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CAD
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H-E
NAD
NF-kB
NHEJ
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SIMGE VE KISALTMALAR

: Adenozin 3'-Trifosfat

: Bel-2 Tliskili X

: B-Hiicre Lenfoma 2

: Kaspaz Aktive Edici Dnaz

: Diabetes Mellitus

: Deoksiriboniikleik Asit

: DNA Tliskili Protein Kinaz Katalitik Alt Unitesi
: Hematoksilen-Eosin

: Nikotinamid Adenin Dintikleotid

- Niikleer Faktor kB

: Homolog Olmayan Ug Birlestirme

: Reaktif Oksijen Tiirleri

- Sirtuin

. Streptozotosin

: Terminal Transferaz-Aracili dUTP Nick Ug-Etiketleme



GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM, Diyabet), insiilin sekresyonundaki kusurlara bagli olarak ortaya
¢ikan, kronik metabolik bir hastaliktir (1, 2). DM, diinya niifusunun ortalama % 8.4’nii
etkilemektedir. 2019 yilinda, diinyada 461 milyon olan diyabetli birey sayisinin, 2045 yilinda 700
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu (IDF)’nin verilerine
gore diyabet ve buna bagl komplikasyonlarin tedavisine, 2019 yili itibariyle 763 milyar dolar
harcandig1 belirtilmistir (3, 4).

Noropati, retinopati, nefropati, mikro ve makrovaskiiler patolojiler, diyabete bagli olarak
ortaya ¢ikan baslica komplikasyonlardir (5-7). Bunlarin yan sira, diyabetik erkeklerde anormal
sperm iretimi ve seksiiel disfonksiyonlar da, diyabetin uzun donem komplikasyonlari arasinda
kabul edilmektedir. Diyabetik siganlarda yapilan ¢alismalarda; testis agirliginda, testosteron
seviyelerinde, sperm say1 ve motilitelerindeki azalma ile birlikte, anormal spermatogeneziste artis
oldugu goriilmiistiir (8-13). Diyabetik bireylerde karsilasilan testikiiler disfonksiyonun altinda
yatan molekiiler mekanizmalar, tam olarak aydinlatilamamustir. Ancak apoptotik yolaklarda yer
alan birgok proteinin, bu siiregte rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Programli hiicre 6liimii olan apoptozis, canlinin normal gelisme siirecinde, dokulardaki
hiicre popiilasyonunu korumak i¢in meydana gelen homeostatik bir mekanizma oldugu gibi,
hastaliklarin patolojisine bagli olarak da ortaya ¢ikmaktadir (14-16). Apoptozisin nedenleri
arasinda DNA (Deoksiriboniikleik Asit) hasarlart olduk¢a 6nemli bir yer kapsamaktadir. DNA
capraz baglanmalari, tek ve cift zincir kiriklar1 gibi hasarlanmalar, apoptozise yol agmaktadir.
Ayni zamanda hasarli DNA’larin hiicre i¢inde birikmesi ya da DNA tamir mekanizmalarinda

meydana gelen basarisizliklar, dokularda histopatolojilere neden olabilmektedir (17, 18).



Homolog olmayan ug birlestirme (Non homologous end joining-NHEJ), DNA ¢ift zincir
kiriklarinin tamirinde yer alan iki ana mekanizmadan biridir (19). KU70 ise DNA ¢ift zincir
kiriklarinda, NHEJ yolaginda gorevli bir proteindir (20-22). NHEJ de ¢ift zincir kirik uclari, KU70
ve KUB8QO ile stabilize edilir. KU70, KUS8O0 ile beraber KU heterodimerini olusturur ve DNA iliskili
protein kinaz katalitik alt tinitesi (DNA-PK(cs) ile beraber tamir mekanizmasinda rol oynarlar. KU
proteinlerinin DNA tamiri disinda; hiicre sinyali, proliferasyon, replikasyon, transkripsiyon
aktivasyonu ve apoptoziste gorevli oldugu bilinmektedir (19, 23, 24). KU70, Bax aktivitesini
baskilayarak, apoptozisin diizenlenmesinde gorev almaktadir. Hiicre iginde, hem sitoplazmada
hem de niikleusta lokalizedir (24, 25). Arastirmalar KU70’in; NHEJ mekanizmasindaki roliine ek
olarak, proliferasyon, insiilin homeostazi ve glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde de gorevli
olabilecegini gostermektedir. Hipergliseminin, KU70 asetilasyonunu yiikselttigi ve buna bagl
olarak Bax aktivitesinin arttig1 ifade edilmektedir (19, 26, 27).

Sirtuin (SIRT) ailesi; nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+) bagimli, sinif 11 deasetilaz
enzimler’dir. Memelilerde 7 tipi bulunur (SIRT1-SIRT7). SIRT1; p53, p73, E2 Faktor-1 (E2F1)
ve KU70 gibi proteinleri hedefleyerek, apoptoziste 6nemli bir rol oynamaktadir. Yapilan
calismalarda, insiilin metabolizmas: tizerinde de etkili oldugu ve pankreas beta (p) hiicrelerinde
asirt ifade edildiginde, insiilin sekresyonunu ve adenozin 3'-trifosfat (ATP) tiretimini arttirdig
gosterilmistir. SIRT1, NHEJ’de KU70’1 deasetilize ederek, Bax’1 baskilamakta ve DNA onarimina
katilmaktadir. Ayn1 zamanda sitoplazmada KU70’1 deasetilize ederek, KU70/Bax baglantisini
saglamakta ve apoptozisi inhibe etmektedir (28-30). Testis ve bobrekler lizerinde yapilan diyabet
caligmalarinda, diyabete bagli apoptozisi baskiladigi goriilmektedir (31, 32). Arastirmalarda
SIRT1 genlerinin baskilanmasinin, sperm sayisinda azalma, anormal sperm morfolojisi ve
ovulasyon bozukluklarina sebep oldugu da ileri siiriilmektedir (33-35).

SIRT6 ise DNA tek zincir kiriklar1 tamir mekanizmasinda, baz eksizyon tamiri (BER)
yolaginda gorev almaktadir. NHEJ de DNA iligkili protein kinaz (DNA-PK)’y1 stabilize ederek,
cift zincir kiriklar1 tamirinde de rol tistlenir. SIRT6 geni baskilanmig farelerde; omurga egriligi
metabolik bozukluklar, olgunlasmadan yaslanma gibi ¢esitli hastaliklar olusmakta ve bu durumun,
SIRT6’nin DNA tamir mekanizmasindaki roliine bagh oldugu diistiniilmektedir (30, 33, 36).
SIRTG, aynen SIRT1 gibi davranarak KU70 deasetilasyonu ile KU70/Bax baglantisini saglamakta
ve apoptozisi baskilamaktadir (37). Arastirmalar, SIRT6’nin, diyabetin dokularda meydana
getirdigi retinopati, nefropati gibi komplikasyonlarda 6nemli bir rol tistlendigini géstermektedir
(38, 39).

Diyabete bagli gelisen infertilite/subfertilite, giiniimiizde molekiiler diizeyde ¢alismalarin

devam ettigi bir konudur. Diyabetli erkek bireylerde karsilasilan testikiiler disfonksiyonda,
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ozellikle apoptozis mekanizmalarindaki proteinlerin, faktorlerin ve sinyal yolaklarinin anahtar
rolii oldugu disiiniilmektedir. Dolayisiyla bu faktorler tizerindeki ¢alismalar, diyabetik testis
dokularinda meydana gelen hasarlarin 6nlenebilmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

KU70, SIRT1 ve SIRT6 proteinlerinin; gerek DNA tamir mekanizmalarindaki gerekse
apoptotik yolaklardaki fonksiyonlar1 gbéz Oniine alindiginda, bu proteinlerin farkli doku
histopatolojilerinin ortaya ¢ikmasi ya da ortadan kaldirilmasinda rol alabileceklerinin diisiiniilmesi
kacinilmazdir.

Buradan hareketle planladigimiz bu ¢alismada, diyabetik testis dokularinda KU70, SIRT1
ve SIRT6 proteinlerinin, apoptozis mekanizmalarinda ve neden oldugu infertilitedeki olasi
rollerinin belirlenmesi, bdylece yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine katki saglanmasi

amaclanmaktadir.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus, insiilin hormonunun yetersizligi ya da insiilin direnci ile olusan,
hiperglisemi ile kendini belli eden, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi bozukluklar1 ile
karakterize kronik bir metabolizma hastaligidir (2, 40-43).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun verilerine gore, giiniimiizde, 20-79 yas aralifinda
diyabetli birey sayisinin 463 milyon oldugu, bu sayinin 2030 yilinda 578 milyona ve 2045 yilinda
700 milyona ulasacag dngoriilmektedir. Ulkemizde, 2045 yilinda 20-79 yas araliginda diyabetli
birey sayisinin 10.4 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (3).

Diyabet, uzun donemde cesitli organlara ve sistemlere zarar vermektedir. Bu organ ve
sistemler arasinda; dolasim sistemi, bobrekler, sinirler ve testisler yer almaktadir (5, 6, 11, 12).

Amerikan Diyabet Birligi (ADA)’nin 2019 yili itibariyla gosterdigi tani kriterlerine gore;
glukoziiri, polidipsi, poliliri, ketoniiri ve agiklanamayan agirlik kaybi gibi semptomlar ile birlikte,
rastgele Olciilen plazma glukoz diizeyinin = 200 mg/dl olmasi, 8 saatlik acliktan sonra Olciilen
aclik kan sekeri (AKS) nin > 126 mg/dl bulunmasi ya da 75 gr glukoz veya esdegerini igeren
glukoz yiikii alimindan sonra 2. saatte 6l¢iilen plazma glukoz diizeyinin = 200 mg/dl olmasi ile

DM tanist konmaktadir (4).

Diabetes mellitus Siniflandirmasi

1970'lerin sonunda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Ulusal Diyabet Veri Grubu (NDDG),
DM i¢in yeni tani kriterleri ve yeni bir siniflandirma sistemi ileri siirdii. Genel kabul goren ilk
siiflandirma ise 1980 yilinda WHO tarafindan yaymlanmustir (44, 45). 2019 yilinda yayinlanan
ADA raporundaki giincel siniflandirma (4) ise soyledir;

4



Tip 1 diyabet: Tiim diyabet olgularinin yaklasik %5-10"unu olusturan bu diyabet tipi,
insiiline bagimli diyabet ya da juvenil diyabet olarak da adlandirilmaktadir. Immiin sistemin,
pankreastaki B hiicrelerine saldirdigi bir otoimmun reaksiyon olarak ortaya ¢ikar. Sonug olarak,
viicut ihtiyaci olan insiilini uzun siire alamazsa agir sorunlara yol agmaktadir (46, 47). Risk
faktorleri igerisinde; yas, cinsiyet, irk, genotip, cografi konum ve mevsimsellik gibi faktorler
bulunur ve semptomlar1 aniden gelismeye baslar. Agiz kurulugu, ani kilo kaybi, halsizlik, idrarda
siklik ve gormede bulaniklik gibi semptomlar bulunur (2, 46). Yapilan arastirmalar, Tip 1
diyabetin 6zellikle cocuklarda her y1l %3 oraninda arttigin1 gostermektedir. IDF’nin ‘Bir ¢ocuk
icin yasam programi’ c¢ergevesinde; 46 ilkedeki 17000 diyabetli c¢ocuga insiilin tedarik
edilmektedir. Glutamik asit dekarboksilaz 65 (GAD65), ¢inko tasiyict 8 (ZnT8) otoantikorlari,
tirozin fosfataz bagli adacik antijen 2 (IA-2 ve |A-2p), Tip 1 diyabet tanisinda dnemli belirteglerdir
(4, 48).

Tip 2 diyabet: Insiiline bagimli olmayan diyabet olarak da bilinir. Insiilin eksikligi
etkisindeki sorunlar nedeniyle organizma, karbonhidrat, yag ve proteinden yeterince yararlanamaz
(42, 49).

Hiicre reseptor defektine bagli olarak insiilin, hiicre igerisine alinamaz ve bu sebeple,
periferik dokularda insiilin etkisi yetersiz olur. Pankreas, kan-glukoz diizeylerine yanit olarak
yeteri kadar insiilin salgilayamaz ve karacigerde glukoz iiretiminde artis meydana gelir. Bu
artigtan, insiilin sekresyonundaki sorunlarin yani sira, sabaha karsi daha aktif olan kontrinstiliner
sistem hormonlar1 sorumludur. Genetik, ¢evresel ve davramigsal risk faktorleri arasindaki
etkilesim, bu sonucu dogurmaktadir. Bu hastaliga sahip kisilerde, kisa ve uzun vadeli
komplikasyonlar goriilmesi kaginilmazdir ve ¢ogu zaman erken 6liimlere neden olur (2, 4, 42, 49).

Tip 2 diyabet tedavisinde insiilin ihtiyacina iligskin goriis birligi mevcuttur. Yasam tarzinda
degisiklik, daha hareketli bir yasam, obezite tedavisi ve oral hipoglisemik ajanlar 6nerilen tedavide
etkili olmaktadir (49, 50). Ketoasidoz nadiren olusur ve goriildiigiinde enfeksiyon gibi nedenlerin
olusturdugu stresle ortaya cikar. Tip 2 diyabetli hastalarin cogunda obezite goriilmektedir. Tip 2
diyabette tan1 konulmasi zordur, ¢iinkii yavas yavas gelisir ve erken evrede klasik semptomlarin
farkedilebilmesi i¢in yeterince siddetli degildir. Hastalik, eriskin yaslarda daha sik ortaya
¢ikmaktadir (2, 51).

Gestasyonel diyabet: Gebeligin 2. veya 3. trimesterinde tanis1 konan ve gebelikten dnce

glukoz intorelans1 goriilmeyen bir diyabet tipidir. Risk faktorleri olarak; gebelik boyunca



goriilmesi, hem anne hem de ¢ocuk i¢in ciddi saglik sorunlarina sebep olmasi ve daha sonraki
yasamlarinda Tip 2 diyabet olusmasi olasiliginin yiiksek olmasi1 6nemlidir (2, 4).

Tim gebeliklerde tarama testleri gebeligin 24-28. haftalar1 arasinda yapilmaktadir.
Incelenen populasyona bagli olarak, gebeliklerin %1-14 “{inii etkilemektedir (4, 52, 53).

Diger nedenlere bagh spesifik diyabet tipleri: Ekzokrin pankreas hastaliklari, ila¢ veya
kimyasal ajanlara maruziyet, gesitli patolojiler, B hiicresi genetik defektleri gibi durumlar sonucu
goriilebilmektedir (4, 40).

STREPTOZOTOSIN VE DENEYSEL DiYABET MODELLERI

Deneysel diyabet modelleri olusturmak icin, giiniimiizde belli basli mekanizmalar
gelistirilmistir. Hayvanlarda yapilan modellemeler, higbir zaman insan diyabetine esdeger
tutulamasa da, diyabet ¢alismalari agisindan bu yontemler biiylik 6nem tasimaktadir (54).

Hiperglisemi olusum mekanizmasinin aydinlatilmast, ilk olarak 1880’lerde von Mering’in,
yaglarin bagirsaktan absorpsiyonunu aragtirmasiyla baglamistir. Sonraki siiregte Minkowski’nin
bir kopekte pankreasin ¢ikarilmasiyla hiperglisemi olustugunu gostermesiyle, hiperglisemi
calismalarinda pankreas iizerine yogunlasilmistir. Hiperglisemi olusturmak igin deneysel
pankreatektomi yontemi; oncelikle kdpek, tavsan, domuz vb. hayvanlara uygulanmis, sonrasinda
Hence tarafindan sigan ve fare gibi kemirgenlerde de uygulanmaya baslanmustir. insiilinin izole
edilmesi, kdpek pankreas dokusunda, Marjorie tarafindan 1920°de gerceklestirilmistir. Insiilinin,
pankreasin Langerhans adaciklarindan salgilandigi, Banting ve Best’in ¢alismalariyla 1921°de
bulunmustur (54, 55).

Pankreas-insiilin iliskisi hakkindaki bilgilerin artmasi, diyabetik ¢alismalarda, cerrahi dis
cesitli yontemlerle pankreasin tahrip edilmesi ya da P hiicrelerine spesifik toksinlerin
kullanilmasinini saglamistir (54).

Giliniimiizde kullanilan deneysel diyabet modelleri (56-58) su sekilde siralanabilir:

¢ Kimyasal diyabet modelleri
v’ Streptozotosin (STZ)
v Alloksan
v Goldthioglucose

e Cerrahi diyabet modelleri
v' Pankreatektomi

e Genetik diyabet modelleri

e Spontan diyabet modelleri



v" Obez modeller
v Non-obez modeller
e Viriis aracili diyabet modelleri
e Diyet ve besin aracil1 diyabet modelleri
Kimyasal ajanlarin kullanilmasi ile olusturulan deneysel diyabet modellerinde, alloksan,
STZ, ¢inko selatorleri (8-hidroksikinolin, dithizone), rodentisid-Vacor, diyet nitrozaminleri gibi
toksinler denenmistir. Bunlardan giiniimiizde en ¢ok tercih edilenleri, STZ (%69) ve alloksandir
(%31). ilk kez Dunn ve ark. (59) tarafindan 1943’te, alloksanin tavsanlarda, pankreasin beta
hiicrelerini tahrip etmesiyle kalic1 diyabet olusturdugu kesfedilmistir. 1963°te Rakieten ve ark.
(60) tarafindan, sican ve kopeklerde kalict diyabet olusturmasiyla, STZ’ nin de benzer etkileri
oldugu gosterilmistir (54, 61).
Ikisi karsilastirildiginda ;
e STZ diyabetinde noropati daha siddetlidir,
e Uygulamadan birka¢ ay sonra beta hiicre rejenerasyonu ve takiben kan sekerinin
diismesi gibi etkiler, STZ’de daha fazladir,
e Alloksan, beta hiicreleri digindaki yapilara STZ’den daha fazla zarar vermektedir,
e Alloksan uygulamasiyla ketozis daha sik goriiliir,
e Alloksan ile daha yiiksek kan sekeri degerlerine ulasilir (54-56, 61).
Streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen STZ’nin kimyasal adi, (2-deoxy-2-
([(methylnitrosoamino)carbonyl]amino)-D-glucopyranose) olarak yazilmaktadir (Sekil 1).
Molekiil agirligi 265 g/mol’diir. Genis spektrumlu bir antibiyotik olan ilacin; neoplastik,
antineoplastik ve diyabetojenik 6zellikleri bulunmaktadir. STZ; nitroziire analogu olup, daha az
lipofiliktir. Stabil oldugu pH, 4-4.5’dur, nétral pH’da hizla dekompanse olur. STZ, -20°C’de
1siktan korunarak saklanmalidir. Cozeltisi, uygulamadan hemen once, pH’s1 4 olan sitrat tamponu

icinde hazirlanmali, 1s1ktan korunarak, hemen kullanilmalidir (54, 55, 62).

Sekil 1. Streptozotosinin kimyasal yapisi (63).



Streptozotosin, memeli ve bakteri hiicrelerinde DNA sentezini Onlemektedir. Bakteri
hiicrelerinde, sitokin gruplari ile 6zel reaksiyon olusturarak, DNA’da dejenerasyon meydana
getirmektedir. Pankreas [ hiicreleri tizerinde bulunan glukoz tasiyici vasitasiyla (GLUT-2), hiicre
icine alinir ve DNA’da alkilasyona neden olur. Sonrasinda DNA tamiri baglar ve tamir sirasinda
gorev alan poli ADP-riboz polimeraz (PARP), hiicre i¢indeki NAD’1 kullanarak NAD depolarini
bosaltir ve ATP igerigini azaltir. Bu durum [ hiicrelerinin nekroza ugramasina sebep olur. 3
hiicrelerine aliman STZ, NO’nun hiicre i¢inde serbest kalmasina ve DNA ayrilmasina neden
olmaktadir (54, 61, 63).

Streptozotosin oksidan oOzellige sahiptir. STZ uygulamasi sonrasi ksantin oksidaz
sisteminin aktive oldugu ve buna bagli hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin {iretildigi
bildirilmektedir. STZ’nin diyabetojenik etkilerinin, GLUT-2 iretiminin azaldigi durumlarda
ortadan kalktig1 gozlenirken, ¢oklu dozlarda uygulanan STZ’nin de, GLUT-2 iiretimini azalttig1
gosterilmistir (54, 61, 64).

Streptozotosin uygulamasi sonrasi, kan glukozu degerlerinde, akut trifazik cevap gozlenir
(56, 65).

a. Gecici hiperglisemi fazi: Tlk 2 saatte olusup 2-4 aras1 saat siirmesi beklenir. Karacigerde
glikojenin ani yikimi sonucu kan sekeri yiikselir.

b. Siddetli hipoglisemi fazi: Uygulamadan 6-10 saat sonra B hiicrelerinin 6liimiiyle kana
asirt miktarda insiilin salinir ve plazma seviyeleri yiikselir. Uygulama sonrasi ilk 24 saatteki
Olimlerden bu faz sorumludur. A¢ birakilan hayvanlarda etkileri daha fazla oldugundan,
enjeksiyonun tok karnina uygulanmasi 6nemlidir.

c. Kaha hiperglisemi fazi: Uygulamadan 24 saat sonra, B hiicre dliimiinii takiben artan
insiilinin, kandaki diizeylerinin diismesi ile olusan hiperglisemidir. Bu fazda; insiilin diizeyleri,
aylarca diisiik seyreder. Poliiiri, glukoziiri ve hiperglisemi ile karakterizedir. Diyabetojenik ajan
uygulanmasinda amag, bu fazin devamliligin1 saglayarak, hayvanin diyabet semptomlarini
gostermesidir.

