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GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), halk sagligini tehdit eden 6nemli bir hastaliktir ve prevalansi
her gegen giin hizla artmaktadir (1-3). Morbiditesi ve mortalitesi yiiksek olan DM’nin baslica

komplikasyonlar1 arasinda; nefropati, ndropati, anjiyopati ve retinopati gelmektedir (4).

2013 yil1 itibariyle, tiim diinyadaki diyabetik niifusun yaklasik 382 milyon oldugu ve bu
saymin 25 yil gibi bir siirede, 592 milyonu gegmesi beklenmektedir (5). Bunun baslica

nedenleri; yaslanma, niifus artis1, fiziksel inaktivite ve obezitenin artmasidir (1,3,5).

Diyabetin; bazi organlarda sistemik komplikasyonlara neden oldugu bilinirken, erkek
tireme sisteminde Onemli bir etkisinin olmadigi disiinilmekteydi. Ancak bu goriis, son
yillarda yapilan arastirmalarla degismistir (1,6). Diyabet sebebiyle erkek bireylerde; erektil
disfonksiyon, retrograd ejakiilasyon, libido azalmasi, testosteron diizeyinde azalma, anormal
spermatogenezis, sperm say!r ve hareketliliginde degisiklikler, semen kalitesinde diisiis,
ozellikle testis dokusunda histopatolojik degisiklikler ve apoptozis ortaya ¢ikmaktadir (1,7).
Deneysel diyabet olusturulmus erkek sicanlarin testis dokularinda goriilen hiicresel
degisiklikler, DM’li insan testis dokularinda goriilen degisikliklere ¢ok yakindir. Bu nedenle;
siganlara uygulanan deneysel diyabet modelleri, DM’ nin sebep oldugu semptomlarin ve

komplikasyonlarin tedavisine yonelik arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (6-8).



Diyabet sebebiyle, erkek ratlarin Leydig hiicrelerinde goriilen proliferasyon azalmasi (9)
ve hiicresel dejenerasyon, dolayisiyla hipotalamus-hipofiz-testis eksenindeki degisiklikler,
testosteron seviyelerinde azalmayla sonuglanmaktadir (10). Ayrica DM; germ hiicre

apoptozisi araciligiyla, anormal spermatogenezisin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (7,10).

Diyabetik erkeklerde, testis dokusundaki apoptozis mekanizmasina dahil olan c¢esitli
sinyal yolaklarinin ve proteinlerin rollerine iliskin ¢alisma sayist azdir (7,8,11,12). Yapilan
calismalar genellikle; diyabete bagli olarak ortaya ¢ikan, erkeklerde subfertilite veya
infertiliteye kadar gidebilen sonucglar doguran anormal spermatogenezin, ¢esitli hormonlar ve

antioksidanlarin kullanimiyla tedavi edilmesine yoneliktir (6,13).

Diyabetik erkek infertilitesinde etkili olabilecek apoptotik yolaklarin detayli olarak
arastirilmas1 gerektigi diislincesindeyiz. Bu diisiinceden hareketle; Fas/Fas ligand (FasL)
sinyal yolaginin, diyabetik erkek infertilitesindeki roliiniin aydinlatilmasina ve bdylece bu
yolagin olast roliine gore, inhibe edilmesine etken olabilecek cesitli antioksidanlarin

kullanimiyla, yeni tedavi protokollerinin giindeme gelmesine katki saglamayi amacladik.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Diyabet; pankreas beta () hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun eksikligine ve
bu hormonun kullanimindaki yetersizlige bagli olarak gelisen, karbonhidrat, protein ve yag
metabolizma bozukluklariyla seyreden, kronik hiperglisemi, hiperlipidemi ve aterosklerosis

ile karakterize, yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan bir hastaliktir (14-16).

Diyabet, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Diabetes Mellitus Uzmanlar Komitesi tarafindan
(16-18) soyle siniflandirilmistir;

1- Tip 1 Diyabet veya Insiiline Bagimh Diyabet

Pankreas [ hiicrelerinin, otoimmiin yikimi sonucunda ortaya ¢ikar. Yaygin olarak
cocukluk ve erken yetiskinlik donemlerinde goriilmektedir. Tip 1 diyabetli hastalarin biiyiik
cogunlugu (%90°dan fazlasi), 30 yas 6ncesinde teshis edilir ve hastalik, genellikle ¢ocukluk

dénemlerinde basladigi i¢in juvenil diyabet olarak da isimlendirilmektedir (16-21).

Tip 1 diyabetli bireyler, yasamlarini siirdiirmek ve ketozisten korunmak i¢in, disaridan
insulin destegine ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle diyabetin bu tipine, “insiiline bagimli DM” de
denilmektedir (16,18,22). Tip 1 DM’nin etiyolojisi ve patogenezi tam olarak bilinmese de,

pankreastaki B hiicrelerinin yikiminda, otoimmiin nedenlerin etkili oldugu diistiniilmektedir.



Otoimmiin olmayan ve pankreas [ hiicre yikimina ya da yetersizligine sebep olan spesifik
nedenler, tip 1 DM’yi kapsamaz (6rnegin; mitokondrial defektler, Kistik fibrozis vb gibi)
(5,22).

2- Tip 2 Diyabet veya Insiiline Bagimh Olmayan Diyabet

Insiilin salgisindaki kusurdan, insiiline direncten veya her ikisinin bir arada olmasindan
dolay1 ortaya ¢ikan diyabet tipidir. Diinyada en sik rastlanilan diyabet tiiriidiir. Tiim diyabet
vakalarinin yaklasik %90°1 tip 2 diyabettir (17,18). Genellikle 40 yasindan sonra teshis edilir.
Koti beslenme aligkanliklari, hareketsiz yasam ve obezite gibi olumsuzluklar, tip 2 DM
riskini arttiran faktorlerdir (17). Kan glukozu, plazma lipidleri, keton ve 6zel metabolitlerin
Olglimii gibi parametreler klinik teshiste oldukga dnemlidir (17,20). Gérme bulanikligi, kilo
kaybi, polidipsi ve poliiiri, tip 2 DM nin siklikla karsilasilan klinik semptomlaridir. En agir
semptomlari ise, hiperosmolar nonketotik koma ve ketoasidozdur (17,22).

3- Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Ik kez hamilelik esnasinda teshis edilen ve glukoz toleransinin bozulmasi olarak
tamimlanan diyabet tipidir (17). Insiilin eksikligi sonucu, hiperglisemi olugsmaktadir. Kadinm
gebe kalma yasinin 25’den biiyiik olmasi, ailede diyabetli dykiisii olmasi, gebelik dncesi kilo
fazlaligi, onceki gebeliklerinde GDM veya glukoz toleransi bozuklugu tanisi almis olmasi ve
gebelik sirasinda kan-glukoz diizeylerinin yiiksek tespit edilmesi GDM riskini arttiran
faktorlerdir (18,23).

4- Sekonder Diyabet veya Spesifik Nedenlere Bagh Diyabet

Cesitli genetik defektler, patolojiler, enfeksiyonlar, ila¢ ve kimyasal ajanlara bagh
olarak ortaya ¢ikan diyabet tipidir. Aslinda bu tip diyabet, 6ncesinde altta yatan genetik bir
defekte sahip olan bir bireyde, bu defekte bagl olarak ortaya ¢ikar. Diyabet hastalarinin, ¢ok
diistik bir yilizdesini (%1°den az) olusturur (18).



DENEYSEL DiYABET MODELLERIi VE STREPTOZOTOSIN

Glinimiizde ¢esitli hastaliklara tan1 konulmasi, hastaliga neden olan mekanizmalarin
aydinlatilmas1 ve hastaliktan korunmak i¢in siklikla, deneysel hayvan modelleri
kullanilmaktadir (24). Deneysel diyabet olusturmak amaciyla genellikle; fare, sican, kobay,
tavsan, maymun, kedi, kopek ve domuz gibi hayvanlar tercih edilmektedir. Deneysel diyabet
bu tiirlerin kullanilmasiyla; kimyasal ajanlarla, spontan olarak veya viriisler araciligiyla

olusturulmaktadir ( 25).

Streptozotosin; (STZ, 2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose)) deney
hayvanlarinda, hem tip 1 hemde tip 2 DM olusturulmak i¢in kullanilan bir kimyasal ajandir.
Streptomyces achromogenes’den elde edilir (26). STZ’nin; antibiyotik, antitiimoral,
karsinojenik ve diyabetojenik etkileri bilinir. STZ, pankreas B hiicrelerine dogrudan toksik
etkilidir. Yapisinda bir glukoz molekiilii igerdigi i¢in plazma membranindaki
glukoreseptorlere baglanir ve boylece insiilin salinimini bloke eder ve ayrica niikleer DNA
tizerinde de etkilidir. STZ, hiicre icinde reaktif karbonyum iyonlarimi olugsmasina neden
olarak, DNA’da alkilasyona sebebiyet verir. Bunu takiben, DNA tamir mekanizmasi devreye
girerek, poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP)’in hiicre iginde bulunan nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD+)’1 kullanmasina ve NAD+ depolarinin bosalmasiyla, ATP igeriginin

azalmasina neden olur (24,27).

Krem rengi, toz halindeki STZ, -20°C’de karanlikta saklanmalidir. STZ, nétral pH’da
dekompanse olurken, pH 4-4.5°da stabildir. STZ ¢ozeltisi; uygulamadan hemen Once
hazirlanmalidir(27).

Deneysel diyabet olusturmak icin kullanilan STZ, {i¢ fazli bir biyokimyasal degisim

siireci baglatir;

1) Gegici hiperglisemi fazi: Karacigerde ani glikojen yikiminin meydana geldigi bir

fazdir. Iki saat siiren bu fazda, plazmadaki insiilin diizeyi diisiiktiir.

2) Siddetli hipoglisemi fazi: Pankreasta bulunan [ hiicrelerinin dejenerasyonuyla
birlikte, asirt miktarda insiilinin kana ge¢mesi ile olusur. Kan-insiilin diizeyi olduk¢a
yiiksektir. STZ uygulamasindan yaklasik 6 saat sonra baslar. Ilk 24 saat icindeki

oliimlerden, bu siddetli hipoglisemi sorumludur.



3) Kalic hiperglisemi fazi: STZ uygulamasini takiben 10-12 saat icinde meydana gelir.

Bu fazda, plazma insiilin diizeyi diiser ve uzun siire bu diizeylerde seyreder (24).

TESTIS ANATOMISI

Erkek bireylerde bir cift olarak bulunan testisler, temel iireme organi olup; sitogenik
fonksiyon olarak spermleri, endokrin fonksiyon olarak testosteron, inhibin vb gibi hormonlar1
tiretirler. Testisler insanlarda; yaklasik olarak 2,5 cm genisliginde, 4-5 cm uzunlugunda, 3 cm
kalinliginda ve 10-15 gr agirhiginda olup, scrotum adi verilen bir kese igerisinde bulunurlar.
Oval sekilli olan testislerin i¢inde bulundugu scrotum, kivrimli bir deri kesesi seklinde olup;
i¢ ylizii, scrotal septum ile iki bélmeye ayrilir. Testisler, bu bélmelerdeki bosluklarda sag ve
sol testis olarak bulunurlar. Sol testis scrotum iginde, sag testisten yaklasik 1 cm daha distalde
bulunur (28).

