsa, bu tiir indirgenme olay1 da radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin
molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin
olusumuna neden olur (16).

Serbest radikaller ve diger radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri asagida
belirtilmistir (14).

Oksijen merkezli serbest radikaller:

v" Siiperoksid radikali (O".)

v" Hidroksil radikali (OH.)

v' Alkoksil radikali (RO.)

v" Peroksil radikali (RO,- .)

v" Hidroperoksil radikali (HO; .)

Oksijen merkezli olmayan serbest radikaller:

v Karbon merkezli (Lipid radikalleri)

v" Alkoksi radikalleri

v' Siilfur merkezli (Stlfiir radikali)

v" Hidrojen merkezli (Hidrojen radikali)

v' Demir merkezli (Perferil radikali )

v Azot merkezli ( Nitrik oksid, Nitrojen dioksid)

Radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri:

v' Ozon (03)

v' Hidrojen peroksit (H202)

v' Hipoklorik asid (HOCI)

v" Singlet oksijen (102)

v' Peroksinitrit (ONOO)

1.2.1. Serbest Radikal Kaynaklar:

Organizmadaki serbest radikaller hiicrede ve cevrede siirekli olarak hem

endojen hem de eksojen kaynaklar tarafindan iiretilirler.



Endojen Kaynaklar:

Mitokondride aerobik solunum sirasinda elektron transport sistemi
tarafindan katalize edilen oksijenler serbest radikalleri yan iirlin olarak
uretirler.

Yangi durumunda sitokinler serbest birakilir ve bunun sonucunda
nétrofiller ve makrofajlar serbest radikalleri tiretmeye baglar.

Serbest radikaller lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel
sitokrom oksidaz gibi ¢esitli kaynaklardan olusabilir.

Diiz kas hiicreleri, plateletler ve arasidonik asit metabolizmasi tarafindan
serbest radikaller tiretilebilir.

Otooksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda ksantin oksidaz (XO) ile
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimlerle
endoplazmik retikulumda sitokrom p450 sisteminde meydana gelen
elektron kagaklarindan olusabilir.

Zihinsel stres veya viicut yorgunlugundan kaynaklanan stres toksik yan
iriin olarak serbest radikal iiretebilir. Ayrica kortizol ve katesolamin gibi
hormonlar viicutta stres reaksiyonlarina yol agarlar. Ayn1 zamanda bu
hormonlarin kendileri de serbest radikallere doniisebilirler.

Immun sistem hiicreleri patojenlere yamit olarak reaktif oksijen tiirleri

(ROS) ve oksi- radikaller tiretebilir.

Eksojen Kaynaklar:

UV 1sinlar, X-ray, gamma 1sinlari, mikrodalga 1sinlari,

Pisirme sirasinda organik maddelerin yakilmasi,

Orman yanginlari, volkanik faaliyetler,

Asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi hava
Kirleticiler,

Temizlik {riinleri, tutkal, boya, tiner, parfiimler ve bocek ilaglar1 gibi
kimyasallar,

Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su kirletici maddeler,

Alkol, sigara ve egzoz dumani,

Serbest radikal tiretimine katkida bulunabilen eksojen kaynaklardir (19).



1.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri
Serbest radikaller hiicre ve dokularda birgok zarara yol agmaktadir ve bu
zararlar soyle siralanabilir (20):
1. DNA' nin yapisinda tahrip olusturarak hiicrede mutasyona ve 6liime yol
acmas,
Niikleotit yapili koenzimlerin yikima,
Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,
Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
Protein ve lipitlerle kovalent baglantilar yapmasi,
Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmast,
Steroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi,

Proteinlerin tahrip olmasi ve protein dongiisiiniin artmast,

© o N o gk~ w DN

Tiollere bagimli enzimlerin yapt ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre
ortaminin tiol/disiilfit oraninin degismesi,

10. Kolojen ve elastin gibi uzun Omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon

olaylarinin bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi,

11. Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde 6zetlenebilir.

1.3. Oksidatif Stres

Hiicrede normal metabolik fonksiyonlarin enzimatik reaksiyonlarinda ara
tirinler devamli olarak serbest radikalleri olustururlar. Bazen olusan bu ara {riinler
serbest radikal enzimlerin aktif yerinden sizmakta ve molekiiler oksijenle kazara
etkileserek serbest oksijen radikallerini olusturmaktadirlar. Hiicrede olusan reaktif
oksijen tiirleri (ROS), "antioksidan savunma sistemleri" mekanizmasiyla ortadan
kaldirilirlar. Ancak bazen ROS hiicresel savunma mekanizmasi aracilifiyla ortadan
kaldirilandan daha fazla ise viicutta oksidatif stres olarak tanimlanan durum
meydana gelir.

Oksidatif stresin olusturdugu hiicresel hasar ile birgok kronik hastaliklarin
komplikasyonlar1 arasinda bir bag oldugu diisliniilmektedir. Aterogenez, akciger
hastaliklari, Parkinson hastaligi, gebelik preeklampsisi, serviks kanseri, alkolik
karaciger hastaligi, diabetes mellitus, akut renal yetmezlik, Down sendromu,
yaslanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler bozukluklar, iskemi/reperfiizyon

injiirisi gibi hastaliklarin oksidatif stres kaynakli oldugu diistiniilmektedir (16).



1.3.1. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Diabetes Mellitus antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersizligi ile
fazla miktarda reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ve sonug olarak artan oksidatif stresle
iliskilidir (21). Son yillarda yapilan galismalarda enzimatik olmayan glikasyon, enerji
metabolizmast degisiklikleri sonucunda ortaya ¢ikan metabolik stres, sorbitol yol
aktivasyonu, hipoksi ve iskemi/reperfiizyon sonucunda gerceklesen doku hasarlarinin
serbest radikal olusumunu artirarak oksidatif strese neden oldugu ileri siiriilmektedir
(22). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasindaki iligski yapilan in vivo ¢alismalar da
deneysel hayvan modellerinde insanlardakine benzer DM olusturmak amaciyla
kullanilan N-nitroso tiirevi D-glukozamin 6zelligindeki streptozotosin (STZ) oksidan
maddeler olusturarak Langerhans adaciklarini selektif olarak hasara ugratarak uygun
olmayan nitrik oksit (NO) cevaplarina binaen diyabeti baslattig1 diisiiniilmektedir
(23,24). Yapilan bu calismalarda, vaskiiler komplikasyonlar1 olan diyabetik
hastalarda, hem Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL)’nin oksidasyonunda hem de
nonenzimatik glikasyonunda, hiperglisemiye bagl artiglar oldugunu gostermektedir.

DM olgularinda, lipidlere ilave olarak protein oksidasyonunda da artis oldugu
ve Ozelikle kollajen, elastin ve miyelin kilifindaki ekstraselliiler proteinlerin
oksidasyonu sonucu; lens, damar, bazal membran gibi dokularda katarakt,
mikroanjiyopati, ateroskleroz ve nefropati gibi diyabetik komplikasyonlar
goriilmektedir (25).
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Sekil 1. Oksidatif stresin DM komplikasyonlarinin patogenezindeki rolii.
VSMC (vascular smooth muscle cell): vaskiiler diiz kas hiicresi,

NCV( neuron conduction velocity): noron iletim hizi (26).

ROS ile miicadele eden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), vitamin E ve GSH (rediikte glutatyon) gibi enzimlerin
ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik hiicrelerinde,
karaciger, bobrek, iskelet kas1 ve adipoz doku gibi diger dokularla karsilastirildiginda
en diisiik seviyede oldugu ve bu nedenle pankreas adacik hiicrelerinde yiiksek
glukozun konsantrasyonun hiicresel strese neden oldugu, antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin yeteri kadar yliksek olmamas1 ve bu nedenle oksidatif strese karsi en
duyarl dokular arasinda beta hiicreleri de yer almaktadir (25, 27, 28). Hiperglisemi
ROS fiiretimini glukoz otooksidasyonu, protein glikasyonu, Protein kinaz C (PKC)

aktivasyonu ve poliol yolagi mekanizmalar ile artirmaktadir (15, 29).
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1.3.1.1. Glukozun Otooksidasyonu

Gegis metallerinin varliginda, glukozun bir enediol radikal anyonuna
doniistiigii olaydir. Bu radikal molekiiler oksijeni indirgerken O, *, *OH ve H,0; gibi
oksidan aracilar ve a-ketoaldehidlerin de olusumuna sebep olur. Bu molekiiller
DNA, proteinler ve lipidler gibi Onemli biyomolekiillerin yapisinda hasar
olusturabilir ve ayrica glukozun otooksidasyonu AGEs’nin (ileri glikasyon son
tirtinleri) olusumu ile de yakindan iliskilidir (21,30).

1.3.1.2. Protein glikasyonu ve AGEs’nin olusumu

Protein glikasyonu kovalent baglanmalarla glukozun aldehid formuyla
proteinlerin serbest amino gruplari arasindaki bag sonucu olusur. Gegis metallerinin
varliginda (demir, bakir vs.) glikasyona ugramis proteinler molekiiler oksijene bir
elektron vererek serbest radikallerin olusmasina neden olurlar. Daha sonralar1 bu
olaymn gecis metallerinin yoklugunda da meydana gelebilecegi goriilmiistiir.
Proteinin yar1 Omriiniin 10 haftadan uzun oldugu durumlarda glikasyona ugramis
proteinler geri donilisiimsliz modifikasyonlarla Maillard iriinlerini ya da AGEs’ni
olusmasini saglarlar. Glikasyona ugramis proteinler gibi, AGEs de serbest oksijen
radikalleri olusturabilecegi gibi ROS da AGEs’nin olusumunu hizlandirmaktadir
(312).

Diyabetik hayvanlarda ve insanlarda ROS ile miicadele eden SOD ve
glutatyon rediiktaz gibi enzimlerin non-enzimatik glikasyonunun da bu enzimlerin
azalmis aktivitelerinden sorumlu olabilecegi ve ayrica ROS’ un artisina neden
olabilecegi de belirtilmektedir (32).

1.3.1.3. Protein Kinaz C Yolag1 (PKC)

Hipergliseminin neden oldugu bazi anahtar hiicresel 6zellikleri degistirerek
ROS’ un mitokondriden asir1 miktarda serbestlenmesine neden olabilmekte ve bu
degisikliklerden biri Protein Kinaz C Yolag (PKC) aktivasyonudur (33). Protein
kinaz C’nin (PKC) aktivatorii olan diagilgliserol (DAG) miktar1 diyabette hasara
ugrayan hedef organellerde, retina, aort, kalp ve renal glomerulde artmaktadir (34).
Diyabette glikolizin ara {rlinii olan gliseraldehit-3-fosfat gliserol-3-fosfata
indirgenerek gliserol-3-fosfatin yer degistirmesi ile DAG olusmakta ve DAG

konsantrasyonunun artmasi ile PKC enzim aktivitesi de artis gostermektedir (35).
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1.3.1.4. Poliol Yolag:

Poliol yolag1 glukoz metabolizmasini takip eden alternatif bir aktivasyonudur.
Hiperglisemi glukoz aliminda insiiline gerek duyulmayan dokularda poliol yolaginin
kullanimimi tetiklemektedir (36). Yapilan ¢alismalar poliol yolaginin hiperglisemik
oksidatif stresle iligkili olabilecegini gostermektedir (37,38).