TESTIS ANATOMISI

Testisler, sperm iiretimi ve endokrin fonksiyonlar i¢in 6zellesmis organlardir. Funiculus
spermaticus’a bagli olarak kivrimli bir deri kesesi olan scrotum igerisinde ¢ift halde yer alir.
Septum scroti, Scrotum’un i¢ yliziinii iki ayr1 blmeye ayrir ve testisler bu bolmelerde yer alir (66,
67).

Yetiskinlerde testislerden her biri yaklasik olarak 10-14 gram agirliginda, 4-5 cm
uzunlugunda ve 2,5 cm enindedir. Elips bigiminde olup, scrotum igerisinde oblik pozisyonda

dururlar. Ust ucu anterolaterale, alt ucu ise posteromediale dogru bakar. Testislerin; facies medialis
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ve facies lateralis olmak tizere iki ylizii, margo anterior ve margo posterior adi verilen iki kenari,
extremitas superior ve extremitas inferior ad1 verilen iki ucu bulunur (66, 67).

Testisler fotal hayatta karin boslugu icerisinde, fascia transversalis ile periton arasinda
gelisir, ancak dogumdan Once canalis inguinalis’ten gecerek scrotum igerisine iner. Karin
boslugundan scrotum igine ge¢is yolu olan canalis inguinalis, fotal hayatta testisten scrotum’un i¢
yliziine uzanan ve gubernaculum testis adi1 verilen fibroz yapi ile belirlenir. Fotal gelisimin daha
sonraki donemlerinde, peritonun parmak seklinde bir c¢ikintisi olan processus vaginalis,
gubernaculum testis’i izleyerek karin 6n duvarindan geger ve scrotum’a ulasir. Processus
vaginalis, gec¢is sirasinda karin 6n duvari tabakalarini da birlikte siiriikler. Normal durumda
testisler, dogumdan hemen 6nce bu yolu takip ederek canalis inguinalis’ten geger ve scrotum’a
iner. Processus vaginalis ise dogumdan kisa bir siire sonra kapanir ve testisin etrafinda processus
vaginalis’in kalintis1 olan bir tabaka kalir. Bu tabaka tunica vaginalis adin1 alir (66, 67).

Tunica vaginalis’in i¢ tarafinda, testisi saran tunica albuginea ve tunica vasculosa adi
verilen iki tabaka daha bulunur. Tunica albuginea, testisleri distan 6rten kalin fibr6z bir tabakadir.
Bu tabaka, margo posterior’dan testis igine sokulur ve vertikal bir blme olusturur. Bu bolmeye
mediastinum testis ad1 verilir. Mediastinum testis’in 6n ve yan kismindan ¢ikan septum testis ad1
verilen uzantilar, testis parankiminden gecerek tunica albuginea’nin i¢ ylizeyine ulasir ve testisi
lobuli testis ad1 verilen sayilar1 200-300 arasinda degisen lobuluslara béler. Lobuli testis’te, tubuli
seminiferi contorti ve tubuli seminiferi recti ad1 verilen, tiip yapisinda olusumlar bulunmaktadir.
Tubuli seminiferi contorti’nin duvari, Sertoli (sustentakuler) ve spermatogenik seri hiicreleri ile
désenmistir. Tubuli seminiferi recti, diizlesen ve sayilar1 azalan tubuli seminiferi contorti’lerden
olusur. Bu yapilar, birbirleriyle anastamoz yaparak uzanirlar ve rete testis denilen ag1 olustururlar.
Lobuli seminiferi contortiler’de iiretilen spermatozoonlar rete testis ve ductuli efferentes testis’ten
gecerek ductus epididymis’e ulasir (66, 67).

Pars abdominalis aorta’nin dali olan sag ve sol arteria testicularis’ler ile testisin kanlanmasi
saglanir. Her bir testisin arka tarafindan ¢ikan kiiciik venler birleserek plexus pampiniformis adi
verilen vendz ag1 olustururlar. Plexus pampiniformis, funiculus spermaticus i¢inde yiikselir ve
canalis inguinalis’ten gegerek karin bosluguna ulasir. Plexus pampiniformis’i olusturan venler
birleserek vena testicularis’i olusturur. V. testicularis dextra, v. cava inferior’a; v. testicularis
sinistra ise v. renalis sinistraya dokiiliir (66).

Yiizeysel lenf damarlar1 tunica vaginalis’in altinda, derin lenf damarlar ise testis ve
epididymis’in i¢inde yer alir. Bu damarlar funiculus spermaticus ile birlikte karin bosluguna geger

ve nodi lymphatici aortici lateralis ve nodi lymphatici pre-aortaci’ye acilir (66).



Testisleri innerve eden sinirler, medulla spinalis’in 10-11. torakal segmentlerinden gelir.
Bu sinirler, plexus aorticus ve plexus renalis i¢cinden gecer ve testisleri besleyen damarlarin

¢evresinde organa ulasir (66).

TESTIS GELIiSIMi

Gonadal gelisim, 5. haftadan itibaren, mezonefrozun medial tarafinda kalinlagsmis bir
mezotel alaninin olugmasiyla baslar. Bu epitelin ve altinda uzanan mezensim dokusunun
proliferasyonu ile mezonefrozun medial tarafinda gonadal kabart1 ad1 verilen bir ¢ikint1 olusur.
Buradaki parmak benzeri epitel kordonlar1 (gonadal kordonlar), kisa siire sonra altta uzanan
mezengim i¢ine dogru biiylir. Bununla birlikte farklanmamis gonadlarda bir dis korteks ve bir i¢
medulla meydana gelir. XX seks kromozomuna sahip embriyolarda, gonadin korteksi overe
farklanir ve medulla geriler. XY seks kromozomuna sahip embriyolarda, medulla testise farklanir
ve artik kalintilar disinda korteks geriler (68, 69).

Epiblasttan koken alan primordial germ hiicreleri, primitif ¢izgi boyunca gog¢ ederler ve 3.
haftada vitellus kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasina yerlesirler. 4.
haftada son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek, gonadal kabartilara gé¢ ederler
ve 6. haftada gonadal kordonlara katilirlar. Gelisimin 7. haftasinda, XY kromozomuna sahip
embriyoda primordial germ hiicreleri, Y kromozomu tizerindeki testis belirleyici faktorii (TDF)
kodlayan seks belirleyici bolge Y (SRY) geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlart, testis veya
medullar kordonlar1 olugturmak {izere ¢cogalmaya devam ederler. Testikiiler tayin i¢in gerekli olan
bir bagka etmen ise transkripsiyon faktorii SOX9’un ekspresyonudur (68, 69).

Testis kordonlari, rete testisi meydana getirmek iizere gonadin medullasina dogru dallanir.
Gelisimin ilerlemesiyle birlikte tunica albuginea, testis kordonlarini yiizey epitelinden ayirir.
Testis, dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteriyle (mezorkiyum) asili kalir.
Kordonlar seminifer tiibiillere, diiz tiibiillere (tubuli rekti) ve rete testise doniisiir (69, 70).

Seminifer tiibiiller, interstisyel Leydig hiicrelerini olugturan mezensim ile ayrilmislardir. 8.
haftada Leydig hiicreleri tarafindan, mezonefrik kanallarin ve dig genital organlarin erkek yoniinde
farklilagmasini uyaran androjenik hormonlar (testosteron ve androstenedion) salgilanir.
Testosteron iiretimi, gelisimin 8-12. haftalar1 arasindaki dénemde, human koryonik gonadotropin
(hCG) tarafindan uyarilir. Testosteron, ayrica erkek genital sistemin, bosaltim kanallarina
dontisecek olan mezonefrik Wolff kanallarinin biiyiimesinden ve farklilasmasindan da sorumludur
(69, 70).

Seminifer tiibiil duvarinda bulunan Sertoli hiicreleri tarafindan, puberteye kadar mevcut

olan antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleriyan inhibe edici faktér (MIF) salgilanir.
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Molekiiler yap1 olarak, doniistiiriicii biiylime faktorii-p (TGF-f)’ye benzeyen AMH ya da MIF,
uterus ve tuba uterinalarin meydana gelmesini saglayan paramesonefrik (Miiller) kanallarin

olusumunu inhibe eder (68-70).

TESTIiS HISTOLOJISI

Testisler, distan i¢e sirasiyla Tunica vajinalis, Tunica albuginea ve Tunica vaskiilosa ile
sartlmislardir. Tunica vajinalis, testislerin scrotum’a inerken siiriikledigi abdominal peritonun bir
uzantisidir. Bu tabaka mezotel ile doseli olup testisin anterolateral yiizeyini kaplar. Testisin en
kalin tabakasi olan Tunica albuginea, fibroelastik bir bag doku yapisina sahiptir ve testisin arka
yiizlinde kalinlagarak mediastinum testisi olusturur. Bu yap1 i¢inde testislere giren ve ¢ikan kan
damarlari, lenf damarlari ve spermin gegtigi kanallar bulunur. Kapsiiliin en i¢ tabakasini olusturan
Tunica vaskiilosa ise kan damarlar acisindan zengin, gevsek bag dokusu yapisindadir. Kapsiilden
testis icerisine uzanan ince bag dokusu uzantilari, testisi, sayilari 200-300 arasinda degisen
lobiillere ayirir. Lobiillerin her biri, icerisinde sperm tiretiminin yapildig: yliksek diizeyde kivrimli,
1-4 adet seminifer tiibiilden ve tiibiillerin etrafin1 déseyen; kan damarlarini, sinirleri ve Leydig
hiicrelerini iceren gevsek bag dokusundan olusur. Lobiiliin igerisindeki her bir tiibiil bir halka
yapar ve uzun olmasi sebebiyle oldukg¢a kivrimlidir. Bu halkanin uglari, testisin mediastinum
bolgesinde kisa ve diiz bir durumda seyreder. Seminifer tiibiiliin diiz olarak seyrettigi bu bolge
tubuli rekti’dir ve mediastinumun i¢inde anastomozlasan kanallar olan rete testis ile devam eder
(68, 71, 72).

Seminifer tiibiiller, fibroblast icermeyen tipik ¢ok tabakali bag doku yapisindaki lamina
propriya tarafindan c¢evrelenmislerdir. Bu alan, peritiibiiler doku olarak da adlandirilmaktadir.
Lamina propriya, insanda, seminifer tiibiiliin bazal membran1 disinda kollajen lifleri ve 3-5 sira
miyoid hiicre tabakalarini igerir. Kemirgenlerde ise bu tabaka, tek sira yass1 miyoid hiicrelerden
olusur. Miyoid hiicreler, bazal lamina ve bol miktarda aktin filamentleri icermeleri sebebiyle diiz
kas hiicrelerine benzer 6zellikler gostermektedirler. Fibroblastlarin yoklugunda, kollajen liflerin
sentezlenmesinden de sorumludurlar. Bu hiicrelerin ritmik kasilmalari sonucu olusan peristaltik
dalgalanmalar ile seminifer tiibiil liimenindeki olgun sperm ve testikiiler s1vi, bosaltim kanallarina
aktarilmis olur (68, 71).

Her bir seminifer tiibiil, 30-70 cm uzunlugunda ve 150-250 um ¢apinda olup, bazal
membran iizerine yerlesmis ¢ok katli epitel olan seminifer (germinal) epitelden olusmaktadir.
Seminifer epitel, temel olarak Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicrelerinden meydana
gelmektedir. Sertoli hiicreleri, gelismekte olan sperm hiicrelerini koruyan, besleyen ve destekleyen

hiicrelerdir. Puberte sonras1 bdliinme yetenekleri bulunmayan bu hiicreler; belirgin niikleolus
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iceren iiggen veya yuvarlak sekilli 6kromatik bir niikleusa sahiptirler. Iyi gelismis graniillii ve diiz
endoplazmik retikulum, belirgin Golgi kompleksi, bol mitokondri, lizozom, glikojen graniilleri ve
lipid damlaciklart bulundururlar (71, 72).

Destek hiicreleri olarak da bilinen Sertoli hiicreleri puberteden sonra ¢ogalmazlar. Bazal
membrandan tiibiil limenine kadar uzanan Sertoli hiicreleri, komsu spermatogenik seri hiicrelerini
gevreleyen ve bu hiicrelerin arasindaki bosluklar1 dolduran apikal ve lateral uzantilara sahip
prizmatik hiicrelerdir. Niikleuslar1 genellikle oval yada {iggen bi¢imli olup aktif hiicrelerin
karakteristik bir 6zelligi olan Skromatik yapidadir. Insanda bazal sitoplazmada karakteristik
inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Bottcer) bulunmaktadir. Sertoli hiicreleri birbirlerine Sertoli
hiicresi-Sertoli hiicresi baglanti kompleksleri ile baglanirlar. Bir boliimiinde, komsu membran ile
50’den fazla baglanti noktasi i¢eren, zonula okludens tipi baglantilar ile karakterizedir. Sertoli
hiicreleri, spermiyogenezin son asamasinda olusan rezidiiel cisimcikleri ve farklilasmay1
tamamlayamayan spermatogenik hiicreleri fagosite ederler. Icerdikleri 6zellesmis baglanti
komplekleri sayesinde, spermatogenik seri hiicreleri ile organizmanin immiin sistemi arasinda bir
bariyer olustururlar. Kan-testis bariyeri olarak isimlendirilen bu bariyer ile kan yoluyla gelen
zararli maddelere karsi, germ hiicrelerinin korunmasini saglarlar. Ayrica androjen baglayici
protein (ABP), MIF, inhibin, transferrin ve plazminojen aktivatdor gibi maddelerinde
salgilanmasindan sorumlu hiicrelerdir (68, 71, 72).

Seminifer epiteli olugturan bir diger hiicre popiilasyonu, spermatogenik seri hiicreleridir.
Sertoli hiicreleri arasinda bulunan bu hiicreler, ilerleyici gelisim gostererek sirasiyla; bazal
membran {izerine oturan spermatogonyumlar, spermatositler (spermatosit-1, spermatosit-11) ve
spermatidlerden olusan tabakalar halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicrelerin islevi spermatozoonlari
meydana getirmektir (71, 72).

Seminifer tiibiillerin arasin1 doseyen gevsek bag dokusunda; kan damarlari, lenf damarlari
ve sinirlerin diginda 6zellesmis Leydig hiicreleri adi verilen yuvarlak veya poligonal sekilli,
yuvarlak niikleuslu ve asidofilik sitoplazmali hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler
sitoplazmalarinda tipik olarak lipid damlaciklari, lipofuksin pigmenti ve cubuk sekilli, ayirt edici
sitoplazmik kristaller olan Reinke kristallerini bulundururlar. Leydig hiicreleri erken fotal
donemde farklilagarak testosteron hormonu salgilarlar. Bu hormon ayrica, embriyonik gelisim,
cinsel olgunlagma, sperm liretiminin baslatilmasi ve sekonder seks karakterlerinin gelisiminden de

sorumludur (68, 69, 71, 72).
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Spermatogenez

Spermatogenez, seminifer tiibiillerde olgun sperm iiretimi siirecidir. U¢ asamada meydana
gelir; spermatogonyal faz, spermatosit fazi ve spermatid fazi (68).

Ik faz olan spermatogonyal fazda; sperm ana hiicreleri olan spermatogonyumlar, mitoz
boliinme gegirerek kendi yerlerine gegecek olan hiicreleri ve primer spermatositleri meydana
getirirler. Tip A koyu spermatogonyumlar, kok hiicre gorevi goriirler. Mitoz boliinmeleri
sonucunda, ya Tip A agik spermatogonyumlari olusturular veya kok hiicre olarak kalirlar. Tip A
acik spermatogonyumlardan, mitoz bdliinmeyle Tip B spermatogonyumlar meydana gelir. Tip B
spermatogonyumlardan da, mitoz boliinme ile spermatosit-1’ler olusur (68, 71, 72).

Ikinci faz olan spermatosit fazinda; spermatosit-1°ler, mayoz béliinme gegirmeden hemen
once DNA’larini replike ederler. Boylece, her spermatosit-1, ‘2n’ kromozom ve ‘4d” DNA igerir.
Kromozom sayilart ve DNA miktarlart mayoz I asamasinda yariya iner. Sonugta ‘n’ kromozomlu
ve ‘2d’ DNA igeren spermatosit-11’ler meydana gelir. Bu hiicreler yeniden DNA sentezlemeden
mayoz II’ye gecerler. Bu boliinme tamamlandiginda ‘n’ kromozomlu ve ‘d” DNA igeren
spermatidler olusur (68, 72).

Ucgiincii faz olan spermatid fazinda; haploid spermatidler, olgun spermi meydana getirmek
icin ‘spermiyogenez’ adi verilen siirece girerler. Bu farklilagma siireci; akrozom olusmasi, niikleer
yogunlasma, kuyruk gelisimi, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmanin artan pargalarini fagosite etmesi

ve olgun spermin meydana gelmesiyle sonuglanir (68, 71, 72).

DIYABET VE ERKEK INFERTILITESI

Diyabetin bilinen komplikasyonlarimin yaninda, son yillarda yapilan calismalar,
subfertilite/infertilite olgularinin, 6zellikle diyabetik erkek hastalarda, oldukg¢a sik gorildigii
yoniindedir (11, 73, 74). 2018 yilinda yapilan bir ¢alisma, diyabetik erkeklerde retrograd
ejekiilasyona bagli infertilite oraninin %6-40 arasinda degistigini gostermektedir (75).

Diyabetik erkek hastalarda spermatogenezin siirekliligi, tiibiil ici kan akimindaki glukoz
seviyesinde olusan dalgalanmalardan etkilenir. Testis dokusundaki hiicreler arasinda meydana
gelen metabolik isbirligi, hormonal kontrol altindadir. DM, luteinizan hormon (LH) ve folikiil
uyaricit hormon (FSH)’larin salinimindaki kontrol mekanizmalarini, hipotalamus-hipofiz-gonadal
aks1 tizerine etki ederek degistirmektedir. Bunun yaninda spermatogenik seri hiicreleri, 6zellikle
spermler, Sertoli hiicrelerinin parakrin ve endokrin kontrolii altindadir. Sertoli hiicrelerinde
meydana gelen hormonal dalgalanmalar spermleri olumsuz etkilemektedir. DM nin spermlerde,
niikleer ve mitokondriyal DNA hasarina neden olarak, sperm kalitesini bozdugu, libido azalmasi

ve iktidarsizlik gibi 6nemli cinsel sorunlara yol agtigi bilinmektedir. Retrograd ejakiilasyon gibi

13



ejakiilasyon bozukluklar1 ve erektil disfonksiyon, diyabetik bireylerde rastlanan diger
problemlerdir (11, 73, 76).

Diyabette, erektil disfonksiyonun patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir. Diyabetik
bireylerin %50-75’inde var oldugu bilinen erektil disfonksiyonun, vaskiiler ve endotelyal
fonksiyon bozukluklarina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Normal cinsel aktivite esnasinda,
norotransmitterler (6zellikle Nitrik oksit) ya penis sinir uglarindan ya da endotelden salinir ve
kavernoz arterlerle diiz kaslarin gevsemesini saglar, boylece penil kan akisinda artisa yol acarak
ereksiyonu tetikler. Diyabetik erkeklerde ise bu mekanizmanin bozuldugu, endotel diizeyinde NO
biyosentezinin kaybina bagl olarak, erektil disfonksiyona yol agtig1 diistiniilmektedir (10).

Hiperglisemi ile aktive olan reaktif oksijen tiirevleri (ROS)’nin asir1 iiretimi sonucunda
meydana gelen oksidatif stres, diyabet ile ilgili komplikasyonlarin olusumundan sorumludur.
Hiicre igerisinde agsir1 biriken ROS’lar, apoptozisi hizlandirir, sperm kalite ve fonksiyonu tizerinde
toksik etki olusturur. Hiperglisemi, hem enerji tiretimine hem de serbest radikal metabolizmasina
etki ederek, sperm konsantrasyonu ve hareketliliginde degisime sebebiyet verir (10, 74, 76).

Yapilan ¢alismalarda diyabetin, testis dokusunda hem biyokimyasal, hem de histolojik
degisikliklere neden oldugu ifade edilmistir. Testosteron diizeylerinde azalma izlenmekle birlikte,
seminifer tiibiillerde atrofi, seminifer tiibiillerde dev hiicre varligy, tiibiil liimeninde olgunlagsmadan
dokiilmiis spermatogenik seri hiicrelerinin bulunmasi, diizensiz germinal epitel, tiibiil i¢i sperm
sayisinda azalma, tiim hiicrelerde izlenen vakuolizasyon, konjesyon, tiibiillerde bazal membran
kalinliginda ve interstisyel doku hacminde artis, apoptozis, sik¢a goriilen histopatolojilerdir (11,
12, 74,76, 77).

APOPTOZIS

Apoptozis, genel olarak programli hiicre 6liimii anlamina gelir. Apo: ayri, Ptosis: diisme
kelimelerinin birlesimi olan, apoptozis terimi, literatiirde ilk kez 1972’de, Avusturalyali bir
patolog olan Kerr ve ark. (78) tarafindan tanimlanmistir. Genlerle diizenlenen apoptozis,
organizmanin homeostazini koruyan bir olaydir (14, 79).

