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SIMGE VE KISALTMALAR

AlF : Apoptozis Indiikleyici Faktor

ATF . Aktive Edici Transkripsiyon Faktori
ATP : Adenozin Trifosfat

CHOP : C/EBP Homolog Proteini

DNA : Deoksiribontkleik Asit

DM : Diabetes Mellitus

ER : Endoplazmik Retikulum

FSH : Folikdl Stimile Edici Hormon
GnRH : Gonadotropin Releasing Hormon

i.p : Intraperitoneal

LH . Luteinlestirici Hormon

MAPK : Mitojenlerin Aktive Ettigi Protein Kinaz
STZ . Streptozotosin

JNK : c-jun —N-Terminal Kinaz



GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), tiim diinyada toplum sagligini tehdit eden, yiliksek kan glukoz
duzeyleri ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Ulkemizde ve diinyada prevalansi hizla
artmaktadir. Dinyada 2019 yili itibartyle yaklasik 461 milyon olan diyabetli birey sayisinin,
2045 yilinda 230 milyon kisi artacagi 6ngoriilmektedir (1). Boylesine hizli bir sekilde artan,
giliniimiiz insanlariin koétii beslenme aliskanliklar1 ve fiziksel aktivetelerinin azlig1 sebebiyle
de kontrol edilemeyen, DM ve komplikasyonlarinin tedavisine 2019 yili verilerine gore 763
milyar dolar harcandig: bildirilmistir (2).

Tedavi siirecinde olmayan diyabet hastalarinda pek ¢cok komplikasyon ortaya ¢ikabildigi
gibi, kot yonetilen bir hastalik siireci de Olimle sonuglanabilmektedir. DM’nin baglica
komplikasyonlari arasinda; vaskiler hastaliklar, nefropati, néropati ve retinopati bulunmaktadir
(1). Diyabetin bu iyi bilinen komplikasyonlarina ek olarak, erkek genital sisteminde de, 6nemli
fizyo ve histopatolojiler ortaya ¢ikarabilecegi ve bunlarmn infertiliteyle sonuglanabilecegi son
doénemlerde yapilan pek ¢ok ¢alismada vurgulanmistir (3-8). Bu ¢alismalarda diyabetin; erkek
bireylerdeki iireme potansiyelini olumsuz etkiledigi, biyokimyasal ve histopatolojik
caligmalarla gosterilmistir. Diyabete maruz kalan insanlarin testis dokularini incelemek
cogunlukla mimkin olmadigr i¢in, insan testis dokulariyla biiyiik benzerlikler gosteren sican
testis dokulari, diyabet aragtirmalarinda siklikla kullanilmaktadir (5-9).

Diyabete bagli olarak gelisen erkek infertilitesi, yapilan c¢alismalarda siklikla
apoptozis (programli hiicre 6liimii) ile iliskilendirilmektedir. Seminifer tiibiillerde meydana
gelen germ hiicre apoptozisi, anormal spermatogeneze neden olmaktadir (3, 4, 9). Bununla

birlikte Leydig hicrelerinde meydana gelen hiicresel hasarlar, testosteron seviyelerinde



azalmayla sonuclanmaktadir. Azalmis testosteron seviyeleri ve apoptozis, erkeklerde
infertiliteye neden olabilmektedir (4, 7, 8).

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinazlar (MAPK’lar); hiicre proliferasyonu, hiicre
6lumu ve embriyogenezisle ilgili bircok hticre sinyalinin diizenlenmesinde etkili olan bir
protein grubudur. Cok hiicreli organizmalarda MAPK ’lar; c-Jun N-terminal kinaz (JNK veya
stresin aktive ettigi protein kinazlar-SAPK), p38 MAPK ve ekstraselltler sinyal duzenleyici
kinaz (ERK)’lar olarak 3 alt gruba ayrilmaktadir. JNK, hiicre sitoplazmasindan hiicre
nlkleusuna; proliferasyon, farklilasma ve apoptozis gibi sinyallerin iletilmesinde gérev alan
onemli bir transkripsiyon faktoridir. INK’nin inhibe edilmesiyle artmis apoptozis sinyallerinin
onlenmesi, son yillarda yapilan ¢alismalarda kullanilmis ve basarili sonuglar alinmigtir (10-14).

Programli hiicre 6liimii olan apoptozisin diizenlenmesindeki dnemli yolaklardan biri de
“endoplazmik retikulum (ER) stres™i ile aktive olmaktadir. ER; hlcrelerde temel olarak protein,
lipid ve karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alan 6nemli bir organeldir.
ER’da iiretilen proteinlerin katlanamamasi ya da yanlis katlanmasi, bu proteinlerin ER
Iimeninde birikmesiyle sonuglanir (15-17). ER limeninde biriken bu proteinler, ER stresine
neden olarak; C/EBP homolog protein (CHOP), JNK ve kaspaz 12 araciligiyla apoptozisi
tetiklemektedir (17).

Diyabete maruz kalan erkeklerin testis dokularindaki artan apoptozisin aydinlatilmasina
iligskin yapilan galigmalara ragmen, bu ¢ok bilinmeyenli denklemin tim yonleriyle ¢ozilmesi
icin, halen pek ¢ok arastirmaya ihtiyag oldugu goriisiindeyiz. Bu noktadan hareketle; diyabetik
erkek siganlarda, ER stresine bagli olarak arttigim1 diisiindiiglimiiz apoptozis mekanizmasi
uzerine JNK inhibisyonunun etkilerini, anahtar baz1 proteinler yoniinden arastirarak, literatire

katki saglamay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Diyabet, pankreas tarafindan iiretilen insiilin hormonunun eksikliginde veya htcrelerin
uretilen insiilini etkin bir sekilde kullanamadigi durumlarda ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir.
Hiperglisemi ile karakterize olan diyabet; bozulmus karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
ile seyrederek, dejeneratif komplikasyonlara neden olmaktadir (1, 2).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), 2019 yilinda yayinladig1 son raporunda, diyabet
prevalansinin tahmin edilenden daha hizli arttigin1 bildirmektedir. 2010 yilinda yapilan
tahminlerde, 2025 yilinda 438 milyon insanin diyabetik olacagi 6ngdrulurken, bu saymin 2019
yili itibariyle asildig1 son raporda sunulmustur (2). Diyabet hastaligi ve komplikasyonlarinin
tedavisi, Ulkeler icin ciddi ekonomik maliyetlere sebep olan, 6nemli bir halk sagligi problemi
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Diyabetin hizla artan prevelansinin altinda yatan baglica
nedenler; niifus artisi, ¢cevresel faktorler, kentlesme, kotii beslenme aliskanliklar ve fiziksel
inaktivite sonucu ortaya ¢ikan obezite seklinde siralanabilir. Yapilan bazi ¢alismalarda, diyabet
baglangici tanisi konulmus bireylerde, yasam tarzinda yapilan iyilestirmelerle Tip Il diyabet
gelisme riskinin %40-58 oraninda azaldig1 goriilmiistir (1, 2). Diyabet, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan (1) sdyle siniflandirilmistir;

e Tip | Diyabet,

o Tip Il Diyabet,

o Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM),

e Sekonder Diyabet veya Spesifik Nedenlere Bagli Diyabet



Tip | Diyabet

Pankreasta bulunan ve insiilin tireten B hiicrelerinin, otoimmiin yikimi sonucunda ortaya
¢ikan ve ¢ogunlukla ¢ocukluk doneminde tani konulan diyabet tipidir. “Juvenil diyabet” olarak
da bilinen Tip | diyabet, dlnya istatistiklerine bakildiginda her yil %3’lik bir yiikselme grafigi
cizmektedir. Diyabetik insanlarin %5-10"unu olusturan tip | diyabetli bireyler, kanda biriken
keton cisimciklerinden korunmak i¢in disaridan insiilin takviyesi almak zorundadirlar. Bu
nedenle “insiiline bagimli DM” olarak da anilmaktadir (1, 2). Pankreas B hiicre yikimina neden
olan ve otoimmin olmayan nedenler, tip | diyabeti kapsamaz (6rnegin; mitokondrial hasarlar,
kistik fibrozis vb gibi) (1).

Tip | diyabetin baslica risk faktorleri arasinda; genotip, cinsiyet, yas, irk, cografi konum
bulunmaktadir. Halsizlik, agiz kurulugu, sik idarara ¢ikmak, Kilo kayb1 ve bulanik gérme gibi
semptomlar ani olarak gézlenmeye baslar (18, 19). Tip | diyabet tanis1 konmasinda ise ¢inko
tastyict 8 (ZnT8), glutamik asit dekarboksilaz 65 (GADG65) otoantikorlari, tirozin fosfataz baglh
adacik antijen 2 (IA-2 ve 1A-2p) siklikla kullanilan belirteglerdir (20, 21).

Tip 11 Diyabet

Pankreas B hiicrelerinden salgilanan insiilin eksikligi ya da insilin reseptorlerinde
meydana gelen direngten kaynaklanan diyabet tipidir. Hiicre reseptorlerindeki direng sebebiyle
insiilin, hiicre igerisine alinamaz, sonug olarak ¢evre dokularda instilin etkisi kisitlanir.

Diger diyabet tiplerinden daha sik goriiliir. Sagliksiz beslenme, hareketsizlik ve obezite
gibi faktorler, tip Il diyabet riskini arttirir. Klinik teshis i¢in genellikle; kan sekeri, lipid, keton
cisimcikleri ve bazi metabolitlerin 6l¢iimii kullanilmaktadir. Klinik semptomlar1 arasinda
gorme bulanikligi, kilo kaybi, sik idrara ¢ikma (poliiiri) ve ketoasidoz goriilmektedir (1).

Tip Il diyabetin tedavisinde, insiilin ihtiyac1 karsilanmalidir. Oral hipoglisemik ilaglar,
tedavide kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle bu hastalarda eslik eden obezite varsa, bu sorunun
ortadan kaldirilmasi, tedaviyi olumlu yonde etkilemektedir (22, 23).

Tip 1l diyabet genellikle eriskin yaslarda gorulen bir diyabet tipidir, ancak tan1 konulmasi
oldukga gugtlr. Diyabetin bilinen semptomlarinin zor farkedilmesi ve insanlarin yillik rutin
kontrollerini aksatmalar1 sebebiyle, tim diinyada tani almamis bircok diyabet hastasinin

bulundugunu bilinmektedir (18, 24).



Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Hipergliseminin bir formu olan gestasyonel diyabet, hamileligin 24.-28. haftalar
esnasinda teshis edilir ve glukoz tolerans bozuklugunun goriildiigli diyabet tipidir. Gestasyonel
diyabet riskini arttiran faktorler arasinda; 25 yasindan sonraki gebelikler, genetik yatkinlik ve
eslik eden obezite 6nemlidir (1, 2).

Sekonder Diyabet veya Spesifik Nedenlere Bagh Diyabet

Tiim diyabet vakalarinin %1’den az kismini olusturur. Genellikle 25 yasindan Once
yiiksek kan sekeri ile tan1 konulmaktadir. Bu tip diyabetin ortaya ¢ikmasinin altinda yatan
nedenler arasinda; B hiicrelerinin fonksiyonlarinda ve insiilin etkinligindeki bazi genetik

defektler, enfeksiyonlar, bazi ilag ve kimyasal ajanlar bulunmaktadir (1, 2).

DENEYSEL DIiYABET MODELLERI

Diyabetin patogenezinin anlasilmasi i¢in pek c¢ok arastirmaci, deney hayvanlari
(genellikle; fare, si¢an, tavsan, kobay ve maymun) iizerinde deneysel diyabet modelleri
olusturmak amaciyla ¢esitli kimyasal ajanlar (Streptozotosin, alloksan, ¢inko selatorleri,
rodentisid-vacor, diet nitrozaminleri vb) kullanmislardir. Streptozotosin ve alloksan, en gok
tercih edilen kimyasal ajanlardir. Bununla birlikte spontan olarak diyabet modelleri elde
edilebildigi gibi, virlisler araciliiyla da deneysel diyabet modelleri olusturulmaktadir (25-27).

Streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen streptozotosin; (STZ, 2-deoxy-2-
(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose)) neoplastik ve diyabetojenik etkileri olan bir
antibiyotik olup, deneysel diyabet modeli olusturmak icin siklikla tercih edilen kimyasal bir
ajandir. STZ; nitroziire analogu olmakla birlikte, lipofilik 6zelligi daha az olan bir maddedir.
pH 4-4.5° da stabil oldugu i¢in ¢dzelti, pH’s1 4 olan sitrat tamponu i¢inde hazirlanmali ve -
20°C’de 1siktan korunarak saklanmalidir. STZ, pankreas [ hiicreleri iizerinde toksik etkilidir.
Yapisinda bir glukoz molekiilii bulunur ve bu molekiil glukoreseptorlere baglanarak, B
hiicrelerinin glukoza yanitin1 ortadan kaldirir. Boylece insiilin salinimi bloke edilmis olur.
Ayrica STZ, hiicre i¢inde reaktif karbonyum iyonlar1 olusturarak, DNA bazlarinda alkilasyona
neden olur. Boylece, DNA tamir mekanizmasi etkinlesir ve nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD+) depolart bosalarak, B hiicrelerinde yetersiz adenozin trifosfat (ATP) sonucu nekroz
goralur (27-29). STZ’nin deney hayvanlarinda diyabetik etkiyi gostermesi ili¢ fazli bir
biyokimyasal degisim ile gerceklesir;



1) Gegici hiperglisemi evresi: STZ uygulamasini takiben azalan insiilin seviyesinin,
karacigerde ani glikojen yikimina neden oldugu evredir ve 2-4 saat suren bu fazda,

plazmadaki insiilin diizeyi diigiiktiir.