Poliol yolagi glukozun sorbitole ve ardindanda sorbitoliin fruktoza doniistiigii
2 asamal1 bir aktivasyondur. Aldoz rediiktaz (AR) poliol yolaginin ilk enzimidir.
Normal kosullarda glukoz hekzokinaz enzimi tarafindan fosforilasyona ugrayarak
glikoz-6-fosfata (G-6-P) doniismektedir. Aldoz rediiktaz enziminin affinitesi ¢ok
diisiik oldugundan fosforile olmamis glukozun % 3’ {inli sorbitole doniistiiriir.
Meydana gelen bu sorbitol bobreklerdeki 17 ozmotik regiilasyonun diizenlenmesinde
kullanilir, sorbitolden olusan fruktoz ise sperm hiicrelerinin enerjisini karsilamaktadir
(39).

Hiperglisemi durumlarinda retina, bobrek, sinir dokulari gibi insiilinden
bagimsiz dokularda yiiksek glukoz konsantrasyonunun varligi aldoz rediiktaz
enziminin aktivitesini arttirmasimnin nedeni hekzokinaz enzimi glukoz i¢in
doygunluga ulagmistir ve aldoz rediiktaz enzimi metabolizmadaki glukozun yaklasik
% 33’ linli kullanmaktadir.

Aldoz rediiktaz enzimi poliol yolaginin ilk enzimi olup yolakta hiz sinirlayici
rolii vardir. Sekil 2°de gosterildigi gibi NADPH’dan aldig1 elektronlar1 glukoza
aktararak glukozun sorbitole donistirir ve yolagin ikinci enzimi olan
sorbitoldehidrogenaz (SD) ise NAD+ kofaktoriinii indirgeyerek sorbitolii fruktoza
oksitler (40).
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Sekil 2. Poliol Yolag: (39).

Bu aktivasyonda aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢cin NADPH (Rediikte
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat ) kullanilmasindan dolayr intraselliiler
NADPH kullanilir. NADPH okside glutatyonun rediikte forma cevrilebilmesi ve
nitrik oksit (NO) sentezi i¢in gereklidir. Boylece sorbitol yolunun aktif olmasi ve
sonugta NADPH’1in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasina yol
acar (41).

Glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin de NADPH’a ihtiyaci vardir.
Bu yiizden bu kofaktoriin hiicre i¢i yetersizligi glutatyon rediiktaz aktivitesini
azaltarak, serbest radikal kaynakli hasarlara kars1 korunmada 6nemli bir faktor olan
intraselliiller GSH igeriginin azalmasina neden olur (42). Ayrica aldoz rediiktaz
inhibitdrlerinin kullanildig1 bazi ¢aligmalarda lipid peroksidasyonunun azaldigi (43)
ve eritrosit GSH diizeylerinin arttig1 (44) gosterilmistir.

Sorbitol dehidrogenaz aktivitesinin artmasi sonucunda hiicre i¢i NADH /
NAD+ (rediikte nikotinamid adenin diniikleotid / nikotinamid adenin diniikleotid)
oraninin artmasina neden olurak “hiperglisemik psddohipoksi” olarak adlandirilan ve
serbest radikal {retiminin artmasmma neden olan bu olayin sonucunda iskemi
gelisebilir (45). Sorbitol hidrofilik 6zellikte bir alkol iirlinii oldugundan dolay1 hiicre
zarindan kolayca gegemez ve hiicre i¢inde birikir. Sorbitoliin hiicre i¢inde birikmesi

hiicrede ozmotik stresin artmasina neden olmaktadir. Sorbitol birikiminin sonucunda
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hiicrenin su kapasitesi artarak ozmotik stres olusur ve bu da dokuda ozmotik
hasarlart meydana getirmektedir. Bobrekte mezenkimal ve proksimal tiibiil
hiicrelerinde sorbitol birikimi ile Na+ /K+ /ATPaz enzim aktivitesinin azalmasi ile
vaskiiler disfonksiyon meydana gelmektedir. Sinir dokusunda intraaksonal sodyum
birikmesi sonucunda sinirsel iletim hizi yavaslamakta ve sinir hiicrlerinde morfolojik
bozulmalar meydana gelmektedir (39).

Sorbitoliin fruktoza doniisiimiinde olusan NADH miktarinin artmasi reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna neden olur. ROS gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) enzimini inhibe etmekte ve bu da AR enziminin aktivitesinin artmasina
neden olmaktadir. Diyabetik hayvan modellemeleri {izerinde yapilan bir¢ok
calismada AR enzim inhibitorlerinin  kullanilmast durumunda diyabetik
komplikasyonlarin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (46, 47, 48,49).

Son zamanlarda, ROS ve oksidatif stresle iliskili olarak bazi1 farkli
biyokimyasal aktivasyonlarda da hipergliseminin rolii {izerinde durulmaktadir.
Bunlar; niikleer faktor-xB (NF-xB), NH2-terminal Jun kinazlar / stresle aktive edilen
protein kinazlar (JNK/SAPK), p38 mitojenle aktive edilen protein (MAP) kinaz ve
heksozaminin stresle aktive edilen yolaklaridir (29).

1.4. Diyabet ve Testis

Artan tip I ve tip II diyabetin etkisiyle erkeklerde anormal sperm yapimi ve
tiremedeki engellere bagl olarak infertiliteye neden oldugu DM’ nin uzun zamandir
bilinen ve diyabetik erkeklerde ortak bir komplikasyondur (50,51).

STZ ile diyabet olusturulan rat modellerinde, testis agirliklarinda, sperm
sayisinda ve hareketlerinde, testosteron seviyesinde azalmaya ve siklikla anormal
spermatogoneze neden olabilmektedir (52,53,54). Ayrica androjen reseptorlerinin
testiste, epididimisde ve prostat bezinde azaldig1 gdsterilmistir. DM’ nin hipotalamo-
hipofiziyal-gonadal ekseni etkileyerek, luteinizan hormon (LH) ve folikiil uyarici
hormon (FSH)’ larin salinimindaki kontrol mekanizmalarini degistirerek androjen
reseptOrlerinin  azalmasina, hormon sentezinde ve seksiiel fonksiyonlarda
bozukluklara neden olur (55).

Ayn1 zamanda STZ uygulanmasi sonucunda LH, FSH ve testosteron

diizeyleri belirgin olarak azalmaktadir. Insiiline bagl diyabette meydana gelen FSH
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azalmasi sonucu, Leydig hiicrelerinin fonksiyonunda ve testosteron iiretiminde
azalmaya bagli olarak LH diizeylerinde diisiis gbzlenir (56).

Ayrica spermatogenik seri hiicreler, Sertoli hiicrelerinin parakrin ve endokrin
kontrolii altindadir ve Sertoli hiicrelerini etkileyen bu hormonal dalgalanmalar,
spermatogenik seri hiicrelerini, 6zellikle de spermleri olumsuz etkilemektedir. DM’
nin spermin DNA yapisinda hasar olusturarak, sperm kalitesini etkiledigi,
iktidarsizlik ve libido azalmasi gibi cinsel problemlere de neden oldugu
bilinmektedir (57,58).

Kronik hiperglisemi; pankreatik B hiicrelerinin fonksiyonlarinin bozulmasina
ve insiilin salinimi i¢in gerekli olan genlerin ekspresyonunun azalmasina baglh
olarak, insiilin biyosentez ve sekresyon yapisini bozmaktadir ve bu siireg, “glukoz
toksisitesi” olarak adlandirilmaktadir (59-62). Yiiksek glukoz ve yag asit diizeyi,
ROS artisina ve sonugta [ hiicrelerinin dejenerasyonuna neden olmaktadir
(59,62,63). Seminal plazma, oksidatif strese karst spermi korumak igin, serbest
radikal siiptirticti olarak fonksiyon goren antioksidan savunma sistemi ile
donatilmistir. Ancak serbest radikallerle, antioksidan sistem arasindaki dengenin
bozularak serbest radikal yoniindeki artisi, apoptozis ile sonuglanabilmektedir (25).

ROS’ un normalde spermlerde akrozomal reaksiyonu, kapasitasyonu ve
spermin kalitesini etkiledigi bilinmektedir. ROS diizeylerindeki degisimler,
fertilizasyon sirasinda spermin oosite flizyonunu engelleyebilmesine neden
olmaktadir (64,65).

Oksidatif stres, DNA’nin kendini eslemesini etkileyerek, hiicre bdliinmesine
engel olmaktadir. Ayrica genellikle hiicreyi apoptozise kadar gotiiren bir siireci de
baslatmaktadir (66). ROS {iretiminin artis1 ile birlikte goriilen, sperm hasarinda artma
ve apoptozis arasinda pozitif yonde bir iliski oldugu gosterilmistir (64,67). Yapilan
deneylerde diyabetik rat modellerinde de testikiiler germ hiicrelerinde apoptoziste
artisa neden oldugu ortaya konulmustur (68,69). Diyabetiklerde olgunlasmamus,
apoptozise giden ve az hareketli sperm yiizdesi oldukga yiiksektir (70). Diyabete
bagl olarak testislerde, tunika albugeniada, seminifer tiibiillerde, intertisyel bag
dokuda ve Leydig hiicrelerinde histolojik degisiklikler saptanmustir (71,72).

1.5. Adropin
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Adropin, 76 aminoasitten olusan yaklasik molekiiler agirligi 7.927 Kda olup
ilk olarak 2008 yilinda Kumar ve ark. tarafindan kesfedilmis olan bir peptid
hormondur. Enerji dengesi ile ilgili gen (ENHO) kodu {izerinden kodlanmakta olup,
insan, fare ve sigan adropin molekiillerinin aminoasit dizilerinin %100 oraninda
benzerlikte oldugu, ilk yapilan calismalarda karaciger ve beyin dokusu tarafindan
tiretildigi gosterilmistir (73,74). Yapilan son ¢aligmalarda ise pankreas, kalp, bobrek
ve serebellum dokusundan da tiretildigi ve en fazla pankreas dokusundan salindigi
kanitlanmistir (75). Baska bir ¢alismada ise, diyabetik farelerin bobrek dokusunda
adropinin immiinohistokimyasal olarak artmis oldugu ve proksimal epitel
dokusundan saliniminin arttig1 bildirilmistir (76). Adropin baslica insiilin cevab1 ve
enerji dengesinin korunmasini saglamaktadir, ayrica viicutta salinimi aglik ve
beslenme ile diizenlenmektedir (73).