Apoptozis; embriyonik donemde ve postnatal gelisimde normal fizyolojik siiregte
goriilebildigi gibi bagisiklik sistemi hastaliklari, viral enfeksiyonlar, diyabet, Alzheimer,
Parkinson, folikiiler atrezi, aterosklerozis, tiimor olusumu, organ transplantasyonlari, radyasyon
ve oksidatif stres gibi patolojik durumlara bagli olarak da goriilebilmektedir (14, 15, 79).

Apoptozisin diizenlenmesinde; Bcl-2 ailesi genleri, kalsiyum, seramid gibi molekiiller,
sitokrom C, kaspazlar, p53 gibi proteinler ve mitokondri rol oynamaktadir. Hiicrenin apoptozise
gidip gitmemesi, Bcl-2 ailesi genlerine baghdir. Bu ailenin 20 iiyesi tanimlanmis ve 2 gruba

ayrilmaktadir; Proapoptotik {iyeler ve antiapoptotik iliyeler. Hiicrede hangi iiyelerin proteinleri
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daha fazla ise hiicre o tarafa egilimlidir. Proapoptotik iiyeler sitozolde yer alirlar, sitokrom C ve
Apoptozis indiikleyici Faktdr (AIF) ifadelerini arttirarak, apoptozisi indiiklerler. Bu iiyeler; Bax,
Bad, BclXs, Bid, Bim, Bak, Noxa ve Puma’dir. Antiapoptotik iiyeler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-
1’dir. Bcl-2; 24-26 kDa’luk protein kodlayan bir proto-onkogendir ve iirettigi proteinler niikleus
zarinda, mitokondri dis membraninda ve endoplazmik retikulumda yer alir. Por olusumunu ve iyon
transportunu saglar ve Ca™ oranini kontrol ederler. Zarin par¢alanmasini engellerler. Kaspazlarla
beraber, sitokrom C ve AIF ifadelerini bloke edip, apoptozu inhibe ederler (15, 76, 79, 80).

Kaspazlar, sistein proteaz ailesinden enzimlerdir. Hiicrede inaktif olarak bulunurlar,
proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirip sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol alirlar. DNA
tamiri ve replikasyonunda gérevli enzimleri inaktiflestirirler. Ug tiptirler: Baslatict kaspazlar
(Kaspaz 2,8,9,10), effektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7) ve inflamatuar kaspazlar (Kaspaz
1,45,11,12,13,14). Kaspazlar, hiicre iskeletini olusturan proteinleri keserler ve zarda
tomurcuklanmaya neden olurlar. Apoptozis basladiktan sonra, DNA’da tek zincirde bir ¢entikle
baslayan, karakteristik ve geri doniissiiz bir pargalanma goriiliir (15, 79).

Apoptozisin diizenlenmesinde intrensek (mitokondriyal) ve ekstrensek olmak {izere iki
farkli yolak vardir (14).

Ekstrensek yol: Apoptozis, transmembran reseptor aracili etkilesimlerle baslatilir. Bu
reseptorler, Tumor Nekroz Faktér (TNF) reseptor geni siiper ailesine dahil olan, &lim
reseptorleridir. TNF reseptor ailesinin iiyeleri, benzer sistein agisindan zengin, hiicre disi
domainleri paylasir ve "6liim domaini" olarak adlandirilan yaklasik 80 amino asitlik sitoplazmik
alana sahiptir. Bu domainler; hiicre yiizeyinden, hiicre icine, 6liim sinyalinin aktarilmasinda
onemli rol oynarlar. Sinyal olustugunda, kaspaz aktivasyonlari gercekleserek, hiicre Olimii
meydana gelir. Bazi1 6liim reseptor ve ligandlari; Fas ligandi (FasL)/Fas reseptorii (FasR), TNF-
o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS5’tir (14, 76, 81).

Plazma membranindaki 6liim reseptorlerine, 6liim ligandlar1 baglandiginda, reseptorler
trimerik yapiya doniisiir. Bu reseptdr; adaptdr molekiilleri ve prokaspazla birleserek Oliim-
Tetikleyici Sinyal Kompleksi (Death inducing singnaling complex-DISC)’ni olusturur. Sonrasinda
inaktif prokaspaz-8 aktiflesir ve kaspaz-8’i olusturur. Aktif kaspaz-8, iki sekilde kaspaz-3’ii aktive
eder. Ya dogrudan kaspaz-3’i aktive eder ya da Bid’i keserek, dolayli olarak kaspaz-9’u stimiile
ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Her iki sekilde de aktive olan kaspaz-3, Kaspaz Aktive Edici
Dnaz (CAD) aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olur (14, 79).

Bagka bir apoptotik yol ise patojenle enfekte hiicreler ve tiimdr hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda etkili olan, Granzim-Perforin yoludur. Perforinler ve Granzim B, sitotoksik T

lenfositler ve dogal dldiiriicii hiicrelerin sitoplazmik salgi graniilleri i¢cinde bulunan proteinlerdir.
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Sitotoksik T lenfositler, hedef hiicreye baglandiginda perforinler salinir. Perforinler, hedef hiicre
tizerinde dairesel bir por olustururlar. Bu perforin poru, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinde artisa
sebep olur. Granzim B ise bir vezikiil i¢cinde hedef hiicreye girer. Perforin proteini, Granzim B’nin
serbest kalmasini saglar. Sonug olarak Granzim B, kaspaz aktivasyonunu baslatarak, DNA
fragmantasyonuna, ardindan apoptozise neden olur (14, 15).

Intrensek yol: Apoptotik uyarmin hiicre i¢i sinyallerle alinmasindan sonra Bid; Bcl-2‘yi
inaktive edererk, Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Bax ve Bak, mitokondri membraninda por olusumunu
uyarip, zar potansiyelini degistirir. Boylece mitokondri membranindaki porlardan sitokrom C,
AIF, Endoniikleaz-G (Endo-G), ikincil Mitokondri Kaynakli Kaspaz Aktivatorii (SMAC) ve Ca**
salinimini uyarir. Sitokrom C, oksidatif fosforilasyon igin elektron tasirken; SMAC, kaspaz 3 ve
kaspaz 8 aktivasyonunu engelleyen inhibitér Apoptotik Faktor (IAF)’1 inhibe eder ve apoptozu
hizlandirir. Endo-G, DNA’nin pargalanmasinda gérevlidir. Sitokrom C, ATP ve Apoptotik proteaz
aktive eden faktor (Apaf-1)’in katilmasiyla, sitoplazmada ‘apoptozom’ denen bir yap1 olusturur.
Apoptozom, kaspaz 9’u aktive eder ve kaspaz 9 prokaspaz 3’1, aktif kaspaz 3’e doniistiiriir. Aktif
kaspaz-3 de Inaktif kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)‘1 inaktiflestirir, CAD’1 aktiflestirir. CAD
da, niikleusta kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin fragmante olmasina neden olur (14, 79).

Apoptozis igin sinyal alindiktan sonra, hiicrede biyokimyasal ve morfolojik olarak bazi
degisimler gozlenir. Hiicre kii¢iiliir ve yogunlasir, DNA pargalanir, hiicre iskeleti yikilir, niikleer
zarda erimeler baglar. Apoptotik hiicreleri belirlemek icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama, giemsa boyama, Terminal Transferaz-Aracili dUTP Nick Ug-
Etiketleme (TUNEL), kaspaz-3, elektron mikroskopi gibi bircok boyama ve goriintiileme
yontemiyle apoptotik hiicreler belirlenebilir (16, 82).

Elektron mikroskopi; morfolojik degisikliklerin en dogru gézlendigi yontem olarak one
cikmaktadir. Apoptozis siirecinde hiicrelerde ultrastriiktiirel olarak; hiicre hacminde azalma ve
mikrovillus kaybi, kromatin yogunlasmasi, DNA fragmantasyonu ve niikleolus kayb1 meydana
gelir. Mitokondri dis membraninin gegirgenligi artar ve organelde hacim artisi, sisme gozlenir.
Hiicre iskeleti proteinlerinin yapist bozulur (82).

Birgok organ gibi testisler iizerinde de ¢ok sayida ultrastriiktiirel ¢alisma yapilmis, diyabete
bagli apoptozisin testislerde meydana getirdigi histopatolojik degisiklikler, elektron mikroskopik
goriintiilemelerle, hiicre ve organel diizeyinde detayli olarak incelenmistir. Yapilan ¢caligmalarda
genel olarak; seminifer tiibiil bazal membranlarinda diizensizlik, Sertoli hiicrelerinde vakuol
olusumu, diiz endoplazmik retikulum (SER) azalmasi, Spermatogenik hiicrelerin niikleuslarinda

yogunlagsma, mitokondri ve endoplazmik retikulum yapilarinda bozulmalar kaydedilmistir.
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Mitokondri sayisinda azalmayla birlikte, organelin seklinde degisim, krista yapisinda
diizensizlikler ve krista kayb1 goriilmiistiir (12, 83-88).

Trindade ve ark. (12) 2013 yilinda, diyabet olusturulmus sicanlarin testis dokularinda
yaptiklar1 ultrastriiktiirel ¢alismada seminifer tiibiillerde diizensiz bazal membran goriiniimii,
Sertoli hiicre sitoplazmalarinda vakuol olusumu, spermatogonyum ve spermatositlerde kromatin
yogunlagmasi ve apoptotik niikleus goriiniimii saptamiglardir. Spermatogenik seri hiicrelerinde
dejenerasyonlar, lipid ve elektron yogun madde birikimi ile bu hiicrelerde ¢ok sayida dejenere
olmus mitokondri bulundugu kaydedilmistir.

Koroglu ve ark. (84) 2015 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda, STZ ile diyabet olusturduklari
siganlarin testis dokularinda ultrastriiktiirel incelemelerde bulunmuslar ve spermatogenik
hiicrelerde dejenerasyona, akrozomal yapilarda ve spermlerin kuyruklarinda deformasyon
gordiiklerini belirtmislerdir.

Oztas ve ark. (86) tarafindan 2019 yilinda yapilan bir calismada, sicanlarda Tip 2 diyabet
modeli olusturulmus ve testis dokular1 elektron mikroskopiyle incelenmistir. Diyabet grubu
sicanlarin testis dokularinda, diizensiz ve ayrilmis bazal membran, Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlacigi, dejenere olmus ve krista kayb1 goriilen mitokondriler
saptamiglardir. Baz1 spermatogenik hiicrelerde piknotik niikleus goriiniimii, spermatidlerde ¢ok

sayida lipid damlacig1 ve vakuolizasyon goriildiigiinii saptamislardir.

KU70

Homolog olmayan ug¢ birlestirme; DNA ¢ift zincir kiriklart tamirinde iki temel
mekanizmadan biridir. NHEJ iki adimdan olusur. Ilk olarak KU70/80 heterodimerik kompleksi,
DNA kirik uglarmi stabilize eder ve hizalar. Sonra KU70/80, DNA-PKcs'yi aktive ederek
DNA'daki ¢ift zincir kiriklarinin onarim siirecini baslatir. DNA-PKcs tamir faktorii olan Artemisi
aktive eder. Artemis, kirik 3’ ve 5° ¢ikintilarini diizeltir. ikinci adim olarak, XRCC4/ligaz 4
kompleksi tarafindan ligasyon yapilir ve NHEJ onarimi sonlanir (19, 27).

KU70, KU protein kompleksinin 70 kDa molekiil agirhigia sahip 609 aminoasitlik alt
tinitesidir KU70 ve KUS8O proteinleri, DNA-PK'nin diizenleyici bilesenleri olarak iglev goriir ve
DNA cift zincir uglarina baglandiktan sonra DNA-PKcs'yi aktive ederek DNA'daki ¢ift zincir
kiriklarinin onarim siirecini baslatir (Sekil 2). NHEJ'de, DNA-PK'nin rolii iyi bilinmesine ragmen,
DNA-PK'nin ve KU70’in, DNA onarimindan bagimsiz bir rolii olduguna dair giiclii kanitlar
bulunmaktadir. Hem niikleusta, hem de sitoplazma da lokalize olan protein, ayn1 zamanda Bax
aktivitesini baskilayarak, apoptozisin diizenlemesinde de rol oynamaktadir (Sekil 3) (20-25, 28,
89, 90).
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Sekil 2. Tek ve cift zincir kiriklarinda gorevli Sirtuinler ve KU proteinleri (30).

KU70’in Bax baglayic1 bolgesinden, peptid diziliminde 578-609 arasindaki birimlerin
sorumlu oldugu diistiniilmektedir. KU70 asetillendiginde Bax’tan ayrilmakta, serbest kalan Bax,

mitokondriye gé¢ etmekte ve sitokrom C salinimini tetikleyerek, kaspaz bagimli apoptozise neden
olmaktadir (Sekil 3) (25, 28, 91, 92).
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Sekil 3. KU70/Bax kompleksi (25).

KU?70’in niikleer formu DNA tamirinde gorev alirken, sitoplazmik formu Bax aktivitesini
baskilayarak, apoptozisi diizenlemektedir. Ancak bir calismada, noéroblastoma hiicrelerine

radyasyon verildiginde, niikleer KU70’in DNA tamirinde aktiflesirken, sitoplazmik KU70’in
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Bax’1 serbest birakarak, bir apoptotik protein gibi apoptozisi indiikledigi ifade edilmistir.
Radyasyon uygulamasindan sonra asetillenen KU70, sitoplazmadan niikleusa taginmis ve DNA
tamir aktivitesini diisiirerek, apoptozisi daha fazla indiiklemistir. Sitoplazmik KU70’in niikleusta
nasil etkinlestigi bilinmemektedir. Calismada bu durumun bu hiicrelere 6zgii olabilecegi goriisii
one stiriilmektedir (25).

Xu ve ark. (26) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kardiyomiyositler hiperglisemik ortamda
kiiltiire edilmislerdir. Casitas B-soy lenfoma proto-onkogen-b (Cbl-b); hiicre aktivitesini
diizenleyen multifonksiyonel bir proteindir. Kardiyomiyositlerde Cbl-b ifadesinin inhibisyonu
i¢in, Cbl-b siRNA uygulanmistir. Arastirmacilar, hipergliseminin ve Cbl-b inhibisyonunun, KU70
asetilasyonunu yiikselttigini ve buna bagli olarak Bax aktivitesini arttirdigini ifade etmislerdir.
Tedavi uygulanan gruplarda ise KU70 asetilasyonunun azalarak KU70/Bax baglantisinin arttigini
ve boylece apoptozisin inhibe edildigini ortaya koymuslardir.

Transkripsiyon faktorii ‘Pankreatik Duedonal Homebox-1 (PDX-1)’, pankreas gelisiminde
ve pankreas P hiicrelerinin islevinde 6nemli bir rol oynar. Arastirmalar DNA-PKcs’nin, KU70 ve
KUB8O, iizerinden pankreas gelisimi ve pankreas B hiicrelerinin islevinde diizenleyici bir roli
oldugunu vurgulamaktadir (27, 90). KU70’in pankreas tizerindeki etkilerinin PDX-1 iizerinden
diizenledigine dair kanitlar bulunmaktadir (90).

Tavana ve ark. (27) tarafindan 2013 yilinda yapilan bir caligma, KU70’in NHEJ
mekanizmasindaki rolilne ek olarak; pankreas [ hiicrelerinin proliferasyonunda, insiilin
homeostazinda ve glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde de gorevli olabilecegini
gostermistir. Calismada, fare pankreas [ hiicrelerinde KU70 ifadesi inhibe edildiginde, B
hiicrelerinde hiperproliferasyon, insiilin seviyesinde artis ve glukoz seviyesinde azalma oldugu
rapor edilmistir. Bu ¢alisma; KU70’in DNA tamir mekanizmasi disinda farkli roller iistlendigini
gostermektedir.

Diyabetik nefropati lizerine yapilan bir ¢alismada, KU70 ifadesinin diyabetik gruplarda
yiikksek oranda bulundugu belirtilmistir. KU70/Bax etkilesimine ek olarak niikleer clusterin
(nCLU)/KU70 ifadesinin, apoptoziste etkili olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (93).

Diyabette, anesteziklerin norotoksisitesi iizerine yapilan bir ¢alismada; hiperglisemik
ortamda kiiltiire edilen fare dorsal kok gangliyonu ndronlarina, ‘bupivakain’ isimli anestezik
madde ve DNA-PK inhibitorii olan NU7441 verilmistir. Arastirmada hiperglisemik ortaminda
Buvipakain’nin ve NU7441’in, KU70 ifadesini inhibe ederek, DNA hasarini ve apoptozisi

arttirdi@ini ileri siirmislerdir (92).

19



SIRTUINLER

Sirtuin ailesi, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+) bagimli sinif III deasetilaz enzimler
olarak bilinmektedir. Protein deasetilaz ve adenozin difosfat (ADP)-ribozil transferaz enzimlerdir.
Memelilerde, sirtuin ailesinin 7 farkli tipi bulunmaktadir. SIRT1, SIRT6 ve SIRT7 agirlikli olarak
niikleusta; SIRT2 sitoplazmada, SIRT3, SIRT4 ve SIRTS mitokondride bulunmaktadir (Sekil 4).
SIRT ailesi; DNA onarimi, inflamasyon, apoptozis, enerji metabolizmasi, gelisim, iireme,
yaslanma ve kanser mekanizmalarinda 6nemli gorevlere sahiptir (33, 94-97). Ilk kez 1979 yilinda
Klar ve ark. (98) tarafindan Saccharomyces cerevisiae mayasinda bulunmustur. Sirtuin ailesi

genleri; bakteriler, solucanlar, sinekler, bitkiler ve memelilerde gézlemlenmistir (29, 33, 99, 100).
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Sekil 4. Sirtuinlerin hiicre icinde lokalizasyonlar1 (101).
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SIRTUIN 1

Agirlikli olarak niikleusta lokalize olan ancak sitoplazmada da bulunan SIRT1, birgok
dokuda ifade edilmektedir. Histonlar, transkripsiyon faktorleri, DNA onarim faktorleri ve sinyal
proteinleri olmak tizere, gesitli substratlarin deasetillenmesi yoluyla aktiviteleri diizenlemektedir
(Sekil 2). Histonlarin deasetilasyonu ve kromatin yogunlagmasiyla gen ifadesinin baskilanmasi
saglanir. Bu islem, histonlarin amino kuyruklarinda bulunan lizin amino asitlerinin ve histon
olmayan proteinlerin asetil gruplarinin, histon deasetilaz (HDAC) enzimi tarafindan ¢ikartilmasi
ile gergeklesir (29, 102-104).

Sirtuin 1, sirlayict transkripsiyon faktorii olan p300°t deasetilize ederek, hiicre
farklilasmasinin ve metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynar (105). Timoér baskilayict gen
olarak bilinen p53 ifadesindeki bozukluklar, hiicre boliinmesinde anormalliklere ve kanserlesmeye
neden olur. SIRT1; p53°i deasetilize ederek, p53 iligkili apoptozisi azaltir. p73 ise p53 gibi timor
baskilayici bir gendir. SIRT1 ayn1 zamanda p73°iin de transkripsiyonel etkinligini azaltarak, p73
aracili apoptozisi engellemektedir (29, 106).

FOXO, hiicre dongiistiniin ilerlemesini bloke eden proteinlerin (p27, Rb2, GADD45) ve
hiicre 6limiinii indiikleyen proteinlerin (Bim, Fas, TRAIL, TRADD) gen ifadelerini stimiile eder.
SIRT1; FOXO alt gruplarin1 deasetilize ederek apoptozisi baskilar. DNA hasarlarinda DNA
tamirinin saglanmasi i¢in, KU70 {izerinde diizenleyici etkisiyle, KU70/Bax baglantisin1 belli bir
stire sabitler (22, 29, 30, 107, 108).

Metabolizma iizerindeki islevlerine bakildiginda, SIRT1’in karacigerde ozellikle
hepatositlerde FOXO1 ifadesini arttirarak, glikoneogenezisi diizenledigi goriilmektedir. Ayrica;
hiicre enerji metabolizmasinda, lipid homeostazisinde, ATP sentezinde ve mitokondriyal
biyosentezde 6nemli bir traskripsiyon faktorii olan ‘ppar gama koaktivator 1-alfa (PGC1-a)’ ile
etkileserek, glikolizisi baskilamakta ve glukoneogenik gen ifadesini arttirmaktadir (109-111).

Farelerde yapilan caligmalarda, SIRT1’in insiilin benzeri gelisim faktorii (IGF)’yi
diizenledigi ileri stirmiistiir. IGF sinyal yolagi, memelilerde yaslanma siirecinde etkili bir yolaktir.
SIRT1 memelilerdeki yaslanma mekanizmalari tizerine direkt bir sekilde katilmaktadir (29, 112).

Sirtuin gen ve proteinlerinin, yaslanma mekanizmasi tizerindeki rolleri arastirildiginda,
yasam siiresini uzatici etkinlikleri oldugu ifade edilmektedir. Mayalarda yapilan ¢aligsmalarda elde
edilen bulgulara ek olarak, transgenik farelerin kalp dokularinda, SIRT1 protein ifadesinin
artmasiyla, kalbin yaglanmasinin geciktigi, oksidatif stres ve apoptozisin engellendigi goriilmiistiir
(29, 113, 114).