2) Siddetli hipoglisemi evresi: B hiicrelerinin nekrozu ile birlikte, fazla miktarda insulin
kana gecer. Kandaki yuksek insilin diizeyi, kan glukoz seviyelerinde azalmaya ve
sonug¢ olarak siddetli hipoglisemiye neden olur. Bu evre, STZ uygulamasindan yaklagik
6 saat sonra baslar ve ilk 24 saat i¢indeki hipoglisemiye bagli 6liimler genellikle bu
fazda meydana gelir. Deneysel diyabet olusturulmak i¢in kullanilan STZ’nin, deney
hayvanlar1 tok oldugunda enjeksiyonu onerilmektedir. Bunun sebebi; hayvanlar ag
olduklarinda zaten diisiik kan glukoz seviyelerine sahipken, ortalama 6 saat sonra
baslayacak siddetli hipoglisemi sebebiyle, daha fazla denek kaybi yasanmasi riskini

ortadan kaldirmaktir.

3) Kalic1 hiperglisemi evresi: STZ uygulamasindan yaklagik olarak 10-12 saat sonra
meydana gelen evredir. Bu evrede, plazma insulin duzeyleri distiktiir (27, 28).

Diyabetojenik ajanlarin 12-18 saatlik agliktan sonra uygulanmasi, ikinci fazin daha
siddetli seyretmesini tetikleyebilmektedir (26). Faz II’nin siddetli seyretmesini onlemek icin ilk
24 saatte deneklere intraperitoneal (i.p.) sekerli su (%10-20 glukoz sollisyonu vb) takviye
edilmesi ve yine ilk 24 saat, icme suyu i¢ine %5 glukoz soliisyonu ilave edilmesi 6nerilmektedir
(26, 30). Ek olarak; diyabetik ketoasidoz ve kilo kaybina bagl olarak gergeklesen oliimleri
engellemek igin, diyabetojenik ajanin uygulanmasini takiben, protamin ¢inko (31) ya da
ultralente insilin (32) ajanlarinin glnlik 2 1U doz enjeksiyonu tavsiye edilmektedir.

Deney hayvanlarinda, kimyasal maddeler kullanilarak olusturulacak diyabet
modellerinde toksik ve diyabetojenik dozlar birbirine ¢ok yakin degerlerde oldugu igin,
kullanilacak denege uygun ideal dozun 6nceden belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Fare ve sigan

icin uygun doz araliklar1 Tablo 1°de verilmistir.



Tablo 1. Diyabet modeli olusturmak i¢in siklikla tercih edilen STZ dozlar (27)

Deney Hayvam Tip | Diyabet Tip 11 Diyabet
(Eriskin) (Eriskin)
35-85 mg/kg tek doz i.v. | 35 mg/kg tek doz i.p.
Sican 40 mg/kg tek doz i.m. 2 hafta stireli yagh diyet
60-150mg/kg tek doz i.p | 40 mg/kg tek doz i.p.
Fare 5 hafta siireli yagl diyet

i.v., intavenoz, i.p., intraperitoneal.

TESTiS EMBRIYOLOJISI VE HISTOLOJISI

Genetik olarak embriyonun cinsiyeti fertilizasyon ile belirlenmis olmasina ragmen,
gonadal farklilagma 7. haftaya kadar ger¢eklesmemektedir. Gonad taslaklari, epitel hiicrelerinin
proliferasyonu ve altinda bulunan mezensimin yogunlagsmasiyla olusur. Gelisimin 6. haftasina
kadar gonad taslaklari igerisinde germ hiicreleri bulunmaz. Primordiyal germ hucreleri,
epiblasttan koken alir ve 3. haftada vitellus kesesinin allantoise yakin olan arka duvarinda
belirirler. 4. haftada son barsak mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek, 5. haftanin basinda
gonad taslaklarina ulasirlar. 6. haftada genital kabart1 igerisine gecerek, orayi isgal etmeye
baglarlar. Gonadlarin gelisebilmesi i¢in; primordiyal germ hcrelerinin, gonad taslaklarina
ulagsmasi gerekmektedir. Aksi halde gonadlar gelisemez. Primordiyal germ hiicreleri gonad
taslaklarina ulastiklarinda, gonad taslaklarinin yiizeyini Orten bazi epitel hiicreleri, iGteki
mezengime dogru prolifere olarak, primitif cinsiyet kordonlarini olustururlar.

Embriyo genetik olarak XY kromozomuna sahipse; Y kromozomunun, X ile homolog
olmayan bolgesinde bulunan SRY geni (Y kromozomu tizerinde cinsiyet belirleyen bolge; Sex
determining Region on chromosome Y) etkisi ile 7. haftada “primitif cinsiyet kordonlari-
meduller (testis) kordonlari” meydana gelir. Daha sonra meduller kordonlar, ince seritler
halinde ag benzeri bir yapiya doniiserek “Rete testis”leri olusturur. Gelisimin ileri evrelerinde,
meduller kordonlar ile yizey epiteli “Tunika albuginea” ile birbirinden ayrilir. Meduller
kordonlar; primitif germ hucrelerini ve yiizey epitelinden farklilasan Sertoli hiicrelerini, primitif
kordonlarin arasinda bulunan bag doku ise mezensim hiicrelerinden farklilasan Leydig
hicrelerini icerir. Embriyonal gelisimin 8. haftasinda Leydig hucreleri testosteron sentezine
baglayarak, genital kanallarin ve dis genital organlarin erkek cinsiyeti yoniinde gelismesine
neden olur. Meduller kordonlar puberteye kadar solid halde iken, pubertede liimenleri agilarak

seminifer tiibiilleri olustururlar. Kanalize olan seminifer tiibiiller, rete testise agizlanarak,



duktuli eferenteslere girerler. Mezonefrik kanallar, eferent duktuslarin hemen alt kismindan
baslayarak, epididimisi meydana getirirler. Daha sonra epididimis, kuyruk kismindan itibaren
kalin bir kas tabakasi ile ¢evrelenmis duktus deferensi olusturur (33, 34).

Testisler; ekzokrin fonksiyon olarak spermleri, endokrin fonksiyon olarak da testosteron,
inhibin ve aktivin gibi hormonlari iiretirler. Testisler distan ige dogru; tunika vaginalis, tunika
albuginea ve tunika vaskiiloza ad1 verilen fibroz bir kapsiil ile ¢evrelenmistir. Kapsiilden testis
icine dogru ince bir bag dokusu uzanarak, testisi loblara ve lobiillere ayirir. Seminifer tiibiilleri
de gevreleyen bu bag dokusuna *‘interstisyel bag doku’’ denir. Bu bag dokuda; testosteron basta
olmak iizere ¢esitli androjenleri iireten poligonal sekilli Leydig hiicreleri, kan damarlari, lenf
damarlari, sinirler, makrofajlar ve mast htcreleri bulunur. Seminifer tiibiillerin etrafinda
bulunan peritubuler doku, kollajen lifler ile birlikte bu lifleri olusturan 3-5 tabaka myoid
hicreden olusmaktadir. Myoid hiicrelerin ritmik kasilmasi ile limende biriken sperm
hlcrelerinin, bosaltim kanallarina iletimi saglanmaktadir (35).

Seminifer tibuller; yaklasik 50 cm uzunlugunda, 150-250 um ¢apinda olup, peritubuler
bag doku ve seminifer epitelden meydana gelmektedir. Seminifer epitel temel olarak iki tip
hiicre ya da hiicre topluluklarindan meydana gelmektedir. Bunlar Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik seri hicreleridir.

Sertoli hucreleri; puberteden sonra bolinme yeteneklerini kaybeden ve spermatogenik
seri hiicrelerinin korunmasini, desteklenmesini ve metabolize edilmesini saglayan, uzun apikal
ve lateral uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hicreleri birbirleri ile bazolateral
bolgelerinden, zonula okludensler ile baghdirlar. Bu sekilde seminifer epiteli, bazal ve
adluminal kompartmanlara ayirirlar. Sertoli hiicreleri bu sekilde, gelismekte olan
spermatogenik hiicreleri otoimmiin reaksiyonlardan ve g¢esitli antijenik unsurlardan
korumaktadirlar. Bununla birlikte Sertoli hiicreleri, spermiyogenez sonucu olusan atiklar
fagosite ederek, atiklarin birikmesini engellemektedir. Sertoli hiicreleri; folikiil-stimile edici
hormon (FSH) etkisi ile testosteron ve dihidrotestosterona yliksek baglanma kapasitesi olan
androjen baglayici protein (ABP) sentezlerler. Ek olarak Sertoli hiicreleri, inhibin salgilayarak,
hipotalamus ve hipofiz lizerine negatif geri bildirim yaparken, sentezledigi aktivin ile pozitif
geri bildirim yapmaktadir. Bu sekilde hipotalamus-hipofiz-testis ekseninde, dengeleyici role
sahiptirler (35).

Spermatogenik seri hicreleri; spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder
spermatosit, spermatid ve spermatozoadir. Spermatogonyum ile baslayan ve olgun sperm

hiicresinin olusmasiyla sonlanan ““spermatogenez” siireci boyunca olusan hiicrelerdir (35, 36).



SPERMATOGENEZ

Spermatogenez; erkek iireme ana hiicrelerinden, olgun sperm hiicrelerinin olusumu ile
sonlanan bir surectir. Spermatogenez, hipotalamuz-hipofiz-testis ekseninde bulunan gesitli
gonadotropinlerin ve steroid hormonlarin kontrolii altindadir.

Spermatogonyumlar, bazal laminanin hemen {izerine yerlesmis olan diploid hucrelerdir.
Sertoli hiicreleri tarafindan olusturulmus olan kan-testis bariyerinin alt kisminda, yani bazal
kompartmanda bulunurlar. Spermatogonyumlar, puberte Oncesi mitotik aktivite gostererek
sayilarini ¢ogaltirlar. Spermatogonyumlarin mitotik aktiviteleri, prenatal donemde baslar ve
seminifer tiibiillerde belirli bir yogunluga ulasincaya kadar devam eder. Belirli bir yogunluga
ulagan spermatogonyumlarin, mitotik aktiviteleri gegici olarak durur ve puberteyle birlikte
mitotik aktivite tekrardan baslar. Spermatogonyumlarin mitoz boliinmesi sonucu, ya Tip A
spermatogonyum ya da Tip B spermatogonyum olusur. Tip A spermatogonyum, seminifer
thbdllerde “kok hucre rezervi” olarak bulunurken, Tip B spermatogonyumlar mayoz bélinme
gecirebilen hicrelerdir. Tip B spermatogonyumlar farklilagsarak, seminifer tiibiillerdeki diger
hiicrelerden nispeten daha buyuk olan, primer spermatositleri olustururlar. Primer
spermatositler diploid kromozoma (2n) sahip olup, olusumlarini takiben 1. mayoz boliinmeyi
gecirerek, haploid kromozomlu (n) sekonder spermatositleri meydana getirirler. Sekonder
spermatositler, olusumlarindan hemen sonra hizli bir sekilde 2. mayoz bdliinmeyi tamamlayip
yine haploid kromozomlu (n) spermatidleri olusturdugu i¢in, histolojik kesitlerde rastlanilmasi
zordur (37). Ikinci mayoz béliinme sonucunda olusan spermatidler, béliinme olmaksizin,
sitomorfolojik bir degisim gegirerek, sperm hiicresine doniisiirler. Bu doniisiim olayina

spermiyogenez ad1 verilir ve kabaca 3 fazda incelenebilir;

- Golgi Fazi: Spermatidlerde bulunan Golgi aygitinda biriken proakrozomal graniillerin,
birleserek tek bir akrozom vezikiilii olusturmasi siirecidir. Bu evrede sentriyoller,

akrozom vezikiiliiniin kars1 kutbuna go¢ ederek, kamg1 aksonemini olusturmaya baslar.

- Akrozom Faz: Golgi fazinda olusan akrozom vezikiilii, hiicre ¢ekirdeginin 6n yarisini
kaplayacak sekilde yayilarak ‘“akrozom” adin1 alir. Akrozomun igeriginde;
hyallronidaz, asit fosfataz, ndraminidaz gibi hidrolitik enzimler bulundugu i¢in bu yapi,
ozellesmis bir lizozom gibi tanimlanabilmektedir. Bu enzimlerin fertilizasyon olayinda

gorev yaptig1 bilinmektedir. Bu evrede ayrica; niikleus uzayarak yogunlasir, aksonem



limene dogru uzayarak kameiy1r meydana getirir ve mitokondriler kamginin st kismi

olan boyun bolgesine yerlesirler.

- Olgunlasma Fazi: Sperm hiicresi olusurken geriye kalan sitoplazmik atiklarmn, Sertoli
hiicresi tarafindan fagosite edilmesi siirecidir. Bu evrede ayrica, “spermiasyon” adi
verilen ve sperm hicresinin seminifer tibdl lGmenine atilmasi olay1 gergeklesir.

Insanda bir spermatogonyum, yaklasik olarak 74 giinde sperm halini almaktadir (37).

DIABETES MELLITUS VE ERKEK INFERTILITESI

Diyabetin, erkek iireme sistemi {izerinde olumsuz etkilerinin olabilecegi fikri, son yillarda
yapilan ¢aligmalarla desteklenmektedir. Bu ¢aligmalarda, diyabetin erkek iireme organlar ve
hormonal sistemde olusturdugu hasarlarin, infertilite ile sonuglanabilecegi vurgulanmaktadir
(3-5). 2018 yilinda yapilan klinik bir ¢aligmanin sonucu olarak, tiip bebek merkezlerine gelen
erkek hastalarin  infertilite  yOniinden arastirllmalarinda, diyabetin g6z Oniinde
bulundurulmasinin 6nemi vurgulanmustir (38).

