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SIMGE VE KISALTMALAR

AP-1 . Aktivator protein 1

B : Beta

DM : Diabetes mellitus

ERK . Ekstracellular signal-regulated kinase
FSH : Folikller stimulan hormon

HSCORE : Histolojik skorlama

H+E : Hematoksilen+Eozin

IL . interlokin

JNK : c-Jun NH2-terminal kinase

LH : LUteizan hormon

MAPK : Mitogen-activated protein kinase

MKK : Mitogen-activated protein kinase kinase
PAS : Periodic asit shciff

ROS : Reactive oxygen species

STZ . Streptozotosin

TBS : Tris buffer saline

TNF : Timor nekrozis faktor

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end

labeling



GIRIS VE AMAG

Diyabet (Diabetes mellitus; DM); insllin salgilanmasi ya da insulin
kullanimindaki yetersizlikle ortaya cikan kronik hiperglisemi ile karakterize,
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda bozukluga sebep olan sistemik
bir hastaliktir (1-3).

Diinya Saglik Orgitl tarafindan sunulan raporda, 2009 yilinda diinyada
285 milyon kiginin diyabetten etkilendigi ortaya koyulmus olup, bu sayinin 2030
yilinda yaklasik 438 milyon kisiyi bulacagi bildirilmistir (1,2). Uluslararasi Diyabet

Federasyonunun 6ngorusu ise bu sayinin daha da fazla olacagdi yonundedir (3).

Diyabet insidansi ve prevalansi; insanlarin yasam surelerinin uzamasi,
fiziksel aktivitelerinin azalmasi ve obezitenin yayginlasmasiyla, tim dinyada
gittikce artan bir egilim gostermektedir. DM, ylksek morbidite ve mortaliteye
sahip olmasiyla, olume neden olan ilk bes hastalik igcerisinde yer almaktadir.
Dinyada her yil yaklasik 4.6 milyon insanin DM sebebiyle 6ldugu bildiriimektedir
(4-7).

Diyabet baslica semptomlari polidipsi, polifaji ve politri olan, en ¢ok bilinen
komplikasyonlari arasinda ise nefropati, noéropati, retinopati, anjiyopati ve
periferal damar hastaliklarinin sayilabildigi, tim bu semptom ve komplikasyonlari

nedeniyle tedavi maliyeti oldukga yuksek olan bir halk saghg: problemidir (2,8,9).



Bilinen bu komplikasyonlarinin yanisira, son yillarda ozellikle diyabetik
erkeklerde; libido azalmasi, erektil disfonksiyon ve retrograd ejakulasyon gibi
seksuel fonksiyonal bozukluklar da diyabetin 6nemli komplikasyonlari arasinda
yerini almaktadir (7,10-12). Diyabetik erkek hastalarda subfertilite ve infertilite
prevalanslarinin yuksek olmasi, oldukca dikkati gekmektedir (13,14).

Diyabet nedeniyle erkek bireylerde ortaya c¢ikan bu olumsuzluklar;
arastirmacilari  deneysel diyabet modellerinin  kullanimiyla, bu konunun
bilinmeyenlerini ¢dzmeye sevk etmektedir. Bu konuda yapilan galismalar, her
gecen gun artmaktadir (15-19). Diyabetik erkeklerin testis dokularinda, 6zellikle
hipotalamus-hipofiz-testis ekseninde ortaya c¢ikan duzensizlik sonucunda,
testosteron dizeylerinin dusmesi ve apoptozisin de katkisiyla, histopatolojik
degisiklikler ve anormal spermatogenezisin meydana geldigi bilinmektedir
(7,10,11,17,19,20).

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz'lar (MAPK); embriyogenezis, hlicre
proliferasyonu, hulcre farklilasmasi ve hicre 6lumu ile ilgili cesitli sinyallerin
dizenlenmesinde rol oynayan 6nemli bir protein grubunu olusturmaktadir. Cok
hdcreli organizmalarda MAPK’lar; c-Jun N-terminal kinaz (JNK veya SAPK), p38
MAPK ve ekstrasellller sinyal dizenleyici kinaz (ERK)’lar olarak 3 alt gruba
ayrilmaktadir. JNK; strese karsi cevabiyla dikkati cekmekte ve 6zellikle dokularda
herhangi bir nedenle ortaya c¢ikan artmis apoptozisde oOnemli roller
ustlenmektedir  (21,22). Diyabetik siganlarin  testis dokularinda JNK
ekspresyonunun arttigi, bugine kadar yapilan birka¢ ¢alismada tespit edilmistir
(22,23).

Sitokinler; hucreler arasindaki iletisimi saglayan, akut faz vyanit,
hematopoez, immunite, anjiyogenez ve inflamasyonda rol oynayan
multifonksiyonel proteinlerdir (24,25). Sitokinler; interlokin (IL)’ler, interferonlar,
koloni stimule edici faktorler ve tumoér nekroz faktér (TNF)ler olarak
gruplandiriimiglardir (27). inflamasyonda énemli rol oynayanlar arasinda ise; IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-8 ve TNF sayilabilir (25-27).



Kronik ve sistemik bir hastalik olan diyabetin komplikasyonlarinda, IL-6'nin
doku inflamasyonu ve dejenerasyonu agisindan dizenleyici bir etkisi oldugu
bilinmektedir. Diyabette, IL-6 ve ylksek kan glukozunun sergiledikleri karsilikli

sinerjik etkide, JNK yolaginin aracilik ettigi dusunulmektedir (24).

Yaptigimiz aragtirmalar sonucunda, boylesine siki iliskide olan JNK ve IL-
6'nin, diyabetik testis dokusundaki iligkilerini  inceleyen literatlire
rastlanilmamistir. Bu galismayla; diyabetik erkek sigcanlarda, JNK inhibisyonuyla
ya da inhibisyon olmaksizin, JNK ve IL-6 arasindaki iligkiyi gozlemleyerek,
Ozellikle diyabetli erkek bireylerde subfertilite ve infertilite tedavisine yénelik yeni

bir bakis agisi getirmeyi amacladik.



GENEL BILGILER

DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus; kalitim ve c¢evresel faktorlerin etkisi sonucunda
meydana gelen, pankreasin insllin sekresyonu yetersizligi veya dokularin
insuline duyarsizligi sonucu, insulin kullaniminin tam veya kismi yetersizligiyle
ortaya ¢ikan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Yuzyillardir bilinen bir hastalk
olmasina ragmen, etiyoloji ve patolojisinde hala karanhk noktalar
barindirmaktadir (1,11,28).

Diyabet Amerika’da en sik goérulen hastaliklardan biridir. NiGfusun blyuk
kisminin asiri kilolu ya da obez oldugu Amerika’da, bu bireylerin yaklasik %
40" inin diyabetik oldugu tespit edilmistir (29). Ulkemizde ise Tirkiye Diyabet
Epidemiyoloji Calismasi (TURDEP)’'nin sonuglarina gére 2001 yilinda %7 olarak
tespit edilen diyabet prevalansi (30), Diyabet Cemiyeti tarafindan 2013 yilinda
yayinlanan raporda, %15 olarak bildiriimektedir (31). Son on yilda izlenen bu

artig, oldukga dikkat ¢ekici ve 6nemli gérinmektedir.

Amerikan Diyabet Birligi tarafindan 2014’te yeniden belirlenen tani
kriterlerine gore; politri, polidipsi, glukozuri, ketonlri ve agiklanamayan agirlik
kaybi gibi semptomlar ile birlikte, herhangi bir zamanda dlgulen plazma glukoz
dizeyinin =200 mg/dL bulunmasi veya 10-12 saat acglik sonu, sabah kan
glukozunun =100 mg/dL veya iki kez 2126 mg/dL bulunmasi DM olarak
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tanimlanmaktadir. Ayrica 75 gr glukoz ile yapilan “oral glukoz tolerans testi"nde,

2. saatteki glukozun 2200 mg/dL olmasi ile DM tanisi konmaktadir (1).

Endustriyel Ulkelerde sikhgr artan DM, yuksek oranda hedef organ
hasarlarina yol agmaktadir (32). DM’'nin hedef organlari arasinda; kalp ve kan
damarlari, gozler, bobrekler, sinirler ve testisler yer almaktadir. Uzun dénemde
bu organlarda meydana gelen hasarlar, disfonksiyon ve yetmezlik, morbidite ve

mortalite 6nemli yer tutmaktadir (1,8,18,19).

Diabetes Mellitus Siniflandirmasi

Diabetes Mellitus’un siniflandirmasi ilk olarak 1979’da Diyabet Veri Grubu
tarafindan yapilmigtir (33). Amerikan Diyabet Birligi ile birlikte, 2014 yilinda tekrar
g6zden geciriimis ve son halini almistir. Buna goére diyabet; tip 1, tip 2,

gestasyonel ve diger spesifik tipler olmak tzere 4 gruba ayrilmaktadir (1).

I. Tip 1 diyabet:

Tip 1 diyabetin en sik nedeni (olgularin % 90’dan fazlasi); pankreas beta
(B) hucrelerinin, T hicre aracih otoimmun yikimidir. Bunula birlikte, etiyolojisi
hala tam olarak anlagilamamistir (1,32). Tum diyabetiklerin yaklasik %5-10'unu,
tip 1 DM’li hastalar olusturur. Her yasta gorulmekle beraber, daha ¢ok ¢ocuklukta
ve adolesan yasta baslar. Bu tip diyabet, genetik yatkinlik ve cevresel etkenlere

bagli olarak gelisirken, mutlaka instline bagimli olarak bilinmektedir (1,32,34).

Cogdunlukla otoimmun (tip 1A) ve idiyopatik (tip 1B) olmak Uzere iki alt
gruba ayrilmaktadir. Tip 1A’da pankreas B hucrelerinin gesitli bilesenlerine karsi
otoantikorlar bulunurken, tip 1B’de otoimmunite bulgulari yoktur ve kanda insulin

dluzeyleri dusiuk seyretmektedir (34).



II. Tip 2 diyabet:

Tip 2 diyabetli bireylerde; pankreas B hucrelerindeki fonksiyon bozuklugu
sonucunda, insulin direnci ve/veya bozulmus insulin sekresyonu gelismektedir (1,
28,32,35). Dlnyada en sik rastlanilan diyabet tipi olup, tim diyabetlilerin yaklagik
%80-90’In1 olusturmaktadir (1).

Genellikle 40-45 yasindan sonra gorulurken, yas arttikca gorulme sikligi
da artmaktadir. Baglangigta diyabet semptomlari hafif siddette gorulebilir, hatta
bazen hi¢ gorulmemektedir. Semptomsuz donemi takiben, politri, polidipsi, kilo
kaybi gibi klasik DM semptomlari ortaya ¢ikmaktadir. Birgok hasta ise tesadtfen
bulunan hiperglisemi veya glukoziri ile tani almaktadir. Diyabetin kronik
hiperglisemisi, uzun donem komplikasyonlari ile yakindan iligkilidir (1-3).

Glukoz dengesi gozonune alindiginda, klinik agidan belirgin olan tip 2
diyabet, tipik olarak asagidaki sira ile gelisen ve hastalik strecinin farkli evrelerini
temsil etmesi olasi, U¢ olayla karakterizedir ki bunlar;

1- instilin duyarliliyinda azalma veya insiilin direnci,

2-Goreceli insulin yetersizligi ile birlikte, pankreas B hucrelerinde fonksiyon
bozuklugu,

3-Karacigerde glukoz Uretiminde artis olarak belirtilebilmektedir (36).

Tip 2 DM hastalarinda, insulin direnci genel bir bulgudur. Belirgin
hipergliseminin gelismesinden once ortaya ¢ikmaktadir. Hiperglisemi sonucunda,
bozulmus insilin iglevini telafi edebilmek icin, pankreastan insulin sekresyonu
artmaktadir. Kompansatuar hiperinsilinemi; glukoz seviyesini normal diuzeyde
tutar, ancak diyabet gelistirmeye egilimli vakalarda, B hucresinin devaml
uyariimasi, hdcre fonksiyonunda bozukluga yol agar ve 3 hicrelerinin aktivitesi
azalir; bu durum hiperglisemik diyabet evresini tanimlamaktadir (28,36).

insiilin, hepatik glukoz yapimini baskilayarak ve iskelet kasinda glukoz
kullanimini uyararak, kan glukozunu dusirmektedir (37). Hipergliseminin
gelismesi, B hucre sekresyonunu stimile eder ve ortaya ¢ikan hiperinsulinemi,
insulin reseptdr sayisini azaltip, insulinin etkilerini bozarak, insulin direncini daha
da artirmaktadir (28,37).

Hiperglisemide, glikolizasyon son urUnleri ile reaktif oksijen metabolitlerinin
olusumu artmakta, bu da protein kinaz C yolunun fizyolojik aktivatérinin
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olusumuyla sonlanmaktadir. Protein kinaz C aktivasyonu, kollajen ve fibronektin
gibi ekstraselller matriks proteinlerinin ve endotelin benzeri vazoaktif aracilarin
uretiminin artmasi gibi bir dizi hicresel degisikliklerle sonuglanmaktadir. Hucresel
duzeydeki bu degisikliklerin sonucunda; bazal membran kalinlagsmasi, vaskuler

gecirgenlik ve/veya kan akiminda degisiklikler meydana gelmektedir (38).

Tip 2 diyabette, akut faz yanitta etkili olan akut faz proteinlerinin ve araci

sitokin IL-6'nin ekspresyonunun da arttigi bildiriimektedir (24,28).

lll. Gestasyonel diyabet

Gebelik sirasinda ilk kez ortaya ¢ikan DM tari olarak bilinmektedir.
Gebelikte karbonhidrat metabolizmasina etki eden birgok faktor tarafindan ortaya
ciktigi dusunulmektedir. Gebelik yasinin fazlaligi (>25 yas), ailede diyabetli
oykusu olmasi, gebelik oncesi kilo fazlahgi, onceki gebeliklerinde gestasyonel
diyabet veya glukoz toleransi bozuklugu tanisi almasi, gestasyonel diyabet riskini
arttiran faktorlerdir. Tum gebeliklerin yaklasik %5-6'sinda ortaya ¢ikmaktadir (1-
3).

IV. Sekonder diyabet veya spesifik nedenlere bagh diyabet:

Diyabetle sonuclanan pek cok klinik durumu kapsamaktadir. insiilin etki
yollarindaki genetik sorunlar, enzimsel pankreas hastaliklari, kimyasal etkenlerin
yaratti§i B hicre hasarlari ve infeksiyonlar gibi durumlar, bu tip diyabete sebep
olabilmektedir. Aslinda bu tip diyabet, genetik bir defekte sahip olan bireylerde,
bu defekt sebebiyle de ortaya g¢ikabilmektedir. Diyabet hastalarinin %1’inden azi,
bu tip diyabete sahiptir (1-3).

STREPTOZOTOSIN VE DENEYSEL DiYABET MODELLERI

Streptozotosin (ST2), (2-deoxy—2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-
glucopyranose) ilk kez 1960 vyilinda toprakta bulunan Streptomyces

achromogenes isimli bir mikroorganizmadan izole edilmis olup, dar spektrumlu bir
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antibiyotik olarak kullanilirken,1963’te kdpek, kedi ve ratlarda diyabetojenik etkili
bir madde olarak tanimlanmistir. Sekil 1’'de kimyasal yapisi gosterilen, molekuler
agirhgr 265,2 kilodalton (kDa) ve formuli CsHisN3O7 olan kimyasal bir ajandir
(39-43). Gunumuzde diyabetojenik etkisinden vyararlanilmakta ve deneysel
diyabet calismalarinda kullaniimaktadir. Optimum stabilitesi i¢in pH 4-4,5
olmalidir. Beyaz ve agik sari arasinda degisen renkte, suda ve alkolde kolayca
¢6zlinebilen bir maddedir. Dondurulmus olarak saklanmasi gerekir, i1siktan ve

nemden korunmalidir (41,43).