Diyabetik kardiyomiyopatide SIRT1’in anahtar rol istlendigi goriilmektedir. Yapilan

calismalarda 6zellikle Poli (ADP-riboz) Polimeraz (PARP) ve PGC1-a ile SIRT1 etkilesiminin
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diyabetik kardiyomiyopati gelisiminde oOnemli oldugu belirtilmektedir. SIRT1 ve PGCl-a
ifadelerinin diyabette azalmasi, buna karsin tedavi gruplarinda artmasi, kardiyomiyopatinin
onlenmesinde SIRT1’in terdpatik bir rol iistlenebilecegini gostermektedir (115, 116).

Sirtuin 1’in néroprotektif etkileri de oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda diyabetik
siganlarda olusturulan orta serebral arter okliizyonunda, SIRT1 ifadesinin diyabetik gruplarda
azalmast buna karsin tedavi gruplarinda artmasi, Ozellikle niikleer faktér kB (NF-kB)’in
transkripsiyonel etkisini azaltarak, protektif bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir (117).

SIRT1’in, PGC1-a ve Mitokondriyal Transkripsiyon Faktor A (MtTFA) ile etkilesiminin
diyabetik noropatiyi baskilayici bir rol oynadigi da ifade edilmektedir. Yapilan calismalarda
SIRT1/ PGC1-0/ MtTFA yolaginin diyabetik ndropatinin gelisiminin engellenmesinde anahtar bir
rol oynadig ileri siiriilmiigdir (118, 119).

Diyabetik retinopati calismalarda ise High mobility group box 1 (Hmgbl) ve SIRT1
etkilesiminin diyabetik retinopatide, oksidatif stresi azalttig1 ve anti-inflamatuar etki gosterdigi
ifade edilmektedir (120). Diyabette retinal endotelyal hiicrelerde, SIRT1 ifadesinin azalmasina
bagli olarak Hmgbl asetilasyonu artmakta bu da diyabetik nefropatinin gelisimine sebep
olmaktadir. Metalloproteinazlarin (MMP), ozellikle MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonlarinin,
diyabetik retinopati gelisiminde Onemli oldugu vurgulanmaktadir. SIRT1’in s6z konusu
proteinazlarin aktivasyonlarii diizenledigi ve bu yolla diyabete bagli retinopatinin patogenezinde
rol oynadig belirtilmektedir (121). Arastirmalarda TGF-B1, NF-xB, Endotelin-1 (ET-1), glial
fibriler asidik protein (GFAP), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi bir ¢ok proteinin
ve traskripsiyon faktoriiniin, SIRT1 ile etkilesiminin diyabetik retinopati patogenezinde anahtar
rolii oldugu gosterilmektedir (122). Sirtuin 1’in, diyabetik retinopatide ‘NAD-PARP-SIRT’
yolagi iizerinden etkilesim gosterdigi belirtilmektedir. Hiperglisemik ortamda kiiltiire edilmis
sigan endotelyal hiicrelerinde, yiiksek glukoz konsantrasyonu, PARP'1 aktive ederek, NAD+' in
tilkenmesine, SIRT1 aktivitesinin (NAD-PARP-SIRT yolagi) inhibisyonuna yol agmaktadir (123).

Aragtirmalarda SIRT1’in diyabetik bobreklerde, apoptozisi ve oksidatif stresi baskiladigi,
apoptotik proteinlerin ve c¢esitli trankripsiyon faktorlerinin inhibisyonunu saglayarak,
renoprotektif bir rol oynadig1 gosterilmektedir. Diyabette SIRT1 ifadesindeki azalma, p53, NF-
kB, FOXO gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna sebep olarak, diyabetik nefropatinin
patogenezinde ve gelisiminde rolii olabilecegini gostermektedir (31, 124-126).

SIRT1’in embriyogenezi etkiledigi gosterilmistir. Sir2 geni susturulmus transgenik fare
modeli ile yapilan ¢alismada, Burney ve ark. (127) SIRT1’in gametogenez ve embriyogenezde
onemli islev gosterdigini ileri slirmiiglerdir. Embriyonik gelisimde cesitli organlarda SIRT1
ifadesinin incelendigi bir diger calismada ise farelerde fetal donemde, néroepitelyum, dorsal kok
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gangliyonu, trigeminal gangliyon, goz, kalp, bobrek, testis, karaciger ve akciger dokularinda farkl
gelisim evrelerinde SIRT1 ifade edildigi belirtilmistir. Ozellikle testislerde fetal donemde giiglii
bir SIRT1 immiinreaktivitesi tespit edilmistir (128).

SIRT1 testislerde ise insiilin duyarliligini arttirmakta, glukotoksisiteyi azaltmaktadir.
PARP’lar, DNA hasarinda aktive olan bir niikleer enzim grubudur. Bu enzimler, kaspaz 3 ve AlF
ifadelerini inhibe ederek, apoptozisin baskilanmasini saglarlar. PARP/SIRT1 etkilesiminin
testikiiler apoptotik yolakta etkili olabilecegi diistiniilmektedir (129).

C1g/TNF iligkili protein 3 (CTRP3); antiapoptotik etkileri bilinen, adiponektin parologu
bir proteindir. Yiiksek yagli diyete bagli obezitenin, testis dokusu iizerine etkilerinin incelendigi
bir ¢alismada, fare testis dokularinda SIRT1 ve CTRP3 protein ifadesi incelenmis ve diyet
gruplarinda her iki protein ifadesinin de azaldigi belirtilmistir. CTRP3’tin, SIRT1 aktivitesini
indiikledigi ve testislerde antiapoptotik bir rol aldig1 one siiriilmistiir (130).

Fibroblast biiytime faktorii 21 (FGF21); glukoz homeostazi, insiilin duyarliligi ve
ketogenezin metabolik bir diizenleyicisi olarak goérev yapan bir proteindir. FGF21 geni
susturulmus diyabetik fare testis dokusunda, SIRT1 ve PGC1-a ifadesinin azalmasi, SIRT1’in
FGF21 tarafindan da diizenlendigini gostermektedir (111).

MicroRNA34a (miR-34a); miR-34 ailesine aittir ve testiste yiiksek oranda eksprese edilir.
miR-34a; SIRT1 mRNA'simin 3'UTR'sini hedefler, bu da SIRT1’in inhibisyonuna ve p53 aracili
apoptozisin aktivasyonuna neden olmaktadir. Ozellikle diyabetik ¢alismalara bakildiginda miR-
34a’nin apoptozisi indiikledigi goriilmektedir. Diyabetik testislerde miR-34a ifadesinin arttig1,
SIRTI ifadesinin azaldig1, dolayisiyla miR-34a’nin SIRT1 1 baskilayarak, apoptozisi indiikledigi
ifade edilmektedir (32).

Spermatogenez asamasinda gelismekte olan spermatositler incelendiginde; yiiksek
miktarda SIRT1 ifade ettigi gozlenmistir. Farelerde SIRT1 geni susturuldugunda,
spermatogeneziste yetersizlige bagli sperm anomalileri ve infertilite goriildiigii bildirilmistir. Bu
sebeple, tiremede 6nemli rol oynadigi ifade edilmektedir (29, 127, 131).

Disi genital sistemde SIRT1’in rolleri incelendiginde; folikiilogenezis, ovaryum gelisimi,
FSH diizenlenmesi, Stereoidogenezis, oosit maturasyonu ve kromatin konfigiirasyonu gibi
fonksiyonlar gordugii belirtilmektedir. Ovaryumlarda graniiloza hiicrelerinde, yiiksek diizeyde
SIRTI1 ifade edildigi ileri siiriilmektedir (127, 131).
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SIRTUIN 6

Niikleusta, heterokromatin ile baglantili olarak yer almaktadir. SIRT6, SIRT4 ile beraber
mono-ADP ribozil transferaz aktivitesi gosterir. BER mekanizmasinda gorevlidir (Sekil 2).
Agirlikl olarak niikleusta lokalize olup, sitoplazmada da bulunmaktadir. SIRT6 geni susturulan
farelerde, BER mekanizmasinda bozukluklar gézlenmistir. Ayrica metabolik yetersizlikler,
omurga egriligi, siddetli lenfopeni, subkutan yag dokusu kaybi, kemik mineral yogunlugunda
azalma ve bunun yaninda siddetli hipoglisemiye bagli prematiire 6liim gozlendigi ifade edilmistir.
Deneysel hayvan calismalarinda deneklerin yaslarina bagli olarak organ biitlinligiinii korumada,
SIRT6 nin rolii olabilecegi ifade edilmistir (29, 30, 132-134).

Yapilan ¢alismalarda, SIRT6’nin asir1 ifadesinin, SIRT1 de oldugu gibi, IGF’nin ifadesini
diizenleyerek, yasam siiresinin uzamasina katki sagladig goriilmiistiir. Genomik stabilite ve hiicre
yaslanmasi lizerine etkileri bulunmaktadir. Bunlarin disinda kardiyak hipertrofiyi azalttigi,
karacigerde yag asitlerinin oksidasyonunu arttirdig1 ve iskelet kasinda glukoz alimini arttirdigi
bildirilmistir (30, 135).

SIRT6, kromatin ile iliskilidir. CtIP, GCN5, SNF2H, G3BP, FOXO3, PARP1, H3K9 ve
H3K56'nin deasetillenmesini saglar, inflamasyon, glukoz metabolizmas1 ve gen ifadelerini
diizenler. NF-«B sinyalini azaltir. FOXO1’i deasetilize ederek, glikoneogenezisi diizenler (30,
135, 136). insanlarda SIRT6 ifadesindeki azalmanin, kronik karaciger hastaliklar1 ve hepatoseliiler
karsinoma ile iligkili olabilecegi ifade edilmektedir. Sonug olarak tiimor baskilayici rol oynadigi
diistiniilmektedir (30, 137).

Aragtirmalar SIRT6’nin NHEJ tamir yolaginda da gorevli oldugunu gostermektedir.
KU70/KUB80 heterodimerini stabilize ederek, DNA’nin hasarli bolgesindeki onarimda kilit rol
istlenmektedir (30, 138).

Inflamasyon mekanizmalarinda da rol iistlenen SIRT6’nin; hem pro-inflamatuvar hem de
anti-inflamatuvar etki gosterdigi bildirilmis, makrofajlarda TNF salgilanmasini uyardig: ifade
edilmistir (30). Bauer ve ark. (139) tarafindan pankreas kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada,
interlokin-8 (IL-8) ve TNF ifadesini arttirdigi, buna bagl olarak hiicre gé¢iinii uyardigi yoniinde
goriis bildirilmistir. Yara iyilesmesinde SIRT6 ifadesinin etkilerinin incelendigi bir ¢alismada;
diyabetik farelerde SIRT6 geni susturularak yara modeli olusturulmus ve yara iyilesmesinin
olumsuz etkilendigi goriilmistiir. Calismada SIRT6 geni susturulan farelerde; oksidatif stresin,
inflamatuar yanitin, NF-xB ifadesinin arttigi, hiicrelerde proliferasyonun ise azaldigi

belirtilmistir (140).
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Sirtuin 6’nin; pregestasyonel maternal diyabette, embriyo noéral kok hiicrelerinde anlamli
sekilde azaldigi ifade edilmektedir. Farelerde yapilan diyabetik embriyopati modelinde, siiperoksit
dismutaz 1 (SOD1)’in asir1 ekspresyonunda, SIRT6 ifadesinin azaldig1 gézlenmistir. Diyabete
bagl gelisen noral tiip defektlerine; SIRT6 azalmasina bagli, histon asetilasyonunun sebep
olabilecegi diistiniilmektedir (141).

Tip 2 diyabetik hastalarin aterosklerotik lezyonlarinda, SIRT6 ifadesinde azalma oldugu,
bu durumun da inflamasyon ve oksidatif stresi arttirdigi belirtilmektedir (135).

SIRT6 iskelet kasinda mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynar. Kas
hiicrelerinde SIRT6 geni susturulmus farelerde, kaslarda glukoz homeostazini negatif etkiledigi,
insiilin duyarliligini ve yag asidi oksidasyonunu azalttig1 gosterilmistir (135).

Sirtuin 6 delesyonunda, bir ¢ok dokuda NF-«B iligkili genlerin ifadelerinde artis oldugu
goriilmektedir. SIRT6 delesyonunun farelerde; adipoz dokuda inflamasyonu ve yiiksek yagl
diyete bagli insiilin direncini arttirdigr goriilmiistiir. SIRT6; pankreas B hiicrelerinde insiilin
sekresyonunu ve ATP iretimini stimiile etmektedir. Diger taraftan pankreas [ hiicrelerinde
apoptozisi baskilamaktadir. Spesifik olarak pankreas [ hiicrelerinde SIRT6 geni susturuldugunda,
insiilin sekresyonunda azalma oldugu kanitlanmistir. Diyabetik farelerin pankreas dokularina
bakildiginda ise, SIRT6 geni susturuldugunda, B hiicrelerinin apoptozisinde artma oldugu ifade
edilmistir. Bu durum SIRT6’nin pankreasin fonksiyonlarinda kritik rol iistlendigini géstermektedir
(142-144).

Sirtuin 6, hepatik lipid metabolizmasinda diizenleyici olarak gorev almaktadir. Fare
hepatositlerinde, SIRT6 geni susturuldugunda, yag hiicrelerinde anormal artis gorildigi
belirtilmektedir. SIRT6 geni susturuldugunda, Asetil koenzim A karboksilaz 1 (ACC1), yag asidi
sentaz (FAS) gibi lipojenik genlerin ifadelerinde ki artisa bagli olarak yaglanmanin gergeklestigi
oOne siirtilmektedir (142, 145).

Sirtuin 6’nin merkezi sinir sisteminde ifade edildigi bilinmektedir. SIRT6 eksikliginin,
Huntington hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklara yol agtigi belirtilmektedir. Yapilan bir
calismaya gore; SIRT6’nin, merkezi sinir sisteminde glukoz homeostazisini sagladigi
diisiniilmektedir (146).

Diyabetik hastalarda intervertebral disk dejenerasyonu (IVDD) goriilebilmektedir.
Hipergliseminin, niikleus pulposus (NP) ve mezensimal kok hiicreler (MSC) iizerine negatif etkisi
oldugu bilinmektedir. NPMSC tedavisi; IVDD hastalarinda son yillarda tizerine ¢alisilan deneysel
bir tedavi yaklasimidir. Yapilan bir ¢calismada, hiperglisemik NPMSC hiicrelerinde apoptozisin
arttig1 ve SIRT6 ifadesinin azaldig1 gosterilmistir. Bu durum NPMSC hiicrelerinde apoptozisin

baskilanmasinda SIRT6’nin énemli bir rolii olugunu gostermektedir (147).
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Sirtuin 6 kalp hastaliklarinda da {izerine ¢alisilan bir proteindir (148, 149). Diyabetik
kardiyomiyopati gelisiminde, SIRT6’nin koruyucu rolii oldugu ifade edilmektedir (149). Bir
arastirmada, yiiksek yagli diyete bagli diyabet gelistirilen farelerin kardiyomiyositlerinde SIRT6
ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. SIRT6’nin asir1 ifade edildigi transgenik farelerde ise obezite ve
insiilin direnci gelismemistir. Calismada; SIRT6’nin kardiyomiyositlerdeki Nrf2 ifadesini stabilize
ederek kardiyomiyopati gelisimini engelledigi 6ne siirtilmistiir (149).

Tip 1 diyabet olusturulan farelerde, diyabetik retinopati gelisiminde SIRT6 ifadesi
incelendiginde, diyabetik gruplarin retinalarinda SIRT6 ve beyin kdkenli noroprotektif faktor
(BDNF) ifadesinin azaldigi, buna karsin VEGF, H3K56 ve H3K9 faktorlerinin ifadelerinde arts
oldugu goriilmektedir. SIRT6 geni susturulmus farelerde, sayilan faktorlerin seviyelerindeki
degisimler diyabetik retinopatide SIRT6 nin kritik rol iistlendigini gostermektedir (39, 150).

SIRT6'nin ranal homeostazi iizerine fonksiyonlari; 6zellikle SIRT6 geni susturulmus
farelerde, glomeriillerde ve podositlerde olusan hasarlar {izerinden incelenmektedir. SIRT6'nin
podosit fonksiyonunda ve glomeriiler gegirgenligin korunmasinda anahtar bir enzim oldugu
goriilmektedir. SIRT6 geni delesyonununun renal hipertrofiyi ve proteiniiri ilerlemesini
hizlandirdig1 ifade edilmektedir (151). Farelerde yapilan diyabetik nefropati c¢alismalarinda,
SIRT6 nin 6zellikle podositlerde ifade edildigi ve diyabetik gruplarda SIRT6 ifadesinde azalma
oldugu belirtilmektedir. Diyabetik nefropatide, podositlerde SIRT6 ifadesindeki azalmaya baglh
olarak apoptozisin arttig1 gériilmektedir. Ozellikle AMP kinaz defosforilasyonu ve mitokondriyal
disfonksiyonun apoptoziste etkili oldugu ifade edilmektedir (38, 152).

Sirtuin 6’nin, SIRT1 ile beraber, spermatidlerin olgunlasma siire¢lerinde rol adiklar1 ifade
edilmektedir. Bir c¢aligmada, yiiksek yagli diyetle beslenen farelerde obezite olusturulmus,
testislerde SIRT6 ekspresyonunda 6nemli bir azalma ile beraber, sperm protaminasyonunda diisiis
rapor edilmistir. Testikiiler germ hiicrelerinde, azalan SIRT6 ifadesiyle beraber, H3K9
asetilasyonunda ve DNA hasarinda artis goriildiigii kaydedilmektedir (131, 153).

Disi genital sistemde SIRT6’in fonksiyonuna bakildiginda; folikiilogenezis, ovaryum
gelisimi, oosit maturasyonu ve kromatin konfigiirasyonu gibi gorevleri oldugu belirtilmektedir

(131).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz, Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna sunulmus ve
2017.06.01 numarali karar ile onay almmistir (Ek 1). Bu onaydan sonra, Trakya Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne maddi destek i¢in bagvurulmus ve 2017/184 no’lu proje
olarak desteklenmesine karar verilmistir. Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisti’nden, 3 aylik, agirliklar1 250-320 gr arasinda degisen 20 adet Sprague Dawley
erkek sican alinmugstir. Denekler, Trakya Universitesi Deney Hayvanlart Arastirma Birimi’ne
getirilmis ve deney Oncesi bir hafta ortama uyumlar1 beklenmistir. Biyolojik ve fizyolojik olarak
ayn1 Ozelliklere sahip olan deneklerimiz, kontrol grubu (n=8) ve diyabet grubu (n=8) olmak tizere
2 farkli gruba ayrilmistir. Deney siiresince tiim deneklerimiz, stabil laboratuvar kosullari altinda
tutulmus (22+1°C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda), giinliik icme suyu ile birlikte,
ham %21 protein igeren pelet yemlerle (Purina, Bursa, Tiirkiye) beslenmistir.

Diyabet olusturmak i¢in kullandigimiz STZ (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya)’in iyi
¢ozlindligii ve stabilitesini korudugu bir soliisyon olan sitrat tamponu, steril enjeksiyonluk suyla
hazirlanmis ve pH’s1 4.2°ye ayarlanmistir. STZ, sitrat tamponunda ¢oziildiikten sonra 10 dakika
icinde deneklere uygulanmistir.

Deneklerimizden;

1. Kontrol grubu; sadece pH’s1 4,2 olan 0,1M’lik sitrat tamponu verilen grup (n=8),

2. Diyabet grubu; tek doz 50 mg/kg STZ (pH’ s1 4,2 olan; 0,1M” lik sitrat tamponunda
¢oziilerek) verilen grup (n=8) olmak iizere iki grup olusturulmustur.

Deneklerin kan-glukoz diizeyleri; deneye baglamadan 6nce, STZ uygulandiktan 48 saat
sonra model olusum kontrolii amagli ve sonra bir ay siiresince her hafta, deneklerin kuyruk
veninden alinan kan 6rneklerinde, glukometre ile dlgiilmistir (IME-DC, Hof, Almanya). STZ
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uygulandiktan sonra, kan glukoz degerleri 250 mg/dlI’nin tizerinde olan deneckler, “diyabetik”
kabul edilmistir (154).

Tim deneklerin, planlanan bir aylik deney siiresinin sonunda, ketasol (Ricterpharma,
Viyana, Avusturya) ve basilazin (Rompun, Istanbul, Tiirkiye) anestezisi altinda, sag ve sol testis
dokular1 total olarak ¢ikarilmis, 1sik, elektron mikroskopik ve western blot calismalari igin

islemlendirilmistir.

Biyokimyasal incelemeler

Deneklerin kan serumlarindaki testosteron diizeyleri; sakrifikasyon oncesinde alinan
kardiyak kan orneklerinden elde edilen siipernatantlarda, Sigan Testosteron Elisa kit (Bioassay
Technology Laboratory, Shanghai, Cin) ile firmanin Onerileri dogrultusunda, hizmet alimi

yapilarak Elisa yontemiyle ¢alisilmistir.