Yapilan calismalarda diyabetin bir¢ok farkli yolla, erkek lireme potansiyelini azalttigi
gosterilmistir. Erkek bireylerde diyabetin klinik bulgulari; retrograd ejakiilasyon (39) libido
azalmasi (40) ve erektil fonksiyonda ortaya ¢ikan problemler iken (41), laboratuvar bulgularinin
ise hormonal diizensizlikler, DNA hasarlari, histopatolojik hasarlar, semen hacmi ve
kalitesindeki disiise ek olarak, sperm say1 ve hareketliliginde azalmanin oldugunu belirtilmistir
(3, 42, 43). Spermatogenezin siirekliligi, Sertoli hiicrelerinin spermatogenik seri hiicrelerini
metabolize etmesi ile dogrudan iliskilidir. Spermatogenik seri hiicreleri, glukozu dogrudan
metabolize edemezken, Sertoli hiicreleri tarafindan glukozun laktata doniistiiriilmesi
gerekmektedir. Dolayisiyla, glukoz ve/veya insiilin dalgalanmalari spermatogenik seri
hiicrelerinin gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir (44). Bununla birlikte hipergliseminin,
gonadotropin releasing hormon (GnRH) stimiilasyonunda bir duyarsizlik olustururarak,
anormal geri bildirimlerin meydana gelmesine neden oldugu rapor edilmistir (45). Ayrica
yapilan pek c¢ok calismada, diyabetin “hipotalamus-hipofiz-testis ekseninde” degisiklikler
meydana getirerek, folikul stimile edici hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH) ve
testosteron diizeylerini azalttigi bildirilmistir (42, 46-48).

Hipergliseminin pek ¢ok komplikasyonunun altinda yatan nedenlerden birinin, uyarilan
reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve bunlarin birikimi sonucunda olusan “oksidatif stres” oldugu

bilinmektedir (49). Hiicrede biriken ROS’larin, programli hiicre 6limii olan ‘“apoptozis”
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mekanizmasini aktive ettigi gibi, sperm hicreleri i¢in de toksik etkiye sahip oldugu, ek olarak
insan sperminin, oksidatif strese karsi son derece duyarli oldugu vurgulanmistir (50). Ayrica
insiilin direncinin gelismesinde de ROS’larin 6nemli bir roliinlin oldugu diisiiniilmektedir (51).

Diyabetin 6nemli histopatolojik hasarlara neden oldugu ve bunun infertiliteyle
sonuglanabilecegi yapilan ¢aligsmalarda siklikla vurgulanmistir (5-9). Bu ¢alismalarda diyabetin
testis dokusunda meydana getirdigi histolojik degisimler;

e Atrofik tiibiil sayis1 ve apoptotik hiicre sayisinda artis,

e Hucresel dejenerasyon,

¢ Germinal epitel diizensizligi,

¢ Bazal membran kalinliginda ve interstisyel alan hacminde artis,

¢ Vakuolizasyon ve vaskiilarizasyonda artis,

¢ Sperm sayisinda azalma,

e Cok nikleuslu dev hicrelerin ortaya ¢ikmasi,

e TUbul ltmeninde germinal epitele ait hlcrelerin gérilmesi seklinde 6zetlenebilir (5-9).

Tim bu bulgular géz 6niinde bulunduruldugunda; dinyada prevelansinin hizla arttig
bilinen diyabetin etkisi ile erkek bireylerdeki fertilite potansiyelinin de hizla azalacagi
diistintilebilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarin, diyabet etkisi ile artis gosteren apoptozis
mekanizmasinin engellenmesi lizerine yogunlastig1 ve bu sekilde diyabetin lireme potansiyeli

tizerindeki olumsuz etkisinin azaltilmasinin hedeflendigi goriilmektedir (5-9).

APOPTOZIS

Programli hiicre 6liimii olan apoptozis; embriyonik donemden itibaren yasam boyu
devam eden, organizmadaki sistemlere ait dokularin siirekliligini saglayan karmasik bir
stirectir. Organizmanin gelisiminde mitoz ve apoptozis arasindaki denge olduk¢a 6nemlidir (52,
53). Ornegin; Karacigerde yasam boyunca dejenerasyon ve nekroz goriilmesine ragmen
biiyiikliigiiniin sabit tutulmasi, apoptozis ve mitoz arasindaki iliski ile agiklanabilmektedir.
Apoptozis, yasam boyunca fizyolojik ve patolojik olarak gorulebilmektedir. Embriyonun
gelisimi esnasinda yapisik olan parmaklarin birbirinden ayrilmasi fizyolojik apoptozis ile
aciklanirken, radyasyon maruziyeti, kemoterapétik ilaclarin etkisi, diyabet hastaligi gibi
nedenlerle tetiklenen oksidatif stres ve ER stresinin neden oldugu apoptozis, patolojik olarak
gerceklesir (54).

Karmagik molekiiler mekanizmalara sahip olan apoptozisin diizenlenmesinde; intrensek

ve ekstrensek sinyal yolaklar rol oynamaktadir (55).
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Intrensek (Mitokondriyal) Yol

Bu tip apoptoziste reseptdr olan uyaranlar bulunmaz ve bu uyaranlar, sinyaller araciligiyla
hiicre igerisinde bulunan bazi hedeflerle etkilesim kurarlar. Baz1 biiyiime faktorlerinin yoklugu,
siddetli hiicresel hasarlar, radyasyon, toksik maddeler ve bazi viriis kaynakli enfeksiyonlar,
mitokondrideki gecis porlarinin agilmasina ve mitokondride bulunan proapoptotik proteinlerin
sitoplazmaya gecmesine neden olabilmektedirler. Bu proapoptotik proteinler (Sitokrom C,
apoptozis indukleyici faktor (AIF), kaspaz aktiflestirici deoksiriboniikleaz (CAD) ve
endonukleaz G), sitoplazmaya gectiklerinde apoptozis aktive edici faktorlerin etkin olmasini

saglayarak, hiicrenin 6limune neden olurlar (52, 55).

Ekstrensek Yol

Apoptozisi, hiicre zarinda bulunan reseptor-ligand (TNF-o/TNFR1, FasL/FasR,
Apo2L/DR4 Apo2L/DR5 ve Apo3L/DR3) etkilesimleriyle baslatirlar. Bu sinyal yolunda,
timor nekroz faktdr (TNF) reseptdr protein ailesinin yeleri bulunmaktadir. Bu proteinler;
sitoplazmada kendilerine ait domainler bulundurur ve bu domainler hiicre zarindan, hiicre
sitoplazmasinda bulunan kaspaz proteinlerinin aktiflesmesine neden olurlar. Kaspaz proteinleri
(6zellikle kaspaz 3), hiicredeki yapisal proteinlerin pargalanmasina neden olarak hiicreyi 6lime
gotirmektedir (56, 57).

ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRESI

Endoplazmik retikulum; 6karyot hiicrelerde protein, yag ve steroid metabolizmasinda rol
oynayan énemli bir organeldir. ER, tizerinde ribozom bulunduran, granillii [rough endoplasmic
reticulum (RER)] ve ribozom bulundurmayan, granilsiiz [smooth endoplasmic reticulum
(SER)] olarak iki farkl: tipte olabilmektedir. RER ve SER’in sayisi, yapist ve konumu, hiicrenin
tipine ve fizyolojik ozelligine gore degisebilmektedir. SER, hiicrenin Ca*™ dengesinin
saglanmasima ek olarak, lipid ve karbonhidrat metabolizmasini regulle ederken; Uzerinde
ribozom tasiyan RER, primer yapida iiretilen ve RER’in Sisternasina aktarilan proteinlerin,
sekonder ve tersiyer yapilarini diizenler (58). Yeni Uretilen bir protein primer yapida olup, diiz
polipeptid zincirler halindedir. Bu diiz polipeptid zinciler; RER sisternalarinda N-glikozilasyon
ile hidrofilik 6zellik kazanirlar. Bununla birlikte, proteinlerin etrafi bir oligosakkarid ile

cevrelenerek, diger proteinlerle iliskileri engellenmis olur. Bu olaylar, bazi katlanma enzimleri
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ve saperon proteinleri ile meydana gelir. ER’de bulunan bazi 6nemli saperon ve katlanma

enzimleri sunlardir:

¢ Glukoz regiile edici protein-78 (GRP-78)
e Lektin saperonlar (Kalneksin, kalretikulin)

e Protein disllfit izomeraz ailesine ait oksidorediktazlar (59).

Eger protein katlanma islemi dogru bir sekilde gerceklestiyse, proteinler Golgi aygitina
transfer edilirler. Eger proteinler dogru bir sekilde katlanamamissa, bu proteinler GRP78 gibi
saperonlar ile tanimlanir ve tekrardan katlanma sirecine girerler. Tekrar katlama islemi de
olumsuz sonuglanirsa proteinler, ER-iligkili degredasyon mekanizmasi [endoplasmic
reticulum-associated protein degradation (ERAD)] araciligi ile ER’den ¢ikartilirlar (59).

ER stresi, proteinlerde katlanma esnasinda meydana gelen hatalar ya da katlanmamis
protein birikimi ile olusmaktadir. ER stresi olusmus bir hiicre, yeni proteinlerin sentezini
azaltarak, ER kapasitesini arttir ya da apoptozis ile belirli 6liim sinyalleri olustururak bu stresi
sonlandirabilmektedir (15, 16). ER membraninda stres algilayici ii¢ temel protein

bulunmaktadir. Bunlar;

e Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK),
e Aktive edici transkripsiyon faktori 6 (ATF6)

e inositol gerektiren enzim-1 [inositol requiring enzyme-1 (IRE-1)]’dir (17).

Hicre; olusan ER stresi ile basa ¢ikmak igin, 6nemli bir yolak olan “protein kinaz RNA
(PKR) benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK)” yolagin1 devreye sokar. PERK, stres
altindaki endoplazmik retikuluma yeni proteinlerin girigini engelleyen bir transkripsiyon
faktorudir. PERK fosforilasyonu sonucunda, 6karyotik baslatic1 faktor a [eukaryotic initiation
factor 2a] (elF2a) aktive edilir. Aktive olan elF2a, ER kapasitesini arttirirken, ayn1 zamanda
“aktive edici transkripsiyon faktori-4 (ATF-4)” adi verilen proteinlerin sentezini de indiikler.
ATF-4, ER saperon proteinlerinin ve katlanmamis protein yanit1 [unfolded protein response
(UPR)] genlerinin transkripsiyonunu saglamaktadir. Ayn1 zamanda ATF-4, cAMP yanit
elemanina (cAMP response element, CRE) baglanarak hiicresel stres, oksidatif stres ve
apoptozisten sorumlu genlerin aktivasyonunu saglamaktadir. Apoptozisten sorumlu olan bu
genlerden en iyi bilineni “CCAAT arttirict baglayici protein (C/EBP homolog protein, CHOP)”

genidir. CHOP sinyalleri; elF2a’y1 defosforile ederek, ER protein yiikiinlin artmasina ve
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hiicrelerin apoptozise girmelerine neden olmaktadir. ER stresiyle induklenen apoptozis;
transkripsiyon faktorleri (CHOP), Bcl-2 ailesinin yeleri, c-jun terminal kinase (JNK) ve
kaspazlar (kaspaz 3,9 ve 12) aracilig1 ile meydana gelmektedir (15-17).

Insanlarda, ATF60 ve ATF6B olmak iizere iki alt tipte bulunabilen ve ER icerisinde GRP-
78’e bagli olan ATF6, tip 2 transmembran proteinidir. ER stresi ger¢eklestiginde ATF6, GRP-
78’den ayrilarak, Golgi aygitina gecmektedir. Golgi aygitina gecen ATF6, orada bulunan
proteazlar ile kesilerek, aktive olmaktadir. Kesilen ATF6, bir transkripsiyon faktoru haline gelir
ve nikleusa gecerek, apoptozu diuzenler. Bununla birlikte ATF6, bazi saperonlarin
ekspresyonunu arttirmaktadir. BOylece ATF6, ER’de strese neden olan, hatali katlanmig ve
katlanmamus proteinlerin birikimini de azaltabilmektedir (15-17).

Hicreyi stresten koruyan, endoribonilkleaz (RNaz) aktivitesine sahip IRE-1, insanlarda
IRE-1a ve IRE-1P olmak iizere iki forma sahiptir. ER membraninda lokalize olan IRE-1a ve
IRE-1p, stres sinyallerini aktive ederek, iletirler. IRE-1, hiicre stres altinda degilken GRP-78
ile birliktedir ve inaktiftir. ER stresi sirasinda GRP-78, IRE-1’den ayrilir ve IRE-1 dimerize
olup, fosforillenerek aktif duruma geger. Aktiflesen IRE-1, X-box baglayici protein 1 [X-box
binding protein 1 (XBP1)]’i keserek, kirpilmasina neden olur. Kirpilmis XBP1 (XBP1-splice,
XBP1s), nikleusa gecerek, ER saperonlarin1 ve katlanmaya yardimci olan enzimleri regiile
eder. Ayrica IRE-1; mRNA degradasyonunu saglayarak, ER’deki protein yiikiinii azaltir ve bu
sekilde, ER stresinin azalmasina ya da ortadan kaldirilmasina katki saglar. IRE-la, ayni
zamanda tumor nekroz faktor reseptor iligkili faktor 2 [tumour necrosis factor receptor
associated factor 2 (TRAF2)]’ye baglanarak, JNK yolagimi aktive etmektedir. JNK yolagi,
kaspaz 12’nin aktivasyonu ve Bcl- 2’yi inhibe ederek apoptozise neden olmaktadir (15-17).
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Sekil 1. Endoplazmik retikulum stresi (60).