CH ,0H
H (@) =
H
OH H
OH OH

Sekil 1. Streptozotosin’in kimyasal yapisi (43)

b2
a
Q
Z
z

Streptozotosin; glukoz tastyicisi araciligiyla, pankreas B hucrelerini tahrip
etmektedir. Yapisinda bulunan bir glukoz molekuli araciligiyla, plazma
membranindaki glukoreseptdrlere baglanir ve hulcre igine girerek, toksik etki
gosterir ve glukoza bagli olarak yapilan insilin salinmasini bloke eder (19,39,43).
STZ; pankreatik B htcrelerindeki, DNA bazlarinda alkilasyona neden olur. Bunu
DNA tamiri donemi izler ve tamir sirasinda gorev alan polimeraz, hicre igindeki
nikotinamid adenin dinUkleotid depolarini kullanarak, bosaltip ve ATP igerigini
azaltmaktadir. Bu durumda hicresel enerji depolarinin tiketimi,  hicrelerinde
nekroza yol agmaktadir (39,40,43,44).

Deneysel diyabet olusturmak amaciyla deney hayvanlarina yapilan STZ
uygulamasi sonrasinda, ortaya c¢ikan biyokimyasal degisimler, 3 faz halinde
incelenebilmektedir. STZ uygulandiktan sonra gorulen ilk fazda, kan glukoz
degeri ilk 2 saat iginde yukselir. Bu gegici hiperglisemi, karacigerde glikojenin ani
yikimindan dolayidir ve diyabetojenik ajani uygulamadan Oonce hayvan 12-18



saat sureyle a¢ birakilirsa, azaltilabilir veya ortadan kaldirilabilir. Hiperglisemik

dénemde, plazma insulin dizeyleri dusukttr (39,40).

Ikinci faz yaklaglk 6 saat sonra baglar ve siddetli hipoglisemi ile
karakterizedir. Genellikle diyabetojenik ilag uygulamasini izleyen ilk 24 saat
icindeki 6lumlerden, bu asamadaki hipoglisemi sorumludur ve bu ddénemde,
hayvana sekerli sivi verilmesi Onerilmektedir. Hipoglisemi, [ hucrelerinin
olumuyle birlikte, yiksek miktarda insulin saliverilmesine baghdir; bu dénemde

plazma insulin dizeyleri ¢ok yukselmektedir (39,40).

Uglincti faz; STZ enjeksiyonunu takip eden 10-12. saatlerde baslar ve bu
donem hiperglisemi donemidir. Plazma insulin seviyeleri, artik dusmustur ve

aylarca dusuk olarak seyretmektedir (39,40).

DiYABET VE ERKEK INFERTILITESI

Diyabetin, erkek genital sistemin fonksiyonlari Gzerindeki etkisi, son yillarda
one ¢ikan komplikasyonlardan birini olugturmaktadir. Diyabetik erkek hastalarda,
subfertilite/infertilite olgular oldukg¢a sik goérulmektedir (7,11,45). 2009 yilinda
literatlr bilgisine eklenen iki farkh calismada, diyabetik erkeklerde subfertilite
prevalansinin % 521oldugu, 857 erkek hastanin takip edildigi bir bagka ¢calismada

ise infertilite prevalansinin % 35 oldugu ileri surtlmektedir (13,14).

Diyabetik erkeklerde, tibul igi kan akimindaki glukoz seviyesinde meydana
gelen dalgalanmalar, spermatogenezin surekliligini etkiler. Testis dokusunda
bulunan hucreler arasindaki metabolik isbirligi, hormonal kontrol altindadir.
DM’nin hipotalamo-hipofiziyal-gonadal ekseni etkileyerek, luteinizan hormon (LH)
ve folikll uyarici hormon (FSH)larin salinimindaki kontrol mekanizmalarini
degistirdigi bilinmektedir. Ayrica spermatogenik seri hucreler, Sertoli hiicrelerinin
hem parakrin hem de endokrin kontroli altindadir. Yani Sertoli hicrelerini
etkileyen hormonal dalgalanmalar, spermatogenik seri hucrelerini, 6zellikle de
spermleri olumsuz etkilemektedir. DM’nin spermin nukleer ve mitokondriyal
DNA’sinda hasar olusturarak, sperm kalitesini etkiledigi ve buna ek olarak,

iktidarsizlik ve libido azalmasi gibi cinsel sorunlardan da sorumlu oldugu
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bilinmektedir (11,7). Ejakulasyon problemleri (retrograd ejakulasyon gibi) ve
erektil disfonksiyon, diyabetik bireylerde sik¢a rastlanan diger sorunlardir (11).
Kronik  hiperglisemi; pankreatik [  hdcrelerinin  fonksiyonlarinin
bozulmasina ve insulin salinimi i¢in gerekli olan genlerin ekspresyonunun
azalmasina neden olarak, insulin biyosentezini ve sekresyonunu bozmaktadir. Bu
sureg, “glukoz toksisitesi” olarak adlandiriimaktadir (28,35,46,47). Yuksek glukoz
ve yag asit dlzeyi, reaktif oksijen Grlnlerinin (ROS) artisina ve sonucunda da 3

hlcrelerinin dejenerasyonuna neden olmaktadir (28,47,48).

Oksidatif stres, DNA’nin kendini replike etmesini etkileyerek, hicre
bolinmesine bir engel tegkil etmektedir. Ayni zamanda genellikle hucreyi
apoptozise kadar goturen bir sureci de baslatmaktadir (15). Apoptozis, hasar
goérmus dokunun hizli bir gsekilde kendini yikim surecidir. Memeli testislerinde
germ hucre apoptozisi, normal sartlarda da erkek gametlerin asiri Uretimini
kontrol etmektedir (49). ROS Uretimi ile birlikte gorilen, artmis sperm hasari ve
apoptozis arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir (50, 51). Seminal plazma,
oksidatif strese karsi spermi korumak igin, serbest radikal supurtclisu olarak
fonksiyon goren antioksidanlarla donatiimistir. Ancak serbest radikallerle,
antioksidan sistem arasindaki dengenin, serbest radikal yonundeki artisi,

apoptozis ile sonuglanabilmektedir (52).

Reaktif oksijen urtnlerinin; normalde spermlerde akrozomal reaksiyonu,
kapasitasyonu ve dolayisiyla spermin kalitesini etkiledigi bilinmektedir. ROS
dizeylerindeki degisimler, fertilizasyon sirasinda spermin oosite flizyonunu
engelleyebilmektedir (50,53).

Diyabetik erkeklerde basta testosteron duzeylerinin digsmesi olmak Uzere
izlenen tum biyokimyasal dedisiklikler (11,18,22) sonucunda; seminifer tubdl
atrofisi, germinal epitelde duzensizlik ve tibul lGmeninde spermatogenik seriye
ait hucrelerin bulunmasi, tubul i¢i sperm sayisinda azalma, apoptozis, seminifer
tubullerde dev hucrelerin gorilmesi, bazal membran kalinhdinda ve interstisyel
alan hacminde artig, vakuolizasyon ve konjesyon gibi bulgular, diyabetik testis
dokularinda sikga gozlenen histolojik degisimlerdir (18,50).
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MITOJENLERIN AKTIVE ETTiGi PROTEIN KiINAZLAR

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinazlar, tim okaryotik hicrelerde bulunan
ve sinyalin, reseptorler vasitasiyla hucre nukleusuna iletiminden sorumlu olan bir

dizi protein kinazlardir. Memeli hiicrelerinde MAPK ailesi;
-JNK (INK1, JNK2 ve JNK3)
-p38-MAPK (p38-MAPKa, p38-MAPKJ, p38-MAPKYy, p38-MAPK?J),

-ERK (ERK1 ve ERK2) olmak Uzere 3 gruptan olusmaktadir (Sekil 2; 54-
58).

Uyaran Biyiime

faktorlen SitOkiDIEY/ Stres Sitokinler/Stres

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

: ERAYﬁv deuiU 'JNM'):iSmodwu - ERKS Y moduli

MAP3K (IBT) @%’;“,}Q @m} Qe.lxz
€ HADOD )
- € €Ed &

Y Hiicre cogalmasi Apoptoz Hiicre hareketi
anit Gelisim iltihap Apoptoz
Farklilasma Tiimér Kromatin bicimlenmesi
Hiicresel canliik Osmotik diizenleme

Sekil 2. MAPK sinyal yolagi (55)

Mitojenlerin  aktive etti§i protein kinazlar, embriyogenezis, gen
ekspresyonu, proliferasyon, apoptozis ve motiliteyle iligkili sUreglerin
kontrolindeki cesitli sinyallerin dizenlenmesinde buyuk rol oynarlar (57,58).
MAPK proteinleri; hicredeki baska proteinlerin serin (Ser) / treonin (Thr)’lerine
fosfat ileterek, etkinliklerini kontrol edebilirler (55,59). Membran yerlesimli kinazlar

ve sitoplazmik tirozin kinazlar olmak Uuzere iki gruba aynlirlar. Ayrica
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fosforilasyona ugrayan aminoasit turtiine gore de tirozin ve serin / treonin kinazlar
olarak siniflandirilirlar. Bu siniflandirmada MAPK’lar, serin / treonin kinazlar

arasinda bulunmaktadirlar (54).

c-Jun N-terminal kinazlar; DNA hasari, iskemi, inflamatuvar sitokinler, 1si,
stres, radyasyon, oksidatif stres gibi gesitli hicresel ve gevresel streslere yanit
olarak aktiflesmektedirler (56-58). JNK aktivasyonu, MAP kinaz kinaz (MKK)
tarafindan aktive edilir (23,55-58). JNK aktivasyonu; MKK4 ve MKKY7 tarafindan,
treonin ve tirosin alanlarinin fosforilasyonu yoluyla gerceklesir. JNK protein
kinazlari; JNK1, JNK2 ve JNK3 genleri tarafindan kodlanir (60-62).
Transkripsiyon faktorlerinden aktivator protein-1 (AP-1), JNK sinyal yolaginin
tetikleyicisidir. Bir proto-onkogen olan c-jun ise, AP-1 transkripsiyon faktorlerinin
bir parcasidir ve strese yanitta ve proliferasyonun diuzenlenmesinde roli gok
onemlidir. c-jun’un dizenlenme yolu ve buna bagh olarak AP-1’in aktivitesi, JNK
vasitasiyla c-jun’un N-terminal ucundan fosforilasyonu yoluyla gerceklesmektedir
(59,60,62). JNK; aktiflestigi hlicre ve uyarana bagl olarak, proapoptotik ya da
antiapoptotik etkinlik gosterebilir. JNK ile indiklenen apoptozisde, JNK’nin

proapoptotik etkinligi, Bcl-2 protein ailesinin ekspresyonuna baglidir (60).

p38 MAPK; apoptoziste ve inflamatuvar cevap olugsmasinda énemli roll
olan bir protein kinazdir. Cevresel strese karsi cevap olusturmasindan dolayi

“stresin aktive ettigi kinazlar” grubundadir (56,57).

Ekstraselliler sinyal duzenleyici kinazlar, memeli hicrelerinde ilk
tanimlanan MAPK’lardir. ERK aktivasyonu; protein-treonin kinazlar veya G
proteinleri-eslikli reseptorler aracili buyume faktoru ile induklenmektedir. Hucre
proliferasyonu ve farklilagsmasi, hiicre gocu ve hicre iskeletinin sekillenmesi gibi

hlcresel faaliyetlerdeki rolt dnemlidir (54,55).

JNK inhibitorleri

GunUimuizde JNK’nin biyolojik fonksiyonlarini arastirmak amaciyla JNK
inhibitérlerinin ~ kullanimi yaygindir. JNK yolagi; farkh sekillerde inhibe
edilebilmektedir. inhibisyon; JNK genleri yada genleri kodlayan JNK yolagi
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bilesenlerinin segici olarak tahrip edilmesiyle yapilabilecegi gibi, mikst lineage
kinaz (MLK) protein kinazlarin yari sentetik bir inhibitéri olan CEP-1347 ya da
ATP-kompetitif bir inhibitdr olan antrapirazolon, SP600125 veya peptit inhibitdrler
kullanilarak da yapilabilmektedir (Sekil 3; 46,63,64).

MAPK JNK yolag:
Yolag
Smres
Sitokinler
Bijyime fakedrieri
?
Reseptirier
G-proteinler Cdc42, Rac

KHS, NIK, GCK, PAK, HPK
MAPKKKKtar

MAPKKK'lar

JNK1/23

SPed0i2s

Diger substrat
(paksilin

Mitokondriyal subsiral
(Bcil-2 ailesi, Sab) =

Niikleer subsirat
{e-Jun ATF2 Elk-1)

Sekil 3. JNK yolaginin organizasyonu ve inhibitorleri (64)

SP600125 (anthra[l,9]pyrazol-6(2H)-one); yapi tasini antrapirazolonun
olusturdugu ve sulu g¢ozeltilerde zayif ¢ozunurlugu olan, JNK ile katalitik aktivite
gOsteren bir maddedir (46,63). SP600125; JNK’'nin ATP-kompetitif alanlarindaki
rezidllerle spesifik etkilesime girer ve onlara yulksek afinite gdstermektedir
(63,64). SP600125'in; hem JNK hem de p38 yoladini inhibe ettigi
dusunulmektedir. SP600125 ylzey molekdllerinin; JINK Uzerindeki etkilerini, p38
MAPK Uzerinden gosterdikleri dustinulmektedir (63). SP600125; hucrelerde c-
Jun fosforilasyonunu inhibe ederken, ayni anda COX-2, TNF-qa, IL-2, IL-10 ve
matriks metalloproteinaz gen ekspersyonlarini da inhibe etmektedir (46, 63). p38
yolaginin inhibisyonunu kismen gerceklestirdigi icin ise IL-1 ve IL-6 inhibisyonu

uzerine etkisi daha azdir (46).
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SP600125 veya diger JNK inhibitorleri; ¢esitli doku ve hicrelerle yapilan in
vivo ve in vitro g¢alismalarda siklikla kullaniimaktadir. SP600125’in, dokularda
iskemi-reperflizyon veya diger sebeplerle ortaya c¢ikan hasarlarda koruyucu bir
etkisi oldugu dusunulmektedir. SP600125’in ortaya g¢ikardigi etki, dokuyu hucre
olimuanden korumaya yoneliktir. Deneysel olarak farkli ajanlarla akut hepatik
hasar olusturulan calismalarda, model olusumundan 6nce ve sonra SP600125
uygulandiginda, hepatik TNF dretiminde ve mortalitede 6nemli derecede
azalmalarin gozlemlendigi bildiriimektedir. Yine karaciger yetmezlik modeli
olusturulmus bir bagka ¢alismada ise; model olusturuimadan 2 ve 6 saat 6nce ve
sonrasinda 2.saatte, subkutan olarak SP600125 verilmesi sonucunda, hepatosit
apoptozisinde ve karaciger hasarini gdsteren markir dizeylerinde azalma

g6zlemlendigi tespit edilmistir (63).

SP600125’in inhibitor etkisini; proapoptotik Bcl-2 aile Uyelerini aktive
ederek veya sitozolden mitokondriyal sitokrom c salinimini etkileyerek ya da

prokaspazlarin salinimini inhibe ederek gosterdigi ileri stiralmektedir (63,65,66).