Adropin molekiiliiniin yarilanma 6mrii heniiz bilinmemektedir. Ancak peptid
hormonlarin yarilanma omrii 3-30 dk arasinda degistiginden adropinin yarilanma
Omriiniin de birkac dakika kadar kisa oldugu tahmin edilmektedir (74).

Adropinin etkisi insiilin {izerine degil, kan glukozu iizerinedir. Dolasimda
yiiksek adropin miktari, metabolik strese tepki olarak meydana gelen glukoz
intoleransin1 ve insiilin direncini azaltmaktadir (74). Fazla yagh diyet ile beslenen
farelerde adropin diizeyinin arttig1 gosterilmistir. Bu genin fazla ekspresyonu veya
sistemik adropin tedavisi diyetle iliskili obezite, insiilin direnci, glukoz tolaransinm
diizelttigi bildirilmistir (73). Adropinin viicut agirligi veya kilo kaybindan bagimsiz
olarak obezite iligkili metabolik stres faktorlerini azalttig1 bilinmektedir. Deneysel
caligmalar da yag dokusundan fakir, zayif farelerde yiiksek yag icerikli diyetle
besleme yapildiktan sonra kontrol grubu ile karsilagtirildiklarinda adropin
ekspresyonunun hizli bir sekilde arttigi, bunun tam tersi olarak da ag¢ birakilan
farelerde ise adropin degerinin kontrol grubuna kiyasla diistiigli goriilmiistiir.

Adropin obesite ile baglantili hepatosteatoz (karaciger yaglanmasi) ve
hiperinsiilinemiye karst koruyan glukoz ve lipit homeostaziyla iligkili bir faktordiir
(74). Adropinin gida alimi ile herhangi bir rolii olmadigi, temel iglevinin, insiilin
direnci, dislipidemi ve bozuk glukoz toleransini dnlemektir. Baz1 kaynaklara gére
kandaki normal adropin konsantrasyonu degismek ile birlikte; baz1 kaynaklarda 1.3 +

3.1 ng/ml, baz1 kaynaklarda ise 3.4—4.5 ng/mL arasinda degisip genellikle 10 ng/ml
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civarinda oldugu belirtilmistir (77,78). Adropin ayrica bdbrekte, pankreas
dokusunda, umbilical vende, tiikrilk bezinde, kalpte ve koroner arter endotel

hiicrelerinde gézlemlenmistir.

NO biyoaktivitesini diizenler

v
Lipojenik gen ekspresyonunu azaltir, dislipidemiyi azaltir, hepatosteatozu azaltir

A 4
Bozulmus glukoz toleransini azaltir

Insiilin direncini azaltir

v
Enerji hemostazim diizenler

Sekil 3. Adropinin fizyolojik ve biyokimyasal etkileri (74).

1.6. Apoptozis

Kelime anlami olarak Yunanca da apo=ayr1 ve ptozis=diisen kelimelerinin
birlestirilmesi ile aga¢ yapraklarinin ayrilmasi ‘yaprak dokiimii’ anlamina gelen
‘apoptosis’ kelimesi, ¢ok hiicreli canlilarda goriilen programli hiicre o6limii
“Programmed cell death (PCD)” anlamina gelir (79). Literatiirde fizyolojik hiicre
Oliimii, hiicre intihari, hiicre kaybi terimleri de ayni anlamda kullanilabilen
ifadelerdir.

Hiicre oliimii ile ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni
boya yontemlerinin kesfiyle baslamis ve bunlara istinaden ilk tanimlanan terim
nekroz olmustur. Fizyolojik olarak hiicrelerin dliimleri biliniyor olmasina ragmen
1970’11 yillarin basinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha
farkli olan, yeni hiicre 6lim formlar1 oldugu gézlenmis ve buna programlanmis hiicre

6liimii olarak tanimlanan apoptosis ad1 verilmistir (79,80).
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Apoptozisin molekiiler mekanizmasi tam olarak ¢oziilememistir. Hiicrelerin
genetik olarak belleklerinde var olan intihar programinin ¢esitli sinyallerle,
patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylar ile aktive olmasiyla basladigi
tahmin edilmektedir (81). Ayrica nekroz olusturabilen hipertermi, radyasyon,
sitotoksik ilaglar ve hipoksi gibi etkenler de hafif dozlarda apoptozis meydana
getirebilmektedir (82).

Apoptozisde, hiicre 6liimii ¢evre dokuya rahatsizlik vermeksizin gelisse de,
bazi durumlarda apoptozis dolayli olarak ¢evre dokuda nekrozu baslatabilir ya da
tam tersine nekroz apoptozis gelismesine yol agabilir (83).

Apoptozis olayinda morfolojik olarak, nukleusun yogunlagmasi ve daha sonra
pargalara ayrilmasidir (84). Immun elektroforez islemi yapildiginda ‘ladder pattern’
olarak isimlendirilen merdivene benzer bir goriiniim olusur (85). Normalde bir
hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300000
kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz (86, 87).

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir,
yiizeyinde bulunan 6zellesmis organellerini kaybeder ve belirgin bir sekilde biiziiliir,
bir ka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’iinii kaybederler. Bu goriiniim muhtemelen plazma
membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina
bagl olarak gelismektedir (88). Isik mikroskobunda apoptotik hiicrelerin bulundugu
dokulardan elde edilen kesitler incelendiginde, hiicreler etrafinda agik bir parlama
seklinde goriilmektedir (86).

Plazma membraninda tomurcuklanmalar olusarak hiicre, sitoplazma ile
cevrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere pargalanir. Apoptotik
hiicreler ¢evre komsu hiicreler ile makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir
(89). Apoptotik hiicrelerin diger hiicreler tarafindan taninmasi olayi, plazma
membranindaki degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda
olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimi ile membranin dis yapragina
goc eder. Fagositik hiicrelerde bulunan vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri
fosfotidilserin ile baglanarak fagositozu uyarir (86).

Apoptozis, tek bir hiicrede meydana gelen biiziigme ve cevre hiicrelerle olan
temasin kaybolmasi ile karakterize bir olaydir. Hiicresel biiziigmenin nedeni Na, K,

Cl tasiyict sistemin durmasi nedeni ile hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin
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bozulmast ya da hi¢ olmamasidir. Apoptotik sinyal uyarimi alan hiicre, var olan
hacminin yarisina diiser, ¢evre ile olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslar
kaybolur. Elektron mikroskobunda goézlenen degisikliklerde, ilk olarak plazma
membraninin ~ sekli  bozulur ve kabarciklanmalar olusur. Membrandaki
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili
olmaktadir (90).

1.6.1. Apoptozisin Mekanizmalari

Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya ¢evreden gelen
sinyal uyarimlar ile apoptozis baglamaktadir (91).

Programli hiicre 6liimii 6nceden hazir olan hiicrelerde primer baslatilabilir ya
da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir. Tiimor nekroz faktorii (TNF), koloni
uyarict faktorler (CSF), néron biliylime faktorii (NGF), insiilin benzeri biiyiime
faktoric (IGF) (92), IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler,
radyasyon, ilaglar, ¢esitli antijenler gibi hiicre dis1 uyaranlar da 6nemli yere sahiptir.
Otoimmiin hastalik gelisiminde rolii oldugu belirtilen Fas/FasL (93), sFas proteinleri,
viriisler de (HIV gpl20 proteini, influenza virlisi TNF reseptorii iizerinden;
adenoviriis hiicre genetik yapisini bozarak) hiicrelerde apoptozise neden olmaktadir
(91). Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir
(86).

Apoptozis siireci Ui farkli sekilde; DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre
membrani tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi), hiicreye dogrudan
proteolitik enzim girigi (granzim) ile gerceklesebilir (95). Apoptoz siirecinde Bcl-2
ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotik Proteaz Aktivator Faktor-1)
proteini olmak iizere belli basli ii¢ anahtar bilesen vardir. Bu bilesenlerin
biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zari
kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlasmasit ve apoptotik cisimlerin

sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden sorumludur (95).

Tablo 4: Apoptozis ve Genler (86).

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler
e Bcl-2 grubundan; BHRL-1, bcl-xI, bcl- e Bcl- 2 grubundan; Bad, Bax, Bak,
w, bfl-1, brag-1, mcl-1, Al Bcl-Xs, bid, bik, Hrk-1
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e c-abl geni e C-myc

¢ Ras onkogeni e P53, p21

e Coziinebilir fas e Fas (CD95/APO1) FADD, MORT,
RIP, FAST

e p35 e Interldkin déniistiiriicii enzim benzeri
proteinler (ICE)

o A20 o LOH (MTS1/CDKA41)

1.6.2. Apoptozisin Regiilasyonu

Apoptozun diizenlenmesi Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir. Bu gen ailesinin
20 iiyesi tanimlanmistir ve bazilart apoptoz inhibitoriidiir (antiapoptotik), bazilari ise
apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir (96). Apoptotik sinyalin
alinmasindan sonra Bax (proapoptotik) proteinleri, mitokondri membraninin iyon
permeabilitesini azaltabilir. Membrandaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom ¢ ve
AIF (Apoptozis Uyarict Faktor) gibi mitokondri membrani iginde yer alan faktorler
sitoplazmaya geger (97). AIF direkt yogunlasan kromatine ve parcalanan cekirdege
yonelirken, sitoplazmaki sitokrom c¢ apoptozun en son basamaginda gorev alir.
Sitokorm c bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9’u aktive
eder ve olusan bu kompleks ‘apoptosom’ olarak isimlendirilir. Prokaspaz-9’un

aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir(90, 96).