JNK ETKINLIGI

Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler) ailesinin bir Uyesi olan JNK; reseptor
olmayan serin-treonin kinazlarin 6nemli bir alt ailesidir. JNK; hormonlar, ozmotik stres,
oksidatif stres, proinflamatuvar sitokinler gibi uyaranlara ve hiicresel tepkilerde yer alan sinyal
iletim yollarma aracilik eder. INK ayrica; proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi hiicresel
olaylarin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (61). JINK genlerinin 10 farkli izoform iirettigi
bilinmektedir. JINK1 ve JNK2 tim hicrelerde ifade edilirken, JNK3; beyin, testis, kalp ve
pankreas gibi belirli organlara ait hicrelerde ifade edilmektedir. Kisa siireli JNK aktivitesi
proliferasyonda etkili iken, JNK’nin uzun siireli aktivasyonu apoptozisi tetiklemektedir (62).
MAPK sinyal yolu, hiicre ici ya da hilcre dis1 bir uyaran ile etkinlestirildiginde, ilk olarak,
MAP3K’ler Serin (Ser) / Treonin (Thr) fosforilasyonu ile MAP2K’leri etkinlestirir. Ardindan
da MAP2K’ler Tironin (Thr) / Tirozin (Tyr) fosforilasyonu ile MAPK aktivasyonlarini baslatir
ve boylece etkin bir sekilde hiicre dis1 ya da hicre i¢i bir uyarana uygun bir hiicresel cevap
verilmis olur. JNK, MAPK / JNK sinyal yolu iizerindeki son protein kinaz oldugu i¢in bu sinyal
yolagindaki p38 ve ERK1 / 2 gibi effektor proteinlerden biri olarak kabul edilir (63).
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Stres Stres

Biylime faktori GPRC agonistleri Mitojenler
Mitojenler inflamatuar sitokinler GPRC agonistleri
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Farkhlasma Apoptozis Farkhlasma
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Farkhilasma

Sekil 2. Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz sinyal yolag: (63).

JNK, intrensek apoptozis yolunda dogrudan yer almaktadir. INK'nin oksidatif stres ile
aktivasyonu, sitokrom C'nin mitokondriden sitoplazmaya salinimina neden oldugu ve bunun
da, kaspaz aktivasyonuyla sonlandigi bilinmektedir (64). Kronik hiperglisemi ile olusan
oksidatif stresin, diyabete bagli komplikasyonlara neden oldugu bilinmektedir. Yapilan pek ¢ok
calismada bu komplikasyonlarin gelismesinde MAPK/JNK yolagmin rol oynayabilecegi
gosterilmistir. Ylksek glukoz konsantrasyonlarina maruz kalan retina endotel hiicrelerinde,
artan oksidatif stres ile birlikte JNK aktivasyonunun arttigi (65, 66), bobregin glomeriiler
htcrelerinde mitokondriyal disfonksiyona neden olarak, diyabetik nefropatinin gelismesinde
rol oynadigi saptanmistir (67, 68). Damar endotel (69) ve diz kas hicrelerinde (70) JNK
aktivasyonunun, proinflamatuar sitokin salinimini tetikleyerek kan damarlarinda plak
olusumunu tesvik edebildigi (71), kardiyak miyositlerde indiiklenen oksidatif strese bagli
apoptoziste, JNK aktivasyonunun rol oynayabilecegi gosterilmistir (72).

JNK aracili apoptozis, oksidatif stres ile gergeklesebildigi gibi, ER stresi ile de
tetiklenebilmektedir. Kronik hiperglisemi ile indiiklenen oksidatif stres, asir1 kalsiyum salinimi

tetikler ve ER homeostazini bozar. Bu sekilde ER stresine neden olarak, apoptotik yolaklarin
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aktive edilmesine neden olur (73). Bununla birlikte; hiicrelerde olusan oksidatif stres, yanlig
katlanmis ya da katlanmamus proteinlerin ER limeninde birikmesine neden olarak, ER stresinin
tetiklenmesini saglamaktadir. ER stresi ile indiiklenen hiicre, sorunu ¢6zmek icin unfolded
protein response (UPR) yolaklarini aktive eder. Eger sorun ¢oziilemeyecek kadar biyikse ve
stres giderilemiyorsa CHOP, JNK ve kaspaz-12 aktivasyonlari ile apoptozis induklenmektedir
(17, 74).

ER stres
BiP BiP e ER Limen
-.':”:Tj :/" ;‘ 8P Katlanmamig protein
PERK IRE1
" I I Pro-kaspaz 12
1 TRAF2 l
ATF4
1 l Kaspaz 12

HC - |

Kaspaz kaskad|

Sekil 3. Endoplazmik retikulum stresi ve apoptozis (17).

JNK INHIBISYONU

JNK’nin inhibisyonu; JNK genlerinin susturulmasiyla yapilabildigi gibi, CEP-1347,
SP600125 veya gesitli peptit inhibitorleri (aminopirazoller, aminopiridinler, aminopirimidinler,
indazoller, piridin karboksamidler, benzotiyen-2-ilamidler ve benzotiazol-asetonitriller)
kullanilarak, kimyasal olarak da gergeklestirilebilmektedir (75). JNK etkinligi ve buna bagh
olarak gelisen pek ¢ok hiicresel olay1 aragtirmak i¢in JNK inhibitérleri siklikla kullanilmaktadir
(10-12). Yapi tasini antrapirazolonun olusturdugu SP600125 (anthra[1,9]pyrazol-6(2H)-one);
JNK ile katalitik aktivite gosteren bir maddedir (13, 14). SP600125; JNK’nin ATP baglanma
bolgelerine yiiksek afinite gostererek, spesifik ve geri doniistimlii bir etkilesime girer (76).
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Sekil 4. JNK inhibisyonu (77)

Artan JNK aktivasyonunun; insulin direnci (78) ve instlin biyosentezi (79) Uzerine
olumsuz etkiler yaparak tip Il diyabetin gelismesine, inflamatuvar sitokin artisini saglayarak da
B hiicrelerinin tahribatina neden oldugu bilinmektedir (80). Tip Il diyabetin instlin direnci veya
insiilin yetersizligi ile olustugu, tip | diyabetin ise pankreastaki B hiicrelerinin otoimmiin yikimi
ile olustugu g6z 6niine alindiginda, INK inhibisyonunun tip 11 (78, 79) ve tip | (80, 81) diyabetin
erken tedavisinde kullanilabilecegi diisiintilebilir.

Bu nedenle yapilan galigmalar JNK’nin kimyasal ya da genetik inhibisyonu zerine
yogunlasmustir (78, 79, 81). INK’nin obezite ve diyabet gibi metabolik hastaliklarda yeni bir
terapotik hedef olabilecegi yoniindeki tahminler giin gectikg¢e gliclenmektedir (62, 75, 78, 79,
81) JNK, normal fizyolojik siire¢lerde farklilasma ve hiicre ¢ogalmasi islevlerinden sorumlu

olabilecegi gibi, plazmada asir1 yag asidi, glukoz ve inflamatuvar sitokinlerin bulundugu
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anormal kosullarda, artan huicre 6limlerine ve hicre sekresyonlarinda azalma gibi olumsuz

kosullarin meydana gelmesine neden olabilmektedir (62, 82).

Obezite

|

Glukoz e T
> | Sitokinler ve Yag asitleri
J N K Damarlar ve Noronlar
Yag doku
Makrofaj
Karaciger B Hiicreleri
Kas Makrofajlar
Beyin Beyin
insiilin direnci Azalmis insiilin salgisi

Tip Il diyabet - | Diyabet komplikasyonlari

Sekil 5. Obezite, diyabet ve JNK iliskisi (62)

Cesitli patolojilerin engellenmesine yonelik ¢alismalarda JNK inhibisyonunun olduk¢a
etkili olabilecegi yapilan onceki ¢aligmalarda goriilmistiir. Yiiksek yagli diyet ile beslenen
deneklerin hipotalamusunda artan insiilin direncine karst SP600125’in koruyucu etkilerinin
oldugu (62), parkinson modelinde apoptozisin baskinlanmasinda kullanilabilecegi (83), JINK
genlerinin susturulmasi ile diyabetin neden oldugu yiiksek kan glukoz duizeylerinin kontrol
altina alinabilecegini (84) ve diyabetin neden oldugu kilo kayiplarmin JNK inhibisyonu ile
Onlenebilecegi (85) bildirilmistir. Ek olarak; JNK inhibisyonunun aort duvarindaki
histopatolojik degisikliklerin olusumunu engellendigi (86), diyabetik nefropatideki olumlu
etkileri nedeniyle JNK inhibitorlerinin diyabetik nefropatide yeni bir terapotik ajan olabilecegi
(87), miyokardiyal iskemi reperfiizyon (88) ve sepsis modelinde (89) JNK inhibisyonunun ER

stresine kars1 koruyucu olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.
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GEREC VE YONTEMLER

Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na sunulan ¢alismamiz igin
2018.03.06 nolu karar ile onay almmustir (Ek 1). Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi’'ne maddi destek icin basvurulmus ve 2018/162 no’lu proje olarak
desteklenmesine karar verilmistir. Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Birimi’nden, 3 aylik, agirliklar1 250-350 gr arasinda degisen 27 adet Sprague Dawley erkek
sican temin edilmistir. Biyolojik ve fizyolojik olarak ayni1 Ozelliklere sahip olan
deneklerimizden, viicut agirliklart birbirine yakin olanlar ayni1 grupta olacak sekilde; kontrol
grubu (n=9), diyabet grubu (n=9) ve JNK inhibitori verilen grup (n=9) olmak Uzere 3 farkli
grup olusturulmustur. Deney siiresince tum deneklerimiz, stabil laboratuvar kosullar1 altinda
tutulmus (2241 °C sicaklikta, 12 saat aydmlik/karanlhik siklusunda), giinliik icme suyu ile
birlikte ham %21 protein igeren pelet yemlerle (Purina, Bursa, Tlrkiye) beslenmistir.

Diyabet olusturmak i¢in kullandigimiz streptozotosin (STZ; Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Almanya)’in iyi ¢oziindiigli ve stabilitesini korudugu bir soliisyon olan sitrat tamponu, steril
enjeksiyonluk suyla hazirlanmis ve pH’st 4.2°ye ayarlanmigtir. STZ; sitrat tamponunda
cozuldukten sonra, yaklasik 10 dakika i¢inde deneklere uygulanmistir. Deneklerimizden;

C grubu: Kontrol grubu, pH’s1 4,2 olan 0,1M’lik sitrat tamponu verilen grup (n=9),

D grubu: Diyabet grubu, tek doz 50 mg/kg STZ (pH’ s1 4,2 olan; 0,1M’ lik sitrat
tamponunda ¢oziilerek) verilen grup (n=9),

| grubu: Inhibisyon grubu, tek doz 50 mg/ kg STZ intraperitoneal (i.p.) (pH’s1 4,2 olan;

0,1M” lik sitrat tamponunda ¢6ziilmiis) verilerek diyabet olusturulduktan sonra, JNK inhibitor
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olan SP600125’in zeytinyaginda ¢oziilerek, i.p. 15 mg/kg 4 gin boyunca ginde 1 kez
verildikten sonra, 30. glinde sakrifiye edilen grup (n=9) olusturulmustur (90).

Deneklerin kan glukoz duzeyleri; deney baslangicinda, STZ verilmesini takiben 2. gun,
15. gln ve sakrifikasyon gini olan 30.glnlerde, kuyruk veninden alinan kan 6rneklerinde,
glukometre (IME-DC, Hof, Almanya) ile dl¢iilmistiir. STZ uygulandiktan sonra, kan glukoz
degerleri 250 mg/dI’nin tizerinde olan denekler “diyabetik’ olarak kabul edilmistir (91).

Viicut agirliklart deney baslangicinda ve sonunda olglilmistiir. TUm deneklerin,
planlanan bir aylik deney siiresinin sonunda, ketasol (Ricterpharma, Viyana, Avusturya) ve
basilazin (Rompun, Istanbul, Tirkiye) anestezisi altinda, total olarak sag ve sol testisleri
¢ikarilmig, agirhiklari 6lgiildiikten sonra, 151k mikroskobik, immunohistokimyasal ve western

blot ¢alismalar1 i¢in rutin islemlere tabi tutulmuslardir.

ISIK MIKROSKOBIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMELER

Testis doku ornekleri, 151k mikroskobik rutin boyamalar ve immiinohistokimyasal
incelemeler i¢in; %10’luk formaldehitle fikse edildikten sonra, dokular yikanarak,
dehidratasyon islemine ge¢ilmistir. Dehidratasyon asamasindan sonra, saydamlastirma
basamagi i¢in dokular, toluol (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) ile muamele edilmis,
once yumusak parafin (Merck Millipore) ve sonrasinda sert parafine (Merck Millipore)
alinarak, parafin bloklar elde edilmistir. Dokulardan histolojik ve morfometrik analizler igin
aliman 5 pm kalinhigindaki kesitlere, testisin histolojik yap1 6zelliklerini ortaya koyacak
hematoksilen+eozin (H-E) boyasi1 uygulanmistir. Entellan ile kapatilarak daimi preparat haline
getirildikten sonra, Olympus BX-51 mikroskobunda incelenerek, degisik biiylitmelerde
fotograflar1 ¢ekilmistir.

Hazirladigimiz H-E boyasi uygulanmis preparatlarin kullanimiyla, tiim deneklerin testis
doku 6rneklerinde seminifer tiibiil ¢aplarinin 6lgtimii; X200’1ik biyitmede, okiler mikrometre
kullanilarak, yuvarlak veya yuvarlaga yakin rastgele secilmis, her preparatta 10 farkli alandaki,
10 ttbdldn enine kesiti alinarak gergeklestirilmistir (92).