Her bir testis, anteriyor abdominal duvarin tabakalariyla devamlilik gosteren ve
scrotumun igerisine uzanan bir muskulofasiyal kesenin ucunda asili olarak bulunur. Testisler,

spermatik kordonlar tarafindan abdominal duvara baghdirlar (29).

Gebeligin 26. haftasinda testisler, abdomenden scrotuma inerler. Testisler, abdominal
kavite ile scrotum arasindaki dar bir gegit olan inguinal kanaldan gegerler. inis esnasinda
testisler, ana bosaltict kanallar1 olan duktus deferens ile beraberinde lenf damarlarini, kan
damarlarini, otonomik sinirleri ve testislerin anterolateral yiizeyini kaplayan ve periton

uzantisi olan tunica vaginalisi de siiriiklerler (29).

Testisin kanlanmasi; aorta abdominalis’in bir kolu olan, arteria testicularis tarafindan
saglanir. A. testicularis, mediastinumda bir¢ok dala ayrilir ve septula testisleri izleyerek,
organ i¢ine dagilirlar. Testisin vendz kanini direne eden venler, once pleksus pampiniformisi
olustururlar. Bu pleksustan ¢ikan iki ven daha sonra birleserek, tek bir vena testicularisi
olustururlar. V. testicularis; sagda v. cava inferiora, solda v. renalise dokiiliir (28,30). Bu
diizenlenme, kan damarlar1 arasinda 1s1 degisimine olanak saglar ve testislerin diisiik
sicaklikta olmasina yardim eder. Testisten donen soguk vendz kan; zit yonlii akim sicaklik
degisim mekanizmasiyla, arterial kani testise girmeden once sogutur. Bu sekilde scrotum

iceresindeki sicakligin, normal viicut sicakliginin 2-3 OC altinda olmasi saglanir (29).



Testisin lenfatik drenaji, nodi lymphatici preaortici’ye olmaktadir. Testis otonom
sinirlerle innerve edilir. Sempatik ve parasempatik lifler, plexus testicularisi olustururlar.
Sempatik lifleri; medulla spinalis’in T10-12 segmentlerinden, parasempatikleri ise nervus

vagus’tan koken alir (28,30).
TESTISLERIN GELiSiMi

Testisler; genellikle normal bir Y kromozomu tasiyan embriyolarda, 7.haftadan itibaren
gelismeye baslar. 'Y kromozomunun kisa kolundaki testis-belirleyici faktor (TDF) igin
cinsiyet belirleyici gen (SRY), farklilasmamis gonadin testis yoniinde gelismesini saglar.
Transkripsiyon faktorii SOX9’un ekspresyonu, testikiiler tayinde onemlidir. TDF; gonadal
kordonlari, farklanmamis gonadin medullasina dogru yogunlagmasi ve uzamasi icin stimiile
eder. Cikint1 olusturan Seminifer kordonlarin, yiizey epiteli ile olan baglantisi, tunica
albuginea gelistiginde kaybolur. Testis daha sonra dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve
mezorkiyum ile asili kalir. Seminifer kordonlar; seminifer tiibiillere, tiibiili rekti ve rete testise

dontisiir.

Seminifer tiibiillerin arasindaki interstisyel sahada yer alan Leydig hiicreleri, embriyonal
gelisimin sekizinci haftasinda, mezonefrik kanallarin ve dis genital organlarin farklilasmasini
uyaran, androjenik hormonlar salgilamaya baslarlar. Testosteron iiretimi, embriyonik ve fotal
gelisimin 8 ile 12. haftalari arasindaki donemde en yiiksek miktarlara ulasan human koryonik
gonadotropin (hCG) tarafindan uyarilir. Fotal testisler ayrica, Sertoli hiicreleri tarafindan
miilleriyan inhibe edici madde (MIS) dretirler. MIS, paramesonefrik (Miiller) kanallarinin
gelisimini engeller. Puberteye kadar solid halde kalan seminifer tiibiillerin liimeni, puberteyle

birlikte agilir. Duvarlart Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlardan olusur (31, 32).
TESTIS HISTOLOJISI

Testisler distan {i¢ katmanli kalin fibroz bir kapsiil tarafindan kusatilmislardir. Bunlar;
en dista tunica vaginalis, ortada tunica albuginea, icte ise tunica vaskiiloza olarak adlandirilir.
Tunica vaginalis; dista pariyetal igte ise visseral tabakalardan olusur. Kapsiiliin en kalin
katman1 olan tunica albuginea, siki ve diizenli bir bag dokudan olusur. Tunica albugineanin ig

kisimlar1 kan damarlarindan zengindir ve bu kisim tunica vaskiiloza olarak devam eder

(29,33).



Kapsiilden testis icerisine uzanan ince bag dokusu uzantilari, testisi insanda sayilar
yaklasik 250’ye ulasan lobiillere ayirir. Bu lobiiller igerisinde, seminifer tiibiiller bulunur. Her
testiste toplam uzunlugu 280-400 m arasinda degisen 600-1200 seminifer tiibiil bulunur
(34). Seminifer tiibiillerin arasindaki sahay, interstisyel bag doku olusturur. Interstisyel bag
dokusu, kabaca intertiibiiler ve peritiibiiler alan olarak 2’ye ayrilir. Intertiibiiler alanda;
testosteron iireten Leydig hiicreleri, kan damarlari, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve mast
hiicreleri bulunur (35). Leydig hiicreleri; interstisyel bag doku igerisinde, kan kapilleri
etrafinda tek tek ya da gruplar halinde yerlesmistir. Poligonal sekilli olup, merkezi konumlu
bir ya da iki niikleus bulundururlar (36,37). Her tiibiiliin etrafindaki peritiibiiler alan1 olusturan
lamina propriada ise; kollajen lifleri igeren bir i¢ hat ve igsi hiicrelerden zengin bir dis hat
bulunur. Miyofibroblast olarak isimlendirilen bu hiicreler, kasilabilme 6zelliklerinin yani sira,

kollajen lif de iiretebilmektedirler (34).

Seminifer tiibiiller, seminifer epitel ile doseli kanallardir. Seminifer epitel ya da
germinal epitelyum; spermatogenik hiicreler (spermatogonyum, spermatosit-I, spermatosit-I1
spermatid ve sperm) ve Sertoli hiicreleri olmak tizere iki farkli hiicre grubu igeren ¢ok katli bir
epiteldir (29,33). Spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri, bazal membranin tizerine oturur.
Bu bazal membranin biiylik cogunlugu, ekstraseliiler matriksten olusur. Ekstraseliiler
matrikste; tip IV kollajen, laminin, fibrinojen, heparan siilfat, proteoglikanlar ve entaktin

bulunur (38,39).

Sertoli hiicreleri, puberteden sonra seminifer tiibiil epitelinin yaklagik %10 unu
olustururlar. Prizmatik hiicreler olup, bazal membrandan seminifer tiibiil liimenine kadar
uzanirlar (34). Spermatogenezde 6nemli roller tstlenirler. Hiicre dist matriks elemanlarinin
salgilanmasima katilir ve o6zellesmis hiicre baglantt komplekslerinin olusumuna katkida
bulunurlar. Kan-testis bariyerinin ana unsurlaridir, gelismekte olan spermatogenik seriye ait
hiicreleri dolasimdan gelebilecek antijenlere karsi korurlar (1,34,40). Sertoli hiicrelerinin bir
diger Ozelligi, iyi gelismis hiicre iskeletidir. Bu hiicre iskeleti, seminifer epitelin
organizasyonunu saglar (40,42). Glukozu, germ hiicreleri tarafindan enerji kaynagi olarak
kullanilan laktat ve piruvata doniistiriirler ve iletisim baglantilart araciligiyla germ
hiicrelerine aktarirlar (1,40,41). Spermiasyon olayinda rolleri 6nemlidir, fagositoz yaparlar ve
proteazlar, proteaz inhibitorleri, hormonlar, enerji substratlart vb gibi pek ¢ok maddenin

salgilanmasindan da sorumludurlar (40-43).



SPERMATOGENEZ

Spermatogenez; erkek germ hiicrelerinden, olgun spermlerin olugmasiyla sonlanan
karmagik bir siiregtir. Spermatogenez gonadotropinlerin, steroid hormonlarin kontrolii
altindadir. Spermatogenez; spermatogonyal faz, spermatosit faz1 (mayoz) ve spermatid fazi

(spermiyogenez) olmak iizere 3 evrede gerceklesir (29);
Spermatogonyal Faz

Dogumdan 6nce, seminifer tiibiil duvarindaki spermatogonyumlar, mitoz boliinme ile
sayilarint ¢ogaltirlar. Cogalmaya yonelik bu boliinme, postnatal donemde de siirer.
Spermatogonyumlar, tiibiil duvarinda belli bir sayiya ulastiklarinda mitotik aktivitelerini
durdurarak, inaktif hale gecerler ve puberteye kadar inaktif halde kalirlar (31,44). Puberteden
hemen Once, spermatogonyal kok hiicreler farklanirlar. Bu kok hiicre populasyonundan
ayrilan hiicreler, tip A spermatogonyumlari olustururlar. Tip A spermatogonyum iiretiminin
baslamasi, ayn1 zamanda spermatogenezin de baslamis oldugu anlamina gelir. Yeni olusan
hiicreler, iki yoldan birini izleyebilir. Tip A spermatogonyumlar, kok hiicreler olarak
boliinmeyi siirdirebilir ya da bir dizi mitotik aktivite ile farklilasarak, Tip B
spermatogonyumlara  doniisebilirler. Tip B spermatogonyumlarin  boliinmesiyle de,
spermatosit I’ler meydana gelir. Spermatosit I’ler; 46 (44+XY) kromozoma sahiptir ve
baslangicta 2d DNA igerirler. (32,44,45).

Spermatosit (Mayoz) Faz

Spermatogenezin bu fazi; spermatosit I’lerin, spermatidleri olusturmasi ile tamamlanir.
Spermatosit I’ler olustuktan kisa siire sonra ve mayoz baslamadan once DNA’larini replike
ederler. Boylece her spermatosit; 2n kromozom ve 4d DNA igerir. Mayoz I; kromozom
sayisini 2n’den, n’ye azaltir ve DNA miktarin1 da 4d’den, 2d’ye getirir. Bdylece spermatosit
I, haploid (n) kromozom sayist ve 2d miktarda DNA ile karakterizedir. Mayoz II’den 6nce
DNA replikasyonu olmadigi icin, olusacak her bir spermatid haploid sayida kromozoma ve

her bir kromozom tek bir kromatide (1d) sahiptir (29, 33,45).