APOPTOTIK SUREC

r o—

[ i i) = s
Indiikleyici Modiilator Efektor Substrat Olitm
ajan e

/ “, / 3 \ “l‘ e~ 7. ~
/ \ - \V_\ (’\:\J' 5{3
‘,‘ ] ( Q  *®_ | e
\‘. ’/1 ‘\\\ ("’,/ \‘\—‘ e > St
: \\\___‘_//- s
. Biytime faktdrit . FADD . Kaspazlar ; Birf,ok hilere proteini
cksikligi . TRADD . DNA

Adezyonun kayln . FLIP
. Oliim reseptdrleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmas: . Sitokrom ¢ Komgu hilcreler veya

. Radyadyon . p53 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil 4. Apoptozisin Regulasyonu (98).
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1.6.2.1. p53’iin Rolii

Insanda apoptozisin diizenlenmesi, DNA tamiri yapan proteinlerin yazilimini
saglayan p53 geni ile baslar ve kaspazlara kadar devam eden olaylar zinciridir.
Normalde inaktif bulunan p53 geni hiicrede ¢esitli etkilerle (radyasyon, kemoterapi
vb.) DNA’ya dogrudan baglanarak meydana gelen hasar1 tanidiktan sonra,
aktifleserek hiicre dongiistinii G1 fazinda durmasini uyararak bloke eder ve hiicrenin
DNA’sim1 kontrol edebilmesi ve gerekirse tamiri i¢in zaman tanir. Boylelikle hiicre
siklusu durdurulur ve DNA hasarli hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. Diger bir taraftan
hasar fazla ise hiicreyi apoptozise sevkeder. Ayrica p53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2 ve
Bcl- 2/Bcl-2 gruplarinin oranlarini diizenledigi sanilmaktadir (99).

1.6.2.2. Bcl-2/Bax

Bcl-2 geni, tiyelerinin bir kismi apoptozisi tetiklerken (Bid, Bad, Bax), diger
bir kismi1 (Bcl-2, Bcl-xl) inhibe eder. ilk olarak insan B hiicreli folikiiler
lenfomasinda tanimlanan Bcl-2 proteini mitokondrinin hem i¢ hem de dis
membraninda yerlesir. Ayrica endoplazmik retikulum, ¢cekirdek membrani dis yiizeyi
ve sitoplazmada da bulunabilmektedir. Mitokondri dis membraninda bulunan Bcl-2,
ozellikle iyon transportunun diizenlenmesinden sorumludur ve sitokrom ¢ salinimini
da engeller (100,101).

Bcl-2, APAF1’e tutunmus olarak bulunur. Hiicrenin i¢inden alinan apoptotik
sinyaller APAF1’in mitokondrinin dis membranindan ayrilmasina neden olur. Bunun
sonucunda ise mitokondri dig membraninin gecirgenligi artar. Bu sirada apoptozisi
tetikleyen Bax hiicre sitoplazmasinda bulunur ve herhangi bir sebeple apoptotik bir
uyarinin alinmast durumunda mitokondri membranina baglandigi goriiliir ve burada
sitokrom ¢ ve AIF mitokondriden sitoplazmaya ¢ikmasini saglayan deliklerin
olusmasina neden olur. Apoptozis indiikleyici faktor hiicre g¢ekirdegine transloke
olur. Apoptozom kompleksinin olusmasi igin sitokrom c¢’nin sitoplazmaya g¢ikarak
ATP, APAF1 ve Kaspaz 9 ile birlesmesi gerekmektedir. Saglikli hiicrelerde Bad,
mitokondri membraninin dig membraninda yerlesim gdsterir. Apoptozis esnasinda
Bcl-xI’nin Bad’dan ayrildig: sirada Bax farklilagsmaya ugrar (90,100,102).

Bel-xI mitokondri membraninin diginda bir yerlesim gosterir. Mitokondri
membranin gegirgenliginin diizenlenmesinde Bcl-2 ve Bcl-xI genleri gorev alir. Bu

proteinler, Bad ve Bax gibi proapoptotik 6zellik tasiyan proteinleri inhibe ederek
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apoptozisi engellemede gorev alirlar. APAF-1 {izerinden kaspaz aktivasyonunu Bcl-
x| tarafindan 6nledigi ve bu proteinin apoptozisi engelleme fonksiyonu kaspazlarin
oncii formlarin1 durdurmak ya da sitokrom ¢ ve AIF gibi proapoptotik faktorlerin
mitokondriden hiicre sitoplazmasina ¢ikmasin1 bloke ederek gerceklestirmektedir
(100, 103, 104, 105).

1.6.2.3. Kaspazlar

I¢sel ve dissal kaynakli sinyallerle hiicre i¢inde bir grup proteaz aktive olur ve
bunlar kaspaz (Caspase: Cysteine-Containing Aspartate Specific Proteases) olarak
isimlendirilirler (106). Kaspazlar, proteolitik etki gdsteren molekiillerin olusturdugu
bir gruptur ve apoptozisde ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikleri uyarmaktadir. Insan
hiicrelerinde bir diizineden fazla kaspaz oldugu bilinmektedir (107). Bu proteinler,
inaktif olarak yani zimojen (prokaspaz) formda hiicrenin sitoplazmasinda bulunurlar.
Aktif merkezlerinde sistein bulundugundan dolay1 sistein proteazlar olarak
isimlendirilen enzim gruplaridir. Prokaspazlarin aktif kaspazlara doniisiimii hiicreye
6lim uyarisinin gelmesini takiben proteolitik bir islem ile meydana gelir. Kaspazlar
birbirlerini aktiflestirerek kaspaz aktivasyon serisinin olusumuna neden olurlar.
Kaspaz 9, Kaspaz 8 gibi bazilar1 baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken, Kaspaz 3,
Kaspaz 7 gibi bazilar1 da efektdr kaspazlar olarak bilinirler. Hiicrenin apoptotik
uyartyt almasiyla aktive olan baslatict kaspazlar takiben efektdr kaspazlar
aktiflestirirler. Aktive olmus efektor kaspazlar ise kendisi ile iligkili proteinleri
parcalarlar ve karakteristik apoptotik hiicre morfolojisi sekillenmeye baglar. Bu
morfolojik bozulma hiicre iskeletinin ana bileseni olan aktin filamanlarinin yikimidir
ki bu yikim sonucu hiicre normal seklini kaybeder (106). Kaspazlara ihtiyac
duyuldugunda yeniden sentezlenmesine gerek duyulmaz. Apotozisisi tetikleyen
baslangi¢ sinyalinin ardindan, sitoplazmadaki proenzimler aktif kaspaz formuna
gecerler ve yaklasik bir saat iginde hiicre 6liimii meydana gelir (108).

1.6.3. Apoptozun Testisler Uzerindeki Etkisi

Apoptozis kusurlu hiicrelerin elimine edilmesinde rol oynamakta olup germ
hiicreleri ve sperm hiicrelerinin normal fizyolojide gelismeleri i¢in gereklidir.
Testislerde apoptozisi patofizyolojik dis etmenler ve testise bagli hastaliklar
artirmaktadir (109,110). Ayrica hiicre i¢i elekron dengesinin bozulmasi, oksidatif

stres, mitokondrial defektler ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi1 da apoptoz
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olusumunu tetikleyebilmektedir (111). Testiste, kusurlu germ hiicrelerinin toplam
germ hiicresine orani yaklasik %75 olup bu dejenere hiicreler apoptoz mekanizmasi
ile ortamdan uzaklastirilirlar (112). Testiste siirekli olarak apoptozis gergeklestigi
Kerry ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada bildirilmistir (113). Dokularin normal
fizyolojik yasamini devam ettirebilmeleri i¢in apoptozis mekanizmasi1 diger
dokularda oldugu gibi testislerdede ¢ok Onemlidir. Bel- 2 ailesi, kaspazlar, 6lim
reseptorleri ve p53 gibi temel faktorler apopotoz mekanizmasinda yer alirlar.
Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik boliinmeler
sonucu hiicre farklilagsmasi ile olgun sperm olugmasidir (114). Spermatozalarin
fizyolojik gelisimi i¢in germ hiicrelerinde meydana gelen apoptozis ¢ok 6nemli bir
rol oynamaktadir. Hormonal yetersizlik, kriptorsidizm, testiste artan kan akis hizi,
testiste lokal 1s1 artisi, vendz staz ve buna bagli hipoksi, azoospermi testikiiler
hipotermi olgularinin tiimii testiste apoptozu artiran etkenlerdir (115). Seminifer
tiibiil epitelinde meydana gelen ¢evresel faktorler de (1s1, radyasyon veya sogutma
gibi) germ hiicrelerinde apoptozisi artirabilir (109).

3.6.4. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar

- Nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli degildir. Apoptozis hem fizyolojik hem
de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir.

- Nekrozisde hiicre siserken apoptotik hiicre tam tersine kiictiliir. Nekroziste
kromatin patterni hemen hemen normaldir.

- Apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir ve
yogunlasir. Apoptozisin en dnemli 6zgiin yonii DNA’nin interniikleozomal
bolgelerden parcalanmasidir.

- Nekrotik hiicrenin plazma membran biitiinliiglinii kaybeder. Apoptotik
hiicre membrani saglamdir.

- Nekrotik hiicre sonradan lizise ugrar. Apoptik hiicre kiiciik cisimciklere
parcalanir.

- Nekroziste inflamasyon uyarilir. Apoptoziste inflamasyon olusmaz (116-
118).

1.6.5. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi tespit etmek i¢cin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972

yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine
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gore karar verilmisti. Oysa giiniimiizde, morfolojik degerlendirmenin yaninda
apoptozise 6zgii oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rnegin aktif kaspaz-3 tayini)
molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de tespit edilebilmektedir. Apoptozisin

belirlenmesinde kullanilan yontemler sdyledir (119).

1.Morfolojik goriintilleme yontemleri

e Hematoksilen Boyama

e Giemsa Boyama

2.Immiinohistokimyasal yontemler

e Anneksin V Yontemi

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

Kaspaz—3 Yontemi

3.Biyokimyasal yontemler

Agaroz Jel Elektroforezi

Western Blotting
Flow Sitometri
Malondialdehit (MDA)Y 6ntemi

4.Immunolojik yontemler

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Fluorimetrik Yontem

5.Molekiiler biyoloji yontemleri

Dna Microarray

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Calismasi

1.7. D Vitamini

D vitamini, ¢ok islevli bir hormon olup, Vitamin D2 (Ergokalsiferol) ve
vitamin D3 (Kolekalsiferol) olarak iki formda bulunur ve bagisiklik sisteminin
reglilasyonundan iyon metabolizmasina kadar bircok temel fonksiyonu
etkilemektedir (120,121). Asil gorevi, iskelet sisteminde kalsiyum ve fosfat
dengesini diizenlemesi ve kemik mineralizasyonu olup, iskelet dis1 gorevleri de
bulunmaktadir (122,123). Vitamin D3 ( Kolekalsiferol ) disaridan alinir, ya da ciltte

UV radyasyon etkisiyle 7-dehidrokolesterolden sentezlenir. Ciltteki D vitamini
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sentezi maruz kaliman UV radyasyonun yogunluguna gore degisir. UV radyasyon
yogunlugu, mevsim ve yasanilan yiikseklik ile iligkilidir (124).