Isik Mikroskopik, Elektron Mikroskopik ve iImmiinohistokimyasal incelemeler

Isik mikroskopik rutin boyamalar ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in; testis doku
ornekleri, %10’luk formaldehitle fikse edildikten sonra, dokular yikanarak, dehidratasyon
islemine gecilmistir. Dehidratasyon asamasindan sonra, saydamlastirma basamagi i¢in dokular,
toluol (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) ile muamele edilmis, 6nce yumusak parafin (Merck
Millipore) ve sonrasinda sert parafine (Merck Millipore) alinarak, parafin bloklar elde edilmistir.
Dokulardan histolojik ve morfometrik analizler i¢in alinan 5 pm kalinligindaki kesitlere, testisin
histolojik yap1 ozelliklerini ortaya koyacak H-E boyasi uygulanmistir. Entellan ile kapatilarak
daimi preparat haline getirildikten sonra, Olympus BX-51 mikroskobunda incelenerek, degisik
biiylitmelerde fotograflar1 ¢ekilmistir.

Hazirladigimiz H-E boyas1 uygulanmig preparatlarin kullanimiyla, tiim deneklerin testis
doku orneklerinde seminifer tiibiil ¢aplarinin ol¢iimii; X200’lik biiyiitmede, okiiler mikrometre
kullanilarak, yuvarlak veya yuvarlaga yakin rastgele se¢ilmis, her preparatta 10 seminifer tiibiiliin
enine kesiti alinarak gergeklestirilmistir (155, 156).

Elektron mikroskopik incelemeler icin sakrifikasyondan sonra alinan testis dokulari; 1
mm?*liik pargalara bliiniip, pH’s1 7.3 olan fosfat tamponu ile hazirlanmis %2,5’luk gluteraldehitle
1,5 saat prefiksasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra, ayni tamponla hazirlanmis %1 lik
OsOq4 soliisyonunda 1 saat postfiksasyon uygulanmistir. Bu asamadan itibaren dokular, takip
bitene kadar ¢alkalayici iizerinde tutulmustur. OsOgs soliisyonunda bir saat bekleyen dokular,
sonrasinda tekrar fosfat tamponunda 15 dk yikanmislardir. Dehidratasyon igin yiikselen alkol

derecelerinden gegirilen dokular, propilen oksit ile saydamlastirilmis ve araldit inkliizyonu
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uygulanarak bloklanmistir. Bloklarin kesim boélgelerini belirlemek amaciyla; yar1 ince kesitler
alimarak (RMC-MTX Ultramikrotom-ABD) toluidin mavisiyle boyanmistir. Belirlenen
bolgelerden ince kesitler alinip, uranil asetat ve Reynold’un kursun sitrat boyalari ile boyanmastir.
Daha sonra kesitler Anabilim Dalimizda bulunan Jeol 1010 transmisyon elektron mikroskobunda
incelenerek, bulgular fotograflanmastir.

Bax, Bcl-2, Kaspaz 3, KU70, SIRT1, SIRT6 proteinlerinin immiinreaktivitelerinin
degerlendirilebilmesi ve TUNEL tekniginin uygulanmasi i¢in, 5 um kalinhigindaki testis kesitleri,
poli-L-lisin  kapli lamlara alinmig ve dretici firmalarin  Onerileri  dogrultusunda

immiinohistokimyasal islemler uygulanmistir.

TUNEL Prosediirii

Bu calismada elde edilen testis doku kesitlerindeki apoptozisin belirlenmesi amaci ile
TUNEL tekniginden yararlanilmistir. Bu amagla 5 pm kalinliginda alinan testis doku kesitleri, bir
gece 37°C’lik etiivde bekletilmis ve ardindan oda 1sisinda 5 dk sogumaya birakilmistir.
Deparafinizasyon islemi i¢in toluol ve dehidratasyon islemi i¢in alkol serilerinden gegirilen
kesitler, daha sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS; pH 7.4, Invitrogen) ile yikanmistir. Proteinlerin
sindirilmesi i¢in, proteinaz K soliisyonu (Merck Millipore) ile muamele edilen kesitler, sonra
distile sudan gecirilmistir. Bundan sonraki asamalar {iretici firmanin Onerileri dogrultusunda,
ApopTaq Plus Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon SA. Merck Millipore)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Endojen peroksidazin bloke edilmesi i¢in kesitler %3 liikk H2O2’e
alinmis ve daha sonra kesitler dengeleme tamponu ile oda 1si1sinda 30 dk bekletilmis ve ardindan
sirastyla Tdt enzimi, durdurma/yikama tamponu ve anti-digoxigenin peroksidaz ile muamele
edildikten sonra, 3,3'-diaminobenzidine tetrahidroklorid dihidrate (DAB) kullanilarak
kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen zit boyamasi yapilmistir. Son olarak kesitler, alkol ve

toluol serilerinden gegirilerek, kapatilmistir.

Immiinohistokimyasal Prosediir

Immiinohistokimyasal incelemeler icin parafine gomiilen testis doku orneklerinden 5
um’lik kesitler alinmig ve bir gece 56°C’lik etiivde bekletilmistir. Ardindan deparafinizasyon ve
rehidrasyon islemleri uygulanan preparatlar, antijen geri kazanimi i¢in sitrat tamponunda (pH 6;
Invitrogen) kaynatilmistir. Sonrasinda kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in H202
(Abcam, Cambridge, ABD)’e maruz birakilmiglardir. Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek
amaciyla, sekonder antikorun iiretildigi tiire uygun bloklama soliisyonunda (Invitrogen) 10 dk.

inkiibe edilen kesitler, oda sicakliginda, antikor diliie etme soliisyonuyla (Invitrogen) hazirlanan,
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tavsan poliklonal Bax antikoru (1/100 diliisyonda; Abcam, Cambridge, ABD), tavsan poliklonal
Bcl-2 antikoru (1/200 diliisyonda; LifeSpan BioSciences, Seattle, ABD), tavsan poliklonal KU70
antikoru (1/100 diliisyonda; FnTest, Hubei, Cin) ve tavsan poliklonal SIRT1 antikorunda (1/500
diliisyonda; Novus Biologicals, Kolorado, ABD) +4 °C’de bir gece; tavsan poliklonal aktif kaspaz
3 antikoru (1/500 diliisyonda; Abcam) ve tavsan poliklonal SIRT6 antikorunda (1/1000
diliisyonda; Novus Biologicals) 1 saat siireyle oda 1sisinda bekletilmislerdir. Primer antikorun
iiretildigi tiire karsi olan biyotinlenmis sekonder antikorda (Invitrogen) 10 dk. oda 1sisinda
tutulmuslar ve son olarak HRP-streptavidin (Invitrogen) ile 10 dk muamele edilmislerdir. DAB
(Invitrogen) ile kromojenize edilen kesitler, hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra
entellanla kapatilmiglardir. Hazirlanan preparatlar BX-51 Olympus marka arastirma

mikroskobunda incelenerek, fotograflari ¢ekilmistir.

Western Blot ile Protein Analizi

Testis doku ornekleri, alindiktan sonra tartilmig ve elde edilen dokularin agirliklar kayit
edilmistir. Orneklere agirhiklarina uygun miktarda, proteaz ve fosfataz inhibitdr iceren doku
ekstraksiyon tamponu (RIPA Lysis Buffer, ChemCruz, Gelderland, Hollanda) eklenmistir. Tiim
islemler +4°C’de siirdiiriilmiis ve bir homojenizatér kullanilarak, homojenizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Ornekler 30 dk siire ile buz iizerinde inkiibe edilmis ve daha sonra drnek
tiipleri +4°C’de 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant1 alinan 6rneklerdeki protein
miktarlari, Nanodrop cihazi (Optizen NanoQ, Mecasy, Daejeon, Giiney Kore) ile iiretici firmanin
Onerileri dogrultusunda Olciilmiistiir. Bu asamada protein miktar1 belirlenen tiim 6rnekler, esit
miktarda protein icerecek sekilde, ornek tamponu (invitrogen), rnek indirgeyici ajan (Invitrogen)
ve distile su miktarlar1 da hesaplanarak, kuyucuklara yiiklenmek iizere hazirlanmigtir. Dikey
elektroforez cihazinin tanki (Life Technologies Inc., Carlsbad, ABD), yiiriitme tamponu
(Invitrogen) ile doldurulmus ve proteinlerin molekiiler agirligina uygun olarak segilen hazir jelde
(Nupage Novex % 4-12 Bis-tris gel, Invitrogen) yiiriitiilmiiserdir. iBlot 2 Gel Transfer cihazi (Life
Technologies Inc) kullanilarak, nitroseliiloz membrana (Invitrogen) transfer edildikten sonra
membranlar, iBind™ Flex Western Device (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD)
cihazi kullanilarak, tavsan poliklonal KU70 (1/1000 diliisyonda; FnTest), tavsan poliklonal SIRT1
(1/1000 diliisyonda; Novus Biologicals) ve tavsan poliklonal SIRT6 (1/1000 diliisyonda; Novus
Biologicals) antikorlari ile 2 saat inkiibe edilmiglerdir. Tiim antikorlar, iBind Flex soliisyon Kiti
(Thermo Fisher Scientific) iginde hazir bulunan yikama soliisyonu ile diliie edilmistir. Sonrasinda
membranlar, kit icindeki yikama soliisyonunda 3 kez 5’er dk yikanmis ve sonra goriintii alma

asamast i¢in hazir hale getirilmistir. Kemiluminesans (SuperSignal West Pico Plus, Thermo
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Scientific) ile 5 dk muamele edilen membranlarin, Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve
Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi (TUTAGEM)’de bulunan ChemidocTM MP Imaging
System Biorad (Model No: Universal Hood 3, Biorad, ABD) cihazi kullanilarak goriintiilenmesi
gerceklestirilmistir. Tiim bant profilleri Image J 1.48v programi (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, ABD) kullanilarak analiz edilmis ve her membranda yer alan 6rnekler ‘f aktin

antikoru’yla normalize edilmislerdir.

Hiicre Saymm ve Istatistiksel Analizler

TUNEL preparatlarinin degerlendirmesinde, TUNEL teknigi uygulanan herbir testis
kesitinde yer alan, ortalama 100 seminifer tiibiillde en az 3 ve daha fazla apoptotik hiicre
bulunduran seminifer tiibiiller sayilarak “apoptotik tiibiil indeksi” ve seminifer tiibiillerde yer alan
ortalama 1000 hiicredeki apoptotik hiicreler sayilarak da “apoptotik hiicre indeksi” hesaplanmistir
(76).

Bax, Bcl-2, KU70, SIRT1, SIRT6 immiinoreaktiviteleri; histolojik skorlama yontemleri ile
semikantitatif olarak degerlendirilmistir. Bax/Bcl-2 orani hesaplanarak, gruplar arasi istatistiksel
degisimi belirlenmistir. immiinreaktivite degerlendirmeleri; her bir hayvana ait testis kesitinde,
rastgele 5 alan segilerek, X200’lik biiyiitme kullanarak gergeklestirilmistir. Histolojik skorlama,
kesitlerde immiinoreaktivite gosteren hiicrelerin yiizdesi (Pi) ve boyanma derecesi (i) dikkate
alinarak gerceklestirilmistir. Boyanma dereceleri; 0 (boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta
boyanma), 3 (giiglii boyanma) olarak degerlendirilmis ve ortalama histolojik skor, her bir hayvana
ait kesit i¢cin H SCORE= Zi x Pi(i+1) formiilii ile hesaplanmistir (155, 157-161).

Kaspaz 3 preparatlarinin degerlendirilmesinde, kesitlerin hangi grup denege ait oldugunu
bilen ve bilmeyen birer arastirici tarafindan, X200 objektif kullanilarak, her preparattaki 1000
hiicre i¢inde bulunan immiinpozitif hiicre sayilarina gore skorlama yapilmistir (76).

Istatistiksel analizler i¢in; Trakya Universitesi T1p Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Biligim
Anabilim Dali’nda SPSS 20.0 programi (Lisans no: 10240642) kullanilmis, degerler ortalama +
standart sapma (SD) olarak alinmistir. P<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir. Student t testi ile
kontrol ve diyabet grubundaki deneklerin kan-glukoz diizeylerinde, farklilik olup olmadigi
arastirilmistir. Diyabet ve kontrol grubu deneklere ait seminifer tiibiil ¢cap1 dl¢timleri, apoptotik
seminifer tiibiil ve apoptotik hiicre indeksleri, biyokimyasal ve immiinohistokimyasal 6l¢iimler,

Mann-Whitney U testi uygulanarak degerlendirilmistir.
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BULGULAR

KAN GLUKOZ DUZEYIi BULGULARI

Deneye baglamadan 6nce, tiim deneklerin ‘kan glukoz diizeyleri’ 6l¢iilmiistiir. Kontrol ve

diyabet gruplarinin kan glukoz dl¢timleri; diyabet olusturulduktan 48 saat sonra, bir aylik deney

stiresince her hafta ve deney sonunda tekrarlanmstir.
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Sekil 5. Deney siiresince ol¢iilen kan glukoz degerlerini iceren grafik. A. Deney baslangici

kan glukoz degerleri. B. STZ sonrasi 48. saat kan glukoz degerleri. C. 15. giin kan
glukoz degerleri. D. Deney sonu kan glukoz degerleri. *Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmistir.
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Deney oncesi olgiilen kan glukoz degerlerinde, kontrol ve diyabet grubu arasinda farklilik
saptanmamigtir (P=0.584; Sekil 5A). STZ uygulanmasindan 48 saat sonra dl¢iilen diyabet grubuna
ait kan glukoz degerleri (448.62 + 92.44), kontrol grubu degerlerine (96.62 + 7.34) gbre anlamli
olarak artmigtir (P<0.001; Sekil 5B) ve diyabet grubu deneklerin degerleri, diyabetin olustugunu
gosterir sekilde 250 mg/dl’'nin ilizerinde bulunmustur. Deneyin 15. giinii dlgiilen kan glukoz
degerlerine bakildiginda, diyabet grubu degerleri (442.12 +49,23) ve kontrol grubu degerleri (100
+ 5.92) arasindaki fark devam etmistir (P<0.001; Sekil 5C). Deney sonu kan glukoz degerlerinde
ise diyabet (463.75 + 118.91) ve kontrol grubu degerleri (106.5 £+ 7.19) stabil kalmig (P<0.001;
Sekil 5D) ve diyabet grubu kan glukoz diizeyleri, 4 haftalik deney siiresince 250 mg/dl’nin
izerinde seyretmistir (Sekil 5).

BIYOKIMYASAL BULGULAR

Deney sonrasi kardiyak ponksiyon ile alinan kan 6rneklerinde, kontrol ve diyabet grubu
deneklerinin Elisa yontemiyle olgiilen testosteron degerleri karsilastirildiginda; diyabet grubu
testosteron seviyeleri (7.73 £+ 1.14), kontrol grubu degerlerine gore (16.25 + 1.67) istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmistir (P<0.001; Sekil 6).

Testosteron (mIU/L)
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10

Kontrol Grubu Diyabet Grubu

Sekil 6. Kontrol ve diyabet grubu serum testosteron degerlerinin izlendigi grafikte, *kontrol

grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamlh kabul edilmistir.
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MORFOMETRIK BULGULAR

Hazirladigimiz H-E boyasi uygulanmis preparatlarda, her iki grubun testis doku
orneklerinde seminifer tiibiil caplarmin Olglimii; X200’lik biiyiitmede, okiiler mikrometre
kullanilarak, yuvarlak veya yuvarlaga yakin rastgele se¢ilmis, her preparatta 10 seminifer tiibiiliin
enine kesiti alinarak gergeklestirilmistir (155, 156).

Kontrol ve diyabet grubu deneklerinin seminifer tiibiil ¢ap dl¢iimleri karsilastirildiginda;
diyabet grubu degerleri (275.38 + 11.04), kontrol grubu degerlerine (345.63 + 14.77) gore
istatistiksel anlamlilikla azalmistir (P<0.001; Sekil 7).
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Sekil 7. Kontrol ve diyabet grubu seminifer tiibiil cap1 degerlerini gosteren grafik. *Kontrol

grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmistir.
MORFOLOJIK BULGULAR

Isik ve Elektron Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait deneklerden alinan testis doku kesitleri incelendiginde, seminifer
tibiilleri doseyen epitelde organizasyon biitiinliigli izlenmistir. Seminifer tiibiillerde, bazal
membrandan liimene dogru spermatogenik seri hiicrelerinin sirasiyla; spermatogonyum,
spermatosit-1, spermatosit-11, erken ve ge¢ spermatid seklinde diizenli yerlestikleri goriilmiistiir.
Spermler ise liimende yer almaktadir (Sekil 8A, 8B; Sekil 9A, 9B, 9C, 9F). Spermatogonyumlar
ve Sertoli hiicreleri, bazal membran {izerine yerlesmislerdir (Sekil 8B; Sekil 9A, 9B). Spermatosit-
I’ler belirgin niikleuslari, genis sitoplazmalar1 ve en biiyiik ¢apa sahip spermatogenik seri hiicreleri
olmalariyla kolaylikla ayirt edilmekte ve genellikle seminifer tiibiillerin ikinci hiicre sirasini

olusturmaktadirlar (Sekil 8A, 8B; Sekil 9A, 9C).
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Spermatosit-II’ler ¢ok sik izlenmemekle birlikte, spermatosit-I’lerin hemen iizerinde
konumlanmaktadirlar. Spermatidler, koyu boyanan niikleuslariyla liimene yakin, spermler ise
uzun, ig seklindeki niikleuslar: ile liimende konumlanmis olarak izlenmektedir (Sekil 8A, 8B;
Sekil 9D, 9E, 9F). Testis dokusunda interstisyel bag dokusunda bulunan ¢ogunlukla poligonal
sekilli olan Leydig hiicreleri; oval bigimli niikleuslar1 ve eozinofilik boyanan sitoplazmalariyla,
interstisyel alanda bulunan diger hiicrelerden kolaylikla ayirt edilmektedir (Sekil 8B).

Diyabet grubunda gerceklestirdigimiz morfometrik degerlendirmelerimiz neticesinde,
caplarinin kontrole gore anlamli derecede azalmis oldugu tespit edilen seminifer tiibiillerde,
sekilsel degisimler izlenmistir. Seminifer tiibiillerde izlenen bu sekilsel degisimlerin;
spermatogenik seri hiicrelerinin diziliminde bozulma, hiicrelerde sitoplazma kayb1 ve
organizasyon bozukluklar1 sebebiyle ortaya ¢iktig1 kanisindayiz.

Diyabet grubunda yer alan deneklerin testis dokularinin, H-E boyama yaptigimiz
preparatlarinda seminifer tiibiiller genel olarak degerlendirildiginde; Sertoli hiicreleri ile az sayida
spermatogenik seri hiicrelerinin olusturdugu seminifer tiibiillerin yani sira; spermatogonyum,
spermatosit-1, spermatid ve sperm bulunduran tiibiiller de izlenmistir (Sekil 8C). Sertoli ve
spermatogenik hiicrelerin dejenerasyonu sebebiyle, germinal epitelde yer yer genis vakuollerin
ortaya ¢iktigi tespit edilmistir (Sekil 8C, 8D; Sekil 10A-F). Spermatogenik hiicrelerin
sitoplazmalarinda elektron yogun cisimciklerin birikimi dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle liimene
yakin bulunan ve rezidiiel cisimcikler i¢ceren spermatidler ile beraber, spermlerde elektron yogun
cisimcik birikimi ve genis vakuoller bulunmaktadir (Sekil 10E, 10F). Sertoli hiicrelerinde diizensiz
niikleus, ¢ok miktarda vakuol olusumu, mitokondrilerde krista kayb1, diiz endoplazmik retikulum
azalmast (SER) tespit edilmistir (Sekil 10A, 10B). Bazi spermatogonyum ve spermatidlerin
sitoplazmalarinda vakuol olusumu, mitokondrilerde dis membranda kalinlagsma, diiz endoplazmik
retikulum azalmasi, niikleuslarinda kromatin goriiniimiinde farklilagmalar goriilmistiir (Sekil
10A, 10C, 10D). Seminifer tiibiil bazal membranlarinda izlenen ondiilasyonlarin da tiibiil epitel
hiicrelerinde izlenen bu dejenerasyonlar sebebiyle meydana geldigi diisiincesindeyiz (Sekil 8C,
8D; 10A).
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Sekil 8. Kontrol ve diyabet grubu testis kesitlerinde; A. Kontrol grubunda normal yapida
seminifer tiibiiller (*) ile interstisyel bag doku (») izlenmektedir, H-E, X200. B.
Kontrol grubuna ait, seminifer tiibiill epitelinde spermatogonyumlar (Sg),
spermatosit-I’ler (Stl1), spermatidler (Sd), spermler (S), Sertoli hiicreleri (Sc) ve
interstisyel alanda Leydig hiicreleri (Lc) izlenmektedir, H-E, X400. C. Diyabet
grubu testis kesitinde, seminifer tiibiillerde spermler (S) ve diyabetin sebep oldugu
histopatolojik degisiklikler izlenmektedir (—), H-E, X200. D. Diyabetik grubun
testis kesitlerinde, hiicrelerde organizasyon bozuklugu, ayrismalar (—) ve piknotik
hiicre niikleuslar1 (») dikkat cekmektedir, Sertoli hiicreleri (Sc), H-E, X400.
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Sekil 9. Kontrol grubu elektron mikroskopik goriintiilerinin izlendigi sekilde; A. Normal

yapida bazal membran (BM), peritiibiiller myoid hiicre (M), Sertoli hiicresi (Sc),
spermatogonyum (Sg), spermatosit-1 (Stl) ve niikleusu (N) izlenmektedir. B.
Normal yapida izlenen Sertoli hiicresi (Sc), niikleus (N), niikleolus (n), mitokondri
(m), graniiler endoplazmik retikulum (GER) ve elektron yogun cisimcikler (»)
goriilmektedir. C. Spermatosit-1 (Stl) sitoplazmasinda ¢ok sayida mitokondri (m),
graniiler endoplazmik retikulum (GER) ve diiz endoplazmik retikulum (SER)
izlenmektedir. D. Akrozomal (A) yapilariyla izlenen spermatidler (Sd),
mitokondriler (m), diiz endoplazmik retikulum (SER) ve elektron yogun cisimcikler
(») goriilmektedir. E. Liimene yakin konumlanmis bir erken spermatid (Sd),
liimende yer alan spermler (S), rezidiiel cisimcikler (—), vakuolizasyonlar (V) ve
elektron yogun cisimcikler (») izlenmektedir. F. Liimende yer alan spermler (S) ve
mikrotiibiil yapilarim iceren flagellumlar (fl) goriilmektedir. Kursun sitrat-uranil
asetat.
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Sekil 10. Diyabet grubu elektron mikroskopik goriintiilerinin izlendigi sekilde; A. Diizensiz

bazal membran (BM) yapisi ile birlikte, Sertoli hiicresinde (Sc) vakuoller (V),
spermatogonyum (Sg), dejenere olmus niikleuslariyla (N) spermatosit-1’ler (St1)
ve elektron yogun cisimcikler (») goriilmektedir. B. Sertoli hiicresinde (Sc)
elektron yogun cisimcikler (»), genis vakuoller (V), mitokondri (m) ve diiz
endoplazmik retikulum (SER) dikkat c¢ekmektedir. C. Spermatid (Sd)
sitoplazmasinda dejenere niikleus (N), vakuoller (V), mitokondriler (m), graniiler
endoplazmik retikulum (GER), diiz endoplazmik retikulum (SER) ve elektron
yogun cisimcikler (») izlenmektedir. D. Spermatogonyum (Sg) icerisinde vakuol
(V), az sayida mitokondri (m), diiz endoplazmik retikulum (SER) ve niikleus (N)
goriilmektedir. E. Spermatidler (Sd), mitokondri (m), ¢cok sayida vakuol (V) ve
elektron yogun cisimcik (P ) goriilmektedir. F. Liimende az sayida sperm (S),
spermlere ait mikrotiibiil yapilarini iceren flagellumlar (fl) ve rezidiiel cisimcikler
(—) izlenmektedir. Kursun sitrat-uranil asetat.
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TUNEL Bulgulan

Kontrol ve diyabet gruplarinda TUNEL metoduyla, apoptotik hiicreler gosterilmeye
calistlmigtir. Apoptozisin degerlendirilmesinde, “apoptotik hiicre indeksi” ve “apoptotik tiibiil
indeksi” olmak tizere iki farkli yontem kullanilmistir.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla kullanilan TUNEL reaksiyonuyla; kontrol
grubu testis kesitlerinde, seminifer tiibiillerde bulunan az sayida hiicrede pozitivite izlenmis ve
bunlarin 6zellikle spermatogonyumlar oldugu tespit edilmistir (Sekil 11A, 11B).