Spermatid (Spermiyogenez) Fazi

Mayoz evresi sonucunda olusan spermatidler, spermiyogenez adi verilen bir degisim
evresi gegirerek, spermleri meydana getirirler. Bu evrede meydana gelen degisimler kisaca;

1) Akrozom olusmasi,
2) Niikleer yogunlasma,
3) Boyun, orta par¢a ve kuyruk gelisimi,

4) Sitoplazmanin geride kalan pargalarinin Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilmesidir.

Insanda bir spermatogonyum, yaklasik olarak 74 giinde sperm halini almaktadir (32).

DIABETES MELLITUS VE ERKEK INFERTILITESI

Diyabetin belirgin komplikasyonlarinin yani sira, erkek tireme fonksiyonlari {izerindeki
etkisi her gegen giin 6nem kazanmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar 6zellikle diyabetik
erkeklerde, subfertilite/infertilite olgularmin oldukga sik goriildiigii yoniindedir (1,46). 2009
yilinda yapilan bir istatistik ¢aligmasinda diyabetik erkeklerde subfertilite prevalansinin %51
oldugu belirtilmistir (47). Ayn1 yi1l Katar’da yapilan bir baska ¢aligmada da, tip 2 diyabetli
857 erkek hastada, infertilite prevalansinin %35 oldugu bildirilmistir (48).

Diyabet, bircok farkli yolla erkek {ireme fonksiyonlar1 iizerinde etkilidir.
Spermatogenezin siirekliligi, tiibiil i¢i kan akimindaki glukoz seviyesine baghdir.
Hiperglisemik veya hipoglisemik durum ile birlikte meydana gelen glukoz dalgalanmalari,
spermatogenezin siirekliligini bozmaktadir. Testislerde yer alan hiicreler arasindaki metabolik
isbirligi, siki bir hormonal kontrol altindadir. DM, hipotalamus-hipofiz-gonadal ekseni
tizerine etki ederek, luteinizan hormon (LH) ve folikiil uyarici hormon (FSH)’larin
salinimindaki kontrol mekanizmalarin1 degistirmektedir. Ayrica spermatogenik seri hiicreler
ve Ozellikle spermler, Sertoli hiicrelerinin parakrin ve endokrin kontrolii altindadir.
Dolayistyla Sertoli hiicrelerinde meydana gelen hormonal dalgalanmalar, spermi de olumsuz
etkilemektedir. DM’nin spermde, niikleer ve mitokondriyal DNA hasarina sebep olarak,
sperm kalitesini bozdugu ve bununla birlikte, libido azalmasi ve iktidarsizlik gibi 6nemli
cinsel sorunlardan da sorumlu oldugu bilinmektedir (1,46). Erektil disfonksiyon ve
ejakiilasyon bozuklugu, 6zellikle de retrograd ejakiilasyon diyabetik bireylerde sikg¢a tespit
edilen diger problemlerdir (1).
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Hiperglisemi ile uyarilan reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve bunlarmn asir1 {iretimi
sonucunda olusan oksidatif stres, diyabet ile ilgili 6nemli komplikasyonlardan sorumludur.
Hiicre igerisinde biriken ROS’lar, hiicrede apoptozis mekanizmasini hizlandirdig: gibi, sperm
kalite ve fonksiyonu {izerinde de gercek bir toksik etkiye sahiptirler (49). Hiperglisemi, enerji
tretimini  ve serbest radikal yOnetimini degistirerek, sperm hareketliliginin ve
konsantrasyonunun degismesine neden olur. Yani insan spermi, oksidatif strese karsi son
derece duyarlidir (50). Ayrica insiilin direncinin patogenezinde, ROS’larin merkezi bir

roliiniin oldugu diistiniilmektedir (51).

Bir¢ok caligmada diyabetin, testis dokusunda onemli biyokimyasal ve histolojik
degisikliklere yol actigi ortaya konulmustur (1,8,10). Ozellikle hipofiz bezinden LH
saliniminda bozukluga sebep olarak, Leydig hiicrelerinden testosteron salinim diizeyini

azalmaktadir  (1,12,52,53).

Ote yandan diyabetin testis dokusunda meydana getirdigi histolojik degisimler;

O Seminifer tiibiillerde atrofi ve tiibiil duvarini doseyen germ epitelinde diizensizlik,
O Apoptozis,

O Bazal membran kalinliginda ve interstisyel alan hacminde artis,

O Tiibiil i¢i sperm sayisinda azalma,

O Seminifer tiibiil duvarinda veya liimeninde ¢ok niikleuslu dev hiicrelerin goriilmesi,
O Vakuolizasyon,

O Vaskiilarizasyonda artig (konjesyon),

O Tiibiil liimeninde spermatogenik seriye ait hiicrelerin goriilmesi seklinde

Ozetlenebilir (10,52).
APOPTOZIS

Apoptozis; programli hiicre 6limiidiir. Hassas, kontrollii ve karmasik sinyal yolaklari ile
diizenlenmektedir. Apoptozis; normal gelisim siirecinde, yaslanmada ve dokulardaki
hiicrelerin siirekliligini saglamak i¢in gerceklesir. Bununla birlikte; immiin reaksiyonlar,
hastaliklar ya da toksik ajanlara maruz kalmis hiicrelerde de, savunma mekanizmasi olarak
gerceklesebilmektedir. Eritropoetin ve interlokin (IL)-3 gibi sitokinlerin yoklugu, hiicre
yaralanmalari, antikanser ilaglar ve radyasyon gibi DNA’da hasar olusturan ajanlar tarafindan
da apoptozis indiiklenebilmektedir (54,55).
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Apoptozisin diizenlenmesinde intrensek (mitokondriyal) ve ekstrensek olmak iizere iki

farkli yol vardir (55,56).

Intrensek (Mitokondriyal) Yol: Dogrudan hiicre ici reseptorlere etki etmeden
apoptozisi baslatan intrensek ya da mitokondriyal sinyal yolu; reseptér olmayan uyaranlar
igerir ve bu uyaranlar, hiicre igerisindeki hedeflerle sinyaller araciligiyla etkilesim kurarlar.
Belirli biiyime faktorleri, radyasyon, hormonlar, toksinler ve viral enfeksiyonlar gibi
uyaranlar, mitokondrial permeabilite gegis poru (MPT)’nun ag¢ilmasina ve mitokondrial
proapoptotik proteinlerin salinimina sebep olabilmektedirler. Bu proteinler; sitokrom C,
Smac/DIABLO, apoptozis indiikleyici faktor (AIF), endoniikleaz G ve kaspaz aktiflestirici
deoksiriboniikleaz (CAD) proteinleridir.

Sitokrom C, apoptozis aktive edici faktor (Apaf-1)’i aktive eder ve baglar. Bu sekilde
kaspaz 9 aktivasyonu gergekleserek, apoptozis indiiklenmektedir (54-56).

Ekstrensek Yol: Apoptozisi, transmembran reseptor etkilesimleriyle baslatir. Bu sinyal
yolunda, TNF reseptor gen ailesinin iiyeleri bu sinyal yolaginda rol almaktadir. Bunlar, benzer
sitoplazmik domainler igerirler. Bu domainler; hiicre yiizeyinden, hiicre igine, 6liim sinyalinin
aktarilmasinda 6nemli rol oynarlar. Sinyal olustugunda, kaspaz aktivasyonlar1 gercekleserek,
hiicre 6liimii meydana gelir. Baz1 6lim reseptor ve ligandlari; TNF-o/TNFR1, FasL/FasR,
Apo2L/DR4 Apo2L/DR5 ve Apo3L/DR3’tiir (54,56).

Apoptozis i¢in sinyal alindiktan sonra, hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik
degisim gozlenir (Hiicrenin biiziilmesi ve kondanse olmasi, DNA parcalanmasi,
fosfotidilserin molekiillerinin hiicrenin dis yiizeyine g¢ikmasi, kromatin yogunlagsmasi ve
apoptotik cisimcikler gibi). Degisim gosteren hiicreleri belirlemek igin gesitli yontemler
uygulanmaktadir. Yaygin olarak; terminal deoxynucleotidyl transferaz mediated dUTP nick
end labeling (TUNEL) yontemi kullanilmaktadir (57).

TUNEL Yontemi: DNA kiriklarinin, bulundugu yerde taninmasini saglayan bir
yontemdir. Apoptozis sonucunda meydana gelen DNA pargaciklariin 3'-OH uglari, terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi kullanilarak belirlenir. Parafin kesitlerde; TdT
enzimi ve nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak, apoptotik
hiicreler tespit edilir. Bu yontem siklikla “TdT-dUTP nick-end-labelling” sozciiklerinin
kisaltilmasi olan “TUNEL” adiyla anilmaktadir (58).
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TUNEL yonteminin yan1 sira; agoroz jel elektroforezi, enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), transmisyon elektron mikroskopisi ve immiinohistokimyasal olarak cesitli

apoptotik proteinlerin aktiviteleri belirlenebilmektedir (57).
Fas/FasL SINYAL YOLAGININ ETKINLIGI

Fas; TNF ailesine ait, CD95 veya Apo-1 olarak da adlandirilan tip 1 membran
proteinidir ve molekiil agirligi 45 kilodalton (kDa)’dir. Ana fonksiyonu, apoptozisi
tetiklemektir. FasL ise, timor nekroz faktor reseptorii (TNFR) ailesine ait, tip 2 membran
proteinidir. Molekiil agirligi 40 kDa olan FasL, cDNA tarafindan kodlanir (59-61).

Fas; normal dokularda epiteliyal ve lenfoid hiicrelerde ve FasL; T-lenfositlerde, testis,
beyin, gz gibi organlarda eksprese olur. Fas proteininin, kendi enzimatik aktivitesi yoktur.
Bu nedenle, apoptozisin olugsmasini saglayan sinyalin, Fas baglayic1 proteinler ya da Fas

modifikasyonu ile iletildigi diistiniilmektedir.

Ekstrensek Yol
(Oliim Reseptorii)

~ Kaspaz2 intrensek yol

FADD (Mitokondriyal)

O Prokaspaz 8

Endoplazmik retikulum yolu

£
- i
I
v I

\ ® ©@
Kaspaz 12 ESpaa» Sitokrom C
\ 1 APAF1 Prokaspaz 9
Kaspaz3,6 &7 _APAF1 <«—— Apoptozom

Sekil 1. Fas/FasL sinyal yolagi (56).
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Fas/FasL etkilesimi; Fas’in, Fas ile iliskili 6lim domaininine (FADD) baglanmasina
neden olur. Daha sonra FADD, oldiriicii effektéor domain (DED)’in dimerizasyonuyla
prokaspaz 8 ile birlesir. Prokaspaz 8, proteolitik olarak kaspaz 8’i aktiflestirir. FADD ayrica,
kaspaz 10’u da aktiflestirir. Kaspaz 8 ve kaspaz 10 aktif oldugunda; effektor kaspazlardan
olan kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7 aktiflesir (Sekil 1). Cogu durumda kaspaz 3, bu sinyal
yolaginda merkezi bir rol oynar (56,62). Effektor bir kaspaz olan kaspaz 3, yapisal

proteinlerin boliinmesine sebep olarak hiicrenin pargalanmasina yol agmaktadir (61,62).