1.7.1. D Vitamini Metabolizmasi

Vitaminin insandaki temel kaynaginin giines 1s1nlarina maruz kalma ve yagda
cozilinerek yag dokusunda depolanmaktadir (125,126). Giinliik D vitamini ihtiyacinin
ancak %30’u besinlerle karsilanabilmekte geri kalani da epidermiste bulunan
dehidrokolesteroliin  giines 1s181yla  fotokimyasal tepkimeye girmesi ile
karsilanmaktadir (125). Bu endojen sentez esnasinda epidermiste bulunan
dehidrokolesterol ~ 7-dehidrokolesterole  doniismekte ve  7-dehidrokolesterol,
karacigerde 25-hidroksi vitamin D3’e [25(OH)D3]; bobreklerde de vitaminin aktif
formu olan 1,25-dihidroksi vitamin D3’e [1,25(OH)2D3] doénilismektedir (125,
126,127). Serumda bulunan 25(OH)D3 D vitamini reseptorlerine baglanarak ince
bagirsaklardan kalsiyum ve fosforun, bobreklerden de kalsiyumun geri emilimini
arttirarak plazma mineral dengesini ve kemik gelisimini diizenlemektedir (125). Bu
mekanizma ile paratiroid bezlerini dogrudan inhibe ederek parathormon (PTH)
diizeyini azaltmakta ve serum kalsiyum miktarinin artmasimi saglamaktadir (128).
Kolekalsiferol, oncelikle yag dokusunda depolandigindan viicut yag oraninin
artmasi, kolekalsiferoliin biyoyararliligini azaltmaktadir (122). Aktif metabolit
1,25(0OH)2D3 olmasina ragmen, serum D vitamini diizeyi, alim ve endojen {iretimi
yarilanma Omrii uzun olan ve depo D vitamini diizeyini yansitan (122) serum 25
hidroksi D3 [25(OH)D3] diizeyi ile degerlendirilmektedir (125- 127).

1.7.2. D Vitamininin Fonksiyonu

1,25(OH)2D3’iin genel fonksiyonu yeterli plazma kalsiyum diizeyini devam
ettirmektir. Bu fonksiyonu kemik, barsak ve bobrekler {izerinden yapabilmektedir.
1,25(0OH)2D3 kalsiyum ve fosforun barsaklardan emilimini arttirmaktadir.
1,25(0OH)2D3 PTH sentez ve salimimimi arttirict rol oynamakta, PTH varhigiyla
kemikten kalsiyum ve fosfat serbestlesmesini uyarmaktadir. 1,25(0OH)2D3 RANKL
(nlikleer faktor kappa-B ligand’in reseptdr aktivatorii) ekspresyonunu arttirir.
RANKL, proteoklastlarda RANK ile etkilesime girip proteoklastlarin osteoklastlara
dontisimii gerceklestirerek kemik rezorpsiyonunu arttirmaktadir (129).

D vitamini reseptorleri beyin, hipofiz, tiroid, meme, kalp kasi, karaciger,

bobrek, deri, kolon ve ince barsak, prostat bezi, gonadlar, osteoblastlar, mononiikleer
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hiicreler, lenfositler ve pankreas adacik hiicreleri gibi pek ¢ok dokuda bulunmaktadir
(130).

1.7.2.1. Tip 2 Diyabet (T2D) Gelisiminde D Vitaminin Rolii

Tip 2 diabet (T2D) ve D vitamini iliskisi, ilk kez 1986 yilinda Gedik ve
Akalin tarafindan D vitamini eksikligi olan dort saglikli kiside, insiilin saliniminin
bozulmasi ve 6 ay siire ile D vitamini verildikten sonra insiilin saliniminin normale
dondiigliniin  belirlenmesi ile giindeme gelmistir (131). D vitamini ile T2D
arasindaki fizyolojik iliski detayli bir sekilde incelenmis ve yetersizligi, glukagon
salmimini degistirmeden elektrik bagimli se¢ici olmayan Ca®" kanallar1 iizerinden
hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonunu artirarak insiilin salimmim azaltug ortaya
konulmustur (125,132).

D vitamini reseptorleri, beta hiicrelerinde ve periferde, insiiline cevap veren
iskelet kas1 ile yag dokusu gibi hedef dokularda ve c¢esitli hiicrelerde bulunmaktadir
(120, 133). D vitamini, beta hiicrelerinde bulunan reseptorleri uyararak insiilinin
salinmasini ve pankreasta bulunan D vitamine bagimli kalsiyum baglayan
proteinlerin aktiflesmesini saglamaktadir (125, 134). Baz1 yapilan in vitro ve in vivo
calismalar da, D vitamininin glikoza cevap olarak glikoz toleransinin siirdiiriilmesi
icin gerekli olan normal insiilin salinimindan sorumlu hormon oldugunu gostermistir
(125).

T2D’nin ortaya ¢ikmasi, insiilin direnci ve beta hiicre disfonksiyonu gibi iki
temel metabolik eksiklikten kaynaklanmaktadir (135).

1.7.2.1.1. D Vitamini ve Insiilin Direnci

D vitamini reseptorlerinden olan kalsiyum, yag dokusu ve iskelet kasi gibi
insiiline yanit veren dokularda etkili oldugundan, Ca referans araligimin dar olmasi,
insiilinin maksimum seviyede etkinli§ini saglamaktadir. Insiilinin hedef
dokularindaki hiicre i¢ci Ca degisimi, periferik insiilin direnci ile sonuglanarak
glukozun hiicre ici girisini saglayan Glut-4 aktivitesini de azaltmaktadir (136). D
vitamini yetersizligi durumunda, Ca emilimi azalarak PTH sekresyonu baslamaktadir
ve bobreklerden Ca geri emilmektedir. Bunun sonucunda hiicre i¢i Ca seviyesinin
artmasina ve insiilinin hedef dokulara etki edebilmesi gerekli hiicre i¢i Ca akiginm

inhibe ettiginden insiilin hassasiyetini de azaltmaktadir (133). Insiilin hassasiyetinin
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azalmasi halinde PTH sekresyonunu da artirmaktadir. D vitamini yetersizliginde,
PTH sekresyonu uyarilir ve hiicre i¢i Ca seviyesinde de artig goriiliir (134).

1.7.2.1.2. D vitamini ve Beta Hiicre Disfonksiyonu

D vitamini, bazal insiilin salinimin ile birlikte, kan glukoz artisina karsilik
salian insiilin diizeyini etkilemektedir (137). D vitamininin dolagimdaki aktif formu
olan 1,25(OH)2D3, beta hiicrelerinde yer alan D vitamini reseptorlerine baglanarak
hiicre dis1 ve hiicre i¢i Ca akisini diizenlemekte gorev alir. Insiilin salinimi, Ca
bagimli bir siire¢ oldugundan, Ca akisindaki degisiklikler durumunda, beta
hiicrelerinin insiilin salgilamasimi olumsuz yonde etkileyebilmektedir (137).
Buradaki temel mekanizma, D vitamini eksikligi veya yetersiz Ca aliminin, beta
hiicresindeki hiicre dis1 ve hiicre i¢i Ca havuzlar1 arasindaki dengeyi bozarak kan
glukoz seviyesine yanit olarak olusan insiilin salinimini kesintiye ugratmasidir
(133,137). Beta hiicrelerinden insiilin salinmasi, akut hiicre i¢i Ca miktarindaki artisa
bagli olarak gerceklesmektedir (127).

1.7.3. D Vitamini Diizeyleri

D vitamini diizeyinin normal ya da yetersizligi ve eksikligi i¢cin 250HD3
seviyesine bakilmalidir. Yarilanma omrii 2-3 hafta olan, D vitamini alimmi ve
endojen D vitamini iiretimini gosteren formu 250HD3’ diir. Yarilanma omri 4-6
saat gibi kisa olan 1,25(OH)2D3 ideal 6l¢iim i¢in uygun degildir. Ayrica dolasimdaki
diizeyleri 250HD3 ye gore 1000 kat daha diigliktiir. D vitamini yetersizligi
durumunda barsaklardan kalsiyum emilimi azalmakta ve PTH salinimi ise
artmaktadir. Bu PTH salimiminin artisina bagli olarak 1,25(OH)2D3 yapimi artar.
Sonug olarak kiside D vitamini eksikligi olmasina ragmen 1,25(OH)2D3 seviyelerini

yiiksek gostermektedir (129).
Tablo 5. Serum 25(OH)D3 diizeyine gore D vitamini durumu

Serum 25(OH)D3 Degerleri

ng/mL nmol/L D Vitamini Durumu
<12 <30 D vitamini eksikligi

12-20 30-50 D vitamini yetersizligi
>20 > 50 Yeterli D vitamini diizeyi
> 50 > 125 Potansiyel olumsuz etkiler
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1.7.4. D Vitamini Kaynaklari

Giines 1s1nlari: Ultraviole (UV) 1sinlarina 20 dakikada maruz kalan yiiz ve
kol bolgesine ait deride giinliik 200 IU vitamin D sentezlenebilmektedir.

Besinsel kaynaklar: Hayvansal kaynakli gidalardan; balik yagi, tereyagi,
yumurta sarisi, siit gibi besinlerin igeriginde, sebzelerden ise koyu yaprakli yesil
sebzeler ve mantar vitamin D bakimindan zengindir. Anne siiti de 25
hidroksikolekalsiferol igermektedir. Bu durum yeni doganlarda karacigerin
kolekalsiferoliin ilk hidroksilasyonunun gelismemis olmasindan ileri gelir (138).

2.GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 03.03.2017 tarih ve 61 Sayili
karar1 ile etik ydonden uygun bulunarak Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji laboratuvarinda yapildi.

2.1. Deney Hayvanlar1 Ve Beslenmeleri

Deneysel calismada kullanilan 41 adet 8-10 haftalik eriskin Wistar albino
cinsi erkek sicanlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar FUDAM hayvan
laboratuvarinda bulunduklar1 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. Siganlar 6zel
olarak yaptirilan kafeslerde beslendi ve her giin altlar1 temizlendi. Tiim hayvanlara
ayni standart sigan yemi verilerek add libitum su ve yiyecek alimlari saglandi.
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 6°da gosterildi.

Tablo 6. Deney Hayvanlarina Verilen Sigan Yeminin Terkibi

Sican Yeminin Terkibi %
Bugday 15
Misir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29,4
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Balik Unu 8

Tuz 0,6
Kavimix VM 23-z* 0,2
Methionin 0,2
DCP ** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg Bg, 0,006 mg
By, 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

2.2. Diyabet Indiiksiyonu

Calismanin bu kisminda kullanilacak 20 adet sicanda diyabet olusturmak i¢in
26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle 50 mg/kg dozunda STZ (Streptozosin, Zanosar,
Pharmacia, France) intraperitoneal (ip) olarak 0, 4 ml (0, 1 M) sodyum-sitrat
tamponunda (pH:4, 5) c¢ozdiirilerek tek doz uygulandi. 72 saat sonra kuyruk
veninden kan alinarak, glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan glukozu >
250 mg/dl’yi gecen sicanlar, diyabetik olarak kabul edildi. Kan sekeri ol¢limii
Glucostix (Myles, Ekhart, IN) ile yapildi. Sicanlarin aglik kan glukoz diizeylerini
saptamak i¢in kan 6rnekleri, 8-10 saatlik aglik sonrasinda sabah 8-10 arasinda alindi.