Ancak diyabet grubu testis kesitlerindeki seminifer tiibiillerde, spermatogonyumlarin yant
sira, spermatogenik seriye ait diger hiicrelerde de ¢ok sayida TUNEL pozitivitesi izlenmistir (Sekil
11C, 11D).
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Sekil 11. Kontrol ve diyabet grubu Tunel bulgularim gosteren sekilde; A. Kontrol grubuna
ait Tunel pozitif hiicreler izlenmektedir (—), X200. i¢sel sekil; negatif kontrol,
hematoksilen zit boyamasi, X400. B. Kontrol grubuna ait preparatta Tunel pozitif
spermatogonyum (Sg) goriilmektedir, X400. C. Diyabet grubunda Tunel pozitif
hiicreler izlenmektedir (—), X200. D. Diyabet grubuna ait kesitte Tunel pozitif
spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (Stl), spermatidler (Sd) ve Sertoli
hiicreleri (Sc) goriilmektedir, X400. Tunel ve hematoksilen zit boyamasi.
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Apoptotik hiicre indeksi degerleri, kontrol ve deney gruplari arasinda karsilastirildiginda;
diyabet grubu degerlerinin (34.75 + 3.37), kontrol grubuna (2.75 + 1.48) gore anlamli derecede
arttig1 gézlenmistir (P<0.001; Sekil 12A)

Apoptotik tiibiil indeksi degerlerine bakildiginda ise diyabet grubu degerleri (14.13 +2.32),
kontrol grubu degerlerine (3.25 + 1.83) gore istatistiksel anlamlilikla artmistir (P<0.001; Sekil
12B).

Apoptotik Hiicre indeksi Apoptotik Tiibiil Indeksi

— B m

A Kontrol Grubu Diyabet Grubu B Kontrol Grubu Divabet Grubu

Sekil 12. Kontrol ve diyabet gruplarinda Tunel indeks degerlerini gosteren sekilde; A.
Apoptotik hiicre indeksi. B. Apoptotik tiibiil indeksi. *Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmistir.

Immunohistokimya ve Western Blot Bulgulan

Bax, Bcl-2, KU70, SIRT1, SIRT6 immiinreaktiviteleri, histolojik skorlama yontemi ile
semikantitatif olarak degerlendirilmistir. Iimmiinreaktivite degerlendirmeleri; kesitlerin hangi grup
denege ait oldugunu bilen ve bilmeyen birer arastirici tarafindan, her bir hayvana ait testis
kesitinde, rastgele 5 alan segilerek, X200 biiylitme kullanilarak gergeklestirilmistir.

Kaspaz 3 preparatlarinin degerlendirilmesinde ise X200 objektif kullanilarak, her bir
denege ait preparatlardaki 5 farkli alanda, 1000 hiicre i¢inde bulunan immiinpozitif hiicre
sayilarina gore skorlama yapilmistir.

Bax, Bcl-2 ve kaspaz 3 ifadeleri immiinohistokimya, KU70, SIRT1 ve SIRT6 ifadeleri ise
hem immiinohistokimya hem de western blot yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Bax bulgulari: Tiim deneklere ait testis doku kesitlerinde sitoplazmik boyanma gosteren
Bax immiinreaktiviteleri incelendiginde; kontrol grubunda, seminifer tiibiillerdeki spermatogenik
hiicre serilerinde zayif boyanma oldugu gozlenmistir. Sertoli hiicrelerinde boyanma izlenmezken,
spermatogonyumlarda oldukg¢a zayif, diger spermatogenik seri hiicrelerinde ise hafif siddette
boyanma tespit edilmistir (Sekil 13A, 13B).
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Diyabet grubu Bax immiinreaktiviteleri incelendiginde ise Sertoli hiicrelerinde boyanma

goriilmemis, spermatogonyumlarda zayif boyanma g6zlenmis, spermatosit-l ve diger

spermatogenik seri hiicrelerinde orta siddette boyanma izlenmistir (Sekil 13C, 13D).

Diyabet grubunda Bax immiinreaktivitelerinin (234.38 + 18.48), kontrol grubuna (121.13
+ 7.18) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikseldigi belirlenmistir (P<0.001, Sekil 15A).

Sekil 13.
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Kontrol ve diyabet gruplarina ait Bax sitoplazmik immiinreaktivitelerinin
goriilldiigii sekilde; A. Kontrol grubunda immiinpozitif hiicreler oklarla
isaretlenmis olarak izlenmektedir (—), X200. Icsel sekil; negatif kontrol,
hematoksilen zit boyamasi, X400. B. Kontrol grubuna ait kesitte immiinpozitif
spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (Stl), spermler (S) goriilmektedir,
X400. C. Diyabet grubuna ait preparatta immiinpozitif hiicreler oklarla
belirtilmistir (—), X200. D. Diyabet grubunda immiinpozitif spermatogonyumlar
(Sg), spermatosit-I’ler (St1), spermatidler (Sd), spermler (S) izlenmektedir. Her iki
grupta da, Sertoli hiicrelerinde (Sc) immiinreaktivite goriilmemistir, X400. Bax ve
hematoksilen zit boyamasi.

Bcl-2 bulgulari: Seminifer tiibiillerdeki hiicrelerde, sitoplazmik boyanma gosteren Bel-2

immiinreaktivitesine bakildiginda; kontrol grubuna ait testis doku Kkesitlerinde, seminifer

tiibiillerdeki hiicre serilerinde orta ve yogun derecede sitoplazmik boyanma oldugu gézlenmistir.

Spermatogonyumlarda zayif, spermatosit-1 hiicrelerinde orta siddette sitoplazmik immiinreaktivite

izlenirken, Sertoli hiicrelerinde boyanma goriilmemistir (Sekil 14A, 14B).
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Diyabet grubu testis kesitlerinde ise spermatogonyumlarda ve Sertoli hiicrelerinde
boyanma izlenmemis, diger seri hiicrelerinde zayif siddette boyanma gozlenmistir (Sekil 14C,
14D). Bcl-2 immiinreaktivitesi diyabet grubu degerleri (113.13 + 5.93), kontrol grubuna (204.38
+ 4.95) gore istatistiksel anlamlilikla azalmistir (P<0.001, Sekil 15B).
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Sekil 14. Kontrol ve diyabet gruplarinda Bcl-2 immiinreaktivitelerinin izlendigi
mikrograflarda; A. Kontrol grubuna ait kesitte immiinpozitif hiicreler oklarla
belirtilmistir (—), X200. I¢sel sekil; negatif kontrol, hematoksilen zit boyamasi,
X400. B. Kontrol grubunda immiinpozitif spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-
I’ler (St1), spermatidler (Sd), spermler (S) sekildeki gibidir, X400. C. Diyabet
grubuna ait preparatta immiinpozitif hiicreler oklarla gosterilmistir (—), X200. D.
Diyabet grubunda immiinpozitif spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (St1),
spermatidler (Sd), spermler (S) izlenmektedir, X400. Bcl-2 ve hematoksilen zit
boyamasi1 uygulanan preparatlarda Sertoli hiicrelerinde (Sc) immiinreaktivite
goriilmemistir.

Bax/Bcl-2 orani ¢alisilan dokulardaki hiicrelerin apoptozise gidip gitmeyecegine karar
vermede oldukg¢a sik kullanilan bir yontemdir. Eger Bax ifadesi artarsa, hiicre apoptozise
yonelecek; Bcl-2 ifadesi artarsa, hiicre hayatta kalacaktir. Bu amagla; Bax/Bcl-2 oranimi

inceledigimizde, bu oranin diyabet grubunda (2.07 + 0.204) kontrol grubuna (0.59 + 0.38) gore
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anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0.001, Sekil 15C). Bu durum bize diyabet

grubunda apoptozise egilimli hiicrelerin anlamli olarak arttigin1 géstermektedir.
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Sekil 15. Kontrol ve diyabet gruplarina ait Bax, Bcl-2 grafiklerinin izlendigi bu sekilde; A.
Bax immiinreaktivite degerleri. B. Bcl-2 immiinrektivite degerleri. C. Bax/Bcl-2
oram grafigini gostermektedir. *Kontrol grubu ile karsilastirlldignda, P<0.05
anlamh kabul edilmistir.

Kaspaz 3 bulgulari: Her iki gruba ait testis doku Kesitlerinde, kaspaz 3
immiinreaktiviteleri incelendiginde, hiicresel lokalizasyonunun hem niikleer hem de sitoplazmik
oldugu goriilmiistiir.

Kontrol grubu testis doku Kesitlerinde, az sayida hiicrede boyanma oldugu goriilmiis,
spermatogenik seri hiicrelerinde ve Sertoli hiicrelerinde hafif siddette boyanma izlenmistir (Sekil
16A, 16B).

Ancak diyabetik grubun testis preparatlarina bakildiginda, seminifer tiibiillerde ¢ok sayida
immiinpozitif hiicre tespit edilmistir (Sekil 16C, 16D).

Her iki grup testis doku kesitlerinde kaspaz 3 immiinreaktivitesi genellikle sadece
spermatogonyum ve Sertoli hiicrelerinde gozlenmistir.

Gruplar aras1 kaspaz 3 immiinreaktivite degerleri karsilastirildiginda; diyabet grubu
degerlerinin (16.75 + 1.9), kontrol grubuna (7.5 + 1.3) gore anlamli olarak yiiksek oldugu
saptanmugtir (P<0.001, Sekil 16E).
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Her iki grupta da interstisyel alanlarda yer alan bazi hiicrelerdeki immiinreaktivite
belirgindir (Sekil 16). Ancak diyabetik grup testis kesitlerinde, interstisyel sahalarda
immiinreaktivite gosteren hiicre say1 ve yogunluk artisi, histolojik bir skorlama yapmamamiza

ragmen dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 16. Kontrol ve diyabet gruplarinda kaspaz 3 immiinreaktiviteleri ve grafiginin
bulundugu sekilde; A. Kontrol grubuna ait mikrografta immiinpozitif hiicreler
gosterilmistir (—), X200. I¢sel sekil; negatif kontrol, hematoksilen zit boyamasi,
X400. B. Kontrol grubunda immiinpozitif spermatogonyumlar (Sg), Sertoli
hiicresi (Sc) izlenmektedir, X400. C. Diyabet grubuna ait kesitte immiinpozitif
hiicreler goriilmektedir (—), X200. D. Diyabet grubunda immiinpozitif
spermatogonyumlar (Sg) ve Sertoli hiicresi (Sc) izlenmektedir, X400. E. Kaspaz 3
immiinreaktivite grafigi sekildeki gibidir. Kaspaz 3 ve hematoksilen zit boyamasu.
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmistir.
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KU70 bulgulari: Testis kesitlerinde KU70 hiicresel lokalizasyonunun hem niikleer hem
de sitoplazmik olmasi dikkat ¢ekmistir.

Kontrol grubuna ait testis doku kesitlerinde KU70 immiinreaktiviteleri incelendiginde,
spermatogonyum ve Sertoli hiicrelerinde oldukga az hiicrede boyanma tespit edilmis, spermatosit-
I’lerde ve diger spermatogenik seri hiicrelerinde zayif ve orta siddette boyanma izlenmistir (Sekil
17A, 17B).

Diyabet grubu testis kesitlerine bakildiginda ise seminifer tiibiillerdeki hiicrelerde, genel
olarak orta ve yogun siddette boyanma gozlenmistir. Sertoli hiicrelerinde zayif siddette boyanma
izlenirken, spermatogonyumlarda, spermatosit-I’lerde ve diger spermatogenik seri hiicrelerinde
orta ve yogun siddette boyanma belirlenmistir (Sekil 17C, 17D).

KU70 immiinreaktivitesi diyabet grubu degerleri (248.75 =+ 5.82), kontrol grubu
degerlerine (106.88 £ 5.30) gore istatistiksel anlamlilikla yiiksek bulunmustur (P<0.001).

Western blot teknigi uygulanan kontrol ve diyabet grubu testis dokularinda, KU70 protein
ifadesi degerleri karsilastirildiginda; diyabet grubu degerlerinin (1.17 + 0.16), kontrol grubu
degerlerine (0.64 + 0.17) gore anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir (P=0.004; Sekil 17E, 17F).

Elde ettigimiz verilere gore immiinohistokimya ve western blot analiz sonuglarimiz

birbiriyle uyumludur ve KU70 ifadesinin diyabetik testis dokularinda arttig1 agikca goriilmektedir.
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Sekil 17. KU70 immiinreaktivitesinin ve western blot degerlerinin izlendigi bu sekilde; A.
Kontrol grubuna ait kesitte immiinpozitif hiicreler oklarla isaretlenmistir (—),
X200. fgsel sekil; negatif kontrol, hematoksilen zit boyamasi, X400. B. Kontrol
grubunda immiinpozitif spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (Stl),
spermatidler (Sd) ve Sertoli hiicresi (Sc) izlenmektedir, X400. C. Diyabet grubuna
ait preparatta immiinpozitif hiicreler goriilmektedir (—), X200. D. Diyabet
grubuna ait mikrografta immiinpozitif spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler
(St1), spermatidler (Sd) ve Sertoli hiicresi (Sc) sekildeki gibi belirtilmistir, X400. E
ve F. KU70 western blot bantlarini ve grafigini gostermektedir. Molekiiler agirhk
(MA). KU70 ve hematoksilen zit boyamasi. *Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
P<0.05 anlamlh kabul edilmistir.
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SIRT1 bulgulari: Testis doku kesitlerinde SIRT1 immiinreaktiviteleri incelendiginde,
hiicresel lokalizasyonunun niikleer ve sitoplazmik oldugu gézlenmistir.

Kontrol grubuna ait testis doku kesitlerinde; cok sayida hiicrede immiinreakivite
izlenmistir. Sertoli hiicrelerinde boyanma goriilmezken, spermatogonyum, spermatosit-1’ler ve
diger spermatogenik seri hiicrelerinde orta ve yogun siddette boyanma saptanmistir (Sekil 18A,
18B).

Diyabet grubu testis kesitlerine bakildiginda; seminifer tiibiillerde genel olarak zayif
siddette immiinreaktivite goriilmistiir. Spermatogonyumlarda zayif derecede boyanma izlenirken,
Sertoli hiicrelerinde boyanma tespit edilmemistir (Sekil 18C, 18D).

SIRT1 immiinreaktivitesi diyabet grubu degerlerinin (98.75 + 7.44), kontrol grubu
degerlerine (193.13 £ 4.58) gore anlamli olarak diistik oldugu goriilmiistiir (P<0.001).

Testis dokularindaki SIRT1 ifadesi western blot analiziyle degerlendirildiginde; diyabet
grubu degerlerinin (0.68+0.19), kontrol grubuna (1.33+0.48) gore istatistiksel anlamlilikla azaldig
belirlenmistir (P=0.004; 18E, 18F).

Immiinohistokimya ve western blot analiz sonuglarinin birbirine paralel oldugu ve her iki

analizde de SIRT1 ifadesinin, diyabetik testis dokularinda anlamli olarak diistiigii tespit edilmistir.
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Sekil 18. SIRT1 bulgularinin izlendigi gorselde; A. Kontrol grubunda immiinpozitif
hiicreler oklarla belirtildigi gibidir (—), X200. I¢sel sekil; negatif kontrol,
hematoksilen zit boyamasi, X400. B. Kontrol grubuna ait kesitte immiinpozitif
spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (Stl1), spermatidler (Sd), spermler (S)
izlenmektedir, X400. C. Diyabet grubunda immiinpozitif hiicreler goriilmektedir
(—), X200. D. Diyabet grubuna ait mikrografta immiinpozitif spermatogonyumlar
(Sg), spermatosit-I’ler (St1), spermatidler (Sd), spermler (S) izlenmektedir, X400.
Her iki grupta da, Sertoli hiicrelerinde (Sc) boyanma izlenmemistir. E ve F. SIRT1
western blot bant ve grafigini gostermektedir. Molekiiler agirhk (MA). SIRT1 ve
hematoksilen zit boyamasi. *Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh
kabul edilmistir.
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SIRT6 bulgulari: SIRT6’nin testis doku kesitlerindeki hiicresel lokalizasyonunun hem
niikleer hem de sitoplazmik oldugu gortilmiistiir.

Kontrol grubu testis doku kesitlerinde, yogun siddette SIRT6 immiinpozitif hiicreler
izlenmistir. ~ Sertoli  hiicrelerinde zayif ve orta derecede boyanma izlenirken;
spermatogonyumlarda, spermatosit-I’lerde ve diger spermatogenik hiicrelerde orta ve yogun
derecede boyanma tespit edilmistir (Sekil 19A, 19B).

Diyabetik grubun testis preparatlarindaki seminifer tiibiillerde, immiinreaktivitenin
boyanma siddetinin daha zayif oldugu goriilmiistiir. Spermatogonyum ve Sertoli hiicrelerinde
zayif immiinpozitivite izlenmis, diger seri hiicrelerinde zayif ve orta derecede boyanma oldugu
belirlenmistir (Sekil 19C, 19D).

SIRT6 immiinreaktivitesi diyabet grubu degerlerinin (64.63 + 7.44), kontrol grubu
degerlerine (145.88 + 8.56) gore anlamli olarak diisiik oldugu saptanmigtir (P<0.001).

Western blot teknigi uygulanan testis dokularinda, SIRT6 protein ifadeleri
karsilastirildiginda; diyabet grubu degerlerinin (0.70 + 0.22), kontrol grubu degerlerine (1.88
+0.40 ) gore anlamli olarak azaldig tespit edilmistir (P<0.001; Sekil 19E, 19F).

SIRT6 ifadesinin hem immiinohistokimyasal hem de western blot analiz sonuglarinda,
birbirine uyumlu sekilde diyabetik testis dokularinda istatistiksel anlamlilikla azaldig:

belirlenmistir.
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Sekil 19. Kontrol ve diyabet grubu SIRT6 bulgularimin goriildiigii sekilde; A. Kontrol
grubuna ait mikrografta immiinpozitif hiicreler izlenmektedir (—), X200. icsel
sekil; negatif kontrol, hematoksilen zit boyamasi, X400. B. Kontrol grubunda
immiinpozitif spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (St1), spermatidler (Sd),
spermler (S), Sertoli hiicresi (Sc) sekildeki gibi goriilmektedir, X400. C. Diyabet
grubuna ait preparatta immiinpozitif hiicreler oklarla gosterilmistir (—), X200. D.
Diyabet grubuna ait kesitte immiinpozitif spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-
I’ler (Stl), spermatidler (Sd), spermler (S), Sertoli hiicresi (Sc) izlenmektedir,
X400. E ve F. SIRT6 western blot bant ve grafigini gostermektedir. Molekiiler
agirhk (MA). SIRT6 ve hematoksilen zit boyamasi. *Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmistir.
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TARTISMA

Diyabetin baslica komplikasyonlar1 arasinda; noropati, retinopati, nefropati, mikro ve
makrovaskiiler patolojiler bulunmaktadir. Infertilite acisindan bakildiginda; gerek Tip 1 gerekse
Tip 2 diyabetin erkeklerde anormal sperm iiretimine ve seksiiel disfonksiyona neden oldugu,
sperm say1, hareketlilik ve morfolojisinde olumsuz degisimlere sebep olarak, subfertilite/infertilite
olgularinda artisa yol agtig1 yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur (1, 4, 10, 76, 162).