Kaspaz 8 aktivasyonunun bir diger etki mekanizmasi; Bcl-2 ailesine ait, pro-apoptotik
bir protein olan Bcl-2 etkilesim domaini (Bid)’nin pargalanmasiyla gergeklesir. Bid’in
parcalanmasi, Bcl-2 ile iligkili X proteini (Bax)’nin, hedef mitokondri membrani ile
oligomerizasyonunu saglamaktadir. Bu etkilesim, mitokondriden sitokrom C salinimina yol
acmaktadir. Sitoplazmaya salinan Sitokrom C, Apaf-1’e baglanir. Bu sekilde prokaspaz 9
aktivasyonu saglanir. Aktif kaspaz 9 daha sonra, inaktif kaspaz 3’1 aktive ederek apoptozisi

indiikler (54,58).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na sunulmus ve
2013/07.02 nolu karar ile onay almmustir (Ek 1). Bu onaydan sonra, Trakya Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne maddi destek icin basvurulmus ve 2013/124 No’lu
proje olarak desteklenmesine karar verilmistir. Trakya Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Birimi’nden, 3 aylik, agirliklar1 250-320 gr arasinda degisen 30 adet Wistar albino
erkek sican temin edilmistir. Biyolojik ve fizyolojik olarak ayni 6zelliklere sahip olan
deneklerimizden, viicut agirliklart birbirine yakin olanlar ayni grupta olacak sekilde; biri
kontrol grubu (n=6) ve digeri diyabet grubu (n=6) olmak iizere 2 farkli grup olusturulmustur.
Deney siiresince tiim deneklerimiz, stabil laboratuvar kosullarn altinda tutulmug (22+1 °C
sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda), giinliik igme suyu ile birlikte ham %21

protein iceren pelet yemlerle (Purina, Bursa, Tiirkiye) beslenmistir.

Diyabet olusturmak i¢in kullandigimiz streptozotosin (STZ; Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Almanya)’in iyi ¢oziindiigii ve stabilitesini korudugu bir soliisyon olan sitrat
tamponu, steril enjeksiyonluk suyla hazirlanmig ve pH’s1 4.2°ye ayarlanmistir. STZ, sitrat

tamponunda ¢oziildiikten hemen sonra deneklere uygulanmustir.
Deneklerimizden;

1.  Kontrol grubu; sadece pH’s1 4,2 olan 0,1M’lik sitrat tamponu verilen grup (n=6),
2. Diyabet grubu; tek doz 60 mgkg STZ (pH’ st 4,2 olan; 0,IM’ lik sitrat

tamponunda ¢oziilerek) verilen grup (n=6) olmak iizere iki grup olusturulmustur.
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Bir aylik deney siiresince, diyabetin semptom ve komplikasyonlarina bagli oldugunu

diistindiigiimiiz denek kayiplart meydana gelmistir.

Deneklerin kan glukoz diizeylerine; baslangig, STZ verilmesini takiben 2 giin sonra ve
deney sonuna kadar 15 giinde bir, kuyruk veninden alinan kan 6rneklerinde, glukometre
(IME-DC, Hof, Almanya) ile bakilmistir. STZ uygulandiktan sonra, kan glukoz degerleri 250
mg/dI’nin iizerinde olan denekler, “diyabetik” kabul edilmistir. Viicut agirliklar: ise deneyin

baslangicinda ve sonunda 6l¢iilmiistiir.

Tiim deneklerin, planlanan bir aylik deney siiresinin sonunda, Ketasol (Ricterpharma,
Viyana, Avusturya) ve Basilazin (Rompun, Istanbul, Tiirkiye) anestezisi altinda, sag ve sol
testis dokular1 total olarak ¢ikarilmig, agirliklari olgiildiikten sonra, 151k mikroskobik ve

immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in islemlendirilmistir.
ISIK MiKROSKOBIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMELER

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

fotograflar1 ¢ekilmistir.

Hazirladigimiz H+E boyasi uygulanmis preparatlarin kullanimiyla, tiim deneklerin testis
doku 6rneklerinde seminifer tiibiil ¢aplarinin 6lgiimii; X20’lik biiyiitmede, okiiler mikrometre
kullanilarak, yuvarlak veya yuvarlaga yakin rastgele segilmis, her preparatta 10 tiibiiliin enine

kesiti alinarak gergeklestirilmistir (63).

Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick end labeling (TUNEL) tekniginin
uygulanmas1 ve kaspaz 8, kaspaz 3, Fas, FasL proteinlerinin immiinreaktivitelerinin

degerlendirilebilmesi i¢in; 5 pwm kalinhigindaki testis kesitleri, poli-L-lisin kapli lamlara
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alimmig ve iretici firmanin Onerileri dogrultusunda immiinohistokimyasal iglemler

uygulanmigtir.
TUNEL Prosediiri

Apoptozisin belirlenmesi amaci ile TUNEL tekniginden yararlanilmigtir. Bu amacla 5
pum kalinliginda alinan kesitler, bir gece 37°C’lik etiivde bekletilmis ve ardindan oda 1sisinda
5 dk sogumaya birakilmistir. Deparafinizasyon islemi icin toluol ve dehidratasyon islemi i¢in
alkol serilerinden gecirilen kesitler, daha sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS; pH 7.4,
Invitrogen, Californiya, ABD) ile yikanmustir. Proteinlerin sindirilmesi icin, proteinaz K
sollisyonu (Merck Millipore) ile muamele edilen kesitler, sonra distile sudan gecirilmistir.
Bundan sonraki agamalar tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda, ApopTaq Plus Peroksidaz
In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon SA. Merck Millipore) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Endojen peroksidazin bloke edilmesi i¢in kesitler %3’lik H,0,’e alinmig
ve daha sonra kesitler dengeleme tamponu ile oda 1sisinda 30 dk bekletilmis ve ardindan
sirastyla tdt enzimi, durdurma/yikama tamponu ve anti-digoxigenin peroksidaz ile muamele
edildikten sonra, 3,3-diaminobenzidine tetrahidroklorid dihidrate (DAB) kullanilarak
kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen zit boyamasi yapilmistir. Son olarak kesitler, alkol

ve toluol serilerinden gecirilerek, kapatilmistir.

Immiinohistokimyasal Prosediir

Immiinohistokimyasal incelemeler icin parafine gomiilen testis doku drneklerinden 5
um’lik kesitler alinmig ve bir gece 56°C’lik etiivde bekletilmistir. Ardindan deparafinizasyon
ve rehidrasyon iglemleri uygulanan preparatlar, antijen geri kazanimi i¢in Sitrat tamponunda
(pH 6;Invitrogen) kaynatilmistir. Sonrasinda kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini
gidermek i¢in H,O, (Abcam, Cambridge, ABD)’ye maruz birakilmiglardir. Spesifik olmayan
baglanmalar1 engellemek amaciyla, sekonder antikorun iretildigi tiire uygun bloklama
solusyonunda (Invitrogen) 10 dk. inkiibe edilen kesitler, oda sicakliginda, antikor diliie etme
soliisyonuyla (Invitrogen) hazirlanan tavsan poliklonal kaspaz 8 antikoru (1/1000
diliisyonda; Novus Biologicals, Kolorado, ABD), tavsan poliklonal aktif kaspaz 3 antikoru
(1/300 diliisyonda; Merck Millipore), tavsan poliklonal Fas antikoru (1/300 diliisyonda;
Novus Biologicals) ve tavsan poliklonal anti-FasL antikorunda (1/300 diliisyonda; Abcam,
Cambridge, Ingiltere) bir saat siireyle bekletilmislerdir. Primer antikorun iiretildigi tiire kars

olan biyotinlenmis sekonder antikorda (Invitrogen) 10 dk. oda isisinda tutulmuslar ve son
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olarak HRP-streptavidin (Invitrogen) ile 10 dk muamele edilmislerdir. DAB (Invitrogen) ile
kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen ile zit boyamasi yapilmig ve entellanla
kapatilmiglardir. Hazirlanan preparatlar BX-51 Olympus marka arastirma mikroskobunda

incelenerek, fotograflari ¢ekilmistir.

Hiicre Sayim ve Istatistiksel Analizler

Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick end labeling (TUNEL) teknigi
uygulanan herbir testis kesitinde yer alan, ortalama 100 seminifer tiibiilde en az 3 ve daha
fazla apoptotik hiicre bulunduran seminifer tiibiiller sayilarak “apoptotik tiibiil indeksi” ve
seminifer tiibiillerde yer alan ortalama 1000 hiicredeki apoptotik hiicreler sayilarak da
“apoptotik hiicre indeksi” hesaplanmistir (64). Kaspaz 8, kaspaz 3, Fas, FasL
immiinreaktiviteleri ise; TUNEL preparatlarinin degerlendirilmesinde oldugu gibi, kesitlerin
hangi grup denege ait oldugunu bilen ve bilmeyen birer arastirici tarafindan, x20 objektif
kullanilarak, her preparattaki 1000 hiicre i¢inde bulunan immiinpozitif hiicre sayilarina gore

skorlama yapilmistir (62).

Istatistiksel analizler igin; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali’nda SPSS 20.0 programi (Lisans no: 10240642) kullanilmis, degerler
ortalama + standart sapma (SD) olarak alinmistir. P<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
Mann-Whitney U testi ile kontrol ve diyabet grubundaki deneklerin kan-glukoz diizeylerinde,
viicut ve testis agirliklarinda farklilik olup olmadigi arastirilmistir. Wilcoxon testi kullanilarak
da; deneklerin viicut agirliklarinin baslangi¢ ve deney sonu degerleri karsilagtirilmistir.
Diyabet ve kontrol grubu deneklere ait seminifer tiibiil ¢ap1 6lgiimleri, apoptotik seminifer
tiibiil ve apoptotik hiicre indeksleri ile birlikte 1000 hiicredeki kaspaz 8, kaspaz 3, Fas ve FasL

immiinpozitif hiicre sayilari, Mann-Whitney U testi uygulanarak degerlendirilmistir.
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BULGULAR

KAN GLUKOZ DUZEYi VE AGIRLIK BULGULARI

Deneye baglamadan once, tiim deneklerin kan glukoz diizeyleri ve viicut agirliklari kayit
edilmistir. Kontrol ve diyabet gruplarinin kan glukoz diizeyleri; deney baslangicinda, diyabet
olusturulduktan 2. giin sonra ve takip eden her 15 giinde bir 6l¢iilmiistiir. Ayrica viicut
agirliklari, deneyin baslangicinda ve sonrasinda kayit edilmistir. Testis agirliklar ise deneyin

sonunda alinmistir. Elde edilen veriler Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.

Deney oOncesi oOlglilen kan glukoz degerlerinde, kontrol ve deney grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik bulunmamistir (P=0,150; Tablo 1).