2.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Agirliklart 215-250 gr arasinda degisen 8-12 haftalik 41 adet Wistar Albino
cinsi erkek siganlar 5 gruba ayrilds;

Grup | (Kontrol grubu) (n=7); Deney siiresi olan 8 hafta boyunca herhangi
bir islem yapilmadi. Deney baslangici ve sonunda aglik glukoz diizeyleri 6l¢iiliip
kaydedildi.

Grup Il (Tampon grubu) (n=7); Tek doz 0.1 M sodyum sitrat tamponu ip.
uygulandi. Deney baslangici ve sonunda glukoz diizeyleri 6l¢iiliip kaydedildi.

Grup 1 (Vitamin D grubu) (n=7); ; 8 haftalik deney siiresi boyunca her
gin Vitamin D 200 IU/giin oral yolla damlalik araciligiyla uygulandi. Deney
baslangic1 ve sonunda diizenli bir sekilde glukoz diizeyleri 6l¢iiliip kaydedildi.

Grup IV (Diyabetik grup) (n=10); 50 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0.1
M sodyum sitrat tamponunda (pH:4.5) cozdiiriilerek ip olarak uygulandi. 72 saat
sonra kuyruk veninden kan glukoz diizeyi 250 mg/dl iizerinde olanlar diyabetik kabul

edilip, deney baglangic1 ve sonunda glukoz diizeyleri 6lgiiliip kaydedildi.
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Grup V (Diyabet + Vitamin D grubu) (n=10); 50 mg/kg olacak sekilde tek
doz STZ 0.1 M sodyum sitrat tampon (pH:4.5) ¢ozdiiriilerek ip olarak uygulandi. 72
saat sonra kuyruk venin den kan glukoz diizeyi 250 mg/dl iizerinde olanlar diyabetik
kabul edildi. Deneysel diyabet olusturulduktan sonra deney siiresi boyunca her giin
Vitamin D 200 IU/giin oral yolla damlalik araciligiyla uygulandi. Deney baslangici
ve sonunda glukoz diizeyleri dl¢iiliip kaydedildi.
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2.4. Orneklerin Ahnmasi

Tim gruplardaki sicanlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75
mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) ip uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan siganlarin testis dokular1 hizla ¢ikarildi. Tiim gruplara ait
serum ve testis dokular1 biyokimyasal ELISA calismasi igin -80 C°de sakland.
Histolojik ¢alisma i¢in ise bouin soliisyonunda tespit edildi.

2.5. Biyokimyasal Calisma

2.5.1. Kan glukoz diizeyleri

Kan glukoz diizeyleri caligsma siiresince glukometre (Glucostix (Myles,
Ekhart, IN) ile ol¢iildii. Bununla birlikte diger biyokimyasal ¢aligmalar Aydin S.
(139)’nin kullandig1 molekiiler teknikler modifiye edilerek asagidaki gibi yapilmistir.

2.5.2. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Tiim gruplardan alinan testis dokular1 -80 ‘C’ye alindiktan sonra her bir 6rnek
200 mg olacak sekilde tartildi. testis dokularindaki kan ve artiklar1 uzaklastirmak igin
ic kez fosfat tampon soliisyonuyla yikandi. Daha sonra her bir doku icerisinde 500
KIU/ml olacak sekilde ayarlanan ependorf tiiplerin igerisine yerlestirildi. Her bir
ependorf igerisine 200 ml 0,5 mm ¢apli zirkonyum oksit boncuk (beads)' larindan
konuldu. Biitiin 6rnekler bir ml’ye tamamlanacak sekilde fosfat tamponu ilave edildi.
Mikrosantrifiij tiiplerinin agizlari kapatilip Bullet Blender adindaki homojenatdriin
igerisine yerlestirildi. Homojenatdrde 5 dakika homojenize edildi. Elde edilen
slipernatant tabaka baska bir ependorfa aktarildi. Tekrar 10 dakika daha 4000 rpm'de
santrifiij edildikten sonra {istteki siipernatant enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) galismalarinda kullanilmak iizere ayrildi ve derhal calisildu.

2.5.3. Total Antioksidan (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS)
Olciimleri

2.5.3.1. TAS Ol¢iimii

Serum TAS diizeyleri Olympus AU2700 otoanalizoriinde Rel Assay Total
Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tirkiye)
kullanilarak ol¢tildii (140).

Calisma Prensibi: Ornekteki antioksidanlar, asetat tampon (0,4 mol/L,
pH:3.6) soliisyonunun igerisinde bulunan konsantre haldeki koyu mavi-yesil renkli

ABTSe+ (30 mmol/L) [2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)]
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radikalini indirgenmis renksiz ABTS sekline cevirir. Yiiksek pH’ daki asetat tampon
(0.4 mol/L, pH:5.8) soliisyonu ile diliie edildiginde Orneklerde bulunan
antioksidanlar sayesinde ABTS molekiilii indirgenir ve renk agilir. Orneklerde
bulunan antioksidan maddelerin konsantrasyonu ile renkteki acilma arasinda ters
orant1 vardir. Spektrofotometrik olarak saptanan absorbans degisikligi Ornekteki
antioksidan seviyesiyle iliskilidir. Stabil antioksidan standart soliisyonu (Trolox
equivalent) ile kalibrasyon yapilir. Vitamin E analogu olan Trolox ile reaksiyon hizi
ayarlanir ve birimi Trolox equivalent/L’dir (140).

2.5.3.2. TOS Olgiimii

Serum TOS diizeyleri Olympus AU2700 otoanalizériinde Rel Assay Total
Oksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye)
kullanilarak 6l¢tildii (140).

Calisma Prensibi: Ornekte bulunan oksidan ajanlar ferrdz iyon selator
kompleksini ferrik iyona okside ederler. Reaksiyon okside edici molekiiller
tarafindan stirdiiriiliir. Ferik iyonu, asidik ortamda bulunan kromojen ile renkli bir
kompleks yapar. Spektrofotometrik olarak olgiilen rengin yogunlugu oOrneklerde
bulunan oksidan maddelerin miktari ile dogru orantilidir. Bu 6l¢iim yontemi hidrojen
peroksit ile kalibre edilir ve sonuglar litrede mikromolar hidrojen peroksid equivalent
(umol H,0, Equiv./L) olarak ol¢iiliir.

2.5.4. Numunelerde Adropin Diizeylerinin Ol¢iimii

Sicanlardan alinan kanlar aprotinin ihtiva eden diiz biyokimya tiiplerine
alindi. 4000 rpm’de santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve calisilincaya kadar -
80°C’de saklandi. Aprotinin ihtiva eden tiiplerden elde edilen serumlarda da irisin
derisimleri ol¢iildii.

Sicanlarin serum ve testis supernatantlarinda adropin diizeyleri, Adropin
Enzyme immunoassay (EIA) kiti (Phoenix Pharmaceuticals, katalog no: EK-032-35,
Belmont, CA, USA, USA) kataloglarinda belirtilen ¢alisma prosediirlerine uygun
olarak caligildi.

Doku supernatanlarinda adropin olglimlerinin dogrulugunu gdstermek igin
biyokimyasal assay gegerlik deneyleri (lineerite, recovery, specifity, sensitivity, intra
ve inter assay deneyleri) daha oOnce tarif edildigi gibi yapildi (141). Doku

supernatantlarinda, adropin seviyesinin ayn1 duyarlilikla 6l¢tildiigii tespit edildi. Plate
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yikamalarinda otomatik yikayici Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) cihazi,
absorbans okumalarinda Bio-Tek ELX800 cihazi sonuglar1 yazdirmada ise panosonik
yazici kullanildi. Test sonuglar1 ng/ml olarak belirtildi.

2.5.5. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan testis dokulari, bouin soliisyonunda tespit edildikten sonra
dereceli alkol serilerinde (%50, %60 ve %70) 12’ser saat yikandi. Yikanan dokular
rutin histolojik takip serilerinden gecirildi (Tablo 7). Daha sonra dokular parafin
bloklara gémiildii. Bu parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda kesitler alindu.
Tablo 7. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1,5 saat

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

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1,5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 GOomme

2.6. iImmiinohistokimya

Parafin bloklardan 4-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen
retrieval icin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak icin
bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA)

ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek igin

34



hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide
Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanana
dokulara zemin boyasini engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab
Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue
edilen primer antikor (anti-adropin antibody, ab122800, Abcam, Cambridge, UK) ile
60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, primer antikor
uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra sekonder antikor
(biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit 1gG), TP-125-BN, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
Dokular, Sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip
Streptavidin Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika
nemli ortamda oda 1s1sinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-
015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, USA)
solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanh
olarak PBS ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan
dokular PBS ve distile sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume
Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar Leica DM500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi  ve
fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginhgr (0.1: <%?25, 0.4:%26-50,
0.6:9%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢ok az, +l:az, +2: orta,
+3:siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu. Histoskor= yayginlik x siddet

2.7. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 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
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen

peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
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Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de nemli ortamda ¢aligsma 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
goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
solisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DMS500 mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotografland1 (Leica DFC295). TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis c¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiylitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.

Pozitif kontrol dokusu olarak sican meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol igin

calisma sollisyonu yerine Reaction Buffer uygulandi.

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. 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 sinirlayici kalem ile ¢izilir. L
6  1:500 d iliisyondaki Protinaz K sollisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Caligma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol L'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
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22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.

2.8. Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Deney hayvanlarinin baslangic ve
final kan glukoz degerleri ile viicut agirliklarinin degerlendirilmesinde Paired-
Samples T Test kullanildi. Bununla birlikte Gruplar arast degerlendirme One-way
ANOVA ve Posthoc Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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3.BULGULAR
3.1. Klinik Bulgular
Tim gruplardaki sicanlarin  baslangic ve final viicut agirliklan
degerlendirildiginde; Kontrol, Tampon ve Vitamin D gruplarindaki siganlarin viicut
agirliklar1 baglangica gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmig olarak izlendi
(p<0.05). Bununla birlikte, Diyabet ve Diyabet+Vitamin D gruplarindaki siganlarin
viicut agirliklar baglangica gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak

izlendi (p<0.05) (Sekil 5).