Seminifer tibullerde meydana gelen hasar1 saptamak i¢in, testis dokusunda 1970 yilindan
beri kullanilan Johnsen skorlamasi, giinlimiizde de gegerliligini koruyan bir yontemdir (93).
Johnsen skorlama islemi; her bir denege ait H-E ile boyanmis preparatlarda, Olympus BX51
marka mikroskobun X400’liik biiylitmesi kullanilarak, 10 farkli sahada rastgele segilmis 10

seminifer tlbdl ile gergeklestirilmistir. Degerlendirme kriterleri Tablo 2’de belirtilmistir.
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Tablo 2. Johnsen skoru degerlendirmesi (93)

Skor 1 Seminifer tibullerde hicre yok

Skor 2 Spermatogenik hiicreler yok, yalnizca Sertoli hiicreleri var

Skor 3 Sadece spermatogonyumlar var

Skor 4 Spermatid yok, sadece birkag tane spermatosit var

Skor 5 Spermatid yok; ancak spermatositler var

Skor 6 Sperm yok, az spermatid mevcut

Skor 7 Bol spermatid mevcut; ancak sperm yok

Skor 8 Germinal epitel cok sirali; ancak limende 10°dan az sayida sperm var

Skor 9 Germinal epitelde ¢ok sirali; ancak diizgiin olmayan goriiniim mevcut,
Iimende obliterasyona yol agan hiicre dokulmesi var

Skor 10 | Cok sirali, bol spermatozoa ve santralde agik liimen igeren tiibiiller var

Immiinohistokimyasal Prosediir

Immiinohistokimyasal incelemeler igin parafine gémiilen testis doku érneklerinden 5
pm’lik kesitler alinmig ve bir gece 56°C’lik etiivde bekletilmistir. Ardindan deparafinizasyon
ve rehidrasyon islemleri uygulanan preparatlar, antijen geri kazanimi igin sitrat tamponunda
(pH 6; Invitrogen Kaliforniya, ABD) kaynatilmistir. Sonrasinda kesitler, endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek icin H2O2 (Abcam, Cambridge, ABD)’ye maruz birakilmislardir.
Spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla, sekonder antikorun iiretildigi tiire uygun
bloklama solusyonunda (Invitrogen) 10 dk. inkiibe edilen kesitler, oda sicakliginda, antikor
dilie etme sollsyonuyla (Invitrogen) hazirlanan; tavsan poliklonal kaspaz 3 (1/300
diliisyonda; Novus Biologicals, ABD), tavsan poliklonal fosfo(f)-JNK (1/100 diliisyonda; Cell
Signaling Technology, Massachusetts, ABD), tavsan poliklonal kaspaz 12 (1/500 dilusyonda;
Merck Millipore) ve tavsan poliklonal CHOP (1/300 diliisyonda; Novus Biologicals)
antikorlarinda +4 °C’de bir gece inkiibe edilmislerdir. Primer antikorun tiretildigi tiire kars1
olan biyotinlenmis sekonder antikorda (invitrogen) 10 dk. oda 1sisinda tutulmus ve son olarak
HRP-streptavidin (Invitrogen) ile 10 dk muamele edilmislerdir. DAB (Invitrogen) ile
kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen zit boyamasi yapilmis ve entellanla
kapatilmiglardir. Hazirlanan preparatlar BX-51 Olympus marka arastirma mikroskobunda
incelenerek, fotograflar1 ¢cekilmistir.

Tim imminreaktivite degerlendirmeleri; X200 ve X400 objektifler kullanilarak,
kesitlerin hangi grup denege ait oldugunu bilen ve bilmeyen birer arastirici tarafindan

gergeklestirilmistir.
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Kaspaz 3 ve kaspaz 12 immiinreaktiviteleri; X200 objektif kullanilarak, her preparattaki
5 farkli alanda bulunan ortalama 1000 seminifer tiibiil hiicresindeki immiinpozitif hiicre
sayilaria gore skorlanmustir.

f-JINK ve CHOP immiinreaktivite degerlendirmeleri; her bir hayvana ait testis kesitinde,
rastgele 5 alan secilerek, X400 buyiltme kullanilarak “Histolojik skorlama” (HSCORE)
yontemi ile degerlendirilmistir. HSCORE, kesitlerde immiinoreaktivite gosteren hiicrelerin
yiizdesi (Pi) ve boyanma derecesi (i) dikkate alinarak gergeklestirilmistir. Boyanma dereceleri;
0 (boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (guc¢li boyanma) olarak
degerlendirilmis ve ortalama histolojik skor, her bir hayvana ait kesit icin HSCORE =} Pi (i+1),
(1; yogunluk skoru, Pi; hiicre yiizdesi) formiilii ile hesaplanmustir.

Kaspaz 3 ve f-JNK imminohistokimya skor sonuglari haricindeki, tim diger
immunreaktivite sonuglarimiz, bulgular kisminda sadece fotograf olarak verilmistir. Buna ek
olarak western blot sonuglarimiz, 3 aktin bant dansite degerleri ile normalize edildikten sonra,

elde edilen yogunluk grafikleriyle desteklenmistir.

Western Blot Protokoli

Testis doku ornekleri, alindiktan sonra tartilmig ve elde edilen dokularin agirliklari kayzit
edilmistir. Orneklere agirliklarma uygun miktarda, proteaz ve fosfataz inhibitdr iceren doku
ekstraksiyon tamponu (RIPA Lysis Buffer, ChemCruz, Hollanda) eklenmistir. Tiim islemler
+4°C’de siirdliriilmiis 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. Siipernatanti alinan 6rneklerdeki
protein miktarlari, Nanodrop cihazi (Optizen NanoQ, Mecasy, Kore) ile iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda 6l¢ililmiistiir. Bu agsamada protein miktar1 belirlenen tiim 6rnekler, esit
miktarda protein igerecek sekilde, drnek tamponu (invitrogen), ornek indirgeyici ajan
(Invitrogen) ve distile su miktarlar1 da hesaplanarak, kuyucuklara yiiklenmek iizere
hazirlanmistir. Dikey elektroforez cihazinin tanki (Life Technologies Inc., Carlsbad, ABD),
yiiriitme tamponu (Invitrogen) ile doldurulmus ve proteinlerin molekiiler agirligma uygun
olarak secilen hazir jelde (Nupage Novex % 4-12 Bis-tris gel, Invitrogen) yiiriitiilen 6rnekler,
iBlot 2 Gel Transfer cihazi (Life Technologies Inc) kullanilarak nitroseliiléz membrana
(Invitrogen) transfer edildikten sonra, membran iBind™ Flex Western Device (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak, tavsan poliklonal kaspaz-12 (1:1000 diltisyonda,
Abcam), tavsan poliklonal CHOP (1:500 dilisyonda, Novus Biologicals) ve tavsan poliklonal
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B aktin (1:10000 dilisyonda, Novus Biological) antikorlar1 ile 2 saat inkiibe edilmistir. TUm
antikorlar, iBind Flex solution kit (Thermo Fisher Scientific) i¢inde hazir bulunan yikama
sollisyonu ile dillie edilmistir. Sonrasinda membranlar, kit i¢indeki yikama soliisyonunda 3 kez
5’er dk yikanarak, goriintli alma asamasi i¢in hazir hale getirilmistir. Kemiluminesans
(SuperSignal West Pico Plus, Thermo Scientific) ile 5 dk muamele edilen membranlarin,
TUTAGEM’de bulunan ChemidocTM MP Imaging System Biorad (Model No: Universal
Hood 3, Biorad, ABD) cihazi kullanilarak, goriintiillenmesi gergeklestirilmistir. Tim bant
profilleri Image J 1.48v programi (Wayne Rasband, National Institutes of Health, ABD)
kullanilarak ve her membranda yer alan Ornekler P aktin antikoruyla muamale edilerek

normalize edilmistir.

Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler igin; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali’ndan hizmet alinmis (SPSS 20.0 programi Lisans no: 10240642) ve
degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalarda
P<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir. Tim deneklerin, kan-glukoz degerleri, eslestirilmis t
testi ile degerlendirilmistir. Tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile gruplar arasindaki viicut
agirhiklarl, testis agirliklari, seminifer tiibiil c¢apt ve immiinohistokimyasal veriler
karsilagtirilmistir.

Western blot ile ¢alistigimiz kaspaz 12 ve CHOP degiskenlerinin karsilagtiritlmasi ve
Johnsen skor verileri, dagilim ozellikleri dikkate alinarak “Tek yonlii varyans analizi”yle
degerlendirilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulundugunda ise bu farkin hangi gruplardan
kaynaklandigin1 bulmak i¢in; varyanslar homojen ise Tukey testi, homojen degilse Tamhane

coklu karsilastirma testi kullanilmustir.
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BULGULAR

KAN GLUKOZ DUZEYi VE AGIRLIK BULGULARI

Tim gruplarin kan glukoz diuzeyleri; STZ uygulamasindan 1 giin 6nce, STZ ile diyabet
olusturulduktan 2 giin sonra ve takip eden her 15 giinde bir 6l¢iilmiistiir. Viicut agirliklari, deneyin
baglangicinda ve deney siiresi boyunca her hafta kayit edilmistir. Sag ve sol testisler ise sakrifikasyon
esnasinda alinip, diseksiyon islemi uygulandiktan sonra tartilmistir.

STZ uygulamasindan once 6lgllen kan glukoz degerlerinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli derecede farklilik bulunmamustir (C ile D arasinda P=0.912; C ile I arasinda P= 0.776; D ile
| arasinda P=0.527; Sekil 6A). Diyabet-D ve diyabet olusturulduktan sonra JNK inhibitorii verilen |
gruplarinda; STZ uygulamasindan 2 giin sonra 6l¢iilen kan glukoz degerlerinin, deneysel diyabetin
olusturuldugunu kanitlar sekilde 250 mg/dl {izerinde oldugu ve C grubuna gére anlamli derecede
arttigr goriilmistiir (P<0.05; Sekil 6B). Ayrica, STZ uygulamasini takip eden 15. giin ve
sakrifikasyondan hemen dnce Olgulen kan glukoz degerleri D ve I gruplarinda, C grubuna gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.05; Sekil 6C ve 6D). Bununla birlikte, INK inhibisyonu
uygulanan | grubu deney sonu kan glukoz degerlerinin, D grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalmig oldugu belirlenmistir (P<0.05; Sekil 6D).
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Sekil 6. Deney suresince olgiilen kan glukoz degerleri grafigi. A. Deney baslangici kan glukoz
degerleri, B. STZ sonras1 2.giindeki kan glukoz degerleri, C. 15. gin kan glukoz
degerleri, D. Deney sonu kan glukoz degerleri. 2: C grubu ile karsilastirildiginda, °: D
grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh kabul edilmistir.

Deney 6ncesinde gruplarda yer alacak denekler belirlenirken, agirliklar: birbirine yakin olan
denekler gruplara esit sekilde dagitilmistir. Sakrifikasyondan hemen énce gruplarin viicut agirliklar
Olculip kiyaslandiginda; D ve I gruplarinda deneklerin viicut agirliklarinin, deney suresince C
grubuna gore anlamli sekilde azaldigi gozlenmistir (P<0.001; Sekil 7A). D ve | gruplari kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise anlamli bir farkliligin olugsmadigi saptanmigtir (P=0.170, Sekil 7A).
Ancak, herhangi bir tedavi almayan D grubunda (319 % 23’ten 210 * 18.2 grama diisiis), JINK
inhibitord verilen I grubuna (311 + 22.1°den 226 + 13.5 grama diislis) gore daha fazla kilo kayb1
oldugu belirlenmistir (Sekil 7A).

Deneklerin sakrifikasyonundan sonra alinan sag ve sol testis agirliklar1 6lgiildiigiinde ise D
grubunda, C grubuna gore anlamli derecede azalmanin (P<0.001; Sekil 7B) meydana geldigi
goralurken; 1 grubuna ait sag ve sol testis agirlik degerlerinin, C grubu degerlerine olduk¢a yakin
oldugu goriilmiis ve aralarinda bir fark saptanmamustir (sag testis P=0.103, sol testis P=0.975; Sekil
7B). Bununla birlikte, I grubuna ait sag ve sol testis agirliklar1 degerleri, D grubu degerlerine gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir (ikisi de P<0.001; Sekil 7B).
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Sekil 7. Baslangi¢c/deney sonu viicut agirhklar ve sag / sol testis agirhk grafikleri. A.
Baslangic ve deney sonu viicut agirhklari, B. Sag ve sol testis agirhklar. 2: C
grubu ile karsilastirildiginda, °: D grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh
kabul edilmistir.

MORFOMETRIK BULGULAR

Tiim deney gruplarimizin testis doku 6rneklerinden alinan 5pum kalinligindaki kesitlere, H-E
boyasi uygulandiktan sonra elde edilen preparatlarda, seminifer tiibil ¢api 6lgimi yapilmistir. Bu
islem; okller mikrometre yardimiyla 10 farkli alanda, X200’liik biiylitmede, yuvarlak veya yuvarlaga

yakin rastgele secilmis, her preparatta 10 seminifer tiibiiliin enine kesiti alinarak gerceklestirilmistir
(94, 95).
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K ve D grubu deneklerinin seminifer tiibiil ¢ap 6l¢iimleri karsilastirildiginda; D grubu degerleri
(214 £ 12.5), K grubu degerlerine (314 + 11.3) gore istatistiksel anlamlilikla azalmigtir (P<0.001;
Sekil 8).

I grubuna ait seminifer tubil ¢ap degerlerinin ortalamalar1 (272.5 = 18.6), C grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu tespit edilmistir (P<0.001; Sekil 8).

Ancak seminifer tiibiil cap degerleri arasindaki en énemli bulgumuz; | grubu seminifer tubul

cap ortalamalarinin, D grubuna gore istatistiksel anlamlilikla yiiksek olmasidir (P<0.001; Sekil 8).

Seminifer tiibil capi (um)
350
300 a,b
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200
150
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Sekil 8. Gruplara ait seminifer tiibiil cap1 grafigi ®: C grubu ile karsilagtirildiginda, °: D grubu
ile karsilastirildiginda P<0.05 anlamh kabul edilmistir.

MORFOLOJIK BULGULAR

Isik Mikroskopik Bulgular

C grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: C grubuna ait deneklerden alinan ve H-E ile boyanan
testis doku orneklerinde normal histolojik yap1 izlenmistir (Sekil 9A ve 9B). Seminifer tibdllerde
germinal seri epitel hicreleri duzgin dizilim gosterirken, interstisyel alanda normal yapida bag
dokusu ve hucreleri, kan damarlar1 ve kan damarlari etrafinda poligonal sekilli ve eozinofilik boyanan
Leydig hucreleri gézlemlenmistir (Sekil 9A ve 9B).