Tablo 1. Kan glukoz diizeyi degerleri

Kontrol Grubu Diyabet Grubu P
(n=6) (n=6)

Kan sekeri ilk 100.1 £4.7 107.6 £11.1 0,150

(mg/dl) (95-107) (90-120)
Kan sekeri 99.1 +4.1 435.8+44.4 0,004
3. giin (mg/dl) (93-105) (388-488)
Kan sekeri 973+ 6.6 449.0+75.5 0,004
15. giin (mg/dl) (88-107) (324-545)
Kan sekeri 109.3+9.2 527.3+70.5 0,004
30.giin (mg/dl) (94-118) (425-599)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, P<0,05 anlamh kabul edilmistir.




Streptozotosin uygulandiktan sonra ise deney grubu kan glukoz degerleri, diyabet
olusumunu dogrulayacak sekilde (>250 mg/dl), kontrole gore anlamli derecede yiikselmistir
(P=0,004; Tablo 1). Ayrica denekler sakrifiye edilmeden 6nce dlgiilen kan glukoz degerleri de
deney grubunda, kontrol grubu deneklerine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(P=0,004; Tablo 1).

Kontrol grubu ile diyabet grubunda yer alacak denekler belirlenirken; 6zellikle viicut
agirh@ daha yiiksek olanlar, diyabet grubuna alinmistir. Bu sebeple diyabet grubu
deneklerinin deney Oncesi Olgililen viicut agirliklari, deney grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (P=0,013; Tablo 2). Sakrifikasyon oncesi iki grubun viicut agirliklar
kiyaslandiginda ise diyabet grubundaki deneklerin viicut agirliklarinin, deney siiresince
kontrol grubuna goére anlamli sekilde azaldigr gozlenmistir (P=0,004; Tablo 2). Kontrol ve
diyabet gruplarmin kendi iglerindeki kilo farklar1 kiyaslandiktan sonra, iki grup arasindaki

fark karsilagtirilirsa, diyabet grubundaki azalma daha da belirgin olacaktir.

Bunun yani sira, denekler sakrifiye edildikten sonra sag ve sol testis agirliklari
olgiildiigiinde ise diyabet grubu deneklerinde, kontroldekilere gore anlamli derecede diisiis
belirlenmistir (sag testis; P=0,010- sol testis; P=0,016; Tablo 2).

Tablo 2. Viicut ve testis agirhg: degerleri

Kontrol Grubu Diyabet Grubu P
(n=6) (n=6)

Agirhik ilk (gr) 243.1+9.4 288.1 £30.1 0,013
(233-255) (246-322)

Agirlik son (gr) 267.1+16.2 187.8+31.9 0,004
(247-288) (157-240)

Testis (sag) (gr) 1.3+0.1 1.0+0.1 0,010
(1.15-1.45) (0.78-1.22)

Testis (sol) (gr) 1.3£0.1 1.0£0.1 0,016
(1.18-1.46) (0.83-1.26)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P<0,05 anlamh kabul edilmistir.

MORFOMETRIK BULGULAR

Deney sonrasi kontrol ve diyabet grubu deneklerinin seminifer tiibiil ¢aplari

karsilastirildiginda; diyabet grubu seminifer tiibiil ¢aplari, kontrol grubu degerlerine gore

istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (P=0,001; Tablo 3).
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Tablo 3. Seminifer tiibiil cap olciim degerleri

Kontrol Grubu Diyabet Grubu P
(n=6) (n=6)
Seminifer tiibiil 269.1 £41.2 163.6 £31.0 < 0,001
cap1 (um) (212-334) (131-220)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P<0,05 anlamh kabul edilmistir.

MORFOLOJIK BULGULAR

Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Kontrol grubuna ait deneklerden
alman ve rutin H+E ile boyanan testis doku kesitleri incelendiginde; tunica albuginea ve
seminifer tiibiilleri doseyen epitelde organizasyon biitiinligii izlenmistir (Sekil 2,3).

Seminifer tiibiillerde bazal membrandan liimene dogru spermatogenik seri hiicrelerinin
sirasiyla; spermatogonyum, spermatosit-l, spermatosit-II, erken ve ge¢ spermatid seklinde
siralt olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica seminifer tiibiil duvarinda, kuyruklar1 liimene gelecek

sekilde konumlanmis veya liimende yer alan spermler dikkat cekmektedir (Sekil 3,4).

Spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri hemen bazal membran iizerine yerlesmislerdir.
Spermatosit-I’ler ise belirgin niikleuslari, genis sitoplazmalar1 ve en biiyiik c¢apa sahip
spermatogenik seri hiicreleri olmalariyla kolaylik ayirt edilmektedir. Spermatidler, liimene
yakin yerlesen ve koyu boyanan niikleuslariyla, spermler ise; uzun, ig seklindeki niikleuslar
ile limene yakin konumlanmis olarak izlenmektedir. Spermatosit-1I’ler ¢ok sik izlenmemekle
birlikte, spermatosit-I'lerin hemen iizerinde konumlanmaktadir. Interstisyel bag dokuda
Leydig hiicreleri, gesitli bag doku hiicreleri ve kan damarlari ayirt edilmektedir. Cogunlukla
poligonal sekilli olan Leydig hiicreleri ise diizgilin yuvarlaga yakin, oval bi¢cimli niikleuslar1 ve

eozinofilik boyanan sitoplazmalari ile normal histolojik yapida izlenmistir (Sekil 4).

Diyabet grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Morfometrik degerlendirme
neticesinde, ¢aplarmin kontrole goére anlamli derecede azalmis oldugu tespit edilen seminifer
tiibiillerde, sekil bozukluklari izlenmistir. Seminifer tiibiil liimeninde, heniiz olgunlagmasini
tamamlayamadan dokiilen germinal hiicrelerin varligi ve spermatogenezin kesintiye ugradigi

dikkati gekmistir (Sekil 5-10).

21



Seminifer tiibiillerde; spermatogenik seri hiicrelerinin diziliminde bozulma, hiicre kaybi,
organizasyon bozuklugu gozlenmistir (Sekil 7-10). Sertoli hiicreleri ile az sayida
spermatogonyumun olusturdugu seminifer tiibiillerin yani1 sira; spermatogonyum, spermatosit-
I, spermatid ve sperm bulunduran tiibiiller de bulunmaktadir (Sekil 8). Ayrica bazi tiibiillerde
dev hiicreler de izlenmistir (Sekil 6).

Sertoli hiicre dejenerasyonu sebebiyle, germinal epitelde yer yer genis vakuollerin
ortaya ¢iktig1 seminifer tiibiillere de rastlanmaktadir (Sekil 9). Normal sekil, biiyiiklik ve
yapisindan farkli olan seminifer tiibiillerin, etrafim1 ¢evreleyen interstisyel bag dokuda da

kalinlasmalar dikkati ¢ekmistir (Sekil 5).

TUNEL Bulgular:

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

Kontrol ve deney gruplarn karsilastirildiginda; apoptotik hiicre indeksinin diyabet
grubunda, kontrole gore anlamli derecede arttig1 gézlenmistir (P<0,001; Tablo 4).

Tablo 4’te degerleri belirtilen apoptotik tiibiil indeksinin de; diyabet grubu deneklerde,

kontrol grubu deneklere gore anlamli derecede arttig1 belirlenmistir (P<0,001; Tablo 4).

Tablo 4. Apoptotik tiibiil ve hiicre indeksleri

Kontrol Grubu Diyabet Grubu P
(n=6) (n=6)
Apoptotik 8.2+4.2 51.7+11.5 <0,001
tiibiil indeksi (4-17) (36-67)
Apoptotik 7.8+3.1 33.5+49 <0,001
hiicre indeksi (4-14) (27-42)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P<0,05 anlamh kabul edilmistir.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla kullanilan TUNEL reaksiyonuyla; kontrol
grubu testis kesitlerinde, seminifer tiibiillerde bulunan az sayida hiicrede pozitivite izlenmis
ve bunlarin 6zellikle spermatogonyumlar oldugu tespit edilmistir (Sekil 11-13).

Ancak diyabet grubu testis kesitlerindeki seminifer tiibiillerde, hiicresel lokalizasyonu
niikleer olan spermatogenik seriye ait cok sayida TUNEL pozitif hiicreler izlenmistir (Sekil

14-16).
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Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve diyabet grubuna ait testis dokularinda uygulanan kaspaz 8, kaspaz 3, Fas ve
FasL immiinreaktivitelerinin degerlendirilmesi; her preparatta 1000 hiicredeki immiinpozitif
hiicreler sayilarak yapilmistir (62). Kontrol ve diyabet grubuna ait immiinreaktiviteleri

gosteren degerler, Tablo 5°te 6zetlenmistir.

Tablo 5. Kaspaz 8, kaspaz 3, Fas ve FasL degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol Grubu Diyabet Grubu
(n=6) (n=6) P

Kaspaz 8 11.4+3.3 71.3+9.7 <0,001
(5-15) (57-88)

Kaspaz 3 1.8+£0.8 11.1+£23 0,001
(1-3) (8-15)

Fas 41+3.1 20.2+5.5 <0,001
(0-9) (11-27)

FasL 142+7.4 39.7+9.6 0,001
(6-26) (25-56)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P<0,05 anlamh kabul edilmistir.

Kaspaz 8 immiinreaktivite bulgulari: Kontrol grubu testis dokusu seminifer
tiibiillerinde, spermatogonyumlarda ve spermatosit I’lerde, hiicresel lokalizasyonu sitoplazmik

olan, az sayida immiinpozitif hiicre izlenmistir (Sekil 17-19).

Diyabet grubu testis dokusunda izlenen kaspaz 8 immunpozitif hiicre sayisi, kontrol
grubuna gore anlamli derecede artmistir (P<0,001; Tablo 5). Bu hiicrelerin ¢ogunlukla,
bozulmus spermatogenez nedeniyle, tiibiil limenine dokiilmek iizere olan ya da dokiilmiis

spermatogenik hiicreler oldugu tespit edilmistir (Sekil 20-22).

Kaspaz 3 immiinreaktivite bulgulari: Kontrol grubuna ait testis dokularinda kaspaz
3’lin hiicresel lokalizasyonun niikleer ve sitoplazmik olmasi ve az sayida immiinpozitif

hiicrenin bulunmasi dikkat ¢ekiciydi (Sekil 23,24).

Diyabetik grubun testis preparatlarindaki seminifer tiibiillerde, immiinlokalizasyonu
niikleer ve sitoplazmik olan ¢ok sayida hiicre izlenmistir (Sekil 25,26). Bununla birlikte,

ozellikle Sertoli hiicrelerindeki siddetli immiinpozitif reaktivite goze carpmaktadir (Sekil 27).
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Diyabet grubu testis preparatlarinda bulunan immiinpozitif hiicre sayisinin, kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece arttig1 gozlenmistir (P=0,001; Tablo 5).

Fas immiinreaktivite bulgulari: Fas immiinreaktivitesinin plazmalemma ve
sitoplazmada oldugu belirgindir. Kontrol grubunda, az sayida spermatogonyum ve geg
spermatidlerde Fas (+) immunreaktivite izlenmistir (Sekil 28). Ayrica interstisyel sahada

bulunan Leydig hiicrelerinde de immiinpozitivite dikkati ¢ekmektedir (Sekil 29).