SITOKINLER

Sitokinler; hucreler arasinda iletisimi saglayan, immun sistemin
diizenlenmesinde ve inflamatuvar yanitta rolii olan proteinlerdir. immiin sistem
hlcrelerinin birbirleriyle olan iligkilerini dizenleyen, inflamasyon, hematopoezis,
hlcre buylimesi, hicre iyilesmesi gibi bagisiklik ve inflamatuvar olaylarda énemli
gorevler ustlenen molekdllerdir. Hucre zarinda bulunan 6zgun reseptorleri

aracihigiyla iglevlerini yerine getirmektedirler (67-70).

IL-1B, IL-6 ve TNFa’nin; oncul inflamatuvar sitokinler oldugu ve diyabetik
hastalarda ekspresyonlarinin, artan komplikasyonlarla iligkili oldugu belirtiimigtir
(71).
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interl6kin-6

B hicre stimiulan faktorG ve B hicre farklilastirici faktor olarak da
isimlendirilen IL-6; yaklasik 26 kD’luk multifonksiyonel, hem proinflamatuvar hem
de antiinflamatuvar bir sitokindir (27,72). IL-6; T hdcreleri, B hucreleri,
fibroblastlar, monositler, keratinositler, endotelial htcreler, mezengial hicreler,
adipositler gibi birgok hucrede uretilmektedir (24,25,71). IL-6, ligand baglayici IL-
6 reseptoru (IL-6R)a zincirlerini iceren, IL-6R kompleksi araciligiyla gen
ekspresyonu Uzerinde etkilidir. Bu kompleks, JAKs/STATs ve SHP-2/ERK-
MAPKs araciligiyla hicre iginde sinyal Uretimini tetikleyerek ve gen ekspresyonu

sonucunda transkripsiyon aktivasyonuna yol agmaktadir (Sekil 4; 24,25,73).

sgp 130 ﬁ
—> Deakti

) s /7 eaktivasyon

l IL-6 sIL-6R
.................. = -

miL-6R /
PI3K

AKT/ g /

PKB swrs @ STAT

¥

IKKS l

i st @

KBS N

N ®!
NFkB ' —s Gen ekspresyonu P —

Duzenlenmesi

Sekil 4. IL-6 sinyal yolagi (25)

Interlokin-6; travma, yanik ve diger sebeplerle doku hasarinin s6z konusu
oldugu durumlarda salinir ve inflamasyona sebep olmaktadir (74). Anemi benzeri
kronik hastaliklarda, anjiogenezde, akut faz yanitinda, kemik ve kikirdak
metabolizmalarinda, notrofil  transfiizyonunda, immun  yanitta, lipid

metabolizmasinda, sistemik juvenil ve idiopatik artritte onemli rol oynamaktadir
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(24,25,72). IL-6 inhibisyonu, gunumuzde bazi immun inflamatuvar hastaliklar i¢in

yeni bir tedavi protokoll olarak arastirmalarda yer tutmaktadir (72).

Kronik ve sistemik bir hastalik olan diyabetin komplikasyonlarinda, IL-6’'nin
doku inflamasyonu ve yikimi agisindan dizenleyici etkisi oldugu bilinmektedir
(24,25). IL-6 plazma konsantrasyonu, tip 2 diyabetli ve obez kigilerde ylksek
oldugu igin, dnceleri yalnizca proinflamatuar sitokin olarak kabul edilmistir. Ancak

daha sonralari antiinflamatuvar etkiye de sahip oldugu anlagilmigtir (25).

Interldkin-6; normal testis dokusunda interstisyel makrofajlar (75), Sertoli
hicreleri (76), Leydig hucreleri (77) ve spermatogenik seri hicreleri (78)
tarafindan Uretilmektedir (25,73). Sertoli hicrelerinin ve germ hicrelerinin

fonksiyonlarini surdirmesinde dnemli rol oynamaktadir (73).

DIYABET, JNK VE IL-6 iLISKISI

Diyabetle beraber ortaya ¢ikan hiperglisemi; ROS artisi, oksidatif stresin
meydana gelmesi ve tUum bunlarin sonucunda da g¢esitli diyabetik
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Hicre igerisinde biriken
ROS, hlicrede apoptozis mekanizmasini hizlandirdigi gibi, diyabetik erkeklerde

sperm kalite ve fonksiyonunu da olumsuz yonde etkilemektedir.

Diyabetle beraber artan ROS dizeyi ve insulin direnci arasindaki
mekanizma; oncelikli olarak MAPK yolagi olmak Uzere, birka¢ sinyal yolagi
tarafindan aktiflegtiriimektedir (28,47). Yukari akim yonlu (upstream) sinyaller,
MKK4 ve MKK7 kinaz sinyallerinin indukledigi stres araciligiyla, JNK
aktivasyonuna yol agcmaktadir (Sekil 5;47,79).
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Sekil 5. JNK’nin aktiflesme mekanizmasi (79)

Reaktif oksijen drtnlerinin, JNK’yi; apoptozisi baskilayan proteinler
ailesinden Bcl-2 ve Bcl-XL'yi inhibe ederek direkt ya da Bad gibi proteinleri
fosforile ederek indirekt aktiflestirdigine inanilir. ROS artigi, mitokondri i¢ ve dig
membranlarini bozar. Bu durum sonucunda, mitokondriyal membranda
gecimsizlie ve sitokrom c salinimina yol acarak ve Apaf 1, prokaspaz 9 ve

efektdr prokaspaz 3 kaskadini aktiflestirir ve apoptozise neden olur (79).

Tip 2 DMde kronik inflamasyonun mekanizmasi tam olarak
aciklanamamakla birlikte, IL-6'nin diyabetin  fizyopatolojisinde  ve
komplikasyonlarin gelisiminde énemli bir sitokin oldugu dusunudlmektedir (25). Bu
sebeple gunimuizde epidemiyolojik, genetik, insan ve kemirgenlerle yapilan in
vivo ve in vitro birgok calismada IL-6’'nin obezite, tip 1 ve tip 2 diyabetin

patogenezlerindeki rolu arastiriimaktadir (71).

Spranger ve ark. (80) tip 2 diyabetin gelisiminde sitokinlerin rollinU
arastirdiklari  yaklasik 28.000 kisinin katildigi prospektif g¢alismalarinda,
dolasimdaki inflamatuvar sitokinlerin tip 2 diyabetin patogenezinde aktivite

gosterdigini ileri sirmuslerdir. Hem IL-6 hem de IL-1B'nin birlikte ylkselmesinin,
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diger faktorlerden bagimsiz olarak tip 2 diyabet gelisim riskini arttirdigini ifade
etmislerdir. Bu bilgiler, tip 2 diyabet patogenezinde inflamatuvar reaksiyonun ¢ok
onemli oldugunu kuvvetli olarak desteklemektedir. Saha ve ark. (81) ise diyabetik
siganlarda, oksidatif stresle beraber, IL-6'nin da dogru orantili olarak arttigini ileri

strmektedirler.

c-Jun NH2-terminal kinaze ve ERK'nin dahil oldugu MAPK yolaklarinin
etkinligi, IL-6’'nin rol oynadigi gen ekspresyonuyla duzenlenmektedir. IL-6 ve
yuksek kan glukozunun sergiledikleri karsilikli sinerjik etkiye, JNK yolaginin
aracilik ettigi dusuntlmektedir. JNK ve ERK vyolaklari, AP-1 aktivitesinin
artmasina sebep oldugu icin, tek bagslarina zaten etkili olabilen IL-6 ve yuksek
kan glukoz duzeylerinin etkisi daha da artmaktadir. Bu etkilerini de AP-1 alt
Uniteleri olan c-Jun ve c-Fos‘un ekspresyonlarini 2-3 kat artirarak

gerceklestirmektedirler (24,25).
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GEREG VE YONTEMLER

Calismamiz, Yuzinci Yil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'na sunulup, 2013/-01 no’lu karar ile onay alinmistir (Ek 1). Bu onaydan
sonra, Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'ne maddi destek igin

basvurulmus ve 2013/25 no’lu proje olarak desteklenmesine karar verilmistir.

DENEY HAYVANLARI

Bu calismada; Yuzincu Yil Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Birimi’nde Uretilmig, agirliklari 250-350 gr arasinda degisen, 3 aylik Sprague
Dawley cinsi erkek sicanlar kullaniimigtir. Denekler, deney stiresince standart
laboratuvar kosullarinda (22+1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) tutulmus,
gunlik igme suyu ile beraber %21 ham protein iceren pelet yemlerle (Purina,

Van, Turkiye) beslenmiglerdir.
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DENEY PLANI

Ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip, geng eriskin 40 adet Sprague-
Dawley erkek sigcandan, adirliklari birbirine yakin olanlar ayni grupta olacak

sekilde;

1.Grup: Kontrol grubu; sadece pH’si 4,2 olan 0,1M’lik sitrat tamponu
intraperitoneal (i.p.) yolla verildikten sonra, yarisinin 15. glnde yarisinin 30.

gunde sakrifiye edildigi grup (n=8),

2.Grup: Tek doz 60 mg/kg STZ (Sigma Aldrich, Canada, ABD) i.p. (pH’sI
4,2 olan; 0,1M’lik sitrat tamponunda ¢ozulerek) verildikten sonra, 15.gun sakrifiye

edilen grup (n=8),

3.Grup: Tek doz 60 mg/kg STZ i.p. (pH’st 4,2 olan; 0,1M’lik sitrat

tamponunda c¢ozulerek) verildikten sonra, 30. glin sakrifiye edilen grup (n=8),

4.Grup: Tek doz 60 mg/kg STZ i.p. verilerek diyabet olusturulup, STZ
verilmesinden 48 saat sonra SP600125’in (JNK inhibitor(; Tocris bioscience,
Philadelphia, ABD) zeytinyaginda ¢ozulerek, i.p. yolla 15mg/kg, 4 gun boyunca
gunde, 1 kez verildikten sonra, 15.gun sakrifiye edilen grup (n=8),

5.Grup: Tek doz 60 mg/kg STZ i.p. verilerek diyabet olusturulup, STZ
verilmesinden 48saat sonra SP600125’in i.p., 15 mg/kg, 4 gun boyunca, gunde 1
kez verildikten sonra, 30. gun sakrifiye edilen grup (n=8) olmak Uzere bes farkl

grup olusturulmustur.

Deneklerin kan-glukoz dlzeylerine; deneye baslamadan o6nce, STZ
uygulamasinin ardindan deney sonuna kadar, 15 gunde bir kuyruk veninden
alinan kan orneklerinde, glukometre (IME-DC, Hof, Almanya) ile bakiimistir. Ayni
zamanda deney baslangici ve sonunda tim deneklerimizin vicut agirliklari

Olcuimustur.

Planlanan  deney suresini tamamlayan deneklerden, ketasol
(Ricterpharma, Viyana, Avusturya) ve basilazin (Rompun, istanbul, Tirkiye)
anestezisi altinda, testis doku ornekleri alinip, agirliklari élgtldikten sonra, 151k

mikroskobik ve immunohistokimyasal gézlemler icin islemlendirilmistir.
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Elde edilen agirlik verileri ile her bir denek igin;

“TA / VA = Toplam testis agirligi (TA)/ Vicut agirhgr (VA)x 100" formulu

kullanilarak testis agirliklarinin ve vicut agirliklarina oranlari hesaplanmistir.

ISIK MIKROSKOBIKVE IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA VE
DEGERLENDIRME

Testis doku ornekleri, %10’luk formaldehitle (Sigma-Aldrich) fikse
edildikten sonra dokular yikanarak, dehidratasyon iglemine gegilmistir.
Dehidratasyon agsamasindan sonra saydamlastirma basamagi i¢in dokular, toluol
(Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) ile muamele edilmis, 6nce yumusak
parafin (Merck Millipore), sonrasinda sert parafine (Merck Millipore) alinarak,
parafin bloklar elde edilmistir. Dokulardan alinan 5 mikrometre (um) kalinhgindaki
kesitlere, testisin histolojik yapi 6zelliklerini ortaya koyacak Hematoksilen+Eozin
(H+E) ve Periodik Asit Schiff (PAS) boyalari uygulanmistir.

Seminifer tabdl c¢aplari; tUm deneklerin H+E boyanmis preparatlarinin
kullanimiyla, her hayvandan alinan testis kesitlerinde her preparatta, yuvarlak
veya yuvarlaga yakin rastgele secilmis10 tibdlin enine kesiti alinarak x200’luk

blyutmede, oktller mikrometre kullanilarak gergeklestirilmistir (22).

Johnsen Skorlamasi

Johnsen skorlamasi; H+E boyamasi uygulanan preparatlarin her birinde,
10 farkli sahada yeralan, rastgele secilmis 10 farkl seminifer tlbulde, Tablo 1’de
belirtilen kriterlere gore gerceklestirilmigtir (82,83). Bu inceleme igin; Olympus

BX51 marka mikroskobun, x400’luk buyutmesi kullaniimistir.
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Tablo 1. Johnsen Skorlamasi

Skor 1 Seminifer tubullerde hlcre yok.

Skor 2 Spermatogenik hicreler yok, yalnizca Sertoli hicreleri 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 ¢ok sirali; ancak limende 10’dan az sayida

sperm var.

Skor 9 Germinal epitelde ¢ok sirali; ancak duzgin olmayan gorinum

mevcut, limende obliterasyona yol acan hucre dokilmesi var.

Skor 10 Cok sirall, bol spermatozoa ve santralde agik Iimen iceren

tubuller var.

TUNEL Prosediirii

Apoptozisin belirlenmesi amaci ile TUNEL tekniginden yararlaniimistir.
Poli-L-lysin kapli lama alinan kesitler, gece boyu (12 saat) 37°C'lik etlivde
bekletilmis, ardindan kesitler 5 dakika sogumaya birakilmistir. Deparafinizasyon
islemi igin toluol, rehidrasyon islemi icin alkol serilerinden gegirilen kesitler, daha
sonra fosfat tampon sollisyonu (PBS; pH 7.4; invitrogen, Kaliforniya, ABD) ile
yikanmistir. Proteinlerin sindirilmesi igin, proteinaz K sollisyonu (Merck Millipore)
ile muamele edilen kesitler, sonra distile sudan gegirilmistir. Bundan sonraki
asamalar, Uretici firmanin onerileri dogrultusunda, ApopTaq Plus Peroksidaz In
Situ Apoptozis Detection Kit (Chemicon SA. Merck Millipore) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Endojen peroksidazin bloke edilmesi icin kesitler %3’lUk
hidrojen peroksite alinmis ve daha sonra kesitler dengeleme tamponu ile oda
Isisinda 30 dk bekletiimis ve ardindan sirasiyla tdt enzimi, durdurma/yikama

tamponu ve anti-digoksigenin peroksidaz ile muamele edildikten sonra,3,3-dia-
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minobenzidine tetrahydrochloride dihydrate (DAB) kullanilarak kromojenize
edilmis ve kesitlere hematoksilen zit boyamasi yapilmistir. Son olarak kesitler,

alkol ve toluol serilerinden gegirilerek kapatiimistir.

Apoptotik Hiicre ve Tiibiil indeksi

Diyabetik testis dokularindaki apoptoz, “apoptotik hlcre indeksi” ve
“apoptotik tubdl indeksi” olmak Uzere, preparatlarin hangi grup denege ait
oldugunu bilen ve bilmeyen birer degerlendirici tarafindan, iki farkli yontem ile

degerlendirilmigtir.

Apoptotik hicre sayilarini degerlendirmek igin; x20’lik objektif kullanilarak,
toplam 1000 hucredeki apoptotik hucreler sayilarak, “apoptotik hicre indeksi”
hesaplanmigtir (84).