Sertoli hicreleri ve spermatogonyumlar bazal membran tizerine yerlesmis, spermatosit-I"ler
diger hiicrelere oranla daha biiyiik niikleuslar: ile kolaylikla ayirt edilmektedir. Spermatosit-1I’ler
mayoz boliinme esnasinda olusup, kisa siirede spermatidlere doniistiiklerinden dolay1, bu hiicreleri
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seminifer tiibiillerde ayirt etmek oldukga giictiir. Spermatidlerin yuvarlak ve uzamus tipleri ile limene
yakin olarak konumlanirken, sperm htcreleri limende izlenmektedir (Sekil 9A ve 9B). Bu grubun
Johnsen skor degerlerinin ortalamast 9.6 + 0.26°dur.

D grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: D grubu seminifer tibdl ¢aplarinin, C grubuna
gore anlamli derecede azalmis oldugu tespit edilmistir (Sekil 8). Bununla birlikte; seminifer
tiiblillerde sekil bozukluklari, bazal membranlarda ondiilasyonlar, hiicre kaybi, vakuolizasyonlar,
tiibiil liimeninde dokiilmiis germinal hiicrelerin varligi, germinal epitelde organizasyon bozuklugu ve
tiibiillerin etrafin1 saran bag dokuda yer yer kalinlagsmalar da dikkati ¢ekmistir (Sekil 9). Seminifer
tibdllerdeki sekil degisimlerinin; spermatogenik seri hlcrelerinin diziliminde bozulma, hiicrelerdeki
sitoplazma kayiplari, organizasyon bozukluklari neticesinde ortaya ¢iktig1 diisiincesindeyiz.

Diyabet grubunda yer alan deneklerin testis dokularinin, H-E ile boyadigimiz preparatlarinda
seminifer tiibiiller genel olarak degerlendirildiginde; tm sprematogenik seri hicrelerini
(spermatogonyum, spermatosit-l, spermatid ve sperm) iceren tubullerin yami sira, sadece
spermatogonyum ve spermatosit-I’ler ile Sertoli hiicrelerinden olusan seminifer tibuller de
izlenmistir (Sekil 9C ve 9D). Sertoli ve spermatogenik hticrelerin dejenerasyonu sebebiyle, germinal
epitelde yer yer genis vakuollerin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir.

Seminifer tiibiil bazal membranlarinda izlenen ondiilasyonlarin da tiibiil epitel hiicrelerinde
izlenen bu dejenerasyonlar sebebiyle meydana geldigi diistincesindeyiz (Sekil 9C ve 9D). D grubu
Johnsen skorunun (6.96 = 0.35), C (9.6 = 0.26) ve | (7.96 £ 0.28) gruplarina gore anlamli olarak
diisiik olmasi (ikisi de P<0.001; Sekil 9G) bulgularimizla 6rtiismektedir.

I grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Diyabet olusturulduktan hemen sonra JNK
inhibisyonu uygulanan bu grupta; seminifer tiibiil ¢aplarinin, D grubuna kiyasla ¢ok daha normal
sayilabilecek diizeyde (Sekil 8) olmasi, kullandigimiz JNK inhibitoriiniin etkin ve dozunun da yeterli
olmasinin gostergesi olabilir.

D grubunda gorilen pek ¢ok histopatolojik degisimin (seminifer tiibiillerde sekil bozukluklart,
bazal membranlarda ondilasyonlar, hiicre kayiplari, sitoplazmik vakuolizasyonlar, tubul limeninde
dokiilmiis germinal hiicrelerin varligi, germinal epitelde organizasyon bozuklugu), | grubunda daha
az izlendigi ve JNK inhibisyonunun testis dokusuna ait histopatolojileri 6nemli 6lgiide korudugu
gorulmektedir (Sekil 9E ve 9F).

I grubu Johnsen skorunun; D grubuna kiyasla anlamli bir sekilde yiiksek (P<0.001; Sekil G), C
grubuna gore ise anlamli bir sekilde diisiik olmasi histopatolojik (P<0.001; Sekil 9G) bulgularimizla

Ortlismektedir.
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Sekil 9. A. C grubuna ait seminifer tiibiillerde, bazal membran (—), germinal epitele ait
hiicreler ve tiibiil limeninde sperm hiicreleri goriilmektedir (»). B. C grubunda
seminifer tiibiiller (—) ve spermatogenik seriye ait hiicreler izlenmektedir (»). C. D
grubu seminifer tabdl Iidmeninde dokilmiis hicreler (*) dikkat cekmektedir. D. D
grubunda baz1 seminifer tiibiillerde; hiicresel vakuolizasyonlar (—), atrofik hiicreler
dikkat cekmektedir (*). E. I grubuna ait bu kesitte, seminifer tiibiil bazal membram
(™), germinal epitele ait hiicreler (—) gérulmektedir. F. | grubuna ait bu mikrografta;
spermatogenezin diizenli oldugu goriilmektedir (—). G. Johnsen skor grafigi. 2. C
grubu ile karsilastirildiginda, °: D grubu ile karsilastirildiginda P<0.05 anlamh kabul
edilmistir.
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Immunohistokimya ve Western Blot Bulgular

Immiinreaktivite degerlendirmeleri, kesitlerin hangi grup denege ait oldugunu bilen ve
bilmeyen iki farkli arastiricinin katilimiyla gergeklestirilmistir.

Kaspaz 3 ve kaspaz 12 imminreaktiviteleri; X200 objektif kullanilarak, hazirlanan
preparatlarin 5 degisik alaninda bulunan, yaklasik 1000 spermatogenik seri hiicresinde
immunreaktivite gorulen hiicre sayilarina gore skorlanmistir. f-JNK ve CHOP immunreaktivite
degerlendirmeleri ise her bir hayvana ait testis kesitinde, rastgele 5 alan segilerek, X400 biyutme
kullanilarak “Histolojik skorlama” (HSCORE) yontemi ile degerlendirilmistir.

Kaspaz 3 ve f-JNK ifadeleri sadece immunohistokimya, kaspaz 12 ve CHOP ifadeleri ise hem

immunohistokimya hem de western blot yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Kaspaz 3 bulgulari: imminlokalizasyonu niikleer ve sitoplazmik olan kaspaz 3, C grubu
seminifer tdbdllerinde az sayida spermatogonyum, spermatosit-l ve Leydig htcrelerinde
immunpozitif reaktivite gostermistir (Sekil 10A ve 10B).

Tum gruplarda bulunan deneklere ait testis dokularinda uygulanan immiinohistokimyasal
calismalarda kaspaz 3 ifadesinin, C grubuna gore D grubu (Sekil 10C ve 10D) ve | gruplarinda (Sekil
10E ve 10F) istatistiksel anlamlilikla fazla oldugu (sirasiyla; P<0.001, P=0.021; Sekil 10G)
saptanmistir.

D grubu kaspaz 3 imminreaktivite degerleriyle Karsilastirildiginda, 1 grubunda tespit edilen
azalmanin (P<0.001; Sekil 10G) istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Diyabetik testis
dokusunda oldukga etkin oldugu ileri siiriilen JNK protein inhibitoriiniin kullanildigi | grubu

deneklerinde, tespit edilen kaspaz 3 immdinreaktivite azalmasi 6nemli bir bulgudur.
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C grubu kaspaz 3 immunreaktivitesi

Sekil 10. A ve B’de bulunan mikrograflarda,

D grubuna ait seminifer

de
tubdllerde, ¢ok sayida immiinpozitif hiicre goriilmektedir (—). E ve F ise |

9

goriilmektedir (—), i¢sel: Negatif kontrol. C ve D

veren hicreler

grubunda bulunan az sayida kaspaz 3 reaktivitesi

G.Kaspaz 3
b: D grubu ile

izlenmektedir (—). Kaspaz 3 ve hematoksilen zit boyamasi.

ginda,

immunreaktivite grafigi.  C grubu ile karsilastirild:

karsilastirildiginda P<0.05 anlamh kabul edilmistir.
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f-JNK immiinreaktivite bulgulari: Tiim gruplarin f~-JNK immiinreaktiviteleri incelendiginde;
testis dokusu seminifer tubullerinde, hiicresel lokalizasyonu nikleer olan immunpozitif hiicreler
izlenmistir (Sekil 11). C grubunda, bazi spermatogonyum ve spermatosit-1’lerde hafif ve orta dereceli
immiinreaktivite gézlemlenmistir (Sekil 11A ve 11B).

D grubunda ise spermatagonyumlar ve spermatosit-I’lerin bir kisminda yogun, bir kisminda
hafif derecede immiinreaktivite izlenmistir (Sekil 11C ve 11D). D grubunun f-JNK HSCORE
degerlerinin (195.8 + 11.5), C grubu degerlerinden (132.5 £ 9.35) oldukcga yuksek ve aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (P<0.001, Sekil 11G). Bunun yanisira, Sertoli
hlcrelerinde de kontrol grubuna gore daha fazla f-JNK imminreaktivite bulunmaktadir (Sekil 11B
ve 11D).

JNK inhibitéri SP600125 verilen | grubunda; bazi hiicrelerde orta derecede f-JNK
immunreaktivite goézlenirken, bazilarinda ise f-JNK imminreaktivitenin olduk¢a diisiik oldugu
izlenmistir. Spermatogonyumlarda genellikle hafif ve orta derecede reaktivite bulunurken;
spermatosit-I’lerde farkli siddetlerde f-JNK immdunreaktivite g6zlemlenmistir. Sertoli hiicrelerinde
ise hafif derecede bir immdunpozitiflik gortlmektedir (Sekil 11E ve 11F).

| grubundaki testis doku Orneklerinin seminifer tiibiil duvarlarinda bulunan hiicrelerin f-JNK
HSCORE degerleri (160.8 + 7.3), C grubu degerlerinden daha yiiksektir (P<0.001, Sekil 11G). D
grubu degerleri ile kiyaslandiginda ise | grubu f- INK HSCORE degerlerinin belirgin olarak azaldigi
ve bu azalmanin istatistiksel olarak da anlamli oldugu tespit edilmistir (P<0.001, Sekil 11G).
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Sekil 11. A ve B mikrograflarinda, C grubuna ait f-JNK immiunreaktivitesi
goriilmektedir (—), icsel: Negatif kontrol. C ve D. D grubuna ait seminifer
tiibiillerde, ¢ok sayida immiinpozitif hiicre izlenmektedir (—). E ve F. I
grubunda, f-JNK immunreaktivitesi gosteren hiicreler (—). Hematoksilen zit
boyamasi. G. f-JNK immdinreaktivite grafigi. 2 C grubu ile
karsilastinldiginda, °: D grubu ile karsilastirildiginda P<0.05 anlamh kabul
edilmistir.
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Kaspaz 12 immiinreaktivite bulgulari: C ve | grubuna ait seminifer tubdllerin germinal
epitelinde ve Sertoli hiicrelerinde hticresel lokalizasyonu sitoplazmik olan az sayida immiinpozitif
hiicre goriiliirken (Sekil 12), D grubu seminifer tubullerinde yer alan spermatogonyum, spermatosit-
1, spermatid ve Sertoli hiicrelerinde, ¢ok sayida immiinpozitif hiicre tespit edilmistir (Sekil 12).

Endoplazmik retikulum stresinde 6nemli bir protein olan kaspaz 12 proteininin; D grubundaki
immunpozitif hiicre sayis1 (126 + 15.6), C grubuna (18.5 £ 3.7) gore istatistiksel olarak anlami1 bir
sekilde artmistir (P<0.001; Sekil 12A-D). Bununla birlikte, I grubuna ait seminifer ttbdllerdeki
immiinpozitif hiicre sayisinin (24 + 7.5), D grubuna gore anlamli 6l¢iide azaldigi saptanmistir
(P<0.001; Sekil 12E ve 12F). Buna ek olarak, I grubu ile C grubu kiyaslandiginda ise | grubundaki
immiin pozitif hiicre sayisinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi belirlenmistir (P=0.022;
Sekil 12).

Western blot teknigi uygulanan C, D ve I grubu testis dokularinda, kaspaz 12 protein ifadesi
degerleri karsilastirildiginda; D grubu (1.23 £ 0.04) ve | grubu (0.80 £ 0.01) degerlerinin, C grubu
degerlerine (0.68 + 0.14) gére anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir (ikisi de P=0.002; Sekil 12G ve
12H). I grubu kaspaz 12 ifadesi, D grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 goriilmiistir (P=0.002; Sekil 12).

Elde ettigimiz veriler, immiinohistokimya ve western blot kaspaz 12 analiz sonuglarimizin

birbiriyle uyumlu oldugunu gostermektedir.
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Sekil 12. Kaspaz 12 imminreaktivite ve western blot sonuclarini iceren bu sekilde; A ve B.
C grubu, immunpozitif hicreler oklarla (—) isaretlenmistir. i¢sel; Negatif
kontrol. C ve D. D grubunda c¢ok sayida immiinpozitif hiicre oklarla (—)
gosterilmistir. E ve F. | grubu; seminifer tibudllerdeki immunpozitif hicreler
oklarla (—) belirtilmistir. Kaspaz 12 ve hematoksilen zit boyamasi. G. Kaspaz 12
western blot bant profili. Molekiiler agirhk (MA). H. Kaspaz 12 western blot
grafigini icermektedir. 2: C ile karsilastirnlldiginda, °: D ile karsilastirildiginda

elde edilen, anlamh olan degerler grafiklerde belirtilmistir.
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CHOP immiinreaktivite bulgulari: C grubu testis dokusu seminifer tubullerinde,
spermatogonyum, spermatosit | ve spermatid hiicrelerinde, hiicresel lokalizasyonu sitoplazmik olan,
az sayida immiinpozitif hiicre izlenmistir (Sekil 13A ve 13B).

D grubu (207.5 + 9.35) ve | grubu (172.5 £ 6.9) testis dokularindaki CHOP HSCORE
degerlerinin, C grubuna (112.5 + 10.8) gére anlaml1 derecede arttigi goriilmiistiir (P<0.001; Sekil 13).
Bununla birlikte 1 grubu CHOP HSCORE degerinin, D grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldig: tespit edilmistir (P<0.001; Sekil 13C-F). D ve | grubu testis kesitlerinde
immiinpozitif hiicreler ¢ogunlukla; spermatosit I, spermatid ve az sayida spermatogonyumlarda
izlenmistir (Sekil 13C-F).