Diyabetik grubun testis doku kesitlerinde, ¢ok sayida immiinpozitif hiicreler izlenmistir
(Sekil 30-33). Interstisyel sahada bulunan Leydig hiicrelerinde de immiinpozitif reaktivite
dikkat gekmektedir (Sekil 33).

Diyabet grubu testis dokusunda bulunan immiinpozitif hiicre sayisinin, kontrol grubuna

kiyasla arttig istatistiksel olarak belirlenmistir (P<0,001; Tablo 5).

FasL immiinreaktivite bulgulari: Testis dokusunun kontrol grubuna ait
preparatlarinda; seminifer tiibiillerde bulunan Sertoli hiicrelerinde, hiicresel lokalizasyonun
plazmalemma ve sitoplazmada oldugu dikkati ¢ekmektedir (Sekil 34-36). Ayrica Leydig

hiicrelerinde de immiinpozitif reaktivite izlenmistir (Sekil 35,36).

Diyabet grubunda FasL immiinpozitifliginin, sadece Sertoli ve Leydig hiicrelerinde
smirlt kalmayip, spermatogenik hiicrelerde de bulundugu ve bu hiicrelerde de FasL

lokalizasyonunun, plazmalemma ve sitoplazmada oldugu izlenmistir (Sekil 37-39).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda FasL immiinpozitif hiicre sayisinin, diyabet
grubunda istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek oldugu gozlemlenmistir (P=0,001; Tablo
5).
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ISIK MiKROSKOBIK BULGULAR

4

Sekil 2. Kontrol grubu testis kesitinde; Normal yapida seminifer tiibiiller(*) ile interstisyel
bag doku (») ve tunika albuginea (—) izlenmektedir. H+E, X100.

Sekil 3. Kontrol grubu seminifer tiibiillerinde, bazal membran (—) ve spermatogenik seri

hiicrelerinin tiimii ve tiibiil liimenlerinde olgunlasan spermlere ait kuyruklar
goriilmektedir (»). H+E X200.
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Sekil 4. Kontrol grubuna ait, seminifer tiibiil epitelinde spermatogonyumlar (sg),
spermatosit-I’ler (stl), spermatidler (sd), spermler (S), Sertoli hiicresi (sh) ve

interstisyel alanda kan kapilerleri (K), etrafinda yerlesmis Leydig hiicreleri (»)
izlenmektedir. H+E, X400.

/‘q‘.‘% .‘
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Sekil 5. Diyabet grubu testis kesitinde, seminifer tiibiillerdeki degisimler (») ve interstisyel
alanda kalinlasmalar izlenmektedir (—). H+E, X100.
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Sekil 6. Deney grubu seminifer tiibiillerin, kiigiilen tiibiil caplar1 (») ve tiibiil limeninde
dev hiicreler (—) dikkat cekmektedir. H+E, X100.

Sekil 7. Deney grubunda seminifer tiibiil duvarim déseyen germ hiicrelerinde diizensizlik
ve hiicre kaybi goriilmektedir (*). Tiibiil liimenlerinde sperm yoklugu (») ve dev
hiicreler (—) goze carpmaktadir. H+E, X200.
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Sekil 8. Diyabet grubuna ait kesitlerde, bazi seminifer tiibiillerde spermatogenezin kismen
devam ettigi (») ve ayn1 zamanda, seminifer tiibiil liimenine dokiilmiis germ
hiicreleri (—) izlenmektedir. H+E, X200.

Sekil 9. Diyabetik grubun testis kesitlerinde, hiicrelerde vakuolizasyonlar (*), seminifer
tiibiil epitelinde organizasyon bozuklugu dikkat ¢ekmektedir (» )(—).H+E, X400.
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Sekil 10. Deney grubunda spermatogenik seri hiicrelerinde organizasyon bozuklugu dikkat
cekicidir (»). Ancak baz1 tiibiil liimenlerinde spermlerin varhg,
Sspermatogenezin devam ettigini gostermektedir (—). H+E, X400.

f
Nrd

Sekil 11. Kontrol grubu seminifer tiibiillerde, az sayida TUNEL pozitif hiicreler (—)
goriilmektedir. TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X100. icsel sekil; negatif
kontrol, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Sekil 12. Kontrol grubuna ait kesitte TUNEL pozitif hiicreler (—) izlenmektedir. TUNEL
ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 13. Seminifer tiibiil epitelinde, az sayida TUNEL (—) pozitif boyanma goriilmektedir.
TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 14. Diyabet grubuna ait bu testis kesitinde, seminifer tiibiillerde ¢ok sayida TUNEL
pozitif hiicreler dikkat ¢ekmektedir (—). TUNEL ve hematoksilen zit boyamasi,
X100.

Sekil 15. Diyabet grubu seminifer tiibiil epitellerinde, organizasyon bozuklugu ile birlikte
cok sayida TUNEL pozitif hiicreler (—) izlenmektedir. TUNEL ve hematoksilen
zit boyamasi, X200.



Sekil 16. Diyabetik testis dokusunda, TUNEL pozitif hiicreler (—) izlenmektedir. TUNEL
ve hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 17. Kontrol grubu seminifer tiibiillerde spermatogenezin farklhh asamalarindaki

hiicrelerde, az sayida immiinpozitif reaktivite (—) izlenmektedir. Kaspaz 8 ve

hematoksilen zit boyamasi, X100. icsel sekil; negatif kontrol, hematoksilen zit
boyamasi, X100.
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Sekil 18. Kontrol grubuna ait bu preparatta, seminifer tiibiillerde spermatogenik seriye ait
az sayida spermatogonyum (—) ve spermatosit-1’de (») zayif ve orta siddetli
immiinpozitif reaktivite gosteren hiicre goriilmektedir. Kaspaz 8 ve hematoksilen

zit boyamasi, X200.

Sekil 19. Kontrol grubu testis kesitinde, kaspaz 8 immiinpozitif reaktivite goriilmektedir
(—). Kaspaz 8 ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 20. Diyabetik testis kesitinde, seminifer tiibiillerde ¢ok sayida kaspaz 8 immiinpozitif
hiicreler dikkat ¢cekmektedir(—). Kaspaz 8 ve hematoksilen zit boyamasi X100.

Sekil 21. Diyabet grubuna ait bu mikrografta, seminifer tiibiillerde immiinlokalizasyonu
sitoplazmik olan cok sayida orta ve siddetli derecede immiinpozitif hiicre
izlenmektedir(—). Kaspaz 8 ve hematoksilen zit boyamasi X200.
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Sekil 22. Spermatogenik seriye ait hiicrelerde, kaspaz 8 immiinpozitif reaktivite (—)
izlenmektedir. Kaspaz 8 ve hematoksilen zit boyamasi X400.

Sekil 23. Kontrol grubuna ait mikrografta, kaspaz 3’iin, seminifer tiibiillerdeki az sayida,
immiinlokalizasyonu niikleer olan, zayif immiinpozitif reaktivitesi goriilmektedir

(—). Kaspaz 3 ve hematoksilen zit boyamasi, X200. I¢sel sekil; negatif kontrol,
hematoksilen zit boyamasi, X100.
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Sekil 24. Kontrol grubu seminifer tiibiillerde az sayida spermatogonyumda immiinpozitif
reaktivite izlenmektedir (—). Kaspaz 3 ve hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 25. Diyabet grubuna ait testis kesitinde, hiicresel lokalizasyonu sitoplazmik (—) ve
niikleer (») olan immiinpozitif hiicreler goriilmektedir. Kaspaz 3 ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.



Sekil 26. Diyabet grubunda spermatogenik hiicrelerde kaspaz 3 immiinlokalizasyonun
niikleer ve sitoplazmik oldugu goriilmektedir (—). Ayrica bazi Sertoli
hiicrelerinde, lokalizasyonu sitoplazmik olan immiinpozitif reaktivite
izlenmektedir(» ). Kaspaz 3 ve hematoksilen zit boyamasi, X400.

sekil 27. Spermatogenik seriye ait hiicrelerde goriillen immiinpozitif reaktivitenin yam sira,
Sertoli hiicrelerinde (—) goriillen siddetli immiinpozitif reaktivite dikkat
cekicidir. Kaspaz 3 ve hematoksilen zit boyamasi, X400. I¢sel sekil; kaspaz 3 ve
hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 28. Kontrol grubu, interstisyel alanda Fas immiinpozitif reaktivite gosteren Leydig
hiicreleri goriilmektedir(—). Fas ve hematoksilen zit boyamasi, X400. Icsel sekil;
negatif kontrol, hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 29. Seminifer tiibiil epitelinde; bazi1 spermatogonyumlarda (—) ve gec spermatidlerde
(™), interstisyel sahada ise baz1 Leydig hiicrelerinde (*) zayif immiinreaktivite
izlenmektedir. Fas ve hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 30. Diyabet grubu, Fas immunreaktivitesi; hem plazmalemma hem de sitoplazmada
izlenmektedir (—). Fas ve hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 31. Seminifer tiibiillerde; cok sayida Fas immiinreaktivitesi gosteren hiicre dikkat
cekmektedir (—) Fas ve hematoksilen zit boyamasi, X400.



Sekil 32. Diyabet grubuna ait testis kesitinde; ¢cok sayida zayif, orta ve siddetli immiin-
reaktivite gosteren hiicre izlenmektedir (—) Fas ve hematoksilen zit boyamasi,
X400.

Sekil 33. Fas immiinpozitif spermatogenik hiicreler (—) ve ayrica interstisyel sahada
immiinpozitif Leydig hiicreleri de dikkati ¢cekmektedir(» ). Fas ve hematoksilen
zit boyamasi, X400.
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Sekil 34. Kontrol grubuna ait testis kesitinde, seminifer tiibiil epitelinde bulunan Sertoli
hiicrelerinde, FasL. immiinreaktivitesi goriilmektedir(—). FasL ve hematoksilen
zit boyamasi, X200.

Sekil 35. Kontrol grubunda; Sertoli ve Leydig hiicrelerinde, FasL. immiinpozitif reaktivite
izlenmektedir(—). FasL ve hematoksilen zit boyamasi, X400. icsel sekil; negatif
kontrol, hematoksilen zit boyamasi, X100.
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Sekil 36. Kontrol grubu, baz1 Sertoli hiicrelerinde immiinpozitif reaktivite izlenmektedir
(—). FasL ve hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 37. Diyabet grubuna ait testis dokusunda bulunan seminifer tiibiillerde, FasL immiin-
reaksiyonunun arttig1 goriilmektedir(—). FasL, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Sekil 38. Diyabet grubu, seminifer tiibiillerde ¢ok sayida immiinpozitif reaktivite gosteren
hiicre izlenmektedir (—). FasL, hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 39. Diyabetik gruba ait seminifer tiibiillerde, FasL. immunreaktivitesi hiicrelerin
plazmalemma ve sitoplazmasinda goriilmektedir (—). FasL, hematoksilen zit
boyamasi, X400.
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TARTISMA

Diyabetik erkek infertilitesi giiniimiizde, diyabetin komplikasyonlar1 arasinda sikg¢a
bahsedilen ve arastirmaya acik bir¢cok yonii olan bir konudur. Tip 1 diyabetli erkeklerde ya da
ileri yaslarda ¢ocuk sahibi olmak isteyen tip 2 diyabetli erkeklerde, sperm kalitesi etkilendigi
icin, subfertilite/infertiliteye sebep oldugu ve erkek tireme fonksiyonlari tizerinde de ciddi bir

etkisinin oldugu son yillarda yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur ( 1,6,21,46,52,65).