Apoptotik tibul sayisini  degerlendirmek icin ise x20’lik objektif
kullanilarak, ortalama 100 tubulde, en az 3 ve daha fazla apoptotik hlcre igeren

seminifer tubuller sayilarak, “apoptotik tibul indeksi” olusturulmustur (85).

f-JNK ve IL-6 immunohistokimya Prosediirii

f-JNK ve IL-6 immunreaktivitelerinin degerlendirilebilmeleri igin poly-L-lisin
kapli lamlara alinan 5um’lik kesitlere, deparafinizasyon uygulanmis ve antijen
geri kazanimi icin lamlar 10 mM sitrat tamponunda (pH=6) kaynatimistir.
Sonrasinda kesitler endojen peroksidaz aktivitesini gidermek igin, 5dk. sureyle
%3’luk hidrojen peroksitle muamele edilmigtir. Spesifik olmayan baglanmalari
engellemek amaciyla, normal ke¢i serumunda (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, ABD) 30 dk. inkuibe edildikten sonra, serum fazlasi alinan kesitler, tavsan
poliklonal fosfo-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) antikoru (1:50 dilusyonda Tris
tampon solusyon (TBS) icinde; Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD) ve
tavsan poliklonal IL-6 antikoruna (1:400 dilisyonda TBS iginde; Abcam,
Cambridge, MA, ABD) +4°C’de, gece boyunca maruz birakiimistir. Bunu takiben
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TBS ile yikanan kesitlere, biyotinlenmig anti-tavsan antikoru (Vector Laboratories)
1:400 dilusyonunda uygulanarak, 30 dk. oda i1sisinda inkube edilmistir. Ardindan
kesitler streptavidin-biyotin-peroksidaz kit (Vector Laboratories) ile 10 dk
muamele edilmistir. DAB (Vector Laboratories) kullanilarak kromojenize edilen
kesitlere, hematoksilen zit boyamasi yapilmig ve rutin histolojik islemlerden
gecirilip, entellan ile kapatilarak, daimi preparat haline getirilmislerdir. Elde edilen
preparatlar Olympus BX51 mikroskobunda incelenerek, degisik buyltmelerde

fotograflari ¢ekilmigtir.

immiinohistokimyasal Degerlendirme

Yapilan tum immuhistokimyasal iglemlerin sonuglari; histolojik skorlama
(HSCORE) yontemi ile degerlendirilmigtir. Degerlendirmeler; preparatlarin hangi
grup deneg@e ait oldugunu bilen ve bilmeyen birer degerlendirici tarafindan, her
preparatta rastgele secgilen bes alanda, x20 objektif kullanilarak yapilmistir.
Boyanma derecesi: 0 (boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3
(gtcli boyanma) olarak degerlendirilmistir. Skorlama, kesitlerde immunreaktivite
gOsteren hucrelerin ylzdesi ve boyanma derecesinin (i x P; i: boyanma derecesi,
P: her derecede boyanan hicrelerin yuzdesi) 6l¢ut olarak alindigi, semikantitatif
bir yontemle gerceklestiriimistir ve formual kisaca HSCORE = ZPi (i +I) seklinde
ifade edilebilmektedir (86).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Yapilan tum immuhistokimyasal islemlerin degerlendirmeleri, preparatlarin
hangi grup hastaya ait oldugunu bilen ve bilmeyen birer degerlendirici tarafindan,
her preparatta rastgele segilen bes alanda, x20 objektif kullanilarak yapilmistir.
istatistiksel analizler igin, Trakya Universitesi Tip Fakdltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim dalinda SPSS 20.0 programi (Lisans no: 10240642) kullaniimisg,
degerler ortalama % standart sapma (SD) ve minumum-maksimum olarak
alinmistir. Herbir gruptaki degisim dlzeyi hesaplanip, gruplar arasindaki bu

farklhilik dizeyi igin P<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir. Gruplar arasindaki tim
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parametreler arasinda farkllik olup olmadigi Kruskal-Wallis testi ile arastiriimistir.
Farklilik saptanan sonuglarin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek icin de;

Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi uygulanmistir.
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BULGULAR

KAN GLUKOZ DUZEYi VE AGIRLIK BULGULARI

Calismanin basinda tum deneklerin 1. gundeki kan-glukoz duzeyleri ve

vucut agirliklari kayit edilmigtir.

Tam  gruplarin  kan-glukoz  duzeyleri; baslangigta ve  diyabet
olusturulduktan sonra her 15 glinde bir 6lgllmis ve tim degerler Tablo 2’de

verilmistir

Tablo 2. Kan glukoz duzeyleri (mg/dl)

91+11
(71-105)

99+11
(79-119)

93+10
(75-102)

9419
(78-105)

92+14
(63-105)

1059
(90-120)

4874109
(299-600)

4544107
(79-119)

569+50
(467-600)

520497
(355-600)

99+7
(89-109)

4964148
(277-600)

55673
(400-600)

*:Kontrol grubu ile karsilastinldiginda, 1:2.grup ile karsilastinldiginda, p<0,05 anlamh kabul
edildiginde
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Tum gruplardaki deneklerin baslangigta Olgilen kan glukoz duzeyi
degerleri 63-119 mg/dl arasinda degismektedir. Kan glukoz dizeyi 250 mg/dl
Uzerinde olan denekler diyabetik kabul edilmistir. Deney gruplarina STZ
uygulandiktan sonraki 15. giinde Ol¢ulen kan glukoz degerleri ise kontrol grubuna
goére anlamli derecede yiikselmistir (P=0.001). Ikinci, 3., 4. ve 5. gruplarda
Olcllen tum degerler, diyabet olusumunu dogrulayacak sekilde >250 mg/dl'nin

Uzerindedir.

Otuzuncu gunde 3. ve 5. gruplarin kan glukoz degerleri ile , kontrol grubu
degerlerini kiyasladigimizda ise aralarindaki anlaml farkin devam ettigi (her ikisi
igin; P=0.003), ancak 3. ve 5. grup degerleri arasinda anlamli bir fark olmadigi
(P=0.495) tespit edilmistir.

Tablo 3. Agirlik tablosu

Kontrol
Grubu
(n=8)

2. Grup
(n=8)

3. Grup
(n=8)

4. Grup
(n=8)

5. Grup
(n=8)

Kilo farki
@

12417
(-30-20)

-11£30
(-30-50)

-69+41
(10-130)

-64+33
(20-110)

-36+34
(-10-105)

P

0,113

0.002

0.001"
0.007t

0.004
0.126

TA (9)/VA(9)

1,34+0,18
(1,20-1,70)

0,87+0,11
(0,70-1,10)

1,08+0,99
(0,90-1,20)

1,01£0,22
(0,60-1,30)

1,10£0,21
(0,90-1,30)

0,001*

0,002*

0,006*
0,110

*: Kontrol grubu ile karsilastinldiginda, t: 2.grup ile karsilastirildiginda,
P<0.05 anlamli kabul edilmigtir

0,011*
0,164

Tam gruplardaki deneklerin ilk ve son agirliklar arasindaki fark belirlenip,
bu farkin gruplar arasindaki degisiminin anlamlilik dizeyine bakildiginda; kontrol
grubu ile 2. grup arasinda anlamh bir farklilik gézlenmemistir (P=0.113; Tablo 3)

Ancak 3., 4. ve 5. gruplarda yeralan tum deneklerde, kontrol grubuna gore
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anlamli olan agirlik kaybi yasandigi tespit edilmistir (sirasiyla P=0.002, P=0.001
ve P=0.004). ikinci ve 4. grup deneklerin agirlik farklar kiyaslandigindada;
4.grupta anlamli bir azalma (P=0.007; Tablo 3) tespit edilmistir. Uglincli grup ile
5. grup karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(P=0.126; Tablo 3).

ikinci, 3.,4. ve 5. grup testis ve viicut agirlik oranlari ile kontrol grubu testis
ve vicut agirlik orani kiyaslandiginda, anlamh bir azalma tespit edilmistir
(P=0.001; P=0.002; P=0.006; P=0.011; Tablo 3). ikinci grup ve 4. grup testis ve
vucut agirlik oranlarini kargilastirdigimizda ise anlamli bir farkhlik izlenememigstir
(P=0.110; Tablo 3). Her ne kadar inhibisyon uygulanan 5. grupta bu oran daha
yuksek bulunsa da, 3. grup degerlerini, 5. grup ile kiyasladigimizda; bu gruplar
arasinda da istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik bulunamamistir (P=0.164;
Tablo 3).

250

KONTROLGRUBU 2 GRUP 3.GRUP 4 GRUP 5.GRUP

Sekil 6. Seminifer tubul ¢api degerleri (um)

*: Kontrol grubu ile kargilastirildiinda P<0,001;t: Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda
P=0.012; : 2.gruba goére ve 3.grup ile kargilagtirnldiginda P<0,001.
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Tum deney gruplarinin seminifer tubul ¢ap dedgerleri, kontrol grubu ile
karsilasgtinldiginda; 2., 3., 4. ve 5. grup deneklerimizin seminifer tubdl ¢ap
degerlerinin istatistiksel olarak anlaml derecede azaldigi belirlenmigstir (sirasiyla
P<0.001, P<0.001, P=0.012, P<0.001; Sekil 6). Ikinci grup ile 4. grup
karsilastinildiginda ise 4. gruptaki seminifer tubul ¢api degerlerinin istatistiksel
olarak anlamli derecede yiksek oldugu (P<0.001; Sekil 6) ve yine 3. grup ile 5.
grup degerleri birbiriyle kiyaslandiginda; 5. grubun seminifer tabdl gaplarindaki

artisin anlamlihg@i ortaya ¢ikmistir (P<0.001; Sekil 6).

Tablo 4. Johnsen skorlamasi degerleri

Johnsen Kontrol 2. Grup 5. Grup
Skorlamasi Grubu (n=8) (n=8)
Degerleri (n=8)

Ort+Sd
(Min-Max) 8.8+0.16 7,7+0,32 7,74£0,18

(8.7-9.2) (7.3-8.1) (7.3-7.9)

0.001* 0.001*
0.01t

*: Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda, t: 3.grup ile karsilastinldiginda, P<0.05 anlaml
kabul edilmistir.

Johnsen skorlamasi 1970 yilinda ileri surllen, testis doku oOrneklerinde
kullanilan ve gunumuzde gecerliligini hala koruyan bir skorlama yontemidir. Bu
skorlama yapilirken; tum gruplarin H+E boyanmig preparatlari kullanilarak, her
kesitte rastgele secilmis 10 farkli sahada, 10’ar adet seminifer tubdl igerisindeki

spermatogenik seri hucrelerinin hangi agsamada oldugu degerlendirilmistir.

Tum deney gruplarinda elde edilen ortalama Johnsen skor degerlerinin,
kontrol grubu degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi tespit
edilmistir (tim gruplar icin P<0.001; Tablo 4). ikinci grup ile 4. grup
kargilagtinildiginda ise 4.gruptaki deneklerimizin Johnsen skor degerlerindeki
artis istatistiksel olarak anlamli degilken (P=0.057; Tablo 4), 5. grup Johnsen
skor degerlerinin ise 3. gruba gobre anlamli derecede ylksek oldugu (P=0.01;

Tablo 4) tespit edilmigtir.
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MORFOLOJIK BULGULAR
Kontrol Grubuna Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait deneklerden alinan 5um’lik testis doku kesitleri rutin
H+E ve PAS boyalari uygulandiktan sonra incelendiginde; tunika albugineanin

dizenli bir bicimde seminifer tibdlleri sardigi izlenmektedir (Sekil 7).

Bazal membran Uzerine yerlesmis olan prizmatik sekilli Sertoli hiicreleri ve
bu hicrelerin uzantilari arasinda yerlesmis olan spermatogenik seri hicreleri,
normal organizasyonlarini sergilemektedir (Sekil 8,9). Spermatogenik seri
hlcreleri, bazalden Iimene dogru spermatogonyumlar, hemen Ustlerinde
spermatosit | ve spermatosit II'ler ile limene en yakin kisimda da olgunlagsmakta
olan spermatidler olarak dizilmislerdir (Sekil 8). Herbir seminifer tlbul, bir kismi
kuyruklari limene gelecek sekilde yerlesmis olan veya tamamen [Umende
bulunan ¢ok sayida sperm icermektedir. Spermatogonyumlar, bazal membranin
hemen Uzerinde ve Sertoli hicreleriyle ayni hizada yerlesmiglerdir. Spermatosit-
I'ler ise belirgin nikleuslu ve genis sitoplazmali olup, en blylk capa sahip
spermatogenik seri hucreleri olarak tubudl duvarinda kolayca ayirt
edilebilmektedir. Spermatosit I'ler, spermatogonyumlarin hemen Uzerinde ve
seminifer tubul epitelinin ortalarinda birkagc sira halinde dizilmis olarak
izlenmektedir. Spermatosit II'lere ise genelde rastlanmazken, spermatosit I'lerin
hemen Uzerinde nadir olarak baz tubullerde gérinmektedirler (Sekil 9).
Spermatidler lUmene yakin olarak yerlesirken; koyu boyanan kuglk nukleuslari
ve nukleusun tamamen Uzerinde bulunan kep seklindeki PAS (+) akrozom
yapisiyla taninmaktadirlar. Ge¢ spermatidler ise, limende goérulen kuyruklari ve
koyu uzun boyanan baslariyla ayirt edilebilmektedirler. Bunun vyanisira

spermlerde lUmende izlenmektedirler (Sekil 10).

Seminifer tubul epitel hicreleri, PAS (+) boyanan bazal lamina Uzerine
yerlesmektedirler (Sekil 10). Tabdlller arasinda bulunan interstisyel alanda cesitli
bag dokusu hucrelerinin yanisira, Leydig hucreleri ve kapillerlerde bulunmaktadir
(Sekil 9,10). Leydig hlcreleri, kan damarlar etrafinda yerlesmis ve genellikle
poligonal sekilli, eozinofilik sitolazmalari ile normal histolojik yapida izlenmektedir
(Sekil 9,10).
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Kontrol grubuna ait kesitlerin 1s1k mikroskobik bulgulari normal bir testis

doku organizasyonu sergilemektedir (Sekil 7-10).

ikinci Gruba Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Bu gruba ait testis doku kesitlerinde; dizensiz sinirli seminifer tibuller ve
interstisyel bag dokuda artis dikkati cekmektedir (Sekil 11, 12).

Diyabet olusturulup 15 gln sonra sakrifiye edilen bu grubun testis
kesitlerinde; normale yakin bir gérinim sergileyen seminifer tibdller yaninda;
diyabetin etkisiyle, bazal membranda i¢ce katlanmalar (ondulasyonlar), tubdil
duvarinda sikga vakuolizasyonlar ve hicresel yapida bozulmalar gézlenmektedir
(Sekil 11,12). Tubullerde sekilsel ve ayrica morfometrik analiz ile de belirledigimiz
boyut farkliliklari en dikkat gekici 6zelliklerdir. Bazi tlbullerde spermatogenik seri
hicrelerinde  vakuolizasyonlar ve yer yer organizasyon bozuklugu
g6zlenmektedir. Bu tibullerde spermatosit I'lerden sonraki seri hicrelerinin kaybi
dikkati cekmektedir (Sekil 11, 12). Seminifer tubul bazal membranlari ile germinal
epitel arasinda, kontrol grubunda gézlenmeyen ayrismalar bulunmaktadir. Diger
bazi tiblllerde ise boyutlarinin normale yakin oldugu, bunlarin tim seri
hdcrelerinin yani spermatogonyum, spermatosit |, spermatid ile spermleri

bulunduran normal bir histolojik gorinum sergiledikleri belirlenmigtir (Sekil 12,13).

interstisyel alandaki Leydig hicrelerinde, bu biylitmelerle herhangi bir
degisim izlenmemektedir. Tubul ¢aplarinin kigllmesine bagh olarak yer yer
tubdllerin birbirinden ayrildidi, ancak bu mesafelerin bag doku tarafindan
dolduruldugu dikkati cekmektedir. Kontrol grubuna goére, bu grupta interstisyel
alanda konjesyonun daha da arttigi gdézlenmektedir (Sekil 12,13).