Western blot teknigi uygulanan C, D ve I grubu testis dokularinda, CHOP protein ifadesi
degerleri karsilastirildiginda; D grubu (1.27 £ 0.05) ve I grubu (0.97 £ 0.05) degerlerinin, C grubu
degerlerine (0.80 £ 0.08) gére anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir (P=0.002; Sekil 13G ve 13H). |
grubu CHOP ifadesi, D grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi
goriilmistiir (P=0.002; Sekil 13).

Elde ettigimiz verilere gore immiinohistokimya ve western blot analiz sonuglarimiz birbiriyle
uyumludur ve CHOP ifadesinin diyabetik testis dokularinda arttig1 agik¢a goriilmektedir. Ancak JNK
inhibisyonu uygulandiginda, ER stresinin 6nemli bir gostergesi olan CHOP protein ifadesinin

azaldig1 saptanmustir.
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Sekil 13. CHOP immuinreaktivite ve western blot sonu¢larim iceren bu sekilde; A ve B. C
grubu, immuanpozitif htcreler oklarla (—) isaretlenmistir. i¢sel; Negatif kontrol. C ve
D. D grubundaki ¢ok sayida immiinpozitif reaksiyon veren hicreler oklarla (—)
gosterilmistir. E ve F. | grubu; seminifer tibdllerdeki CHOP pozitif hiicreler oklarla
(—) belirtilmistir. CHOP ve hematoksilen zit boyamasi. G. CHOP western blot bant
profili. Molektler agirhk (MA). H. CHOP western blot grafigini icermektedir. : C
ile karsilastirildiginda, °: D ile karsilastirildiginda elde edilen, anlamh olan degerler
grafikte belirtilmistir.
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TARTISMA

Guniimuzde diyabet; nefropati, noropati, retinopati, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
komplikasyonlari bulunan 6nemli bir sistemik hastaliktir (1, 5, 18, 22, 96). Bununla birlikte iyi bir
tedavi siirecinde olmayan ya da diyabet teshisi almamigs kisilerde, erkek infertilitesine neden olan
onemli hastaliklardan biri olarak da gdsterilmektedir (97-100). Diyabet ve erkek infertilitesi
arasindaki iligki, heniiz aydinlatilamamis pek ¢ok molekiiler mekanizmasi bulunan ve tim yonleriyle
aragtirtlmas1 gereken ©Onemli bir konudur. Diyabet ve erkek infertilitesi (zerine yapilan son
calismalarda kan glukoz homeostazini1 diizenleyici 6zelligi olan, antioksidan igerigi yiiksek dogal
tirtinlere ilgi artmis olsa da (101-103), hastaligin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi ve
bu molekiiler yolaklarda Onemli roller oynayan g¢esitli proteinlere ait inhibitér ajanlarin
kullanilmasiyla da etkin tedaviler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (86, 87, 104-106). Diyabetin neden
oldugu hiperglisemi nedeniyle ortaya ¢ikan akut ve kronik komplikasyonlarin dnlenmesi ag¢isindan,
ilac tedavileri ve bu tedavilerin gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Diyabetik erkek bireylerde; libido azalmasi, retrograd ejakiilasyon, erektil disfonksiyon,
hipogonadizm, testikiler hacimde azalma, prostat glandiler hacimde artis ve iirogenital sistemdeki
mikrobiyal aktivitede artis oldugu gosterilmistir (97, 99, 100, 107-110). Bunlarla birlikte; sperm say1
ve hareketliliginde azalma, hipotalamus-hipofiz-testis ekseninde degisiklikler ve testosteron
seviyesinde diisiis de siklikla karsilagilan sorunlardandir (103, 110-113). Tiim bu problemlerin altinda
yatan en 0nemli problemlerden biri, diyabet ile olusan hipergliseminin tetikledigi oksidatif stresin,

apoptozis mekanizmasini indiiklemesidir.
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Diyabetik erkek bireylerde ortaya ¢ikan kotii klinik tablonun iyilestirilmesinde, kan glukoz
homeostazinin saglanmasi kilit rol oynamaktadir. Pankreas B hiicrelerinin tahrip olmasi, insiilin
sekresyonunda meydana gelen azalma ya da insiilin direncinin gelismesi nedenlerine bagli olarak
olusan kan glukoz seviyelerindeki artis, yapilan ¢alismalarda gesitli ajanlarin kullanilmasiyla kontrol
altina alinmaya c¢alisilmistir (101-103). Cinku kronik hiperglisemi sebebiyle ROS Uretiminde artis
ve antioksidan savunmada yetersizlikler meydana gelmektedir. ROS etkisiyle, sperm niikleer ve/veya
mitokondriyal DNA’sinin pargalandigi, bunun da bireylerin ireme potansiyelleri igin risk
olusturdugu bilinmektedir (6, 96, 103, 114-116).

Diyabet ile indiiklenen okidatif stresin, JNK aktivasyonunu arttirdigi yapilan Onceki
calismalarda bildirilmistir (14, 65, 66, 117). JNK aktivasyonunun arttig1 f hiicrelerinde; instlin
sekresyonunun azaldig1 ve buna ek olarak, insiilinin etki edecegi hiicrelerde instlin direncinin
gelistigi onceki caligmalarda ortaya konulmustur (14, 82, 118). Yaptigimiz ¢alismada kan glukoz
degerlerinin; diyabet grubuna goére, JNK inhibisyonu uyguladigimiz I grubunda azalmis olmasinin,
azalan JNK aktivitesi kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir. Han ve arkadaglarinin (119) 2012 yilinda
yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, makrofaj hiicrelerine spesifik olarak JNK genlerini susturduklart ve
ardindan da yiksek yagl diyetle besledikleri deneklerde hipergliseminin gelismedigini
gozlemlemislerdir. Singh ve arkadaslarinin (84) JNK genlerini susturduktan sonra yiiksek yagh diyet
uyguladiklar bir diger calismada, deneklerin kan glukoz degerlerinin JNK etkisi olmadiginda kontrol
altinda tutulabildigini bildirmislerdir. Tiim bu caligmalar, diyabet ile JNK arasinda 6nemli bir
iliskinin olabilecegini diislindiirmektedir.

Diyabetik deneklerde olusan viicut agirlik kayiplari, yapilan bir cok calismada gézlemlenmistir
(9, 77,94, 117, 120). Bu ¢alismalara paralel olarak; yaptigimiz ¢alismada da diyabet grubunda viicut
agirlik kayiplariin oldugu tespit edilmistir. I grubunda, D grubuna kiyasla belirlenen viicut agirlik
artiginin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Ijaz ve arkadaslar1 (85) 2009 yilinda
yaptiklar calismada; diyabetik deneklerde JNK inhibisyonunun, viicut agirliklarindaki azalmayi
etkilemedigini gostermislerdir. Lim ve arkadaslarinin (121) 2011 yilinda yaptiklari caligmada da JNK
inhibisyonunun, diyabetin neden oldugu viicut agirlik kaybin1 6nlemedigi bildirilmistir. Her ne kadar
istatiksel olarak anlamli olmasa da, calismamizda gozlemledigimiz I grubundaki agirlik kayiplarinin,
D grubuna gore daha az olmasi, JNK inhibitorlerinin antidiyabetik etkisi ile agiklanabilmektedir. Bu
bulgularimiz, JNK inhbitérlerinin farkli doz ve sirelerde uygulandiginda, diyabetin sebep oldugu
viicut agirlik kayiplarini ortadan kaldirabilecegini akla getirmektedir.

Diyabet ile birlikte viicut agirliklarinin yani sira, testis agirliklarinda da azalma oldugu pek ¢cok
calismada ileri siiriilmiistiir (91, 122-126). 1 grubu deneklerimizde tespit ettigimiz testis agirlik

kayiplarinin, D grubu deneklerden daha az olmasini; JNK inhibisyonu sebebiyle, diyabetik testislerde
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gorulen histopatolojik degisimlerin ve patolojik apoptozisin daha az olmasiyla agiklayabiliriz. INK
inhibisyonunun diyabetik bobrek dokusundaki agirlik kaybina etkisini arastirmak isteyen ljaz ve
arkadaglarinin (85) 2009 yilinda yaptiklar: bir in vivo ¢aligmada; diyabet grubu deneklerin bobrek
dokusunda meydana gelen agirlik kaybinin, JNK inhibisyonu uygulanan grupta yasanmadigi ileri
stirlilmistiir.

Diyabetik testis doku kesitlerimizde histopatolojik olarak; seminifer tiibiillerde sekil
bozukluklari, bazal membranlarda ondiilasyonlar, gelisimini tamamlayamadan ttbul Iimenine
dokdlen hicreler, hicresel vakuolizasyonlar, tibdl limeninde daralmalar, germinal epitelde
organizasyon bozuklugu ve tiibiillerin etrafin1 saran bag dokuda yer yer kalinlagsmalar gozlenmistir.
Karsilagtigimiz bu histopatolojik bulgular, daha once yapilmis pek cok calisma ile paralellik
gostermektedir (9, 50, 94, 117, 120, 126-129). Calismamizda I grubu dencklere ait kesitlerde,
yukarida bahsedilen testis dokusuna ait histopatolojik degisimlerin biiyiik Ol¢iide azaldigi, INK
inhibisyonunun seminifer tiibiil ¢ap1 ve Johnsen skor sonuglarina da olumlu yonde etki ettigi
goriilmiistiir. Cesitli dokular tizerine yapilan bazi ¢alismalarda, diyabetin neden oldugu histopatolojik
degisikliklerin JNK inhibisyonu ile engellendigi bildirilmistir. Liu ve ark. (86)’nin 2014 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada STZ ile indiikklenmis diyabet modelinde, JNK inhibisyonunun; aort
duvarindaki olugsmasi kuvvetle muhtemel histopatolojik degisikliklerin olusumunun engellendigi
rapor edilmistir. JNK inhibisyonunun diyabetik nefropati lizerindeki etkilerini arastiran Pan ve ark.
(87) 2013 yilinda yaymladiklar1 ¢alismalarinda JNK inhibisyonuyla, diyabetik bobrek dokusunda
ortaya ¢ikan pek ¢ok histopatolojik degisikligi 6nledigini ve JNK inhibitorlerinin, diyabetik nefropati
i¢in yeni bir terapétik ajan olabilecegini bildirmislerdir.

Diyabetin sebep oldugu testikiiler disfonksiyon ile apoptozisin yakin iligkili oldugu ve oksidatif
stresin, apoptozisi indiikledigi onceki ¢alismalarda bildirilmistir (91, 112, 117, 130). Apoptozisin
belirlenmesinde kaspaz 3’tin  immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi sikliklikla
kullanilmaktadir. Proteolitik 6zelligi olan kaspaz 3’ilin hiicrelerdeki aktivasyonu ile hiicreye ait pek
cok yapisal proteinin parcalanmasi ve bunun sonucu olarak da apoptozisin gelistigi bilinmektedir
(108, 120, 130-133). Koh (130)’un 2007 yilinda, Faid ve ark. (134)’nin ise 2015 yilinda yaptiklari
calismada, diyabetin kaspaz 3 aktivitesini arttirdig1 bildirilmistir. Calismamizda D grubundaki kaspaz
3 immiinreaktivitesinin anlamli bir sekilde artmis olmasi, diyabetik testis dokusu i¢in bekledigimiz
bir bulgudur. Bununla birlikte, JNK inhibisyonu uyguladigimiz I grubunda, D grubuna gore kaspaz
3 aktivasyonunun istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 tespit edilmistir. Yaptigimiz literatiir
arastirmasinda, JNK inhibisyonunun diyabetik testis dokusundaki kaspaz 3 immiinreaktivitesini ne
olgiide etkiledigini ortaya koyan bir ¢aligmaya rastlanilmamigtir. Ancak farkli diyabetik dokularda

JNK inhibisyonunun kaspaz 3 immiinreaktivitesindeki etkilerini gosteren ¢alismalar mevcuttur. Pan
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ve ark. (135) 2014 yilinda STZ ile diyabet modeli olusturduklar1 ¢alismada, diyabetin neden oldugu
kardiyak hasara kars1 JNK inhibisyonunun koruyucu etkilerini aragtirmiglardir. Yaptiklar ¢alismada,
diyabet sebebiyle artan kaspaz 3 aktivitesinin, JNK inhibisyonu ile 6nemli 6l¢iide azaldigini
bildirmislerdir. Chen ve ark. (136) ise 2016 yilinda diyabete ek olarak iskemi reperfiizyon modeli
olusturduklar1 ¢alismada, myokardial dokularda SP600125 ile yapilan JNK inhibisyonunun, kaspaz
3 ifadesini azalttigin1 ve apoptozise karst koruyucu bir ajan olabilecegini rapor etmislerdir.

Diyabet ile artan oksidatif stresin, JNK aracili apoptozisten sorumlu oldugu bilinmektedir.
Artan oksidatif stres sonucu mitokondriden sitoplazmaya gecen sitoktom C, kaspaz aktivasyonlarini
arttirarak apoptozisi indiikler (64). INK ve apoptozis arasindaki iliskiye deginen 6nceki ¢alismalarda,
artan oksidatif strese bagl olarak gelisen apoptoziste f-JNK ifadesinin arttigi bildirilmistir (62, 64,
73, 117, 130). STZ ile diyabet modeli olusturdugumuz bu ¢alismada, diyabete bagli olarak JNK
aktivasyonunda gozlemledigimiz artis, onceki ¢alismalarla paralellik gostermektedir (73, 130). STZ
ile diyabet olusturduktan hemen sonra SP600125 ile JNK inhibisyonu olusturdugumuz | grubunda
ise, f-JNK aktivasyonunun D grubuna gore istatitiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi tespit
edilmistir. Liu ve ark. (86) 2014 yilinda diyabetik deneklerde meydana gelen aort doku hasarina karst,
JNK inhibisyonunun koruyucu etkilerini arastirdiklari bir caligmada; diyabetik aort dokularinda artan
f-JNK aktivitesinin, JNK inhibisyonuyla engellenerek aorttaki patolojik degisikliklerin azaldig:
bildirilmistir. Benzer sekilde Pan ve ark. (87) 2013 yilinda yaptiklari bir calismada, diyabetik bobrek
hasarinda JNK’nin etkilerinin hlicre adhezyon molekilleri (zerinden arastirmislar ve JNK
inhibisyonu gergeklestirdiklerinde, diyabetik renal patolojik bulgularin azaldigini tespit etmislerdir.
Bu sebeple, JNK inhibisyonunun diyabetik nefropati tedavisi i¢in bir umut olabilecegini rapor
etmislerdir.