2013 yilindaki bir caligmada Roy ve ark. (66) diyabetin, sperm say1 ve hareketliliginde
azalmaya neden oldugunu, Costanzo ve ark. (67) diyabetin; hipotalamus-hipofiz-testis
ekseninde degisiklikler meydana getirerek, testosteron seviyesini diisiirdiigiinii bildirmislerdir.
Klinik veriler diyabetik bireylerde; libido azalmasi, retrograd ejakiilasyon, erektil
disfonksiyon, hipogonadizm, testikiiler hacimde azalma, prostat glandiiler hacimde arts,
seminal vezikiilde kalinlagma ve iirogenital sistemde mikrobiyal aktivitede artis oldugunu

gostermistir (47,68).

Calismamizda STZ uygulanan deneklerin, kan glukoz diizeyleri 250 mg/dl’den fazla
olanlar, diger bir¢ok ¢alismada oldugu gibi (8,50,65,69) diyabetik olarak kabul edilmislerdir.

Viicut ve testis agirliklarinin; kontrol grubuna kiyasla, diyabetik grupta azaldig
yoniindeki bulgularimiz, deneysel diyabet olusturulmus siganlarla gergeklestirilen bir¢ok
calismayla paraleldir (7,8,13,48,65,69).
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Alves ve ark. (1) diyabetin neden oldugu hipergliseminin, ROS iiretimini artirarak
bireylerin fertilite potansiyellerini riske attigimi ayrica, ROS artisiyla birlikte siiperoksit
tiretimini tetikleyerek; glikoz 6-fosfat dehidrogenazi inhibe ettigini, bunun da mitokondriyal
disfonksiyon ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. ROS {iretiminde artis ve antioksidan
savunmada diistisle birlikte, sperm niikleer ve/veya mitokondriyal DNA’sinin, ROS’un
varliginda pargalandigini; bunun da bireylerin fertilite potansiyelleri icin risk olusturdugunu

gostermektedir.

Hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres; testikiiler disfonksiyona sebep olmaktadir.
Testis dokusunda bir¢ok histopatolojik degisikligin ortaya c¢ikmasina ek olarak, seminifer
tiibiil caplarinda da ciddi degisimler meydana gelmektedir. Daha 6nceden yapilmis birgok
calisma gibi bizim calismamizda da, diyabet grubu seminifer tiiblil c¢aplarinda, kontrol

grubuna gore anlamli bir azalma meydana gelmistir (50,52,70).

Diyabetik grubun testis doku kesitlerinde izlenen histopatolojik degisiklikler; tunica
albuginea ve interstisyel bag dokuda kalinlagsma, spermatogenik seriye ait hiicrelerde
organizasyon bozuklugu, germ hiicre kaybi, bazi seminifer tiibiillerde atrofi ve hiicresel
vakuolizasyonlar, anormal spermatogenez ve genellikle limene yakin konumlanmis dev
hiicrelerin goriilmesi seklindedir. Amaral (50) ve Bozdemir (8)’in c¢alismalarinda da bu
bulgularla paralel bilgiler bulunmaktadir. Bunlara ek olarak Trindade ve ark. (10) seminifer
tiibiil bazal membranlarinda kalinlasma ve tiiblil duvarinda incelme hatta bazen tamamen
atrofik tiibiillerin varligindan bahsetmistir. Koroglu ve ark. (13) ise diyabetik testis
dokusundaki bu bulgulara, bir de seminifer tiibiil siniflamasiyla katki saglamislardir. Hess ve
arkadaslarmin yaptigi seminifer tiibil siniflamasini kullanarak (71), seminifer tiibiilleri
normal, regresif, dejeneratif ve atrofik olarak degerlendirmislerdir. Tek doz 65 mg/kg STZ
uygulayarak bir ay siirdiirdiikleri ¢alismalarinda, regresif, dejeneratif ve atrofik tiibiillerde

artistan bahsetmislerdir.

Diyabetik testisin incelendigi calismalarda, testikiiler disfonksiyon ile apoptozisin
yakindan iligkili oldugu belirtilmistir. Hipergliseminin neden oldugu ROS artis1 ve buna baglh
olarak gelisen oksidatif stresin, apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (7,8,21,53,65). Jin ve ark.
(72) diyabette ROS olusumunu azaltmak i¢in; ROS’un ana kaynagi olan nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz inhibitdrii olan “aposin” ile ROS artisinin engellendigini
ve buna bagli olarak da germ hiicre apoptozisinde dnemli bir azalmanin meydana geldigini
belirtmislerdir.
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Diyabet ile ortaya ¢ikan hiicresel oksidatif stresin, apoptozise neden oldugu birgok
calismanin konusu olmustur. Cesitli hormon ve antioksidanlarin kullanimiyla oksidatif stresin
azaltildigt ve buna bagli olarak germ hiicre apoptozisinde iyilesmelerin gerceklestigini

bildiren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (6,13,52,65,66).

Hiicrede apoptozisin son agamasinda DNA kiriklari meydana gelmektedir. Kiritlan DNA
pargaciklarinin 3'-OH uglarin1  belirlemede TUNEL yontemi siklikla kullanilmaktadir
(7,11,57,73). Kontrol ve diyabet gruplarinda belirledigimiz apoptotik hiicre indeksi (74) ve
apoptotik tiibiil indeksi verileri (73,75) bu konuda yapilmis daha Onceki ¢alismalarla
ortigmektedir (7,11). Calisgmamizda, kontrol gruplarinda az sayida olan TUNEL pozitif
hiicrelerin 6zellikle spermatogonyumlar oldugu gorilmiistiir. Diger ¢alismalarda oldugu gibi
(7,11,65) diyabet grubu seminifer tiibiillerindeki spermatogenik seriye ait TUNEL pozitif

hiicreler, kontrol grubuna gore 6nemli derece artmistir.

Intrensek yol ile tetiklenen apoptoziste; Bcl-2 ailesine ait proteinler, mitokondriyal
membran gegirgenliginde onemli rol oynamaktadirlar. Bcl-2 protein ailesinden olan, Bcl-2,
Bcl-X., Bcl-x, Beclw, Bcl-Xs, BAG gibi proteinler antiapoptotik rol oynarken, Bcl-10, Bak,
Bax, Bad, Bid, Bim, Blk ve Bik proteinleri ise proapoptotiktirler (54).

Sadik ve ark. (52), diyabetik sicanlarin testis dokularinda proapoptotik bir protein olan
Bax proteininin ve anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 proteininin gen ifadesini polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile degerlendirmiglerdir. Bax geninin ifadesinde 6nemli bir
artis, Bcl-2 geninin ifadesinde ise 6nemli bir azalma oldugunu, Bax/Bcl-2 oraninin ise anlaml
bir sekilde arttigini ileri stirmiislerdir. Koh’un (11) yapmis oldugu calismada, diyabetik
sicanlarin testis dokularinda meydana gelen apoptoziste, Bcl-2 ailesine ait proteinlerin
ifadelerini western blot analizi ile arastirmislardir. Antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-X,
proteinlerinin ifadelerinde diyabetik grupta kontrole gore dnemli bir diisiis, proapoptotik Bax
ve Bad proteinlerinin ifadelerinde ise diyabetik grupta kontrole gore onemli bir artis

gosterdigini bildirmislerdir.

Ekstrensek yol ise apoptozisi, transmembran reseptorler araciligr ile indiiklemektedir.
Bu sinyal yolunda TNF ve TNFR ailesi iiyeleri rol oynamaktadir. Ligand ve karsilig1 olan
Oldiirticii reseptorlerin birbirine baglanmasi (Fas/FasL etkilesimi) Fas reseptoriiniin, FADD’a

baglanmasina neden olmaktadir. Bunu takiben bir dizi kaspaz aktivasyonlar1 gerceklesir,
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prokaspaz 8 FADD’a baglanir ve kaspaz 8 aktiflesir. Son olarak efektor kaspazlar (kaspaz
3,6,7) aktifleserek apoptozis indiiklenmis olur (56).

Diyabet grubunda belirledigimiz kaspaz 8 immiinreaktivitesindeki artisin, apoptotik
yolagin indiiklendigini isaret ettigini diisiinmekteyiz. Wang ve ark. (76) da, 2014 yilinda
yayinlamis olduklar1 ¢alismada, diyabete bagli olarak gelisen testikiiler apoptoziste kaspaz 8
aktivasyonunun onemli 6lgiide artmis oldugunu bildirmislerdir. Jiang ve ark. (77), diyabetik
testis dokusunda western blot yontemi ile degerlendirdikleri kaspaz 8 aktivasyonununda,

onemli bir degisikligin saptanmadigini rapor etmislerdir.

Kontrol grubu deneklerimizin seminifer tiibiillerinde kaspaz 3 immiinreaktivitesi az
sayida spermatogonyumlarda izlenmistir. Diyabet grubunda ise kontrole gore ¢ok sayida
spermatogenik seri hiicrelerinin yani sira, Sertoli hiicrelerinde goriilen kaspaz 3
immiinreaktivitesi dikkat ¢ekmistir. Bu grupta gozlemledigimiz kaspaz 3 aktivasyonundaki
artis, Koh (7)’un diyabetik siganlarin testis dokusunda, western blot analizi ile belirlemis
oldugu kaspaz 3 aktivasyonundaki artig ile desteklemektedir. Tek doz 65 mgkg STZ
uygulayarak diyabet olusturan Ramzy ve ark. (78) ise testikiiler apoptoziste kaspaz 3
aktivitesinin arttigini bildirmislerdir. Diyabetin neden oldugu testikiiler apoptoziste kaspaz 3

aktivasyonunun artmis oldugunu ortaya koyan baska ¢aligmalar da bulunmaktadir (52,79,80).

Apoptozisin diizenlenmesinde Fas/FasL sinyal yolaginin 6nemli role sahip oldugu
bilinmektedir. Deneysel olarak olusturulan farkli modellerde, testis dokusu hasarinda ortaya
cikan apoptozisde, Fas/FasL yolaginin roliine iligkin pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir. (81,82)
Ozenci ve ark. (83) varikosel modeli olusturarak, Fas/FasL sinyal yolaginin roliine iliskin
yaptiklar1 ¢aligmalarinda, Fas ve FasL proteinlerinin testikiiler apoptoziste onemli degisimler
gosterdigini bildirmislerdir. Literatiirde karsilastigimiz bir bagka ¢alisma ise quinestrol ile
olusturduklar1 testis hasarinda, Fas ve FasL proteinlerinin arttigin1 immiinohistokimyasal

olarak gosteren Li ve ark. (73)’na aittir.