Ugiincii Gruba Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Tabdl ¢aplarindaki azalmanin gok belirgin oldugu bu gruba ait kesitlerde;
epitel kalinhdinin olduk¢ca azaldidi, spermatogenik seri hicre dizilimininde

organizasyon bozuklugu, germ hucre kayiplari ve hatta sadece
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spermatogonyumlarin ve apoptotik gorunum sergileyen spermatosit [I'lerin
bulundugu tubuller gézlenmektedir (Sekil 14-16). Tlabulllerdeki spermatogenik
hlcre serilerinin bir kisminin kaybolmasi ve spermatogenezin bozulmasi; ayrica
tubdllerin bazal kismina yakin olarak yerlesmis bulunan Sertoli hicrelerinin
dejenerasyonu sebebiyle, germinal epitelin bazi bodlgelerinde genis vakuollerin
ortaya c¢iktigi belirlenmigtir. Tubdllerin  bir kismi Sertoli hlcreleri diginda
spermatogenik seri hicrelerinin timunu icerirken (Sekil 15, 16), birkisminda ise
sadece Sertoli hucreleri ile birlikte spermatogonyumlar ve ¢ok az sayida
spermatositlerin bulundugu izlenmektedir. Ancak kontrol grubundan ve 2. gruptan
farkl olarak yer yer dev hlcre gelisiminde olan germ hicreleri farkedilmektedir
(Sekil 15, 16).

interstisyel alanda ise, ekstraselliler matrikste ve konjesyonda artis dikkat
cekmektedir (Sekil 15, 16).

Dordiinci Gruba Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Bu gruptaki testis dokusu kesitlerinde, seminifer tlbullerin ¢cogu normal
yapilarini korumus olmakla beraber; bazi tubullerde germinal epitel hucreleri ile
bazal membranlari arasinda ayriimalar goézlenmektedir. Tubullerin buyuk bir
kisminda Sertoli hlcreleri vespermleride iceren tUm spermatogenik seri
hlcrelerinin mevcut olmasi ve batinliklerini korumasi dikkat cekmektedir (Sekil
17). 2. gruba kiyasla bu grupta, seminifer tibul epitel hicrelerinde
vakualizasyonlar ve bazal membrandan ayrilmalarin daha az oldugu
gorulmektedir. Kontrol grubu testis doku kesitlerindeki gorinume yakin bir

histolojik organizasyona sahip bir gérinum sergilemektedirler (Sekil 17-19).

interstisyel alanda konjesyonun 2. gruba kiyasla géreceli olarak azaldii,
ancak tubul ¢aplari daha fazla oldugu icin, neredeyse normale yakin bir gérinim
sergiledikleri belirlenmistir (Sekil 18,19).
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Besinci Gruba Ait Isik Mikroskobik Bulgular

Bu gruptaki seminifer tubdllerin ¢ogunda spermleri de igeren tum
spermatogenik seri hucrelerinin var oldugu izlenmektedir. JNK inhibisyonu
etkisiyle gozlenen hicresel organizasyondaki histolojik gorunimun, 3. gruba goére
oldukga normale yakin oldugu dikkati cekmektedir (Sekil 20, 21, 22). Bununla
birlikte, tibullerde spermatogenik seri hucrelerindeki vakuolizasyonlar ve Sertoli
hiacre baglantilardaki zayiflamalar, inhibisyona ragmen 30. ginde go6zlenen
dejeneratif bulgulardir (Sekil 21, 22). Ancak bu grupta 3. gruba gdre interstisyel

sahada konjesyon daha azalmis olarak gézlenmektedir (Sekil 20).
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Isik Mikroskopik incelemelere Ait Sekilller

Sekil 7. Kontrol grubuna ait olan testis kesitinde; tunica albuginea (—), seminifer tiibiiller
( mmp) ve aralarindaki interstisyel bag doku (») g6zlenmektedir. H+E, X100.

3
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Sekil 8. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiillerde, diizglinbazal membran yapisi (—),
spermatogenik seri hiicrelerive limende sperm kuyruklari goériilmektedir (»).
H+E, X200.
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ubuna ait seminifer tiibiillerde, germ hiicreleri bazalden liimene dogru;

Sekil 9. Kontrol gr

spermatogonyum’lar (Sg), spermatosit-I'ler (St1), spermatosit-I’ler (St2),
spermatidler (Sd) ve spermler (S) seklinde diizenli dizilim gostermektedir. Sertoli
hiicreleri (SH) ise tiibiillerin bazal laminasi iizerinde yerlesmektedir. interstisyel
bolgede de, Leydig hiicrelerinin (L), kan damarlan (») etrafinda yerlesmis oldugu
izlenmektedir. H+E, X400.

Sekil 10. Diizenli yerlesim gosteren ve spermatogenik seri hiicreleri igerisindeki erken (Sd)
ve ge¢ spermatidler (Sz) niikleus uzerine oturmus kep seklindeki PAS (+)
akrozom (—) yapilari ile dikkati gekmektedir. PAS+HL, X400.
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Sekil 11. ikinci gruba ait mikrografta, bazi tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerinin
timiiniin devamlihigini sirdiirdiigii (—), ancak bazilarinda tiim seri hiicrelerinin
gozlenemedigi (») dikkat ¢ekmektedir. V: Vakuolizasyon, «: Bazal membran
ondiilasyonlari. H+E, X200.

Sekil 12. STZ uygulandiktan sonra 15.giin sakrifiye edilen gruba ait olan testis kesitinde,
tiubil duvarinda invaginasyon (—) ve limende sperm yogunlugunda azalma
(»),spermatogenik seri hiicrelerinin devamliigini siirdiirmekle beraber,
hiicrelerde sitoplazmik kayiplarin, vakuoliazasyonlarin (V) ortaya ¢iktig
gozlenmektedir.H+E, X400.
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ekil 13. Ugiincii gruba ait mikrografta, spermatogenezin tam olarak izlenemedigi bir tiibii
Sekil 13. U ba ait mik ft t t larak izl digi bir tiibiil
(™) ve bazal membrandan ayriimalar (1) dikkati gekmektedir. PAS+HL, X400.

Sekil 14. Ugiincii gruba ait sigan testis dokusundan alinan bir gériintiide, diyabetin testis
dokusunda olusturdugu etkiler gézlenmektedir. H+E, X200.
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Sekil 15. Ugiincii grup seminifer tiibiillerinde germ hiicre kayiplar ve disorganizasyon (—),
yanisira vakuolizasyonlar (V), bazi tiibillerde dev hiicre gelisimi dikkati
cekmektedir. Ayrica interstisyel alanda konjesyon artisi (k) gézlenmektedir. H+E,
X400.

Sekil 16. Ugiincii gruba ait testis doku kesitinde PAS+HL boyanmasi, X400.

38



oy 3% S ieid e
P e L B
Sekil 17. Dordiincii grup seminifer tiibilllerinin normale yakin capta oldugu, farkh
seviyelerde spermatogenez evrelerinin gozlendigi tiibiiller (—) ile aralarinda
yogunlugu artmis interstisyel bag doku (») izlenmektedir. H+E, X200.

Sekil 18. Dordiincii gruba ait tiibiil duvarinda tiim spermatogenik seri hiicre diziliminin
sirasina uygun sekilde yerlesmesi ve luimenlerin hepsinde spermlerin mevcut
olmasi (*) dikkat gekmketedir. H+E, X400.
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Sekil 19. Dordiincii gruba ait testis kesitinde PAS (+) reaksiyon vermis bazal lamina (—) ile
cevrili tiubiillerde, tiim spermatogenik seri hiicrelerinin mevcut oldugu (*)
goriilmektedir. PAS+HL, X400.

Sekil 20. Besinci gruba ait mikrografta, seminifer tiibiillerin gogunda Sertoli hiicreleri ve
spermleride iceren spermatogenik seri hiicrelerinin varhgr ile Dbirlikte
vakuolizasyonlar (V) ve hiicreler arasi baglantilarda bozukluk izlenmektedir. H+E,
X200.
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Sekil 21. Besinci gruba ait mikrografta, seminifer tiibiil limeninde olgun spermatidlerin
kuyruklari ve spermler bulunmasina ragmen, hiicreler arasindaki baglantilarda
zayiflama ve kopmalarin yanisira, ¢cok sayida vakuolizasyonlarin varligi dikkat
cekmektedir. H+E, X400.

Sekil 22. JNK inhibitéri verilen 5. grupta PAS+HL boyanmasi izlenmektedir, X400.
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TUNEL immiinreaktivite bulgulari:

Kontrol ve diger gruplardan alinan testis doku kesitlerinde bulunan
apoptotik hacreler TUNEL metoduyla gosterilmigtir. Apoptozun
degerlendiriimesinde, “apoptotik tlibul indeksi” ve “apoptotik hiicre indeksi” olmak

Uzere iki farkl yéntem kullaniimigtir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; 2. grupta apoptotik tibdl indeksi ve
apoptotik hucre indeksi, anlamli olarak artmistir (P=0.021,P=0.020; Sekil 23,24).
ikinci grup degerleri, 4. grup ile kiyaslandiginda ise ne apoptotik tibiil (P=0.773)
ne de apoptotik hiicre (P=0.248) indekslerinde bir farklilik tespit edilememistir
(Sekil 23,25).

Uglincli grupta ise apoptotik tlibiil ve apoptotik hiicre indeksleri, kontrol
grubu ile kargilastirildiginda; herikisininde arttigr tespit edilmistir (sirasiyla
P=0.021; P=0.020; Sekil 23,27). Ancak JNK inhibitori uyguladigimiz 5. grup ile 3.
grup degerlerini kiyasladigimizda; hem apoptotik tubdl (P=0.021) hem de
apoptotik hicre (P=0.020) indekslerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde

azaldigi belirlenmistir.

Sekil 23: Apoptotik tiibiil ve hiicre indeksleri tablosu

80
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10

KONTROL GRUBU 2.GRUP 3.GRUP 4 .GRUP 5.GRUP
m Apoptotik Tubil indeksi m Apoptotik Hiicre indeksi

*:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P=0,021, t:Kontrol grubu ile karsilastirldiginda
P=0,043, §: Kontrol grubu ile karsilastirlldiginda P=0,020, :3 grup ile karsilastirildiginda P=
0.021, ||:3. grup ile karsilagtinldiginda P=0.020
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Kontrol grubu ile 4. ve 5. grup degerleri karsilastirildiginda ise 4.grupta
apoptotik tibul (P=0.043) ve apoptotik hiicre (P=0.020) indeksleri belirgin olarak
yuksek iken, 5. grup ile kontrol grubu arasinda ne apoptotik tibul (P=0.059) ne
de apoptotik hiicre (P=0.144) indekslerinde bir farklilik tespit edilememistir.

). -«r‘* :
A o:‘ﬂ.: .‘IE 5

Sekil 24. Kontrol grubuna ait mikrografta, az sayidaki TUNEL(+) hiicreler (—) izlenmektedir.
Hematoksilen zit boyasi, X200. I¢sel sekil; negatif kontrol.
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ikinci gruba ait testis kesitinde TUNEL pozitif hiicreler (—). TUNEL ve

hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 25.

Sekil 26.Uglincii grupta g¢ok sayida TUNEL(+) hiicreler (—) izlenmektedir. TUNEL ve

hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Sekil 27. Dordiincii grupta seminifer tiibiil epitelinde, az sayida spermatogonyumda (—) ve
limene yakin bazi hiicrelerde TUNEL pozitif boyanma goriilmektedir. TUNEL ve
hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 28. Besinci gruba ait testis dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—) izlenmektedir,
TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X200.
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immunohistokimyasal Bulgular

Gruplarin testis dokularinda fosfo(f)-JNK ve IL-6 immunreaktivitelerinin

degderlendirilebilmesi igin; her preparatta HSCORE yontemi kullaniimistir. Elde

edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi Tablo 5’ de 6zetlenmisgtir.

Tablo 5. f-JNKve IL-6 HSCORE degerlerinin karsilastiriimasi

Kontrol
Grubu
(n=8)

84+16
(67-113)

136431
(88-176)

175434
(124-218)

92+11
(68-102)

0,248*
0.015%

95416
(70-120)

0,141*
0.001%

IL-6

787
(73-90)

142436
(84-186)

0,006*

18330
(126-206)

0,004*

125431
(76-172)

0,010*
0,337

116+14
(98-132)

0,004*
0.010t

*: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, t: 3.grup ile karsilastirildiginda, P<0.05 anlamh
kabul edilmistir.

f-JNK immiinreaktivite bulgulari:

Tum gruplarin f-JNK immunreaktiviteleri incelendiginde; kontrol grubu
testis dokusu seminifer tubullerinde, hucresel lokalizasyonu nikleer olan, az
sayida immunpozitif hicre izlenmistir. Kontrol grubunda, bazi spermatogonyum
ve spermatosit-I'lerde orta dereceli ve gcogunda ise hafif dereceli immunreaktivite
g6zlemlenmistir (Sekil 29,30; Tablo 5 ).

ikinci grupta ise, spermatagonyumlarin ve spermatosit-I'lerin bir kisminda
yogun, bir kisminda hafif derecede immunreaktivite izlenmistir (Sekil 31,32).
ikinci grubun f-JNK HSCORE degerlerinin, kontrol grubu f-JNK HSCORE
degerlerinden daha ylksek oldugu ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark oldugu tespit edilmistir (P=0.003; Tablo 5). Bunun yanisira, Sertoli hlcreleri

zayIf immunreaktivite gostermektedir (Sekil 32).

Ucglincli gruptaki testis doku 6rneklerinin seminifer tiibil duvarlarinda

bulunan hucrelerin, diger tim gruplara gére daha yuksek bir HSCORE degerine
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sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 33,34). Bu grupta HSCORE degerleri, kontrol
grubu degerlerinden daha yuksektir ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml fark
belirlenmistir (P=0.001; Tablo 5). Ayrica bu grupta Sertoli hlcrelerindeki siddetli
immunreaktivite dikkati gekmektedir (Sekil 34) .

JNK inhibitori SP600125 verilen 4. grupta; bazi hicrelerde orta derecede
reaktivite gozlenirken, bazilarinda immunreaktivitenin olduk¢a dusuk oldugu
izlenmigtir. Spermatagonyumlarda hafif ve orta derecede reaktivite izlenirken;
spermatosit-I'lerde farkli siddetlerde immunreaktivite gézlemlenmigstir (Sekil
35,36). Sertoli hlcrelerinde ise hafif derecede bir immunpozitiflik izlenmektedir
(Sekil 38). Bu grubun HSCORE degerleri ile kontrol grubu dederleri arasinda
anlamli bir fark bulunmazken (P=0.248; Tablo 5); 2. grubun f-JNK HSCORE
degerleri ile kiyaslandiginda 4. grupta HSCORE degerinin belirgin olarak azaldigi
ve aralarindaki bu farkin istatistiksel olarak ta anlamli oldugu tespit edilmistir
(P=0.015; Tablo 5).