Diyabetin indiikledigi oksidatif stresin, ER stresine neden oldugu ve apoptozis sinyallerinin
diizenlenmesinde etkili yolaklarin birinin de ER stresi oldugu bilinmektedir (15, 16). ER stresi,
proteinlerde yanlis katlanmalar ya da katlanmamis protein birikimi ile olusmaktadir. ER stresi
olusmus bir hiicre; yeni proteinlerin sentezini azaltarak, ER kapasitesini arttir ya da apoptozis ile
belirli 6liim sinyalleri olusturarak, bu stresi sonlandirabilmektedir (15, 16). CHOP, JNK ve kaspazlar
(kaspaz 3, 9 ve 12), ER stresiyle meydana gelen apoptoziste etkili olan proteinlerdir (15, 17, 74).

Diyabetik testis dokusunda gelisen ER stresi ile birlikte, kaspaz 12 ifadesinin arttig1 daha
onceki caligmalarda da gosterilmistir (73, 131, 137, 138). Calismamizda; immiinohistokimya ve
western blot teknigiyle, 6nceki ¢alismalara paralel olarak, kaspaz 12 protein ifadesinin diyabetik testis
dokusunda arttig1 tespit edilmistir. Literatiirde diyabetik testis dokularinda, JNK inhibitorii
kullanilarak gergeklestirilen bir ¢alisma bulunmamaktadir. JNK inhibisyonunun ER stresine karsi

etkilerini arasgtirmak isteyen Zhang ve ark. (88) 2017 yilinda yaymladiklart caligmalarinda,
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miyokardiyal iskemi reperflizyon modeli ile olusturduklar1 ER stresinde, JNK inhibisyonunun,
kaspaz 12 aktivasyonunu azalttigini tespit etmislerdir. Dokular ve deneysel ¢alisma farkli olsa da,
caligmamizda | grubunda azaldigini tespit ettigimiz kaspaz 12 ifadesinden yola ¢ikarak, JNK
inhibisyonunun ER stresine kars1 etkili bir hedef olabilecegi diistintlebilinir.

ER stresine bagli olarak ortaya ¢ikan apoptozisten sorumlu olan genlerden biri de, CHOP tur.
Aktive olan CHOP, elF2a’y1 defosforile ederek, ER’de daha fazla proteinin olugsmasina neden olarak,
hicrelerin apoptozise girmelerini saglamaktadir. Diyabetik dokularda yapilan ¢aligmalarda, CHOP
ifadesinin diyabet etkisi ile arttig1 bildirilmistir (131, 137-141). ER stresindeki 6nemli belirteclerden
olan CHOP ifadelerini immunohistokimya ve western blot teknikleri ile arastirdigimiz ¢alismamizda,
diyabetik testis dokularinda CHOP ifadesinin arttigi goriilmistiir. Calismamizda, diyabetik testis
dokularindaki ER stresi ve bu stres sonucunda olusan apoptozisin dnlenmesinde etkili olabilecegini
diistindigiimiiz JNK inhbit6riintin (SP600125), | grubu deneklerimizde CHOP ifadesini anlamli bir
sekilde azalttig1 tespit edilmistir. Diyabet disinda, farkli deneysel modellerle ER stresi olusturularak,
CHORP ifadelerine JNK inhibisyonunun etkileri arastirilmistir. Zhang ve ark. (88) 2017 yilinda
yayinladiklar1 c¢aligmalarinda miyokardiyal iskemi reperflizyon modeli ile olusturduklari ER
stresinde, JNK inhibisyonu ile CHOP aktivasyonunun azaldigini1 saptamiglardir. Bir diger caligmada
Lou ve ark. (89) sepsis modeli ile olusturduklar1 ER stresi tizerinde SP600125 etkilerini arastirdiklari
calismada; ER stresi ile artan CHOP ifadesinin, JNK inhibisyonu ile azaldigini bildirmislerdir. ER
stresinde 6nemli bir biyo-belirte¢ olan CHOP ifadesinin, JNK inhibisyonu etkisi ile 6nemli dlgude
azalmis olmasi, ER stresi {izerinde JNK inhibisyonunun olduk¢a etkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Bu c¢alismada, JNK inhibitori SP600125'in diyabetik testis dokusunda olusan ER stresi
tizerindeki etkisini arastirdik. JNK inhibitoriiniin uygulanmasi, deneklerdeki diyabete bagli olarak
olusan testikiiler hasar1 engelleyerek, testisin histolojik yapisi ve ER stresine bagli apoptozisin
gelismesini 0onemli Ol¢iide durdurmustur. Son yillarda yapilan calismalar JNK aktivasyonunun
artmasi ile ¢esitli hastaliklarin gelismesi arasinda bir korelasyon oldugu ve JNK inhibitorlerinin
hastaliklarin 6nlenmesinde etkin olabilecegi vurgulanmaktadir. Bu anlamda, yaptigimiz literatiir
taramasina gore, ilk kez diyabetik testis dokusunda olusan ER stresinin indiikledigi apoptozise kars1
JNK inhibitdriiniin kullanildigy; kaspaz 3, f-JNK, kaspaz 12 ve CHOP ifadelerinin degerlendirildigi

bu ¢aligmanin, literatiire 5nemli katki yapacagi diisiincesindeyiz.
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SONUCLAR

Patolojik apoptozis, diyabetik erkek infertilitesinin olusmasinda 6nemli bir role sahiptir.
MAPK ’lar ailesinin, stresle aktive olan iiyelerinden JNK’nin inhibe edilmesiyle, apoptozise neden
olan ER stres proteinlerinin ifadesindeki degisikliklerinin aydinlatilmasini amagladigimiz bu
calismada; Sprague Dawley cinsi erkek si¢anlardan, C-Kontrol grubu, pH’s1 4,2 olan 0,1M’lik sitrat
tamponu verilen grup (n=9). D-tek doz 50 mg/kg streptozotosin uygulanan diyabet grubu (n=9) ve I-
Inhibisyon grubu (n=9): streptozotosinle diyabet olusturulduktan sonra, JNK inhibit6rii SP600125’in
15 mg/kg 4 gun suresince verildigi, U¢ grup olusturulmustur. Deneyin 30. glninde sakrifiye edilen
tim deneklerimizden elde ettigimiz materyallerle yapilan ¢alismalar sonucunda, elde edilen bulgular

Ozetlenecek olursa;

1- D grubunda yiikselmis olan kan glukoz duzeylerinin I grubu deneklerde istatistiksel anlamlilikla
azaldigi (P=0.003),

2- 1 grubu deneklerinin viicut agirliklarinin, D grubuna gore yiiksek bulunmasina ragmen, istatistiksel
olarak anlamli olmadigi (P=0.170); testis agirliklarinin ise I grubunda, D grubuna gore istatitiksel
olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundugu (P<0.001),

3- H-E ile boyanmis preparatlara uygulanan Johnsen skor sonuglarimiza gére; D grubunda bulunan
histopatolojik bulgularin, I grubunda énemli 6lglide ortadan kalktigi (P<0.001),

4- Seminifer tiibiil ¢ap1 Olglimlerinin I grubunda, D grubuna goére istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde ytiksek oldugu (P<0.001),

5- Kaspaz 3 imminreaktivitesinin I grubunda, D grubuyla kiyaslandiginda anlamli derecede azaldigi
(P<0.001),

6- Immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen f~-JNK HSCORE sonuglarinin; 1 grubunda, D
grubuna gore istatistiksel anlamlilikla azaldig: (P<0.001),
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7- Kaspaz 12 ifadesinin; hem immunreaktivite (P<0.001) hem de western blot (P=0.002) sonuglarina
gore | grubu testis dokusunda, D grubuna kiyasla istatiktiksel olarak diistiigiigi,
8- Immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen CHOP HSCORE (P<0.001) ve western blot

(P<0.001) sonuglarmin; | grubunda, D grubuna gore anlamli olarak azaldig: belirlenmistir.
Bu c¢alismadan elde ettigimiz bulgular; diyabetik testis dokusundaki ER stresinde, JNK nin

onemli bir hedef olabilecegi ve JNK inhibisyonunun diyabetik testikiiler hasarlarin énlenmesi igin

yeni bir terapdtik ajan olabilecegi kanisindayiz.
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OZET

Diyabetin neden oldugu testikiiler hasarin altinda yatan mekanizmalar gliniimiizde halen tam
olarak anlasilamamustir. Hiperglisemi ile indlklenen oksidatif stres, asir1 kalsiyum salimimini tetikler
ve ER homeostazini1 bozar. Katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin birikimi ile olusan ER
stresi JNK, CHOP ve kaspazlar (3,9 ve 12) aracilig1 ile apoptotik yolaklarin aktive edilmesine neden
olur.

JNK; proliferasyon, apoptozis ve inflamatuvar yanit olusturan; kanser, fibrozis, inflamasyon,
norodejeneratif hastaliklar, obezite ve diyabet gibi hastaliklarda énemli rol oynayan 6nemli bir
molekildir. JNK inhibitérlerinden biri olan SP600125, JNK’nin patolojik etkilerinin ortadan
kaldirilmasi amaciyla, siklikla tercih edilmektedir.

Calismamizda; 3 aylik, 27 adet Sprague Dawley erkek si¢an 3 gruba ayrilmistir; C grubu:
Kontrol grubu, pH’s1 4,2 olan 0,1M’lik sitrat tamponu verilen grup (n=9), D grubu: Diyabet grubu,
tek doz 50 mg/kg STZ verilen grup (n=9), I grubu: Inhibisyon grubu, tek doz 50 mg/kg STZ
intraperitoneal (i.p.) verilerek diyabet olusturulduktan sonra, JNK inhibitori olan SP600125’in i.p.
15 mg/kg 4 gun boyunca giinde 1 kez verildikten sonra 30. giinde sakrifiye edilen grup (n=9).

D grubu testis dokusunda artan kan glukoz duzeylerinin I grubunda azaldigi, D grubunda
azalan viicut ve testis agirliklari, seminifer tiibiil cap1 ve Johnsen skor degerlerinin | grubunda arttig1,
kaspaz 3, f-JNK, kaspaz 12 ve CHOP degerlerinin D grubuna kiyasla I grubunda azaldig: tespit
edilmistir.

Sonug olarak, INK inhibitériinln diyabetik testis dokusunda olugan ER stresi tizerindeki etkili
oldugu, diyabete bagl olarak olusan testikiiler hasar1 engelleyerek, testisin histolojik yapis1 ve ER

stresine bagli apoptozisin gelismesini 6nemli 6lgiide durdurmustur.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, testis, ER stresi, apoptozis, JNK inhibisyonu
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EFFECTS OF JNK INHIBITION ON THE ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS
IN DIABETIC TESTIS TISSUE

SUMMARY

The mechanisms underlying testicular damage caused by diabetes still have not understood
today. Oxidative stress induced by hyperglycemia triggers excessive calcium release and
deterioration ER homeostasis. ER stress caused by the accumulation of unfolded or misfolded
proteins activates apoptotic pathways by activation of INK, CHOP and caspases (3,9 and 12).

JNK is an important molecule that plays an important role in diseases such as cancer, fibrosis,
inflammation, neurodegenerative diseases, obesity and diabetes. SP600125, one of the JNK
inhibitors, is often preferred to eliminate the pathological effects of INK.

In our study; animals divided into 3 groups; C: Control group, with 0.1M citrate buffer with pH
4.2 (n=9), D: Diabetes group, with a single dose of 50 mg / kg STZ (n =9), I: Inhibition group, after
administration of a single dose of 50 mg / kg STZ intraperitoneal (ip), SP600125 15 mg / kg given
once a day for 4 days (n = 9).

It was determined that blood glucose level decreased in group | compared to group D, body and
testicular weights, seminiferous tubule diameter and Johnsen score values increased in group |
compared to group D. Caspase 3, phospho (p)-JNK, caspase 12 and CHOP values decreased in group
I compared to group D.

As a result, INK inhibitor is effective on ER stress in diabetic testicular tissue. significantly
improved testicular damage caused by diabetes and the development of ER stress-induced apoptosis.

Keywords: Diabetes, testis, ER stress, apoptosis, JNK inhibition
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TRAKYA UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(Trakya University, Local Ethics Committee of Animal Experiments)

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARLARI

Oturum Sayisi: 2018/03 Karar Tarihi: 30.03.2018
Karar No: 2018.03.06
Hayvan Sayisi ve Cinsi: 40 adet sican

Yiiriittictiliigiinii  Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi 6gretim {iyesi Prof. Dr. Giilnur Kizlay
OZFIDAN’1n yaptig1, Uzm. Biol. Sinasi BAYRAM’1n Doktora tezi olarak planlanan TUHADYEK-
2018/13 protokol nolu “JNK Tnhibisyonunun Diyabetik Testis Dokularindaki Endoplazmik
Retikulum Stresini Etkisi’® bashkl ¢alisma goriistildii. Arastirmanin amag, yaklasim, gere¢ ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmesi sonucunda; Hayvan deneyleri etik kurullarinin ¢alisma usul
ve esaslarina dair yonetmelik ve Trakya Universitesi hayvan deneyleri yerel etik kurulu
yonergesinde belirtilen ilke ve kurallara uygun bulunarak, ¢alismamn yapilabilecegine mevcudun
oy birligi ile karar verilmistir.
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