Calismamizda STZ uygulanan deneklerin, kan glukoz diizeyleri 250 mg/dl’den fazla
olanlar, diger deneysel diyabet olusturulan ¢alismalarda oldugu gibi diyabetik kabul edilmislerdir
(10, 93, 125, 163).

Diyabetik erkekler ve denekler {izerinde yapilan ¢alismalar diyabetin; hipotalamus-hipofiz-
testis aksini etkileyerek, testosteron sentez ve sekresyonunu diistirdiigiinii géstemektedir (7, 163-
166). Bunun disinda, prostat glandiiler hacimde artis, spermatogenezisde ve sperm kalitesinde
azalma, erektil disfonksiyon, retrograd ejekiilasyon ve libido azalmasi gibi durumlar da diyabet
caligmalari ile ortaya konulmustur (10, 12, 73, 167).

Diyabetik siganlarin serum testosteron diizeylerinde diistisle birlikte, seminifer tiibiillerdeki
spermatogenik hiicrelerin sayisinin azalmasi Ve dejenerasyonlari sonucunda, seminifer tiibiil
caplarinda da ciddi degisimlerin meydana geldigini gosteren ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir
(11, 83, 168-173). Bu calismalar gibi bizim ¢alismamizda da, diyabet grubu serum testosteron
diizeylerinde ve seminifer tiibiil ¢aplarinda, kontrol grubuna goére anlamli bir azalma meydana
gelmistir (13, 76, 83, 155).

Calismamizda; Cai ve ark. (174), Oztiirk ve ark. (175), Altay ve ark. (176), Amaral ve ark.
(10), Sadik ve ark. (155), Koroglu ve ark. (84), Bozdemir ve ark. (74), Bayram ve ark. (76), Ersoy

ve Kizilay’in (13) ¢alismalarina paralel sekilde, diyabetik testis doku kesitlerinde seminifer
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tiibiillerde; spermatogenik seri hiicrelerinin diziliminde bozulma, hiicre kaybi, anormal
spermatogenez ve genellikle liimene yakin konumlanmis dev hiicreler gézlenmistir. Sertoli hiicre
dejenerasyonu sebebiyle, germinal epitelde yer yer genis vakuollerin ortaya ¢iktig1 gorilmiistiir.

Diyabette bazi seminifer tiibiillerde atrofi, seminifer epitelin hiicre tabaka sayisinda azalma
ve bazal membranlarda kalinlasma oldugunu gésteren ¢alismalar bulunmaktadir (12, 172, 175,
177, 178). Cameron ve ark. (177)’mn c¢alismasinda; tiibiil beslenmesinin, diyabete bagl olarak
kapiler ve seminifer tiibiil bazal membranlarinda meydana gelen kalinlagsmayla bozuldugu
bildirilmistir. Oztiirk ve ark. (175) ise diyabete bagli olarak Leydig hiicre disfonksiyonu ile birlikte
testosteronun azalmasi ve tiibiil bazal membranlarindaki kalinlasma sebebiyle, testosteronun tiibiil
icerisine difflizyonunun zorlagmasinin, spermatogenezin siirekliligini engelleyebilecegini ileri
surmustur.

Diyabetik testis dokusunun elektron mikroskopik olarak incelendigi ¢aligmalarda bizim
bulgularimiza benzer sonuglar bulunmaktadir. Trindade ve ark. (12)’mn 2013 yilinda yaptiklari
calismada, alloksanla diyabet olusturulmus sicanlarin testis dokularinda histopatolojik ve
ultrastriiktiirel incelemeler sonucunda seminifer tiibiillerde diizensiz bazal membran yapisi, Sertoli
hiicreleri ve spermatogonyumlarin yapisinda bozulmalar ile ozellikle Sertoli hiicre
sitoplazmalarinda vakuol olusumu kaydedilmistir. Spermatogonyum ve spermatositlerde,
kromatin yogunlagsmas1 ve apoptotik niikleus goriiniimii bulgular arasindadir. Neredeyse tiim
spermatogenik seri hiicrelerinde dejenerasyonlar, lipid ve elektron yogun madde birikimine dikkat
¢ekilmis, bu hiicrelerde ¢ok sayida dejenere olmus mitokondri bulundugu kaydedilmistir. Kéroglu
ve ark. (84)’mn caligmalarinda, spermatogenik hiicrelerde dejenerasyona ek olarak, akrozomal
yapilarda ve spermlerin kuyruklarinda deformasyon gordiiklerini belirtmiglerdir. Bu alanda
yapilan diger c¢aligmalara bakildiginda; seminifer tiibiil bazal membranlarinda kalinlasma ve
diizensizlik, Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyonlarin yani sira, diiz endoplazmik retikulumlarin
yapilarinda bozulmalar goriilmistiir. Spermatogenik seri  hiicrelerin de niikleuslarinda
yogunlagsma, mitokondri ve diiz endoplazmik retikulum yapilarinda bozulmalar kaydedilmistir.
Mitokondri sayisinda azalmayla birlikte, organelin seklinde degisim, krista yapisinda
diizensizlikler gorilmistiir (83, 85-88). Trindade ve ark. (12) ile Kianifard ve ark. (83), Sertoli
hiicrelerinde goriilen vakuolizasyonlarin ve diiz endoplazmik retikulum azalmasinin, bu hiicrelerin
fonksiyonlarmi ve spermatogenez siirecini olumsuz etkiledigini ileri stirmiislerdir. Diyabete bagl
olarak goriilen mitokondri dejenerasyonu ve sayilarindaki azalmanin; spermatogenik hiicrelerde
ATP tretiminde yetersizlige ve ROS iiretiminde artisa sebep olarak, infertiliteye yol agabilecegi
belirtilmistir (12, 83). Infertilitenin altinda yatan sebepler incelendiginde, mitokondrilerdeki

dejenerasyonun biiyiik rol oynadigi goriilmektedir. Mitokondri dejenerasyonuna bagli olarak,
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spermatogenik seri hiicrelerinin sitoplazmalarinda elektron yogun cisimcik ve lipofuskin birikimi
artmakta, bu da ROS’un yiikselmesine sebep olmaktadir. Artan ROS ise lipid peroksidasyonuna
neden olarak, hiicrelerde dejeneratif etki gostermektedir (12, 83, 85).

Diyabet sonucu, ROS’un asir1 iiretimi ve antioksidan savunma etkinliginin azalmasi
nedeniyle, oksidatif stresin arttigi ve buna bagli olarak lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin
oksidasyonu, mitokondriyal DNA mutasyonu ve hasar1 ¢alismalarda rapor edilmistir. Diyabetle
iligkili oksidatif stres, azalmig testikiiler mitokondriyal disfonksiyonu da igerebilen, cinsel islev
tizerindeki bir¢ok degisikligin tetikleyicisi olabilir. Hiicre igerisinde biriken ROS’lar, apoptozisi
hizlandirarak, sperm hareketliligi ve morfolojisi iizerinde negatif etki olusturur. Hiperglisemi, hem
enerji liretimine hem de serbest radikal metabolizmasina etki ederek, sperm konsantrasyonu ve
hareketliliginde degisime sebebiyet verir (8, 10, 179).

Oksidatif stresin testis dokusuna etkilerinin incelendigi caligmalarda, diyabete bagli
testikiiler disfonksiyon ile apoptozis arasinda iliski oldugu belirtilmis, hiperglisemi sonucu ROS
artis1 ve devaminda gelisen oksidatif stresin, apoptozisi indiikledigi ileri stiriilmiisttir (74, 76, 174,
179). ROS ve apoptozis arasindaki mekanizmayi anlamaya yonelik ¢aligmalar siiregelmektedir.
Bu anlamda apoptotik sinyal yolaklar1 ve buralarda rol oynayan faktorler, enzimler ve proteinler
biiyiik 6nem tasimaktadir. Protein Kinaz C (PKC) aktivasyonu-oksidatif stres iliskisini inceleyen
bir calismada, PKC iliskili nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz mekanizmasi
inhibe edildiginde, diyabete bagli oksidatif streste onemli Ol¢lide azalma oldugu gorilmiistiir
(180). Baska bir ¢alismada ise NADPH inhibitorii olan ‘Aposin’ ile ROS artiginin bloke edildigi
ve germ hiicre apoptozisinde biiyiik 6l¢tide azalma oldugu belirtilmistir (181).

Apoptozisin diizenlenmesinde, Bcl-2 ailesi ve kaspazlar 6nemli rol oynar. Bcl-2 ailesinin
proapoptotik iiyelerinden Bax, apoptotik siiregte kritik rol oynayan proteinlerden biridir (7, 16,
182). Intrensek yolakta, Bax, Bak’1 aktiflestirir. Sonrasinda gelen bir dizi reaksiyon sonucunda
kaspaz-3, kaspaz aktive edici DNaz’1 serbestlestirir. Kaspaz aktive edici DNaz, niikleusta kromatin
yogunlagmasina ve DNA’nin niikleozomal alt birimler halinde fragmante olmasina neden olur (14,
174). Calismamizda diyabetik gruplardaki Bax immiinreaktivitesi sonuglari, diger ¢alismalarla
benzerlik gostermektedir. Ghosh ve ark. (171) ile Ding ve ark. (87) yaptiklar1 ¢alismalarda, Bax
ifadesinin diyabetik testikiiler dokularda anlaml sekilde arttigin1 ve Bax’in apototik siirecte rol
adigini ifade etmislerdir. Liu ve ark. (161) tarafindan yapilan bir ¢alismada da Bax ifadesinin
diyabetik testis dokularinda arttig1 ve diyabetik testislerde goriilen hasar mekanizmasinda, Bax
ifadesinin artmasimin 6nemli oldugu ileri siirlilmistiir. Diyabetik testikiiler dokularda Bax

ifadesinin anlamli sekilde arttifi ve apoptotik yolakta rol aldigi baska caligmalarla da
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onaylanmustir (7, 179, 183, 184). Tiim bu ¢alismalar; apoptotik siiregte Bax proteininin oldukca
onemli rol oynadigini ve diyabete bagli apoptoziste one ¢iktigin1 gostermektedir.

Bcl-2 ailesinin antiapoptotik iyeleri, Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1"dir. Bcl-2; her hiicrede
mitokondrinin i¢ membraninda bulunan bir proteindir ve giiglii bir apoptozis inhibitoriidiir. Bcl-2;
sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya gegisini bloke ederek, serbest radikal {iretiminin
azalmasina neden olur, dolayisiyla antioksidan bir 6zellige de sahiptir (14, 82, 185). Bax ve Bcl-
2 proteininin gen ifadesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile degerlendirildigi bir
calismada, diyabetik sicanlarin testis dokularinda Bax geninin ifadesinde anlamli artig, Bcl-2
geninin ifadesinde ise 6nemli bir azalma gozlenirken, Bax/Bcl-2 oraninin anlamli bir sekilde arttig1
ifade edilmistir (155). Iirtegiin ve ark. (185) tarafindan yapilan ve diyabetik testis dokusunda Bcl-
2 ifadesinin hem immiinohistokimya hem de western blot yontemiyle incelendigi ¢alismada ise
diyabetik testis dokularinda Bcl-2 ifadesinin, kontrol deneklere gére anlamli sekide azaldigi
saptanmistir. Baska bir calismada ise diyabetik sicanlarin testis dokularinda, western blot
yontemiyle Bcl-2 ailesine ait proteinlerin (Bcl-2, Bcl-X., Bax ve Bad) ifadeleri arastirilmus,
antiapoptotik proteinlerinin ifadelerinde, diyabetik grupta kontrole gore anlamli bir azalma
gortiliirken, proapoptotik proteinlerin ifadeleri diyabetik grupta artmistir (184). Bulgularimizin
benzer oldugu diger bir¢ok ¢alismada da, Bcl-2 ifadesinin antiapoptotik yolakta rol oynadigi ve
diyabetik dokularda anlaml sekilde azaldig1 gosterilmektedir (32, 155, 161, 179, 183). Bax/Bcl-
2 orani, bilindigi iizere hiicrelerin apoptoza gidip gitmeyecegini saptamada kullanilan 6nemli bir
bulgudur. Bu oran; 1’den biiyiikse, hiicrenin apoptoza gidecegini gostermektedir. Hiicrede hangi
proteinler fazla ise hiicre o tarafa meyillidir. Calismamizda Bax/Bcl-2 oraninin, diger calismalara
paralel sekilde anlamli olarak arttig1 gériilmiistiir (32, 155, 161, 171, 186).

Kaspaz 3, apoptotik yolakta kritik rol {istlenen ve dokularin apoptozise gitme egilimini
gosteren bir diger belirtegtir. Efektor kaspazlar grubundan olan kaspaz 3; kaspaz aktive edici
DNaz’1 serbestlestirerek, niikleusta kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin niikleozomal alt
birimler halinde fragmante olmasina neden olur. DNA tamiri ve replikasyonu icin gerekli
enzimleri inaktive eder (14, 79, 187). Calismamizda elde ettigimiz bulgular, immiinohistokimyasal
ve western blot analizleri ile kaspaz 3 immiinreaktivitesinin degerlendirildigi baska ¢alismalar ile
benzerdir (32, 76, 179, 186, 188). Bayram ve ark. (76)’in yaptiklari ¢alismada, kaspaz 3
immiinreaktivitesinin diyabet grubunda anlamli olarak arttig1 ve 6zellikle Sertoli hiicrelerinde de
ekspresyon goriildiigii ifade edilmistir. Benzer sekilde Khamis ve ark. (186) yaptiklar1 ¢calismada,
diyabetik testikiiler dokuda kaspaz 3 mRNA ifadesinin anlamli sekilde yiikseldigini
gostermiglerdir. Koh (179) ise kaspaz 3 ifadesini diyabetik testis dokularinda, western blot

yontemiyle analiz etmis ve diyabetik gruplarda anlamli olarak arttigini, artan kaspaz 3 ifadesinin,
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kaspaz ile aktive edilmis DNaz aktivasyonunu indiikledigini ve bunun da DNA fragmantasyonuna
neden oldugunu gostermislerdir.

TUNEL yontemi, hiicrede apoptozisin son asamasinda meydana gelen DNA kiriklarina
bagli olarak, kirilan DNA parcaciklarinin 3'-OH uglarini belirlemede siklikla kullanilmaktadir
(14, 17,82,179, 184). Calismamizda TUNEL yontemi kullanilarak ‘apoptotik hiicre’ ve ‘apoptotik
tiibiil” indeksleri degerlendirildiginde, diger ¢alismalarda oldugu gibi diyabetik testis dokularinda
anlamli bir artis goriilmiistiir. Bu bulgularimiz da daha onceki ¢alismalarla ortiismektedir (13, 76,
81, 189, 190).

DNA tamir mekanizmalarinda rol oynayan birgok proteinden biri olan KU70; DNA cift
zincir kiriklarinda, NHEJ yolaginda goérevli bir proteindir. KU proteinlerinin DNA tamiri diginda;
hiicre sinyali, proliferasyon, replikasyon, transkripsiyon aktivasyonu ve apoptoziste gorevli
oldugu bilinmektedir. KU70; Bax aktivitesini baskilayarak, apoptozisin diizenlenmesinde gorev
almaktadir. Hiicre i¢inde hem niikleusta hem de sitoplazmada lokalizedir (21-23). Testisler disinda
beyin, plasenta ve meme bezleri gibi dokularda da ifade edildigi belirtilmektedir (157).

Calismamizda, kontrol grubuna ait testis dokularinda KU70’in hiicresel lokalizasyonun,
hem niikleer hem de sitoplazmik oldugu gériilmiistiir. Immiinohistokimya ve western blot
yontemleriyle, diyabetik testis dokularinda arttigini tespit ettigimiz KU70 ifadesinin incelendigi
bir baska calismaya literatiirde rastlanmamigtir. KU70 {izerine yapilan az sayidaki diyabet
calismalarina bakildiginda, Tungdemir ve arkadaslarmin (93) yaptiklari diyabetik nefropati
calismasinda KU70 ifadesinin; diyabetik grupta, kontrol grubuna goére anlaml sekilde arttigini
belirtmislerdir. KU70’in incelendigi baska bir hiperglisemik apoptozis ¢aligmasinda,
hiperglisemik ortamda kiiltiire edilen fare dorsal kok gangliyonu ndronlarina, bupivakain isimli
anestezik madde verilmistir. Arastirmada hipergliseminin; DNA-PKcs’yi inaktive ederek, KU70
inhibisyonuna sebep oldugu, sonug olarak DNA hasarina ve apoptozise yol a¢tig1 ileri siiriilmiistiir
(92). Hiperglisemik ortamda kardiyomiyosit hiicre kiiltiiriinde KU70 ifadesinin incelendigi bir
baska calismada; hipergliseminin KU70 asetilasyonunu yiikselttigi ve buna bagli olarak Bax
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Tedavi uygulanan gruplarda ise KU70 asetilasyonunun
azalarak, KU70/Bax baglantisinin arttigin1 ve apoptozisin inhibe edildigini ortaya koymuslardir
(26).

Diyabetik gruplarda ifadesi artan KU70’in apoptotik yolakta 6nemli bir rolii olabilecegi
diistintilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, KU70’in sitoplazmada Bax’a baglanarak, Bax’i
mitokondriden izole edip, por olusumunu engelledigi ve apoptozisi bloke ettigi ifade edilmektedir.
Buna gore KU70’in interensek yolakta apoptozisin inhibisyonunda 6nemli bir rol iistlendigi ileri

strilmektedir (21, 91, 188, 191).
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Hada ve ark. (25) tarafindan yapilan bir ¢alisma, KU70’in fonksiyonlar1 konusunda ilging
veriler ortaya koymustur. Buna gére KU70; bir yandan DNA tamirinde gorev alip, diger yandan
sitoplazmada Bax’1 serbest birakarak, apoptozisi indiiklemektedir. Calismada, radyasyon verilen
noroblastoma hiicrelerinde, radyasyon uygulamasindan sonra asetillenen KU70, sitoplazmadan
niikleusa tasinmis ve DNA tamir aktivitesini diisiirerek, apoptozisi daha fazla indiiklemistir. Bu
calismada, sitoplazmik KU70’in niikleusta etkin olmasinin, bu hiicrelere 6zgii olabilecegi ifade
edilmistir. KU70’in fonksiyonlarinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in, daha fazla kantitatif
arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada diyabetik testis dokularindaki etkinligini arastirdigimiz diger proteinler
SIRT1 ve SIRT6’dir. SIRTL; p53, p73, E2F1 ve KU70 gibi proteinleri hedefleyerek, apoptoziste
kritik bir rol oynamaktadir. Buna gore SIRT1; p53°i, lizin amino asit kalintilarindan deasetilize
ederek, transkripsiyonel etkinligini azaltir, oksidatif strese ve DNA hasarlarina karsi hiicrede
apoptozisi baskilar. Ayrica hiicre dongiisii diizenleyicisi olan E2F1’i inhibe ederek, apoptozisi
inhibe eder. p73’iin transkripsiyonel etkinligini baskilayarak, p73 aracili apoptozisi engeller. Diger
taraftan FOXO4 ile interaktif hareket ederek, kaspaz 3 ve kaspaz 7’yi baskilar ve apoptotik
etkinliklerini bloke eder (22, 29, 30, 91).

Calismalarda insiilin metabolizmasi lizerinde de etkili oldugu goriilen SIRT1’in pankreas
B hiicrelerinde asir1 ifade edildiginde, insiilin sekresyonunu ve ATP iiretimini arttirdigi
gosterilmistir. SIRT1’in bazi1 hedef proteinleri deasetilize ederek, glikoneogenezisi azaltip,
glikolizisi inhibe ettigi belirlenmistir. SIRT1 geninin baskilanmasinin, oligozoospermi,
teratozoospermi ve ovulasyon bozukluklarina sebep oldugu da gortilmistiir (29, 34, 35, 94, 96,
158). McBurney ve ark. (127)’in farelerde yaptiklari bir ¢alismada, spermatogenez siirecinde,
spermatositlerin yiiksek miktarda SIRT1 ifade ettigi ve SIRT1 geni susturuldugunda, sperm
anomalileri ve infertilite gortldigii belirtilmistir.

Embriyonik gelisimde SIRT1’in bir¢ok dokuda ifade edildigi belirtilmistir. Ogawa ve ark.
(128) tarafindan yapilan calismada; farelerde fetal donemde, noroepitelyum, dorsal kok
gangliyonu, trigeminal gangliyon, g6z, kalp, bobrek, testis, karaciger ve akciger dokularinda
SIRT1 ifadesi immiinohistokimyasal yontemle gosterilmis ve fetal gelisimde SIRT1 ifadesinin
onemli oldugu &éne siiriilmiistiir. Ozellikle embriyonik gelisimde testislerde, giiclii bir SIRT1
immiinreaktivitesi oldugu ifade edilmistir.