Apoptozis goriilen testis dokularinda Fas ve FasL proteinleri i¢in fikir yiiriitiilebilen bu
sonuglardan ziyade, pek c¢ok arastirmacinin Tlzerinde durdugu konu; Fas ve FasL
proteinlerinin testis dokusundaki hangi hiicrelerde ifade edildigi ve bu hiicrelerdeki

lokalizasyonudur.

Lee ve ark. (82) herhangi bir ajana maruz birakilmayan siganlarin testis dokularinda

yaptiklar1 immiinohistokimyasal boyamada; Fas proteininin germ hiicrelerinde 6zellikle de
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spermatositlerde, FasL proteininin Sertoli hiicrelerinde immiinreaktivite gosterdigini tespit
etmiglerdir. Mono-(-2ethylhexyl) phthalate (MEHP) ile testis hasar1 olusturduklar ratlarda,
Fas proteininin spermatositlerde belirgin bir artis gosterdigini, FasL proteininin ise
spermatosit etrafindaki Sertoli hiicre sitoplazmasinda yogunlastigini  bildirmislerdir.
Quinestrol ile testis hasar1 olusturan Li ve ark. (73) hem kontrol hemde deney gruplarinda;
Fas immiinreaktivitesinin Leydig hiicrelerinde, spermatosit-l ve spermatidlerde, FasL
immiinreaktivitesinin ise Sertoli ve Leydig hiicrelerinde gergeklestigini, ancak deney
gruplarinda immiinpozitif hiicrelerin sayica daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Ozenci ve
ark. (83) deneysel varikosel olusturduklari sicanlarin testis dokularinda, Fas ve FasL
proteinlerini degerlendirmislerdir. Fas immiinreaktivitesinin kontrol ve deney gruplarinda, geg
spermatidlerde ve Leydig hiicrelerinde, FasL immiinreaktivitesinin ise tiim gruplarda
spermatogenik seri hiicrelerinde, 6zellikle de erken ve gec spermatidlerde gozlemlendigini,

ancak deney gruplarinda immunreaktivitenin daha yogun oldugunu belirtmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada; kontrol grubu deneklerin testis dokularinda Fas
immiinreaktivitesinin spermatogonyum, spermatid ve Leydig hiicrelerinde, diyabet grubu
testis dokularinda ise Leydig hiicrelerinde ve spermatogenik seriye ait tiim hiicrelerde oldugu
goriilmiistiir. Sertoli hiicrelerinde; kontrol ve deney grubu testis dokusunda, Fas
immiinreaktivitesi goriilmemistir. Kontrol grubu deneklerinde FasL immiinreaktivitesi; Sertoli
ve Leydig hiicrelerinde izlenirken, diyabet grubunda Sertoli ve Leydig hiicrelerinin yani sira,

spermatogenik seriye ait hiicrelerde de immiinpozitif reaktivite tespit edilmistir.

Literatiir bilgilerine dayanarak ilk kez, diyabetik testis dokularinda Fas/FasL sinyal
yolaginda yer alan kaspaz 8, kaspaz 3, Fas ve FasL proteinlerinin immunreaktivilerinin ayni
anda gosterildigi bu ¢alismada; diyabetik testis dokularinda goriilen apoptoziste Fas/ FasL
sinyal yolagmin onemli bir rolii olabilecegi kanisindayiz. Ancak bu yolaginin roliiniin,
kantitatif farkli metodlarla da arastirilmasi ve Ozellikle diger apoptotik yolaklarla
karsilastirilarak, 6neminin vurgulanmasi gerektigi diisiincesindeyiz. Boylece diyabetik erkek
hastalarda karsilasilan subfertilite/infertilite olgularinda, Fas/Fas ligand sinyal yolaginin,
inhibe edilmesine etken olabilecek c¢esitli kimyasallarin ve/veya antioksidanlarin kullanimiyla,

yeni tedavi protokollerinin glindeme gelmesi miimkiin olabilecektir.
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SONUCLAR

Diyabetik erkek infertilitesinde etkili olabilecegini diisiindiiglimiiz apoptotik
yolaklardan biri olan Fas/Fas ligand sinyal yolaginin, diyabetik erkek infertilitesindeki
roliiniin aydinlatilmasina ve bu yolagin olasi roliine gore, yeni tedavi protokollerinin giindeme
gelmesine katki saglamay1 amagladigimiz bu ¢alismada; ayni biyolojik ve fizyolojik kosullar
altinda tutulan Wistar albino erkek sicanlardan, kontrol grubu (n=6) ve tek doz 60mg/kg
streptozotosin uygulanan diyabet grubu (n=6) olmak iizere 2 grup olusturulmus ve denekler

dort haftalik siire sonunda sakrifiye edilmislerdir.

Kontrol grubu bulgulari, diyabet grubuyla karsilastirildiginda;

1- Diyabet grubunda, kan glukoz degerleri (527,3£70,5 mg/dl) diyabetin olustugunu
gosterir sekilde artarken (P=0.004); viicut (P=0.004) ve testis agirhiklar1 (P=0.01) ile
seminifer tiibiil caplarinin azaldig: (P<0.001) tespit edilmistir.

2-  Apoptotik tiibiil ve apoptotik hiicre indekslerinin diyabet grubunda, kontrole gore
anlamli derecede arttig1 (P<0,001 ve P<0,001),

3- Kaspaz 8 ve kaspaz 3 immunpozitif hiicre sayilarinin, diyabet grubu testis dokusunda,

kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundugu (P<0,001 ve P=0,001),

4-  Fas immunreaktivitesinin; her iki grupta Leydig hiicreleriyle birlikte, az sayida

spermatogonyum ve gec spermatidlerde gozlemlendigi,
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5- Fas ligand immunreaktivitesinin ise kontrol grubunda sadece Sertoli ve Leydig
hiicrelerinde izlenirken, diyabet grubunda bunlara ek olarak spermatogenik hiicrelerde de

bulundugu,

6- Fas ve Fas ligand immiinpozitif hiicre sayilarinin, kontrol grubuna kiyasla diyabet

grubunda arttig1 (P<0,001 ve P=0.01) belirlenmistir.

Bu calismalardan elde ettigimiz bulgular; diyabetik erkek hastalarda karsilasilan
subfertilite/infertilite olgularinda, Fas/Fas ligand sinyal yolagmin oOnemli bir roli
olabilecegini, ancak bu yolaginin roliiniin farkli metodlarla da arastirilmasi ve diger apoptotik
yolaklarda karsilastirilarak, Oneminin vurgulanmasi gerektigi sonucuna varmamizi

saglamistir.
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OZET

Diyabetik erkek subfertilite veya infertilitesi, son yillarda dikkat ¢eken bir konudur.
Subfertilite veya infertiliteye sebep olan apoptotik yolaklar, giin gectikge Onem
kazanmaktadir. Bu diisiinceden hareketle; Fas/Fas ligand sinyal yolaginin, diyabetik erkek
infertilitesindeki roliiniin aydinlatilmasina ve olasi rolilne gore, inhibe edilmesine etken

olabilecek, yeni tedavi protokollerinin glindeme gelmesine, katki saglamay1 amagladik.

Stabil laboratuvar kosullar1 altinda tuttugumuz Wistar albino erkek sicanlardan,
kontrol grubu (n=6) ve tek doz 60mg/kg streptozotosin uygulanan diyabet grubu (n=6) olmak
tizere iki grup olusturduk. Diyabet grubunda; streptozotosin uygulanmasi sonrasi 6l¢iilen kan
glukoz degerleri (>250 mg/dl) diyabetin olustugunu gosterir sekilde artarken (P=0,004);
viicut (P=0,004) ve testis agirliklar1 (P=0,01) ile seminifer tiibiil ¢aplarinin azaldig: (P<0,001)

tespit edilmistir.

TUNEL, kaspaz 8, kaspaz 3, Fas ve Fas ligand immunreaktivitelerinin degerlendirildigi
bu caligmada; apoptotik tiibiil ve hiicre indekslerinin diyabet grubunda, kontrole goére anlamli

derecede arttig1 gozlenmistir (P<0,001 ve P<0,001).

Kaspaz 8 ve kaspaz 3 immunpozitif hiicre sayisi, diyabet grubu testis dokusunda,
kontrol grubuna gore anlamli derecede artmistir (P<0,001 ve P=0,001). Kaspaz 3

immunreaktivitesinin hem niikleer ve hem sitoplazmik olmasi dikkati ¢cekmektedir.

Fas ve Fas ligand immiinreaktivitelerinin ise plazmalemma ve sitoplazmada oldugu
belirgindir. Kontrol grubunda, Fas immunreaktivitesi Leydig hiicreleriyle birlikte, az sayida

spermatogonyum ve ge¢ spermatidlerde de izlenmektedir. Fas ligand ise kontrol grubunda
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Sertoli ve Leydig hiicrelerinde immunreaktivite gosterirken, diyabet grubunda bunlara ek
olarak spermatogenik hiicrelerde de izlenmistir. Diyabet grubu testis dokusunda bulunan Fas
ve Fas ligand immiinpozitif hiicre sayisinin, kontrol grubuna kiyasla arttigi belirlenmistir

(P<0,001 ve P=0,001).

Sonug olarak, diyabetin sebep oldugu infertilite olgularinda, Fas/ Fas ligand yolaginin

rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Testis, Kaspaz 8, Kaspaz 3, Fas/FasL
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EVALUATION OF Fas/FasL SIGNALING PATHWAY IN DIABETIC
RAT TESTIS

SUMMARY

Diabetic male subfertility/infertility have been topics of high interest in recent years.
The apoptotic pathways which cause subfertility/infertility have increasingly been seen as
important to these areas. We aim to contribute to the development of novel treatment
protocols for the inhibition of the Fas and Fas ligand signaling pathway, with could have a

role in diabetic male infertility.

We placed Wistar albino male rats, which were maintained under stable laboratory
conditions, into two groups. The groups was designated as the control group (n=6) and the
diabetic group (n=6) was administered a single dose 60mg/kg of streptozotocin. The body
weight (P=0,004), testis weight (P=0,01) and seminiferous tubule diameter decreased
(P<0,001).

An apoptotic tubules and cell indices significantly increased in the diabetic group
compared with the control group (P<0.001 and P<0.001, respectively). In diabetic testis
tissue, caspase8 and caspase3 immunopositive cell count increased (P<0,001 and P=0,001,
respectively) compared to the control group. As both nuclear and cytoplasmic, caspase 3

immunoreactivity draws attention.

Fas and Fas ligand immunoreactivity were observed in both plasmalemma and
cytoplasm. In the control group, Fas immunoreactivity was observed in Leydig cells,
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spermatogonium and elongated spermatid. Fas ligand immunoreactivity in the both group
was observed in Sertoli and Leydig cells. However, in the diabetic group, immunoreactivity
was also observed in spermatogenic cells. The Fas and Fas ligand immunopositive cell count
showed an increase in the diabetic group compared to the controls (P<0,001 and P=0,001,

respectively).

We conclude that the Fas/Fas ligand signaling pathway might have a role in infertility

cased caused by diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, Testes, Caspase 8, Caspase 3, Fas/FasL
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