300

250

a a a
200 - il
150 ® Baslangig viicut agirligi (gr)
® Final viicut agirhg (gr)
100
50
0 - T T T T |

a
KONTROL TAMPON VITAMIN D DM DM+VITAMIN D

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

# Baslangig viicut agirliklarina gore karsilagtirldiginda, (p<0.05).
Sekil 5. Baslangi¢ ve final viicut agirliklari

3.1.1. Biyokimyasal Bulgular

3.1.1.1. Kan-glukoz miktarlar:

Tim gruplardaki sicanlarin baslangic ve final kan glukoz miktarlar
degerlendirildiginde; Kontrol, Tampon ve Vitamin D gruplarindaki sicanlarin kan-
glukoz miktarlarinda baslangica gore bir degisiklik goézlenmedi. Bununla birlikte,
Diyabet ve Diyabet+Vitamin D gruplarindaki siganlarin kan- glukoz miktarlart
baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak izlendi (p<0.05)

(Sekil 6).
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Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
® Baslangig viicut kan- glukoz degerlerine gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 6. Deney hayvanlarimin baslangic ve final kan- glukoz miktarlar
(mg/dl).

3.1.1.2. TAS ve TOS Diizeyleri

Tim gruplara ait serum TAS diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal ¢alismada; TAS diizeyleri Kontrol, Tampon ve Vitamin D gruplarinda
benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda TAS diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis izlendi (p<0.05). Diyabet grubu ile
kiyaslandiginda ise Diyabet+Vitamin D grubunda TAS diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artmis olarak gozlendi (p<0.05) (Sekil 7).
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Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
& Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda, b Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
Sekil 7. Serum TAS diizeyleri

Tiim gruplara ait serum TOS diizeylerinin degerlendirilmesi ic¢in yapilan
biyokimyasal ¢alismada; TOS diizeyleri Kontrol, Tampon ve Vitamin D gruplarinda
benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda TOS diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak izlendi (p<<0.05). Diyabet grubu
ile kiyaslandiginda ise Diyabet+Vitamin D grubunda TOS diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak gozlendi (p<0.05) (Sekil 8).
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150 mT0S
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Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, ® Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 8. Serum TOS diizeyleri

3.1.1.3. Doku ve Serum Adropin Diizeyleri

Tiim gruplara ait doku adropin diizeylerinin degerlendirilmesi igin yapilan
biyokimyasal ¢aligmada, doku adropin diizeyleri; Kontrol, Tampon ve Vitamin D
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda doku
adropin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu (p<0.05).
Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet+Vitamin D grubunda adropin
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi (p<0.05)

(Sekil 9).
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8 a
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Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

2 Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda, Diyabet grubu ile karsilastirldiginda, (p<0.05).

Sekil 9. Doku adropin diizeyleri

Tim gruplara ait serum adropin diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal ¢alismada, serum adropin diizeyleri; Kontrol, Tampon ve Vitamin D
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda serum
adropin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu (p<0.05).
Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet+Vitamin D grubunda adropin
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi (p<0.05)

(Sekil 10).

Serum Adropin (ng/Ml)
’ a
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b
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.
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KONTROL TAMPON VITAMIN D DM DM+VITAMIN D

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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®Kontrol grubuna gore karsllastlrlldlgmda,b Diyabet grubu ile karsilagtirildiginda, (p<0.05).
Sekil 10. Serum adropin diizeyleri

3.1.1.4. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi testis dokusunda
spermatogenetik seri hiicrelerinde (siyah ok) go6zlendi.

TUNEL pozitifligi; Kontrol (Sekil 11), Tampon (Sekil 12) ve Vitamin D
(Sekil 13) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet (Sekil 14)
grubunda TUNEL pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu
(p<0.05). Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise TUNEL pozitifligi Diyabet+Vitamin
D (Sekil 15) grubunda belirgin olarak azalmistt (p<0.05). Apoptotik hiicrelerin
belirlenmesi ile apoptotik indeks olusturuldu (Sekil 16).
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Sekil 11. Kontrol grubunda TUNEL pozitifligi (—).
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Sekil 13. Vitamin D grubunda TUNEL pozitifligi (—).
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Sekil 14. DM grubunda TUNEL pozitifligi (—).
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Sekil 15. Diyabet+Vitamin D grubunda TUNEL pozitifligi (—).
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Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

# Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, b Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
Sekil 16. Apoptotik indeks

3.1.1.5. immiinohistokimyasal Bulgular

Adropin imminreaktivitesi ig¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; adropin immiinreaktivitesi testis
dokusunda intertisyel Leydig hiicrelerinde (siyah ok) gozlendi.

Testis dokusunda adropin immiinreaktivitesi; Kontrol (Sekil 17), Tampon
(Sekil 18) ve Vitamin D (Sekil 19) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda Diyabet (Sekil 20) grubunda adropin immiinreaktivitesi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu (p<0.05). Diyabet grubu ile
kiyaslandiginda ise Diyabett+Vitamin D (Sekil 21) grubunda adropin
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis bulundu (p<0.05)
(Sekil 22).
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Sekil 17. Kontrol grubunda Adropin immiinreaktivitesi (—).

A

Sekil 18. Tampon grubunda Adropin immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 20. DM grubunda Adropin immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 21: Diyabet+Vitamin D grubunda Adropin immiinreaktivitesi (—).
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0,8

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
& Kontrol grubuna gére karsilastirldiginda,” Diyabet grubu ile karsilastinldiginda, (p<0.05).

Sekil 22: Adropin immiinreaktivitesi histoskoru
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4. TARTISMA

DM insiilin hormonunun sentezlenmesindeki bozukluklardan kaynakli veya
yeterli diizeyde olmamasina bagli olarak gelisen ve kan sekeri seviyesindeki artigla
(hiperglisemi) karakterize olan kronik bir hastaliktir. DM gelisiminde insiilin
eksikligi ve insiiline karsi olusan diren¢ de dnemli rol oynamakta ve buna bagh
olarak protein, karbohidrat ve lipit metabolizmasinda bir takim degisiklikler
meydana gelebilmektedir (142).

DM’ nin glikasyon reaksiyonundan sonra kimyasal reaksiyon zincirinin bir
sonucu olan ileri glikasyon son iirlinleri (AGEP)’ nin neden oldugu uzun dénem
komplikasyonlarin basinda morbidite ve mortalite; kapiller bazal membran
kalinlagsmasiyla olusan mikrovaskiiler hastaliklar, hizlanmis arteriol sklerozu ile
birlikte goriilen makrovaskiiler hastaliklar, somatik ve otonom sinir sistemini i¢eren
noropati, kas zayifligi ile birlikte gorillen noromiskiiler disfonksiyon ve
enfeksiyonlara kars1 direncin azalmasi ile karekterize, goz, bobrek, kalp, sinir ve kan
damarlarin1 etkileyen kronik bircok komplikasyonlara neden olmaktadir (143).
Ayrica DM’ nin neden oldugu komplikasyonlara artmig ROS iiretimi, antioksidan
savunma mekanizmalarinin yetersizligi ile kaynaklanan ve sonu¢ olarak artmig
oksidatif stresin neden olmasi ile iligkilidir (21, 32). Ayrica ilerleyen yasla beraber
ROS" un bir¢ok doku ve organlara hasar vermesinden dolay1 kanser gibi hastalik
ortaya ¢ikmaktadir (144).

Deneysel diyabet modeli olusturulan si¢anlarda ve diyabetik hastalarda
serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun 6nemli derecede artmasi ile
oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu kanitlanmistir
(145). Diyabet ve reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu komplikasyonlarin iligkisini
aciklayan caligmalarda; enzimatik olmayan glikasyon, enerji metabolizmasindaki
degisiklikler sonucunda ortaya cikan metabolik stres, sorbitol yol aktivasyonu,
hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucunda gergeklesen doku hasarlarinin serbest
radikal olusumunu artirdig: ileri siirilmektedir (22). Diyabetin penil ereksiyonu,
ejekiilasyonu ve spermatogenezi olumsuz yonde etkiledigi yapilan g¢aligmalarda
vurgulanmis olup deney hayvanlarinda olusturulan diyabet modellerinde ve

insanlarda yapilan c¢alismalarda DM' nin, iireme fonksiyonlarin1 olumsuz yonde
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etkileyerek, diigiikk testosteron diizeyleri, testikiiler disfonksiyon ve yetersiz
spermatogeneze sebep oldugu bildirilmistir (146, 147).

Sperm plazma membraninda bol miktarda c¢oklu doymamis yag asitleri
bulundugundan ve sitoplazmasinda diisiik miktarda temizleyici enzimler yer
almasindan dolay1 ROS tarafindan olusturulan hasara kars1 daha yatkindir (67, 148).

Serbest radikallerin artmasi ile sperm membranlarindaki ¢oklu doymamig yag
asitlerinin oksidatif parcalanmasiyla lipid peroksidasyonu baglatilabilir ve sperm
lipid peroksidasyonu plazma membranlarindaki lipid matriks yapisinda hasara yol
acarak intraseliiler ATP’ nin hizli kaybi ile aksonemal hasar, sperm canliliginda
azalma ve bazi olgularda spermatogenezin tam gelisiminin engellenmesine neden
oldugu bildirilmistir (149).

Koksal ve ark.’nin infertil hastalarda yaptiklar1 ¢alismada, testikiiler dokuda
meydana gelen patolojik degisikliklerin yiiksek seviyedeki lipid peroksidasyonundan
kaynakli oldugu ve infertiliteye neden olan testikiiler dejenerasyonun olusumunda da
asirt ROS iiretiminin rol oynayabilecegi gosterilmistir (150).

Liu ve arkadaslar1 STZ ile diyabet olusturduklar1 sigan modellerinde androjen
reseptorlerinin testiste, epididimisde ve prostat bezinde azaldigini gostermislerdir
(55). Diisiik testosteron seviyesi ve bozulmus spermatogenez, diyabetik hayvan
modelleri testislerindeki karakteristik 6zelliklerdir.

Sexton ve arkadaglari diyabetik hayvan modellerinde, Luteinizan Hormon
(LH) ve testosteron seviyelerinde bir azalma oldugunu gostermislerdir (66).
Seethalakshmi ve arkadagslar1 ise diislik testosteron diizeyinin yetersiz insiilin
miktarina ya da yokluguna baglh oldugunu, uygun insiilin tedavisi ile reprodiiktif
organ agirliklarinda ve viicut agirliginda anlamli bir artis oldugunu gostermislerdir
(52).