Besinci grupta ise, spermatogenik seri hucrelerinde ¢ogunlukla orta ve
hafif derecede immunreaktivite gozlemlenmistir (Sekil 37,38). Sertoli hicrelerinde
ise hafif bir reaksiyon izlenmistir (Sekil 38). Bu gruptaki spermatogenik seri
hicrelerinin HSCORE degerleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede farklilik gostermezken (P=0.141; Tablo 5); bu grupta immunreaktivite
azalmasinin 3.gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamh oldugu (P=0.001; Tablo 5)
tespit edilmistir. Bu durum ayni zamanda JNK inhibisyonunun gergeklestiginin de

gOstergesidir.
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Sekil 29. Kontrol grubu testis kesitlerinde seminifer tiibiillerde, f-JNK_immijnreaktivitesi
(—) izlenmektedir. f-JNK ve hematoksilen zit boyamasi, X200. I¢sel sekil; negatif
kontrol, X200.

Sekil 30. Kontrol grubunda hafif ve orta derecede immiinreaktivite gosteren az sayidaki
spermatagonyum (Sg) ve spermatosit-l (St1)’ler goézlenmektedir. f-JNK ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.

48



Sekil 31. ikinci gruba ait seminifer tiibiillerde f-JNK immiinreaktivitesi (—) gézlenmektedir.
f-JNK ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 32. ikinci gruba ait mikrografta, hafif derecede immunreaktivite izlenen Sertoli
hiicreleri (SH), spermatogonyumlar (Sg) veorta derecede immiinreaktivite
gosteren spermatosit-l (St1)’ler izlenmektedir. f-JNK ve hematoksilen zit
boyamasi, X400.
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Sekil 33. Ugiincii gruptaki seminifer tiibiillerde cogunlukla siddetli derecede
immiinreaktivite (—) goézlenmektedir. f-JNK, hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 34. Limene atilmig, olgunlasmamis germ hiicrelerinin bulundugu 3. grup seminifer
tubiillerinde, spermatogonyumlarda (Sg) ve spermatosit’lerde (St), orta ve siddetli
derecede immiinreaktivite izlenmektedir. Bazi Sertoli hiicrelerindeki (SH) siddetli
immunreaktivite dikkati gekmektedir. f-JNK ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 35. Dordiincii gruba ait bu mikrografta, f-JNK immiinreaktivitesi (—) gézlenmektedir. f-
JNK ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 36. Dordiincii grupta spermatogonyumlarda genellikle hafif, spermatosit-1 (St1)’lerde
orta ve siddetli immunreaktivite

izlenirken, spermatidlerde (Sd) ve Sertoli
hiicrelerinde (SH) hafif derecede immiinreaktivite goézlenmektedir. f-JNK ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 37. Besinci gruba ait mikrografta, f-JNK immunreaktivitesi (—) gorilmektedir. f-JNK ve
hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 38. Besinci gruba ait bu mikrografta; farkli siddetlerde immiinreaktivite gosteren
sprematogenik seri hiicreleri (—) yani sira, Sertoli hiicrelerindeki (SH) zayif
immunreaktivite izlenmektedir. f-JNK ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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IL-6 immiinreaktivite Bulgulari

IL-6 immunreaktivitesi sitoplazmik olarak degerlendirildiginde; kontrol
grubu testis seminifer tubdlllerinde, Ozellikle spermatogonyumlarin bazal
membrana dokunduklari sahada ve c¢evresindeki sitoplazmik alanlarda hafif

siddette reaktivite gézlenmistir (Sekil 39,40).

ikinci grupta ise; immunreaktivite daha siddetli derecede izlenmektedir
(Sekil 41,42). 2. grup HSCORE degerleri, kontrol grubu degerlerinden daha
yuksektir ve aralarindaki fark da istatistiksel olarak anlamhlik tasimaktadir
(P=0.006; Tablo 5). Ayrica bazi tubullerde Sertoli hiicrelerindeki orta derecede

izlenen immunreaktivite de dikkat ¢ekici 6zellik gostermektedir.

Uglncli  gruptaki  sitoplazmik  imminreaktivite, kontrol  grubuyla
kiyaslandiginda; HSCORE degerlerinin daha yuksek oldugu ve aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamlilik gdsterdigi tespit edilmigtir (P=0.004; Tablo 5).
Spermatogonyumlarda siddetli, spermatosit-l ve spermatosit-II'lerde orta siddette
IL-6 immunreaktivitesi izlenmistir (Sekil 43,44). Sertoli hicrelerinde ise orta ve
siddetli derecede immunreaktivite tespit edilmistir. Bu reaktivitenin 06zelikle
spermatonyumlarin ve Sertoli hdcrelerinin bazal membrana temas ettikleri

sahada ve spermatidlerde yodun oldugu gorulmustar.

Doérdinclu gruptaki IL-6 immunreaktivitesi ise spermatogonyumlarda orta
derecede siddetli, spermatosit-l ve II'lerde hafif siddetli olarak izlenmistir (Sekil
45,46). 4.grupta, kontrol grubuna goére ylkselen HSCORE degerleri, istatistiksel
olarak anlamlilik tasimaktadir (P=0.010; Tablo 5). Ancak 2.grup HSCORE
degerleri ilearalarinda bir fark bulunamamistir (P=0.337; Tablo 5). JNK inhibitora

verilen bu grupta, Sertoli hicreleri hafif immunreaktivite sergilemektedir.

Besinci grupta, 4. grup ile benzer olarak, sitoplazmada yer yer orta
derecede olsa da genelde zayif bir immunreaktivite tespit edilmistir (Sekil 47,48).
Kontrol grubuna gore, 5. grubun HSCORE degerleri de istatistiksel olarak anlamli
derecede yuksek bulunmustur (P=0.004; Tablo 5). Ancak 3. grup ile 5. grup
HSCORE degerleri acisindan kiyaslandiginda, 5. gruptaki degerlerin anlamli
derecede azaldigr gorulmustur (P=0.010; Tablo 5). 5. grupta da Sertoli
hicrelerindeki ekspresyonun oldukga zayif oldugu belirlenmisgtir.
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Sekil 39. Kontrol grubunda, bazi spermatogenik seri hiicrelerinde immunpozitif reaktivite
izlenmektedir(—). IL-6 ve hematoksilen zit boyamasi, X200. Igsel sekil; negatif
kontrol.

Sekil 40. Kontrol grubunda; spermatogonyumlarda, spermatositlerde, spermatidlerde ve
spermlerde, hafif siddette IL-6 immunreaktivitesi izlenmektedir. IL-6 ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 41. ikinci grup testis dokusunda bulunan seminifer tiibiilerde, IL-6 immunreaksiyon
siddetinin arttigi gorilmektedir(—). IL-6 ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 42. Spermatogenik seri hiicrelerinin gogunda orta derecede siddetli (») immiinreaktivite
gozlenmektedir. IL-6 ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 43. Ugiincii grupta bazi seminifer tiibiillerde siddetli (—), bazilarinda ise orta
derecede siddetli (») immiinreaktivite goriilmektedir. IL-6 ve hematoksilen zit
boyamasi, X200.

Sekil 44. Otuz giinliik diyabet grubu seminifer tiibiillerinde; sitoplazmik lokalizasyonlu,
siddetli derecede IL-6 immiinreaktivitesi izlenmektedir. IL-6 ve hematoksilen zit
boyamasi, X400.
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Sekil 45. Dordiincii gruba ait testis doku kesitinde, caplan birbirine yakin seminifer
tubillerde (») IL-6 immiinreaktivitesi izlenmektedir. IL-6 ve hematoksilen zit
boyamasi, X200.

Sekil 46. Sitoplazmik olarak hafif derecede immiinreaktivite gosteren, spermatagonyum
(Sg), spermatosit-1 (St1) ve spermatid (Sd)’ler izlenmektedir. IL-6 ve hematoksilen
zit boyamasi, X400.
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Sekil 47. Besinci grupta, seminifer tiibiillerde bazi germ hiicrelerinde hafif derecede
immiinreaktivite (—) gézlenmektedir. IL-6 ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 48. Besinci gruba ait sprematogenik seri hiicrelerinin, hafif derecede reaktivite
gosteren spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-l (Stl), spermatid (Sd) ve orta
derecede reaktivite gosteren spermler (S) seklinde siralandigi gézlenmektedir. IL-

6 ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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TARTISMA

Tip 2 DM mortalite ve morbiditeye yol agan bir hastalik olup,
komplikasyonlarinin ~ 6nemi  nedeniyle gunumuzin en buyuk saglik
sorunlarindandir. Diyabetin ortaya ¢ikmasinda genetik ve ¢evresel faktorlerin rol
oynadigi bilinmesine ragmen, patogenezi hakkinda halen andinlatiimayan
noktalar mevcuttur. Ancak insilin direnci, oksidatif stres ve inflamasyonun

diyabetin gelisiminde 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir (11,87).

Diyabet ¢ok iyi bilinen semptom ve komplikasyonlarinin yanisira, erkek
bireylerde sebep oldugu subfertilite ve infertilite olgularindan 6tirt son yillarda

Uzerinde siklkla calisilan konulardan birini teskil etmektedir.

Diyabetin insanlarda ortaya c¢ikardigi degisimlerin, siganlarda olusturulan
deneysel diyabet modellerinde de izlenebildigi bilinmektedir (8,41) Deneysel
diyabet modelleri olusturmak igin kullanilan yontemlerden birisi, § hicrelerine
toksik etkisi olan ajanlarin deneklere verilmesidir. Bu amacla en sik kullanilan
kimyasallar, STZ ve alloksandir. STZ genellikle 40-60 mg/kg dozlarda
uygulanmaktadir (43). Calismamizda, STZyi 60 mg/kg ve tek doz olarak
uyguladigimiz deneklerin, kan glukoz dizeylerinin deney suresince 250 mg/dI’nin
Uzerinde oldugu tespit edilmistir. Bu degerlere sahip tim denekler, diger

calismalarla da paralel olarak (18,22,88) diyabetik olarak kabul edilmislerdir.
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c-Jun N-terminal kinaz; c-jun fosforile eden, AP-1 transkripsiyon faktor
komponenti olan serin/theronin protein kinazdir (46,89). c-Jun N-terminal kinaz,
serbest yag asitleri ve inflamatuvar sitokinler tarafindan aktiflestirilir ve insalin
etkinligini bozar (28). JNK’'nin terapdtik inhibisyonu artrit, inflamatuar kemik
hastaliklari, kronik obstruktif pulmoner hastaliklar, Parkinson hastaligi, iskemik
yaralanmalar, inme ve miyokardial inflamasyon gibi cesitli hastaliklarda klinik

yarar saglamaktadir (46).

Chen ve ark. (90); sicanlara STZ uygulandiktan 2 gin sonra, in vivo
ultrason-hedefli mikrokabarcik hasarlama (ultrasound-targeted microbubble
destruction- UTMD) ydéntemini kullanarak, sigan insilin promotér (RIP3.1) ve
NeuroD1 gibi bazi genleri direkt olarak pankreasa aktardiklari yeni bir gen terapi
modelinde, tedavi dncesinde SP600125 kullaniminin, pankreas B hucrelerindeki
apoptozisi engelledigini, hatta hucrelerin yenilendigini ve kan glukoz duzeylerinin
de 90 gln iginde normale dénduguna ileri surmuslerdir. Calismamizda diyabet
olusturduktan iki gun sonra, SP600125’i 15 mg/kg i.p. uyguladigimiz 4. ve 5.
gruplarda JNK inhibitérinin, hiperglisemik durumu ortadan kaldirmaya yonelik

bir etki gostermedigi tespit edilmigtir.

Bizim SP600125’i uygulama yéntemimiz ile direkt hedef dokuya etkili Chen
ve ark. (90) uyguladidi gen terapisi 6ncesi kullanimi arasinda, sonuglar agisindan
fark olmasi ¢ok dogaldir. Diyabetik deneklere SP600125’in i.p. uygulanmasi
sonrasl, zaman ya da uygulanan doza bagl olarak, kan glukoz dizeylerinde bir

normalizasyon gorulebilecegi kanisindayiz.

Erkek fertilitesi, spermatogonenezin devamhhidiyla  mumkundur.
Spermatogenezin devamhh@i, tabdl ici kan akimindaki glukoz duzeyleriyle
yakindan iligkilidir. Diyabetik testis dokusunda gercgeklesen, hiperglisemik ya da
hipoglisemik degdisimlerle seyreden glukoz dalgalanmalari, spermatogenezin
surekliligini etkilemektedir (7,10,11).

Calismamizda, deneysel diyabet modeli olusturularak diyabetin testislerde
ortaya c¢ikardigi etkiler histolojik olarak literaturler bilgisiyle kiyaslanmadan 6nce,
deney baslangic ve sonu kilo farklari, testis/vicut adirlik orani, seminifer tibul

caplari gibi morfometrik olgimler gergeklestiriimistir. Tium deneklerin deney
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baslangici ve sonu arasindaki vucut agirlik farklarini kiyasladigimizda; kontrol
grubu deneklerinde herhangi bir azalma izlenmezken, 3., 4. ve 5. gruptaki
deneklerin vicut agirliklarinin, anlamh sekilde azaldigi tespit edilmistir (P=0.11,
P=0,12, P=0.21; Tablo 4). Diyabet olusturulan bu gruplardaki vicut agirhgiyla
ilgili bulgularimiz, deneysel diyabet olusturulmus sigcanlarda gercgeklestirilen
calismalarla paralellik (88,91-93) gostermektedir. Ancak 2. gruptaki deneklerin
vucut agirhk farklarinin azalmasi, kontrol grubuna kiyasla anlamlilik degeri
tasimamaktadir. Bu durumun, diyabete maruziyet suresinin kisa olmasindan

kaynaklanmig olabilecegi dugtncesindeyiz.

Koroglu ve ark. (19) 2014 yilinda yaptiklar ¢alismada; kontrol grubuna
kiyasla deneysel diyabet olusturulmus gruplarda, hem vicut hem de testis
agirhliklarinin azaldigini tespit etmigler ve bulgulari Koh (16,23), Shrilatha,
Muralidhara (42), Bal ve ark. (94) tarafindan da desteklenmistir.

Diyabet gibi hastalik modeli ¢calismalarinda organ hasarini ortaya koymaya
yonelik degerlendirmelerde; DM ig¢in dnemli olan kilo kaybinin, organ agirligindaki
degisim ile oranlanarak kiyaslanmasi elde edilen diger sonuglarin anlamhligini
arttirmaktadir. Bu dusunceden hareketle, c¢alismamizdaki tum gruplarin
testis/vicut agirlik oranlari karsilastirildiginda; kontrol grubuna gére, 2., 3., 4. ve
5. gruplarda dénemli bir azalma tespit edilmistir ( P=0.001; P=0.002; P=0.006;
P=0.011; Tablo 3). Ikinci ile 4. gruplar (P=0.110; Tablo 3) ve 3. ile 5. gruplar
arasinda (P=0.164; Tablo 3) testis/vicut agirlik oranlarinda anlaml bir fark
olmamasi ise uygulanan JNK inhibitorinin etkin sonu¢ dodurmasi icin gerekli

olan zaman ve doz miktarinin yeterli olmadigini akla getirmektedir.