Mu ve ark. (130) tarafindan yapilan bir ¢alismada; yiiksek yagli diyetle obezite
olusturulmus fare testis dokularinda SIRT1 ve C1g/TNF iligkili protein 3 (CTRP3) protein ifadesi

incelenmis ve diyet gruplarinda her iki protein ifadesinin de azaldigi belirtilmistir. CTRP3’iin

56



antiapoptotik bir protein oldugu ve SIRTI1 aktivitesini indiikledigi 6ne siiriilmiis, testislerde
antiapoptotik bir rol alabilecekleri ifade edilmistir.

Diyabetik deneklerimizin testis dokularinda, immiinohistokimya ve western blot
yontemleriyle SIRT1’in azaldigini tespit ettigimiz bulgularimiz, SIRT1 ifadesinin incelendigi
caligmalarla benzerdir. Tip 1 diyabet olusturulan siganlarin testis dokularinda SIRT1
immiinreaktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada; diyabetik grupta, kontrol grubuna gére azalmig
SIRT1 ifadesine dikkat ¢ekilmistir. SIRT1 testislerde insiilin duyarliligini arttirmakta,
glukotoksisiteyi ise azaltmaktadir. PARP/SIRT]1 etkilesiminin, testikiiler apoptotik yolakta etkili
olabilecegi diistiniilmektedir (129, 192). 5 giin boyunca 50 mg/kg STZ verilerek, diyabetik grup
olusturulan baska bir ¢alismada ise SIRT1 ifadesi, quantitative real time PCR (gPCR), western
blot ve immiinohistokimyasal metodlarla incelenmis, yine bulgularimiza paralel sekilde testislerde
diyabetik grupta, SIRT1 ifadesinin azaldigi saptanmistir. Bu ¢alismada diyabetik testislerde, miR-
34a ifadesinin artt1ig1, SIRT1 ifadesinin azaldigi, dolayisiyla miR-34a’nin SIRT1’1 baskilayarak,
apoptozisi indiikledigi ileri stirtilmistiir (32).

Jiang ve ark. (111), fibroblast biiytime faktorii 21 (FGF21) geni susturulmus diyabetik fare
testis dokusunda SIRT1 protein ifadesini, western blot ve immiinfloresan metodlariyla incelemis,
SIRT1 ifadesinin diyabetik testis dokularinda azaldig: belirlenmistir. Calismada SIRT1 protein
ifadesinin, FGF21 tarafindan diizenlendigi ileri siiriilmistiir.

Zhao ve ark. (193) tarafindan yapilan ve ¢inko eksikliginin testise etkilerinin incelendigi
bir ¢aligmada, Tip 1 diyabet olusturulan fare testis dokularinda SIRT1 protein ifadesi, western blot
yontemiyle incelenmis ve diyabetik gruplarda anlamli olarak azaldigi belirtilmistir. Sonug olarak
cinkonun, diyabetik testis dokularinda SIRT1 ativitesini diizenledigini 6ne siirmiislerdir.

Deneysel diyabet olusturulan ratlarda, hipotalamus dokusunda PCR yo6ntemiyle SIRT1
mRNA’sinin incelendigi bir ¢aligmada, diyabet grubu deneklerde, kontrole gore istatistiksel olarak
bir azalma oldugu belirtilmistir (194).

Diyabetik sicanlarda olusturulan orta serebral arter okliizyonunda, SIRT1 ifadesi diyabetik
gruplarda azalmis, buna karsin tedavi gruplarinda artmistir. SIRT1’in burada néroprotektif bir etki
gosterdigi ve NF-kB’in transkripsiyonel etkisini azaltarak, protektif fonksiyon gordigi
belirtilmistir (117).

SIRT1/PGC1-o/MtTFA yolaginin etkilesiminin, diyabetik noropatiyi baskilayici bir rol
oynadig1 da ifade edilmistir (118). Ratlarda yapilan baska bir diyabetik noropati ¢alismasinda
SIRT1 ifadesinin, diyabetik gruplarda kontrole gore istatistiksel anlamlilikla azaldigi
gosterilmistir (119).
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SIRT1; diyabetik retinopatide oksidatif stresi azaltmakta ve anti-inflamatuar etki
gostermektedir. SIRT1 ifadesinin azalmasina bagl olarak; High mobility group box 1 (Hmgb1)
asetilasyonu artmakta, bu durum da diyabetik retinopatinin gelisiminde etkili olmaktadir (120).
SIRTI’in MMP-2 ve MMP-9’un aktivasyonlarin1 diizenledigi ve bu yolla, diyabete baglh
retinopatinin patogenezinde rol oynadigi belirtilmektedir (120). Diyabetik farelerde yapilan bir
retinopati ¢aligmasinda, SIRT1 ifadesi western blot analiziyle ve immiinohistokimyasal olarak
incelenmis, SIRT1’in diyabetik grupta kontrole gore anlaml sekilde azaldigi saptanmustir (121).
Sigan retinal endoteliyal hiicre kiiltiiriinde yapilan bagka bir ¢alismada ise hiperglisemik grupta,
SIRT1 ifadesinin azaldigi gosterilmistir. Hipergliseminin, PARP'1 aktive ederek, NAD+'n
tilkenmesine ve SIRT1 aktivitesinin inhibisyonuna yol agabilecegi ileri siirtilmustiir (123).

Calismalar SIRT1’in diyabetik bobreklerde; apoptozisi ve oksidatif stresi baskiladig,
apoptotik proteinlerin ve ¢esitli trankripsiyon faktorlerinin inhibisyonuna neden olarak, diyabetik
nefropatinin patogenezinde onemli bir rol oynadigini gostermektedir. Diyabetik nefropati
caligmalarina bakildiginda; diyabetik bobrek dokularinda SIRT1 ifadesindeki azalmanin, p53, NF-
kB, FOXO gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna sebep olarak, diyabetik nefropatinin
patogenezinde ve gelisiminde rolii olabilecegi one siiriilmektedir (31, 124-126).

Yapilan ¢aligmalarda SIRT1’in; KU70’i deasetilleyerek, KU70/Bax baglantisini sagladigi
ve apoptozisin inhibisyonunda onemli bir rol oynadig: ifade edilmektedir. Buna gore KU70’in
asetilasyonu; KU70/Bax baglantisin1 ortadan kaldirarak, Bax’in izole olmasina ve apoptozisin
indiiklenmesine neden olmaktadir. Apoptotik siirecin basinda; sitoplazmada SIRT1 tarafindan
deasetile edilen KU70 proteinleri, Bax proteinleri ile bag kurup, apoptozisi bloke etmektedir (133,
158, 188). Bu anlamda diyabetik grupta azalan SIRT1 ifadesinin, KU70/Bax baglantisinin
saglanamamasi ve sonu¢ olarak apoptotozisin inhibe edilememesine sebep oldugu
diistinilmektedir (161). Bu arastirmacilarin = vardigi teoriyi, bizim bulgularimiz da
desteklemektedir.

Calismamizda, diyabetik testis dokularindaki ifadesinin azaldigini belirledigimiz SIRT6;
DNA tamir mekanizmasinda, baz eksizyon tamiri yolaginda rol oynayan bir proteindir. Farelerde,
SIRT6 ifadesi baskilandiginda omurga egriligi, metabolik bozukluklar, olgunlasmadan yaslanma
gibi farkli durumlar bildirilmistir (33, 36). Ayrica karacigerde yag asitlerinin oksidasyonunu ve
iskelet kasinda glukoz alimini arttirdig bildirilmistir (30). SIRT6; NHEJ tamir yolaginda da
gorevlidir (30). KU70/KUB80 heterodimerini stabilize ederek, DNA’nin hasarli bolgesindeki
onarimda kilit rol Gistlenirken, proapoptotik genlerin ifadelerini de azalttigi 6ne siiriilmektedir (30).

Yapilan literatiir taramasinda, SIRT6 ifadesinin incelendigi ¢aligmalarin sinirli oldugu

saptanmigtir. SIRT6’nin, SIRT1 ile beraber, spermatidlerin olgunlagsma siire¢lerinde rol adiklari
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saptanmustir (131). Fare testislerinde yapilan bir ¢alismada, immunofloresans boyamalarda SIRT6
ekspresyonunun hem niikleer hem de sitoplazmik olarak spermatogonyum, spermatosit ve erken
spermatidlerde oldugu ifade edilmistir (195). Yiiksek yagli diyete bagli yapilan bir obezite
caligmasinda, SIRT6 ifadesinin kontrol ve diyet gruplari arasinda anlamli bir fark olusturmadig,
daha c¢ok erken ve ge¢ spermatidlerde niikleer immiinreaktivite gésterdigi tespit edilmistir. SIRT6
ekspresyonunda 6nemli bir azalma ile sperm protaminasyonunda da azalma oldugu saptanmustir.
Testikiiler germ hiicrelerinde, azalan SIRT6 ifadesiyle beraber, H3K9 asetilasyonunda ve DNA
hasarinda artig goriildiigii kaydedilmektedir (153).

Tip 2 diyabet modeli olusturulan farelerin serebral kortekslerinde, SIRT6 ifadesinin
immiinohistokimyasal olarak incelendigi bir caligmada, SIRT6’nin niikleer lokalizasyon
gosterdigi ve diyabetik grupta ifadesinin azaldigi belirtilmistir. Calismada SIRT6 nin néronlarda
glukoz homeostazini sagladigi tizerinde durulmaktadir (146).

Tip 1 diyabet olusturulan farelerde, diyabetik retinopati gelisiminde SIRT6 ifadesinin
western blot yontemi ile incelendigi bir ¢alismada; diyabetik gruplarin retinalarinda SIRT6 ve
beyin kokenli noroprotektif faktor (BDNF) ifadesinin azaldigi, buna karsin VEGF, H3K56 ve
H3K9 faktorlerinin ifadelerinde artis oldugu belirtilmistir (39).

Fan ve ark. (38) ile Liu ve arkadaslarinin (152) yaptiklari caligmalarda, farelerde diyabetik
nefropati olusturup, SIRT6 ifadesini western blot, immunohistokimya ve immunfloresan
yontemlerle incelediklerinde, diyabetik gruplarda SIRT6 ifadesinin anlamli derecede diistiigiini
gosterilmislerdir. Fan ve ark. (38) diyabetik nefropatide, podositlerde SIRT6 ifadesindeki
azalmaya bagl olarak apoptozisin arttigini, Ozellikle AMP kinaz defosforilasyonu ve
mitokondriyal disfonksiyonun apoptoziste etkili oldugunu ifade etmislerdir. Liu ve ark. (152)
SIRT6’nin, Wnt sinyalinin diizenleyicisi oldugu ve H3K9 deasetilasyonu ile Notchl/Notch4
transkripsiyon faktorlerini inhibe ederek, anti-inflamatuar ve antiapoptotik etki gosterdigini ileri
siirmiislerdir.

Literatiirde, SIRT6/KU?70 iliskisine dair bilgiler oldukga siirlidir. Ancak Tao ve ark. (37)
2017 yilinda ilk kez, SIRT6’nin da yine SIRT1 gibi, KU70 deastilasyonu yaptigini ve KU70/Bax
iligkili apoptozisi inhibe ettigini, hepatoseliiler karsinoma hiicre kiiltiirii modelinde ortaya
koymuslardir. Zhang ve ark. (196) ise yaptiklar1 calismada, insan dental pulpa hiicrelerinde
bakteriyal lipopolisakkarit etkisine bagli apoptoziste, SIRT6 ve KU70 ifadesini incelemisler,
SIRT6’nin KU70’1 deasetilize ederek, KU70/Bax baglantisin1 arttirdigin1 ve apoptozisi inhibe
ettigini belirtmislerdir.

Diyabete bagl infertilite/subfertilite iizerine molekiiler diizeyde ¢aligmalar giiniimiizde de

devam etmektedir. Dolayistyla hem proapoptotik hem de antiapoptotik yolaklarda gérevli olan
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proteinler, faktorler, sinyal yolaklar1 tizerindeki ¢aligmalar, diyabete bagli infertilitenin altinda
yatan apoptozis mekanizmasinin aydinlatilmasi ve dokularda meydana gelen hasarlarin 6nlenmesi
acisindan 6nem tagimaktadir.

Literatiir bilgilerine dayanarak ilk kez diyabetik testis dokularinda KU70, SIRT1 ve SIRT6
ifadelerinin bir arada gosterildigi bu ¢alismada, elde ettigimiz bulgular 1s181nda; diyabetik testis
dokularinda goriilen apoptoziste KU70, SIRT1 ve SIRT6 proteinlerinin 6nemli bir rolii olabilecegi
kanisindayiz. Apoptotik proteinlerle iliskileri baska caligsmalarla da kanitlanan bu proteinlerin
roliinlin, kantitatif farkli yontemlerle de arastirllmasi ve oOzellikle diger apoptotik yolaklarla
karsilastirilarak, 6neminin irdelenmesi gerektigi diisiincesindeyiz.

Sonug olarak ¢alismamizin, diyabetik testis dokularinda KU70, SIRT1 ve SIRT6
proteinlerinin, apoptozis ve infertilitedeki olasi rollerinin belirlenmesi ve yeni tedavi

protokollerinin gelistirilmesine katki saglayabilecegi kanisindayiz.
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SONUCLAR

Diyabetik erkek infertilitesinin ortaya ¢ikmasinda olduk¢a Onemli olan apoptozisin
molekiiler mekanizmalarinda rolii olabilecegini diisiindiigimiiz KU70, SIRT1 ve SIRT6
proteinlerinin etkilerinin aydinlatilmasina ve buna bagli olarak yeni tedavi protokollerinin
giindeme gelmesine katki saglamay1 amagladigimiz bu ¢alismada; ayn1 biyolojik ve fizyolojik
kosullar altinda tutulan Sprague Dawley erkek siganlardan, kontrol grubu (n=8) ve tek doz 50
mg/kg streptozotosin uygulanan diyabet grubu (n=8) olmak iizere 2 grup olusturulmus ve

denekler dort haftalik siire sonunda sakrifiye edilmislerdir.

Diyabet grubu bulgularimiz, kontrol grubu bulgulariyla karsilastirildiginda;
1- Diyabet grubunda serum testosteron diizeylerinin ve Seminifer tiibiil ¢aplarimin
istatistiksel anlamlilikla azaldigi (P<0.001),
2-  H-E ve elektron mikroskopik bulgularimiza gore diyabet grubunda; literatiirde yer alan
tiim histopatolojik bulgularin gézlendigi, ek bir bulgumuzun olmadigi
3-  ‘Apoptotik hiicre’ ve ‘apoptotik tiibiil’ indekslerinin diyabet grubunda, anlamli derecede
arttig1 (P<0.001),
4-  Bax ve kaspaz 3 ifadelerinin diyabet grubu testis dokusunda, anlamli derecede yiiksek
bulundugu (P<0.001),
5- Bcl-2 ifadesinin diyabet grubu testis dokusunda, istatiktiksel anlamlilikla azaldig:
(P<0.001), buna karsin Bax/Bcl-2 oraninin anlamli olarak arttigi (P<0.001),
6- KU70 ifadesinin, diyabet grubu testis dokusunda, istatistiksel anlamlilikla yiiksek
bulundugu (P=0.004),
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7- SIRT1 ve SIRT6 protein ifadelerinin ise diyabet grubu deneklerinde, istatiktiksel
anlamlilikla azaldigi (P<0.001) belirlenmistir.

Bu calismadan elde ettigimiz bulgular; diyabetik erkek hastalarda karsilasilan
subfertilite/infertilite olgularinda, KU70, SIRT1 ve SIRT6 proteinlerinin énemli bir roli

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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OZET

Diyabetik erkek infertilite/subfertilitesi, giiniimiizde diyabetin 6nemli komplikasyonlari
arasinda yerini almis, bu komplikasyona sebep olan molekiiler mekanizmalarla ilgili oldukga
fazla arastirma yapilan ve ¢6ziim bekleyen bir saglik sorunudur. Diyabetik erkek infertilitesinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi ve elde edilen verilerle yeni tedavi
metodlarinin gelistirilmesi, sorunun ¢dziimii i¢in 6nem arz etmektedir. Buradan hareketle
calisamamizda; KU70, SIRT1 ve SIRT6 proteinlerinin bahse konu mekanizmalar igerisindeki
rolliniin aydinlatilmasina katki saglanmasi amag¢lanmistir.

Stabil laboratuvar kosullar1 altinda tuttugumuz Sprague Dawley erkek si¢anlardan,
kontrol grubu (n=8) ve tek doz 50 mg/kg streptozotosin uygulanan diyabet grubu (n=8) olmak
tizere iki grup olusturulmustur. Diyabet grubunda; 1sik ve elektron mikroskobik
incelemelerimizde diyabetik testis dokusunda simdiye kadar literatiirde yer alan tiim
histopatolojik bulgular gézlenmis, morfometrik olarak da seminifer tiibiil ¢aplarinin azaldig
(P<0.001) tespit edilmistir. Serum testosteron seviyeleri diisen (P<0.001) diyabetik grup
deneklerimizde; ‘apoptotik hiicre indeksi’, ‘apoptotik tiibiil indeksi’ ve Bax ifadelerinin,
kontrole kiyasla anlamli derecede arttig1 saptanmustir (tiimii P<0.001). Bcl-2 protein ifadesi,
diyabetik grupta istatistiksel anlamlilikla azalmis (P<0.001), Bax/Bcl-2 orani ise artmuistir
(P<0.001). Kaspaz 3 immiinreaktivitesi, Bax/Bcl-2 oranindaki artiga paralel sekilde
yiikselmistir (P<0.001).

Calismamizin baglica arastirma sorusu olan KU70, SIRT1 ve SIRT6 ifadelerinde ise
KU70 diyabet grubunda istatistiksel anlamlilikla artarken (P=0.004), SIRT1 ve SIRT6
ifadelerinin diyabetik grupta, kontrol grubuna gore anlamli sekilde distiigii belirlenmistir
(sirasiyla P=0.004; P<0.001).
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Sonu¢ olarak bu calismadan elde ettigimiz bulgularla; diyabetik erkek hastalarda
karsilagilan subfertilite/infertilite olgularinda, KU70, SIRT1 ve SIRT6 proteinlerinin 6nemli bir
rolii olabilecegi ve bu proteinlerin, kantitatif baska ¢alismalarla da desteklenerek 6neminin

vurgulanmasi gerektigi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, testis, KU70, SIRT1, SIRT6.
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THE ROLE OF KU70, SIRT1 AND SIRT6 PROTEINS IN
DIABETIC TESTIS TISSUE

SUMMARY

Diabetic male infertility/subfertility is one of the most important complications of
diabetes today. It is a health problem that has been investigated a lot of molecular mechanisms
causing this complication. The clarification of the molecular mechanisms underlying diabetic
male infertility and the development of new treatment methods with the data obtained are
important for the solution of this problem. In our study we aimed to contribute to the elucidation
of the role of KU70, SIRT1 and SIRT6 proteins in these mechanisms.

Sprague Dawley male rats were divided into control (n=8) and single dose of 50 mg/kg
streptozotocin administreted diabetic groups (n=8) which were kept under stable laboratory
conditions. In the diabetes group, all histopathological findings in testes tissues according with
literatiire were obtained by light and electron microscopic examinations. It was determined that
the diaphragmatic tubule diameters and serum testosterone levels decreased (all P<0.001).
Otherwise, apoptotic cell and tubule indexes and Bax immunoreactivity significantly increased
when compared to control testes (all P<0.001). While statistically significantly decrease was
seen in Bcl-2 immunoravtivity, Bax/Bcl-2 ratio and caspase 3 immunoreactivity increased in
diabetic group (all P<0.001).

In the diabetes group, while the KU70 immunoreactivity showed statistically significant
increase (P=0.004), SIRT1 and SIRT6 expressions decreased significantly when compared to
the control group (P=0.004; P<0.001, respectively).
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As a result, we suggest KU70, SIRT1 and SIRT6 proteins may play an important role
in subfertility/infertility cases encountered in diabetic male patients. The importance of these

proteins should be emphasized by supporting other quantitative studies.

Keywords: Diabetes, testis, KU70, SIRT1, SIRTS.
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" Tevfik AKTOZ Dog. Dr. Hian GURKAN

Prof. DW(an SEZER

Tip F Ogretim Uyesi akiiltesi Ogretim Uyesi Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi
a ile fligki: O var Oyok Aragtirma ile {ligki: O vargé/ok Aragtirma ile iligki: O var &fok
t1 Katihm: [0 evet [ hayir Toplanti Katilim: ¥vet O hayr Toplanti Katihm:e&evet (1 hayir

— N ~ ~ATILMADL ~ — WANTILMAD
Dog. Dr. Elvan BAKAR Ecz. F. Uygar GULER = Osman G('J‘I.‘TEKTN
Eczacilik Fakiiltesi Qgretim Uyesi  Sivil Toplum Kurulusu Sivil Uye Sivil Uye
Arastirma ile iligki:,@var Cyok Aragtirma ile iligki: O var Oyok Aragtirma ile fligki: O var Clyok

Toplant Katihm: [ evet [J haywr Toplanti Katilim: 0 evet [ hayir Toplanti Katilm: O evet [ hayir