Yeni kesfedilmis, sekretuvar bir polipeptit yapisinda olan adropinin karaciger,
beyin pankreas, kalp, bobrek ve serebellum gibi bir¢ok dokulardan tiretildigi (74, 75,
151) ve viicutta enerji metabolizmasinda rolii oldugu enerji dengesi ile ilgili gen
(ENHO) kodu tizerinden kodlanarak, glukoz ve lipid metabolizmasi ile iliskili oldugu
kanitlanmistir. Ayrica adropin eksikliginin, artmis yag dokusu ve insiilin direnci ile

iliskili oldugu da gosterilmistir (73, 151 ).
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Bobrekler diyabetten en ¢ok etkilenen organlardir (152,153). Adropinin sigan
veya insan bobreklerinden sentezlenip sentezlenmedigine dair ¢ok az rapor
bulunmaktadir (73). Kuloglu ve ark.” nmin yaptiklar1 bir ¢alismada, saglikli sigan
bobreklerinin dis korteks ve medullar bolgelerinden adropinin sentezlendigini ve bu
sentezin diyabet ile arttigin1 gostermislerdir. Ayrica diger peptitlerin de bobreklerden
sentezlendigini ve bunlarin diyabet ile birlikte artan veya azalan nitelikte oldugunu
da gostermislerdir (153).

Adropinin glukoz homeostazin1 koruyarak insiilin direncini azalttig
disiiniilmektir. Ayrica endotel hasarini onarmaya karsi eNOS (endotelyal nitrik
oksit)’ u aktive edip NO (nitrik oksit) salinimini artirarak rol oynamaktadir (73). Bu
nedenle diyabetin olusturdugu etkiyi hafifletmeye yardimci olarak adropin diizeyinin
arttigina inaniliyor. Bobrek dokusunda artmis adropin glukoz homeostazinin
stirdiiriilmesine ve insiilin direncinin azaltilmasma katkida bulunarak eNOS
salinimini arttirtp kan damari endotelini korudugu gésterilmistir (73, 151, 154).

Kumar ve ark.’nin yapmis olduklar1 hayvan deneyi ¢alismasinda, diyet ile
obez olusturulan siganlarda, adropin hormon seviyesinin diistiigii gosterilmistir (73).
Butler ve ark. yapmis olduklar1 klinik c¢aligmada, obez olan hastalarda adropin
diizeyinin diisiik oldugu ve adropin ile viicut kitle indeksi arasinda negatif korelasyon
oldugu saptanmistir (78).

Albayrak ve arkadaslarinin yaptiklart klinik ¢aligmada ise obez olan DM’ li
hastalarda adropin seviyesinin diisiik oldugu saptanmis fakat obez olmayan DM’ li
hastalara gore istatistiksel anlamli fark olmadigi goriilmiistiir. Yine ayni ¢alismada
adropin diizeyinin cinsiyete gore de bir fark olmadig: belirtilmistir (155).

Bu calismalarin aksine, Lian ve arkadaslarinin yaptiklar klinik ¢aligmasinda
ise, kalp yetmezligi olan hastalarin serum adropin seviyesine bakmislar ve adropin
ile viicut kitle indeksi arasinda pozitif korelasyon saptamislardir (156).

Yukarida belirtilen ¢aligmalarda goriildiigii gibi viicut kitle indeksi (VKI) ile
adropin arasindaki korelasyon iligkisi tam olarak ac¢iga ¢ikarilamamistir ve bu konu
ile ilgili daha ileri arastirmalara ihtiyag vardir.

Biz de bu c¢alisma ile deneysel diyabetik sican testis dokusunda adropin

reapoptozis tizerine vitamin D’nin etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.
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Calismamizda tiim gruplara ait doku adropin diizeylerinin degerlendirilmesi
icin yapilan biyokimyasal ¢alismada, Kontrol, Tampon ve Vitamin D gruplarinda
doku adropin diizeyleri benzerlik goriiliirken, Kontrol grubu ile Diyabet grubu
kiyaslandiginda doku adropin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis
bulundu. Diyabet grubu ile Diyabet+Vitamin D grubu kiyaslandiginda ise adropin
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi. Burada
diyabetin olusturdugu etki ile dokularda ki adropin seviyesinin arttig1 belirlendi.

Celik ve ark.’nin yapmis olduklar1 bagka bir klinik ¢calismada ise gestasyonel
DM tanist olan 20 hasta grubu ile saglikli kontrol kadin grubunun serum adropin
diizeyleri karsilagtirllmistir. Bu ¢aligmada, gestasyonel DM’si olan hasta grubunda
kan serum adropin diizeyi, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diisiik oldugu ve gestasyonel DM olan grupta, maternal yiiksek aclik glukoz
seviyesinin diisilk adropin seviyesi ile birlikte oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu
calismadan ¢ikan bagka bir sonug ise diisiik adropin seviyesinin insiilin direnci ile
arasindaki pozitif iliskiyi negatif yonde destekler niteliktedir (77).

Yapilan bu klinik ¢aligmalarin aksine, Aydin ve ark.” nin STZ ile olusturulan
diyabetik sican modelinde serum adropin seviyesini, diyabetik olmayan sicanlara
gore daha yiiksek bulmuslardir ve bu sonucun olasilikla klinik ¢alismalardan farkinin
STZ’ nin sicanlarda olusturdugu stresten kaynaklanmis olabilecegi diisliniilmiistiir.
Diger bir olasilhikta arastirmacilarin ileri sundugu gibi bir baska gelisen
mekanizmadan kaynakli yiikselmis olabilecegini diisiindiirmektedir (75).

Tiim gruplara ait serum adropin diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in
yaptigimiz biyokimyasal ¢alismada, serum adropin diizeyleri; Kontrol, Tampon ve
Vitamin D gruplarinda benzerlik gosteritken Kontrol grubu ile Diyabet grubu
kiyaslandiginda serum adropin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis
bulundu. Diyabet grubu ile Diyabet+Vitamin D grubu kiyaslandiginda ise adropin
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yaptigimiz TUNEL boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi testis dokusunda
spermatogenetik seri hiicrelerinde; TUNEL pozitifligi Kontrol, Tampon ve Vitamin
D gruplarinda benzerlik goriiliirken, Kontrol grubu ile Diyabet grubu kiyaslandiginda
TUNEL pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu. Diyabet
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grubu ile kiyaslandiginda ise TUNEL pozitifligi Diyabet+Vitamin D grubunda
belirgin olarak azalmisti.

Calismamizda  ayrica  adropin  immiinreaktivitesi  i¢in  yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 1sik mikroskopi altinda incelenmesi sonucunda
adropin immiinreaktivitesi testis dokusunda Kontrol, Tampon ve Vitamin D
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla Diyabet grubu kiyaslandiginda adropin
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu. Diyabet
grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet+Vitamin D grubunda adropin
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis bulundu.

Vitamin D aktif bir metabolittir ve degisik biyolojik olaylarda énemli rol
oynadigi rapor edilmistir (157, 158). Ayrica vitamin D’nin gectigimiz on yilda
antioksidatif 6zellikte etkiye sahip oldugu da gosterilmistir (159). Garcion ve ark. D
vitaminin iNOS (immiin nitrik oksit) aktivitesini azaltarak primer si¢an
astrositlerindeki serbest radikal olusumunu azalttigin1 géstermislerdir (160).

Pittas ve ark. hafif ve orta seviyedeki D vitamini yetersizliginin diyabetin
gelisiminde risk faktorii oldugunu bildirmislerdir (137). Dalgard ve ark. yaptiklar1 bir
calismada, yetersiz 25(OH)D3 diizeyinin tip 2 diyabet riskini iki kat arttirdigini
belirtmislerdir (161).

Hamden ve arkadaslarinin yaptiklar1 diyabetik sican modelleri ¢alismasinda
vitamin D’nin testosteron ve 17 beta-Ostradiol diizeylerini arttirdigini ayrica oksidatif
stres, hiicresel hasar, sperm motilitesi ve sayisi iizerine de koruyucu etkilerini
gostermislerdir (162).

Bagka bir ¢alismada Bo-Ying-Bao ve ark. ROS ile ilgili arastirmalarinda
benin prostat hiperplazisinde D vitaminin antioksidan 6zelligini ve bu 6zelligi ile
vitamin D’nin prostat kanseri insidansini azalttigini belirlemislerdir (163).

Yapilan calismalarda antioksidan O6zellikteki maddelerin deneysel diyabet
modellerinde testislerde oksidatif stres kaynakli hasara karst koruyucu nitelikte
olduklar1 gosterilmistir. Erkek infertilitesine karsi sperm motilitesi ve DNA da
meydana gelen hasarin iyilesmesinde antioksidan tedavilerin olumlu ydnde etki
ettigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (164,165).

Bizim caligmamizda tiim gruplara ait serum TAS diizeylerinin

degerlendirilmesi i¢in yapilan biyokimyasal g¢alismada TAS diizeyleri Kontrol,
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Tampon ve Vitamin D gruplart arasinda benzerdi. Kontrol grubuyla Diyabet grubu
kiyaslandiginda TAS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalirken,
Diyabet grubu ile Diyabet + Vitamin D grubu kiyaslandiginda ise TAS diizeyleri
anlaml bir sekilde artmis olarak gozlendi.

Tiim gruplara ait serum TOS diizeylerinin degerlendirilmesinde ise TOS
diizeyleri Kontrol, Tampon ve Vitamin D gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda Diyabet grubunda TOS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis olarak izlendi. Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet+Vitamin
D grubunda TOS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak
gozlendi.

Bu calismada STZ verilerek diyabet modeli olusturulan sicanlarda testis
dokusunda hiicresel hasar olustugu ve DM’ nin oksidatif hasar ile apoptozise neden
oldugu gbzlenmistir. Calismamizda tedavi amagl uyguladigimiz D vitamininin, DM’
nin testislerde olusturdugu oksidatif stres kaynakli hasar ile apoptozise karsi
koruyucu etkisi oldugunu belirledik.

Sonug olarak diyabet, metabolizmay1 etkileyerek bircok hastaliklara neden
olan ve etiyolojisi tam olarak ortaya konulmayan kronik bir durumdur. Giiniimiizde
erkek infertilitesi ciddi bir problem teskil etmekte ve bu soruna neden olan bir¢ok
faktor arasinda DM de yer almaktadir. Calismamizda DM’ nin testis dokusunda
olusturdugu muhtemel doku hasarinda adropin seviyesine ve vitamin D’ nin olusan
bu doku hasarna kars1 antioksidatif 6zelligi ile koruyucu etkisini arastirdik.
Yaptigimiz bu calismada DM ile adropin diizeyi arasinda pozitif korelasyon
oldugunu tespit ettik. Ayrica olusan doku hasarina karst D vitaminin tedavi edici
ozellikte oldugunu belirledik. Ileride daha ayrintili ¢alismalarla, DM ’nin
komplikasyonlar1 ve adropin arasindaki mekanizma ile D vitamininin patofizyolojik

durumlarda tedavi yaklasimlarinin arasina alinabilecegini diistindiirmektedir.
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