Diyabetik erkeklerde ya da STZ gibi ajanlar uygulanan deneysel diyabetik
erkek deneklerde; LH, FSH ve testosteron dlzeyleri belirgin olarak dismektedir
(7,10,95,88). Diyabetik erkeklerde testosteron duzeylerinde azalmanin meydana
gelmesi, diyabete bagh testikuler hasarin gostergelerinden birisidir. Daha 6nce
diyabetik siganlarda yapilan c¢aligmalarda, Leydig hucre dejenerasyonu
sonucunda testosteron dizeyinin dismesine bagh olarak; seminifer tibullerde
atrofi (19,20), germ hudcre hasar (5,19), hlcrelerin proliferasyon yeteneginin
azalmasi (5,22), spermatogonyum ve spermatositlerde apoptoza giden hucre
sayisinda artis, sperm sayisinda azalma (16,23), Sertoli-spermatid
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baglantilarinda ayrismalar, ¢ok nukleuslu dev hucrelerin olugsumu (5,96), epitel
[Gmeninin hasarli hucrelerle tikanmasi (5,20), germ, Sertoli ve Leydig
hlcrelerinde vakuolizasyonlar (19,20), mikrovaskuler dedisiklikler ile beraber
interstisyel kompartmandaki ekstraselller matrikste kollajen miktarinda artis
gorulmus ve tim bunlar testikuler disfonksiyon olusumu ile iligkilendirilmistir (22)
Bu degisimler diyabetik erkeklerde libido azalmasina, erektil disfonksiyona,

sperm motilitesi ve semen voliminde azalmaya yol agmaktadir (19,93).

Deneysel diyabet olusturdugumuz 2. ve 3. grup deneklerin testis doku
ornegi kesitlerinde, diger arastirmacilarin gozlemledikleri bulgularla uyumlu ve 2.
grupta nispeten daha az olarak; tibll duvarlarinda invajinasyonlar,
spermatogenik hucrelerde hasar ve hucreler arasindaki baglantilarin bozulmasi
sonucunda birbirlerinden ayrilma, bazi tubullerde germ hucre kaybi, Sertoli
hlcrelerinde vakuolizasyon, apoptotik hicre sayisinda artig, tabdl lGmenindeki
sperm yogunlugunda azalma oldugunu ve spermatidlerin birleserek ¢ok
nikleuslu dev hudcreleri ortaya cikardiklarini tespit ettik. Ayrica, intersitisyel
alanda artis ve konjesyon histolojik incelemeler sonucunda elde -ettigimiz
bulgulardir. Jedlinska-Krakowska ve ark. (53) testis dokusunda yaptiklari
calismada, interstisyel bdlgede, ekstraseliler matrikste ve konjesyonda
g6zlemledikleri artigi; perivaskuler, intertibller ve peritibuler fibrozis ile toksik

maddelere karsi bir bariyerin olusmasiyla iligkilendirmislerdir.

Calismamizda 2. ve 3. gruplara ait diyabetik testis dokularinda ortaya
cikan bu degisimlerin, JNK inhibitori SP600125 uyguladigimiz 4. ve 5. gruplarda
ise belirgin bir sekilde ortadan kalktigi gozlemlenmistir. Bu bulgulara aciklik
getirmek ve onaylamak igin seminifer tibul ¢api 6lgimui, Johnsen skoru ve
apoptotik indeksleme yontemleri kullaniimig ve 6zellikle JNK inhibitéru uygulanan

gruplardaki degigimler goz onunde tutulmustur.

Diyabetin etkisiyle testis dokusunda birgok histopatolojik degisikliklerin
ortaya cikmasiyla ve O0zellikle spermatogonyal hucrelerin azalmasi sonucu
seminifer tabul ¢aplarinda ciddi degisimlerin ortaya ¢iktigi bilinmektedir (88,94).
Bizim c¢alismamizda da diger arastirmalarla benzer olarak (22,88,91,93,94),

kontrol grubu ile diyabetik olan 2., 3., 4 ve 5. grup deneklerimizin seminifer tubal
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cap degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir azalma meydana gelmistir
(P<0.001, P<0.001, P=0.012, P<0.001; Sekil 6).

SP600125 uygulanan 4. ve 5. grup deneklerinde, onlarla ayni surede
diyabet etkilerine maruz kalan ancak bu ajanin uygulanmadigi 2. ve 3. gruplara
kiyasla, seminifer tibll cap degerlerinin anlamli derecede ylksek oldugu tespit
edilmigtir (P<0.001, P<0.001; Sekil 6). Bu bulguyu pekistirmek adina, diyabetin
seminifer tibullerdeki etkileri Johnsen skoru ile gosterilmigtir. Daha dnce yapilan
calismalarda (91,94) oldugu gibi, bizim ¢alismamizda da diyabetik olan 2., 3. ve
4., gruplardaki Johnsen skoru ortalamalari, kontrol grubu ortalamasina goére
azalmistir ( P<0,001; Tablo 4). Johnsen skoru ortalamalarindaki bu duasus,
diyabetin testis dokusuna verdigi hasari histolojik olarak gdstermektedir. Glneli
ve ark. (91), diyabetik testis dokusundaki Johnsen skoru ortalamalarinin dusuk
olmasini; diyabetiklerde, oksidatif stres mekanizmasinin aktiflesmesi sonucunda
hipotalamo-hipofiziyal-gonadal aksda degisimlerin ortaya ciktigini ve buna bagli
olarak testosteron duzeylerinin azalmasiyla, anormal spermatogenezin izlendigi
ve ayrica germ hucre apoptozisinin de induklendigi goruslerini ileri surmusler ve

farkli arastirmacilar tarafindan bu goérusleri desteklenmistir (11,94).

Bununla birlikte calismamizda, JNK inhibitér verilen 4.ve 5. grup Johnsen
skoru degerlerinde; ayni sure diyabet etkilerine maruz kalan ancak bu ajanin
uygulanmadigi 2. ve 3. gruplara kiyasla tespit edilen anlamhliga ¢ok yakin (2. ve
4. grup igin P=0.057; Tablo 1) ve anlamli (3. ve 5. grup igin P=0,01; Tablo 1)
artigsin; JNK inhibitorunun etkisiyle, JNK yolaginin baskilanmasi sonucunda,
spermatogenezin dogal sirkulasyonunun devamliligiyla ortaya ¢ikmis olabileceqi

kanaatindeyiz.

Seminifer tubdl c¢aplarinda ve Johnsen skorlama sonuglarinda tespit
edilen, 6zellikle JNK inhibisyonu uygulanan diyabetik gruplardaki bulgularimizi
aciklamamiza yardimci olacak bir diger bulguda, apoptotik hicre ve apoptotik
tubul indeksleridir. Bu amagla yapilan kontrol ve diyabet gruplarindaki apoptotik
hdcre ve tubul indeksi verileri, bu konuda yapilmig daha onceki ¢calismalarla da
paralellik gostermektedir. Diger ¢aligmalarda (16,19,23,50) oldugu gibi 2., 3. ve 4.
grup deneklerin seminifer tubullerindeki spermatogenik seriye ait TUNEL pozitif
hlcre sayilari, kontrol grubuna gore artmakla beraber; 3. gruptaki artisin histolojik
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olarak gozlemlenen bulgularla da uyumlu olarak, daha fazla oldugu anlagiimistir
(P=0,020; Sekil 25). Ancak 5. grupta, kontrol grubuna gobre bir fark
belirlenmemistir (P=0.144; Sekil 25). Bu sonuglar; 15 gunlik diyabete maruziyetin
doku hasari agisindan, daha hizli geri dondurulebilir oldugunu ve JNK sinyal
yolaginin bloke edilmesiyle apoptotizise sebep olan sadece JNK yolaginin degil,
baska yolaklarindan da baskilanmig olabilecegini ve boylece uzun sureli diyabet
etkilerinin, Ozellikle apoptozis artisinin, bu yluzden kontrole yakin sonuglara

neden olabilecegini disundirmektedir.

ikinci ile 4. grup karsilastirildiginda apoptotik hiicre sayilari agisindan bir
farkhiligin olmamasi (P=0.248; S$ekil 5); ancak 3. grup ile 5. grup
karsilastirildiginda ise JNK inhibitoru verilen 5. grupta apoptotik hticre sayilarinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmasi da, bu dusuncelerimizi

desteklemektedir.

Sigara inhalasyonundan 1 saat sonra SP600125 JNK inhibitorl verilen bir
calismada, apoptoziste, mukus plaklarinda ve sitokinlerde azalma oldugu
bildirilmistir (63). Bagka bir calismada ise bobrek iskemi-reperflizyonunda
koruyucu ajan olarak JNK inhibitori uygulanmis ve Fas ligand baglantili

apoptotik yolaginda baskilanabildidi ileri sartGlmustar (63).

Diyabetik birey veya deneklerde hipergliseminin, direkt ya da indirekt
olarak serbest radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu 6nemli miktarda
arttirdigi; antioksidan sistemdeki yetersizlie bagl olarak, organizmada oksidatif
stresle beraber komplikasyonlarin gelismesinde 6nemli rol oynadigi
dusunulmektedir (8,52,91). Oksidatif stres; prooksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasiyla, ROS’un asiri Uretimi ya/yada defans
mekanizmasinin islevini yitirmesi sonucunda olugsmaktadir (92). Oksidatif stres,
mitokondri basta olmak Uzere tum hlcre organellerinin ve DNA’nin zarar
goérmesine neden olmaktadir (42). Ylksek dlizeyde ROS, i¢ ve dig mitokondriyal
membranlari bozarak mitokondriden sitokrom C salinimina ve kaspazlari

aktiflestirerek, apoptozu indiiklemektedir (97).

Doku hasarinin ortaya ¢iktigi birgok dokuda JNK aktivasyonu gergeklestigi
bilinmektedir (63). Oksidatif stres gibi etkenlerin sonucunda da ROS araciligiyla
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JNK aktiflesir ve kaspaz aracili apoptozda onemli bir mekanizma olarak yer alir
(46,47,79).

Tip 1 diyabette otoimmun B hicre tahribatinda JNK’'nin dnemli rol oynadigi
One surulmastlr. Pankreas B hicrelerinde, oksidatif stres aracihgiyla JNK
aktiflesir ve JNK’nin bu aktivasyonu insllin gen ekspresyonunu azaltmaktadir.
JNK' yolaginin baskilanmasi ile B hucrelerinin oksidatif stresten korundugu
bilindigi igin; sitokinler tarafindan tahrip edilen B hucrelerinde, JNK yolagi

inhibisyonunun koruyucu oldugu dugstnulmektedir (35,48).

Tip 2 diyabetik farelerde; karaciger, kas ve yag dokuda JNK
aktivasyonunun yukseldigi ileri surlGlmastir. Karacigerde JNK yolaginin
baskilanmasi diyabet modeli agisindan, hem insulin direnci, hem de glukoz
toleransi Uzerine olumlu etkiler saglamaktadir (98). Hu ve ark. (28), tip 2
diyabette JNK aktivasyonunun, karaciger ve yad dokuda arttigini ortaya

koymuslardir.

Testikiler germ hicre apoptozisi, spermatogenezde onemli rol
oynamaktadir (56). Diyabetik erkeklerde, testis dokusunda apoptotik indeksin
arttig1 bilinmektedir (12,16,23,88,95). STZ uygulanan siganlarda, Bax mRNA
protein ekspresyonunun arttigi, mitokondriyal membran potansiyelinin azaldigi ve
boylelikle testislerde apoptotik hiicre 6limune aracilik ettigi gosterilmistir. Ayrica
farelerde diyabetin p53 ve p38 MAPK sinyal yolaklarinin aktivasyonuyla oksidatif
stres artisina neden oldugu ve bdylece testikller apoptozisin induklendigini
bildirilmistir (88). Koh da yaptigi bir calismada (23), diyabetik grup testis
dokusunda, JNK ve Bax sinyal yolaklarinin aktiflesmesi sonucunda apoptozun
arttigini gosterirken; bir diger ¢calismasinda (16) ise Bcl-2 protein ailesi ve Bad ve
Bcl-xL etkilesimi ile diyabetik sican testis dokularinda apoptotik hicre 6limunu

iliskilendirmistir.

Bizim calismamizda da f-JNK duzeyi, 2. grup ve 3. gruplarda kontrol
grubuna gore artmistir (sirasityla P=0.003 ve P=0.001; Tablo 5). Bu bulgu, 30
gunlik diyabet sonucunda f-JNK immunreaktivitesini inceledigimiz bir baska
calismamizin sonuglariyla da paralellik gostermektedir (22). Kontrol grubu ile

inhibitér uygulanan 4.ve 5. gruplar arasinda ise f-JNK immunreaktivitesi
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acisindan istatistiksel olarak anlamh bir farklik tespit edilememistir. Diger
sonuglarimizla desteklenen bu bulgunun, JNK inhibisyonunun nispeten

gerceklestiginin bir géstergesi oldugu kanaatindeyiz.

Ayrica Ozellikle 3. grup ile 5. gruplar karsilastirildiginda ise inhibitor
uyguladigimiz 5. gruptaki f-JNK dlzeyinin anlamh derecede dlsuk olmasi
(P=0.10; Tablo 5) yine JNK inhibisyonunun gostergesidir. Yapilan arastirmalar
sonucunda diyabetik sigan testis dokusunda JNK inhibitora verilip, f-JNK duzeyini
immunohistokimyasal olarak inceleyen herhangi bir in vivo c¢alismaya
rastlanamamigstir. Ancak, Borst ve ark. (99), renal iskemi-reperfizyon hasari
olusturup, daha sonra i.p olarak 30 mg/kg 4 gin arda arda JNK inhibisyonu
uyguladiklari ¢alismalarinda, JNK ekspresyonunun azaldigini gézlemlemiglerdir
(99). Cahsma sonuglarimiza gore uyguladigimiz  inhibitérin, f-IJNK
ekspresyonunu bir 0Olgude engelledigini dusunmekteyiz. JNK inhibitorl
uyguladigimiz 4. ve 5. gruplarda apoptozisin engellenmis oldugunu, buna bagl
olarak da seminifer tubullerde ve cevrelerinde bulunan interstisyel sahadaki
histolojik organizasyonun normale yakin bir gorunime sahip oldugu belirlendi.
Seminifer tubudl c¢aplari, Johnsen skoru, apoptotik hiicre ve tubll indeksi

bulgularimizi da bu sonuglarla iliskilendirmekteyiz.

Tip 2 diyabetin patogenezinde IL-6’nin roli tam olarak bilinmemesine
ragmen, diyabetin komplikasyonlarinin gelisiminde rol alan 6nemli bir sitokin
oldugu bildirilmistir. Tip 2 diyabetin baslangindan yillar énce, dolagimdaki IL-6
dizeyinin yukseldigi ve bu ylzden IL-6 dlzeyinin, gelecekte tip 2 diyabette bir 6n

belirte¢ olarak kullanilabilecegi dustntlmektedir (24).

interlékin-6’'nin  plazmada bulunma diizeyi, insiilin direnci ile baglantili
bulunmus, ayrica vlcut agirhgindan bagimsiz olarak da diyabet riskini
arttirabilecegi dusundlmustir (25,98). Yuksek doz IL-6 verilmesi sonucunda,
saglikli insanlarda insulin direnci gelisebilecedi ileri surtlmastir (98). Tip 2
diyabetli hastalarda, IL-6 ve CRP seviyelerinin ylksek bulunmasi, diyabetin
patogenezinde inflamasyonun dénemli bir faktér oldugunu bize kanitlamaktadir
(100).
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Li ve ark. (24) yaptiklann galismada, U937 mononukleer fagositer
hdcrelerini kultur ortaminda IL-6 ve yuksek glukoza maruz birakmislar ve IL-6
konsantrasyonuna badimli olarak, matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1)
ekspresyonunun arttigini  gézlemlemislerdir. Bu hucrelerin, yUksek glukoz
dlzeyine maruziyet sonucunda ise; IL-6’nin MMP-1 sekresyonunu normal glukoz
uygulanan hucrelere gore 2-3 kat arttirdigini ileri sirmuslerdir. SP600125’in INK
inhibisyonu sonucunda, sadece IL-6 iligkili MMP-1 sekresyonunu degil ayni
zamanda bazal MMP sekresyon duzeyinide inhibe ettigi gosterilmistir. Tum bu
bulgular sonucunda da, IL-6’'nin MMP’yi JNK yolagi tzerinden etkiledigi gorusune

variimigtir.

Interlékin-6, spermatogenez ve steroidogenezde, otokrin ve parakrin faktor
dlzenleyicisi olarak iglev gorur. Testis dokusunda IL-6'nin, spermatogenezde
spermatogonyum ve spermatositlerde mayotik DNA sentezini inhibe ettigi, Sertoli
hicreleri tarafindan salinan transferrin ve inhibini etkiledigi ve ayrica sperm
yogunlugunu azalttigi gosterilmistir (26,73,102). Ayrica IL-6, normal sigan testis
dokusundaki Sertoli hucresi siki baglantilarini, MAPK14 sinyal yolagini bozarak
tahrip etmektedir. Ancak IL-6’'nin, normal dokuda kan testis bariyeri
dinamiklerindeki rolunlu duzenleyen molekller mekanizma henluz tam olarak

actklanamamigtir (73).

Seminal plazmada bulunan proinflamatuvar bir sitokin olan IL-6 ile ROS
uretimi arasinda pozitif bir baglanti oldugunu destekleyen gozlemler mevcuttur
(101)

Nallela ve ark. (101) yaptiklari bir calismada, varikoselli infertil erkeklerde
IL-6 ve ROS dizeylerini arastirmiglar ve varikoselli infertil erkeklerde IL-6 ve
ROS duzeylerinin, kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek oldugunu ve
antioksidan kapasitenin de azaldigini tespit etmislerdir. Elde ettikleri bu
sonuglarla, IL-6 ve oksidatif stresin; infertilitenin olusmasinda etkin rol

alabilecegini one surmuslerdir.

Rival ve ark. (26) ise otoimmun orsitisli sican testis dokusunda, ELISA

yontemiyle inceledikleri IL-6 duzeylerinin, kontrol grubuna gore daha yuksek
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oldugunu tespit etmisler ve IL-6’nin germ hicre apoptozisinin indiklenmesinde

etkili olabileceginiileri sirmuslerdir.

Seshadri ve ark. (102), 22-49 yaslari arasinda olan 73 infertil erkekte
semen analizi yapmiglar ve sonucunda da oligospermik, astenospermik,
oligoastenospermik, azospermik obstriktif ve germ hicre defektli grupta,

normospermik gruba gore IL-6 seviyelerini dnemli derecede yuksek bulmuglardir.

Kushawa and Jena (88), STZ ile olusturulmus deneysel diyabetik
modelde; antioksidan ve antiinflamatuvar etki gOsteren telmisartanin testisler
Uzerine etkilerini hicresel hasar ve apoptozis agisindan degerlendirmiglerdir.
INOS (Inducible nitric oxide synthase), NF-kB (Nuclear Factor kappa B), TNF-q,
IL-6, kaspaz-3 ve f-ERK1/2 gibi molekller belirteclerin yanisira, oksidatif ve
nitrosatif hasari degerlendirilmisler; oksidatif ve nitrosatif stres markirlariyla,
sperm sayisi ve DNA hasari arasinda bir iligki olabilecegini éne surmuslerdir.
Diyabetik siganlarda, western blot teknigiyle INOS, NF-kB, TNF-q, IL-6, kaspaz-3
ve f-ERK1/2 dlzeylerinin arttigini ancak telmirsartan verilen grupta ise bu protein

dluzeylerinin azaldigini bildirmislerdir (88).

Diyabetik testis dokukesitlerinde IL-6 ekspresyonunu inceledigimiz bu
calismada; IL-6 immunreaktivitesinin kontrol grubuna godre tum diyabetik
gruplarda yuksek oldugunu goézlemledik. Diyabetik olan 2. ve 3. gruplardaki
yukselmenin, artan oksidatif strese bagl olarak gerceklestigini disunmekteyiz.
Uglincli grupta diyabet siiresine bagli olarak da IL-6 ekspresyonunun daha da
arttigr gézlemlenmistir. Dordincu ve 5. gruplardaki artigin ise JNK inhibitoru
dozuna ve yeterli sirenin gegmemesine bagli olarak ya da kan glukoz seviyeleri
itibariyle halen diyabetik olan bu gruplarda, IL-6 seviyelerinin ylksek olmasinin
normal karsilanabilecek bir sonu¢ oldugu kanisindayiz. Ayni baglantiyla, 2. ile 4.
grup arasinda da, IL-6 ekspresyonunda anlamli bir farkhlik olmamasini

aciklayabilecegimiz distncesindeyiz.

Ancak bir ay sureyle diyabetin etkilerine maruz kalan 3. ve 5. gruplar, IL-6
ekspresyonu agisindan karsilastirildiginda, inhibitor verilen 5. grupta anlamh
duzeyde azalmanin tespit edilmesi; JNK sinyal yolaginin inhibisyonuyla, dokuda
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oksidatif stres mekanizmasinin bir noktada engellenmis olabilecegi ve bunun

sonucunda da IL-6 ekspresyonunun azalmig olabilecegini akla getirmektedir.

Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan asirt ROS uretimi; 6zellikle sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisinde hasara neden olarak erkek
subfertilite/infertilitesinin etiyolojisinde rol oynayabilmektedir (50,94,95). Ancak,
sinyal yolaklarindan birisinin ya da birkaginin bloklanmasiyla bazi genlerin ve

spesifik hucre fonksiyonlarinin kontrolu yapilabilmektedir (24).

Diyabetik testis dokusunda gorilen apoptoziste JNK MAPK sinyal
yolaginin 6nemli bir roli oldugu dusuncesinden hareketle; diyabetik erkek
sicanlara JNK inhibisyonu uygulayarak, spermatogenik seri hucrelerindeki
hasarlanmanin ve apoptozisin nasil etkilenecegini, daha da énemlisi IL-6’nin bu
olayda nasil bir degisim goOsterecegini gormeyi amacladigimiz bu ¢alismanin

sonucunda elde ettigimiz bulgular, JNK yolaginin 6nemini dogrulamaktadir.

c-Jun N-terminal kinaz MAPK sinyal yolaginin; diyabetik testis dokusunda
ortaya cikan degisimlere etkisinin SP600125’'in degisik slre ve dozlarda
kullanimiyla, farkh metodlarla da arastirimasi gerektigi ve diger apoptotik
yolaklarla olan iligkisinin kargilastiriimasinin énemli oldugu, ancak bu g¢alismalar
sonucunda diyabetik erkek hastalarda karsilasilan subfertilite / infertilite
olgularinda, JNK MAPK sinyal yolaginin baskilanmasina yonelik yeni tedavi

protokollerinin gelistirilebilmesinin mimkun olabilecedi kanisindayiz.
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SONUGLAR

Diyabetik erkek subfertilite ve infertilitesi 6zellikle son yillarda Uzerinde
calisilan onemli diyabet komplikasyonlarindan biridir. Literatirde JNK yolaginin,
diyabetik testis dokusunda ekspresyonunun arttigini ileri siren ve bu yolagin
onemine dikkat geken calismalardan hareketle planladigimiz bu projede; geng eriskin
40 adet Sprague Dawley erkek sigan kullanarak; kontrol (n=8), 2. grup (tek doz 60
mg/kg STZ i.p.,15. gun sakrifiye edilen grup ; n=8), 3. grup (tek doz 60 mg/kg
STZ,30.gun sakrifiye edilen grup; n=8), 4. grup (tek doz 60 mg/kg STZ-15mg/kg
SP600125 i.p.,15.gun sakrifiye edilen grup; n=8) ve 5. grup (60 mg/kg STZ-15mg/kg
SP600125,30.gln sakrifiye edilen grup; n=8) olusturulmustur.

Elde ettigimiz sonuclar agagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1- Tum gruplardaki deneklerin deney baslangi¢ ve sonundaki agirlik farklari
kiyaslandiginda; kontrol grubu ile 2. grup arasinda anlamh bir farklihk
g6zlenmezken (P=0.113), 3., 4. ve 5. gruplarda yeralan tum deneklerde,
kontrol grubuna goére anlamli bir agirlik kaybinin meydana geldigi (sirasiyla
P=0.002, P=0.001 ve P=0.004),

2- 2., 3., 4. ve 5. grup toplam testis ve vucut agirlik oranlariyla, kontrol grubu
testis agirhgi / vicut agirlik oranlarikiyaslandiginda, anlamli bir azalmanin
oldugu (P=0.001; P=0.002; P=0.006; P=0.011),
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3-

Tum deney gruplarinin seminifer tubul ¢ap degerleri, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlaml derecede azalmanin
meydana geldigi (sirasiyla P<0.001, P<0.001, P=0.012, P<0.001), 3.grup
ile 5. grup karsilastirildiginda ise inhibitor verilen grup lehine anlaml bir

yukselmenin (P=0.01) oldugu,

Kontrol grubu ile 2., 3. ve 4. gruplar arasinda, apoptotik tibul ve apoptotik
hicre indeksleri karsilastirildiginda; anlamli artisin oldugu (2. ve 3. gruplar
icin P=0.021,P=0.020; 4. grup icin P=0.043, P=0.020); 5. grupta ise 3.
gruba goére apoptotik tubul (P=0.021) ve apoptotik hicre (P=0.020)
indekslerinin dustugu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise ne apoptotik
tubul (P=0.059) ne de apoptotik hucre (P=0.144) indekslerinde bir farkhlik

olmadigu,

Batln gruplarin f-JNK HSCORE sonuglari incelendiginde kontrol grubuna
goére; 2. ve 3. grup degerlerinin yukseldigi (P=0.003, P=0.01); ancak
SP600125 verilen 4. ve 5. gruplarda (P=0.248, P=0.141); herhangi bir

farkin bulunmadigu,

IL-6 immunreaktivitesinin ise 2.,3.,4. ve 5. gruplarda kontrol grubuna goére
yuksek oldugu (sirasiyla P=0.006, P=0.004, P= 0.010 ve 0.004), ancak 3.
ile 5. gruplar kiyaslandiginda, 5. gruptaki degerlerin anlamli derecede

azaldigi ( P=0.010) sonuglarina variimistir.
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OZET

Bu calismada, diyabetik erkek infertilitesinde rolu olabileceg@i ileri surllen
JNK’nin inhibisyonuyla veya inhibisyonsuz, hiperglisemiyle sinerjik bir etkilesimde

bulunan IL-6 arasindaki iligskinin ortaya konmasi amaclanmistir.

Sprague Dawley erkek sigcanlar kullanilarak; kontrol (n=8), 2. grup (tek doz 60
mg/kg streptozotosin i.p.,15 glin;n=8), 3. grup (60 mg/kg streptozotosin,30 glin;n==8),
4. grup (60 mg/kg streptozotosin -15mg/kg SP600125 i.p.,15 guin;n=8) ve 5. grup (60
mg/kg streptozotosin -15mg/kg SP600125,30 glin;n=8) olusturulmustur.

2.,3.,4. ve 5. gruplarin testis/vicut agirlik oranlarinda,kontrol grubuna gore
anlaml bir azalma belirlenmistir (P=0.001; P=0.002; P=0.006; P=0.011). Kontrol
grubuyla karsilastirilan, 2.,3.,4. ve 5. grup seminifer tibul c¢aplarinin da azaldidi
g6zlenmistir (sirasiyla P<0.001, P<0.001, P=0.012, P<0.001). 2. ile 4. grup ve 3. ile
5. gruplar karsilastirildiginda ise inhibitor verilen gruplar lehine anlamh bir yikselme
(P<0.001) bulunmustur. Tim gruplarin Johnsen skor degerlerinin, kontrol grubuna
gore anlamli derecede azaldigi (P<0.001) ve 3.ile -5. gruplar karsilastirildiginda ise

3. gruba goére anlamli derecede artis (P=0.01) belirlenmistir.

Apoptotik tubul ve apoptotik hicre indeksleri kontrol grubu ile
karsilastinldiginda; 2.,3. ve 4. gruplarda anlamli olarak artarken (2. ve 3. gruplar igin
P=0.021,P=0.020; 4. grup icin P=0.043,P=0.020); 5. grupta ise 3. gruba gore
apoptotik tubul (P=0.021) ve hicre (P=0.020) indeksleri azalmistir.

72



Batlin gruplarin fosfo- c-Jun N-terminal kinaz histolojik skorlama sonuglari
incelendiginde, kontrol grubu goére; 2. ve 3. grup degerlerinin ylukseldigi
(P=0.003,P=0.01); ancak SP600125 verilen 4. ve 5. gruplarda fark olmadigi
gorulmastir (P=0.248,P=0,141).

interldkin-6 immunreaktivitesinin ise 2.,3.,4. ve 5. gruplarda, kontrol grubuna
gore yuksek oldugu (sirasiyla P=0.006,P=0.004, P= 0.010 ve 0.004), ancak 3. ile 5.
gruplar kiyaslandiginda, 5. gruptaki degerlerin anlamli derecede azaldigi ( P=0.010)
tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Testes, JNK, SP600125, IL-6.
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TESTICULAR TISSUES OF EXPERIMENTAL DIABETIC RATS
GENERATED JNK AND IL-6 RELATIONSHIP

SUMMARY

In this study, it is aimed to introduce the relationship between IL-6 which is
synergistically interacts with hyperglycemia and inhibition or without inhibition of JNK

which is suggested to have a role in diabetic male fertility.

Using Sprague-Dawley male rats, control (n=8), second group (single dose 60
mg/kg streptozotocin i.p.,15 days;n=8), third group (60 mg/kg streptozotocin,30
days;n=8), forth group (60 mg/kg streptozotocin —-15mg/kg SP600125 i.p.,15
days;n=8) and fifth group (60 mg/kg streptozotocin -15 mg/kg SP600125,30

days;n=8) were assigned.

In testis to body weight ratios of second,third,forth and fifth groups, significant
increase was observed in comparison to control group (P=0.001; P=0.002; P=0.006;
P=0.011). The seminiferous tubular diameter of second, third, forth and fifth groups
decreased when it was compared to control group (P<0.001, P<0.001, P=0.012,
P<0.001,respectively). When the groups were compared pairwise —second group
with forth group and third group with fifth group, there was a significant increase in
favour of inhibitor injected groups (P<0.001). The Johnsen scores of all groups
decreased significantly comparing to control group (P<0.001) while third and fifth
groups were compared, it was defined a significant increase in fifth group in contrast
with third group (P=0.01).
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In consideration of apoptotic tubules and apoptotic cells indices; there is
significant increase in second, third ve forth groups in comparison to control group(
for second and third groups P=0.021,P=0.020; for forth group P=0.043,P=0.020);
whereas there is a significant decrease in fifth group in apoptotic tubules(P=0.021)

and cell (P=0.020) indices in comparison to third group.

When phospho- c-Jun N-terminal kinaz HSCORE results of all groups were
analyzed by comparison to control group; it was observed an increase in the values
of second and third groups (P=0.003,P=0.01); but there is no difference in SP600125
injected forth and fifth gorups (P=0.248,P=0,141).

The interleukin-6 immunoreactivity of second,third,forth ve fifth groups in
comparison to control group was higher (P=0.006,P=0.004, P= 0.010 ve
0.004,respectively), but when third and fifth groups were compared, the values in fifth
group was observed as decreased significantly( P=0.010).

Key words: Diabetes mellitus, Testes, JNK, SP600125, IL-6.
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